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RESUMO

Os focos de criptas aberrantes (FCAs) e 0 aumento do indice de proliferacao celular do
epitélio da mucosa retal (iPCNA) e de ciclooxigenase-2 (COX-2) servem como
marcadores do risco de desenvolver o cancer de célon, sendo usados na deteccao
precoce dos fatores que influenciam a carcinogénese colénica em ratos. Cinquenta
ratos Wistar machos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos. Todos os
animais dos grupos G1 a G4 receberam quatro inje¢bes do carcindgeno 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) por duas semanas, sendo G5 o grupo controle e G1 recebemdo
apenas o DMH. Os grupos G2, G3 e G4 receberam o extrato de Lychnophora ericoides
(LE), por 6, 4 e 2 semanas respectivamente. Os grupos G3 e G4 receberam o extrato
de LE em fases distintas da carcinogénese, sendo G3 na fase de promocao e G4 na
iniciacado, e G2 durante as duas fases. Quarenta e dois dias ap6s a primeira injecao de
DMH para a inducao neoplasica, foi observada reducao, estatisticamente significativa,
do numero de FCAs, COX-2 e do iPCNA em todos 0s grupos que ingeriram o extrato de
LE. Conclui-se que o extrato da Lychnophora ericoides atuou como fator inibidor da

carcinogénese coldnica.

Palavras chave: Lychnophora ericoides, cancer célon, 1,2-dimetilhidrazina, focos de

criptas aberrantes, inflamagéo, ciclooxigenase-2 e proliferacao celular.



Fernandes, C.R. Protective role of Lychnophora ericoides (a Brazilian Arnica) in
1,2-dimethylhydrazine induced experimental colon carcinogenesis. Faculdade de
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ABSTRACT

Aberrant crypt foci (ACF), cyclo-oxigenase-2 (COX-2) and colon rectal mucosal
epithelial cell proliferation have been shown to increased in patients with neoplasic
lesions of the large bowels and may serve as a marker risk for colorectal malignancy,
have been used for early detection of factors that influence colorectal carcinogenesis in
rats. Fifty male Wistar rats were randomly divided into five groups. All the animals were
given four injections of the carcinogen 1,2-dimethylhydrazine (DMH) for two weeks less
the group control G5 , G1 was the group that received only DMH, the groups G2, G3
and G4 received Lychnophora ericoides (LE) extracts for 6, 4 an 2 weeks respectively,
G3 and G4 groups received LE at the post initiation and initiation phases of colonic
carcinogenesis, and G2 in all the time of the experiment. Forty two days after the first
injections of DMH for the neoplasic induction, we observed a statistically significant
decrease number of cyclo-oxigenase-2 (COX-2), aberrant crypt foci (ACF) end
proliferation cell (PCNA) in all groups. Thus, we concluded that Lychnophora ericoides

extracts were effective against the colonic carcinogenesis.

Keywords: Lychnophora ericoides, cancer colon, 1,2-dimethylhydrazine, aberrant crypt

foci, inflammation, cyclo-oxigenase-2 and proliferation cell.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Numero de células marcadas positivamente pelo PCNA por cripta por animal,

em relagdo ao numero total de células por cripta nos animais dos grupos laoV 66

Tabela 2- indices médios de células positivamente marcadas pelo PCNA (iPCNA)

por animal dos grupos | ao V 67

Tabela 3 - Média do nimero de FCAs/cm? por animal, contados 30 campos

microscopicos, e seus respectivos desvios-padrdes 68

Tabela 4 - indice médio dos FCAs/cm?, por grupo. 69

Tabela 5 - Relagdo entre o numero total de células e o numero de células

fortemente coradas pela COX-2 70



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Foto da planta Lychnophora ericoides 15
Figura 2 - Esquema do delineamento experimental dos grupos 28
Figura 3 — Foto das criptas com células marcadas pelo PCNA 36

Figura 4— Gréafico de comparagédo estatistica entre os resultados dos quatro grupos

estudados em relagédo ao iPCNA médio por grupo 37

Figura 5 — Foto dos focos de criptas aberrantes 39

Figura 6 — Grafico de comparagao estatistica entre os resultados dos quatro grupos

estudados em relacdo ao nimero médio de FCAs/cm? por grupo 40

Figura 7- Células com marcagéao positiva (setas) para expressao de COX-2, na mucosa

do colon de ratos 41

Figura 8 — Grafico de comparacao estatistica entre os resultados do indice de células

positivas para COX-2 nos cinco grupos estudados. 42



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

DMH — 1,2- dimetilhidrazina

DNA - Acido desoxirribonucléico

FCAs — Focos de criptas aberrantes

H&E - Hematoxilina & Eosina

PCNA — Proliferating cell nuclear antigen
iPCNA - indice médio de células positivamente marcadas pelo PCNA
SD — Desvio-padrao

LE - Lychnophora ericoides

ROS — Espécies reativas de oxigénio

PGE2 — Prostaglandina E2

iINOS — Enzima 6xido nitrico sintetase indutivel
Pgs - Prostaglandinas

® - Marca registrada

COX-2 — ciclooxigenase-2



SUMARIO

Resumo
Abstract
Lista de Tabelas
Lista de Figuras
Lista de Siglas e Simbolos
1 - INTRODUGCAO
1.1 - Propriedades da Lychnophora ericoides
1.2 — Cancer de cdlon
1.2.1 — Céancer de colon: epidemiologia
1.2.2 - O cancer de célon no Brasil
1.3 - Os estagios da carcinogénese
1.4 — Cancer e inflamacéao
1.5 - Inducéo do céncer de colon
1.5.1 - Carcinogénese quimica
1.6 - Marcadores biol6gicos (biomarcadores) da carcinogénese colbénica
2 — JUSTIFICATIVA
3 - OBJETIVO
4 — MATERIAL E METODOS
4.1- Delineamento experimental
4.2 - Preparo dos extratos hidroalcodlicos de L. Ericoides
4.3 - Preparo do carcin6geno

4.4 - Cuidados na aplicacdo da DMH

14

15

17

17

17

18

19

20

20

21

24

26

27

27

28

29

29



4.5 - Coleta e processamento do material
4.6 - Focos de criptas aberrantes (FCAs)
4.7 — Imunohistoquimica

