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RESUMO

O céncer é uma das doengas que mais atinge a populagdo mundial, sendo
considerado um problema de saude publica. Existe a necessidade de alternativas de
tratamento que sejam eficazes no combate as células tumorais e que possuam o
minimo de efeitos colaterais. As fontes naturais sao opgdes bastante promissoras no
combate as neoplasias malignas, e entre elas estdo os liquens, organismos naturais
que possuem uma vasta gama de metabdlitos secundarios em suas estruturas
quimicas, com diversas atividades bioldgicas ja descritas na literatura. Este estudo
teve como objetivo analisar os possiveis danos celulares ao intestino delgado de
camundongos com tumor Sarcoma-180, assim como a eficacia do acido salazinico
na redugao desses danos. Trata-se de um estudo experimental. Foram utilizados 35
camundongos albinos swiss (Mus musculus), machos, com idade de 60 dias. Os
animais foram divididos em cinco grupos experimentais com 7 animais cada, sendo
formados grupos de animais sadios e os que receberam células neoplasicas, destes
foram subdivididos os grupos que receberam o controle negativo (solugéo salina +
tween 80 a 5%), controle positivo (5-Fluorouracil), e os que foram tratados com o
acido salazinico (doses de 25 e 50 mg/kg). Células do Sarcoma-180 foram
inoculadas via subcutanea na regiao axilar direita do camundongo, desenvolvendo-
se o tumor solido. O tratamento teve inicio 24h apds inoculagao e foi realizado
durante 7 dias consecutivos. Um dia apdés o término do tratamento, os animais
passaram por eutanasia para a retirada do intestino delgado. Em seguida os
fragmentos foram fixados e passaram por processamento histolégico, sendo
submetidos a analises histomorfométricas. Os animais expostos as células
neoplasicas apresentaram indice de ganho de peso corporal maior em comparagao
aos animais que nao receberam células do tumor. Ja o peso relativo das porgoes
intestinais foi menor no grupo controle negativo, também comparado ao grupo sadio.
Quanto a area das vilosidades intestinais do duodeno, os grupos controle negativo e
controle positivo apresentaram uma diminuicado significativa da area, apresentando
como resultado os valores 276204 + 1938,0; 29630,0 + 1372,0 um?
respectivamente, em comparagdo ao grupo de animais sadios, que teve como
resultado o valor 40340,1 + 1874,0 um?. Em relagéo ao jejuno, ndo houve diferenga
significativa dos grupos que receberam ou nao tratamento, em comparagdo com os
animais do grupo sadio. Conclui-se que o acido salazinico apresentou uma provavel
protecao ao duodeno dos animais experimentais expostos ao tumor Sarcoma-180.

Palavras-chave: histopatologia; liquens; neoplasias.



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that most affects the world population, being
considered a public health problem. There is a need for treatment alternatives that
are effective in fighting tumor cells and that have minimal side effects. Natural
sources are very promising options in combating malignant neoplasms, and among
them are lichens, natural organisms that have a wide range of secondary metabolites
in their chemical structures, with several biological activities already described in the
literature. This study aimed to analyze the possible cellular damage to the small
intestine of mice with a Sarcoma-180 tumor, as well as the effectiveness of salazinic
acid in reducing this damage. This is an experimental study. Thirty-five male albino
swiss (Mus musculus) mice aged 60 days were used. The animals were divided into
five experimental groups with 7 animals each, being formed groups of healthy
animals and those that received neoplastic cells, from these, the groups that received
the negative control (saline solution + 80 to 5% tween), positive control were
subdivided ( 5-Fluorouracil), and those treated with salazinic acid (doses of 25 and
50 mg/kg). Sarcoma-180 cells were inoculated subcutaneously in the right axillary
region of the mouse, developing a solid tumor. Treatment started 24h after
inoculation and was carried out for 7 consecutive days. One day after the end of
treatment, the animals were euthanized to remove the small intestine. Then, the
fragments were fixed and underwent histological processing, being submitted to
histomorphometric analysis. Animals exposed to neoplastic cells had a higher body
weight gain index compared to animals that did not receive tumor cells. The relative
weight of the intestinal portions was smaller in the negative control group, also
compared to the healthy group. As for the area of the intestinal villi of the duodenum,
the negative control and positive control groups showed a significant decrease in
area, with the result being 27620,4 + 1938,0; 29630,0 + 1372,0 um? respectively,
compared to the group of healthy animals, which resulted in the value 40340,1 +
1874,0 um>. In relation to the jejunum, there was no significant difference between
the groups that received or not the treatment, compared to the animals in the healthy
group. It is concluded that salazinic acid presented a probable protection to the
duodenum of experimental animals exposed to the Sarcoma-180 tumor.

Keywords: histopathology; lichens; neoplasms.
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1 INTRODUGAO

Neoplasias, tumores malignos ou cancer sao as denominagdes adotadas para
descrever um conjunto de doengas malignas que apresentam como caracteristica
comum o crescimento celular desordenado, podendo invadir tecidos e 6rgéos (OMS,
2021). O cancer corresponde a um consideravel problema de saude publica no
mundo, com um crescimento significativo no numero de casos nos ultimos anos,
estando entre as principais causas de Obitos da populagdo mundial (SILVA;
NASCIMENTO; PORTO, 2019; TORRE et al., 2016).

As células cancerigenas possuem uma rapida divisdo celular, s&o
incontrolaveis e agressivas, acarretando na formagdo de tumores que podem
propagar-se para diferentes locais do corpo. Existem inUmeros tipos de cancer, que
correspondem aos variados tipos celulares, sendo os carcinomas originados em
tecidos epiteliais e os sarcomas em tecidos conjuntivos (INCA, 2020).

Os tratamentos disponibilizados atualmente para o cancer sao variados, onde
a escolha vai depender do estagio e tipo de cancer diagnosticado. A quimioterapia,
radioterapia, remogéao cirurgica do tumor, imunoterapia e terapia hormonal sdo as
principais opg¢des de tratamento existentes, podendo ser utilizadas com finalidade
curativa ou paliativa (WANG; LEI; HAN, 2018).

Tais modalidades de tratamento s&o bastante utilizadas e promovem
resultados satisfatérios no combate a patologia, no entanto trazem consigo alguns
problemas, como efeitos colaterais toxicos, tolerancia aos farmacos quimioterapicos,
dano radioativo induzido pela radioterapia e baixa eficacia da imunoterapia (ZHANG,;
LI, 2018). Esses problemas comprometem ainda mais a qualidade de vida do
paciente oncolégico (NICOLUSSI et al., 2014).

Segundo Viana et al. (2017), existe a necessidade de se buscar terapias
alternativas para o combate do cancer, sendo os produtos naturais uma dessas
opgoes, com relevante potencial terapéutico, em especial no Brasil, devido a imensa
variedade de sua flora que ainda ndo € muito explorada. Como exemplo de
importantes produtos naturais, temos os liquens.

Os liquens sao definidos como organismos compostos que consistem em uma
associagao simbidtica entre um parceiro fungico (micobionte) e um ou mais parceiros

fotossintéticos (fotobionte), comumente algas verdes, cianobactérias ou ambas



(CALCOTT et al., 2018; HONDA; VILEGAS, 1998; MOLNAR e FARKAS, 2010;
RANKOVIC; KOSANIC, 2015).

Ha décadas espécies liquénicas vém sendo estudadas quanto ao seu
potencial biolégico, sendo importantes fontes de agentes quimicos unicos para
serem utilizados em diversas finalidades farmacéuticas (MARTINS et al., 2016;
PALUSZCZAK et al., 2018; YANG et al., 2015). Varias pesquisas relatam o relevante
papel de suas moléculas bioativas em varias atividades bioldgicas, como,
antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antineoplasica, antigenotoxica,
antiinflamatéria, analgésica e antitérmica (RANKOVIC; KOSANIC, 2015). Seus
metabdlitos secundarios vém proporcionando novas alternativas na busca de novos
farmacos eficazes e seguros (SPIELMANN, 2005).

Neste contexto, sabe-se que substancias liquénicas apresentam grandes
chances de combate as células neoplasicas, visto que, possuem em sua estrutura
quimica biomoléculas ativas capazes de destruir tais células atipicas. Portanto, é
imprescindivel ressaltar a importancia de novas descobertas de compostos de
origem natural para o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento do

cancer e de suas consequéncias.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O termo genérico cancer € utilizado para um vasto grupo de patologias que
afetam qualquer porgdo do corpo, sendo utilizados também os termos tumores
malignos e neoplasias (OMS, 2021). Esta doenca vem causando temor na
populagdo ha séculos, existindo evidéncias da doenga em ancestrais humanos, que
datam a mais de um milhdo de anos. Sua causa ndao advém da presenca de uma
entidade estranha presente no corpo, assim como acontece nas doencgas infecciosas
e parasitarias, mas sim por mutagées genéticas em células do corpo humano
(HAUSMAN, 2019).

Essas mutagdes genéticas proporcionam algumas caracteristicas especiais
as células, tais como capacidade de proliferacdo ilimitada, auséncia de fatores
supressores do crescimento, morte celular programada (apoptose), capacidade de
invasdo de outros tecidos (metastase) e criagdo de vasos sanguineos novos
(angiogénese) (MARTINEZ et al., 2006).

As neoplasias malignas estdo entre as principais causas de morte em paises
do mundo todo, além disso, € esperado que o numero de novos casos € a
mortalidade aumente rapidamente com o crescimento e envelhecimento da
populagdo, aliado a adocédo de estilos de vida que propiciem maiores chances de
desenvolvimento da doencga (TORRE et al., 2016).

