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RESUMO

FONSECA, Cristiane Sampaio. D.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2006.
Avaliagdo, in vivo e in vitro, dos efeitos dos flavondides quercetina, naringenina
e ipriflavona na prevencdo e tratamento do Tumor Ascitico de Ehrlich.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Conselheiros: Marcelo José Vilela e Tanus
Jorge Nagem.

Todos os anos surgem, no mundo, milhares de novos casos de cancer em seres
humanos. No Brasil, estima-se para o ano de 2006 mais de 470.000 novos casos.
Estudos relatam que muitos produtos naturais sdo estudados como agentes
quimioprotetores contra varios canceres de ocorréncia mundial. Os flavondides exercem
efeitos benéficos na prevencgao do cancer, devido a habilidade de inibir o ciclo celular, a
proliferacdo celular, estrese oxidativo e induzir detoxificacdo de enzimas e apoptose. A
descoberta da transplantacdo dos tumores favoreceu o estudo do comportamento de
varios canceres. O tumor ascitico de Ehrlich (TAE) foi o modelo utilizado nesse estudo
em camundongos Swiss, inoculados com as células de tumor por via intraperitoneal,
para avaliar o efeito dos flavonoides quercetina, naringenina e ipriflavona na prevengao
do aparecimento desse tumor, bem como a quercetina e ipriflavona para tratar os
camundongos com TAE e impedir o crescimento das células desse tumor in vitro. Os
camundongos foram tratados com 10mg/kg dos flavondides por 20 dias. No 21° dia, os

animais foram inoculados por via intraperitoneal com 1,66x10* células em PBS pH 7,4.
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No experimento que visava o tratamento do tumor, a inoculag¢do das células precedeu o
uso diario dos flavondides quercetina e ipriflavona. Apos 18 dias de inoculacdo das
células, foi coletado sangue dos animais e todo liquido ascitico formado na cavidade
abdominal. Os niveis de proteinas totais, das enzimas aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotranferase (ALT) e albumina foram medidos utilizando kits enzimaticos
e para contagem das células utilizou Hemocitometro de Newbauer usando a técnica de
exclusdo pelo azul de tripano. No experimento que objetivava a prevencao, observou-se
aumento nos valores médios de proteinas totais dos animais usando a naringenina;
reducdo da atividade de AST quando usada a ipriflavona e de ALT quando associada a
quercetina + naringenina. O uso da quercetina, naringenina € quercetina+naringenina
provocaram um aumento nos valores médios de albumina. Ocorreu uma redugdo na
viabilidade das células tumorais presentes no liquido ascitico com o uso de todos os
flavonodides testados. Os animais com TAE tratados com a quercetina apresentaram
aumento na atividade de AST ¢ na concentragdo de albumina. Quando tratados com a
ipriflavona, houve uma reducao na atividade da ALT. Quanto a viabilidade das células
tumorais, houve uma redugao, independente dos flavonoides usados. Os estudos in vitro
mostraram que com o aumento da concentracdo dos flavondides quercetina e ipriflavona
houve uma menor viabilidade celular. E quando os animais foram inoculados com as
células do TAE previamente tratadas com 100uM de quercetina e ipriflavona, houve um
aumento nos valores médios de proteinas totais e albumina no soro sanguineo dos
animais ¢ uma redu¢do na atividade das enzimas AST e ALT quando as células
inoculadas foram tratadas com a quercetina. Os flavonodides quercetina e naringenina
possuem uma atividade antitumoral significativa de acordo com o critério da NCI, onde

se conclui que o seu uso como preventivo deva ser indicado.
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ABSTRACT

FONSECA, Cristiane Sampaio. D.S., Universidade Federal de Vigosa, May of 2006.
Evaluation, in vivo and in vitro, of the effects of the flavonoids quercetin,
naringenin and ipriflavon in the prevention and treatment of the of
Ehrlich.ascitic tumor. Adviser: Tania Toledo of Oliveira. Counselors: Marcelo
José Vilela and Tanus Jorge Nagem.

Every year appears, in the world, thousands of new cases of cancer in human
beings. In Brazil, he/she is considered more than 470.000 new cases for the year of
2006. Studies tell that many natural products are studied as agents quimioprotetors
against several cancers of world occurrence. The flavonoids exercise beneficial effects
in the prevention of the cancer, due to ability to inhibit the cellular cycle, the cellular
proliferation, oxidative stress and to induce detoxification of enzymes and apoptose.
The discovery of the transplantation of the tumors favored the study of the behavior of
several cancers. The Ehrlich.ascitic tumor (TAE) it was the model used in that study in
mice Swiss, inoculated with the tumor cells by road intraperitoneal, to evaluate the
effect of the flavondides quercetin, naringenin and ipriflavon in the prevention of the
emergence of that tumor, as well as the quercetin and ipriflavon to treat the mice with
TAE and to impede the growth of the cells of that tumor in vitro. The mice were treated
with 10mg/kg of the flavonoids by 20 days. In the 21° day, the animals were inoculated
by road intraperitoneal with 1,66x10* cells in PBS pH 7.4. In the experiment that sought
the treatment of the tumor, the inoculation of the cells it preceded the daily use of the
flavondides quercetin and ipriflavon. After 18 days of inoculation of the cells, it was
collected blood of the animals and all liquid ascitico formed in the abdominal cavity.

The levels of total proteins, of the enzymes aspartato aminotransferase (AST) and
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alanina aminotranferase (ALT) and albumin was measured using enzymatic kits and for
count of the cells it used Hemocitometro of Newbauer using the exclusion technique for
the tripan blue. In the experiment that aimed at the prevention, increase was observed in
the medium values of total proteins of the animals using the naringenin; reduction of the
activity of AST when used the ipriflavon and of ALT when associated the quercetin +
naringenin. The use of the quercetin, naringenin and quercetin+naringenin provoked an
increase in the medium values of albumin. It happened a reduction in the viability of the
cells present tumorais in the liquid ascitico with the use of all the tested flavonoéides.
The animals with TAE treated with the quercetin they presented increase in the activity
of AST and in the albumin concentration. When agreements with the ipriflavon, there
was a reduction in the activity of ALT. With relationship to the viability of the cells
tumorais, there was a reduction, independent of the used flavondides. The studies in
vitro showed that with the increase of the concentration of the flavondides quercetin and
ipriflavon there was a smaller cellular viability. And when the animals were previously
inoculated with the cells of TAE treated with 100uM of quercetin and ipriflavon, there
was an increase in the medium values of total proteins and albumin in the sanguine
serum of the animals and a reduction in the activity of the enzymes AST and ALT when
the inoculated cells were treated with the quercetin. The flavondides quercetin and
naringenin possess an activity significant antitumoral in agreement with the criterion of

NCI, where it is ended that your use as preventive it should be indicated.



1. INTRODUCAO

O cancer ¢ hoje um dos grandes inimigos da humanidade, tornando-se necessario
encontrar nao s6 novas formas de terapia, mas também novos processos de diagnostico,
que identifiquem os tumores com maior rapidez e eficiéncia (VILELA, 1998).

Estudiosos estimaram para o ano de 2000 que o numero de novos casos de
cancer no mundo seria maior que 10 milhdes, dentre os quais, 53% ocorreriam nos
paises em desenvolvimento. No Brasil, as estimativas para o ano de 2006 apontam que
ocorrerdo 472.050 casos novos de cancer.

Hébitos de vida como fumar tabaco, consumo excessivo de alcool, exposicao
prolongada ao sol, infec¢do por HPV matem uma forte ligagdo com o cancer, mas nao
podem ser sua causa bdsica. Grande parte da populacdo esta exposta a esses
carcinogenos, mas uma infima minoria sofre de tumores como conseqiiéncia. A causa
imediata do cancer deve ser uma combinacdo de agressdes ou acidentes que induz
células normais de um corpo saudavel a se tornar malignas, crescendo de forma
desordenada e podendo se alojar em outros locais do organismo (GIBBS, 2003).

Assim, o cancer ¢ também chamado de neoplasia maligna ou tumor maligno,
sendo caracterizado por uma massa de tecido que cresce em excesso, fora do controle
do organismo, mesmo cessado o estimulo que o gerou. Esse crescimento, sem objetivo,
priva o organismo de seu suprimento energético e nutricional (VILELA, 1998).

Devido a grande facilidade de manuseio experimental, o tumor de Ehrlich tem
sido extensamente usado como modelo na Oncologia Experimental. O uso de tumores
transplantdveis na forma ascitica tem sido um recurso util por muitas razdes, entre elas a
facilidade na padronizagao do numero de células a ser inoculada, e na forma soélida pela
quantifica¢do do crescimento e da regressao da massa tumoral. (RIZZO, 2000).

A literatura indica que muitos produtos naturais sdo estudados como agentes
quimioprotetores contra canceres de ocorréncia mundial (REDDY, 2003). Estudos

epidemiologicos sugerem a relagao inversa entre risco de cancer e consumo de vegetais,



frutas, cereais e graos de uma maneira geral, fibras dietéticas, certos micro nutrientes, e
também hébitos de vida, como pratica de atividade fisica (GREENWALD, 2001).

Um grande nimero de flavonoides e isoflavondides (BIRT, 2001) tem sido
pesquisado por suprimir aparecimento de lesdes malignas em animais (RASHMI,
2003). Existe um consideravel interesse nesses compostos que exercem efeitos
benéficos na prevencdo do cancer. Em anos recentes, uma consideravel aten¢do tem
sido dada a habilidade desses compostos de inibir o ciclo celular, a proliferacao celular,
o estresse oxidativo e na inducdo da detoxificacdo de enzimas, apoptose € no sistema
imune (BIRT, 2001).

No presente trabalho avaliou-se o efeito dos flavondides quercetina, naringenina
e ipriflavona e do quimioterapico Neotaxel® na prevengdo e no tratamento do tumor

ascitico de Ehrlich in vivo e in vitro.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito dos flavonodides quercetina, naringenina e ipriflavona na

prevengao e no tratamento de camundongos sui¢os com Tumor Ascitico de Ehrlich.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Uso dos flavonodides quercetina, naringenina e ipriflavona na prevencdo do

TAE em camundongos

O Avaliar o efeito preventivo de flavondides usando como parametro a
viabilidade das células tumorais e o acimulo do liquido ascitico na cavidade
abdominal dos camundongos.

0 Quantificar os parametros bioquimicos no soro sanguineo dos camundongos
tratados com os flavonoides e posterior indugdo do TAE.

0 Verificar o efeito dos flavondides sobre o tempo médio de sobrevida dos
animais tratados previamente com flavonoides que foram inoculados com as

células do TAE.



Uso dos flavondides quercetina e ipriflavona no tratamento do TAE em

camundongos

0 Avaliar o efeito de flavonoides em células do TAE in vitro.

0 Avaliar o efeito dos flavondides usando como parametro a viabilidade
das células tumorais e o volume do liquido ascitico formado na cavidade
abdominal dos camundongos com TAE.

O Quantificar os parametros bioquimicos no soro sanguineo dos
camundongos com TAE tratados com flavonodides.

0 Verificar o efeito dos flavondides sobre o tempo médio de sobrevida dos
animais com TAE

0 Verificar histopatologicamente a adesdo de células tumorais no figado
dos camundongos com TAE tratados com os flavonoides.

0 Avaliar o crescimento das células do TAE tratadas previamente com os
flavonoides e inoculadas nos camundongos.

0 Comparar o efeito do quimioterapico Neotaxel® com os flavonoides no

tratamento de animais com TAE.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRIMEIRA PARTE: BIOLOGIA DO CANCER

3.1.1 - GENESE DA DOENCA

De acordo com VILELA (1998), o cancer estd ligado a formagdo e ao
crescimento de organismos multicelulares, que dependem de uma rede complexa de
fenomenos de multiplicagdo e diferenciacdo celular. As células desses organismos,
durante toda a vida, estdo sujeitas a diferentes sistemas de controle, exercidas por
proteinas sintetizadas a partir de informagdes genéticas (contidas no DNA). Tais
proteinas atuam em harmonia para permitir a cada célula um desenvolvimento
“normal”. Altera¢des dessa homeostase podem resultar no cancer.

A causa do cancer hoje ndo ¢ totalmente um mistério. H4 mais de uma década,
muitos geneticistas estavam confiantes de que a ciéncia se aproximava de uma resposta
final: o cancer seria resultado de mutagdes cumulativas que alteram pontos especificos
do DNA de uma célula, mudando as proteinas especificas decodificadas por genes
relacionados & doenca naqueles locais. As mutacdes afetam dois tipos de genes. Os
primeiros chamados de supressores de tumor, normalmente refreiam a habilidade das
células de se dividir. As mutagdes desativam os genes permanentemente. A segunda
variedade, os oncogenes, estimula o crescimento, ou seja, a divisdo celular. As
mutagdes mantém os oncogenes em estado ativo (GIBBS, 2003). Em seu artigo sobre as
raizes do céancer, Gibbs relata que o cancer possui seis poderes, entre os quais (1)
crescimento mesmo na auséncia de sinais de avance normais; (2) crescimento apesar
dos comandos de pare emitidos pelas células vizinhas; (3) evasdo de mecanismos
autodestrutivos embutidos; (4) habilidade para estimular a constru¢do de vasos
sangiiineos; (5) mortalidade efetiva e (6) poder para invadirem tecidos e espalhar por

outros Orgaos.



Durante décadas, a tese mais amplamente aceita da origem do cancer ¢ aquela
em que mutagdes do grupo de genes especiais eliminam as proteinas supressoras de
tumor e ativam as oncoproteinas. Mais recentemente, trés teorias alternativas t€ém obtido
aceitamente. Uma modifica o paradigma padrao ao postular um aumento excessivo no
acumulo de mutagdes randomicas através de genomas de células pré-cancerigenas. Duas
outras teorias centram-se no papel da aneuploidia. A seguir encontra-se listadas as
teorias segundo GIBBS (2003):

A) Dogma Padrdo: carcindgenos como a luz ultravioleta e o tabaco, alteram
diretamente o sequenciamento do DNA dos genes relacionados ao cancer. As mutagdes
nos genes supressores de tumor causam o desaparecimento das proteinas inibidoras de
crescimento decodificadas pelos genes, permitindo que a célula sobreviva e continue a
se dividir quando ndo deveria. Ao mesmo tempo, mutacdes nos oncogenes causam
hiperatividade nas oncoproteinas, levando a célula a crescer em situagdes que
normalmente ndo deveria. O excesso de oncoproteinas € a auséncia de proteinas
supressoras de tumor fazem com que as células mutantes se reproduzam
excessivamente. Depois de muitas etapas de mutacdo e expansdo, uma célula na massa
de mutantes livra-se de todas as restri¢des a seu crescimento. A colonia invade o tecido
adjacente no 6rgdo do hospedeiro. Nos estdgios mais avancados de sua evolugdo, o
cancer libera células na corrente sanguinea. Essas células de metastase formam novas
colonias em locais distantes do corpo, terminando por interferir em fungdes criticas para
a vida.

B) Dogma Modificado: algo desativa um ou mais genes necessarios para
sintetizar ou reparar corretamente o DNA. No momento da divisdo das células,
mutagdes randdmicas ocorrem e ndo sdo reparadas, acumulando-se aos milhares.
Finalmente, os genes relacionados ao cancer sdo atingidos. Na visdo comum, a
eliminacdo das proteinas supressoras de tumor e a ativacdo das oncoproteinas causam
um curto-circuito no mecanismo de autodestrui¢cao da célula impedindo que ela cometa
suicidio. O excesso de oncoproteinas e a auséncia de proteinas supressoras de tumor
fazem com que as células mutantes se reproduzam excessivamente. Depois de muitas
etapas de mutacdo e expansdao, uma cé¢lula na massa de mutantes livra-se de todas as
restricdes a seu crescimento. A colonia invade o tecido adjacente no orgio do
hospedeiro. Nos estagios mais avancados de sua evolucdo, o cancer libera células na
corrente sanguinea. Essas células de metdstase formam novas colonias em locais

distantes do corpo, terminando por interferir em fungdes criticas para a vida.



C) Instabilidade Inicial: alguma coisa silencia um ou mais genes “mestre”
necessarios para divisdo celular. Durante a duplicagdo dos cromossomos acontecem
erros. Algumas células-filhas recebem um numero errado de cromossomos, ou
cromossomos com aberragcdes que vao piorando de geracdo para geracdo. A dosagem
dos genes nas cé¢lulas muda quando sdo adicionados ou extirpados segmentos de
cromossomos. A tempo, a dosagem das proteinas supressoras de tumor cai a um nivel
critico e copias extras de oncogenes podem aumentar a dosagem de oncoproteinas a
niveis perigosos.

D) Toda-Aneuploidia: uma anomalia durante a divisdo celular produz células
filhas aneupldides. Os cromossomos localizados erradamente ou incompletos
modificam a quantidade relativa de milhares de genes. Grupos enzimaticos que
normalmente cooperam na cdpia ou na fixagdo do DNA comecam a falhar. Como
resultado, a maioria das células aneuploides morre. Mas umas poucas sobrevivem e
produzem descendentes que também sao aneupldides, embora em formas diferentes das
células progenitoras. Mais tarde, uma ou mais células adquirem um mix de
cromossomos aberrantes. As células se multiplicam formando um tumor pré-canceroso.
Evoluindo ao longo dos anos dou décadas, as células gradualmente adquirem a
habilidade de invadir tecidos vizinhos de diferentes tipos. Nos estagios mais avancados
de sua evolugdo, o cancer libera células na corrente sanguinea. Essas células de
metastase formam novas colonias em locais distantes do corpo, terminando por

interferir em fungdes criticas para a vida.

As células cancerosas sdo conceituadas por duas propriedades de invadir e
colonizar territorios normalmente reservados para outras células. Uma célula anormal
que nao prolifera mais do que suas vizinhas normais ndo provocam danos significativos,
mas se sua proliferagdo esta fora de controle ira originar um tumor ou neoplasma, ou
seja, um crescimento de uma massa de células anormais (ALBERTS, 1997). Torna-se
assim impossivel uma defini¢do prevista para o termo neoplasia, porém o oncologista
inglés Wills chegou a seguinte defini¢do: “uma neoplasia ¢ uma massa anormal de
tecido, cujo crescimento excede aquele dos tecidos normais e nao estd coordenado com
ele, persistindo da mesma maneira excessiva apos o término do estimulo que induziu a
alteragio (BAAK, 2003)”. A medida que células neoplasicas permanecem agrupadas
numa massa Unica, o tumor ¢ dito benigno e a cura completa pode ser obtida pela

remogao da massa cirurgicamente. Um tumor ¢ considerado como cancer somente se for



maligno, se as cé€lulas tiverem o poder de invadir tecidos vizinhos. A capacidade de
invasdo geralmente implica na habilidade de escapar, entrar na corrente sanguinea ou
vasos linfaticos e formar tumores secundarios ou metéstases em outros locais do corpo.
Quanto mais metastases um cancer for capaz de produzir, mais dificil a sua erradicagdo
(ALBERTS, 1997).

As caracteristicas que diferenciam neoplasias benignas e malignas podem
convenientemente ser discutidas sob alguns aspectos: (a) diferenciag@o e anaplasia; (b)

taxa de crescimento; (c¢) invasdo local; (d) metastase entre outros.

Diferenciagdo refere-se ao grau de semelhanca entre as células neoplésicas e as
células normais comparaveis tanto morfoldgica quanto funcionalmente. Em geral, os
tumores benignos sdo bem diferenciados. Os neoplasmas malignos compostos de
células indiferenciadas sdo ditos anaplasicos. A falta de diferenciacdo ou anaplasia ¢é
marcada por varias alteragcdes morfologicas e funcionais como pleomorfismo (variagao
de tamanho e forma tanto das células como dos ntucleos), os nucleos apresentam uma
abundancia de DNA e sdo normalmente escuros (hipercromaticos). A forma nuclear ¢
geralmente muito variavel, e a cromatina freqiientemente estd aglomerada e distribuida
ao longo da membrana nuclear. Grandes nucléolos geralmente estdo presentes nestes
nucleos. Os tumores indiferenciados em geral possuem um grande nimero de mitoses,

refletindo a maior atividade proliferativa das células parenquimatosas.

Em geral a maioria dos tumores benignos cresce lentamente durante um periodo
de anos, enquanto a maioria dos canceres cresce rapidamente, as vezes a uma

velocidade erratica, eventualmente se espalhando e matando seus hospedeiros.

3.1.2 INVASAO LOCAL:

A maioria dos tumores benignos cresce como massas coesivas em expansao,
permanecendo situadas em seu local de origem, sem a capacidade de se infiltrarem,
invadirem ou metastatizarem para locais distantes, como ocorre nos tumores malignos.
Em virtude de seu crescimento e expansdo lentos, eles habitualmente desenvolvem uma
faixa de tecido conjuntivo comprimido, algumas vezes denominada capsula fibrosa, que
os separa dos tecidos do hospedeiro. Esse encapsulamento tende a conter a neoplasia

benigna como massa isolada, facilmente palpavel e movel, passivel de enucleagdo

cirargica (COTRAN, 2000).