5 - ANALISE ESTATISTICA

6 — RESULTADOS
6.1 - A proliferacao celular
6.2 - Contagem dos FCAs
6.3 — Expressao da COX-2

7 — DISCUSSAO

8 — CONCLUSAO

9 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10 — ANEXOS

30

31

31

34

36

36

38

40

44

51

53

66



INTRODUCAO

1 - INTRODUCAO



1.1 - Propriedades da Lychnophora ericoides

Lychnophora mart (Asteraceae) € um género de planta encontrado
endemicamente no Brasil, abrangendo 68 espécies, conhecidas popularmente como
"arnica da serra ou falsa arnica". Este género é restrito a regides centrais sendo
especifica do cerrado brasileiro (ROBINSON, 1992; SEMIR, 1993; MANSANARES et
al., 2002). Entre as espécies de Lychnophora, a Lychnophora ericoides Mart.
(Asteraceae) é a mais utilizada popularmente (Figura 1). A medicina tradicional
brasileira utiliza emplastos alcodlicos e hidroalcodlicos preparados das folhas e raizes
da Lychnophora ericides (LE) para o tratamento de feridas, inflamacdo e dor

(CERQUEIRA et al., 1987; LOPES, 2001).
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Figura 1- Foto da plant Lcno’phra ericoides. Fo
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Investigacdes fitoquimicas prévias do extrato apolar de Lychnophora ericoides,

evidenciaram varios compostos, entre eles a lactona sesquiterpénica (Sls), lignanas

(Lg) e flavonoides (BORELLA et al., 1998; BORSATO et al., 2000; SAKAMOTO et al.,



2003). Uma grande variedade de propriedades farmacolégicas € atribuida aos
flavonoides, os quais estao presentes em varias espécies do reino vegetal consumidas
diariamente em nossa dieta ( frutas, vegetais, vinho tinto, cha preto e verde)
apresentando propriedades anti-inflamatoérias, anti-viral, anti-espasmadica, anti-tumoral
e antioxidantes, alem da modulagao dos radicais livres, e inibicdo da acado de algumas
enzimas (LIMASSET et al,, 1999; MIDDLETON JR. et al, 2000 ., KANASHIRO et al,
2004).

Investigagbes microscopicas da superficie das folhas da L. ericoides revelaram a
presenca da lactona sesquiterpénica que tem atividade anti-tumoral (PICMAN, 1986,
KONISH et al, 2002). Alem dos compostos goiasensolido e centraterina que sao os
mais potentes furanoeliandolidos (classe a qual pertencem essas substancias), que sao
inibidores do fator NF-kB, que € o mensageiro celular responsavel pelo inicio da
inflamacao (SAKAMOTO et al, 2003). A inibicao do NF-KB pode ser observada na
inibicado da oncogénese e proliferacao celular. Talvez este seja um importante alvo no
entendimento da terapia contra o cancer (DOS SANTOS et al 2004; BORSATO et al,
2000; SAKAMOTO et al, 2003), embora a lactona serquiterpénica tenha apresentado
atividade antiinflamatéria in vitro, 0 mesmo nao foi evidenciado in vivo, no entanto este
composto apresenta citotoxidade (DOS SANTOS et al, 2004). Alem disso a lactona
sesquiterpénica é descrita como potente alérgico (GOBBO-NETO et al, 2005), sendo
estas as razbes para o isolamento e retirada do tricoma glandular na fase de
elaboracao do extrato usado neste trabalho.

As SLs possuem o composto 15-deoxigoiazensilido, com propriedades
citotoxicas e genotoxicas desencadeador da apoptose e liberagdo de espécies reativas

do oxigénio (VASCONCELOS et al, 2007)



Diferentes vitaminas e outros micronutrientes presentes nos vegetais, frutas e
outros produtos das plantas, podem prevenir o desenvolvimento do céancer
(carcinogénese), por meio da interferéncia na acao dos carcinégenos, e determinados
agentes responsaveis por mutagdes genéticas e promotores de tumor (HANAUSEK et
al, 2003)

Os Preparados contendo o extrato bruto da lychnophora sp e alguns de seus
constituintes isolados tais como os flavonoides, sdo usados freqientemente pela
medicina popular brasileira como agente anti-inflamatério e analgésico (KANASHIRO et
al, 2004)

Atualmente existem fortes evidéncias sugerindo que drogas antinflamatérias nao
esteroides reduzem o risco do desenvolvimento do cancer de colon (NOGUEIRA et al,

2005)

1.2 - CANCER DE COLON

1.2.1 — Cancer de coélon: epidemiologia

Ferlay et al , em seu estudo de morbidade e mortalidade por cancer afirmou que
haviam 10,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo em 2000, com 6,2 milhdes
de mortes e 22,4 milhdes de pessoas vivendo com cancer. Isso representa um aumento
de 19% na incidéncia e 18% da mortalidade em relagdao ao ano de 1990.

No mundo, os tumores malignos que acometem o célon e o reto, somam a cada
ano cerca de 945 mil novos casos, sendo o segundo mais prevalecente no mundo, com

uma estimativa de 2,4 milhdes de pessoas vivas com diagnostico nos ultimos cinco



anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2004), o cancer de intestino grosso representa 15% do
total das neoplasias malignas e acomete um em cada vinte habitantes nos paises

ocidentais (CHOEN, FRIENDMAN, 1992).

1.2.2 - O cancer de colon no Brasil

No Brasil, dados da Fundacado Nacional de Saude (1996), das regides sul e
sudeste, demonstram que o cancer de colon esta entre as principais causas de
morbimortalidade por doencas neoplasicas.

No estado de Sdo Paulo, é a quarta forma mais comum de cancer. E grave o
problema de saude em todo o mundo e sua incidéncia vem aumentando ano a ano,
sendo considerado, ao menos em parte, que este aumento resulte da moderna cultura
ocidental. (WANDERPOOL, 1986).

A sobrevida média cumulativa em cinco anos € cerca de 40 a 50% e néo é
grande a diferenca entre os paises desenvolvidos e os em desenvolvimento: 49%
(variando entre 30 e 61%) e 44% (variando entre 33 e 45%), respectivamente. A média

mundial estimada é de 44% (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

1.3 - Os estagios da carcinogénese

A carcinogénese € um processo complexo, provavelmente envolvendo uma
pletora de eventos epigenéticos ocorrendo nos niveis morfologico, celular e molecular,
podendo ser dividida em trés estagios principais: iniciagdo, promogao e progressao

(BIRD, 1995; FODDE, 2002).



