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RESUMO

Introducdo: Nos ultimos anos tém-se intensificado as pesquisas de novos compostos que
possam atuar no tratamento de diversos tipos de céncer. Entre os possiveis agentes com
atividade antitumoral estao alguns flavonoides, compostos fendlicos amplamente distribuidos na
natureza e presentes na maioria dos alimentos da dieta humana. Estudos epidemiol6gicos e
ensaios clinicos em humanos indicam que os flavonoides tém efeitos importantes na
guimioprevencdo do cancer e quimioterapia como terapéutica anticancer em potencial. Alguns
mecanismos tém sido apontados, incluindo inativagdo da carcinogénese, atividade
antiproliferativa, parada do ciclo celular, inducdo de apoptose e diferenciacdo, inibicdo da
angiogénese, antioxidacdo e reversao da resisténcia a multiplas drogas ou uma combinacédo
desses mecanismos. Objetivos: Avaliar em modelo animal de adecarcinoma de célon humano
se os flavonéis Rutina e Isoquercitina administrados de forma profildtica e terapéutica
apresentam-se como agentes antitumorais, influenciam no peso corporal, agem sobre a
peroxidacgdo lipidica no tumor, possuem potencial para modificar a expressédo da TP53 mutada.
Método: Os compostos foram utilizados de forma terapéutica e profilatica. O grupo controle nao
recebeu tratamento. A atividade antitumoral foi verificada pela curva de crescimento tumoral; o
peso foi aferido diariamente. Peroxidagcdo lipidica foi avaliada pelo método do TBARS.
Diagnostico anatomopatolégico foi realizado por histopatologia convencional (HE) e estudo
imunohistoquimico para determinacdo da expressdo da TP53. Resultados: Observou-se
inibicdo de crescimento tumoral no grupos: profilaxia com Isoquercitina (p=0.04), terapia com
Isoquercitina (p=0.03) e terapia com Rutina (p=0.00). N&o houve diferenga na peroxidacéo
lipidica entre os grupos teste e controle. Houve perda de peso significante nos grupos Rutina e
Isoquercitina profilaxia em relacdo ao Controle (p=0.00), assim como ganho de peso ho grupo
Isoquercitina terapia (p=0.00). Houve diferenca na expressao da TP53 mutada em relagdo ao
controle nas diferentes formas de administracdo (p<0.05). Conclusédo: Rutina e Isoquercitina
sdo biocompostos de acdo antitumoral, a variacdo do peso dos animais parece mais
relacionada a acédo antitumoral e diminuicdo do volume do tumor do que a acdo dos
biocompostos testados; ndo houve ag¢do antioxidante ou pro-oxidante no adenocarcinoma de
colon sob acdo da Rutina e Isoquercitina administradas de forma terapéutica ou profilatica
quando avaliada pelo método do TBARS; Rutina e da Isoquercitina terapéuticas e profilaticas
séo capazes de promoverem a diminuicdo da imunoexpressdo da TP53 mutada.

Palavras Chave: Flavonoides, Atividade citotoxica, Neoplasias, Xenotransplante,
Ensaios Antitumorais Modelo de Xenoenxerto
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ABSTRACT

Introduction: In the last years have intensified the search for new compounds that can be
effective in treating various types of cancer. Possible agents with antitumor activity are some
flavonoids, phenolic compounds widely distributed in nature and present in most human food
diet. Epidemiological studies and clinical trials in humans indicate that flavonoids have important
effects on cancer chemoprevention and chemotherapy as a potential anticancer therapy. Some
mechanisms have been identified, including inactivation of carcinogenesis, antiproliferative
activity, cell cycle arrest, apoptosis induction and differentiation, inhibition of angiogenesis, anti-
oxidation and reversal of multidrug resistance, or a combination of these mechanisms.
Objective: Evaluate in an animal model of human colon adecarcinoma if Rutin and Isoquercitin
flavonoids in prophylactic and therapeutic administration present themselves as anti-tumor
agents, influence on body weight, tumor lipid peroxidation and the potential to modify TP53
mutation expression. Method: The compounds were used as therapy or prophylaxis. The control
group didn’t receive treatment. The antitumor activity was verified by the tumor growth curve.
Lipid peroxidation was evalueted by the TBARS method. Histopathological diagnosis was
performed by conventional histopathology (HE), and immunohistochemical study was performed
to determination of TP53 expression. Results: We observed inhibition of tumor growth in the
groups: Isoquercitin prophylaxis (p = 0.04), Isoquercitin therapy (p = 0.03) and therapy with Rutin
(p = 0.00). There was a significant weight loss in rutin and isoquercitin prophylaxis groups
compared to the control group (p = 0.00), as well as a significant weight gain in therapy
Isoquercitin group (p = 0.00). There was no difference in lipid peroxidation between groups test
and control. There were changes in TP53 expression in all groups compared to the control group
(p < 0.05). Conclusion: Rutin and Isoquercitin are antitumor biocompounds; the animal weight
variation seems more related to the antitumoral activity and tumor volume decrease instead of
being related to the tested biocompounds; Rutin and the Isoquercitin administred in therapy or
prophylaxy forms did not have antioxidant or pro-oxidant action in the colon adenocarcinoma;
Rutin and Isoquercitin in therapeutic and prophylactic administration are able to promote
modification in TP53 mutation.