O crescimento dos canceres ¢ acompanhado de infiltragdo progressiva, invasao e
destrui¢cdo do tecido circundante. Em geral sdo pouco demarcados em relagdo ao tecido

normal circundante, e falta um plano de clivagem bem definido.

Os tumores malignos sdo, em sua maioria, invasivos, e, portanto, pode-ser
esperar que penetrem na parede do colon ou do utero, por exemplo, ou que se projetam
através da superficie da pele. Nao reconhecem limites anatomicos normais. Esse carater
invasivo dificulta a sua ressec¢do cirurgica, e, mesmo quando o tumor parece ser bem
circunscrito, ¢ necessario remover uma consideravel margem de tecidos aparentemente
normais ao redor da neoplasia infiltrativa. Depois do desenvolvimento de metéstases, a
invasdo constitui a caracteristica mais confiavel que diferencia os tumores malignos de

benignos (COTRAN, 2000).

Invasdo e infiltragdo dentro de tecidos que envolvem o tumor primario levam a
penetracdo nos vasos sanguineos, linfaticos, ou ambos, € assim se tornam bem
difundidos (COTRAN, 2000; HOSSFELD, 1997). As células cancerosas possuem
organelas necessarias para locomog¢do ativa, importante no processo de invasdo
(ENGEL, 2003). Estudos revelaram a presenga de enzimas destruidoras de tecidos no
processo de invasdo do tumor, como hidrolases lisossomais e colagenases. A destruicao
dos tecidos por estas enzimas, adicionado a oclusao de vasos linfaticos e sanguineos
mediado pela expansdo da massa do tumor pode facilitar a infiltragdo do neoplasma
(TSUCHIYA, 2003). Producdo e secre¢do de serino-protease e ativador de
plasminogénio tém sido associados neoplasmatica de uma variedade de tipos de células.
A invasdo de tecidos normais e a penetracdo da membrana vascular basal por células
metastaticas podem requerer participagdo ativa de enzimas hidroliticas. (ROUDIER,
2003). A penetragdo nos vasos sangiiineos durante a invasio e extravasamento ¢ o ponto

de crucial importancia na metastase (TANAKA, 2003).
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3.1.3- METASTASES

As metastases inequivocamente marcam um tumor como maligno porque 0s
neoplasmas benignos ndo metastatizam. A invasividade dos canceres permite que eles
penetrem nos vasos sangiiineos, linfaticos e cavidades corpdreas, tendo assim a
oportunidade de se espalharem (COTRAN, 2000; ALBERTS, 1997).

O processo de formagdo de metastases ¢ o resultado de uma série de eventos
complexos (TANAKA, 2003). Um passo inicial ¢ a degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular seguido por uma invasdo local das células tumorais dentro do tecido
circunvizinho. A enzima elastase neutrofila (NE), uma serino-protease, ¢ produzida por
neutrofilos polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos. Esta enzima possui uma larga
especificidade de substrato sob condi¢des fisiologicas e resultados excessivos de NE sao
encontrados ndo somente na digestdo de elastina, mas também em outras proteinas da
matriz extracelular como laminina, fibronectina, proteoglicanas e colageno tipo IV.

Recentemente foi demonstrado que muitas linhagens de células de cancer de
pulmdo humano produzem NE imunoreativa. A quantidade de NE imunoreativa em
tecido tumoral ¢ um indicador de prognostico independente em pacientes com cancer de
pulmdo. Além disso, um inibidor especifico de NE suprimiu completamente o
crescimento de células transplantadas de cancer de pulmdo em ratos com severa
imunodeficiéncia. Esses achados indicam que a enzima designada elastase neutrofila é
uma molécula presente no cancer, indicando ter um papel ativo na progressao do cancer
de pulmao. Durante uma investigagdo in vivo com os efeitos do inibidor especifico de
NE no crescimento de células transplantadas subcutaneamente em ratos
imunodeprimidos, mostrou que essas células formam multiplas metdstases no pulmao
(TANAKA, 2003).

Uma metastase ¢ definida como crescimento de uma ou mais células
neoplésicas, ocorrendo a uma distancia especifica do tumor primario (HOSSFELD,
1997). E a transferéncia de uma doenca de um orgdo ou parte para outro nio
diretamente conectado aquele (COLEMAN, 2001a). A habilidade de invadir e
metastatizar € caracteristica Unica e somente de neoplasmas malignos (ENGEL, 2003).
A metastase envolve:

- aliberacdo de células de um tumor primario,

- disseminagdo a sitios distantes presos na microcirculagdo de 6rgaos,

- extravasamento,
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- infiltracao dentro do parénquima dos 6rgaos e,
- sobrevivéncia e crescimento dentro de uma nova colonia de tumor (ENGEL,

2003; TSUCHIYA, 2003).

Nessa cascata, a metastatizacdo de células tumorais interage com varias células e
matriz extracelular via numerosas moléculas envolvidas em varias respostas induzidas
por estresse.

A disseminacdo dos canceres pode ocorrer através da disseminacdo linfatica e
hematogénica.

Na disseminagao linfatica o transporte em vasos linfaticos ¢ o passo comum
para o processo de disseminacdo inicial de carcinomas, mas os sarcomas também
podem se disseminar por essa via (COTRAN, 2000). Durante a invasdo da célula
neoplésica, o processo de infiltracdo e expansdo dentro dos tecidos resulta na penetracao
de pequenos vasos linfaticos (TSUCHIYA, 2003). Estudos evidenciam que células
neoplasicas podem passar livremente entre vasos sanguineos e linfaticos (TANAKA,
2003). Nodulos linfaticos sdo imunologicamnete reativos em pacientes com neoplasma.
A presenga do tumor pode estimular a produgdo e liberagdo de células
imunocomponentes do sistema linforreticular. Se nddulos linfaticos podem servir como
“filtro” temporario de células neoplédsicas em metastases ainda ndo ¢ claro (KUMMAR,
2003). Os nddulos linfaticos podem ser uma barreira temporaria efetiva para
disseminagdo do tumor em muitos sistemas. Muitas células neoplasicas, todavia, passam
rapidamente pelos nodulos linfaticos e entram no sistema linfatico e circulacao
sanguinea (ROUDIER, 2003).

A disseminacdo hematologica ¢ passo tipico de sarcomas, mas pode ser usado
por carcinomas. As artérias, com suas paredes mais espessas, sdo menos facilmente
penetradas do que as veias. Entretanto, pode ocorrer disseminacdo arterial quando as
células tumorais atravessam os leitos dos capilares pulmonares, ou quando as proprias
metastases pulmonares dao origem a émbolos tumorais adicionais. O figado e os
pulmdes sdo mais frequentemente afetados de forma secunddria nessa disseminacdo
hematogénica. Toda a drenagem da area portal flui para o figado e todo o sangue a veia
cava flui para os pulmdes (COTRAN, 2000).

Como descrito anteriormente, as metéstases sdo implantes tumorais descontinuos

em relagdo ao tumor primdrio. A invasdo dos canceres permite a sua penetragdo nos
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vasos linfaticos, sanguineos e cavidades corporais, proporcionando-lhes assim, a

oportunidade de disseminac¢do (Figura 1).
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Fonte: COTRAN, 2000

Figura 1 — Etapas no processo de formagao da metastase.
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A vascularizacao dos 6rgaos pode contribuir com freqiiéncia para que depdsitos
de metastases sejam formados. O pulmdo ¢ um sitio comum de desenvolvimento de
metastase porque nele estd o primeiro capilar encontrado pelas células do tumor quando
entram na circulagdo venosa (TSUCHIYA, 2003).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o propoésito de elucidar e compreender
os processos de metdstases secundarias a um tumor primario. O carcinoma
hepatocelular, um dos mais comuns no mundo, possuem alta incidéncia em regides com
prevaléncia alta de infec¢do viral (hepatite B). Carcinoma hepatocelular comumente
causa metastase no pulmao, nddulos linfaticos, glandula adrenal e ossos, incluindo o
cranio (KUMMAR, 2003).

Assim, a capacidade de formar metastase ¢ que torna os canceres dificeis de
serem erradicados cirurgicamente ou por irradiagdo localizada. Para sua ampla
disseminagdo pelo corpo, uma célula tipica de um tumor solido deve ser capaz de
diminuir suas adesdes as células vizinhas, escapar do tecido de origem, migrar por
outros tecidos até alcangar os vasos sangiiineos ou linfaticos, atravessar a lamina basal e
o revestimento endotelial dos vasos de forma a entrar e sair da circulagdo em outro local
do corpo, sobreviver e proliferar em novo ambiente. As etapas finais das metastases sao
provavelmente as mais dificeis: muitos tumores liberam grandes quantidades de células
na circulagdo, mas somente uma propor¢do infima destas células tem sucesso na

formacao de colonias metastaticas.

Células tumorais que tenham entrado em um vaso linfatico, freqlientemente,
ficam presas nos linfonodos ao longo do caminho, dando origem as metastases nos

linfonodos.

Poucos tipos de células normais, notadamente células brancas do sangue,
possuem algumas ou todas as propriedades necessarias para se disseminar através do
corpo, mas para a maior parte dos canceres a capacidade de formar metastases requer
mutagoes adicionais. Tais mutagdes, como outras envolvidas no desenvolvimento do
cancer, acredita-se que ocorram ao acaso na populacdo inicial do tumor: somente
aquelas poucas células que adquirem as propriedades necessarias para formacao de
metéstase e que se alojam em ambiente adequado serdo capazes de produzir tumores
secundarios. De acordo com este conceito de evolucao, através de variagdo ao acaso e
selecdo natural, encontramos que as células de um Unico tumor sdo heterogéneas na

capacidade de formar metastases.
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A compreensao dos mecanismos moleculares da formagdo de metastase poderia,
eventualmente, permitir um esquema de tratamento para bloquear o tumor. Algum
progresso tem sido feito neste sentido. Tem sido mostrado, por exemplo, que para
células tumorais atravessarem a lamina basal devem possuir integrinas apropriadas para
atuarem como receptores de laminina, que permitem as células aderirem a lamina basal,
e devem possuir em sua superficie colagenase tipo IV, que ajuda a digerir a lamina.

(COTRAN, 2000; ALBERTS, 1997).

3.1.7 TUMOR DE EHRLICH

O tumor de Ehrlich foi desenvolvido por Paul Ehrlich em 1896 e descrito em
1906 como um adenocarcinoma espontaneo de glandula mamaria originario de
camundongos fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma solida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932 o
tumor foi convertido para a forma ascitica (DAGLI, 1989). O tumor desenvolve-se na
forma solida desde que seja inoculado por via subcutinea ou intramuscular em
camundongos (MATSUZAKI et al., 2003) e cresce na forma ascitica quando inoculado
por via intraperitoneal (DAGLI, 1989; RIZZ0O, 2000; BERGAMI-SANTOS et al., 2004;
MATSUZAKI et al., 2004). O termo ascite (do grego askites, que significa bexiga,
barriga ou bolsa) ¢ definido como sendo o acimulo de liquido na cavidade peritoneal
(HAUSBERGER et al., 2001).

Historicamente, os primeiros relatos de transplante de neoplasias datam de 1773
quando Peyrilhe inoculou material extraido de neoplasias mamarias humanas sob a pele
de cdo. Devido a grande facilidade de manuseio experimental, o tumor de Ehrlich tem
sido extensamente aplicado a Oncologia Experimental. Dos iniimeros tumores
experimentais utilizados para estudo “in vivo” em animais, o uso de tumores
transplantaveis na forma ascitica tem sido um recurso util pelas seguintes razoes:
facilidade na padronizagao do nimero de células a serem inoculadas; quantificagao do
crescimento e regressdo da massa tumoral e também porque permitem o estudo
comparativo com os mesmos métodos desenvolvidos para a pesquisa de células na
corrente sanguinea e demais fluidos corporais (DAGLI et al., 1989; SAAD-HOSSNE et
al., 2004).
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Apo6s inoculagcdo de fluido ascitico fresco contendo cerca de um milhdo de
células neoplasicas, os camundongos acumulam cerca de 5 a 20 mL de liquido ascitico
viscoso e as vezes hemorragico em 7 a 14 dias, morrendo em 10 a 20 dias (DAGLI,
1989).

Segundo Sugiura (1965, apud GENTILE, 2001), ndo ha ocorréncia de
metastases no coragdo, rins, adrenais, figado ou baco. Além disso, ¢ sabido que as
células do tumor de Ehrlich podem ser inoculadas intravenosamente sendo de grande
utilidade nos estudos sobre migracdo de células e desenvolvimento de metéstases, visto
que na forma sélida ndo ha ocorréncia de crescimento secundario (RIZZO, 2000).

O tumor ascitico de Ehrlich pode ser transplantado para qualquer linhagem de
camundongo, provavelmente devido a perda da expressdo do MHC. Esta caracteristica
exclui o principal papel do linfécito T citotoxico durante o desenvolvimento do tumor,
indicando que talvez a imunidade celular ndo seja o principal mecanismo de defesa do
hospedeiro contra o tumor ascitico de Ehrlich (BERGAMI-SANTOS et al., 2004).

Este modelo ¢ utilizado para o estudo de metastases pulmonares tendo como via
a dissemina¢do hematogénica (RIZZO, 2000).

A indugdo experimental dessa neoplasia em camundongos ¢ feita por intermédio
do transplante das células tumorais retiradas de um animal ja com a neoplasia
desenvolvida. Essa inoculagdo podera ser feita diretamente na cavidade abdominal do
receptor levando ao desenvolvimento da forma ascitica ou no coxim plantar levando a
formagao do tumor so6lido. No 7° dia ja é possivel observar expressivo crescimento da
massa tumoral, a qual continua crescendo e invadindo os tecidos adjacentes até o 30°
dia. Logo apds a inoculagdo, observa-se a migracdo das células para os linfonodos
regionais (GENTILE, 2001; BELO et al., 2004).

Histologicamente, a foram solida do tumor ascitico de Ehrlich apresenta
extensas areas de necrose. Estas sdo oriundas da morte das células neoplésicas. Intensa
atipia e células extremamente anaplésicas sdo também comumente vistas no tumor. O
tumor possui poucas células inflamatorias e estroma escasso. Alto indice mitdtico e de
invasividade caracterizam essa neoplasia (GABAI et al., 1995; DAGLI, 1989).

Segundo GENTILE (2001) a suspeita de tecido tumoral levantada no exame
clinico induz o patologista a identificar no campo microscopico a presenga de atipia
celular e de células inflamatorias, classificando o tumor em classes (I, I, III, IV e V). A

classe I é dada quando ha auséncia de atipia e quase nenhuma célula inflamatoria. Ja a
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classe V indica que existe intensa atipia celular e grande quantidade de células
inflamatorias, caracteristica de neoplasias malignas.

No caso do liquido retirado da cavidade abdominal do camundongo, nota-se
grande quantidade de células com caracteristicas epiteliais exibindo intenso
pleomorfismo, hipercromatismo nuclear e alteragdo da relagdo nucleo-citoplasma,
indicando tratar-se de uma classe V (PAL et al., 2001; DAGLI et al., 2002).

Segundo DAGLI (2002), o exame histoquimico de uma gota de liquido ascitico
do tumor de Ehrlich revela células pleomorficas, com didmetros 2 a 3 vezes superiores
ao das hemacias do camundongo, que contém numerosas goticulas de tamanho variavel
com material birrefringente em seu interior. Essas goticulas sdo lipideos, os quais estao
presentes devido a um processo degenerativo que leva ao acimulo lipidico no interior
da célula ou a uma desregulacdo gendmica que provoca a intensificagcdo da producdo de
lipidios pelas células.

DAGLI (1989) relata que as c€lulas do tumor ascitico de Ehrlich sao de origem
epitelial da glandula mamaéria, portanto sdo especializadas na produ¢do de lipideos.
Uma desregulagdo dessa funcdo provavelmente poderia acarretar um acumulo dessa
substancia no interior da célula. O tecido tumoral ao exame macroscopico, apresenta-se
como uma massa de consisténcia borrachoide, superficie lisa, formato irregular. Ao se
incisar a massa tumoral ha a presenca de pontos avermelhados e areas esbranquigadas,
que sdo, respectivamente, pontos hemorragicos e areas de necrose. Ha ao redor da
massa tumoral uma pseudocapsula, o que justifica seus limites bem definidos quando da

visualizacao da mesma durante a observagao cirtrgica.
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3.2 SEGUNDA PARTE: BIOQUIMICA DO CANCER

3.2.1 FLAVONOIDES

A literatura indica que muitos produtos naturais sdo estudados como agentes
quimioprotetores contra canceres de ocorréncia mundial (REDDY, 2003). Os maiores
grupos desses produtos sdo potentes antioxidantes e fenolicos naturais. Esses produtos
naturais sdo encontrados principalmente em frutas e vegetais (Quadro 1) como também
extratos de plantas e ervas (REDDY, 2003). Muitos constituintes de plantas podem ser
responsaveis por efeitos protetores. Alimentos derivados de plantas contém uma grande
variedade de fitoquimicos anticancer com grande potencial bioativo que reduz a
susceptibilidade ao cancer (BIRT, 2001). Muitos desses constituintes podem ser
compostos fenolicos ou polifendlicos como isoflavonas da soja, catequinas do cha,
¢ésteres fenolicos no café, acidos fendlicos no vinho tinto, quercetina em cebola
(REDDY, 2003). Dos muitos anticarcinégenos detectados em plantas comestiveis, os
antioxidantes - vitaminas C e E e a pro-vitamina 3-caroteno tém recebido uma grande
atencdo (HANDELMAN, 2001). Flavonoides e isoflavondides s3o candidatos

promissores na prevengao do cancer (BIRT, 2001).



Quadro 1 - Antioxidantes quimioprotetores de frutas e vegetais.
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Componente ativo

Mecanismo de acéo

Canceres inibidos

Fonte
Azeitonas polifenois antioxidante Varios canceres
Morangos, melao Vitamina C, antioxidante Varios canceres
bioflavondides,
chalconas
Repolho verde, Vitamina C, luteina, Antioxidante, suprime | Varios canceres
brécolis, couve-flor zeaxantina promogao de tumor de
pulmdo em ratos
Oleos vegetais, 6leos | Vitamina E Protecdo contra Cancer de pele
quentes de semente, peroxidagao de
germe de trigo lipidios
Vegetais e frutas B-caroteno Antioxidante Cancer de mama,
amarelo-alaranjado colon, célula do figado
em camundongos
Cenouras B-caroteno e Antioxidante, Leucemia, cincer de
compostos fendlicos | expressdo do gene p52 | pulmao
Tomate Licopeno, vitamina C | Potente antioxidante, | Varios canceres

inibe danos ao DNA

Uvas, vinho tinto,

frutas citricas

Fendis, catequinas,
[-criptoxantina,
bioflavonoides,

chalconas, vitamina C

Antioxidante, estimula
expressao do gene p-

53

Varios canceres

Alho, cebola, alho-

porrd, cebolinha

Alicina, flavonoéides,

vitamina C, selénio

Detoxificam
carcinogenos, inibe H.

pilori

Cancer de estdbmago

Feijao

Compostos fenodlicos

Antimutagénico

Cancer induzidos por

aflatoxina.

Fonte: REDDY, 2003.
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Os flavondides sao metabolitos secundarios de plantas e definidos quimicamente
como substincias compostas por uma estrutura comum de fenilcromanona (Cg-C3-Co)
com substitui¢do em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados (BIRT, 2001). (Figura

2, Quadro 2)
=

C{gf Q

Fonte: www.ucm.es/.../ Farmacognosia-l/Temal4.htm

Figura 2 — Estrutura basica de fenil-benzo-y-pirona.

Quadro 2- Estrutura quimica de certos flavonoides de ocorréncia em plantas.

Formula estrutural Flavondides Substitui¢des

representativos 5 B 7 O LR T
‘Flavanone -
e
o ,@‘. Eriodicitol OH H OH OH OH H
! E,:L{_- K d Hesperidina OH H OH ©OH OMe H
L {:IJ Naringenina OH H OH H OH H
Flavanol
[:;C])/@ Catequina OH H OH OH OH H©
~0H galocatequina OH H 0OH OH O©OH OH
Flavone o
o Apigenina OH H OH H OH H
Crisina H H OH H H H
B ) Luteolina OH H OH OH OH H
Flavonol
0 Kaempferol CH H OH H OH H
A Miricetina OH H OH OH OH OH
QOuercetina OH H O OH ©OH H
Flavanonol
@(\ﬂ Taxifolina OH H OH OH ©OH H
0OH
D e e - — e
Isoflavone
o Daidzeina H H OH H OH H
l:j; Genisteina OH H OH H OH K
1 Gliciteina OH OMe OH H OH H
Formononetina H H OH H OMe H

Fonte: BIRT, 2001.


http://www.ucm.es/info/ffarma/Proyecto/Asignaturas/Farmacognosia-I/Tema14.htm
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A estrutura dos flavondides esta baseada no nucleo flavilium, o qual consiste de
trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o sexto carbono do
terceiro anel que na posi¢do 2 carrega um anel de fenil-benzeno como substituinte. O
terceiro anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas basicas das
leucoantocianinas (catequinas) e as antocianidinas, denominado de nucleo de flavana.
No caso do terceiro anel apresentar como uma pirona ocorre a formagdo de flavonas,
flavonois, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas, recebendo a denominagao de
nucleo 4-oxo-flavondide (AHERNE, O'BRIEN, 2002).