A carcinogénese é um processo de multiplas fases. A transformagédo neoplésica
implica no envolvimento da célula através de estagios sequenciais, e diferentes agentes
podem afetar a transigao entre os estagios (VANIO, McGREGOR, 1992).

No desenvolvimento do céncer, os estagios de iniciacdo e progressdo envolvem
alteragdes genéticas as quais sao operacionalmente reversiveis e moduladas por uma
grande variedade de fatores ambientais (HIKITA et al, 1999).

No estagio de iniciagdo, ocorrem mudancas no genétipo da célula normal, uma vez
que o carcindgeno interage com o acido nucléico levando a mutacdo em oncogenes €
anti-oncogenes. Somente mutacdes de genes criticos podem levar a formacao de
tumores, 0os mais relevantes estdo na ativagdo de oncogenes e na inativagao dos genes
supressores de tumor (JAKOBISIAK et al, 2003; ANIVIMOV, 2007).

No estagio de promogéo, a célula adquire um novo fenétipo por causa do micro
ambiente que envolve o tumor. A carcinogénese nao envolve somente a célula alvo,
mas também todo o ambiente, criando condi¢cdes para a promocao da célula iniciada
(fatores de crescimento, citocinas, desequilibrio metabdlico e imunodepressao) levando
a formacao de células pré-neoplasicas. (ANIVIMOV, 2007).

Por fim, no estagio de progressao, ocorre a transformacdo de células pré-
neoplasicas nos tumores podendo levar a invasao do tecido, migragéo e formagéao de
metastase (JAKOBISIAK et al, 2003).

Estes estdgios da carcinogénese podem ser facilmente reproduzidos em mudltiplos
modelos experimentais os quais abrangem os modelos de indugdo quimica,
predisposicao genética e os de implantagédo e transplantacdo em cavidades corporais,
sendo o de indug¢ao quimica o mais utilizados devido a sua praticidade e especificidade

(HOFFMAN-GOETZ, 2003).



1.4 - Cancer e inflamacao

O envolvimento da ativacao macica dos neutréfilos em conjunto com a ativacao
de espécies reativas do oxigénio, na fisiopatologia dos processos inflamatérios, tem
atraido o interesse na descoberta de novos compostos que possam ser capazes de
modular estes processos (KANASHIRO et al, 2004).

Por mais de 100 anos as drogas anti-inflamatérias nao esteroides sao usadas
com sucesso para amenizar as condicoes de dor e processos inflamatérios (GROVER
et al, 2003). A inibicdo da COX-2, pode reduzir a infiliragdo de macréfagos, podendo até
causar reducao do crescimento tumoral (NAKAO et al, 2005.; DOMINIQUE et al, 2004).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) € uma proteina expressa em resposta a presenca de
mediadores locais liberados em consequéncia de varios estimulos que fazem parte de
uma resposta inflamatéria (DuBOIS et al., 1996). Alem disso, a COX-2 também esta
associada a fatores angiogénicos e a formacdo de novos vasos no processo de

carcinogénese (WU et al.; 2004).

1.5 — Inducao do cancer de célon

1.5.1 - Carcinogénese quimica

Os carcindgenos quimicos séo classificados conforme sua agdo: direta (por

exemplo, a N-metil-N-nitrosouréia ou NMU) ou indireta (por exemplo, o 1,2-

dimetilhidrazina ou DMH). Os carcinégenos quimicos estimulam a proliferagao celular e



induzem a formagédo de tumores numa variedade de orgaos e tecidos, dependendo da
via de administracdo, tempo, dose, duragao e freqiéncia da administracao, e do sexo
do animal (BALISH et al, 1977).

O céancer de colon pode ser induzido em modelos experimentais, utilizando
cancerigenos quimicos como a dimetilhidrazina (DMH), que possui um alto grau de
especificidade para o célon de variadas espécies de roedores (DESCHNER, 1974;
REDDY et al., 1975; LAMONT, O'GORMAN, 1978; ROGERS, NAUSS, 1985; OLIVEIRA
et al, 2001). Estes modelos sdo de grande importancia nos estudos que englobam os
diversos aspectos da morfologia e patogenia da doenca, contribuindo para o
aperfeicoamento do seu diagndstico, prevengao e tratamento.

Em modelos experimentais da carcinogénese do célon, verificou-se que a DMH
acarreta aumento na proliferagao celular do célon, com elevacdo do numero total de
células por cripta, aumento do numero de células marcadas por timidina, elevagao do
indice mitético (razdo entre o nimero de células marcadas e o numero total de células)

nas criptas (OLIVEIRA et al, 2001)

1.6 - Marcadores bioldgicos (biomarcadores) da carcinogénese colonica

Estudos evidenciaram, que ratos tratados com cancerigenos quimicos como o
DMH, apresentaram focos de criptas aberrantes (FCAs). Estas alteracdes relacionadas
ao processo de transformacao neoplasica, podendo ser utilizadas como biomarcadores
indicadores de provavel progressdo para cancer, estas lesbes pré neoplasicas se
caracterizam morfologicamente por apresentarem criptas com aberturas terminais

alteradas, espessamento epitelial com células proeminentes e tamanho maior que as



criptas adjacentes (SIU et al, 1997 ; PARK et al, 1997).

Os FCAs, encontrados no célon de ratos tratados com o carcinédgeno quimico
dimetilhidrazina, sdo largamente usados para detectar possiveis fatores que possam
influenciar a carcinogénese de célon nos seus estagios iniciais, pois estas podem ser
quantificadas, caracterizadas e utilizadas como biomarcadores do cancer de célon
(MACLELLAN et al, 1991.; THORUP et al, 1994)

Embora ainda permanecam desconhecidos muitos dos eventos que acontecem
entre 0 aumento da populagao celular das criptas e o aparecimento do cancer, ja é bem
estabelecido em humanos, que a proliferacdo celular da mucosa colbnica esta
aumentada em individuos com alto risco para cancer, e, freqientemente, se manifesta
através da projecao do compartimento proliferativo das criptas em direcéo a luz do tubo
gastrointestinal (OLIVEIRA et al, 2001). O antigeno de proliferagdo celular nuclear
(PCNA), é utilizado para se quantificar a proliferagcdo celular e € considerado um

marcador intermediario para o risco de neoplasia coloretal (MURRAY et al, 1995).