Keywords: Flavonoids, Cytotoxic Activity, Cancer, Xenotransplantation, Xenograft Model
Antitumor Assays

viii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

8-OHdG - 8-Hidroxi-guanina

ABC - Complexo estreptavina-biotina-peroxidase

Anti-TP53 - do Inglés, Anti-human TP53 protein, proteina TP53 anti-humano
CCR - Cancer colorretal

CONCEA - Colégio Brasileiro de Experimentacéo Etica

CONEP - Conselho Nacional de Etica em Pesquisa

DAB - Solucao de diaminobenzidina

EDTA - do Inglés, Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etilenodiaminotetraacético
EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

G - Gauge

G>T - Guanina-timina

G1 - Interfase do ciclo celular

HE - Hematoxilina-Eosina

INCA — Instituto Nacional do Cancer

MDA - do Inglés, Malondialdehyde, Malondialdeido

TP53 - proteina p53

PBS - do Inglés, Phosphate-buffered Saline, Solugdo tampéo fosfato-salino
PMSF - do Inglés, Phenylmethylsulfonyl Fluoride, Fenilmethilsulfonida fluoreto
RGB - do Inglés, Red Green Blue, Vermelho Verde Azul

RIPA - do Inglés, Modified radioimmunoprecipitation buffer, Tampéao
radioimunoprecipitacdo modificado



rs - Coeficiente da correlacdo de Spearman

SFB — Soro bovino fetal

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbitarico
TM — do Inglés, Tail Moment, Momento de cauda
TP53 — gene p53

TRIS - N-tris[hidroximetillJaminoetano

U/pixel — Unidades por pixel

WNT - Via de sinalizagdo candnica, do inglés “Canonical Wingless-type MMTV

pathway”



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Representacdo esqueméatica do modelo de progressédo tumoral do cancer
de célon com atuacdo de genes especificos. Gene TP53 possui atuacdo em fases
tardias da progreSSa0 tUMOTAL. ..........cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee et 19

FIGURA 2. Estrutura quimica da Rutina, da Quercetina-3-glicosideo e da Quercetina
(retirado de Wang €t al., 2011). .....cii i 21

FIGURA 3. Organograma do método experimental. Grupos Controle, Profilaxia e
Terapia subdivididos de acordo com o composto recebido, Rutina ou Isoquercitina,
Grupo Controle onde o tumor cresceu espontaneamente, sem intervencao.................. 28

FIGURA 4. Foto da inoculacdo subcutanea de células tumorais para a criagdo do
modelo de adenocarcinoma de c6lon humano heterotépico em animal atimico. ........... 30

FIGURA 5. Técnica de gavagem. Nota-se animal sendo gavado por agulha ponta-bola
em camara de fluxo laminar com imobilizacdo completa da por¢éo cranial. .................. 31

FIGURA 6. Fotografia do método de determinacdo do volume tumoral por meio da
afericdo com paquimetro de metal, do maior e do menor diametro tumoral. ................. 32

FIGURA 7. Fotografia de camundongo atimico exibindo tumor no local de implante que
se apresenta como (A) lesdo tumoral sdélida no subcutdneo da coxa esquerda
facilmente visivel, (B) com vascularizacdo abundante (setas). .........ccccvveeeeeeeeeriiiinnnnee. 37

FIGURA 8. Fotomicrografia de corte histolégico de espécime tumoral. A andlise
histopatolégica dos espécimes extirpados demonstrou adenocarcinoma de célon pouco
diferenciado. Podem ser observados agrupamentos de células tumorais de médio a
grande tamanho, citoplasma acidoéfilo e amplo, nacleo de cromatina delicada e nucléolo
evidente. Ha frequentes figuras de mitose, incluindo formas atipicas (setas) e células
em anel de sinete (cabecas de setas) [H&E, 400X]. ....ccoooriiiiiiiiii, 38

FIGURA 9. Evolugcéo do peso avaliado ao longo de uma semana dos animais com
adenocarcinoma de célon submetidos a profilaxia e terapia com Isoquercitina ou Rutina.
Notar perda de peso significante nos grupos Rutina e Isoquercitina profilaxia em relagao
ao Controle, assim como ganho de peso significativo no grupo Isoquercitina terapia. ..39