Os Flavonodides e Isoflavonodides ocorrem comumente como éster, éter ou
derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles (BIRT, 2001). Mais de 6000
diferentes flavonoides tém sido descritos (MARCHAND, 2002; YANG, 2001). Em
humanos e animais, flavonoides e isoflavonodides ocorrem somente através da ingestao
dietética (BIRT, 2001). Os flavonois sao os mais abundantes flavonodides em alimentos.
A quercetina, kaempferol e mirecetina compdem os trés mais comuns flavonadis.
Flavanonas s3o encontradas principalmente em frutas citricas e flavones em aipo.
Catequinas estdo presentes em grande numero de chds verde e preto e vinho tinto,
antocianinas sdo encontradas em morangos. Isoflavonas sdo encontrados quase
exclusivamente em comidas derivadas da soja (MARCHAND, 2002).

O termo fenol ou polifenol pode ser definido como sendo uma substancia que
tem um ou mais nicleos aromaticos contendo substituintes hidroxilas e/ou derivados
funcionais como ésteres, metoxilas, glicosideos e outros (SIMOES et al, 2000).

Os flavonoides representam um grupo importante e diversificado entre os
produtos de origem vegetal. A distribuicdo dos flavonodides nos vegetais depende de
diversos fatores como fila/orem/familia do vegetal, bem como da varia¢do das espécies.
Geralmente, flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos (SIMOES et al, 2000).

Os flavondides glicosilados sdao usualmente absorvidos por difusdo passiva e
convertidos em agliconas (MARCHAND, 2002) por glicosidases presentes em
alimentos ou da mucosa gastrintestinal, ou da microflora do célon (YANG, 2001). Apos
sua absor¢do, os flavondides sdo conjugados no intestino delgado e no figado por
reacOes de glicuronidacdo, sulfatagdo ou metilacio ou metabolizados a pequenos
compostos fenolicos (MARCHAND, 2002; YANG, 2001). Ao sofrer essas
modificacdes, podem se tornar metabolicamente mais ativos ou serem eliminado do

organismo mais facilmente por se tornarem mais polares.
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O metabolismo bacteriano de flavonodides principalmente no colon, tem sido
bem reportado em estudos com animais e pode ser um passo limitante no metabolismo e
biodisponibilidade de muitos flavonoides em humanos. Bactérias da flora intestinal sdo
responsaveis pela hidrolise de flavondides glicosilados e conjugados gerando
numerosos compostos fendlicos menores, acido carboxilico assim como a produgdo de

diéxido de carbono (WALLE, 2004).

3.2.2 - RELACAO ENTRE FLAVONOIDES E CANCER

Um grande nimero de flavondides e isoflavonoides (BIRT, 2001) tem sido
pesquisado por suprimir a carcinogénese em varios modelos animais (RASHMI, 2003).
Existe um consideravel interesse nesses compostos que exercem efeitos benéficos em
mecanismos que envolvem a patogénese do cancer. Em recentes anos, uma consideravel
atencdo tem sido dada a habilidade desses compostos em inibir o ciclo celular, a
proliferacdo celular, o estresse oxidativo e na inducdo da detoxificagdo de enzimas,
apoptose e no sistema imune (BIRT, 2001).

Os flavonoides quercetina, kempferol e galangina e o flavone apigenina estio

associados com a inibi¢do do citocromo P450 (MARCHAND, 2002).

Viarios flavondides como, por exemplo, quercetina, apigenina e catequinas
mostraram atividade antiinflamatoria por inibirem cicloxigenase-2 (COX-2) e induzir a
oxido nitrico sintase. Inflamagdes cronicas estdo relacionadas na etiologia de um grande
numero de canceres e inibidores da COX-2 estdo sendo estudados como agentes
quimioprotetores contra cancer de colon (MARCHAND, 2002; YANG, 2001).

Atividades antiproliferativas tém sido relacionadas com propriedades anti-
estrogénicas de certos flavondides (isoflavonoides, quercetina). Genisteina e quercetina
inibiram a proteina tirosina quinase que estd envolvida na proliferacao celular. A
apigenina, luteolina e quercetina estdo relacionadas com a inibi¢do do ciclo celular e
apoptose por mecanismo dependentes de p-53.

Muitos dos efeitos bioldgicos dos fitoestrogenos, incluindo alguns flavonoéides,
incluem inibi¢cdo da angiogénese (formacao de novos vasos sanguineos que ocorre como
parte do crescimento e expansao de tumores malignos); inibi¢ao da tirosina quinase (que
¢ responsavel pela fosforilagdo de proteinas requeridas para regulagdo da funcao celular,

incluindo divisdo celular), inibi¢do da enzima topoisomerase e outras enzimas
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envolvidas na transdugdo de sinais. Genisteina, um flavonoide pesquisado, também

inibe a autofosforilacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico, que possui uma

grande expressdo na maioria dos tipos de cancer. Age também como antioxidante

prevenindo danos oxidativos ao DNA (MISHRA, 2003).

O quadro 3 mostra alguns fitoquimicos associados com a prevencao do cancer.

Quadro 3 - Fitoquimicos associados com a preven¢do do cancer.

Classe
fitoquimicos

Compostos tipicos

Fontes alimentares

Atividades
relacionadas com a
prevencao do

cancer
Carotenoides Alfa e beta Vegetais e frutas Atividade
caroteno, licopeno, | verde escuro, antioxidante,
luteina vermelho ¢ amarelo | modulacao do
metabolismo do
carcinbgeno,
inibi¢cdo da
proliferacdo celular,
da expressdo do
oncogene, beneficio
no sistema imune.
Polifenois Acidos fenélicos, Vegetais e frutas Inibe proliferacao
curcumina, celular, induz
quercetina, apoptose, inibe
apigenina, passos de
naringenina, transdugdo de
hesperidina, sinais, aumenta a
catequinas, resposta imune
reservatrol
Fitoestrogenos Isoflavonas Produtos derivados | Altera o
da soja metabolismo
estrogénico,
diminui a atividade
de tirosina quinase,
induz apoptose,
Terpenos Monoterpeno Vegetais e frutas Aumenta a

atividade das
enzimas da fase II,
induz apoptose.

Fonte: GREENWALD, 2001




23

A seguir estdo alguns dos mecanismos de acdo em que os flavondides podem

atuar como possiveis agentes anticarcinogénicos.

3.2.3. ACAO ANTIOXIDANTE

O oxigénio, indispensavel para a vida, pode resultar em danos reversiveis ou até
irreversiveis quando os seres vivos sdo expostos a ele em concentracdes superiores a
encontrada na atmosfera e quando eles sofrem modificagdes, podendo inclusive levar a
morte celular. Por isso, com a evolucdo dos seres vivos no planeta, surgiram
mecanismos para combater esses efeitos deletérios. Sdo os mecanismos antioxidantes:
enzimaticos e ndo enzimaticos (MANSON, 2003).

E dificil fazer uma medi¢do direta da oxidagdo nos componentes celulares
devido a sua alta reatividade, porém ¢ possivel fazer uma determinagdo indireta pelos
efeitos por eles causados, através da oxidagdo dos lipidios, dos grupamentos sulfidrila
das proteinas, das bases puricas e pirimidicas, o que leva a uma alteragdo no DNA e no
balanco tiol/dissulfeto (BASU, 1999).

Os radicais livres entdo, podem ser definidos como qualquer espécie quimica
capaz de existéncia independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados,
sendo assim, altamente reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula alem de
possuirem meia vida curta. A formagao desses compostos ¢ determinada pela perda ou
ganho de um elétron ficando com um elétron desemparelhado. A formacdo destas
espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre durante os processos oxidativos bioldgicos,
sendo assim, formados fisiologicamente nos sistemas bioldgicos a partir de compostos

enddgenos (MARRONI, 2002).

H4 muitas evidéncias dos ROS em doencas degenerativas como ocorre na
catarata, enfisema, artrite, doenca de Parkinson, diabetes, mutacdo, CANCER e

envelhecimentos como mostrado na figura 3.
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Figura 3 — Doengas associadas a ROS

Para evitar os danos causados pelos ROS, o organismo desenvolveu varios
mecanismos de defesa, isto €, potenciais de neutraliza¢do das ac¢des dos radicais livres,
chamados de ANTIOXIDANTES.

O mais efetivo passo na prevencao do cancer ¢ bloquear a sua iniciagdo, como
por exemplo, prevenindo o dano ao DNA como resultado dos ROS ou carcinégenos
(MANSON, 2003).

Estudos epidemiologicos tém mostrado a correlagdo entre consumo elevado de
compostos fenodlicos (flavondides) e redugdo do risco de doengas cardiovasculares como
também redugdo de certos tipos de cancer (FERGUSON, 2001). Tem-se mostrado que
muitos desses estudos mostram o efeito protetor dessas substincias (HOLLMAN,
1997).

E de consideravel interesse as sustdncias quimicas (principalmente naturais) em
que podem proteger contra os ROS (SURH, 2003).

Flavonoides como flavonas, flavonols e isoflavonas tém ganhado uma atencao
particular devido ao potencial protetor contra o cancer (CAI, 1997). Os flavonoides
mais frequentemente estudados s3o quercetina, luteolina, kaempferol, apigenina e
genisteina. Os mecanismos em que eles possuem efeitos na prevengdo do cancer nao

estdo totalmente envolvidos (WILLIAMS, 2004). Muitos estudos sugerem que o0s
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flavonoides podem agir como antioxidante. ROS sdo conhecidos por causar dano
oxidativo em moléculas como DNA e lipidios. Peroxidacdo de lipidios e oxidacdo de
bases do DNA sdo considerados importantes marcadores bioldgicos no
desenvolvimento do cancer, doengas cardiacas e neurodegenerativas. (YOKOZAWA,
1997). O desenvolvimento e a descoberta de artificios que reduz o dano oxidativo
podem contribuir na prevenc¢do de cancer e outras desordens degenerativas que ocorrem
em humanos (CAI, 1997).

Flavonoides e isoflavondides podem proteger contra o cancer e/ou doengas
cardiacas através da inibicdo do dano oxidativo (BIRT, 2001). A propriedade
antioxidante dos flavondides faz com que eles tenham a propriedade de inibir varios
tipos de cancer (REDDY, 2003).

Numerosos mecanismos de a¢do para isoflavondides tém sido sugeridos para
inibi¢do do processo de carcinogénese (WATANABE, 2002). Os supostos mecanismos
de acdo da atividade antioxidante dos polifendis foi estudada por varios pesquisadores
(WILLIAMS, 2004; WEISS, 2003; LAMBERT, 2003). E provavel que a atividade
antioxidante associada a flavonoides seja a sua habilidade de desativar, inibir a a¢do dos
radicais livres (FERGUSON, 2001). Os polifenois removem os radicais livres,
rompendo a reagdo em cadeia dos radicais livres na peroxidacao de lipidios. (CAI,
1997). Eles também extinguem os ROS e nitrogénios gerados em sistemas bioldgicos
(LAMBERT, 2003). Outro mecanismo antioxidante ¢ que eles quelam metais como
ferro e ions cobre, prevenindo a participagdo deles em reacdes tipo Fenton na geragdo
de radicais hidroxil altamente reativos (YANG, 2001). Isoflavonas como genisteina e
daidzeina tém a habilidade de quelar radicais livres (DJURIC, 2001).

A oxidacdo do DNA ¢, provavelmente, a causa mais importante de mutagdes que
potencialmente podem ser reduzidas por antioxidantes dietéticos (BIRT, 2001). O
mecanismo protetor de frutas e vegetais e nutrientes antioxidantes parecem envolver os
estagios iniciais mais que os finais da carcinogénese (REDDY, 2003).

Quimicamente, os flavondides sdo doadores de elétrons. Eles servem como
derivados de estruturas conjugadas em anel e grupos hidroxila que tem potencial de
acdo como antioxidantes em cultura de células ou em sistemas de células livres por
eliminarem o anion superoxido, oxigénio simpleto, radicais peroxido de lipidios e/ou
estabilizando radicais livres envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenagao
ou complexag¢do com espécies oxidantes (BIRT, 2001). A atividade antioxidante e a

relagdo estrutura-atividade dos flavondides tém sido investigadas em muitos sistemas in
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vitro. (DJURIC, 2001). A atividade antioxidante dos flavondides tem sido
correlacionada ao seu numero de grupos substituintes € a posi¢do dos grupos hidroxila
(LOO, 2003). Segundo FERGUSON (2001), o grupo de flavonoéides com caracteristicas
antioxidantes como a quercetina (figura 4) doa o grupo fenoxila e sua agdes bioldgicas

estdo relacionadas a relacao estrutura-atividade.

OH

Quercetin

Fonte: WILLIAMS, 2004.

Figura 4 — Estrutura quimica da quercetina

A quercetina, luteolina e genisteina tém mostrado capacidade de inibir o dano
oxidativo do DNA induzido por irradiagdo ultravioleta. (WEISS, 2003). Experimentos
com animais sugerem que dietas a base de soja inibem tumores de mama e figado
induzidos por radiagdo e produtos quimicos (WEI, 1995).

A propriedade antioxidante dos flavonoides foi o primeiro mecanismo de acdo
estudado, em particular com relagdo ao efeito protetor contra aparecimento de doencas
cardiovasculares. (CAI, 1997). Flavonoides foram efetivos em eliminarem os diferentes
tipos de moléculas oxidantes, incluindo oxigénio simpleto e varios radicais livres que
possivelmente estdo envolvidos no dano ao DNA e na promocdo do tumor
(MARCHAND, 2002).

A atividade antioxidante de substancias fenolicas e fitoquimicos foi atribuida
primeiramente aos grupos hidroxila sendo capazes de doar os 4&tomos de hidrogénio na
eliminagdo dos ROS (LOO, 2003). Essa idéia tem sido desenvolvida principalmente
porque H,O, ou produtos da reagdo com OH, sdo essencias para transducao do sinal e
ativacdo de genes especificos que promovem a proliferagdo de células cancerosas.
Assim, a inativacdo desses ROS com substancias fenolicas inibiu esse processo celular e

consequentemente a prolifera¢do de células cancerosas (LOO, 2003).
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Pesquisas in vitro com a genisteina t€ém demonstrado que esse flavondide possui
propriedades estrogénicas, antioxidantes, inibidores de topoisomerase II, tirosina
quinase e angiogénese e indutores da diferenciagao celular. Existem estudos em que ela
também inibiu o crescimento de linhagens de células de cancer de prostata humana e de
ratos (WANG, 2002).

Certos polifendis induzem a fase II de enzimas de detoxificagdo como a
glutationa transferase (GST), aumentando a excre¢do de espécies oxidantes ou
induzindo as enzimas antioxidantes como as metalotioneina (metal ligado a proteina
com atividade antioxidante) (FERGUSON, 2001). Os polifen6is também inibiram a
citocromo P450 ou enzimas como cicloxigenase ou lipoxigenase que possuem atividade
oxidante (WILLIAMS, 2004).

A habilidade de certos polifendis de se ligarem a minerais pode ser benéfica em
muitos casos, porque cobre e ferro podem iniciar a producao de radicais hidroxila. Por
exemplo, acido tanico inibiu a formagdo de radicais hidroxila devido a capacidade de
complexagdo com ions ferro. Muitos polifendis com fun¢@o antioxidante eliminarem os
radicais livres e também complexarem ions metalicos que sdo capazes de catalisar a

peroxidagdo de lipidios (WILLIAMS, 2004).

3.2.4. ATIVIDADE ESTROGENICA E ANTI-ESTROGENICA

Fitoestrogenos, incluindo flavondides como genisteina, daidzeina tem-se
mostrado agonistas estrogé€nicos em varios modelos animais (BIRT, 2001). Os
flavondides e isoflavondides testados estdo em ordem de estrogenicidade: genisteina >
Kampherol > naringenina > apigenina > dadzeina > biochanina A > formononetina >
luteolina > fisetina > catequina > hesperidina (BIRT, 2001). Muitas propriedades das
isoflavonas como prevengao da osteoporose, retardamento dos sintomas da menopausa,
diminui¢do dos niveis de colesterol podem ser sugeridos como um dos possiveis
mecanismos relacionados ao estrogeno (BOERSMA, 2001). Flavonbides e
isoflavondides sdo metabolizados por bactérias intestinais quando ingeridos (MISHRA,
2003) a estrogenos difendlicos originados de plantas.

Figura 5 ilustra a estrutura quimica do 17-f-estradiol .
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17B-estradiol Genistein

Fonte: BOERSMA, 2001

Figura 5 — Estrutura do 17-B-estradiol e da genisteina

Os isoflavonoides como a genisteina e a daidzeina sdo fendis com estrutura nao
similar ao estradiol humano (figura 5), porém com afinidades ao mesmo receptor.
(MISHRA, 2003). Mais de 400 substincias quimicas tém sido descritas como
fitoestrogenos, que estruturalmente sdo derivados do fenil-benzo-pirano (WILLS,
2003).

O potencial estrogénico de todos os flavonoides reportados ¢ da ordem de 10° a
10° vezes menor que o 17-B-estradiol (MISHRA, 2003; BIRT, 2001).

Todavia, estudos sobre estrogenicidade da isoflavonas in vitro e in vivo
mostraram que a gliciteina foi trés vezes mais potente que a genisteina in vivo, mas em
torno de vinte vezes menos potente que a genisteina in vitro. Isso sugere que a
biodisponibilidade in vivo e in vitro podem diferir significativamente (BIRT, 2001). A
genisteina também foi eficaz na regulagdo da expressao de receptores de androgenos e
estrogenos de glandulas prostaticas de ratos quando oferecida em concentragdes
semelhantes a encontradas na dieta humana rica em soja (WILLS, 2003).

A genisteina e a daidzeina inibem o crescimento de linhagens de células de
cancer de prostata ¢ varias enzimas (redutase e aromatase) envolvidas no metabolismo
de esteroides (WILLS, 2003).

O papel dos fitoestrogenos na modificagdo do risco de cancer ndo pode ser
confinado somente em suas propriedades estrogénicas, mas pela mediacdo de
numerosos mecanismos bioquimicos nao relatados na atividade estrogénica (MISHRA,
2003).

Fitoestrogenos podem reduzir os efeitos bioldogicos dos hormonios sexuais e
afetar o ciclo menstrual humano. Estudos in vivo e in vitro sugerem que os

fitoestrogenos estimulam a sintese e globulinas ligantes ao hormonio sexual no figado.
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Em adigdo, fitoestrégenos promovem o prolongamento do ciclo menstrual humano
(MISHRA, 2003).

A baicaleina (figura 6) é uma flavona extraida da planta Scutellariae radix, um
ingrediente do cha de ervas. Seu efeito contra o cancer esta sendo documentado em
cancer de prostata e hepatico. E também agente antioxidante, antiinflamatério e inibidor

de prostaglandinas E, (POO, 2002).

OH o]

Fonte: POO, 2002.

Figura 6 — Estrutura quimica da baicaleina

Segundo STRAUSS (1998) os mecanismos de agdo dos fitoestrogenos podem

ser divididos em trés grupos:

1- Acdo relacionada ao receptor de estrogeno (ER) resultando em efeitos
estrogénicos ou antiestrogénicos. Muitos estudos in Vvitro indicaram que varios
fitoestrogenos agem similarmente aos estrogenos esteroidais. Eles se ligaram aos
receptores de estrogenos, induziram genes (gene p-53), e suas acdes podem ser
bloqueadas pelos antiestrogenos (SHIRAI, 2002). Fitoestrogenos sdo geralmente mais
fracos que estrogenos esteroidais endogenos, e sugere-se que eles ajam como
antiestrégenos pela competicdo com estrogenos enddégenos mais potentes para ligarem
aos ERs. Um estudo relatou que fitoestrogenos como a genisteina sao bons ligantes aos
ERs (FRITZ, 2002). Fitoestrogenos possuem uma afinidade maior de ligacdo a um

subtipo do receptor - ERg. (SHEIKE, 2003).

2 — Interagdo com muitas enzimas chave na producdo de esterdides sexuais e
efeitos na producao de proteinas ligadoras de esteroides sexuais. Numerosos estudos
In vitro, relatam que muitos fitoestrégenos inibem muitas enzimas chave na biossintese
de estrogenos e androgenos. Essas incluem 17-B-hidroxiesterdide oxidorredutase tipo 1

e 2, aromatase e 5-o-redutase. Em adi¢do, ja estd sendo demonstrado que fitoestrogenos
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estimulam a produc¢do de hormonio sexual ligado a globulina in vitro. Em teoria ¢é
sugerido que fitoestrogenos podem modular a produ¢do de hormdnio sexual ligado a

globulina in vitro. (STRAUSS, 1998).

3 — A¢Oes ndo-hormonais. Muitos fitoestrogenos tém sido relatados em exercer varias
acoes (efeitos) que ndo estejam relacionados ao ER. Esses efeitos incluem atividade
antiproliferativa, inibi¢do da tirosina quinase, proteina quinase C, DNA topoisomerase

I1, atividade antioxidante, inibi¢do da angiogénese. (STRAUSS, 1998).