JUSTIFICATIVA

2 - JUSTIFICATIVA



A resposta inflamatéria € tipicamente acompanhada pela geracdo de radicais
livres e pelo estimulo de diversos mediadores responsaveis pelo aumento da expressao
dos FCAs, COX-2 e do iPCNA, os quais podem ser considerados bons marcadores da
oncogénese do célon ( GARCIA et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2001; BIRD,1995;
MURRAY et al, 1995) Considerando o aumento da incidéncia do cancer de co6lon no
mundo e as propriedade antinflamatérios da LE, este trabalho visou verificar os

possiveis efeitos do extrato da planta LE na carcinogénese colbnica em ratos Wistar



OBJETIVO



3 - OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o bloqueio do desenvolvimento do cancer
de célon, proveniente dos compostos naturais do extrato da L.ericoides nos estagios de
iniciacdo e promocao da carcinogénese col6nica, utilizando os parametros de histologia
do colon através da andlise e quantificacdo dos focos de criptas aberrantes da
ciclooxigenase-2 e da proliferacdo celular da mucosa do epitélio retal, decorrentes da

acao do 1,2-dimetilhidrazina.
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4 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinquenta ratos Wistar, machos, de aproximadamente 170g. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP), e mantidos no Biotério do
Departamento de Patologia, em condi¢des de temperatura ambiente constante 24°C +1°C
e em ciclo noite-dia 12:12-h. A umidade relativa do ar era de 60-70%. Os animais foram
alimentados com dieta padrao Purina® para ratos e agua de torneira ad libitum. Durante
o periodo de adaptacdo (uma semana) foram acomodados em numero de cinco por gaiola
e, apds o inicio do experimento, em gaiolas individuais com dimensado de 26x14x12
centimetros. Os animais foram mantidos segundo as normas da Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da FMRP-USP.

4.1- Delineamento experimental

Apos o periodo de adaptacdo de uma semana, os animais foram aleatoriamente
divididos em cinco grupos, G1, G2, G3, G4 e G5 colocados em gaiolas individuais, sendo
dez animais por grupo. Os grupos G1, G2, G3 e G4 receberam o carcindbgeno quimico
DMH, o grupo G5 n&o recebeu o DMH nem o extrato. Os animais pertencentes aos
grupos de ingestao do extrato (G2, G3 e G4) receberam 10 ml por dia do extrato as 08:00
da manha em seus respectivos recipientes de agua individual, onde a agua era reposta
assim que o animal terminava de beber todo extrato. A inspecdo para averiguar a
ingestao do extrato foi de uma em uma hora para a imediata reposicao da agua. O grupo
(G1) recebeu apenas DMH; o grupo (G2) recebeu extrato aquoso de LE por seis semanas
e DMH; o grupo (G3) recebeu o extrato no inicio da terceira semana de isolamento (ao

término do protocolo de duas semanas da aplicacdo do DMH) pelas quatro semanas



2

seguintes e DMH; o grupo (G4) recebeu o extrato de LE apenas nas duas primeiras
semanas da administracdo da DMH, e o grupo (G5), nao recebeu o extrato nem o DMH.

O esquema abaixo (Figura 2) ilustra o delineamento experimental.

G1 28 68
NN

G2 I | |
444t

G3 |
NN

G4 L ]
4 4 4+ 1

G5

Figura 2: Esquema do delineamento experimental, onde: (S) Semanas;¥ ) DMH administrada 2
vezes por semana durante 2 semanas; (C__—__1 ) Extrato de LE, administrado 10 ml/dia, via oral.

4.2 — Preparo dos extratos hidroalcoodlicos de L. ericoides

As plantas foram coletadas em lbiraci, Minas Gerais, Brasil, pelo Prof. Dr. Norberto
Peporine Lopes, docente do Departamento de Fisica e Quimica da Universidade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto-USP, onde 1800 gr de folhas secas foram

submersas em CH,CL,, por um minuto, para a remogao dos constituintes da superficie

das folhas, em seguida levadas a estufa para secagem por 24h. Apos este periodo foram

maceradas e colocadas em solugao de etanol 20 GL (EET 20) por 24 horas. O extrato foi
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filtrado por filtracdo simples e desalcoolisado por rotaevaporador, utilizando a temperatura

maxima de 70 °C.

4.3 - Preparo do carcindgeno

Foi utilizada a 1,2-dimetilhidrazina (DMH), em uma concentracdo de 40 mg/kg
dissolvida em agua destilada e estabilizada em pH de 6,5 aplicado no subcutaneo, duas
vezes por semana durante duas semanas (RODRIGUES et al, 2002). A solugdo de DMH

foi preparada imediatamente antes de cada aplicacao.

4.4 - Cuidados na aplicacao da DMH

O preparo da solugédo, bem como a sua administragéo, foi realizado com equipamentos
de protecdo individual (aventais, luvas, 6culos de protecdo e mascaras contra gases).
Apo6s a manipulagdo da DMH os materiais de laboratério foram imersos em solugédo
aquosa neutralizante de permanganato de potassio. O material destinado ao lixo e o
restante do carcin6geno nao aplicado foram acondicionados em sacos plasticos e

encaminhados para incineragéao.

4.5 - Coleta e processamento do material

Os animais foram sacrificados na 6° semana ap6s a administracdo da primeira
dose de DMH, utilizando a camara de CO2. A seguir, os ratos foram submetidos a
toracolaparotomia mediana para inventario da cavidade toracica e resseccao do célon
para estudo. Os restos mortais foram congelados a -8°C no Biotério do Departamento de

Patologia, e encaminhados para o Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirao



Preto (FMRP-USP) onde foram incinerados.

O cdlon foi retirado, aberto longitudinalmente pela borda mesentérica e lavado com
solucao salina tamponada a 9%, medido com régua graduada em milimetros e submetido
ao exame macroscoépico, anotando-se a incidéncia, distribuicdo, tamanho e caracteristica
das possiveis lesdes. Foram estendidos entre placas de papeldo com a mucosa voltada
para cima protegida com papel de seda e submersos em formalina tamponada a 10% por
um periodo de 24 horas.