Seu surgimento se da quando células normais se transformam em células
tumorais em um processo composto por diversos estagios, denominado de
carcinogénese ou oncogénese, progredindo frequentemente de uma lesao pré-
cancerosa para um tumor maligno. Tais alteragdes resultam da relagao entre fatores
genéticos e agentes externos, que compreendem os agentes carcinégenos fisicos
(radiagdo ultravioleta e ionizante), agentes cancerigenos quimicos (amianto,
constituintes da fumacga do tabaco, aflatoxina e arsénico) e agentes carcindbgenos
biolégicos (algumas infecgdes virais, bacterianas ou parasitarias) (OMS, 2021).

Além destes fatores citados anteriormente, o envelhecimento também
influencia o desenvolvimento das neoplasias, visto que o mesmo leva a

modificagdes celulares que elevam as possibilidades de se desenvolver um cancer
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(BRASIL, 2020). De maneira geral, as células que estdo envolvidas no
desenvolvimento das neoplasias malignas sofrem modificagbes, segregando seu
DNA, escapando dos mecanismos supressores da proliferacdo, crescendo e
resistindo em diversos ambientes (VIANA et al., 2017).

No cenario brasileiro, o estudo de Panis et al. (2018) traz que a incidéncia e a
mortalidade resultantes de alguns tipos de neoplasias malignas estudadas (prostata,
mama feminina, brénquios e pulmdes, colo de utero e ovario) sdo mais altas no
Brasil, com consideraveis numeros de registros de casos da patologia e de mortes
ocasionadas pela mesma, em comparagao as taxas globais.

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
os tipos mais incidentes de cancer variam conforme as Regides brasileiras. Nas
Regides Sul e Sudeste, os tipos de maior prevaléncia sdo o de mama feminina,
préstata, intestino e pulmao; A incidéncia na Regido Centro-Oeste € semelhante a
Regido Sul e Sudeste, acrescentando-se as neoplasias de estdmago e colo do
utero; As Regides Norte e Nordeste possuem maior incidéncia de neoplasias de
préstata, mama feminina, estémago e colo do utero; Ja na Regidao Norte, as taxas de
cancer de mama e colo do utero sao equivalentes, caracteristica exclusiva dessa
Regiao (INCA, 2019).

O cancer pode acometer qualquer regiao do corpo. Porém, existe 6rgaos que
sdo mais afetados, podendo cada érgao ser acometido por diferentes tipos de tumor,
com agressividade variavel (INCA, 2021). A sintomatologia causada pelas
neoplasias malignas pode ser diferenciada, com sintomas leves ou ndo, alguns
ocorrendo em conformidade com o tipo e o estagio em que se encontra a patologia.
Alguns tipos de cancer s6 apresentam sintomatologia quando estdo em um estagio
de desenvolvimento mais avangado (HEYDARNEJAD; HASSANPOUR; SOLATI,
2011).

O diagndstico desta patologia se fundamenta em diversos critérios, possuindo
sua confirmacao diagnostica através de exames de citologia, histologia e de
marcadores tumorais (SILVA, M., 2006). O tratamento oncoldgico possui como
objetivo a cura, e quando esta ndo é possivel, visa aumentar o tempo de vida do
paciente, oferecendo-lhe cuidados paliativos que proporcionem uma melhoria no seu
bem-estar e na sua qualidade de vida (SAEVARSDOTTIR; FRIDRIKSDOTTIR;
GUNNARSDOTTI, 2010).
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2.1.1 Sarcoma-180

O tumor Sarcoma-180 (S-180) € um modelo animal experimental amplamente
empregado na determinagéo do potencial toxico e antitumoral de diversas moléculas
e extratos, sendo de grande relevancia para a fase pré-clinica e validacdo desses
estudos (SILVA; NASCIMENTO; PORTO, 2019).

O Sarcoma-180 € um tumor de natureza sdlida, também denominado de
tumor de Crocker. De inicio foi classificado como carcinoma mamario, devido ao
fato de ter surgido de forma espontanea em regido axilar de camundongos. A forma
sarcomatosa do Sarcoma-180 so6 foi obtida anos depois, apds varios transplantes
subcutaneos, permanecendo sem alteragdes até hoje (CIOLI; SILVESTRINI, 1971).

Posteriormente a inoculagao intraperitonial do fluido leitoso do Sarcoma-180,
em sua forma solida, em camundongos swiss, a forma ascitica do Sarcoma-180 foi
desenvolvia por Charlotte Friend em 1951, onde se observou que varios tumores a
partir da terceira semana de implante promovem necrose, com 0s animais morrendo
por toxemia, septicemia e desnutricao (SILVA, T., 2014).

O S-180 é na atualidade o tumor experimental mais empregado em estudos
que visam identificar a atividade antitumoral de moléculas e extratos, visto que pode
ser utilizado tanto na forma ascitica quanto na sélida, pode ser aplicado em diversos
locais, possuindo rapida proliferacdo e alto grau de metastase (SILVA;
NASCIMENTO; PORTO, 2019).

2.1.2 Problemas sistémicos ocasionados pelo cancer

Considera-se o cancer como sendo uma patologia sistémica, visto que ha
uma complexa interacdo entre as células cancerosas e as células proximas ao
ambiente tumoral, o que propicia o desenvolvimento de metastases, afetando assim
demais sistemas corporais (KIM et al., 2017).

O cancer ocasiona implicacdes em locais remotos tanto do tumor primario
quanto de suas metastases, problema denominado de sindrome paraneoplasica,
apresentando varias manifestagcdes e nao estando associadas a invasao ou
compressao tumoral direta, sendo secundarias a secrecdo tumoral de

peptideos/horménios funcionais ou correlacionadas a reatividade imunoldgica
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cruzada com o organismo normal do hospedeiro (AGARWALA, 1996; BERGMAN,
2012; MA; CHOW; TAYLOR, 2019).

Frequentemente pacientes diagnosticados com cancer em estagio avangado
sao acometidos por desnutricdo e caquexia, condicdes essas que se desenvolvem
principalmente diante de alguns fatores presentes no curso da doenga, como
ingestado alimentar inadequada, redugédo da pratica de atividade fisica, e disturbios
do metabolismo, acompanhados de inflamagao sistémica e intenso catabolismo
(ARENDS, 2018).

A elevada prevaléncia da desnutricdo nos pacientes com cancer apresenta
relagdo com a menor ingesta de alimentos e alteragdes no metabolismo provocado
pelo tumor, demonstrando a negativa influéncia do cancer no estado nutricional
(STEEMBURGO et al., 2018). Além de que, essa desnutricdo também é um
importante fator de risco para a reducdo da imunidade, complicagdes poés-
operatdrias infecciosas, menor tolerabilidade as intervencbes terapéuticas como
quimioterapia, radioterapia, cirurgia e aumento da mortalidade (BARBOSA;
LACERDA-FILHO; BARBOSA, 2014; TOSCANO et al., 2008).

Aliada a desnutricdo, a perda de peso também é um problema constante em
pacientes portadores de neoplasias malignas. Tais condi¢des acabam influenciando
0 prognostico, estendendo o tempo de hospitalizagdes, implicando em mais custos
financeiros e trazendo prejuizos a qualidade de vida e a sobrevida desses pacientes
(PANELLA et al., 2014).

Os tumores malignos, principalmente aqueles que apresentam crescimento
lento, sdo diagnosticados mais tardiamente, propiciando intensas alteragcdes
catabdlicas no hospedeiro, podendo resultar na caquexia (FORTES; NOVAES,
2006). A caquexia em pacientes com cancer € uma complexa sindrome multifatorial,
determinada pela reducdo de tecido muscular esquelético, e até mesmo tecido
adiposo. Tal condigao esta relacionada a prejuizos na fungao fisica do paciente,
diminui¢cdo da resposta ao tratamento proposto para o cancer diagnosticado, como
também a maiores taxas de mortalidade (FONSECA et al., 2020).

Além dos problemas nutricionais citados, o cancer afeta diretamente 6rgaos
vitais, como o coracdo. As células cancerigenas liberam fatores pro-caquéticos no
sangue, visando atingirem o6rg&os distantes, como o coragdo. Estes mediadores
inflamatdrios liberados pelo tumor acabam culminando em prejuizos ao musculo

cardiaco, resultando em doenca cardiaca, com atrofia das células cardiacas, fibrose
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tecidual, aliado ao comprometimento funcional do érgédo que pode resultar em
insuficiéncia cardiaca (AUSONI et al., 2020).

2.1.3 Terapias no combate ao cancer

O tratamento para o céancer possui como finalidade a erradicacido por
completo dos tecidos cancerigenos, sem danificar os tecidos corporais proximos, no
entanto, esse objetivo é dificultado pelas propriedades das células cancerigenas de
se propagar para outros tecidos, sejam eles proximos ou distantes, provocando as
metastases. Quando a cura ndo € possivel, o tratamento deve possibilitar a
manutencdo da qualidade de vida do paciente, mantendo a doengca em um estado
subclinico (WANG; LEI; HAN, 2018).

Nos casos em que o cancer esta na fase pré-metastatica em estagio inicial,
sendo diagnosticado precocemente, com a adogado de protocolos cirurgicos bem
sucedidos, sua erradicagao total € possivel. Infelizmente, ndo se tem o mesmo
desfecho nos casos de doenga metastatica avancada, visto que as células
cancerigenas desenvolvem resisténcia ao tratamento proposto (WHELAN;
CUNNINGHAM, 2020).