3.2.5. ACAO ANTIINFLAMATORIA

Viérios flavondides (quercetina, apigenina, catequinas) tém sido estudados por
possuirem atividade antiinflamatéria inibindo a ciclooxigenase-2 (COX-2) e induzindo
a oxido nitrico sintase. (FERGUSON, 2001). A ciclooxigenase -2 ¢ uma enzima que
catalisa a formacdo de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquidonico.
COX-2 e sua isoenzima COX-1 estdo envolvidas também na indugdo da angiogénese de
cultura de células endoteliais. A overexpressao de COX-2 tem sido implicada na
tumorigénese de canceres de colon, reto, estbmago, pulmao, mama e cabega e pescoco.
A atividade de COX tem conferido varias vantagens na transformacao de células através
da inibicdo de apoptose, diminuicdo da prolifera¢do celular, redug¢do da adesdo célula-
célula, aumento da aderéncia de células a matrix extracelular ¢ a indugdo da
angiogénese. Além disso, a formagdo de prostaglandina E, ¢é catalisada por COX-2 e
induz a sintese de fatores de crescimento angiogénicos como VEGF (fator de
crescimento vascular epidérmico). COX-2 também modula atividade de peptideos
regulatérios de crescimento, como TGF-f (SHARMA, 2001). A inflamagdo cronica ¢
um passo importante na etiologia do cancer e inibidores de COX-2 tém sido estudados
como agentes quimioprotetores contra cancer coloretal (MARCHAND, 2002). A
quimioprevencdo ¢ considerada um dos prop6sitos mais promissores na prevenciao de

canceres humanos (SAKATA, 2003).
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A hesperidina ¢ um flavondide de ocorréncia natural encontrado em frutas e
vegetais; e quando sozinha ou combinada com diosmina exercem agdo
anticarcinogénica em modelos animais para cancer de lingua, intestino, esdfago e
bexiga (WILLIAMS, 2004). Estudos também indicam que alguns tipos de flavondides
incluindo a hesperidina possuem atividade antiinflamatoria (SURH, 2003). Atualmente,
Daflon 500mg, um flavonodide purificado contém 90% de diosmina e 10% de
hesperidina e possui uma protecdo contra tratamento antiinflamatério e insuficiéncia
venosa; e existe uma possivel correlacdo entre efeito antiinflamatério e atividade
quimioprotetora de hesperidina (SAKATA, 2003).

Viérias publicagdes indicam associagao positiva entre inflamacgao cronica e risco
de cancer (WILLIAMS, 2004; SURH, 2003; SAKATA, 2003). Recentes estudos
mostram que enzimas como COX-2 e/ou 6xido nitrico sintase (iNOS) em associagdo
com resposta inflamatoéria podem ter um papel central na carcinogénese (SURH, 2003).
Expressao de COX-2 em células epiteliais ou intestinais como os macrofagos ¢ induzida
por estimulo inflamatério como endotoxina de lipopolissacarideo, e alta expressdo da
proteina COX-2 tem sido observada em macréfagos intersticiais em adenomas
coldnicos de humanos e animais (SAKATA, 2003).

Um estudo documentou que a expressao e atividade de iNOS, que ¢ localizado
predominantemente em macrofagos ¢ elevado em adenomas de colon e
adenocarcinomas humanos, sugerindo sua participagdo em carcinogénese. Muitos
estudos prévios sugerem que a hesperidina podem modular a sintese de prostaglandinas,
a expressao e atividade enzimatica de COX-2 ou iNOS. (FERGUSON, 2001). A
hesperidina inibiu a expressdo e atividade de isoformas de COX e iNOS em macrofagos
celulares. O efeito da inibi¢do da hesperidina pode ser relatado com eficacia
antiinflamatodria e anticarcinogénica (SAKATA, 2003).

ETHERTON (2002) relatou que compostos fenolicos possuem efeito
antitrombotico que aparece como resultado da antiagregagdo plaquetéria, redu¢do da
sintese de mediadores pro-tromboticos e pro-inflamatdrios, diminuindo a expressao de
adesdo molecular. Existem também muitas evidéncias que os polifen6is podem modular
a produgao de 6xido nitrico pelo endotélio vascular, resultando em vasorelaxamento.

Compostos fenodlicos podem inibir a atividade de ciclooxigenase, reduzindo a
agregacao plaquetaria e tendéncia a trombose (ETHERTON, 2002). Quercetina inibiu a
agregacdo plaquetaria in vitro e reduziu sintese de tromboxano in vivo (FERGUSON,
2001).
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Regulagdo inapropriada de COX-2 e iNOS tem sido implicada na fisiopatologia
de certos tipos de cénceres humanos devido a uma desordem inflamatéria (SURH,
2003). Desde que a inflamagdo esteja claramente ligada a promoc¢do do tumor,
substancias com potente atividade antiinflamatéria podem exercer efeitos
quimioprotetores na carcinogénese, particularmente no estagio de promogao (SAKATA,
2003).

Os fitoquimicos quimioprotetores exercem distintos mecanismos moleculares
que incluem inibi¢do da expressdo de iNOS e subseqiiente bloqueio da produgdo de
oxido nitrico, inducdo da fase-2 de detoxificagdo de enzimas, eliminagdo de radicais
livres, indugdo da apoptose e etc. (SURH, 2003).

A produgdo elevada de 6xido nitrico em condic¢des inflamatérias cronicas levam
a uma geragdo de peroxinitrito, conhecidos como aldeidos e epdxidos derivados da
peroxidagdo lipidica. Essa inflamagdo cronica pode levar a uma instabilidade genomica
(FERGUSON, 2001). Uma variedade de polifendis pode exercer efeitos na fungdo
imune e inflamatoria das células.

Certos polifendis podem afetar (usualmente inibindo) processos secretorios,
mitogénesis, interagdes célula-célula, incluindo efeitos possiveis na adesdo molecular e

fung¢ao (WILLIAMS, 2004).

3.2.6. ANGIOGENESE

Segundo CAO (2002), a angiogénese ¢ um processo de crescimento de novos
vasos sanguineos (figura 7), e estd envolvido na fisiologia e patologia de processos
como desenvolvimento embrionario, ciclo reprodutivo, crescimento de tumor e
metastase, retinopatia diabética e inflamacdo cronica (SHARMA, 2001). Assim, a
supressao anormal da angiogénese pode prover estratégias terapéuticas no tratamento de
desordens dependentes da angiogénese. Um grande ntimero de inibidores endogeno da
angiogénese tem sido identificados e produzem efeitos dramdaticos no crescimento de
tumores e metastase em modelos animais. (ARBISER, 2004). A indugdo do processo de
angiogénese ¢ caracterizada pela degradagdo da membrana basal vascular, migracao do
endotélio celular, proliferagdo e formacdo dos tibulos. Segundo SHARMA (2001), a
angiogénese ¢ critica na transicdo entre lesdes pré-malignas no estado proliferativo a

fenotipos malignos, que levam ao crescimento do tumor e formacao de metastases. O
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crescimento de tumores solidos e metéstase sdo dependentes da angiogénese do tumor

(IGURA, 2001).

I ..I'.'l f." :J -lr"l.l .f-...‘..l |
Fonte: SHARMA, 2001

Figura 7 — Crescimento de tubulos, representado a formagao de vasos imaturos.

Ha mais de 30 anos, Dr. Judah Folkman levantou a hipotese que o crescimento
do tumor e metastases eram dependentes do grau de neovascularizagdo (CAO, 2002). A
partir de entdo, muitos estudos experimentais realizados em modelos animais surgiram
para provar essa hipotese. Quando um pedago de tecido de tumor foi implantado em
uma cornea de coelhos, o tumor implantado obteve um crescimento exponencial linear
quando novos vasos sanguineos cresceram ao redor do tecido do tumor (ARBISIER,
2004).

A angiogénese permite que os tumores crescam até 1-2mm de diametro,
invadindo tecidos circunvizinhos e indo até sitios distantes no corpo (metastase). O
aumento da vascularizagao precede a neoplasia (SHARMA, 2001).

Uma alternativa apropriada para o estudo da angiogénese envolve fatores de
crescimento necessarios para a formagdo de novos vasos sanguineos. Em doengas
malignas estabelecidas, fatores de crescimento angiogé€nicos podem ser liberados
diretamente, através das células do proprio tumor, ou indiretamente, via recrutamento de
outras células como macrofagos e células endoteliais (SHARMA, 2001). A liberagao
inicial dessas substancias ou a evidéncia da formacdo de complexos entre fatores de
crescimento angiogénicos e receptores de alta-afinidade pode ser chamado de “trocas”
angiogénicas. Esse estagio pode ser induzido por varios processos, incluindo hipoxia. A
capacidade de células malignas de induzir angiogénese estd associada com a produgao

de fatores de crescimento, e concentragdo sanguinea periférica que pode estar



34

relacionada com MVD (densidade de microvasos) em muitos tumores primarios
(SHARMA, 2001).

A expressao de fatores de crescimento angiogé€nicos pode aumentar em tecidos
preneoplésicos, embora a interpretacdo de resultados experimentais seja complicada
pela expressao constitutiva de fatores de crescimento do epitélio normal e da expressao
da doenca aguda. Em ratos, com cancer quimicamente induzido, a concentracao do fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) ¢ aumentado em uma simples hiperplasia. A
producdo de VEGF pode ser o passo limitante no desenvolvimento de lesdes pré-
malignas (SHARMA, 2001).

O consumo de dietas baseadas em plantas podem ser benéficas na diminuigao
dos riscos do aparecimento e progressdo de doengas relacionadas com angiogénese,
incluindo cancer, retinopatia diabética e artrite reumatdide. Recentemente muitos
polifenodis extraidos de plantas mostraram ser potentes inibidores da angiogénese (CAO,
2002).

Muitos polifenodis tém o efeito de inibir o crescimento de tumor em animais
experimentais. Esses estudos sugerem que os polifenodis pode ser um grupo importante
de compostos naturais terapéuticos no tratamento de desordens dependentes da
angiogénese (GOSSLAU, 2004)

Os flavondides possuem uma dupla acdo quimioprotetora no cancer, eles
suprimem o crescimento tanto das células tumorais quanto das células endoteliais
(O'PREY, 2003). Luteolina, genistéina, apigenina, quercetina e fisitina inibem uma
cultura de tumor e células endoteliais em concentragdes similares. (GOSSLAU, 2004).
Tem sido sugerido que flavones, 3,4-diidroxiflavone, reservatrol e luteolina sdo alguns
dos mais potentes polifendis anti-endoteliais que suprimem a prolifera¢ao celular (CAO,
2002).

Segundo CAO (2002), a nivel molecular esses polifenois inibidores, suprimem o
crescimento de receptores de ativagdo do fator ativado, proteina quinase C (luteolina,
reservatrol, quercetina), tirosina quinase (genisteina), fosfoinositideo-3-quinase
luteolina, quercetina) e receptor do fator de crescimento epidermal S6 quinase
(genisteina, Kaempferol) (IGURA, 2001). Eles bloqueiam a funcao regulatoria do ciclo
celular como quinases dependentes de ciclina (CDK) e manuten¢do do tumor e estagios
quiescentes de células endoteliais (GOSSLAU, 2004). Outro mecanismo inibitério dos
flavondides inclui a inibicao da proteina mitogénio-ativada (MAP) quinase e regulagdo

de repressores do ciclo celular com p21(CAO, 2002).
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Efeito antioxidante estd recentemente ligado a antiangiogénese. Reducdo de
estresse oxidativo pelos polifenois pode levar ao bloqueio de formacao de espécies de
oxigénio reativo (ROS). Alteracdes no equilibrio redox das células, resultam na ativagao
de fatores de transcricdo que regulam a expressdo de niveis de fatores angiogénico-
chaves, VEGF (CAO, 2002).

Genisteina inibe a fosforilagdo de tirosina quinase. Estudos in vitro e in vivo
descrevem efeitos quimioprotetores dessa isoflavona. Genisteina e daidzeina inibem a
proliferagdo celular do tumor in vitro. Em comparagdo com a genisteina, a daidzeina
possui um efeito inibitério menor (GOSSLAU, 2004). De acordo com CAO (2002), a
genisteina estd associada com a inibi¢ao da angiogénese em tratamento de canceres de
prostata e mama. Entre os efeitos descritos da genisteina, os mecanismos
antiangiogénicos envolvem baixa-regulagdo de MMP-9 VEGF, assim como alta
regulagdo de inibidores teciduais de metaloproteinases, que levam a reducdo da invasao
celular do tumor e crescimento dos vasos sanguineos.

A apigenina inibe o crescimento de vasos linfiticos em adenocarcinoma
intestinal quimicamente induzido. Mecanismo antiangiogénico da apigenina envolve a
inibi¢do das hialuronidase, resultando na diminui¢dao da produgdo e clivagem de acido
hialurénico, que estimulam a angiogénese. (CAO, 2002).

O efeito antitumor estd relacionado ao aumento da apoptose, redugdo da

proliferacao celular do tumor e diminui¢do da densidade vascular.

3.2.8 - ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS NUTRICIONAIS

Ha mais de duas décadas, estudos epidemioldgicos estdo investigando a relagao
entre o consumo de flavondides e o risco de cancer entre a populagdo (SURH, 2003).
Segundo FRITZ (2002), alguns dados epidemioldgicos indicam uma incidéncia e
mortalidade por cancer de prostata menor na populacdo asidtica comparada com
americanos e europeus. Essa diferenca pode estar diretamente relacionada aos hébitos
alimentares da populacdo asidtica. Inameros estudos epidemiologicos estdo sendo
realizados na tentativa de evidenciar a relacdo entre dieta e incidéncia de cancer, por
exemplo, evidéncias suportam a relagdo inversa entre risco de cancer e ingestdo de
vegetais e frutas. Outros trabalhos sugerem a relagdo inversa entre risco de cancer e

consumo de vegetais, frutas, cereais e graos de uma maneira geral, fibras dietética,
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certos micronutrientes, certos tipos de gordura (acidos graxos @-3) e também habitos de
vida, como pratica de atividade fisica (GREENWALD, 2001). Porém, existe uma
relagdo direta entre risco de cancer e ingestdo de gorduras (principalmente gordura
saturada, alcool e obesidade) (GREENWALD, 2001; FRITZ, 2002).

Muitos estudos epidemiologicos reportam efeitos na satde humana sobre o
consumo de alimentos ricos em soja, no que se refere a prevencao de cancer relacionado
ao hormodnio estrogeno (ex: mama), a diminui¢do dos sintomas da pré-menopausa e
também na prevengdo de osteoporose (WATANABE, 2002). Um estudo
epidemioldgico em Singapura e Japao mostrou que existe uma redugdo do risco de
cancer de mama quando existe um alto consumo de produtos derivados da soja
(MARCHAND, 2002).

Muitas evidéncias tém sugerido que modificagdes no estilo de vida podem
diminuir risco de cancer como reducdo da ingestdo de gorduras, principalmente de
origem animal, aumento da ingestdo de fibras, incluindo variedade de vegetais e frutas,
pratica de atividade fisica, manutencao do peso ideal, consumo moderado de bebida
alcoodlica e minimizar consumo de sal e comidas defumadas (PLATZ, 2000).

Estudos epidemioldgicos tém consistentemente mostrado a inversa associacao
entre consumo de frutas e vegetais e risco de cancer humano em diferentes sitios
(TEMPLE, 2003). Sao muitos mecanismos plausiveis em que vegetais e frutas podem
prevenir carcinogénese. (BIRT, 2001).

Um grande estudo realizado na Finlandia, entre 1967-1991, investigou a
associacdo entre consumo de flavondides e risco de cancer. Este estudo concluiu que

existe um efeito protetor dos flavonodides contra as doengas cancerigenas (BIRT, 2001).

Um outro estudo recente, investigando o consumo de flavonodides entre mulheres
espanholas comprovou que a ingestdo de quatro flavonodides (quercetina, kampherol,
miricetina e luteolina) e especificos carotendides (alfa-caroteno, beta-caroteno, luteina e
licopoeno) reduzem a incidéncia de cancer de pulmao na populagdo estudada (BIRT,

2001)

Evidéncias epidemioldgicas sugerem protecdo contra uma larga variedade de
canceres, particularmente do trato respiratério e digestivo (HANDELMAN, 2001),
incluindo também cancer de boca, faringe, esofago, pulmao, estdmago, colon e reto

(GREENWALD, 2001).
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3.2.7. OUTROS MECANISMOS

BIRT (2001) descreve a proliferacdo celular desregulada como um marcador de
aumento da susceptibilidade a neoplasia. Prevencdo do cancer geralmente esta associada
com inibicdo, reversdo ou retardamento da hiperproliferagao celular. J& ¢ bem
conhecido que flavondides dietéticos e isoflavondides tém demonstrado inibir a

prolifera¢do de linhagens de células cancerosas humanas.

Flavonoides e isoflavonodides podem inibir o ciclo celular e induzir a apoptose,
linhagens de células cancerosas onde as células estavam em divisdo, quando tratadas
com flavondides e isoflavonoides tiveram uma desestruturacdo nos check-points G1/S e
G2/M. (WILLIAMS, 2004). Quercetina bloqueia o ciclo celular em G1/S de células
cancerosas de coélon. Ela também induz apoptose, resultado da fragmentagdo nuclear,
condensagdo da cromatina nuclear. (REDDY, 2003). MARCHAND (2002), descreveu
que em modelos in vitro, flavonoides tem mostrado afetar sinalizagdo celular e a
progressdo do ciclo celular. Genisteina e quercetina inibem a proteina tirosina quinase
que também esta envolvida na proliferagdo celular. Apigenina, luteolina e quercetina
mostraram-se eficazes no processo de morte celular, impedindo a progressao do ciclo
celular através do mecanismo dependente de p-53. Estudos demonstram que a
genisteina age sinergicamente com acido eicosapentandico inibindo a proliferagdo de
células de cancer humano in vitro. Nesse estudo genisteina inibiu a proliferacdo de
células pancreaticas cancerosas in vitro através da modulacdo da sintese de DNA pela
alteragdo da oxidacao da glicose. Essa a¢cdo necessita de estudos futuros, mas representa
meios para explicar como a genisteina pode inibir o crescimento do tumor (REDDY,
2003).

Um outro mecanismo proposto de protecdo contra o cancer pelos flavondides
inclui a inducdo da fase II de detoxificacdo de enzimas na célula. Modificacao da
detoxificagdo de enzimas celulares pode ser o maior mecanismo protetor contra
carcinogenos quimicos. Muitos carcindgenos sdo frequentemente metabolizados a
carcindgenos pelas enzimas da fase I, como citocromo P450 que catalisa reacgdes
oxidativas (BIRT, 2001). Os flavonoides quercetina, Kaempferol e galangina e flavona
apigenina tem mostrado inibir a citocromo P450, da familia CYPIA. Essas enzimas
possuem um grande papel na ativagdo de carcinégenos humanos. Quercetina e naringina

também tém mostrado inibir CYP3A4, que ¢ a mais abundante enzima da citocromo
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P450 no figado (MARCHAND, 2002). Os metabolitos oxidados sdo potencialmente
carcinogenos xenobioticos que sdo detoxificados por enzimas metabolizadoras fase II
dentro de formas que sdo relativamente inerte e excretadas mais facilmente. Estudos
animais e in vitro t€m mostrado que catequinas aumentam a atividade detoxificante ¢
enzimas antioxidantes como glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa-S-
redutase, catalase e quinina redutase (MARCHAND, 2002).

O conhecimento da fun¢do da fungdo da resposta imune pelos antioxidantes
dietéticos pode ser beneficio na prevencdo do cancer. Desde que células fagocitarias
produzem ROS como parte da defesa do corpo contra infec¢do, ingestdo adequada de
antioxidantes ¢ requerida para prevenir danos pelos oxidantes das proprias células
imunes (CAO, 2001).

Quercetina injetada intraperitonealmente a uma concentracdo de 150mg/kg/dia
reduziu o crescimento de dois tipos de cancer de prostata em camundongos. Isoflavonas,
acido fendlico e genisteina inibiram cancer de bexiga também em camundongos

(REDDY, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

Para o estudo dos efeitos de flavonodides e do medicamento Neotaxel® em
modelos animais com tumor ascitico de Ehrlich foram realizados trés experimentos:

- 1° experimento: foram estudados os flavonoides quercetina, naringenina,
ipriflavona, quercetina + naringenina como possiveis agentes preventivos da
multiplicac@o celular tumoral, in vivo.

- 2° experimento: foram estudados os flavondides quercetina, ipriflavona como
possiveis agentes medicamentosos no tratamento do tumor ascitico de Ehrlich e o
quimioterapico Neotaxel”.

- 3° experimento: foram estudados os flavonoides quercetina, ipriflavona em
cultura de células tumorais (TAE), in vitro, com posterior inocula¢do das células

tratadas com os respectivos flavonoides em camundongos.