FIGURA 10. Crescimento tumoral avaliado por curvas de regresséo, ao longo de uma
semana, dos animais com adenocarcinoma de coOlon submetidos a gavagem com
Isoquercitina ou Rutina administradas de forma profilatica em relacdo ao grupo
Controle. Notar a inibicdo do crescimento tumoral com a administracéo da Isoquercitina
profilatica, com inibicdo do crescimento tumoral desde a data do implante tumoral, que
(=P a1 alr=To N (o] o To N e (o (=10 ] o o JAru 40

xi



FIGURA 11. Crescimento tumoral ao final da primeira semana em animais com
adenocarcinoma de colon submetidos & gavagem com Isoquercitina ou Rutina
Profilatica em relacéo ao grupo Controle. Notar a reducao expressiva do volume tumoral

com a utilizacdo da Isoquercitina administrada de forma profilatica............................... 41

FIGURA 12. Crescimento tumoral avaliado por curvas de regressdo ao longo de uma
semana de animais com adenocarcinoma de coOlon submetidos a gavagem com
Isoquercitina ou Rutina em esquema terapéutico em relacdo ao grupo Controle. Notar a
inibicdo do crescimento tumoral com a administragdo da Isoquercitina e Rutina, com
inibicdo do crescimento tumoral apds o implante ter atingido volume maior ou igual a
100mm?®, ou seja, apds 0 INICI0 O trATAMENTO. .........cceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e, 42

FIGURA 13. Crescimento tumoral, ao final da primeira semana, em animais com
adenocarcinoma de colon submetidos a tratamento com Isoquercitina ou Rutina
comparado ao grupo Controle. Notar a reducédo expressiva do volume tumoral com a
utilizacao dos biocompostos administrados de forma terapéutica.............ccceevvvveineeennn. 43

FIGURA 14. Crescimento tumoral ao final da primeira semana em animais com
adenocarcinoma de colon submetidos a gavagem com Isoquercitina ou Rutina
administrados de forma terapéutica ou profilatica. Notar a melhor acédo antitumoral na
terapia do que na profilaxia com Rutina, sem diferenga para a Isoquercitina. ............... 44

FIGURA 15. Peroxidacdo lipidica nos espécimes tumorais dos grupos Controle,
Isoquercitina e Rutina aferida pela expressao do malondealdeido (MDA). Nota-se que
nao ha diferenca entre os grupos tratados quando comparados ao grupo Controle.
Barra representa 0 ICO5%0. .. ..o 45

FIGURA 16. Microfotografia de adenocarcinoma de cdélon. Expressao de TP53 mutada.
Notar em: A (grupo Controle) grande expresséo de TP53, em B (grupo Rutina terapia),
TP53 em média expressdo e, em C (grupo Isoquercitina terapia), TP53 em menor
expressdo. Imunohistoquimica realizada para TP53. A, B: [IHx TP53, 100X]; C: [IHx
TP53, 400X]. o.vveietieeeeeeee et ee et e te e es et et es et et s et st s ettt sttt n et n e 46

FIGURA 17. Imunoexpressdo de TP53 mutada nos diferentes tratamentos do
adenocarcinoma de colon com Isoquercitina e Rutina administradas na forma profilatica
ou terapéutica. Notar diferenca entre os grupos quando comparados ao Controle. ...... 46

FIGURA 18. Vantagens e desvantagens de modelos animais de tumores (retirado de
R IS 0101 ) R PEPPRP 50

Xii



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... ..ottt 14
1.1. Epidemiologia do Cancer Colorretal.............cooviiviiiiiiiii e e 14
1.2. Carcinogénese colorretal e o papel dos oxidantes...............cccccvueieiiiiiiiiiiiiiiiiinns 15
1.3. A proteina TP53 e 0 cancer colorretal...........cooovvuiviiiiiiie e 17
1.4. Avaliagcéo da proteina TP53 por analise assistida por computador.............c........... 19
1.5. Modelo animal de adenocarcinoma NUMAN0...........ccouiiiiiiiiiiiiee e 20
1.6. Flavonoides Isoquercitina e Rutina como farmacos antitumorais ...............cccccuvees 21
1.7. CANCEr € FIAVONOIUES .....cceeiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e 23
1.8, JUSHITICALIVAL ... 25
2. OBUIETIVOS . ..ttt e et e eeaans 26
3. MATERIAL E METODOS ....ooouiiiiiieeee ettt sae e sre e steaneas 27
3.1. Animais de Experimentacdo e Grupos de EStudO..........ccoovvviiiiiiiiiieiieciiiicee e, 27
3.2. CUUra de CEIUIAS ........eeeeiiiieiee et e e e eeeeeeeeas 28
3.3. Criacdo do modelo de adenocarcinoma em camundongos atimicos....................... 29
3.4. Cuidado pés-operatdrio e manejo terapéutico dos animais ...........ceevveeeevvvneieeeeennn 30
I Nt I Yol [ [or= W o (=l o T= AV Vo =1 o P 31
3.5. Crescimento tUMOral ........ooooeiiiiee 31
3.6. Monitorizag8o do PesO dO @NiMAl..........cooiiiiiiiiiiiiii e 32
3.7. PreparaGao d0OS ESPECIMES ......ccoei i 32
3.7.1. Estudo histopatOlOQiCO .........cooeiiiiiiiiei e 33
3.7.2.  IMUNOEXPreSSA0 A TP53 .....coooeiiiiei e e e e e e e e e e e 33
3.7.3. Determinacgéo da peroxidagao lPidiCa ........ccuuveieiiieiiiiiiiiiiiee e 35