Os métodos de tratamento disponiveis atualmente para o tratamento do
cancer sao diversos, variando conforme o estagio e o tipo da neoplasia maligna
diagnosticada. A quimioterapia, cirurgia, radioterapia, terapia hormonal e terapia
direcionada, incluindo a imunoterapia, sdo as principais modalidades de tratamento,
podendo ser utilizadas em combinagdo, conforme indicagcdo médica, objetivando
melhor eficacia do tratamento proposto (WANG; LEI; HAN, 2018).

Os diversos avancgos na ciéncia e na tecnologia modificaram as terapias de
combate ao cancer, visto que houve uma melhor compreensido dos processos
biolégicos subjacentes. Tal avango € continuo, onde cada dia mais se observa a
modificagdo e o surgimento de novos procedimentos e planos terapéuticos, sempre
com o intuito de aumentar a precisdo e eficacia do tratamento, possibilitando
maiores taxas de sobrevivéncia, além de minimizar os prejuizos a qualidade de vida
do paciente (WANG; LEI; HAN, 2018).

Entre os tratamentos convencionais para o cancer, estdo a quimioterapia,

sendo a opc¢ao terapéutica que regularmente € adotada no tratamento de tumores
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malignos, a radioterapia e a cirurgia, que sdo mais indicadas para o tratamento de
lesdes localizadas (SINGH et al., 2018), além das op¢des empregadas na atualidade
como a imunoterapia, anticorpos monoclonais, anticorpos bioespecificos e
vacinagao (VIANA et al., 2017).

A quimioterapia se constitui como uma das mais relevantes e promissoras
opcdes de combate ao cancer, sendo utilizada com finalidade curativa ou paliativa.
Diversos fatores devem ser analisados antes de se indicar o tratamento
quimioterapico, tais como a idade do paciente, seu estado nutricional, funcdo de
orgaos com pulmao, rim e figado, existéncia de infecgdes, tipo tumoral, metastase e
condicdo de vida do portador da neoplasia maligna (SILVA; ALBUQUERQUE;
LEITE, 2010).

Considera-se a radioterapia como sendo a principal opg¢ao de tratamento para
a maioria dos pacientes diagnosticados com neoplasias malignas. Essa modalidade
de tratamento possui como beneficios o controle do tumor local, sem a ocorréncia de
muitos efeitos colaterais sistémicos, diferentemente do que ocorre na quimioterapia.
Porém, assim como outras opgdes de tratamento, sua eficacia pode ser limitada,
visto que o tumor pode adquirir resisténcia ao tratamento, que pode resultar em
chances de recidiva da doenca, como também no desenvolvimento de metastase
(OZPISKIN; ZHANG,; LI, 2019).

Atualmente, estamos progredindo constantemente no conhecimento das
funcionalidades do nosso sistema imunolégico e de como ele se comporta frente a
presenca de uma neoplasia. Tal avangco vem possibilitando o desenvolvimento de
novas opg¢des de tratamento, como terapias com inibidores de checkpoint
imunologico, transferéncia de células adotivas, anticorpos monoclonais e vacinas
preventivas (JORGE, 2019).

A imunoterapia como modalidade de tratamento para o cancer, ja é uma
opg¢ao de tratamento instituida no arsenal terapéutico contra esta patologia. Sua
utilizagdo no tratamento de varios tipos de tumores revela resultados satisfatérios,
incluindo aqueles tumores malignos resistentes a outras modalidades de tratamento
habituais. As pesquisas envolvendo a imunoterapia no tratamento do céancer
continuam, com o intuito de torna-la uma opc¢ao de tratamento que possa beneficiar
cada vez mais pacientes, melhorando assim as chances de cura da doenga
(JORGE, 2019).
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As vacinas preventivas também sao opgdes utilizadas na atualidade contra o
surgimento de alguns tipos de cancer. Sua utilizacdo visa prevenir infecgdes que
podem resultar no desenvolvimento de alguns tipos de neoplasias malignas. Como
exemplo principal tem a vacina contra o HPV, que € um virus diretamente ligado ao
desenvolvimento de alguns tipos de cancer, como o cancer de colo de utero, cancer

anal, e cancer de cabega e pescogo (JORGE, 2019).

2.1.4 Efeitos colaterais de algumas terapias de combate ao cancer

Além da doencga, o tratamento prejudica os pacientes, resultando em déficits
no desempenho das fungdes, aliado a presenca de mais sintomas, 0 que culmina
em prejuizos a qualidade de vida relacionada a saude (NICOLUSSI et al., 2014). A
quimioterapia e a radioterapia, opg¢des de tratamento convencionais bastante
utilizadas no tratamento do cancer, causam danos aos tecidos e células saudaveis
do organismo, o que resulta em uma série de efeitos colaterais para o paciente
portador da neoplasia (WANG; LEI; HAN, 2018).

Comumente, os medicamentos utilizados no tratamento do cancer dispbéem
como alvo as células que crescem e se multiplicam constantemente, caracteristica
comum das células cancerigenas e de alguns tipos celulares normais, tais como
células intestinais, sanguineas, da boca e do cabelo, acarretando na geragédo dos
efeitos colaterais (YIP et al., 2016).

Logo, se o farmaco utilizado contra o cancer possuir como alvo proteinas
envolvidas com a regulagao de diversos tipos e tecidos celulares, as possibilidades
do paciente apresentar efeitos colaterais advindos do tratamento sao mais elevadas.
Tal problema pode ser minimizado se a proteina alvo de tal medicamento for
responsavel por prejuizos a regulacao fisioldégica das vias que sao especificas das
células tumorais, evidenciando-se a necessidade de compostos que atuem apenas
sobre as células cancerigenas (YIP et al., 2016).

A propria natureza da quimioterapia faz com que ela seja citotdxica, pelo fato
de ter sido projetada para danificar tanto células normais quanto tumorais. Os
quimioterapicos atuam sobre a funcionalidade das células, atingindo inclusive a
replicagao celular. Tais drogas levam a lesdes letais ao DNA, resultando em morte

das células malignas por apoptose (SINGH et al., 2018).
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Devido a citotoxicidade apresentada por essas drogas empregadas na
quimioterapia, varios efeitos indesejaveis acompanham o seu uso. A maioria desses
efeitos colaterais debilita bastante o individuo, e entre os mais relatados estao
depressao da medula 6ssea, macrocitose, nauseas, vomitos que podem culminar
em desidratacado, disturbios eletroliticos, alcalose metabdlica, fraqueza, perda de
peso, caquexia, comprometimento nutricional e fraturas do eséfago. Além de
diarreia, constipagdo, mucosite, esofagite oral, danos cardiacos e hepaticos,
toxicidade renal e pulmonar e problemas de fertilidade (SINGH et al., 2018).

A imunoterapia € considerada como uma opc¢ao de tratamento um pouco
menos ofensiva ao paciente, sendo mais especifica, de acordo com o tipo de cancer
diagnosticado e o perfil do paciente (SOUSA et al., 2019). Contudo, assim como o0s
demais tratamentos empregados, o paciente submetido a imunoterapia pode nao
responder adequadamente ao tratamento e até mesmo apresentar recaidas
posteriores em seu estado de saude (KLEINOVINK, 2016).

Alguns estudos também trazem a cardiotoxicidade como problema de
algumas terapias empregadas no combate ao cancer. Tais danos cardiacos se
manifestam através de uma série de sinais e sintomas, como arritmia cardiaca,
hipertensao arterial sistémica, tromboembolismo, angina do peito, infarto agudo do
miocardio e até mesmo insuficiéncia cardiaca (SCHLITT et al., 2014).

A literatura também aponta disturbios endocrinos tardios como consequéncia
de alguns tratamentos para o cancer. Esses disturbios se manifestam através de
sequelas, como alteragbes no funcionamento da regulagéo hipotalamo-hipofisaria,
tireoide, paratireoide, adrenal e gonadal, além de problemas ésseos e metabdlicos,
que sao fortemente influenciados por tratamentos como a cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e imunoterapia. Aliado a tal fato, apds a radioterapia alguns 6rgéaos
pertencentes ao sistema enddcrino, como a tireoide, ficam mais vulneraveis ao
desenvolvimento de outras neoplasias malignas (GEBAUER et al., 2019).

Problemas no desempenho sexual também sao frequentemente identificados
em pacientes que passaram por tratamento antineoplasico, sendo na maioria das
vezes advindos de prejuizos fisioldgicos ocasionados pelo tratamento empregado
(SCHOVER, 2018).

Mesmo diante de tantos avangcos em pesquisas cientificas que envolvem o
cancer e seus métodos de tratamento, os efeitos colaterais dos tratamentos

utilizados ainda sao bastante prejudiciais ao paciente, apresentando alto indice de
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complicagbes (SOUSA et al., 2019). Diante disso, uma das principais metas das
pesquisas atualmente € o descobrimento de novas drogas antineoplasicas que
sejam de simples administracdo e que apresentem reduzidos efeitos colaterais
(COSTA-LOTUFO et al., 2010).

2.2 Produtos naturais

Mesmo com os grandes esforgos para se combater o cancer, os resultados
alcangados ainda nao sao satisfatorios, visto que as taxas de mortalidade de
pessoas diagnosticadas com neoplasias malignas permanecem elevadas.
Tratamentos convencionais, como a quimioterapia, possuem eficacia, contudo
resultam em efeitos colaterais dificeis para o paciente (SHRESTHA et al., 2014).