4.1 — Animais

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados 202 camundongos da raca
BALB/c, fémeas, com aproximadamente sete semanas de idade e pesando entre 20 a
25g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Durante o periodo de realizacdo do estudo, os animais permaneceram em sala
experimental do Laboratério de Biofarmacos da UFV, alojados em caixas de
policarbonato, com periodo de 12 horas claro-escuro, temperatura de 22 + 2°C e

umidade de 45-65%. Os animais permaneceram durante 5 dias, no referido laboratoério,
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em periodo de adaptacdo antes de iniciar os tratamentos. No periodo de experimentagao

os animais receberam 4gua e ragdo comercial balanceada (Labina®) ad libitum.

4.2 — Obtencéo e Transplante das células do Tumor Ascitico de Ehrlich

As células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) encontravam-se congeladas em
nitrogénio liquido e foram cedidas pelo Professor Dr. Marcelo José Vilela do
Laboratorio de Biologia do Cancer do Departamento de Biologia Animal da UFV. Para
manutengdo do TAE em laboratorio, descongelou-se a temperatura ambiente uma
aliquota de 500uL de células tumorais que foram inoculadas intraperitonealmente, com
auxilio de seringas de insulina em camundongos receptores. Para a manuten¢do do
tumor foram colhidos de animais portadores cerca de 0,3 mL do fluido ascitico
contendo aproximadamente 10° células tumorais e inoculados por via intraperitoneal em
camundongos receptores (normais). Esse procedimento foi repetido a cada 10 dias
durante 30 dias.

Para obtencdo das células tumorais para serem inoculadas, os camundongos
sofreram eutanasia com uma superdosagem de éter etilico por inalacdo e em seguida
imersos em alcool 70° por 5 minutos. A seguir, sob condi¢des estéreis, em capela de
fluxo laminar, foram retirados 5 mL do liquido ascitico da cavidade abdominal e
misturados com o mesmo volume de PBS (tampao fosfato salino), pH 7,4 e
centrifugados a 7100 x g por 5 minutos para lavagem das células. O sobrenadante foi
descartado, as células foram ressuspendidas em tubos de centrifuga com PBS, sendo
este procedimento repetido por 3 vezes.

Foram feitas contagens das células pelo método de exclusdo com azul de tripano
a 0,4%, utilizados na proporcdo 1:1. Para contagem das células utilizou-se
Hemocitometro de Newbauer, contando as células dos quatro quadrados externos e no
quadrado central. As células que apresentaram coloragdo azul eram consideradas
inviaveis levando em consideracdo a viabilidade maior que 90%.

Ap0s a contagem das células, preparou-se uma suspensido de 1,66 x 10* cel/100

uL em PBS pH 7,4, sendo inoculada por via intraperitoneal nos camundongos.
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4.3 —Protocolos dos Experimentos

O trabalho foi dividido em trés etapas distintas, onde na primeira etapa foi feito
um estudo de prevengao com os flavonoides, na segunda etapa, um estudo de tratamento
com os flavonodides sobre o TAE e na terceira, tratamento das células tumorais com

flavondides e posterior inoculagdo em camundongos.

4.3.1 — Uso de flavonoides na Prevencdo do Tumor Ascitico de Ehrlich

Nessa primeira etapa, os camundongos foram tratados com uma emulsdo (agua e
6leo mineral, 1:1) de flavondides que foram administrados por gavage (figura 8) na
concentragdo de 10 mg/Kg (para os flavondides quercetina, naringenina e ipriflavona) e
5 mg/Kg de cada na associa¢do de quercetina + naringenina, durante um periodo de 20
dias como descrito no quadro 5.

Os flavonéides foram obtidos da SIGMA®.

Figura 8§ — Administracdo dos flavondides
por gavage.
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Quadro 5 — Distribui¢cdo dos animais em cada grupo e seus respectivos tratamentos

Grupos Numero de Tratamentos
animais
Grupo 1 — animais normais 12 Racdo (R)
Grupo 2 — animais com TAE 14 Rac¢do (R)
Grupo 3 — animais tratados 14 R + Quercetina
Grupo 4 - animais tratados 14 R + Naringenina
Grupo 5 — animais tratados 14 R + Quercetina + Naringenina
Grupo 6 — animais tratados 14 R + Ipriflavona

No 21° dia apdés o tratamento diario com os flavonoides, procedeu-se a
inoculagio das células tumorais do tumor ascitico de Ehrlich (1,66 x 10* cel/100 pL em
PBS pH 7.4) por via intraperitoneal conforme a figura 9. Nesse mesmo dia foi suspenso
o tratamento com os flavonoides. A escolha da quantidade de células para serem
inoculadas, baseou-se em experimentos prévios realizados em nosso laboratoério onde

constatou que essa quantidade de células induziu o TAE em camundongos.

Figura 9 — Inoculagao intraperitoneal de células tumorais.
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4.3.2 — Utilizacdo dos flavondides no tratamento de camundongos com

Tumor Ascitico de Ehrlich

No segundo experimento avaliou-se o efeito dos flavonoides no tratamento de
animais com TAE.

Os camundongos foram inoculados com as células tumorais do TAE por via
intraperitoneal na concentracdo de 1,66 x 10* cel/100 puL em PBS pH 7.4. Apds 24
horas de inoculagdo, iniciou-se o tratamento com os flavondides na dosagem de

10mg/kg durante 18 dias conforme o quadro 6.

Quadro 6 - Distribuicao dos animais em cada grupo e seus respectivos tratamentos

Grupos Numero de Tratamentos
animais
Grupo 1 — animais normais 12 Ragdo (R)
Grupo 2 — animais com TAE 16 Racao (R)
Grupo 3 — animais com TAE tratados 16 R + Quercetina
Grupo 4 - animais com TAE tratados 16 R + Ipriflavona
Grupo 5 — animais com TAE tratados 16 R + Medicamento Neotaxel®

A administragio do medicamento Neotaxel® ocorreu em dose unica por via
endovenosa na veia da cauda do camundongo na dosagem de 100mg/m’, apds 24 horas
da inoculacao das células tumorais.

O medicamento Neotaxel® foi cedido pela empresa Quiral Quimica do Brasil
S.A.

As informagdes abaixo foram retiradas da bula do medicamento Neotaxel® ,
produzido pela empresa Quiral Quimica do Brasil S.A.

Docetaxel é um agente antineoplasico pertencente a familia dos taxdides. E
preparado por semi-sintese, sendo o seu precursor extraido de uma fonte renovavel de
folhas de espécies do género Taxus. E um po quase branco, com formula empirica

C43Hs53NO14 € peso molecular de 807,9.
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O docetaxel, principio ativo do Neotaxel® é um agente que atua promovendo a
agregacdo das tubulinas na formag¢do de microtibulos estaveis, inibindo a sua
despolimerizagdo, causando a diminuicdo da tubulina livre. A ligagdo do docetaxel aos
microtubulos ndo altera o nimero de protofilamentos.

O docetaxel tem demonstrado, in vitro, romper a rede de microtubulos, a qual é
essencial para a interfase vital e fun¢do mitética da célula. Mostrou ser citotoxico, in
vitro, contra varias linhagens de células tumorais humanas e de roedores. Mostrou
também ser ativo em linhagens celulares, destacando-se a p-glicoproteina, a qual ¢
codificada por um gene multirresistente a drogas. In vitro, docetaxel demonstrou
experimentalmente ter um largo espectro de atividade antitumoral contra enxertos
tumorais avan¢ados em humanos e roedores.

Baseado em estudos in vitro, isoenzimas do citocromo P450 parecem estar
envolvidas no metabolismo do docetaxel. Cerca de 95% desse medicamento se encontra
ligado as proteinas plasmaticas.

E indicado no tratamento de cancer de mama localmente avangado ou metastatico, apos
falha na quimioterapia prévia. Também em cancer de pulmao e carcinoma metastatico

de ovario.

4.4 - Coleta de Sangue, de Liquido Ascitico e remoc¢ao do Figado para anélise

Histopatologica

Em experimentos prévios realizados em nosso laboratorio, verificou-se que
utilizando-se 1,66 x 10* cel/100 nL do tumor, ocorria a indu¢do do TAE, porém apos
um periodo de 18 dias, os animais comegavam a morrer espontaneamente. Assim,
decidimos que nesse dia os animais sofreriam eutandsia, para que a coleta dos nossos
dados nao ficasse prejudicada.

Entdo, apos 18 dias da inoculacdo das células tumorais, os animais sofreram
eutanasia e retirou-se o sangue por puncdo cardiaca com auxilio de uma seringa de 5
mL. As amostras de sangue dos animais foram centrifugadas a 7100 x g durante 15
minutos para obtencdo do soro. As dosagens sorologicas de proteinas totais, alanina
aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e albumina
foram efetuadas no equipamento de dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Aliz¢)

utilizando kits da marca BioMérieux®.
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Com o auxilio de uma seringa de 10 mL foi coletado todo o liquido ascitico da
cavidade abdominal do camundongo, sendo esse colocado em proveta graduada para
mensura¢ao do volume. Para a contagem das células presentes nesse liquido, foi retirada
uma aliquota de 100 pL do liquido ascitico e colocado em um ependorf contendo 100
uL de azul de tripano e 800 puL de solucdo fisiologica (NaCl, 0,9%). As células foram
contadas em Hemocitometro de Newbauer usando a técnica de exclusdo pelo azul de
tripano.

As amostras do liquido ascitico dos animais foram centrifugadas a 7100 x g
durante 15 minutos para precipitagdo das células. As dosagens no liquido ascitico de
proteinas totais, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
albumina foram efetuadas no equipamento de dosagens multiparamétrico de Bioquimica
(Alizé) utilizando kits da marca BioMérieux®.

Apbs a retirada do sangue e liquido ascitico, foram coletados fragmentos de
figado para andlise histopatologica. Os fragmentos coletados foram imediatamente
colocados em formol neutro tamponado a 10%, sendo que ap6s as primeiras 6 horas de
fixagdo foram recortados em fragmentos menores de aproximadamente 5 mm de
espessura e colocados novamente em formol por 24 horas. Decorrido esse tempo, foram
desidratados em solu¢des crescentes de alcoois 70°, 80°, 90° ¢ 100%, deafanizados em
xilol, incluidos em parafina e cortados em microtomo de rotacdo na espessura de 5 mm
e estendidos em lamina de vidro com polipep, sendo corados pela hematoxilina/eosina

(H&E).

4.5 — Analise do Tempo de Vida

Para avaliar a mortalidade dos animais foi registrada diariamente a ocorréncia de
morte dos mesmos para posterior confeccdo da curva de mortalidade. O ponto final do
experimento foi determinado pela morte espontanea dos animais.

O tempo médio de sobrevida dos animais (MST) e a porcentagem de aumento do
tempo de sobrevida (%ILS) foram avaliados até que o ultimo animal morresse
espontaneamente. A %ILS e MST foi calculada usando a equagdo segundo GUPTA et
al (2004):
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MST = (1° dia de morte + tltimo dia de morte)
2

ILS (%) + MST grupo tratado _ 1 | x 100

MST grupo controle

De acordo com ORSOLIC (2005) e GUPTA et al (2004) se a MST dos grupos
tratados dividido pela média do tempo de sobrevida do grupo controle exceder 125% e
ILS exceder 25%, ¢ um indicativo que a droga testada possui uma atividade antitumoral

significativa.

4.6 —Tratamento com flavondides de Células do TAE In Vitro

As células tumorais foram obtidas a partir do liquido ascitico como descrito no
item 3.2, sendo em seguida ressuspendidas em 5 mL de meio de cultura DMEM
completo, contendo 10% de soro fetal bovino, 100U de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 10U de anfoterecina B (SIGMA®™). Essas foram mantidas em estufa a
37°C, com 5% de CO; por 72 horas para estabilizagdo das culturas.

Para o tratamento das células tumorais com os flavonodides quercetina e
ipriflavona, foram plaqueadas 5,4 x 10° células em um volume final de 3,0 mL de meio
DMEM completo, em placa de 6 pocos. A quercetina e a ipriflavona foram testadas nas
concentragdes de 10uM, 100 uM, 500 uM, 1000 uM, 10 mM, 100mM, 500mM. Esses
flavondides foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), sendo feitos dois pogos
de controle, um contendo apenas o meio DMEM completo e no outro acrescentou-se
100 uL de DMSO. Apds 48 horas de permanéncia em estufa foi realizada a contagem
de células utilizando o método de exclusdo por azul de tripano.

Através da busca de referéncias bibliograficas, fez-se um levantamento de varias
concentragdes de flavonoides para tratar as células do TAE. Diante disso, algumas
concentragdes dos flavonoides quercetina e ipriflavona foram testadas com o objetivo
de avaliar a viabilidade das células do TAE ap6s 48 horas de tratamento. A quantidade
de células saqueadas baseou-se em experimentos prévios realizados em nosso
laboratério, onde concluimos que 5,4 x 10° células em um volume final de 3,0 mL de

meio DMEM completo era o necessario para realizagao do estudo.
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Com o objetivo de sensibilizar as células e nao mata-las, foi escolhida a
concentragao de 100uM do flavonodides para que as células fossem tratadas in vitro e,
entdo inoculadas em animais sadios. Esses animais ndo receberam nenhum tipo de
tratamento com os flavondides por via oral, apenas ragdo comercial.

As células do TAE tratadas com 100uM de quercetina e ipriflavona foram

inoculadas em camundongos conforme o esquema abaixo:

Grupo 1 - 16 animais receberam 1,66 x 10* células tumorais tratadas com quercetina na
concentragdo de 100uM;
Grupo 2 - 16 animais receberam 1,66 x 10* células tumorais tratadas com ipriflavona na

concentragdo de 100uM.

O tratamento prévio das células do TAE com os flavonodides, para posterior
inoculagdo nos camundongos, teve como objetivo sensibilizar as células, e nao mata-las,
pois queriamos observar qual seria a reproducdo delas quando inoculadas nos animais.
Assim, escolhemos a concentragdo de 100 pM de ambos os flavonodides, pois
conseguimos com tal uma viabilidade de 59% e 35%, para os flavonoides quercetina e
ipriflavona, respectivamente.

Apo6s 18 dias de inoculagdo os mesmos procedimentos descritos nos itens 3.4 e

3.5 foram realizados.

4.7. — Anélise Estatistica

As médias dos tratamentos (ou grupos) foram comparadas por meio do teste t
para amostras independentes, adotando-se a=5% como nivel de significancia.
(Banzatto e Kronka, 1989; Gomes, 1985). A comparagdo entre os tempos foi feita por

meio do teste F de Snedecor, também adotando-se « =5% como nivel de significancia,

uma vez que a relagio F =t ¢ valida quando se comparam apenas dois tratamentos.
O programa estatistico utilizado para efetuar os testes foi o Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas, desenvolvido pelo Prof. Ricardo Frederico Euclydes, do

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa-MG.



48

5. RESULTADOS

5.1. USO DE FLAVONOIDES NA PREVENCAO DO TUMOR ASCITICO DE
EHRLICH EM CAMUNDONGOS

Na tabela 1 s3o apresentados os niveis médios de proteinas totais de
camundongos tratados com flavondides com posterior indugdo do Tumor Ascitico de

Ehrlich (TAE).

Tabela 1 — Prevencao do TAE pelo uso de flavon6ides medidos pelos valores médios de
proteinas totais (g/dL)

Proteina totais (g/dL)

Tratamento 21 dias 39 dias
G1 = Ragao (normal) 57,54+5,53a -

48,66 + 13,16 b

G2 = Racdo (Cancer)

G3 =Ragdo + Quercetina 50,08 + 5,73 Ab 56,18 + 8,01 Aab
G4 = Ragdo + Naringenina 48,36 + 0,98 Ab 73,70 £23,16 Aa
G5 = Racado + Quercetina + 46,18 8,48 Ab 59,44 + 18,89 Aab
Naringenina

G6 = Ragao + Ipriflavona 59,91 £ 6,77 Aa 46,86 + 14,83 Ab

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).
Em cada tratamento A difere de B pelo teste F (P<0,05).

De acordo com os resultados observou-se que no 21° dia os animais tratados
com ipriflavona (G6) apresentaram os valores médios de proteinas totais muito
proximos do grupo normal. Ap6s o 20° dia os animais sofreram indug¢do do TAE por
inje¢do intraperitoneal das células tumorais e aos 39 dias todos os grupos apresentaram
variagdes nos niveis de proteinas totais, mas estas ndo foram estatisticamente

significativas. Observou-se que grupo de animais tratados com naringenina
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apresentaram uma variacao no nivel de proteina total de 48,36 + 0,98 (g/dL) para 73,70
+ 23,16 (g/dL). Quando proteinas totais apresentam variacdes dessa magnitude isso
pode ser um indicativo de danos hepaticos ou renais.

Pode-se observar ainda que esse mesmo grupo apresentou uma concentracao de
proteina muito maior que o grupo de animais com cancer (G2) e esse aumento foi
estatisticamente significativo. Nessa tabela (Tabela 1) observou-se que a prevencao do
cancer utilizando os flavondides permitiu que os grupos 3,5 e6 mantivessem valores de
proteinas totais mais proximos do grupo de animais normais (G1) ao 21° dia.

Assim verificou-se que os diversos tratamentos afetaram diferentemente os
niveis de proteinas totais, fato importante considerando que a maioria delas € sintetizada
pelo figado. Elas sdo o principal componente do tecido muscular, dos hormodnios e
enzimas, e correspondem aos anticorpos, elementos de defesa organica do animal contra
doencgas. As reducdes nos niveis plasmaticos das proteinas totais estdo associadas a
doengas hepaticas ou renais.

De acordo com CHERNECKY, 1993, as proteinas séricas totais refletem a
quantidade total de albumina e globulinas no soro. As proteinas séricas sintetizadas no
figado e no sistema reticulo-endotelial constituem mais de 100 substancias diferentes,
classificadas como albumina e globulinas. Elas sdo essenciais para regulacao da pressao
coloidosmotica e incluem fatores de coagulagdo, enzimas, hormdnios e sdo responsaveis
por crescimento e reparo dos tecidos e tampdes de pH, produzem anticorpos,
transportam componentes sanguineos (bilirrubina, calcio, esterdides, hormonios
tiredideos, lipideos, metais, oxigénio e vitaminas) e sdo preservadoras dos
cromossomos. A deficiéncia delas provoca crescimento retardado, reducdo na
eficiéncia de utilizagdo dos alimentos, queda na resisténcia a doengas entre outras
(LIMA, 2003). De acordo com CHERNECKY(1993), uma hiperproteinemia pode
ocorrer em desidratagdo, diarréia, macroglobulinemia, mieloma multiplo entre outros.
Segundo MOTTA (2003) a hipoproteinemia pode ocorrer quando hd um aumento do
volume plasmatico como ocorre em situagdes de ascite e hemodilui¢do por intoxicagao
hidrica. No processo de carcinogénese, diversas proteases sao liberadas (colagenases) e
suas atividades aumentadas. Desse modo, a degradacao de proteinas séricas aumenta,

embora formem-se novas proteinas (oncoproteinas).
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Na tabela 2 encontram-se registrados os valores médios de Aspartato
Aminotransferase (AST) de camundongos tratados com diferentes flavonoides por 20

dias e posterior indug¢do do TAE.

Tabela 2 — Preven¢ao do TAE pelo uso de flavonoides medidos pelos valores médios de
AST (U/mL)

AST (U/mL)
Tratamento 21 dias 39 dias
G1 = Ragdo (normal) 419,78 £ 85,86 b -
G2 =Ragao ( Cancer) - 1588,86 + 930,83 ab
G3 = Ragdo + Quercetina 389,78 £ 125,85 Bb 1608,46 + 976,43 Aab
G4 = Ragdo + Naringenina 545,66 + 259,86 Bb 292213 +£1556,54 Aa
G5 = Ragdo + Quercetina + 297,54 + 35,19 Bb 1559,60 + 405,08 Ab
Naringenina
G6 = Racao + Ipriflavona 2129,42 + 634,66 Aa 901,74 + 576,38 Bc

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).
Em cada tratamento A difere de B pelo teste F (P<0,05).

No 21° dia observou-se que o grupo tratado com ipriflavona (G6) apresentou
maior aumento no nivel de AST e este foi estatisticamente significativo em relagdo ao
grupo de animais normais. Os grupos tratados com quercetina (G3), naringenina (G4) e
a associagdo de quercetina + naringenina (GS5) apresentaram valores estatisticamente
ndo significativos quando comparados ao grupo G1. Pode-se observar através desses
resultados que os animais normais tratados com diferentes flavondides nao
apresentaram grandes variagdes na atividade de AST. Porém, ap6s a indug@o do cancer
(depois do 20° dia), os grupos G3, G4, G5 apresentaram maior porcentagem de variagdo
(aumento) na atividade dessa enzima. O tratamento do grupo G6 com a ipriflavona, no
entanto, reduziu a atividade de AST aos 39 dias. No 39° dia ainda observou-se que o
melhor resultado foi o obtido com a ipriflavona que apresentou a menor atividade dessa
enzima. Desordens hepaticas ou cardiovasculares estdo relacionadas com o aumento na
atividade dessa enzima. Quando se comparou os grupos G2, G3, G4 ¢ G5 no 39° dia

observou-se que o tratamento do grupo G4 foi o que apresentou maior atividade de AST
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e este foi estatisticamente significativo em relagdo ao grupo G2, que eram os animais
com cancer induzido e ndo tratados.