Os fragmentos foram retirados da formalina, recortados e processados. As pecas
foram desidratadas por submersdo em banho de alcool com concentracdes crescentes.
Posteriormente, para a diafanizacdo das pecas, as mesmas foram submersas em banho
de xilol por 2 horas e 30 minutos.

Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina fluida. Parte do célon foi
incluido horizontalmente com a mucosa voltada para baixo e parte verticalmente para
obtencdo de cortes longitudinais e transversais respectivamente. Os blocos foram
cortados em micrétomo para obtencao de cortes com 5 um de espessura € montados em
lamina.

A coloragao foi realizada com Hematoxilina de Harris por 3 minutos e a contra-
coloracdo com a solucdo de Eosina Floxina alcodlica por 10 segundos. Para posterior
desidratacdo, a lamina foi submersa em concentracées crescentes de alcool e em
seguida diafanizadas em xilol que é o meio miscivel do entelan (Merck & Co. Inc, SA)

utilizado para montagem das laminas.

4.6 — Focos de criptas aberrantes (FCAs)

Foi feito um rastreamento da mucosa de todo o célon, através de exame com lupa

adequada. Os FCAs foram identificados, quantificados e foi calculada a frequéncia (por



unidade de area em cm?) e a distribuicdo ao longo do célon (BIRD, 1995).

4.7 — Imunohistoquimica

A avaliacdo da proliferacdo celular foi feita através de imuno-marcagéo do antigeno
PCNA (do inglés Proliferating cell nuclear antigen) que identifica células em proliferagcao.
Este estudo foi realizado em tecidos colénicos fixados em formalina e inclusos em
parafina. Os cortes foram recuperados antigenicamente através de incubacdo em panela
a vapor em meio tamponado por 40 minutos. Apds resfriamento do material, as
peroxidases teciduais endégenas foram removidas pela adi¢cdo de perdxido de hidrogénio
e ligagdes inespecificas do anticorpo primario foram evitadas por adicdo de soro de
cavalo. As laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario anti-PCNA, marca
Novocastra, clone PC10, diluicdo de 1:200 por 12 horas em camara Umida com
temperatura ambiente e incubadas com anticorpo primario COX-2, marca Novocastra,
clone 4H12, diluicao de 1:300, com localizacdo no citoplasma celular . Em seguida, houve
a incubacao com anticorpo secundario e por ultimo, a etapa com avidina-biotina para a
formacao do imunocomplexo. A reacao foi identificada apds a revelacdo por tratamento
com DAB (Sigma-aldrich Inc., USA) por 5 minutos e contra coloragdo com Hematoxilina
de Harris seguida de montagem das Iaminas. Em seguida, foi realizada a quantificacéo
das células positivamente e negativamente marcadas, para estabelecimento da proporgcao
entre elas, obtendo o indice das células positivas para 0 COX-2 e PCNA (IC), o qual é

um parametro objetivo da proliferacao celular (SINGH et al., 1997) .
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5 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando o software Graph
Pad Prism 4.0 (San Diego, Califérnia). Para verificar as comparacbes das variaveis
obtidas entre os grupos foi utilizada a Analise de Variancia de Uma Via (ANOVA). Nas
demais comparacbes foi utilizado o poés-teste de Tukey’s Multiple Comparison. A

probabilidade de p<0.05 foi considerada estatisticamente significante.
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6 - RESULTADOS

6.1 - A proliferacao celular

Foram contadas 20 criptas por animal (o numero total de células contadas por
animal foi superior a 1000). Em cada cripta, estimou-se o numero total de células e o
namero de células marcadas fortemente pelo PCNA. Foram consideradas apenas as
células fortemente marcadas, sendo esta contagem realizada por apenas um observador
a fim de se evitar falso positivo (BUTTOW et al, 2003, KOHNO et al, 2002, LAVEZZI et al,
2000, SUZUKI et al, 2004) (Figura 3).

Apdbs a contagem, a média do numero de células marcadas do total de células por

cripta para cada animal foi calculada, tabela 1 (em anexo).

Figura 3 — Cripta com células marcadas para a preseng¢a de PCNA no célon de ratos do grupo G1. Os
nucleos enegrecidos nos dois tergos inferiores da cripta (setas), correspondem as células com marcagao
positiva para PCNA. 400X

O indice médio das células positivamente marcadas pelo PCNA (iPCNA) em cada
grupo foi calculado pelo niumero médio de células marcadas para o PCNA nas cripta em
cada animal, dividido pela média do numero total de células nas criptas de cada animal do
grupo (BUTTOW et al, 2003; KOHNO et al, 2002, GARCIA et al, 2005).

A comparacao estatistica entre os resultados do iPCNA dos quatro grupos



estudados na tabela 2 (anexo) esta apresentada no grafico abaixo (Figura 4).
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Figura 4 — Grafico de comparacao estatistica entre os resultados dos cinco grupos estudados em relacdo
ao iPCNA médio por grupo G1>G4>G3 = G5 >G2 ; p< 0,001; onde G1 recebeu apenas DMH, G2 DMH +
extrato de LE por 6 semanas, G3 DMH + extrato de LE por 4 semanas apds as 2 semanas de aplicacdo da
DMH, G4 DMH + extrato de LE durante as 2 semanas de aplicagdo da DMH e G5 nao recebeu DMH nem
extrato de LE.

Constatou-se que houve diferenca estatisticamente significante em relacdo a
proliferacdo celular entre todos os grupos (Figura 4).

Observou-se um decréscimo do numero de células marcadas positivamente pelo
PCNA, diretamente proporcional ao tempo de ingestdo do extrato, com uma reducao de
46% da proliferacdo celular no grupo (G2) que recebeu o extrato por seis semanas
(P<0,001) em relagao ao grupo controle (G1).

Quando comparado o grupo controle (G1) com o grupo (G3), que recebeu o extrato
apdés o término das duas semanas de aplicacdto da DMH por quatro semanas
consecutivas, representando o estagio da promocdo da carcinogénese coldnica, foi
constatada uma reducéo de 30,51% no iPCNA (P<0,001) (Figura 4).