Além disso, o cancer muitas vezes pode resistir ao tratamento convencional
e/ou este nao ser seletivo a neoplasia, revelando a necessidade de formas de
tratamento alternativas, que objetivem principalmente a eficacia terapéutica,
seguranga e mecanismos de acao mais especificos (VIANA et al., 2017). Desde a
antiguidade os seres humanos utilizam os produtos naturais com o intuito de se
alcangar o alivio e a cura de suas enfermidades (LEITE; OLIVEIRA FILHO, 2014;
VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A ingestéo de folhas e ervas possivelmente tenha sido a primeira maneira da
utilizacdo dos produtos naturais. As pessoas sempre foram encantadas pela
natureza, pois além de oferecer meios para a alimentacdo e manutencao, também
atua como principal fonte de aprendizagem e inspiragdo. Atributos como a
complexidade, diversidade quimica e propriedades biolégicas dos produtos naturais
sempre fascinaram a todos (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Os povos primitivos e os indigenas detém de um enorme conhecimento sobre
o arsenal quimico que a natureza apresenta, podendo ser considerado como fator
primordial na descoberta de medicamentos e substancias toxicas ao longo dos anos
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Ressalta-se que as plantas
medicinais, além do potencial de cura, podem também apresentar alto grau de
toxicidade (VIANA et al., 2017).

A tradicional medicina chinesa € um dos principais exemplos da eficiéncia

dos produtos naturais contra as doengas, evidenciando a relevancia da investigagao
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cientifica sobre os produtos naturais, visando a descoberta de novos produtos
quimicos ativos (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Os produtos
naturais estao disponiveis em abundancia, permitindo possibilidades de se localizar
substancias que possuam efeito terapéutico (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

O Brasil, por possui uma imensa diversidade existente em sua flora, atua
como fonte de compostos bioativos de consideravel potencial terapéutico, inclusive
como terapias para o cancer (VIANA et al., 2017). De acordo com Mondal et al.
(2012), produtos naturais que sao derivados de plantas, microbios, fungos e
organismos marinhos comprovaram ser promissores fontes de drogas contra o
cancer.

Nos ultimos tempos, os produtos naturais e seus derivados desempenham
importante papel no tratamento das doencas, inclusive no tratamento das neoplasias
malignas, obtendo-se resultados positivos (ORANGI et al., 2016), como maior
acessibilidade financeira e presenca de compostos ativos citotdéxicos e indutores de
morte celular programada (apoptose) em diversos testes com linhagens de células
tumorais (VIANA et al., 2017).

Historicamente, os produtos naturais e os medicamentos utilizados no
tratamento do cancer estao relacionados, visto que mais de 60% desses farmacos
possui em alguma instancia origem ligada a fontes naturais (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). Viana et al. (2017) em levantamento bibliografico realizado em seu estudo,
presumiu que os produtos naturais podem ser empregados como agentes
terapéuticos na prevencéo de algumas neoplasias malignas e como adjuvantes para
o seu tratamento.

Considerando-se a grandiosa perspectiva relacionada a descoberta de
produtos naturais que atuem no combate as neoplasias malignas, o conhecimento
sobre tal area € de grande interesse, buscando-se a elucidagéo da sua terapéutica,
eficiéncia e seguranga (LEITE; OLIVEIRA FILHO, 2014). Muitas fontes naturais,
como os liquens, ainda nao foram estudadas com relagao ao seu potencial bioldgico,
sendo merecedoras de uma investigagdo mais aprofundada (SHERESTHA et al,,
2014).
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2.3 Liquens

Os liquens, também denominados de fungos liquenizados, s&o definidos
como organismos simbidticos, formados por uma associagdo entre um fungo
(micobionte) e um parceiro fotossintético (fotobionte), podendo ser alga ou
cianobactéria. Esses organismos produzem metabdlitos secundarios que sao
especificos e até unicos desses organismos (BRISDELLI et al., 2012; HUNECK,
1999).

Estima-se que os liquens ocupam cerca de 8% da superficie terrestre da terra
(ASPLUND e WARDLE, 2016). Perante as condi¢cbes naturais, a maioria dos liquens
tem uma vida caracterizada por rapidas alteragdes no conteudo de agua e uma
atividade fisiologica que ligeiramente se modifica, tais como fotossintese e
respiracdo. Os liquens apresentam tolerancia a dessecacgao, sendo caracterizados
como extremdfilos, podendo habitar locais em que plantas superiores sao ausentes.
Também pode ser a forma de vida dominante em ecossistemas como o artico,
desertos, regidbes alpina e antartica, caracterizados por severos estresses
ambientais (KRANNER et al., 2008).

Os liquens estdo presentes na maior parte dos ecossistemas terrestres,
participando na maioria das vezes como contribuintes menores, no entanto, existem
casos onde eles estao presentes em determinadas florestas, terras aridas e tundras
compondo uma grande por¢do da biomassa da camada do solo (ASPLUND;
WARDLE, 2016).

Sao fontes significativas de produtos naturais, onde o maior numero de
compostos produzidos e identificados sao criados pela parte fungica da associagéo
simbiodtica (CALCOTT et al., 2018). Esses organismos simbidticos produzem
diversas classes de compostos fendlicos, tais como antraquinonas, xantonas,
dibenzofuranos, depsideos e depsidonas (SOLAROVA et al., 2020). Além disso,
também s&o responsaveis pela produgao de produtos intracelulares comuns, como
proteinas, aminoacidos, polidis, carotendides, polissacarideos e vitaminas (HONDA,;
VILEGAS, 1998).

Como mencionado anteriormente, os liquens produzem metabdlitos
secundarios fendlicos, cujo acumulo ocorre ou no cértex ou nas paredes celulares
das hifas medulares, e s&o provenientes da via acetil-polimalonil (HONDA,
VILEGAS, 1998).
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A familia Parmeliaceae representa a maior familia de liquens, possuindo
aproximadamente 2700 espécies que estao distribuidas em cerca de 80 géneros.
Esta familia dispée de uma enorme diversidade de metabdlitos secundarios, como
os depsideos, depsidonas, acidos alifaticos, triterpenos, antraquinonas, acidos
secalonicos, derivados do &cido pulvinico e xantonas (GOMEZ-SERRANILLOS et
al., 2014).

2.3.1 Acido Salazinico

A producdo do acido salazinico ocorre na regido medular liquénica
(BENATTI, 2013), sendo derivado do grupo relacionado aos depsidonas. Além da
ligacdo éster presente nos depsideos, as depsidonas também exibem um
heterociclo adicional decorrente de uma ligagao éter, normalmente entre as posi¢coes
2 e 5, com excegado do acido variolarico, que possui sua ligagao éter entre as
posicoes 2 e 3’ (HONDA; VILEGAS, 1998).

O grupo das depsidonas tem seus compostos originados do 3-orcinol, tendo
uma estrutura mais complexa do que aqueles que sao derivados do grupo orcinol,
como exemplo temos o acido salazinico, que tem seu anel heterociclico com
oxigénio entre os substituintes das posigbes 1’ e 6’, caso sejam grupamentos
carboxila e aldeido respectivamente (HONDA; VILEGAS, 1998).

2.3.2 Potencial bioldgico dos liquens

A potencialidade biolégica dos metabdlitos secundarios produzidos pelos
liquens vem sendo estudada ha tempos, atuando como uma fonte de agentes
quimicos unicos, possibilitando a sua utilizagdo para finalidades farmacéuticas
(MARTINS et al., 2016; PALUSZCZAK et al., 2018; YANG et al., 2015).

Na atualidade, os liquens vém sendo objetos de varias pesquisas referentes
as suas aplicagbes farmacéuticas e fitoquimicas. Esses organismos simbidticos se
destacam pela grande variedade de funcionalidades farmacéuticas desempenhadas
por eles e por seus metabdlitos secundarios. Entre essas atividades biologicas, as

principais sao atividades antimicrobiana, antioxidante, antiviral, anticancer,
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antigenotdxica, antiinflamatéria, analgésica e antipirética (RANKOVIC; KOSANIC,
2015).

Micheletti et al. (2009) promoveram modificagbes na estrutura do acido
salazinico, comprovando o forte potencial citotéoxico do composto precursor e de
seus derivados, frente as células tumorais MDA/MB-435 (mama humano), HCT-8
(c6lon humano) e SF-295 (glioblastoma humano).

Brisdelli et al. (2012) investigaram a acdo de seis metabdlitos liquénicos
(acido diffractaico, acido lobarico, acido usnico, vicanicina, acido variolarico, acido
protolicesterinico) em relagdo a proliferagdo, viabilidade e espécies reativas de
oxigénio (ERO) contra trés linhagens celulares de céancer humano, MCF-7
(adenocarcinoma da mama), HeLa (adenocarcinoma do colo do utero) e HCT-116
(carcinoma do colon), verificando que os metabdlitos utilizados, com excegao do
acido variolarico, demonstraram atividade citotoxica conforme a concentracéo
utilizada.

Yang et al. (2015) identificaram que o metabdlito secundario fisciosporina,
isolado da Pseudocyphellaria coriacea, exerce agao inibitéria sobre a motilidade de
células do cancer pulmonar. Martins et al. (2016) confirmaram que o acido barbatico
e o extrato etéreo do liquen Cladia aggregata provocam inibicdo significativa em
células cancerigenas e em tumores, possuindo reduzida toxicidade.