A aspartato aminotransferase (AST) ¢ uma enzima -catalitica encontrada
primariamente no coragdo, no figado e no tecido muscular (CHERNECKY, 1993). Ela
catalisa a reagdo do acido oxaloacético com o acido glutamico e produzi acido o
cetoglutarico e acido aspartico. As variagdes na atividade dessa enzima podem ser
encontradas em hepatites infecciosas, hepatopatias crdnicas, carcinomas hepaticos,
infarto do miocardio, onde estas se elevam bastante (LIMA, 2003). Infarto agudo do
miocardio, infarto cerebral, infarto pulmonar, infarto renal sdo patologias onde se
encontra atividade aumentada dessa enzima (CHERNECKY, 1993). Além disso,
elevagdes nos niveis séricos totais ocorrem quando existe grave lesdo das células. A
AST também pode ser encontrada formando complexos com IgA no cancer hepatico

(CHERNECKY, 1993).
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Os resultados dos niveis médios de alanina aminotransferase (ALT) de
camundongos tratados com diferentes flavondides por 20 dias e posterior inducdo do

TAE encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 — Preven¢ao do TAE pelo uso de flavonoides medidos pelos valores médios de
ALT (U/mL)

Tratamento 20 dias 38 dias

G1 = Racao (normal) 59,00+ 10,13 a -

G2 = Ragao (Cancer) 155,84 + 35,48 a

G3 = Ragao + Quercetina 28,20 £ 7,05 Bc 167,80 £ 74,69 Aa
G4 = Racado + Naringenina 30,00 + 10,65 Bbc 128,48 +39,48 Aa
G5 = Racgao + Quercetina + 8,75+ 12,18 A bc 40,60 + 8,79 Ab
Naringenina

G6 = Ragdo + Ipriflavona 49,20 + 20,55 Aab 31,00 £ 6,78 Bc

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).
Em cada tratamento A difere de B pelo teste F (P<0,05).

Observou-se na tabela 3 que no 21° dia os animais tratados com os diferentes
flavondides tiveram a atividade dessa enzima reduzida nos grupos tratados com
quercetina (G3), naringenina (G4) e quercetina + naringenina (G5) e essas reducgdes
foram estatisticamente significativas quando comparadas ao grupo Gl (normal).
Novamente observou-se que no 39° dia os animais tratados com os flavonoides (G3, G4,
G5) tiveram aumentos na atividade da enzima ALT em relacdo aos resultados
bioquimicos obtidos no 21° dia. Apenas o grupo G6 teve atividade dessa enzima
reduzida. Quando se comparou os grupos G3 e G4 com o grupo G2 (animal com TAE),
observou-se que a atividade dessa enzima era mais proxima da atividade da enzima nos
animais com cancer. No entanto, o grupo 5 teve uma reducdo consideravel na atividade
de ALT ao ser comparado com os animais do grupo G2 nesse mesmo periodo. Também
o grupo G6 apresentou esse comportamento tendo uma reducdo ainda maior e esses
valores foram estatisticamente significativos.

A alanina aminotransferase (ALT) também ¢ responsavel por reacdes de

transaminacdes (LIMA, 2003). ALT ¢ uma enzima produzida pelo figado e encontrada
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em certos liquidos corporais (bile, liquido cefalorraquidiano, plasma, saliva), no figado,
na musculatura esquelética, no pancreas e nos rins. Sua dosagem ¢ comummente
efetuada para avaliar lesdo hepatica, quando seus niveis podem aumentar e atingir até 50
vezes seu valor normal (CHERNECKY, 1993). Os niveis da ALT s3o elevados em
hepatites, carcinomas hepaticos e ictericias e sua variagao ¢ menor que a da AST nos
infartos do miocardio (LIMA, 2003). As enzimas podem ser liberadas na circulagdo
sistémica como resultado de necrose tumoral ou de mudancas na permeabilidade da
célula cancerosa. Elas servem como monitoramento terapéutico para o cancer
(GUENGERICH, 2001).

GUPTA e colaboradores 2004 realizaram um estudo com uma planta da India, a
Cesalpinia bonducella, que possui associagdo de flavonoides, terpenos, saponinas e
alcaldides. Para avaliar a toxicidade da planta em camundongos normais (sem TAE)
foram testadas dosagens diferentes (50, 100, 200 e 300mg/kg) do extrato metandlico
dessa planta (MECB). Esse extrato foi dissolvido em propileno glicol e administrado
intraperitonealmente em camundongos. Apos 14 dias de tratamento, foi observado um
aumento estatisticamente significativo (P<0,05) na atividade sérica das enzimas
transamninases (AST e ALT) quando comparou o grupo controle (animal normal) em
relagdo ao grupo tratado com 300mg/kg do extrato. As demais concentracdes desse
extrato provocaram um aumento da atividade dessas enzimas. Os autores concluiram
que uma alta concentra¢cdo do extrato da planta (300 mg/kg) provocou um aumento na
atividade de transaminases indicando assim, a ocorréncia de disfung¢des hepato-renais e
alteracdes no metabolismo.

MATSUZAKI et al (2003) realizaram um estudo com a planta Pfaffia paniculata
(ginseng brasileiro), que contém flavondides e ¢ um estimulante tonico e coadjuvante no
tratamento do cancer. Foram testadas doses de 200 e 400mg/kg do extrato dessa planta
administrado por via oral durante 10 dias em camundongos com TAE. Os resultados
demonstraram que ndo houve alteragdes histopatoldgicas em figado e rins desses
animais. Ao avaliar a atividade sérica da enzima ALT no soro sanguineo dos animais
que receberam 400mg/kg do extrato de ginseng, observou-se uma redugdo na atividade

dessa enzima quando comparado ao grupo de animais com TAE, nao tratado.
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Na tabela 4 encontram-se registrados os niveis médios de albumina de
camundongos tratados com diferentes flavondides por 20 dias e posterior inducdo do

cancer.

Tabela 4 — Preven¢ao do TAE pelo uso de flavonoides medidos pelos valores médios de
albumina (g/dL)

Tratamento 21 dias 39 dias

G1 = Racao (normal) 2,49+£0,33 b -

G2 = Ragao (Cancer) - 2,68 0,56 ¢
G3 = Ragao + Quercetina 3,54 +£0,23 Aa 3,31 £0,29 Aab
G4 = Racdo + Naringenina 3,31 + 0,51 Ba 420+ 0,66 Aa
G5 = Racgao + Quercetina + 3,19 + Aab 432+ 1,46 Aa
Naringenina

G6 = Ragdo + Ipriflavona 3,47+0,42 Aa 3,03+ 0,94 Abc

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).
Em cada tratamento A difere de B pelo teste F (P<0,05).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que os grupos G3, G4 e
G6 quando comparados com o grupo Gl (animais normais sem nenhum tratamento)
apresentaram aumento na concentracdo dessa proteina no soro sanguineo de
camundongos ¢ esses valores foram estatisticamente significativos no 21° dia.

No 39° dia, observou-se que os animais tratados previamente com flavonoides e
com posterior inducdo do cancer, apresentaram pequenas variagdes nas concentragdes
dessa proteina (G3, G4, G5, G6). No entanto, comparando-se 0s animais com cancer
(G2) com aqueles tratados com flavondides (G3, G4, G5) observou-se que as
concentragdes da albumina aumentaram nos animais tratados com flavonoides e esses
valores foram estatisticamente significativos em relacao ao grupo G2.

A albumina ¢ uma das duas fracdes protéicas do sangue. Atua na manutengao da
pressdo oncotica e transportadora de nutrientes, farmacos, bilirrubina, 4cidos graxos,
hormdnios e outras substincias insoliveis em dgua e valores elevados podem ocorrer
em carcinomatose metastatica, colite ulcerativa, nefrose, neoplasias entre outras.

(CHERNECKY, 1993).
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Em presenga de ascite de qualquer causa, a albumina sérica ndo € um bom indice
da capacidade sintética hepatica. Na ascite, a sintese pode estar normal ou mesmo
aumentada, no entanto os teores séricos estdo baixos devido ao grande volume de
distribuicdo. Segundo MOTTA (2003), uma disfun¢do hepatocelular provoca sintese
prejudicada de albumina.

Estresse fisiologico de qualquer tipo, como dano tecidual, infeccdo ou carcinoma
podem provocar hipoalbuminemia. Isso ocorre pela liberagdo de substancias
mensageiras no local da lesdo, tais como o fator de necrose tumoral, interleucina-1 e
interleucina-6. Eles reduzem a sintese de albumina por alteragdes da disponibilidade do
mRNA (MOTTA, 2003). E importante lembrar que a albumina é transportadora de
muitos fAirmacos e outras substancias exdgenas no organismo.

A presenca de grandes quantidades de albumina no organismo com boa parte
presente no espaco intravascular explica o papel critico que essa proteina exerce na
pressdo coloidosmotica. A albumina contribui com 75 a 80% do efeito osmotico do
plasma, um dos fatores que regulam a distribuicdo apropriada de agua entre os
compartimentos intra e extracelulares. Em certas enfermidades, os teores de albumina

anormalmente baixos movem a agua do leito vascular para os tecidos (MOTTA, 2003).
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A tabela 5 apresenta os resultados do efeito de flavonoides (prevengdo) na

viabilidade celular e no volume do liquido ascitico de camundongos.

Tabela 5 — Efeito de flavondides na prevencao do TAE em camundongos. Viabilidade
celular e volume do liquido ascitico

Tratamento Células Células Células Viabilidade Volume do
tumorais tumorais mortas  tumorais celular (%) liquido ascitico
Viaveis (N x 107) totais (ml)
(N x 107) (N x 107)
G1 = Controle 7,27+ 1,150a  0,050£0,005a 7,32+1,15a 99,23+0,15a 17,33 £3,01 be
(cancer)
G2 =Ragdo + 536+0.24b 0,170 +0,008a  5,53+0,23a 96,90+ 0,26 b 14,50 +2,50 cd
Ipriflavona
G3 =Ragdo + 2,13+£0,49 ¢ 0,631+0,866a  2,77+0,61b 69,13+29,70b 26,73+ 1,62a
Quercetina
G4 =Ragdo + 541+2,71ab 0,613£0,158a  6,02+2,59a 86,87+ 10,20b 23,57 +3,20 ab
Naringenina
G5 =Ragdo + 528+ 1,08b 0,210+0,100a 549+1,04a 95,87+2,490b 12,83 +1,89d
Quercetina +
Naringenina

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de

Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o nuimero de células

tumorais viaveis foi menor nos animais tratados com quercetina do que nos animais

com cancer (Gl) e esse resultado foi estatisticamente significativo. Esse mesmo

resultado pode ser melhor visualizado no grafico 1. Também os grupos G2 (ipriflavona)

e G5 (quercetina + naringenina) apresentaram redugdes que foram estatisticamente

significativas quando comparadas ao grupo G1.
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Grafico 1- Efeito dos flavondides na prevencédo do TAE. Células
tumorais viaveis
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GUPTA et el., 2004 avaliaram a atividade antitumoral de uma planta da India,
Cesalpinia bonducella, que possui associagdo de flavonoides, terpenos, saponinas e
alcaldides. Camundongos com TAE foram tratados por 14 dias com dosagens diferentes
do extrato metandlico dessa planta. Ao avaliar o nimero de células viaveis presentes no
liquido ascitico dos camundongos com Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) e tratados
com o extrato da planta, os pesquisadores encontraram redugdes significativas (p<0,01)
no numero de células tumorais viadveis nos animais dos grupos tratados com 50 e
200mg/kg do extrato quando comparado com os animais do grupo com TAE nao
tratados. Isso esta consistente com os dados encontrados em nosso estudo, onde também
foi observado uma redugao significativa (p<<0,05) no nimero de células tumorais vidveis
quando os camundongos com TAE foram tratados com 10mg/kg dos flavonoides

quercetina e ipriflavona.
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Na tabela 5 encontra-se registrado também a contagem de células tumorais
mortas. Embora todos os grupos tenham apresentado valores estatisticamente ndo
significativos em rela¢do ao grupo G1 (Controle com cancer), observou-se que o grupo
tratado com quercetina apresentou maior nimero de células mortas quando comparados
ao grupo controle. Observando os valores numéricos das células mortas do grupo G1
(500.000) e do grupo G2 (6.310.000) nota-se que o nimero de células mortas do grupo
G2 ¢ dez (10) vezes superior ao do grupo Gl. Esses resultados sdao melhores

visualizados no gréfico 2.

Gréfico 2- Efeito dos flavonéides na prevencéo do TAE. Células tumorais
mortas
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Nesses estudos realizados ndo foi pesquisado o mecanismo pelo o qual os
flavondides matam as células tumorais, porém a literatura sugere varios mecanismo
como por exemplo, os flavonoides afetam a progressao do ciclo celular (MARCHAND,
2002). Pesquisadores muitas vezes divergem quanto a fase do ciclo celular a qual os
flavondides afetam, sendo também dependente do tipo de células tumorais estudada.
Estudos conduzidos por RUSAK (2005), mostraram que os flavondides inibem de
forma significativa o crescimento de linhagens de HL-60 (célula humana leucémica) e
sua eficacia antiproliferativa foi equivalente ou um pouco maior que os agentes

anticarcinogénicos tradicionais como doxorrubicina, vincristina e metotrexato.
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Quercetina bloqueou o ciclo celular na fase G1/S de células cancerosas de colon e
gastrica. J4 em linhagens de células de mama e laringe esse flavondide mostrou
bloquear a fase G2/M do ciclo celular (FORMICA, 1995). O metabolismo rapido da
quercetina forma o metabdlito metilado isorhamnetina, que possui efeito no
retardamento das fases G0-G1 do ciclo celular em baixas concentragdes em linhagens
de células HepG2 (hepatocarcinoma). A quercetina induz o bloqueio do ciclo celular na
fase Gl (CSOKAY, 1997), inibindo a atividade de CDK2 em 40-60%
(CASAGRANDE,2001). Segundo KENNEDY (2002), os flavondides causam
paralisacdo do crescimento de células tumorais por impedir a progressao da fase GO-G1
do ciclo celular, levando subsequentemente a apoptose. Estudiosos encontraram que
apods 24 horas de incubagdo das células HL-60 (leucémicas humana) com os flavonodides
miricetina, quercetina e kaempferol houve uma reducdo na fragdo das células na fase
GO0/G1 de maneira dose-dependente. Em adi¢do, mericitina e kaempferol levaram ao
prolongamento da fase S, enquanto a exposi¢do a quercetina diminuiu o numero de
células na fase G2/M. Ao aumentar o periodo de incubagdo com miricetina e
isorhamnetina para 48 horas, ocorreu uma redug¢ao significativa no nimero de células na
fase GO/G1. Esse fenomeno foi explicado pela concomitante reducdo das células na fase
S. Indugdo da apoptose foi estritamente dose dependente (RUSAK, 2005).

Outro mecanismo citado pela literatura indica que os flavonodides podem inibir
os passos de transdugdo de sinais mediados por fatores de crescimento epidérmico.
Alguns flavondides como apigenina, luteolina e quercetina induzem a apoptose por
mecanismos dependentes do gene p-53. A proteina p-53 funcional apresenta meia vida
curta (10 a 20 minutos) e atua na regulagdo do ciclo celular, reparo de DNA e,
dependendo da extensdo da lesdo, indugdo da apoptose das células geneticamente
instaveis, mantendo desta forma a integridade do genoma (JUNIOR, 2002; SCHULER,
2005).

Muitos estudos sugerem que os flavondides podem agir como antioxidantes.
ROS sdo conhecidos por causar dano oxidativo em moléculas do DNA e lipidios. A
peroxidagdo de lipidios e oxidagdo de bases do DNA ¢ considerada importante
marcador biologico no desenvolvimento do cancer, doencas cardiacas e
neurodegenerativas. (YOKOZAWA, 1997). O desenvolvimento e a descoberta de
artificios que reduz o dano oxidativo podem contribuir na prevencao de cancer e outras
desordens degenerativas em humanos (CAI, 1997). Os fitoquimicos quimioprotetores

exercem distintos mecanismos moleculares que incluem inibi¢dao da expressao de iNOS
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e subseqiiente bloqueio da producdo de oOxido nitrico, inducdo da fase-2 de
detoxificagdo de enzimas, elimina¢do de radicais livres, inducdo da apoptose e etc.
(SURH, 2003). A producdo elevada de oOxido nitrico em condi¢des inflamatérias
cronicas levam a uma geracdo de peroxinitrito, conhecidos como aldeidos e epoxidos
derivados da peroxidacao lipidica. Essa inflamac¢do cronica pode levar a uma
instabilidade genomica (FERGUSON, 2001). Uma variedade de polifendis pode exercer
efeitos na fun¢do imune e inflamatoria das células.

A naringenina, um flavonoide que foi testado na preveng¢do do TAE, causa
citotoxicidade e apoptose via indugdo da atividade de caspase-3/CPP32, mas nao da
atividade da caspase-1, em linhagens de células humanas promieloleucémicas (HL-60).
Esses achados sugerem que a naringenina pode inibir o crescimento tumoral. Agentes
com habilidade de induzir apoptose em tumores t€ém sido usados na terapia antitumoral.
Flavonoides produzem diferentes efeitos bioldgicos e a atividade deles em induzir
apoptose tem sido identificada em muitos estudos. Estudos in vivo, mostram o efeito da
naringenina em inibir o crescimento do tumor em camundongos induzidos com sarcoma
S-180 (KANNO, 2005). A agdo sobre as caspases ¢ importante porque morte celular por
apoptose ¢ seguida pela ativacdo de proteinas efetivas chamadas caspases, que
participam de cascatas enzimdaticas que terminardo na desmontagem celular
(SCHULTZ, 2003).

De acordo com KENNEDY, 2002, o extrato de cha verde, galoil polifenol e
epigalocatequinas tém demonstrado possuir efeito inibitério nas células do TAE e
muitos mecanismos tém sido elucidados. Muitos deles incluem reducao da atividade da
ornitina descarboxilase, glutationa celular e de proteinas que contém o grupo SH.
Polifenois e flavonodides causam paralisagdo do ciclo celular na fase GO-G1, levando

subsequentemente a apoptose.
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Ao se avaliar o numero de células tumorais totais (células viaveis + células
mortas), na tabela 5 e no grafico 3 , observou-se que o grupo G3 (animais tratados com
quercetina) apresentou o menor numero de células totais e esse resultado foi
estatisticamente significativo ao ser comparado com o grupo G1. Esse mesmo resultado

pode ser visualizado no grafico 3.

Grafico 3 - Efeito dos flavondides na prevencao do TAE. Células
tumorais totais
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ORSOLIC (2005) constatou também em seu estudo de prevencdo uma redugao
estatisticamente significativa de 79% no numero de células tumorais totais quando os
animais foram tratados com a propolis, de 74% com a naringenina e¢ 57% com
quercetina. Resultados encontrados por MATSUZAKI et al (2003) que avaliaram os
efeitos do ginseng em camundongos com TAE observaram uma reducdo de 30% no
nimero de células tumorais totais quando os animais foram tratados com 200mg/kg do

extrato por 20 dias.
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Também na tabela 5 encontram-se as porcentagens de viabilidade celular
mostrando que o grupo tratado com a quercetina apresentou o menor valor quando
comparado com o grupo controle com cancer (G1) e esse resultado foi estatisticamente
significativo. Isso pode ser melhor visualizado no gréfico 4.

A viabilidade celular foi determinada pela férmula:

V = _nuamero de células vivas

numero de células totais

Grafico 4 - Efeito dos flavondides na prevencgéo do TAE.
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Na tabela 5 e no grafico 5 encontra-se registrado o volume do liquido ascitico.

Grafico 5 - Efeito dos flavondides na prevenc¢éo do TAE.
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Pelos resultados obtidos o grupo tratado com a associacdo de quercetina e
naringenina apresentou o menor valor do volume de liquido ascitico (GS5). Observou-se
que este valor ndo foi estatisticamente significativo quando comparado ao grupo tratado
com ipriflavona (G2). Observou-se nesse resultado um sinergismo de adicdo. E
importante lembrar que quercetina/naringenina foram ministrados por via oral na dose
de 10mg/Kg cada um. O volume do liquido ascitico do grupo G5 foi o menor obtido e
comparado com o grupo G1 essa variagdo foi estatisticamente significativa.

ORSOLIC (2005), ao realizar seu estudo de prevencdo com os flavonoides
quercetina, naringenina administrados de forma oral e intraperitoneal, observou uma
reducdo estatisticamente significativa no volume do liquido ascitico dos animais

tratados em relagao aos animais com TAE (nao tratados).
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O grafico 6 expressa os resultados da mortalidade dos camundongos tratados

com diferentes flavonoides e com posterior inducdo do TAE.

Grafico 6 - Prevencéo dos flavonéides e mortalidade de camundongos
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De acordo com a andlise desse grafico observou-se que no 20° dia de
experimento os animais com cancer ndo tratados (controle) apresentaram uma
porcentagem de mortalidade de 80%. Aos 22 dias observou-se que os animais tratados
com naringenina tiveram 80% de mortalidade, ja aos 23 dias os animais tratados com
ipriflavona apresentaram 80% de mortalidade. Entretanto, os animais tratados com
quercetina tiveram 80% de mortalidade aos 26 dias, e que os animais tratados com a
associacdo de quercetina + naringenina apresentaram 80% de mortalidade aos 27 dias.