Xiii



3.8, ANAISE BSOS ALISTICA v v eeee e e 36

A, RESULTADOS ..o e e e e e e et e e e e e e ean e e eaans 37
4.1. Quanto a obtencdo do modelo de xenoenxerto de adenocarcinoma de coélon
RUMANOIHT29.... e ettt e e e e e e e e e e atba e e e eees 37
4.2. Quanto a variacao de peso do animal..............ceoiiiieiiiiiiiiiiii e 38
Comparacéo entre peso do grupo Controle com os grupos Isoquercitina e Rutina ....... 38
4.3. Quanto ao cresCimento tUMOTAl ..........ooeiiiiiiiiiiiiie e e e 39

4.3.1. Comparacao entre o grupo Controle e grupos Isoquercitina profilaxia e Rutina
0T (0 11 F= V= 39

4.3.2. Comparagdo entre os grupos Controle e Isoquercitina terapia e Controle e
U L =T (=T =T o] - WP 41

4.3.3. Comparacgéo dos grupos Rutina profilaxia e terapia e dos Grupos Isoquercitina

(o1 o) {1F= BT W= (=] = - 43
4.4. Quanto a peroxidacao lipidica nos especimes tUMOrais ............eeeeeeeeeeriiiiiiiieeenenn. 44
4.5. Quanto a expressao de TP53 n0s eSpECIMES tUMOrAIS .......cceeeeeeveeeeiiiiiiiiieeeeeeeeennns 45
B DISCUSSAD .....coiiiiiiiieieieieieieiei ettt ettt e e s s st s s enenenenens 47
6. CONCLUSOES......cocuiiiiiiiieiiieieiineiee ettt 56
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccoiiiiirietiieieie ettt 57
ANEXO Lot e et et e e e e e e e era e aaen 69

Xiv



14

1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia do Cancer Colorretal

O cancer é a segunda causa de morte no mundo, sendo somente menos frequente que
as doencas cardiovasculares. Estima-se que em 2016 cerca de 1.685.210 norte-americanos
serdo diagnosticados com céncer, excluindo o cancer de pele do tipo ndo melanoma. Destes,
em torno de 595.690 morrerdo da doenca, sendo quase 1.632 individuos por dia (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2016). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
para 0 ano de 2016, apontam a ocorréncia de aproximadamente 420 mil casos novos de
cancer, sem os casos de pele ndo melanoma. Incluindo este Ultimo, as estimativas apontam
para um total de 596 mil novos casos (INCA, 2016).

Entre os canceres de maior incidéncia, o cancer colorretal (CCR) € o quarto mais comum
na espécie humana, em ordem: cancer de pele do tipo ndo melanoma, préstata, mama e CCR
(INCA, 2016; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Embora sua incidéncia varie de acordo
com as regides do mundo, hd uma predilecdo por areas de maior desenvolvimento,
configurando-se como o segundo mais frequente na regido sudeste do Brasil, independente do
sexo (INCA, 2016).

Apesar da possibilidade de desenvolvimento relacionado a genética familiar, cerca de
75% dos casos de CCR ocorre de forma esporadica, surgindo de mutacbes sométicas e
evolucdo do clone celular tumoral (INCA, 2016). Estudos epidemiol6gicos indicam que, de
forma similar a outros canceres, a etiologia do adenocarcinoma de intestino grosso esta
associada a fatores genéticos e ambientais, sendo um dos mais notaveis, a dieta. Entre outros,
a carne vermelha, carnes processadas, bebidas alcodlicas, tabagismo e indice de gordura
corporal e abdominal merecem destaque. Por outro lado, os fatores protetores mais importantes
séo a atividade fisica e o consumo de alimentos que contém fibra dietética, ou seja, aqueles de
origem vegetal, tais como: frutas, hortalicas (legumes e verduras) e cereais integrais (MADEIRA
et al.,, 2009; INCA, 2016). Outros fatores de risco sdo a historia familiar de CCR, a
predisposicdo genética ao desenvolvimento de doencas crbnicas do intestino e a idade, esta

dltima diretamente relacionada a mortalidade (INCA, 2016).
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1.2. Carcinogénese colorretal e o papel dos oxidantes

Desde 1990 encontra-se bem estabelecido que o surgimento do CCR, a partir da mucosa
cOlica normal e sua evolucdo para pélipos, é mediado por uma sequéncia de mutagbes em
genes controladores da proliferacéo, diferenciacdo, adesdo e apoptose celulares (FEARON e
VOGELSTEIN, 1990). A importancia dos pdlipos adenomatosos esta, portanto, em sua
correlagédo direta com o CCR (GOLD e FREEDMAN, 1965; FEARON e VOGELSTEIN, 1990;
KIN et al., 1994; POOL-ZOBEL e LEUCHT, 1997; GEDIK et al., 2002). Desta forma, tanto a
remocdo dos adenomas quanto o diagndstico precoce por colonoscopia podem reduzir a
mortalidade do CCR.