Houve diferenca estatisticamente significante em relacao ao iPCNA entre o grupo
(G1) o grupo (G4) que recebeu o extrato apenas nas duas primeiras semanas de
aplicacdo da DMH, representando o estagio de iniciacdo, com reducdo de 14,08%

(P<0,05) (Figura 4).
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Ocorreu uma reducao do iPCNA estatisticamente significante em G2 quando
comparado isoladamente com G3 e G4. Em relacdo ao G3, a reducao foi de 22,29%
(P<0,01) e ao G4 de 37,15% (P<0,001). Na analise entre os grupos G3 e G4 houve
reducéo do iPCNA em 19,12% no grupo G3 (P<0,01) (Figura 4)

O grupo G5, que nao recebeu DMH e extrato, apresentou menor proliferacao
celular que os grupos que os grupos G1 e G4 (P<0,001), mas quando comparado com G3
e G2 nao apresentou diferenca estatistica (P>0,05), apesar de ser observada uma

reducao da proliferacéo celular quando comparado a G2.

6.2 - Contagem dos FCAs
A presencga de FCAs no célon foi constatada em todos os animais que receberam a
DMH, confirmando a efetividade do carcinbgeno DMH (Figura 5), sé ndo sendo

observado no grupo G5 que nao recebeu o DMH.

-_ 4
. il

- e
Criptas Aberrantes (setas

Figura 5 — Focos de

Apébs a observacao de trinta campos microscopicos por animal, calculou-se a média
do nimero de focos de criptas aberrantes por cm? (FCAs/cm?) por animal representados
na tabela 3 (anexo), e a média do nimero de FCAs/cm? e respectivos desvios-padrdes

por grupo (GARCIA et al, 2005). Os resultados estdo expressos na tabela 4 (em anexo).
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Houve uma diminuicdo estatisticamente significante dos FCAs em todos os grupos
que receberam o extrato (G2, G3, G4), com um decréscimo do numero de FCAs
diretamente proporcional ao tempo de ingestdao do extrato e uma reducédo de 54,76% dos

FCAs do G2 (P<0,001) em relacao a G1 (Figura 6).
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Figura 6 - Comparacao entre os resultados dos cinco grupos estudados, em relagdo ao nimero médio de
FCAs/cm? por grupo (G1>G4>G3>G2; p = 0,001), onde G1 recebeu apenas DMH, G2 DMH + extrato de LE
por 6 semanas, G3 DMH + extrato de LE por 4 semanas ap6s as 2 semanas de administracdo de DMH e
G4 DMH + extrato de LE durante as 2 semanas de administracado de DMH e G5 nao recebeu DMH ou LE e
nao apresentou aparecimento de FCAs.

Quando comparado o G1 com os grupos G3 e G4 verificou-se uma reducédo de
40,12% no numero de FCAs (P<0,001) no grupo G3 e uma reducdo de 18,68% do
numero de FCAs (P<0,001) no grupo G4 (Figura 6).

Houve uma reducdo estatisticamente significante nos FCAs em G2 quando
comparado isoladamente com G3 e G4, em relacao a G3 de 24,45% (P<0,001) e a G4 de
44,3% (P<0,001). Assim como foi observado entre os grupos G3 e G4, uma reducao dos
FCAs de 26,53% no grupo G3 (P<0,001)(Figura 6). No grupo G5 nao foram encontrados

FCAs.



6.3— Expressao da COX-2

Em cada cripta, estimou-se o numero total de células e o numero de células
marcadas fortemente pelo COX-2 sendo considerado positivo quando detectada a
coloragao no citoplasma das células (figura 7). O indice de marcacéo foi determinado pela
relagdo entre o numero total de células e o numero de células fortemente coradas. Os

resultados do COX-2, estdo apresentados na tabela 5 (em anexo).

Figura 7- Células com marcacéao positiva (setas) para expressao de COX-2, na mucosa do célon de
ratos (Grupo G1). 400X.

Constatamos que houve uma diminuicao estatisticamente significante das células
marcadas positivamente pelo COX-2 em todos os grupos que receberam o extrato (G2,
G3, G4), com um decréscimo do numero das células marcadas positivamente pelo COX-2
diretamente proporcional ao tempo de ingestao do extrato. Ocorreu uma redugédo das
células com marcagéao positiva para o COX-2 nos grupos G2, G3, G4 e G5 em relagao ao

grupo G1 (P< 0,001) (Figura 8).
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Figura 8 — Grafico de comparacgao estatistica entre os resultados do indice de células positivas para COX-2
nos cinco grupos estudados. G1>G3=G4>G2>G5; p< 0,001. O grupo G1 recebeu apenas DMH, G2 DMH +
extrato de LE por 6 semanas, G3 DMH + extrato de LE por 4 semanas apds as 2 semanas de aplicacdo da
DMH, G4 DMH + extrato de LE durante as 2 semanas de aplicagdo da DMH e G5 nao recebeu DMH nem
extrato de LE.

Houve uma reducdo estatisticamente significante das células com marcacao
positiva para o0 COX-2 em G2 quando comparado isoladamente com G3 e G4 (P<0,001),
mas comparado a G5 o grupo G2 nao apresentou resultados significativos (P>0,05),

assim como o observado na analise estatistica entre os grupos G3 e G4 (P>0,05).
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No presente estudo, foi demonstrado que a administracao por via oral do extrato da
LE, uma planta exclusiva do Brasil (DOS SANTOS et al, 2004), esta associada a reducao
do iPCNA, iCOX-2 e dos FCAs em ratos Wistar tratados com DMH quando comparados
aos animais que nao receberam o extrato. A literatura demonstra que a carcinogénese
colénica induzida pelo DMH em roedores é morfologicamente similar aos tumores de
cbélon em humanos, inclusive englobando todos os estagios de seu desenvolvimento
(POZHARISSKI, 1979; POZHARISSKI et al, 1990).

Para elucidar os efeitos do extrato de LE, buscou-se compreender em qual das
fases da carcinogénese colbnica o extrato apresenta acao mais eficiente, pois os estagios
da carcinogénese ja sao conhecidos ha mais de cinqlienta anos, e foram descritos
primeiramente em modelos experimentais que utilizaram roedores, sendo designados
como iniciacao, promocao e progressao (YUSPA, SHEILDS, 1997; SLAGA, 1980).