Notou-se novamente que o sinergismo dos dois flavondides quercetina +
naringenina foram capazes de prolongar a vida dos animais em 7 dias quando
comparado ao grupo controle. Observou-se que foram os mesmos animais que tiveram o
menor volume do liquido ascitico.

A andlise do tempo de sobrevida dos animais também foi realizada através de
calculos de MST (Tempo médio de sobrevida dos animais) e de %ILS (percentagem de

aumento do tempo de sobrevida). Esses resultados podem ser visualizados na tabela 6.
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Tabela 6 — Atividade preventiva de flavonoides sobre o tempo de vida de

camundongos com TAE

Tratamentos Variacdo do tempo MST (d)* ILS (%) T/C (%)° Eficécia
de sobrevida (d)

Racao 13 -22 17,5

Racgao + quercetina 18-27 22,5 28.5 128,57 +

Rac¢do + naringenina 17-27 22,0 25,7 125,7 +

Racdo + ipriflavona 12-24 18,0 2,8 102,85 -

Ragdo + quercetina + 12-28 20 14,2 114,28 -

naringenina

a) MST=(1°dia de morte + ultimo dia de morte)/2;
b) ILS% = (MST grupo tratado /MST grupo controle)-1 x 100;
¢) T/C % = (MST grupo tratado /MST grupo controle) x 100

Ao analisar esses resultados observou-se que os flavondides quercetina e
naringenina quando administrados previamente por 20 dias nos camundongos
possuiram uma atividade antitumoral significativa de acordo com o critério de NCI
citado por ORSOLIC (2005). Pois segundo esse critério, ¢ a MST dos grupos tratados
dividido pela média do tempo de sobrevida do grupo controle exceder 125% e ILS
exceder 25%, ¢ um indicativo que a droga testada possui uma atividade antitumoral
significativa.

De acordo com ORSOLIC (2005), em um estudo testando diferentes flavonoides
em camundongos com TAE, foi observado um aumento de 15,83% no tempo de vida
dos animais que foram tratados com a naringenina na concentragdo de 50mg/kg por 7
dias e avaliados no 14odia. Quando o tratamento foi efetuado com a quercetina, o
aumento observado foi de 6,66% . O autor afirma que esses tratamentos aumentam a

sobrevida do animal, confirmando assim, a eficacia dos compostos testados.
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5.2 USO DE FLAVONOIDES NO TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS
COM TAE

Os resultados de proteinas totais encontram-se na tabela 7. De acordo com os
resultados obtidos observou-se que as médias das concentragdes de proteinas totais ndo
foram estatisticamente significativos quando comparados ao grupo doente com cancer
ndo tratados (G1). O grupo tratado com o medicamento neotaxel” apresentou a maior
concentragdo de proteinas totais embora nao tenha sido estatisticamente significativo ao
comparar os grupos G1 e G2. Esses resultados foram obtidos com animais que tiveram a

indug@o do TAE e posterior tratamento com os flavonoides.

Tabela 7 — Tratamento do TAE com o uso de flavondides medidos pelos valores médios
de proteinas totais (g/dL)

Proteinas totais (g/dL)

Tratamento 18 dias

G1 =Rag¢do (Normal) 57,54+5,53 a
G2 = Ragdo (Doente com cancer) 5423+493a
G3 = Ragdo + Quercetina 62,93 £9,36a
G4 = Ragao + Ipriflavona 56,33 +7,49 a

G5 = Ragdo + Medicamento (Neotaxel®) 85,96 + 32,62 a

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

De acordo com CHERNECKY, 1993, as proteinas séricas totais refletem a
quantidade total de albumina e globulinas no soro. As proteinas séricas sintetizadas no
figado e no sistema reticulo-endotelial constituem mais de 100 substancias diferentes,
classificadas como albumina e globulinas. Elas sdo essenciais para regulagdo da pressao
coloidosmotica e incluem fatores de coagulagdo, enzimas, hormdnios e sdo responsaveis
por crescimento e reparo dos tecidos e tampdes de pH, produzem anticorpos,
transportam componentes sanguineos (bilirrubina, célcio, esterdides, hormodnios
tiredideos, lipideos, metais, oxigénio e vitaminas) e sdo preservadoras dos

cromossomos. No processo de carcinogénese, diversas proteases sdo liberadas
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(colagenases) e suas atividades aumentadas, desse modo, a degradacao de proteinas

séricas aumenta embora também formem-se novas proteinas (oncoproteinas).
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Os resultados da atividade de aspartato aminotransferase (AST) encontram-se

registrados na tabela 8.

Tabela 8 — Tratamento do TAE com o uso de flavonoides medidos pela atividade média
de AST(U/mL)

AST  (U/mL)
Tratamento 18 dias
G1 = Racao (normal) 419,78 + 85,86 ¢
G2 = Racao (Doente com céncer) 1588,86 £ 930,83 b
G3 = Ragao + Quercetina 3292,33 £ 722,56 a
G4 = Racao + Ipriflavona 2047, 83 £ 656,99 b

G5 = Racgdo + Medicamento (Neotaxel) 1665,83 £ 484,99 b

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos observou-se que o grupo G3 tratado com
quercetina apresentou os maiores valores de atividade dessa enzima. Esse grupo (G3)
quando comparado ao grupo G1 (animais normais) apresentou valores estatisticamente
significativos. Também os grupos G2, G4 e G5 apresentaram valores da atividade de
AST maiores que Gl1, e esses valores foram estatisticamente significativos, quando
comparados com o grupo Gl1.

Observou-se também que o grupo tratado com a quercetina apresentou maior
atividade enzimdtica do que o grupo tratado com o medicamento Neotaxel, e essa
variagao foi estatisticamente significativa.

Os animais normais apresentaram uma atividade dessa enzima bem menor do
que todos os grupos. O figado, sendo 6rgao central do metabolismo estara produzindo
enzimas das rotas metabolicas, enzimas metabolizadoras de drogas estardo atuando para
metabolizar os flavondides ¢ o Neotaxel. Essas enzimas atuariam em reagdes de

detoxificagdo também.
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Os valores de atividade de alanina aminotransferase (ALT) podem ser

observados na tabela 9.

Tabela 9 — Tratamento do TAE com o uso de flavonoides medidos pela atividade média
de ALT(U/mL)

ALT (U/mL)
Tratamento 18 dias
G1 =Ragao (normal) 59,00 £10,13 b
G2 = Racao (Doente com céncer) 155,84 £35,48 a
G3 = Ragao + Quercetina 26,00 £ 6,76 ¢
G4 = Racao + Ipriflavona 30,00 £3,00 ¢

G5 = Racgdo + Medicamento (Neotaxel) 32,25+ 14,62 be

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos, o grupo G2 (doente com cancer)
apresentou as atividades da ALT maior do que os demais grupos. Os grupos G3 ¢ G4
apresentaram as menores atividades de ALT quando comparados ao grupo G2. os
grupos tratados com flavonoides (G3 e G4) e o grupo G5 tratado com medicamento
tiveram reducio na atividade da TGP. O grupo tratado com Neotaxel” teve uma redugio
na atividade da ALT menor do que o grupo normal (G1), mas essa variagdo nao foi
estatisticamente significativa.

As enzimas podem ser liberadas na circulagdo sistémica como resultado de
necrose tumoral ou de mudangas na permeabilidade da célula cancerosa. Elas servem

como monitoramento terapéutico para o cancer (GUENGERICH, 2001).
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Os valores médios da concentracdo de albumina encontram-se registrados na

tabela 10.

Tabela 10 — Tratamento do TAE com o uso de flavondides medidos pelos valores
médios de albumina (d/dL)

Albumina  (g/dL)

Tratamento 18 dias

G1 = Racao (normal) 2,49 +£0,33 a
G2 =Ragao (Doente com cancer) 2,68 +0,56 a
G3 =Ragdo + Quercetina 3,160,311 a
G4 = Racao + Ipriflavona 2,90+ 0,34 a

G5 =Ragao + Medicamento (Neotaxel) 3,67+131a

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos todos os grupos apresentaram valores
médios de albumina que nao foram estatisticamente significativos.

Em presenga de ascite de qualquer causa, a albumina sérica ndo ¢ um bom indice
da capacidade sintética hepatica. Na ascite, a sintese pode estar normal ou mesmo
aumentada, no entanto os teores séricos estdo baixos devido ao grande volume de
distribuicao.

Segundo MOTTA (2003), uma disfuncdo hepatocelular provoca sintese
prejudicada de albumina. Além da fungdo de transporte, a albumina determina a
propor¢ao de um farmaco livre, farmacologicamente ativo, disponivel no plasma.

Estresse fisiologico de qualquer tipo, como dano tecidual, infeccdo ou carcinoma
podem provocar hipoalbuminemia. Isso ocorre pela liberagdo de substancias
mensageiras no local da lesdo, tais como o fator de necrose tumoral, interleucina-1 e
interleucina-6. Eles reduzem a sintese de albumina por alteragdes da disponibilidade do
mRNA (MOTTA, 2003).

A presenca de grandes quantidades de albumina no organismo com boa parte

presente no espaco intravascular explica o papel critico que essa proteina exerce na
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pressdo coloidosmotica. A albumina contribui com 75 a 80% do efeito osmotico do
plasma, um dos fatores que regulam a distribuicdo apropriada de agua entre os
compartimentos intra e extracelulares. Em certas enfermidades, os teores de albumina

anormalmente baixos movem a agua do leito vascular para os tecidos (MOTTA, 2003).
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A tabela 11 apresenta os resultados do efeito de flavonoides na viabilidade

celular e no volume do liquido ascitico de camundongos com TAE.

Tabela 11 — Efeito de flavondides no tratamento do TAE em camundongos —

viabilidade celular e volume do liquido ascitico

Tratamento Células Células Células Viabilidade Volume do
tumorais tumorais mortas  tumorais celular (%) liquido ascitico
Viaveis (N x 107) totais (ml)
(N x 10" (N x 10"
G1 = Controle 727+1,15a 0,05+0,01b 732+1,15a 99,23+0,16a 17,33+3,01 a
(cancer)
G2=Ragdo + 458+0,44b 237+1,36a 6,94+1,29a 67,30+ 13,20 b 18,80+ 1,40 a
Medicamento
G3 =Ragdo + 348 +091b 1,43+0,33 a 491+0,79b 70,10+ 9,63 b 20,33 +3,30a
Quercetina
G3 =Ragdo + 3,72+ 1,10 b 1,91+0,67a 5,63 £1,58 ab 65,83+7,07b 18,90+ 2,57 a
Ipriflavona

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste t de

Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos observou-se que os grupos G2, G3 e G4

apresentaram as menores quantidades de células tumorais viaveis quando comparado

com o grupo Gl (animal com cancer ndo tratado). No entanto, o grupo tratado com

quercetina (G3) apresentou o namero de células vidveis igual a 3,48 x 107 (34.800.000)

que quando comparado ao grupo Gl, 7,27 x 10’ (72.700.000), teve uma maior

porcentagem de reducdo e esse resultado foi estatisticamente significativo. Esse valores

poderao ser melhor visualizados no grafico 7.
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Células viaveis

Grafico 7 - Efeito dos flavonodides no tratamento de

camundongos com TAE - células viaveis
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Na tabela 11 também encontram-se registrados o nimero de células tumorais
mortas encontradas no liquido ascitico dos camundongos. De acordo com os resultados
obtidos, o grupo de animais que receberam o medicamento (G2) apresentaram a maior
quantidade de células mortas quando comparados com o grupo doente nao tratado (G1),
e esses valores foram estatisticamente significativos. E importante ressaltar que os
grupos tratados com os flavonoides apresentaram valores de células tumorais mortas
semelhantes aos resultados obtidos com o tratamento do grupo 2 e foram
estatisticamente significativos. Em ordem de grandeza, o grupo de animais tratado com
ipriflavona apresentou 19.100.000 células mortas, enquanto que o grupo que recebeu
medicamento apresentou 23.700.000 células tumorais mortas € o grupo controle com

cancer 500.000 células mortas. Esses resultados podem ser melhor observados no

grafico 8.
Grafico 8 - Efeito dos flavondides no tratamento de
camundongos com TAE - células mortas
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Quando GUPTA ¢ colaboradores, 2004 avaliaram o nimero de células tumorais
ndo vidveis (mortas) presentes no liquido ascitico dos camundongos com TAE e
tratados com diferentes dosagens do extrato da planta, eles observaram que os animais
do grupo tratados com 50mg/kg de MECB tiveram um aumento significativo (p<0,01)
de 96% no niimero de células mortas quando comparado com os animais do grupo com
TAE. Os animais dos grupos tratados com 100 e 200mg/kg de MECB tiveram um
aumento significativo (p<0,01) de células mortas de 162% e 343%, respectivamente,
quando comparados com os animais do grupo com TAE. Esses resultados estdo de
acordo com os resultados do nosso trabalho. Ao avaliar o nimero de células tumorais
mortas contidas no liquido ascitico dos camundongos com TAE tratados com os
flavondides quercetina e ipriflavona, encontrou-se um aumento significativo (p<0,05)
de 2.760% no niimero dessas células quando os animais foram tratados com 10mg/kg de
quercetina quando comparado ao grupo de animais com TAE. Os animais tratados com
ipriflavona tiveram um aumento significativo de 3.720% no numero de células tumorais

mortas quando comparado aos animais do grupo com TAE (nao tratados).
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A contagem de células totais presentes no liquido ascitico dos camundongos esta
registrada na tabela 11 e no grafico 9. De acordo com os resultados obtidos, o grupo G3
tratado com quercetina teve o menor valor de células totais comparado ao grupo G1 e
esses valores foram estatisticamente significativos. Os grupos G3 e G4 apresentaram

valores que nao foram estatisticamente significativos quando comparados entre si.

Grafico 9 - Efeito dos flavonodides no tratamento de
camundongos com TAE - células totais
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Os valores de porcentagem de células viaveis encontram-se registrados na tabela
11 e no grafico 10. De acordo com resultados obtidos, os grupos G2, G3 e G4
apresentaram menores porcentagens de células vidveis quando comparado ao grupo Gl

e estes foram estatisticamente significativos.

Grafico 10 - Efeito dos flavonoéides no tratamento de
camundongos com TAE - viabiliade celular
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Os resultados da quantidade de liquido ascitico dos camundongos tratados pode
ser observado na tabela 11 e no grafico 11. De acordo com os resultados obtidos,
observou-se que todos os grupos apresentaram volumes de liquido ascitico proximos e

que esses resultados nao foram estatisticamente significativos.

Gréfico 11 - Efeito dos flavondides no tratamento de
camundongos com TAE - volume do liquido ascitico
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GUPTA e colaboradores, 2004 avaliaram o volume do liquido ascitico presente
na cavidade abdominal dos camundongos com TAE e tratados com diferentes dosagens
do extrato da planta. Eles observaram que independente das concentra¢des do extrato da
planta, houve uma redugdo significativa (p<0,01) no volume desse liquido comparado
ao grupo de animais com TAE que ndo receberam tratamento. Os dados encontrados em

nosso trabalho ndo estdo de acordo com os resultados obtidos por esses pesquisadores.



79

Os resultados da mortalidade dos camundongos com cancer induzidos e tratados
com flavonoides durante 18 dias encontram-se registrados no grafico 12. De acordo
com os resultados obtidos o grupo doente com céancer ndo tratado teve 80% de
mortalidade aos 22 dias. O grupo de animais tratado com quercetina alcangou 80% de
mortalidade aos 23 dias. Ja o grupo tratado com ipriflavona foi aos 24 dias os 80% e o
de medicamento aos 26 dias. Observou que o grupo tratado com o flavonodide
ipriflavona teve o resultado mais proximo do grupo tratado com medicamento. O

medicamento permitiu aumentar o tempo de sobrevida do animal seguido da

ipriflavona.
Grafico 12 - Mortalidade de camundongos com TAE tratados com
flavonoides
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A andlise do tempo de sobrevida dos animais também foi realizada através de
calculos de MST (Tempo médio de sobrevida dos animais) e de %ILS (percentagem de

aumento do tempo de sobrevida). Esses resultados podem ser visualizados na tabela 12.



80

Tabela 12 — Atividade dos flavondides sobre o tempo de vida de camundongos

com TAE

Tratamentos Variacdo do tempo MST (d)* ILS (%) T/C (%)° Eficécia
de sobrevida (d)

Racgdo 21-23 22

Racao + quercetina 10-25 17,5 -20,0 80,0 -

Racdo + ipriflavona 20-25 22,5 2,3 102,2 -

Racgdo + medicamento  15-25 20 -9,0 90,0 -

a) MST=(1°dia de morte + ultimo dia de morte)/2;
b) ILS% = (MST grupo tratado /MST grupo controle)-1 x 100;
¢) T/C % = (MST grupo tratado /MST grupo controle) x 100

Ao analisar esses resultados observou-se que nenhuma das substancias testadas
possuiu uma atividade antitumoral significativa de acordo com o critério de NCI citado
por ORSOLIC (2005). Pois segundo esse critério, e a MTS dos grupos tratados dividido
pela média do tempo de sobrevida do grupo controle exceder 125% e ILS exceder 25%,
¢ um indicativo que a droga testada possui uma atividade antitumoral significativa.

De acordo com GUPTA et al (2004), ao avaliar a percentagem do aumento de
sobrevida de camundongos com TAE tratados por 14 dias com diferentes concentracdes
do extrato da planta, eles observaram que houve um aumento do tempo de sobrevida de
24,44%, 58,88% e 87,22% quando os animais foram tratados com 50, 100 e 200mg/kg
do extrato, respectivamente. Quando GUPTA et al (2004) injetaram diariamente
20mg/kg, intraperitonealmente do medicamento 5-fluorouracil (quimioterdpico),
obtiveram um aumento de 119,49% no tempo de vida dos camundongos. O
medicamento utilizado em nosso trabalho foi o Neotaxel® administrado em uma tnica
dosagem intravenosa 24 horas apds a indugdo do cancer na concentracao de 100mg/m2.

Observou-se que ocorreu uma redugdo de 9% no tempo de vida dos animais.
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5.3 CAMUNDONGOS QUE FORAM INOCULADOS COM AS CELULAS
DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH PREVIAMENTE TRATADAS COM
FLAVONOIDES

Para o tratamento das células tumorais com os flavonodides quercetina e
ipriflavona, foram plaqueadas 5,4 x 10° células em um volume final de 3,0 mL de meio
DMEM completo, em placa de 6 pocos. A quercetina e a ipriflavona foram testadas nas
concentragdes de 10uM, 100 uM, 500 uM, 1000 uM, 10 mM, 100mM, 500mM. Esses
flavonoides foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), sendo feitos dois pogos
de controle, um contendo apenas o meio DMEM completo e no outro acrescentou-se
100 pL de DMSO. Apds 48 horas de permanéncia em estufa foi realizada a contagem
de células utilizando o método de exclusdo por azul de tripano.

Os resultados encontrados encontram-se nas tabelas 13, 14, e nas figuras 25 e

26.

Tabela 13 - Células do TAE tratadas com o flavondide quercetina (10uM — 10mM).

Concentracdo do flavondide  Células Células Células % CV
viaveis mortas totais
10uM 23 x 10 10x 10° 33x 10° 69 %
100uM 28 x 10 19x 10* 47x 10° 59 %
500uM 14x 10° 21x10* 35x 10°* 40 %
1000puM 7x10° 33 x 10* 40 x 10* 17%
10 mM 1x10* 9x 10* 10 x 10* 10%
Meio Completo 21 x 10 19 x 10* 40 x 10* 52 %

DMSO 9x 10* 11x10* 20 x 10* 45%
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Grafico 13- Viabilidade celular (%) de acordo com diferentes
concentragcOes do flavondide quercetina
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Ao observar os resultados obtidos, verificamos que ao aumentar a concentracao
do flavondide quercetina, a viabilidade celular decresceu.

Evidéncias in vitro mostraram que a quercetina pode inibir a proliferacdo celular
e modular a apoptose em cultura de células. Resultados mostraram ainda que a
quercetina inibiu tanto a mitose e apoptose em cultura de células glomerulares. O
mecanismo molecular envolvido no efeito anti-mitdtico e anti-apoptotico da quercetina
sao largamente obscuros, mas recentes investigacdes sugerem que os flavonoides
inibem a tirosina quinase ¢ MAP quinase podendo ser estes os possiveis alvos

farmacoldgicos (MARCHAND, 2002; ISHIKAWA, 2000).
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Tabela 14 - Células do TAE tratadas com o flavonoide ipriflavona (500uM - 100uM).

Concentracéo do flavonoide  Células Células Células % CV
viaveis mortas totais
500uM 26 x 104 13 x 104 39 x 104 66 %
1000uM 30 x 104 29 x 104 59 x 104 50%
10 mM 4 x 104 15 x 104 19 x 104 21%
100 mM 3x 104 17 x 104 20 x 104 15%
500 mM 5x 104 26 x 104 31x 104 16%
MC 21 x 104 23 x 104 44 x 104 47 %
DMSO 24 x 104 26 x 104 50 x 104 48%

Gréfico 14 - Viabilidade celular de acordo com diferentes
concentracfes do flavondide ipriflavona
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Observou-se que o tratamento das células do TAE com diferentes concentragdes
do flavonoide ipriflavona, provocou uma viabilidade celular de 16% quando a
concentragao de 500mM foi utilizada.