Avancgos na compreensao da biologia molecular dos tumores vém demonstrando que o
CCR se desenvolve a partir de duas vias principais de carcinogénese. Estas duas vias sdo
conhecidas como instabilidade cromossdmica e instabilidade de microsatélites e respondem por
85% e 15%, respectivamente, dos casos de cancer colorretal esporadico (KIN et al., 1994;
POOL-ZOBEL e LEUCHT, 1997).

N&o obstante a presenca destas duas vias distintas de carcinogénese do CCR
esporadico, seu desenvolvimento surge a partir de mucosa célica normal. A grande duvida
concentra-se nos fendmenos iniciais que levam a mucosa normal a se transformar
progressivamente em pélipo adenomatoso ou em area de displasia focal. Existem fortes
evidéncias sugerindo que o evento inicial de agressao ao colondcito normal seja provocado por
agentes genotoxicos existentes na luz intestinal (PINHO e ROSSI, 1999; RIBEIRO et al., 2007;
RIBEIRO et al., 2008; PRIOLLI et al., 2013, SCALISE et al., 2016).

Os agentes genotoxicos sado caracterizados por possuirem atividade bioldgica primaria,
propria ou de metabdlitos, capazes de alterar informacbes codificadas no DNA. A
genotoxicidade ocorre quando a exposicao do agente toxico leva a alteracdo da estrutura ou do
contetdo de cromossomos (clastogenicidade) ou da sequéncia de pares de bases do DNA
(mutagenicidade) (MCGREGOR, 2000). A exposicao continua das células do epitélio cdlico a
diferentes agentes carcinogénicos representa a principal causa de dano ao DNA (PINHO e
ROSSI, 1999; RIBEIRO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008; PRIOLLI et al., 2013, SCALISE et
al., 2016).
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Dentre os agentes genotoxicos, as espeécies reativas de oxigénio (EROs) formadas
durante o metabolismo aerdbico das células da mucosa intestinal ou oriundas da dieta causam
0 estresse oxidativo (GEDIK et al., 2002). E sabido que o dano oxidativo ao DNA, ocasionado
pelas EROs e por outros radicais, tais como as espécies reativas de nitrogénio e grupos metilas
(CHg), estéo relacionados ao processo de inflamac¢do da mucosa célica e, possivelmente, ao
surgimento e desenvolvimento do cancer do aparelho digestorio (AMES et al., 1993; SCALISE
et al., 2016). A mucosa de todo o trato digestorio € continuamente exposta e vulneravel a

radicais livres que determinam dano oxidativo ao DNA.

Varias doencas que cursam com inflamacgéo cronica da mucosa do trato digestorio ja
foram associadas ao estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; AMES et al.,
1993; SERIL et al., 2003; KAWANISHI et al.,, 2006; RIBEIRO et al., 2007; LADEIRA et al.,
2008). Evidéncias relacionam a agresséao cronica ao epitélio célico por EROs, a exemplo do que
ocorre em portadores de doenga inflamatoria intestinal, como fator predisponente ao CCR. Em
doentes com retocolite ulcerativa inespecifica, o risco de desenvolvimento de cancer aumenta
significativamente com o tempo de duracdo da agresséo inflamatéria, estimando-se em 0,5% a
1% ao ano (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; SERIL et al., 2003; KAWANISHI et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2007).

EROs podem atacar proteinas, lipideos, agucares e DNA (AMES et al., 1993). A estreita
relagdo que existe entre as EROs, gastrite e cancer gastrico (LADEIRA et al., 2004) reforcam a
hip6tese de que o processo inflamatdrio crbnico possa ser o evento inicial de carcinogénese
(ITZKOWITZ e YIO, 2004; GOODMAN et al., 2008; LEUNG et al., 2008; SCALISE et al., 2016).

Autores mostraram associacdo inversa entre balanco oxidativo, que caracteriza
exposi¢cdes pro-oxidantes e antioxidantes, e adenoma colorretal (GOODMAN et al., 2008;
PRIOLLI et al.,, 2013; SCALISE et al.,, 2016). Leung et al. demonstraram que 0 estresse
oxidativo aumenta durante a progressdo do CCR ressecavel para metastase hepatica e ndo
ressecavel, como observado por esgotamento de vitaminas antioxidantes e aumento da
peroxidagdo lipidica (LEUNG et al., 2008), enquanto Scalise demonstrou que o dano oxidativo
aumenta na evolucdo da carcinogénse, na sequancia de tecido normal, polipo e

adenocarcinoma colorretal (SCALISE et al., 2016).
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O mecanismo pelo qual o estresse oxidativo promove a agressao ao DNA das células da
mucosa coélica ainda néo é totalmente conhecido. O radical OH representa 0 agente oxidante
mais comumente implicado no fenébmeno de oxidacdo de bases do DNA celular. As EROs séo
eletrofilicas, com atividade altamente reativa, atacando substancias com alta densidade de
elétrons, tais como as bases nitrogenadas que formam os acidos nucléicos que compbe a
molécula de DNA (BATTACHARYA e BARTON, 2001).