Devido ao fato dos liquens produzirem muitos compostos quimicos unicos,
dos quais a maioria possui atividade bioldégica promissora, esses compostos
secundarios podem ser vistos como fontes promissoras de futuros farmacos contra o
cancer, porém, estudos mais detalhados tanto in vitro quanto in vivo sao essenciais
para se estabelecer as propriedades antitumorais dos metabdlitos liquénicos
(SHRESTHA et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar os possiveis danos celulares ao intestino delgado de camundongos
portadores do tumor Sarcoma-180, e a eficacia do acido salazinico, obtido do liquen

Parmotrema concurrens, na redugao desses danos.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Avaliar o indice de peso corporal dos animais experimentais;

e Avaliar o peso relativo das porg¢des intestinais dos animais experimentais;

e Analisar os possiveis danos ao duodeno e jejuno de camundongos portadores
do Sarcoma-180;

e Avaliar a histomorfometria do duodeno e jejuno de camundongos portadores
de Sarcoma-180, sadios e tratados com acido salazinico;

e Analisar a eficacia do acido salazinico na reducdo de possiveis danos ao

intestino delgado de camundongos portadores de Sarcoma-180.
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4 ARTIGO

O PRESENTE TRABALHO ESTA APRESENTADO NO FORMATO DE ARTIGO
REQUERIDO PELA REVISTA BRASILEIRA DE PESQUISA EM
SAUDE/BRAZILIAN JOURNAL OF HEALTH RESEARCH, CUJAS NORMAS PARA
SUBMISSAO DE ARTIGOS SE ENCONTRAM EM ANEXO (ANEXO A).

Estudo histomorfoléogico em intestino delgado (duodeno e jejuno) de
camundongos sadios e portadores do Sarcoma-180 tratados com acido

salazinico

Histomorphological study in the small intestine (duodenum and jejunum) of

healthy mice and bearers of Sarcoma-180 treated with salazinic acid

RESUMO| Introdugdo: O cancer é uma das patologias mais incidentes na
populacdo mundial. As terapias existentes atualmente geram resultados
satisfatorios, contudo existe a necessidade de alternativas de tratamento que sejam
eficazes no combate as células tumorais e que possuam poucos efeitos colaterais.
Os produtos naturais sao importantes fontes de agentes terapéuticos, e entre eles
estdo os liquens, organismos com diversas atividades biologicas ja descritas.
Objetivo: Analisar os possiveis danos celulares ao intestino delgado de
camundongos com tumor Sarcoma-180, e a eficacia do acido salazinico na redugao
desses danos. Métodos: Utilizou-se 35 camundongos albinos swiss (Mus
musculus), divididos em cinco grupos experimentais. Sendo os grupos de animais
sadios, controles negativo e positivo, e dois grupos receberam o acido salazinico
nas doses de 25 e 50 mg/kg. Resultados: Observou-se que 0s animais expostos ao
tumor Sarcoma-180 apresentaram indice de ganho de peso corporal maior em
comparagao aos animais sadios. Em contrapartida, o peso relativo das porcdes
intestinais foi menor no grupo controle negativo, também comparado ao grupo sadio.
Em relacdo a area das vilosidades intestinais da porgdo duodenal, os grupos
controle negativo e positivo apresentaram uma redugéo significativa da area, com
valores de 27620,4 + 1938,0; 29630,0 £ 1372,0 um? respectivamente, em
comparagao ao grupo sadio, cujo valor foi de 40340,1 £ 1874,0 ym?2. A morfometria
da porgao jejunal dos grupos que receberam ou nao tratamento, nao evidenciou
diferenga significativa em comparagéo com os animais sadios. Conclusao: O acido
salazinico reduziu os danos ocasionados pelo tumor Sarcoma-180 ao duodeno.

Palavras-chave: Histopatologia; Liquens; Neoplasias.

ABSTRACT] Introduction: Cancer is one of the most common pathologies in the
world population. Existing therapies currently generate satisfactory results, however
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there is a need for treatment alternatives that are effective in combating tumor cells
and that have few side effects. Natural products are important sources of therapeutic
agents, and among them are lichens, organisms with several biological activities
already described. Objective: To analyze the possible cellular damage to the small
intestine of mice with a Sarcoma-180 tumor, and the effectiveness of salazinic acid in
reducing this damage. Methods: Thirty-five albino swiss mice (Mus musculus) were
used, divided into five experimental groups. Being the groups of healthy animals,
negative and positive controls, and two groups received salazinic acid at doses of 25
and 50 mg/kg. Results: It was observed that animals exposed to the Sarcoma-180
tumor had a higher body weight gain index compared to healthy animals. On the
other hand, the relative weight of the intestinal portions was smaller in the negative
control group, also compared to the healthy group. Regarding the area of the
intestinal villi of the duodenal portion, the negative and positive control groups
showed a significant reduction in area, with values of 27620,4 + 1938,0; 29630,0 *
1372,0 um?, respectively, compared to the healthy group, whose value was 40340,1
+ 1874,0 um2 The morphometry of the jejunal portion of the groups that received or
not treatment did not show a significant difference compared to healthy animals.
Conclusion: Salazinic acid reduced the damage caused by the Sarcoma-180 tumor
to the duodenum.

Keywords: Histopathology; Lichens; Neoplasms.

INTRODUGCAO

Cancer é o termo utilizado para numerosos tipos de doengas malignas que
apresentam crescimento celular desordenado, podendo acometer tecidos adjacentes
ou oOrgaos distantes. As células cancerigenas se dividem rapidamente, sao
extremamente competitivas por espago e recursos, geralmente sao agressivas e
causam sérios problemas na qualidade de vida do paciente’.

As neoplasias malignas estdo entre as quatro principais causas de Obitos
prematuros (antes dos 70 anos de idade) em todo o mundo, o que se justifica pelo
aumento populacional, envelhecimento e por demais fatores de risco para o cancer,
sobretudo aqueles relacionados ao desenvolvimento socioeconémico. A estimativa
para o Brasil € de que para cada ano que compreende o triénio 2020-2022, ocorram
625 mil novos casos da doenga. Esses fatores fazem com o que o cancer seja um
dos principais problemas de satde publica no mundo?.

As principais terapias existentes atualmente sdo a quimioterapia, radioterapia,
imunoterapia e remogao cirurgica do tumor quando ha indicagcdo. Tais métodos de
tratamento geram resultados satisfatérios, contudo, promovem efeitos adversos,

como, intolerancia aos farmacos quimioterapicos, dano radioativo induzido pela
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radioterapia e baixa eficacia da imunoterapia, implicando nos efeitos terapéuticos
para o tratamento satisfatério da doenca®.

Diante de todas as consequéncias dessa doenga tao prevalente e grave, é
notavel a necessidade de novas alternativas de tratamento que sejam eficazes e que
acarretem poucos e/ou nenhuns efeitos colaterais®*. Neste cenario, tém-se os
produtos naturais que s&o importantes fontes de agentes terapéuticos®. Entre
diversas classes de organismos naturais promissores a serem agentes
antineoplasicos destacam-se os liquens, por produzirem uma grande diversidade de
metabodlicos secundarios, quais desses, ja descritos na literatura com resultados
promissores para este fim®®.

Os liqguens sao organismos compostos que consistem em uma associagao
simbidtica entre uma espécie fungica (micobionte) e outra fotossintética (fotobionte),

geralmente algas verdes, cianobactérias ou ambas®®'%"".

Esses organismos
possuem a capacidade de produzir metabdlitos secundarios unicos, com diversas
atividades biologicas ja descritas, dentre as quais temos atividade antioxidante,
antiviral, antimicrobiana, antibacteriana, anti-inflamatéria, analgésica, antipirética,
antitumoral, antifingica, entre outras>®'".

Dada sua importancia, a utilizacido dos liquens na area farmacéutica é de
grande relevancia, visto que seus produtos metabdlicos mostram ser bastante

571 Diante disto,

eficazes em ensaios in vitro e in vivo para o tratamento terapéutico
torna-se imprescindivel ressaltar a importancia de novas descobertas de compostos
de origem natural para o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento do
cancer e de suas consequéncias.

Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar os possiveis danos
celulares ao intestino delgado de camundongos com tumor Sarcoma-180, e a

eficacia do acido salazinico, obtido de P. concurrens, na redugao desses danos.

METODOS

Trata-se de um estudo experimental ndao randomizado, com abordagem
quantitativa.

O 4&cido salazinico foi obtido do extrato aceténico do liquen Parmotrema
concurrens, através do método de recristalizagao, descrito por Micheletti et al.’? com
algumas modificagdes. Utilizou-se o0 método de precipitagdo pelo solvente acetona.

Foi utilizado funil de fundo poroso G4 para filtragdes a vacuo do extrato com o
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solvente de extracdo. O solido resultante foi posto em centrifuga com 20 mL de
acetona, a 1.500 rpm por 10 min. Foi aspirado o sobrenadante e o composto foi
colocado em dessecador, para evaporagao total do solvente.

Foram utilizados 35 camundongos albinos swiss (Mus musculus) machos (35-
45¢g), com idade de 60 dias, divididos em 5 grupos experimentais com 7 animais
cada. Os animais foram submetidos a jejum de 8 horas antes dos experimentos. Os
protocolos de experimentacdo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFPE (N° 23076.012019/2018.58), com as normas propostas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e, pelas
normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care
and Use of Laboratory Animals.