Foi averiguado o efeito do extrato nas fases de iniciacdo, e promocéao . A fase de
progressao nao foi avaliada, pois durante a progressao do tumor, células pré-neopléasicas
se desenvolvem dentro do tumor, através de um processo de expansao clonal, o qual é
facilitado pela progressiva instabilidade gendémica e expressdo alterada dos genes
(PITOT, 1989), e os animais deste experimento sofreram eutandsia prévia a estes
eventos, devido a pouca disponibilidade de extrato e dificuldade de se obter a matéria
prima na natureza. Além do mais, levaria um tempo muito superior a seis semanas de
ingestao de extrato para se atingir a fase de progressao, com a necessidade de producao
de extrato em larga escala, gerando grande devastacao da planta LE.

A fase de iniciagdo ocorre quando o DNA de uma célula ou de uma populacéo de
células sofrem um dano devido a exposicao a um carcinégeno enddégeno ou exdgeno.

Caso este dano nao seja reparado, pode levar a mutacdes genéticas (SLAGA,1984). O



4

G4 recebeu o extrato apenas durante as duas semanas de administracdo da DMH, o que
equivale a acao do extrato durante a fase de iniciacao.

O G3 recebeu o extrato ap6s as duas semanas de administracao do carcinégeno,
até o dia da eutanasia, durante 4 semanas a fim de se averiguar seus efeitos na fase de
promocao. O estagio de promocao é caracterizado pela expansao clonal seletiva das
células iniciadas, o que resulta na expressao alterada dos genes e seus produtos, os
quais estao associados a hiperproliferagdo, remodelamento tecidual e inflamacao (SLAGA
et al 1980; SUGIMURA 1992).

O G2 recebeu o extrato durante as 6 semanas do experimento, abrangendo as
fases de iniciacdo e promoc¢ao, sendo observado neste grupo os melhores resultados.

O G1 recebeu apenas a DMH. A administracdo da DMH em ratos resulta na
metilacdo do DNA nas células epiteliais col6nicas, com a substituicdo do grupo metil pelo
grupo etil nestas células (PORIES, 1993) e este € considerado o estagio de iniciacado, que
é facilmente reprodutivel em modelos experimentais podendo abranger além da fase de
iniciacao, as fases de promocéao e progressao possibilitando a visualizagdo macroscopica
dos neoplasmas dependendo da dose, tempo e modo de administracdo. Assim, este
modelo é amplamente utilizado para se investigar a relacao entre os FCAs e o cancer de
colon (SUNTER et al, 1978; SEQUEIRA et al, 2000; BIRD, 1987; McLELLAN, BIRD,
1988).

Mediadores inflamatérios como as citocinas e fatores de crescimento podem
desencadear o crescimento tumoral pelo estimulo da proliferacdo celular, adeséo,
vascularizacao e potencial metastatico nos estagios tardios do desenvolvimento tumoral
(DOBROVOLSKAIA et al, 2005). A ciclooxigenase-2 (COX-2) é um marcador que serve
para quantificar a resposta inflamatéria. A Cox-2, comparada a mucosa normal, esta
super expressa em 40% dos adenomas humanos e em 80% dos adenocarcinomas

(EBERHART et al, 1994; KARGNMAN et al, 1995; SANO et al, 1995; KUTCHERA et al,



1996).

A resposta inflamatéria é tipicamente acompanhada pela geracao de radicais livres
e pelo estimulo de diversos mediadores inflamatérios como as citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e angiogénicos. Os radicais livres podem causar danos diretos ao
DNA ou afetar os mecanismos de reparo do DNA, aumentando a instabilidade genética,
podendo desta forma contribuir para o primeiro estadgio da transformacédo neoplasica,
conhecido como “iniciacdo”. A ciclooxigenase2 (COX-2), e a indugéo da sintese de éxido
nitrico (iNOS) sédo os principais responsaveis pela produ¢do de uma grande quantidade
destes mediadores (CLARK et al, 2003; HINZ, BRUNE, 2002). O aumento do namero de
ROS pode potencialmente causar danos aos lipideos, proteinas e DNA. As ROS podem
também levar a mutagénese celular e induzir a proliferacdo de células tumorais
(DREHER, JUNOD; 1996).

Foi observado uma reducdo estatisticamente significante na expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) em todos 0s grupos que receberam o extrato sendo seu melhor
efeito no grupo G2 o qual recebeu o extrato por seis semanas, abrangendo as fase de
iniciacdo e promogdo, a expressdo da COX-2 foi aumentando significativamente, a
medida que reduzia-se o tempo de ingestdo do extrato. A ativacao de inibidores seletivos
da COX-2 pode ser a chave da patogénese do cancer de célon (STEINBACH et al,
2000).

O experimento demonstrou que o0s beneficios do extrato sdo diretamente
proporcionais ao tempo de ingestdao, com seu melhor efeito quando ingerido nas fases de
iniciacdo e promog¢ao simultaneamente (G2), seguido pela fase de promocao (G3) e
menor efeito na iniciagdo (G4), apesar de ter apresentado efeitos significativamente
estatisticos em todas as fases quando comparados entre si, sendo comprovado pela
diminuicdo na expressao dos marcadores celulares para os FCAs, iCOX-2 e iPCNA.

Os marcadores celulares sdo de grande confiabilidade, pois abrangem multiplas
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fases, envolvendo uma série de alteracbes patoldgicas, incluindo discretas lesdes
microscépicas da mucosa, as quais estao correlacionadas aos FCAs e a malignidade dos
tumores (BIRD, 1995; TAKAYAMA et al, 1998). Os FCAs representam alteracoes
morfolégicas focais induzidas pela DMH na mucosa colénica (FENOGLIO-PREISER,
NOFFSINGER, 1999).

Na carcinogénese quimica, a proliferacdo celular freqlentemente aparece
imediatamente apds a inducao da carcinogénese no érgao alvo. Isto sugere que a fase S
do ciclo celular é a mais sensivel na iniciacado (WATTENBERG, 1985).