Dentre os mecanismos mais bem estudados de dano oxidativo ao DNA se encontra a
hidroxilacdo da base nitrogenada guanina. Nesta reacao existe a incorporacdo de um radical
OH" no carbono 8 da molécula da guanina, formando a 8-hidroxi-guanina (8-OHdG) (KASAI e
NISHIMURA, 1983). Durante o processo normal de duplicacdo do DNA, a guanina se pareia
com a citosina (G-C). Contudo, durante o processo de duplicacdo do DNA, caso ocorra a
formacdo da 8-OHdG, a guanina hidroxilada pareia-se, de forma errbnea, com a molécula de
adenina, ou seja, ocorre uma mutacdo do tipo transversédo (G>T). Na eventualidade de néo
haver correcdo, por meio das proteinas de reparo do DNA, no local onde ocorreu a inser¢ao da
8-OHdG, podera haver formacdo de proteina defeituosa. Caso esta proteina mutada se
encontre relacionada aos mecanismos de controle do ciclo celular, a célula podera ganhar
autonomia proliferativa e perda de controle da morte programada, formando clone de células
mutantes com caracteristicas semelhantes. Este desequilibrio do ciclo celular, com
favorecimento da proliferacdo em detrimento & apoptose, podera se constituir na explicagéo
molecular para o inicio de formacgéo dos pdlipos (TOYOKUNI et al.,1995). Assim podem surgir
clones de células com acentuada capacidade de divisdo celular e diferentes graus de
diferenciagcdo, determinando a formacdo de displasia tecidual de graus progressivos e 0
surgimento do cancer (KASAI e NISHIMURA, 1983).

1.3. A proteina TP53 e o céancer colorretal

O estudo das bases moleculares e genéticas envolvidas no processo de carcinogénese
encontra-se em expansdo. Dentre todos o0s genes reconhecidamente envolvidos neste
processo, destaca-se o TP53 situado no cromossomo 17 em 17p13.1 (YAMAGUCHI et al.,
1997). Este gene codifica a proteina supressora de tumor TP53, assim denominada devido ao
seu peso molecular de 53kDa (PINHO, 2000; MARTINEZ et al., 2008). Esta proteina é
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responsavel por verificar a ocorréncia de mutacdes no genoma, impedindo que a célula mutada
entre em processo de mitose e complete a divisdo celular a partir de duas possiveis vias:
correcdo da mutacédo por ativacdo de proteinas de reparo (p21 e PRb) ou inducdo da apoptose
(LIMA et al., 2006). Assim, ficou conhecida como “guardia do genoma” e exerce papel chave na
inibicdo do desenvolvimento de tumores, preservando a integridade do genoma em cada célula
(PINHO, 2000). A acao da TP53 resulta em parada do ciclo celular em G1, antes que ocorra a
duplicacdo do DNA, permitindo que aconteca o reparo do DNA. Em caso de auséncia de
possibilidade de reparacédo do dano, a célula é induzida a apoptose. Quando o gene TP53 sofre
mutacdes, a célula com mutacdes podera iniciar um clone maligno (RIBEIRO e SAFATLE-
RIBEIRO, 2006).

A alteracdo da proteina TP53 pbde ser determinada em tecido normal adjacente ao
tumoral e no adenoma (KAKLAMANIS et al., 1993; BRAND et al., 2013; SCALISE et al, 2016) e
pode ser considerada como a alteracdo decisiva no processo de malignizagdo, sendo
encontrada em 60 a 80% dos casos de CCR (FELIN et al.,, 2008; MARTINEZ et al., 2008).
Dessa forma, parece existir relagdo direta entre a mutacdo do gene e a formagdo do
adenocarcinoma colorretal (FEARON e VOGELSTEIN, 1990; RIBEIRO e SAFATLE-RIBEIRO,
2006; SCALISE et al., 2016) (figura 1). Além disto, a proteina é detectada em 30% dos
adenomas e em 40% a 60% dos adenomas com displasia de alto grau (KIN et al., 1994;
ITZKOWITZ e YIO, 2004). A alteracdo na TP53 acarreta em menor resposta ao tratamento
adjuvante e menor sobrevida em 5 anos (ELSALEH et al.,, 2001; PETERSEN et al., 2001;
RUSSO et al., 2005; AHMED et al., 2008), portanto apresenta importante valor no prognéstico
dos doentes. A literatura sugere que a mutagéo do TP53, que resulta da substituicdo de prolina
por arginina no cédon 72 desse gene, aumenta o risco de transformacdo maligna do adenoma
para o adenocarcinoma (LIMA et al., 2006). Recentemente Scalise e colaboradores (2016)
sugeriram a utilizacdo da TP53 no tecido normal adjacante ao tumor como marcador de
margem cirdrgica livre de tumor, pardmetro importante para diminuicdo de indices de recidiva

local do adenocarcinoma de célon (SCALISE et al., 2016).
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Mucosa Ade—n:_:ma Adengma [ Carcinoma
Normal I Inicial I Tardio I

APC (5q) K-ras (12p)
B-catenina DCC (18q)

TP53(17p)

FIGURA 1. Representacdo esqueméatica do modelo de progressao tumoral do cancer de célon com
atuacédo de genes especificos. Gene TP53 possui atuagéo em fases tardias da progressao tumoral.