As células do Sarcoma-180 foram mantidas nos camundongos na cavidade
intraperitoneal, na forma ascitica, com frequéncia de manutencao de 7 dias. Para a
realizagcao dos experimentos tumorais, a suspensio de células foi aplicada por via
subcutanea na regiao axilar direita do camundongo, de modo a desenvolver o tumor
sélido. Foram injetadas 5,0 x 10° células mL™" em cada animal.

O tratamento iniciou-se 24 h apds inoculagdo das células neoplasicas, sendo
realizado durante 7 dias consecutivos. Injecbes de solugdes do acido salazinico
foram administradas intraperitonealmente nas doses de 25 ou 50 mg/kg,
correspondendo a 1,25 e 25%, da dose maxima da toxicidade aguda,
respectivamente (dados n&o apresentados). Os animais do grupo controle negativo
foram tratados com solucdo salina + tween 80 a 5% (veiculo diluigdo), enquanto os
animais do grupo controle positivo foram tratados com 5-Fluorouracil (20 mg/kg), um
grupo nao recebeu as células tumorais (grupo sadio).

Os camundongos foram pesados durante todos os dias de experimento. Os
pesos corporais médios de cada grupo foram calculados na raz&o do ganho de peso
corporal: (peso médio final - peso médio inicial) / peso médio inicial*100%"°.

Um dia apds término do tratamento, os animais foram anestesiados com
solugao de cetamina (1,25 g/kg) e xilazina (0,62 g/kg) via intraperitoneal, para coleta
do intestino delgado e, consecutivamente, foram eutanasiados por overdose da
solugdo anestésica utilizada™.

Apds remogao do intestino delgado, o mesmo foi lavado com solugao salina
(NaCl) a 0,9%. Com uma régua graduada foi mensurado o comprimento total do

intestino delgado, sendo coletados os 10 cm iniciais, designado de duodeno e os 10
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cm posteriores, designado de jejuno15. As porcdes intestinais foram pesadas apds a
eutanasia dos camundongos. O peso relativo foi calculado de acordo com a seguinte
formula: (peso médio do intestino / peso médio corporal)*100™.

Os intestinos foram acondicionados em solugcdo de formol a 10% neutro
tamponado (NBF), permanecendo nesta solugdo por um periodo de 48h, e em
seguida as amostras foram adicionadas em alcool a 70%. As amostras teciduais
foram desidratadas em alcool etilico em concentragdes crescentes (70%, 80%, 90%
e 100%), diafanizadas por xilol, impregnadas e incluidas em parafina. Os blocos
foram cortados em microtomo com ajuste para 5 ym de espessura. Assim, os cortes
histologicos obtidos foram colocados em Iaminas histologicas untadas previamente
com albumina e logo apds foram levados para secagem em estufa regulada a
temperatura de 60°C, durante o periodo de 24 horas.

Os cortes teciduais foram submetidos a técnica de coloracdo pela
Hematoxilina-Eosina (H.E). As imagens histologicas foram capturadas por camera
digital (Moticam 2300) acoplada ao microscépio 6ptico (BioBlue), sob foco fixo e
clareza de campo, com um aumento final de 100x. Sendo a area das vilosidades
intestinais dos fragmentos de duodeno e jejuno dos animais de todos os grupos
experimentais, determinadas através da utilizacdo do software ImageJ versdo 1.8
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).

Os resultados da avaliagao histomorfométrica foram expressos como as
meédias das repeticdes + desvio padrdo. Para analise estatistica dos dados utilizou-
se o software GraphPad Prism 5.0. Para analise de variancia (ANOVA) foi realizado
o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Um valor de p <0,05 foi adotado como

nivel de significancia.

RESULTADOS

Os indices de ganho de peso corporal dos animais expostos ao tumor
Sarcoma-180 apresentaram niveis maiores do que os animais sadios. Os grupos
tratados com o acido salazinico tiveram um ganho de peso menor comparado aos
grupos controle negativo e controle positivo (Tabela 1).

Em relagao ao peso relativo das porgdes intestinais (duodeno e jejuno), o
grupo controle negativo apresentou uma diminuicdo significativa em relacdo ao
grupo sadio. Porém os grupos tratados com acido salazinico e com 5-Fluorouracil

nao influenciaram o peso do 6rgdo quando comparado com grupo sadio (Tabela 1).
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Tabela 1 — indice de ganho de peso corporal e peso relativo do intestino dos grupos

experimentais

Grupos indice de peso Peso relativo das porgoes

corporal (%) intestinais

SD 4,56 2,10 £ 0,07

CN 31,92 1,27 £ 0,17*

CP 20,36 1,80 + 0,09

SAL 25 11,96 1,62+ 0,12

SAL 50 14,10 1,77 £ 0,07

Valores expressos em média + DP; (N= 7); A diferenca estatistica foi determinada
por ANOVA seguido pelo teste de Tukey, *p <0,05 v.s SD. SD= grupo sadio; CN=
controle negativo; CP= controle positivo (5-Fluorouracil); SAL 25/50= acido
salazinico nas doses de 25 e 50 mg/kg.

Fonte: Autora.
Nao foram vistos danos ao intestino delgado na avaliagdo macroscopica feita
aos animais experimentais. Os 6rgaos apresentaram coloragao rosacea, integros e

com auséncia de focos inflamatérios (Figura 1).

Figura 1 — Intestino delgado de camundongo portador do tumor Sarcoma-180

DUODERD JEJUND

Fotografia do estbmago e das porg¢des do intestino delgado (duodeno e jejuno) de
camundongo portador do tumor Sarcoma-180.

Fonte: Autora.

Na analise histolégica foi observado que os grupos controle positivo e

negativo apresentaram vilosidades intestinais menores e pouco integras, em
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comparagdo aos demais grupos. Também foi possivel verificar que os grupos
tratados com acido salazinico, nas duas doses estudadas, apresentaram as
vilosidades com maior semelhanga morfolégica com as do grupo de animais sadios
(Figura 2).

Figura 2 — Fotomicrografias da porgdo duodenal de camundongos dos grupos

experimentais

(A) Grupo sadio; (B) Grupo controle negativo (solugéo salina + tween 80 a 5%); (C)
Grupo controle positivo (5-Fluorouracil); (D) SAL 25= acido salazinico na dose de 25
mg/kg; (E) SAL 50= acido salazinico na dose de 50 mg/kg. Coloracdo H.E. Objetiva
de 10x (aumento final de 100x).

Fonte: Autora.

Na avaliagéo da area das vilosidades da por¢ao duodenal foi observado que,
0s grupos controle negativo e positivo apresentaram uma diminuicdo significativa
comparada ao grupo sadio, com valores de 27620,4 + 1938,0; 29630,0 + 1372,0
pMm?, respectivamente. Ja o grupo sadio apresentou valor de 40340,1 £ 1874,0 um>3.
No entanto, o grupo que recebeu o tratamento com acido salazinico promoveu uma
protecdo no lumen duodenal, visto que ndo foram encontrados danos nas

vilosidades analisadas (Figura 3).
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Figura 3 — Area das vilosidades da por¢do duodenal (um?
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Valores expressos em média + DP; (N= 7); A diferenca estatistica foi determinada
por ANOVA seguido pelo teste de Tukey, ***p <0.001 v.s SD. SD= grupo sadio; CN=
controle negativo; CP= controle positivo (5-Fluorouracil); SAL 25/50= acido
salazinico nas doses de 25 e 50 mg/kg.

Fonte: Autora.

Na analise feita da area das vilosidades da porgao jejunal nao foram vistos
diferenga significativa nos grupos portadores do Sarcoma-180 que receberam
tratamento ou ndo, em relagdo ao grupo sadio (Figura 4). Também nao foram vistos

danos aos tecidos estudados.
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Figura 4 — Area das vilosidades da porgéo jejunal (um?
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Valores expressos em média + DP; (N= 7); A diferenca estatistica foi determinada
por ANOVA seguido pelo teste de Tukey, ***p <0.001 v.s SD. SD= grupo sadio; CN=
controle negativo; CP= controle positivo (5-Fluorouracil); SAL 25/50= acido
salazinico nas doses de 25 e 50 mg/kg.

Fonte: Autora.

DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se que os animais com o tumor Sarcoma-180
tiveram indice de ganho de peso corporal maior em comparagdo aos animais que
nao receberam células do tumor (grupo sadio). Tais dados podem estar relacionados

ao crescimento do tumor, favorecendo assim, um ganho de peso corporal'®.

Karagoz et al."’

avaliaram a mudanca de peso corporal dos camundongos
albinos swiss portadores do Carcinoma de Ehrlich, tratados com &acido difractaico e
observaram que 0s grupos que receberam as células neoplasicas ganharam peso,
diferentemente dos animais sadios, estes apresentaram perda de peso corporal.
Tais resultados corroboram com este estudo.