Os estudos in vitro realizados em nosso estudo permitiram verificar que as
concentragdes dos flavonoides testadas reduziram a viabilidade celular, porém nao foi
testado como essas substancias interferem nesse pardmetro avaliado. Muitos estudos
tém sido realizados com esse objetivo. Em estudos in vitro, os flavondides tém
demonstrado afetar a sinalizacdo celular e a progressdo do ciclo celular. Flavonodides
podem exercer efeitos modulatorios nas células, independentes da sua atividade
antioxidante classica, através de acdes seletivas de diferentes componentes da proteina
quinase e lipideo quinase de cascatas sinalizadoras como fosfoinositideo-3-quinase (PI-
3-quinase), tirosina quinase, proteina quinase C (PKC) e MAP quinases. Acdes
inibitorias ou estimuladoras dessas rotas afetam profundamente a fungdo celular por
alterar a fosforilacdo de moléculas alvos e/ou por modular a expressao génica. Agdes
inibitdrias seletivas dessas quinases podem ser benéficas no tratamento do cancer,
doencgas proliferativas, inflamacdo e neurodegeneragdo que podem ser deterioramento
durante o desenvolvimento (WILLIAMS, 2004). Quercetina e genisteina inibem a
proteina tirosina quinase que também esta envolvida na proliferacao celular. Multiplos
mecanismos de agdo tém sido identificados quanto ao efeito anti-neoplasico dos
flavonodides, incluindo ac¢do anti-oxidante, anti-inflamatéria, anti-proliferativa, inibi¢ao
da bioativacdo de enzimas e indug¢do de enzimas de detoxificagio (MARCHAND,
2002). A isorhamnetina e o flavonoide miricetina, em diferentes concentragdes,
afetaram diferentes enzimas envolvidas na transdugdo de sinais, dessa forma
interromperam o ciclo celular em estagios especificos (RUSAK, 2005). O flavonoides
naringenina e hesperidina afetaram significativamente a proliferacdo celular na

concentracdo de 100uM (CASAGRANDE, 2001).
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Os resultados mostrados a seguir sao oriundos do tratamento das células do TAE
com os flavonoides quercetina e ipriflavona na concentragao de 100uM por um periodo
de 48 horas. Essas células tratadas foram inoculadas intraperitonealmente nos
camundongos e apos um periodo de 18 dias, os animais foram eutanasiados, retirou-se

sangue, liquido ascitico e fragmentos de figado para analise histopatoldgica.

Os niveis médios de proteinas totais encontram-se na tabela 15. De acordo com
os resultados obtidos, observou-se que os animais que receberam as células do tumor
ascitico de Ehrlich tratadas com ipriflavona (G4) e os animais que receberam as células
do TAE tratadas com quercetina (G3) apresentaram maiores concentragdes de proteinas
totais no soro sangiiineo e estes valores ndo foram estatisticamente significativos

quando se comparou os grupos G3 e G4.

Tabela 15 — Valores médios de proteinas totais do soro sanguineo de camundongos que

receberam as células do tumor ascitico de Ehrlich tratadas com diferentes flavondides

Proteinas totais (g/dL)

Tratamento 18 dias

G1 =Ragao (normal) 57,54+5,53b
G2 = Ragdo (animal com cancer) 5423 +£493Db
G3 =Ragdo (Célula + quercetina) 72,45+ 11,60 a
G4 = Ragdo (Célula + Ipriflavona) 70,57 £ 6,28 a

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste t de Student (P>0,05).

E importante lembrar que os animais com cancer receberam as células tumorais
previamente tratadas com os flavondides durante 48 horas. Esses animais ndo receberam
tratamento adicional de ipriflavona e quercetina por via oral (gavage). Também
observou que os animais com cancer nao tratados (G2) tiveram menores niveis de

proteinas totais do que os grupos G3 e G4 e esse valor foi estatisticamente significativo.
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Os valores da atividade de Aspartato Aminotransferase (AST) encontram-se na

tabela 16.

Tabela 16 — Valores médios de AST do soro sanguineo de camundongos que receberam

as células do tumor ascitico de Ehrlich tratadas com diferentes flavonoides

AST (U/mL)
Tratamento 18 dias
G1 = Ragdo (normal) 419,78 +£ 85,86 b
G2 = Ragdo (animal com cancer) 1588,86 +£ 930,83 a
G3 = Ragdo (Célula + quercetina) 56,17 +16,59d
G4 = Ragdo (Célula + Ipriflavona) 145,90 + 24,77 ¢

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste t de Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos, a atividade da enzima AST para os
animais do grupo G2 foi muito maior do que os grupos G3, G4 e esses valores foram
estatisticamente significativos. Pode-se observar ainda que o grupo G3, onde a indugdo
do cancer ocorreu com as células do tumor de Ehrlich previamente tratadas com o
flavondide ipriflavona, tiveram a menor atividade de AST e esse valor foi
estatisticamente significativo ao ser comparado com os valores dos grupos G1, G2 e G4.
Também os animais do grupo G4 tiveram a atividade dessa enzima bastante reduzida

em relacdo ao grupo G2, sendo essa variagdo estatisticamente significativa.
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Os valores da atividade da enzimas Alanina Aminotransferase (ALT) pode ser

visualizado na tabela 17.

Tabela 17 — Valores médios de ALT do soro sanguineo de camundongos que receberam

as células do tumor ascitico de Ehrlich tratadas com diferentes flavonoides

Tratamento ALT (U/mL)

18 dias
G1 = Ragdo (normal) 59,00+ 10,13 b
G2 = Ragdo (animal com cancer) 155,84 £35,48 a
G3 = Ragdo (Célula + quercetina) 9,17+£6,05¢
G4 = Ragdo (Célula + Ipriflavona) 9,33 +4,93 bc

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste t de Student (P>0,05).

Pode-se observar novamente que o grupo com cancer nao tratado (G2) teve a
maior atividade dessa enzima. Quando se comparou os grupos G2 com os G3 ¢ G4
observou-se que esses 2 grupos tiveram a atividade de ALT menor que o grupo G2 e
essas variagdes foram estatisticamente significativas. Observou-se ainda que entre os
grupos que receberam as células tratadas com os flavonodides, G3 e G4, ndo houve

diferenca significativa na atividade dessa enzima.
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Os valores médios da concentracdo de albumina encontram-se registrados na

tabela 18.

Tabela 18 — Valores médios de albumina no soro sanguineo de camundongos com as

células do tumor ascitico de Ehrlich tratadas com diferentes flavonoides

Tratamento Albumina (g/dL)
18 dias

G1 = Ragdo (normal) 2,49+0,33b

G2 = Ragdo (animal com cancer) 2,68 £0,56 b

G3 =Ragdo (Célula + quercetina) 3,58+0,25a

G4 = Ragdo (Célula + Ipriflavona) 3,51+0,23 a

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste t de Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos, o grupo G2 (animal com cancer)
apresentou uma menor concentragdo dessa proteina quando comparado com os grupos
G3 e G4 e esses valores foram estatisticamente significativo quando se aplicou o teste t
de Student. Pode-se observar ainda, que os grupos G3 e G4 apresentaram as maiores
concentragdes de albumina e que a variagdo entre esses grupos ndo foi estatisticamente

significativa.



CONTAGEM DAS CELULAS NO LiQUIDO ASCITICO DOS ANIMALIS.
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Ap0s a eutanasia dos animais, foi retirado o liquido ascitico dos animais onde foi

mensurado o volume do mesmo e procedeu a contagem das células tumorais (viaveis e

mortas) presentes nesse liquido. Para a contagem das células usou-se o método de

exclusdo por azul de tripano.

Os resultados da contagem de células tumorais e do volume do liquido ascitico

pode ser observado na tabela 19.

Tabela 19 — Viabilidade celular e volume do liquido ascitico em camundongos que

receberam as células do TAE tratadas com flavondides

Tratamento Células Células Células Viabilidade Volume do
tumorais tumorais tumorais celular (%) liquido ascitico
Viaveis mortas totais (ml)
(N x 10" (N x 10" (N x 10"

G1 = Ragdo (animal 727 +1,15a 0,05+0,01 ¢ 732+1,15a 99,23 +0,16 a 17,33 +3,01b

com cancer)

G2 = Ragdo (Célula 6,55+0,72 a 0,52+0,05a 7,07 £0,66 a 92,53+1,52b 21,40+ 1,44 b

+ quercetina)

G3 = Ragdo (Célula 5,54+0,14Db 0,33+0,03b 5,87+0,14b 94,43+ 0,47 b 25,10+0,82 a

+ Ipriflavona)

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si

pelo teste t de Student (P>0,05).
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Os valores médios da contagem de células tumorais viaveis pode ser visualizado

na tabela 19 e no grafico 15.

Grafico 15- Células viaveis presentes no liquido ascitico de
camundongos com TAE que receberam células tratadas com
flavondide
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De acordo com os resultados obtidos, o nimero de células tumorais viaveis foi
maior no grupo G1 (animal com cancer) e no grupo G2 (célula + ipriflavona) e esses
valores ndo foram estatisticamente significativos. Os animais do grupo G3 que
receberam as células tratadas com o flavonoide quercetina apresentaram menor nimero
de células tumorais viaveis que os grupos G1 e G2 e essa variacdo foi estatisticamente

significativa.
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Na tabela 19 e no grafico 16 pode-se observar os valores médios das células

tumorais mortas.

Gréfico 16- Células mortas presentes no liquido ascitico de
camundongos com TAE que receberam células tratadas com
flavonadide
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De acordo com resultados obtidos, o grupo G1 apresentou o menor numero de
células tumorais mortas. Observou-se que o grupo G2 que recebeu as células tratadas
com ipriflavona apresentou maior numero dessas células quando comparado com o
grupo com cancer (G1) e esse valor foi estatisticamente significativo. Observou-se ainda
que os animais do grupo tratado com quercetina tiveram menor nimero de células
tumorais mortas presente no liquido ascitico ao ser comparado com G1 e esse valor foi

estatisticamente significativo.
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Na tabela 19 encontra-se registrado o numero de células tumorais totais (células
vidveis + células mortas) presentes no liquido ascitico dos camundongos. Esses

resultados também podem ser visualizados no grafico 17.

Grafico 17- Células totais presentes no liquido ascitico de
camundongos com TAE que receberam células tratadas com
flavondide

8,00E+07

7,00E+07

6,00E+07
5,00E+07
4,00E+07
3,00E+07

Células totais

2,00E+07

1,00E+07 A

0,00E+00 -

1

Tratamentos

m Célula + quercetina m Célula + ipriflavona m Animal com TAE

Observou-se que os animais que receberam as células tratadas com quercetina
(G3) tiveram o menor numero de células tumorais totais e esses valores foram

estatisticamente significativos quando comparados com os grupos G2 e G1.
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Na tabela 19 e no grafico 18 encontra-se registrado a viabilidade celular.

Grafico 18 - Viabilidade de células presentes no liquido ascitico
de camundongos com TAE que receberam células tratadas
com flavondide
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De acordo com os resultados obtidos, os grupos G2 e G3 tiveram a menor
percentagem de viabilidade celular. Esses valores quando comparados aos do grupo G1

foram estatisticamente significativos.

Na tabela 19 encontra-se registrado o volume do liquido ascitico dos

camundongos. Esses resultados também podem ser visualizados no grafico 19.
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Grafico 19 - Volume do liquido ascitico de camundongos com
TAE que receberam células tratadas com flavondide
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Observou-se que os animais que receberam as células tratadas com a quercetina
apresentaram o maior volume de liquido ascitico, € ao comparar esse grupo com 0S
demais (G1 e G2) as variacdes foram estatisticamente significativas. Ao observar o
grupo G2, notou-se os animais desse grupo tiveram o menor volume de liquido ascitico

que os do grupo G3 e esses animais (G3) teve o maior nimero de células mortas.



95

Os resultados da mortalidade dos camundongos que o tiveram a indu¢do do TAE

com as cé¢lulas tratadas com os flavonoides pode ser visualizado no grafico 19.

Grafico 20 - Mortalidade de camundongos com TAE com as
células tratadas com diferentes flavonédides
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De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o grupo doente com
cancer nao tratado, apresentou 80% de mortalidade aos 23 dias. Os animais que
receberam as células tratadas com ipriflavona aos 33 dias apresentaram 80% de
mortalidade. Os animais do grupo que receberam as células do TAE tratadas com a
quercetina por 48 horas tiveram 80% de mortalidade aos 34 dias.

Seria necessario pesquisar em outros periodos experimentais esses mesmo

efeitos, e no futuro, no ser humano ap6s estudo de toxicologia.

A anélise do tempo de sobrevida dos animais também foi realizada através de
calculos de MST (Tempo médio de sobrevida dos animais) e de %ILS (percentagem de

aumento do tempo de sobrevida). Esses resultados podem ser visualizados na tabela 20.
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Tabela 20 — Atividade dos flavondides sobre o tempo de vida de camundongos

com TAE

Tratamentos Variacdo do tempo MST (d)* ILS (%) T/C (%)°  Eficécia
de sobrevida (d)

Racgdo 21-24 22,5

Racgdo + quercetina 26-34 30,0 333 1333 +

Ragao + ipriflavona 27-34 30,5 35,6 135,6 +

a) MST=(1°dia de morte + ultimo dia de morte)/2;
b) ILS% = (MST grupo tratado /MST grupo controle)-1 x 100;
¢) T/C % = (MST grupo tratado /MST grupo controle) x 100

Ao analisar esses resultados observou-se as substincias testadas possuem uma
atividade antitumoral significativa de acordo com o critério de NCI citado por
ORSOLIC (2005). Pois segundo esse critério, e a MST dos grupos tratados dividido
pela média do tempo de sobrevida do grupo controle exceder 125% e ILS exceder 25%,

¢ um indicativo que a droga testada possui uma atividade antitumoral significativa.
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5.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO DE ANIMAIS COM TAE
TRATADOS COM FLAVONOIDES

Foram analisados cortes figado de trés animais de cada grupo, escolhidos ao
acaso.

Os animais pertencentes ao grupo tratado apenas com racao € nao submetidos a
inducdo do TAE apresentaram em analise histopatologica de figado caracteristicas
semelhantes ao descrito na literatura como hepatocitos intimamente associados ao
arcabougo de vasos sanguineos (sinusdides). Os nucleos sdo grandes, esféricos e
centrais (figura 10).

Ao analisar o corte de tecido hepatico dos animais com TAE que receberam
somente ragao, figura 11, observou-se a presenca de células do TAE aderidas a Céapsula
hepatica. Foi possivel verificar um aumento nos espagos sinusdides com presenca de
hemaécias em seu interior.

O figado dos animais com TAE que receberam uma dosagem unica do
quimioterapico Neotaxel® por via intravenosa, apresentaram em anélise histopatologica
uma pequena adesdo das células do TAE na Cépsula hepatica como pode ser verificado
na figura 12. Além disso, pode-se observar a presenca de hemacias aderidas as células
do TAE. Os espagos sinusdides apresentaram pequenas variagdes ao comparar com 0s
animais com TAE ndo tratados.

O figado dos animais com TAE tratados com 10mg/kg do flavondide quercetina
por 18 dias apresentaram menor quantidade de células do TAE aderidas a Cépsula
hepatica (figura 13) quando comparado ao grupo de animais com TAE, porém foi maior
a0 comparar com o0s animais que receberam o tratamento com o quimioterapico.
Observou-se que os espagos sinusdides encontram-se mais dilatados quando comparado
ao corte histopatologico dos animais do grupo tratado com Neotaxel, porém ndo foi
possivel observar a presenca de hemacias em seu interior.

Ao observar o corte de tecido hepatico dos animais com TAE que foram tratados
com o flavonoéide ipriflavona na concentragdo de 10mg/kg por 18 dias, verificou-se
nesse tratamento uma pequena presenca de células do TAE. Pode-se observar que os
espagos sinusoides apresentam hemacias em seu interior (figura 14).

Quando os animais foram inoculados com as células do TAE previamente
tratadas com o flavonodide quercetina, observou-se que a presenga das células do TAE

na Capsula hepatica do corte figado (figura 15) foi menor quando comparado ao grupo
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com TAE ndo submetido a nenhum tratamento. Observou-se uma grande adesdo de
hemadcias as células do TAE.

Ao analisar o corte de tecido hepatico dos animais que foram inoculados com as
células do TAE previamente tratadas com o flavonodide ipriflavona, observou-se a
pequena presenca das células do TAE aderidas a Capsula hepatica do figado. Porém, os

espagos sinusoides encontram-se mais dilatados do que o tratamento anterior (figura
16).
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Figura 10- Corte de tecido hepatico de
animal normal que recebeu ragédo, onde
sdo observados hepatocitos (M ) e
espaco sinusoide (I ). HE. 400X.

Figura 11 - Corte de tecido hepatico de

animal com TAE que recebeu ragéo,
onde sdo observados hepatocitos (4 ),
espaco sinusoide ( ] ), e presenca de
células tumorais aderidas ( %y, ). HE.
400X.

Figura 12- Corte de tecido hepatico de
animal com TAE que recebeu
medicamento Neotaxel®, hepatécitos
(M), espaco sinusoide (] ), € presenca
de células tumorais aderidas ( ). HE.
400X.

Figura 13 - Corte de tecido hepatico de

animal com TAE que recebeu o
flavondide  quercetina, onde sdo
observados hepatdcitos ( A ), espago
sinusoide ( I ), € presenca de células

tumorais aderidas {(~s=g, ). HE. 400X.
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Figura 14 - Corte de tecido hepatico de
animal com TAE que recebeu o
flavonodide ipriflavona, onde s&o
observados hepatocitos ( A ), espaco
sinusoide ( I ), e presenca de células
tumorais aderidas ( %). HE. 400X.

Figura 15 - Corte de tecido hepatico de

animal com TAE em que as células
foram tratadas previamente com o

flavondide  quercetina, onde sdo

(A) espago
sinusoide ( I ), e presencga de células

observados hepatocitos

tumorais aderidas (“Sg). HE. 400X.

Figura 16 - Corte de tecido hepatico de
animal com TAE em que as células
foram tratadas previamente com o
flavondide ipriflavona, onde sdo

(A ). espago
sinuséide ( I ), e presenca de células

observados hepatocitos

tumorais aderidas ( —~sg,). HE. 400X.
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7. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nesse estudo, observou-se que o modelo animal
adotado para a experimentagdo foi um método simples e reproduzivel, no que concerne
a transplantacdo das células do TAE e do tratamento dos animais, porém espécies de
animais de porte maior (por exemplo, coelhos), poderiam também ser utilizadas pela
facilidade de tratamento e maior quantidade de sangue que possuem, uma vez que
tivemos como objetivo quantificar parametros sanguineos.

Os flavonodides possuem varios mecanismos de acdo que s3o importantes na
patologia do cancer. Com mais estudos realizados podem se tornar futuros
medicamentos, e/ou tratamentos alternativos para o cancer.

Através dos resultados obtidos no experimento de uso de flavondides na
prevencdo do TAE, concluiu-se que os flavondides afetaram diferentemente os
parametros sanguineos quantificados. E todos os flavondides promoveram uma reducao
na viabilidade das células tumorais presentes no liquido ascitico formado na cavidade
abdominal dos animais. Ocorreu uma redu¢do no volume do liquido ascitico dos
animais tratados com a associa¢do de quercetina+naringenina.

O tratamento preventivo com os flavondides quercetina e naringenina possuiu
uma atividade antitumoral significativa de acordo com o critério da NCI.

Quando os animais com o tumor ascitico de Ehrlich foram tratados com os
flavondides, também observou-se alteragdes nos pardmetros sangiiineos avaliados.

Porém, sugere-se que a quantificagdo de marcadores tumorais seja realizada para melhor
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caracterizar o estudo. Houve uma reducdo na viabilidade celular das células do TAE
quando os animais foram tratados com a quercetina e a ipriflavona.

No experimento de tratamento das células do TAE com os flavonoéides as células
do TAE tratadas in vitro com os flavonoides quercetina e ipriflavona apresentaram uma
reducdo da viabilidade quando houve um aumento na concentra¢ao dos flavonoides. Os
animais que receberam células tratadas com os flavonoides quercetina e ipriflavona
tiveram alteragdes nos parametros sangiiineos quantificados e redug¢do na viabilidade

das células do TAE independente do tratamento.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Pela grande facilidade de transplantacdo, padronizacao e crescimento rapido do
TAE, este modelo favorece o estudo de associacdes de outros flavonoides com

quimioterapicos.
Avaliar a presenca de marcadores tumorais no soro sanguineo dos animais;

Verificar a atuagdo dos flavonoides sobre a forma sélida do TAE, que

possibilitard uma avaliagdo por um periodo de tempo maior.
Estudos in vitro para avaliar atuagdo dos flavonoéides sobre o ciclo celular.

Utilizagao de outros modelos animais para confirmag¢do dos resultados obtidos.
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