1.4. Avaliacdo da proteina TP53 por andlise assistida por computador

Em 1992 foi apresentado método computadorizado que permite a avaliagdo quantitativa
de estruturas microscépicas (NOVELLI, 1992). Autores se beneficiaram, como era o objetivo
inicial do idealizador do método, quanto a pesquisa mais rapida e objetiva (MATOS et al., 1993;
NOVELLI et al., 1997; IMLAY et al., 1998; PRIOLLI, 1999; MARTINEZ et al., 2002; PRIOLLI et
al., 2003; STHEPHANI et al., 2004; ROSSINGOL et al., 2004; PRIOLLI et al., 2007; SOUZA et
al., 2008; MARTINEZ et al., 2008; PRIOLLI et al., 2010; PRIOLLI et al., 2013; SCALISE et al.,
2016).

Pela andlise de imagem assistida por computador foram estudados a cicatrizacao das
anastomoses intestinais (NOVELLI et al., 1997; PRIOLLI, 1999; PRIOLLI et al., 2003;
STHEPHANI et al., 2004), a superficie isquémica de mucosa gastrica em cdes submetidos a
vagotomia (MARTINEZ et al., 2002), a utilizacdo de anel biofragmentavel em comparagdo a
sutura manual em anastomose colo-célica (MATOS et al.,, 1993), expressao de proteinas
teciduais (PRIOLLI et al., 2010; MARTINEZ et al., 2011; PRIOLLI et al., 2013; SCALISE et al.,
2016) entre outras pesquisas (IMLAY et al., 1998; ROSSINGOL et al.,, 2004; SOUZA et al.,
2008; MARTINEZ et al., 2009, MARTINEZ et al., 2011).

A andlise de imagem assistida por computador permite quantificar de forma objetiva a
expressao tecidual de diversas proteinas e, desta forma, apresenta importancia no diagndéstico
e terapéutica de doentes com cancer, especialmente se estes marcadores puderem ser

detectados em sua forma pré-maligna e com a maior sensibilidade possivel. Programas de
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analise computadorizada foram desenvolvidos por empresas especializadas e atualmente estao
disponiveis comercialmente, tal como o utilizado nesse estudo* e permitem quantificar a TP53.
Vantagem na utilizacdo da imunohistoquimica assistida por computador para determinar o
conteudo da TP53 é o fato da proteina mutada, de forma distinta ao que ocorre com a forma
selvagem, apresentar-se estavel no tecido célico tumoral, tornando facil e precisa sua
imunoquantificagado (VOJTESEK et al., 1992; PINHO, 2000; SCALISE et al., 2016).

1.5. Modelo animal de adenocarcinoma humano

Os modelos animais sdo necessarios nao s6 para busca de mecanismos de patogénese,
mas também para os ensaios pré-clinicos de novas drogas anticancer. A introducdo do
camundongo atimico no inicio dos anos 60 foi seguida por grandes possibilidades em pesquisa
com modelos de tumor implantavel. Desde 1968 camundongos atimicos sdo usados como uma
importante ferramenta biomédica (PANTELOURIS, 1968; RYGAARD e POLVSEN, 1969).

Atualmente, o animal mais utilizado para o tipo de estudo dos adenocarcinomas humanos
€ 0 roedor atimico. Sua preferéncia ocorre pelas suas caracteristicas, como permitir rapido
crescimento tumoral, facil manuseio e a habilidade de aceitar as células de tumores humanos
(xenoenxerto). Como estes animais sdo imunocomprometidos, aceitam enxertos alogénicos ou
Xenogeénicos, incluindo os tumores malignos humanos. O transplante de tumores malignos em
camundongos foi amplamente utilizado em muitos tipos de pesquisa em cancer, porque 0O
animal pode manter as caracteristicas histoldgicas originais do tumor, tais como cariétipo,
expressdo de oncogenes, estrutura molecular e evolucdo clonal (THYGESEN et al., 1990;
PRIOLLI et al., 2014).

O modelo de inoculacdo subcutanea pode ser facilmente criado e é conveniente para a
observacdo do tumor (RYGAARD e POLVSEN, 1969; PRIOLLI et al.,, 2014). Tumores
implantados no subcutédneo produzem massas soélidas que séo visiveis, capazes de serem
medidas externamente e proporcionam facil acesso a bidpsia. A area tumoral tem, geralmente,

vascularizacdo abundante e a drenagem linfatica pode ser facilmente estabelecida, além disso,

* NIS Elements® for Windows



21

a mobilidade da pele permite a grande expansao do tumor. O modelo de neoplasia humana tem
alta taxa de sucesso de inoculacao e fornece informacao sobre a resposta do tumor a drogas
(CESPEDES et al., 2007; PRIOLLI et al., 2014).