No entanto, sabe-se que pacientes oncoldgicos frequentemente apresentam
perda de peso e de tecidos corporais, condicbes essas que estao relacionadas a
localizacéo, tipo tumoral, presenca e duracdo de sintomatologia gastrointestinal, tais
como anorexia, diarreia e vomitos'®.

|.19

Samuels et al.”” estudaram pela primeira vez a possivel perda de massa do

intestino delgado em camundongos com tumor e, verificaram com seus resultados,
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uma diminuicdo na taxa de sintese proteica, nas por¢gdes duodenais, independente
das reducgdes na ingestao de alimentos. Descreveram ainda, que a quimioterapia
nao favoreceu a indugado de perda de massa de proteina do intestino delgado ou
alteracao dos parametros histolégicos em camundongos com tumor. Sendo assim, a
possivel relagdo de perda de peso corporal esta relacionada as desordens
metabdlicas associadas ao crescimento desordenado das células tumorais, o que
pode justificar o fato da reducdo do peso das porgdes intestinais dos animais
pertencentes ao grupo controle negativo. Além do mais, fazer essa comparagao
estatistica de pesos de 6rgédos entre os animais tratados e ndo tratados é de
extrema importancia, pois visa de modo a se prever um possivel potencial toxico da
substancia testada®.

A analise morfométrica € de grande relevancia para uma eficiente avaliagao
de parametros quantitativos e ndo apenas qualitativos®'. A partir disso, a
morfometria das vilosidades intestinais € importante, visto que a alteragdo do
tamanho e consequentemente de area das vilosidades intestinais afetam a
absorgao, pois a preservagao da mucosa intestinal esta diretamente relacionada a
integridade dessas estruturas®.

As neoplasias malignas atuam como um estresse ao organismo, ja que se
trata de uma situacdo que ameaca a sua homeostase. Lima et al.?® avaliaram a
influéncia de um modelo de estresse (restricdo alimentar) sobre a morfologia da
tunica intestinal de ratos submetidos a um modelo de estresse alimentar cronico,
revelando que o modelo de estresse utilizado afetou a morfologia do grupo
estressado, visto que as vilosidades intestinais aparentavam ser mais largas e com
valores de area menor neste grupo, o que corrobora com nossos resultados, visto
que a area das vilosidades intestinais da porgdo duodenal dos grupos controle
negativo e controle positivo foram menor em comparag¢ao ao grupo sadio.

Karagoz et al."’

em seus estudos com camundongos albinos swiss portadores
do Carcinoma de Ehrlich e tratados com acido difractaico, evidenciaram a mesma
agao protetora do acido liquénico ao intestino delgado, visto que, seu controle
negativo apresentou danos, como inflamagdo da mucosa e necrose tecidual,
diferentemente dos animais que receberam tratamento, nestes nao foram
observados danos ao tecido intestinal.

Provavelmente, o acido salazinico foi capaz de atuar como um agente

protetor ao intestino delgado, diferentemente do controle positivo usado nesse
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estudo, a 5-Fluorouracil, muito utilizada como quimioterapico para diversos tipos de
neoplasias.

A 5-Fluorouracil pertence ao grupo dos agentes antimetabadlitos, sua agao se
da ao bloqueio da sintese do DNA, fazendo com que ocorra uma inibicdo ao
metabolismo de coenzimas do &cido flico™. Possui uma taxa de resposta de agente
unico de 10 a 30%. Porém, o uso continuo pode causar danos colaterais graves,
como a mielossupressao e imunossupressao, pelo fato de possuir baixa seletividade
para células neoplasicas, agindo também nas células sadias'>242°,

Os metabdlitos liquénicos sao considerados compostos promissores na busca
de drogas terapéuticas para o combate as células neoplasicas. Visto que, os liquens
sao organismos unicos, capazes de produzir uma enorme diversidade de
substancias efetivas as mais diversas terapias contra o cancer, como descrito por
Solarova et al.® em seu trabalho de revisdo, os quais destacam a grande importancia
dos liquens para este fim.

Além disso, pouco se sabe sobre a agao protetora das substancias liquénicas
aos tecidos dos organismos portando células neoplasicas. Na literatura ha uma

escassez de tais estudos.

CONCLUSAO

O acido salazinico atuou como um possivel agente protetor da mucosa
duodenal, aos provaveis danos ocasionados pelo tumor Sarcoma-180 ao
metabolismo do organismo animal. Portanto, metabdlitos oriundos dos liquens s&o
opgdes promissoras ao desenvolvimento de novos farmacos, destinados ao
tratamento de neoplasias e de suas consequéncias. Contudo, ainda séao

necessarios outros estudos para melhor elucidar os resultados aqui apresentados.
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5 CONCLUSAO

Diante dos aspectos analisados, conclui-se que o acido salazinico, obtido de
Parmotrema concurrens, possui uma provavel agao protetora, amenizando possiveis
danos ocasionados pelo tumor Sarcoma-180 ao intestino delgado de camundongos.
Deste modo, os liquens sao opg¢des promissoras a novas biomoléculas com

potenciais destinados ao tratamento de neoplasias e de suas consequéncias.
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ANEXO A — NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS

Revista Brasileira de Pesquisa em Saude/Brazilian Journal of Health Research
DIRETRIZES PARA AUTORES
1. CONTEUDO DAS SEGCOES

Os manuscritos enviados a RBPS devem ser redigidos no idioma portugués ou

inglés e devem se enquadrar em uma das seg¢des da revista, descritas a seguir:

1 - Editorial: comentario critico e aprofundado, preparado pelos editores da Revista
e/ou por pessoa convidada com notdria vivéncia sobre o assunto abordado. Deve
conter a estrutura de um texto dissertativo, com Introducdo, Desenvolvimento,

Conclusao e Referéncias.

2 - Artigos originais (perfazem mais de 80% da edigcdo): apresentam resultados
inéditos de pesquisa cientifica, clinica ou experimental, entre outros. Devem conter
em sua estrutura: Introducdo, Objetivo, Métodos, Resultados, Discusséo, Concluséo

e Referéncias.

3 - Relatos de casos: apresentacdo da experiéncia profissional, baseada em
estudos de casos peculiares e/ou em novas técnicas, com comentarios sucintos de
interesse para a atuacdo de outros profissionais da area. Devem conter em sua
estrutura: Introdugao, Relato(s) do(s) Caso(s), Discussao e Referéncias. Para relatos

de técnicas: Introdugao, Apresentacido da Técnica, Concluséo e Referéncias.

4 - Artigos de revisao: avaliagao critica sistematizada sobre determinado assunto,
devendo ter conclusdes. Devem ser descritos os procedimentos adotados —
metodologia de busca, critérios de inclusdo e exclusao, resultados e discussdo —
esclarecendo a delimitacdo do tema. Devem conter em sua estrutura: Introducéo,

Objetivo, Métodos, Resultados, Discussao, Conclusao e Referéncias.

5 - Relatos de Experiéncia: Redagao técnico-cientifica com objetivo de descrever
experiéncia vivenciada e contribuir com a constru¢do do conhecimento na area de

forma sistematizada e estruturada com finalidade de trazer reflexdes sobre
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determinada realidade e/ou experiéncia. Deve conter: Introdu¢do (contextualizagéo,

relato da experiéncia, marco tedrico), resultados, discussao e conclusdes.
2. MANUSCRITOS EM LINGUA ESTRANGEIRA

A Revista Brasileira de Pesquisa em Saude aceita submissdo de manuscritos na
integra em lingua estrangeira desde que os autores apresentem junto ao trabalho

submetido o certificado de revisdo de inglés ou espanhol.

Os pesquisadores deverdo assumir os custos da revisdo em lingua estrangeira.
Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo da lingua inglesa e/ou espanhola,
este devera revisar o inglés e o espanhol do trabalho. O autor principal
(correspondente) devera enviar atesto para revista confirmando que essa revisao foi

feita por um dos autores nativos da lingua inglesa ou espanhola.

Para manuscritos em lingua portuguesa, € obrigatorio secdo de abstract, porém nao
€ necessario submeter atesto de revisdo da lingua (essa etapa € realizada no fluxo

de editoracao da RBPS sem custos aos autores).
3. APRESENTACAO DO MANUSCRITO

Os manuscritos deverdo ser digitados em Word for Windows e enviados

exclusivamente pelo Sistema On-line de Submissao  de Manuscritos

(http://periodicos.ufes.br/rbps), acompanhados dos documentos digitalizados: a)
Declaragao de Conflito de Interesse; b) Parecer consubstanciado de Aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa; ¢) Declaracdo de Responsabilidade e Transferéncia

de Direitos Autorais.

As paginas do manuscrito devem estar numeradas e configuradas para papel A4,
com margens superior, inferior, esquerda e direita de 3 cm, fonte Arial tamanho 12 e
espaco 1,5, com alinhamento do texto justificado e paragrafos com tabulagdo com
recuo de primeira linha em 1,25. O numero de paginas esta limitado a 25 e deve
obedecer a configuragdo acima, incluindo Pagina de Rosto, Resumo, Abstract,
Introdugdo, Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusao, Referéncias, além de

ilustracdes (figuras, tabelas, quadros, gréaficos, fotos etc.).


http://periodicos.ufes.br/rbps

44

A) Pagina de rosto

Devera ser enviada uma pagina de rosto contendo somente os seguintes itens: titulo
do manuscrito em portugués e inglés e nome completo dos autores, informagao
sobre a afiliagdo dos autores (principal instituicdo de origem, cidade, estado e pais),
nome e endereco completo para correspondéncia, local em que o estudo foi
realizado. Indicacdo do responsavel pela troca de correspondéncia, fornecendo
endereco completo (CEP, telefone com DDD e enderego eletrdnico - e-mail) para

contato.

Devem ser incluidas na folha de rosto as fontes de financiamento para realizacdo da

pesquisa, tais como: bolsas de estudos e auxilios financeiros.