Os acidos cafeoquimicos presentes no extrato da LE promovem in vitro a formagao
de prostaglandinas E2 (PGE2) por leucécitos polimorfonucleares (KIMURA, OKUDA,
1987). A prostaglandina 2 (PGE2) esta elevada no cancer de célon, evidenciando uma
relacdo direta entre a super expressdo destas enzimas e a carcinogénese colorretal
(PUGH, THOMAS, 1994; OKA et al, 1994). Ha evidéncias que sugerem o envolvimento
das prostaglandinas (Pgs) e do 6xido nitrico (NO) em varios processos fisiopatolégicos
incluindo a inflamacéo e a carcinogénese (CLARK et al, 2003; HINZ, BRUNE, 2002).
Diversos trabalhos evidenciam a relacdo entre 0 aumento do crescimento do tumor, a
inflamacéao e a geracao de ROS.

Mediadores inflamatérios como as citocinas e fatores de crescimento podem
desencadear o crescimento tumoral pelo estimulo da proliferacdo celular, adeséo,
vascularizacao e potencial metastatico nos estagios tardios do desenvolvimento tumoral
(DOBROVOLSKAIA, KOZLQOV, 2005).

A resposta inflamatéria é tipicamente acompanhada pela geracao de radicais livres
e pelo estimulo de diversos mediadores inflamatérios como as citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e angiogénicos. Os radicais livres podem causar danos diretos ao
DNA ou afetar os mecanismos de reparo do DNA, aumentando a instabilidade genética e

podendo, desta forma, contribuir para o primeiro estagio da transformacao neoplasica,



4
conhecido como “iniciagcao”. (CLARK, 2003; HINZ, BRUNE, 2002). O aumento do numero

de ROS pode potencialmente causar danos aos lipideos, proteinas e DNA. As ROS
podem também levar a mutagénese celular e induzir a proliferacdo de células tumorais
(DREHER, JUNOD; 1996).

Neste trabalho, mesmo com a presenca dos &cidos cafeoquimicos no extrato da
LE, verificou-se que ele nao foi suficiente para potencializar a acdo da DMH,
provavelmente por serem desconhecidos seus efeitos in vivo, ou por seus efeitos serem
inferiores aos beneficios dos outros compostos do extrato. Para o esclarecimento desta
duvida serdo necessdrias mais pesquisas.

Talvez a chave para explicacdo dos efeitos positivos do extrato de LE, utilizado
neste trabalho, esteja envolvida nos mecanismos de acdo dos flavondides, possiveis
responsaveis pela reducdo da expressdo dos marcadores analisados. Os flavonoides
possuem varios efeitos benéficos na inflamacdo, nos ROS e na carcinogénese
(KANASHIRO et al, 2004).

Os resultados sugerem que os efeitos quimiopreventivos da LE podem estar
associados a inibicdo da promocado do tumor, com maior efetividade que na fase de
iniciacdo tumoral. Entretanto, mais estudos s&o necessarios para se verificar os
mecanismos envolvidos nestes efeitos quimiopreventivos da LE na carcinogénese
colbnica.

Ainda resta elucidar quais destes compostos tiveram acdo no decréscimo dos
FCAs, iCOX-2 e do iPCNA devido a grande variedade de compostos presentes no extrato.
Talvez a resposta contra o desenvolvimento do cancer possa estar em um dos compostos
encontrados no extrato da LE ou na combinacao de todos. O possivel mecanismo de

acao da LE necessita de mais investigacoes.



CONCLUSAO



8 — CONCLUSAO

O extrato da Lychnophora ericoides foi efetivo na reducao do iPCNA, iCOX-2 e no
numero de FCAs, nas fases de iniciacdo e promogéao da carcinogénese colbnica, sendo

seus efeitos diretamente proporcionais ao tempo de ingestao do extrato da LE.
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Tabela 1 - Numero de células marcadas positivamente pelo PCNA por cripta por animal,

em relacao ao numero total de células por cripta nos animais dos grupos | ao V.

Animal Grupo I Grupo II Grupo IIT Grupo IV Grupo V
1 12/68 7174 11/59 10/61 10/71
2 13/70 8/65 11/67 12/73 9/65
3 14/54 8/71 8/71 10/57 11/78
4 16/60 8/71 9/64 12/61 10/70
5 11/57 8/70 9/65 11/60 9/63
6 16/73 8/75 9/67 12/61 9/67
7 16/72 8/70 10/75 13/73 11/75
8 16/74 9/64 11/75 12/73 10/71
9 13/65 8/70 9/70 11/53 9/65
10 13/71 10/91 10/71 14/64 8/58




5
Tabela 2- indices médios de células positivamente marcadas pelo PCNA (iPCNA) e os

respectivos desvios-padrées (SD) nos grupos de | ao V.

Grupo iPCNA+SD
I 0,213+0,0283
II 0,115+0,0114
I 0,148+0,0214
v 0,183+0,0203
\Y 0,139+0,0094




Tabela 3 —Média do nimero de FCAs/cm? por animal, contados 30 campos

microscdpicos, e seus respectivos desvios-padrdes..

5

Animal Grupo I Grupo IT Grupo I1I Grupo 1V Grupo V
1 18,1 9,3 11,4 13,3 0
2 18,9 8,0 9,4 13,0 0
3 17,6 9,9 12,6 13,8 0
4 17,5 8.4 114 13,6 0
5 17,7 7,8 12,0 14,0 0
6 20,3 9,7 12,1 14,8 0
7 16,9 ) 9,8 16,9 0
8 17,7 8,1 10,3 18,0 0
9 18,0 7,0 9,5 15,7 0
10 18,3 6,2 9,9 14,1 0
Média+SD 0,936 1,180 1,192 1,648 0




Tabela 4 - indice médio dos FCAs/cm?, por grupo.

Grupo FCAs/cm?
I 18,1
II 8,19
III 10,84
v 14,72
\Y% 0




Tabela 5- indice médio de células positivamente marcadas pelo COX-2

Animal Grupo I Grupo 1T Grupo I1I Grupo 1V Grupo V
1 7,8 0,9 4,5 5,0 0,06
2 8,9 2,2 3.9 4,6 0,01
3 6,2 1,5 5,9 4,1 0,1
4 6,9 0,6 7,0 5,6 0,12
5 9,2 0,9 5.7 7,2 0,07
6 7.9 1,4 5,1 9.4 0,11
7 7,3 1,8 4.9 3,2 0,08
8 8,5 1,3 7.4 6,4 0,05
9 12,3 2,7 4.8 5,4 0,11
10 12,5 0,8 5.5 4,9 0,06
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