IMPORTANTE: A Pagina de Rosto deve ser incluida como documento suplementar.
Os dados contidos na pagina de rosto ndo devem ser incluidos no corpo do

manuscrito para garantia do sistema de fluxo editorial blind review.

B) Resumo e Abstract

Os resumos devem possibilitar ao leitor avaliar o interesse do manuscrito e compor
uma série coerente de frases, e nao a simples enumeracao de titulos, fornecendo,
portanto, uma visdo clara e concisa do conteudo do manuscrito, suas conclusdes
significativas e a contribuigcdo para a saude coletiva. Deve conter, no maximo, 250
palavras e ser apresentado em portugués e inglés, incluindo palavras de estrutura

(Introducgao, Objetivos, Métodos, Resultados, Concluséo) e palavras-chave.

C) Palavras-chave e Keywords

Sao palavras ou expressdes que identificam o conteudo do manuscrito, fornecidas
pelo proprio autor. Deverao ser seguidos os cabecalhos de assuntos dos Descritores
em Ciéncias da Saude (DeCS), em portugués e inglés, indicados pela Biblioteca
Virtual em Saude (http://decs.bvs.br).

D) Estrutura do texto

A estrutura do texto devera estar de acordo com a natureza do manuscrito: Editorial,
Artigos Originais, Artigos de Revisao, Relato de Casos e de Experiéncia.
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E) llustracoes

As ilustragdes e tabelas do manuscrito submetido a apreciagao estdo limitadas ao
numero maximo de cinco. No entanto, no caso de aceite do manuscrito, serao
solicitados aos autores os arquivos originais em que as ilustragdes e tabelas foram

construidas a fim de permitir a formatagao grafica.

De acordo com a ABNT, NBR 14724, de 17 de margo de 2011, “Qualquer que seja o
tipo de ilustracao [ou tabela], sua identificagcdo aparece na parte superior, precedida
da palavra designativa (desenho, esquema, fluxograma, fotografia, grafico, mapa,
organograma, planta, quadro, retrato, figura, imagem, entre outros), seguida de seu
numero de ordem de ocorréncia no texto, em algarismos arabicos, travessao e do

respectivo titulo”.

Os desenhos enviados poderao ser melhorados ou redesenhados pela producao da
Revista, a critério do Corpo Editorial. Imagens digitais poderédo ser aceitas desde
que sua captacao primaria tenha ocorrido, pelo menos, em tamanho (10cm x 15cm)
e com resolugao adequada (300 dpi). Desenhos e esquemas deverao ser limitados
ao minimo, feitos, preferencialmente, em Corel Draw, devendo ser fornecidos em
formato digital junto com o arquivo do manuscrito e apresentados em folhas
separadas. Se houver figuras extraidas de outros trabalhos previamente publicados,
os autores devem providenciar permissao, por escrito, para a reprodugdo. Essa
autorizacdo deve acompanhar o manuscrito submetido a apreciagdo para
publicacdo. Todas as ilustracbes e tabelas, sem excecdo, devem ser citadas no

corpo do texto e ser apresentadas em paginas separadas.
F) Agradecimentos

E opcional aos autores. Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoas ou
instituicbes que contribuiram substancialmente para a elaboragdo do manuscrito.
Deverao estar dispostos no manuscrito antes das referéncias. Nado devem ser feitos

agradecimentos de cunho pessoal ou familiar.

G) Referéncias
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As referéncias estdo limitadas a um numero maximo de 30 (exceto para revisdes
sistematicas) e devem ser apresentadas na ordem em que aparecem no texto,
numeradas e normatizadas de acordo com o Estilo Vancouver. Os exemplos devem
estar conforme os Requisitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a

Periddicos Biomédicos (http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

A exatiddao das referéncias é de responsabilidade dos autores. Referéncias a
documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagao
circunscrita a uma instituicdo ou a um evento (teses, relatérios de pesquisa,
comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de documentos
eletrénicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar

no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.
H) Citacao das referéncias no texto

Seguir o sistema numérico de citagdo, no qual somente os numeros indices das
referéncias, na forma sobrescrita, sdo indicados no texto. Ndo devem ser citados os
nomes dos autores e 0 ano de publicacdo. Somente € permitida a citagcdo de nome
de autores (seguido de numero indice e ano de publicagdo do manuscrito) se

estritamente necessario. Exemplos de citacdo de referéncias no texto:
e Numeros aleat6rios

“O processamento € negligenciado pela maioria dos profissionais, chegando alguns
autores a afirmar que cerca de 90% das falhas em radiografias acontecem na

camara escura” 2810,

« Numeros sequenciais
“‘Desde que observagdes clinicas comprovaram que lesées de mancha branca séo

reversiveis, a remineralizagao passou a ser um importante mecanismo na prevencao

e reducso clinica das caries em esmalte”'™.

« Citagao de nome de autor


https://periodicos.ufes.br/rbps/management/settings/workflow#submission/(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

47

“Cassatly et al.? reportam um caso de osteomielite em uma paciente submetida a
apicectomia com laser de Nd: YAG, que levou a necrose de parte da maxila, pela

difusdo do calor gerado ao tecido 6ésseo adjacente ao apice radicular.”
I) Abreviaturas

Ndo sado recomendaveis, exceto as reconhecidas pelo Sistema Internacional de
Pesos e Medidas ou as consagradas nas publicagdes médicas, que deverédo seguir
as normas internacionais tradicionalmente em uso (aprovadas pelo documento de
Montreal publicado no British Medical Journal 1979;1:532-5). Quando o numero de

abreviaturas for significativo, providenciar um glossario a parte.
J) Nomes de drogas

A utilizagcdo de nomes comerciais (marca registrada) n&do é recomendavel; quando
necessario, 0 nome do produto devera vir apés o0 nome genérico, entre parénteses,
em caixa-alta-e-baixa, seguido pelo simbolo que caracteriza a marca registrada, em

sobrescrito.
K) Consideragoes finais

Como parte do processo de submissao, os autores sao obrigados a verificar a sua
conformidade em relagcdo a todos os itens aqui listados. As submissdes que nao

estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

Para contato, envie e-mail para rbps.ccs@ufes.br

Correspondéncias devem ser enviadas a Revista Brasileira de Pesquisa em Saude
aos cuidados da Editoria-chefe da Revista Brasileira de Pesquisa em Saude (RBPS),
endereco: Avenida Marechal Campos, numero 1468, Maruipe, Vitéria, Espirito
Santo, Brasil, Cep: 29040-090. Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
do Espirito Santo.

Artigos Originais

O resumo deve possibilitar ao leitor avaliar o interesse do manuscrito € compor uma

série coerente de frases, e ndo a simples enumeracao de titulos, fornecendo,
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portanto, uma visao clara e concisa do conteudo do manuscrito, suas conclusdes
significativas e a contribuicdo para a saude coletiva. Deve conter no maximo 250
palavras, em paragrafo unico, espagamento simples, e as se¢des “Introdugao,
Objetivos, Métodos, Resultados e Conclusdao”. O nome da seg¢ao deve estar em
negrito. O texto deve ser em fonte Arial, 12, sem negrito. Ao final do resumo, devem

ser listadas de 3 a 5 palavras-chave.

Relato de Caso

Apresentacado da experiéncia profissional, baseada em estudos de casos peculiares
e/ou em novas técnicas, com comentarios sucintos de interesse para a atuacao de
outros profissionais da area. Devem conter em sua estrutura: Introdugéo, Relato(s)
do(s) Caso(s), Discussdo e Referéncias. Para relatos de técnicas: Introducgao,

Apresentacao da Técnica, Concluséo e Referéncias.

Relatos de Experiéncia

Redacao técnico-cientifica com objetivo de descrever experiéncia vivenciada e
contribuir com a construgdo do conhecimento na area de forma sistematizada e
estruturada com finalidade de trazer reflexdes sobre determinada realidade e/ou
experiéncia. Deve conter: Introdugéo (contextualizagéo, relato da experiéncia, marco

tedrico), resultados, discussao e conclusdes.

Artigos de Revisao

Avaliagao critica sistematizada sobre determinado assunto, devendo ter conclusdes.
Devem ser descritos os procedimentos adotados — metodologia de busca, critérios
de inclusdo e exclusao, resultados e discussdo — esclarecendo a delimitacdo do
tema. Devem conter em sua estrutura: Introducao, Objetivo, Métodos, Resultados,
Discussao, Conclusao e Referéncias.

Declaragao de Direito Autoral

Direitos Autorais

Solicita-se aos autores dos manuscritos submetidos a apreciagdo enviar a RBPS
uma Declaracdo de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais,
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contendo a assinatura de cada um dos autores, de acordo com o modelo

apresentado a seguir:

Declaracao de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos Autorais

No6s, abaixo assinados, transferimos todos os direitos autorais do manuscrito

intitulado “ ” a Revista Brasileira de Pesquisa em

Saude. Declaramos, ainda, que o0 manuscrito € original e nado esta sendo

considerado para publicagdo em outra revista, no formato impresso ou eletrénico.

(Discriminar as fungdes de cada autor)

Exemplos:

(Nome do autor) realizou a aplicagdo do questionario, experimento clinico, corregéo

e edicao final.

(Nome do autor) realizou a busca bibliografica, coletou dados e atuou na redagao,

corregao e edicao final.

Local, / / . Assinatura(s):

IMPORTANTE: A Declaragao de Responsabilidade e Transferéncia de Direitos

Autorais deve ser incluida como documento suplementar.
Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para
os servigos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.

Respeitosamente,

Equipe Editorial da RBPS