A terapia individualizada é fortemente dependente da interpretacdo cientifica dos
parametros clinicos relevantes. Assim, modelo de doenca em animal que se assemelha ao
comportamento em humanos € necessario para que se possa validar os resultados de terapias

antineoplasicas.

1.6. Flavonoides Isoquercitina e Rutina como farmacos antitumorais

Nos ultimos anos tém-se intensificado as pesquisas de novos compostos que possam
atuar no tratamento de diversos tipos de cancer. Entre os possiveis agentes com atividade
antitumoral estédo alguns flavonoides, compostos fendlicos amplamente distribuidos na natureza

e presentes na maioria dos alimentos da dieta humana (HEIM et al., 2002).

Os flavonoides representam um dos grupos fenélicos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural, amplamente distribuidos no reino vegetal. As modificacdes
no anel central dessas substancias levam a diferenciacdo em subclasses (Flavonas, Flavondis,

Flavanonas, Flavandis, Antocianidinas e Isoflavonas).

Dentre estes compostos, 0s de maior interesse sdo a Isoquercitina (quercetina-3-O-
glicosideo, Q3G), Quercitina (quercetina-3-O-L-ramnosideo) e Rutina (quercetina-3-O-
rutinosideo) (figura 2), os quais possuem um dissacarideo (rutinose = ramnose + glicose) como

substituinte na hidroxila da posicao 3 do anel C (pirano) (KIM et al., 2011).

Rutina Quercetina-3-glicosideo Quercetina

FIGURA 2. Estrutura quimica da Rutina, da Quercetina-3-glicosideo e da Quercetina (retirado de Wang et
al., 2011).
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A absorcdo de flavonoides € variavel, pois a diversidade estrutural destes compostos
influencia em sua absorcdo intestinal e, consequentemente, em sua biodisponibilidade e
propriedades biolégicas (SCALBERT & WILLIAMSON, 2000; DE ARAUJO et al., 2013).

Os flavonoides em sua forma aglicona séo facilmente absorvidos pelo intestino delgado e
os flavonoides ramnosidicos necessitam ser hidrolisados pelas ramnosidases da microflora
colénica (HOLLMAN et al., 1999; ORFALI et al., 2016).

A absorcao no célon ocorre mais lentamente e com menor intensidade se comparada ao
intestino delgado, provavelmente devido a sua menor area de exposi¢éo e a baixa atividade dos
transportadores de membrana. A absor¢cdo da rutina € mais lenta e menos eficiente se
comparada a isoquercitina (HOLLMAN et al., 1999; MORAND et al., 2000; ERLUND et al.,
2002; ARTS et al., 2004; ORFALI et al., 2016).

O mecanismo pelo qual a glicosilacdo facilita a absor¢cdo da quercetina parece estar
relacionado com os transportadores de hexoses, especialmente o SGLT1 (transportador ativo
de glicose soédio-dependente 1), que seria responsavel por levar a forma glicosilada da
guercetina para o interior do enterdcito, no qual sofreria a acdo das glicosidases citosolicas
(GRAEFE et al. 2001; ORFALI et al., 2016). Segundo a conjugacdo de uma glicose a um
composto fendlico que resulta em absorgdo ativa a partir do lado da mucosa até o lado da
serosa, pelo sistema de transporte de glicose (ORFALI et al.,, 2016). Wolffram et al. (2002)
conduziram um estudo ex vivo, utilizando jejunos e célons proximais de ratos incubados com

solucdes de flavonoides que corrobora essa afirmacéo (MIZUMA et al., 1992).

Outro mecanismo de absorcao de polifendis foi sugerido, envolvendo enzima presente na
membrana da borda em escova do intestino delgado, a lactase florizina hidrolase, uma
glicosidase que catalisa a hidrdlise extracelular de alguns glicosideos. Apds a hidrélise, ocorre
difusdo passiva da forma aglicona pela membrana da borda em escova (DAY et al., 2003), caso
o flavonoide glicosilado atinja o interior do enterdcito ou do hepatécito (através de transporte
ativo, por receptores SGLT1), a B-glicosidase citosélica hidrolisara a molécula, formando os
flavonoides na forma livre, que posteriormente serdo conjugados e entrardo na corrente
sanguinea (NEMETH et al., 2003).
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Os metabdlitos dos flavonoides, encontrados no sangue, em 0Orgdos alvo ou como
resultado da atividade digestiva e hepatica, podem ser detectados na urina e nas fezes
humanas (WALLE et al., 2003). Altas taxas de excrecdo dos metabdlitos nas fezes indicam
baixa absorcdo dos flavonoides pelo organismo (MANACH et al., 2005). Os metabdlitos
glicuronizados e sulfatados sdo mais comuns no organismo se comparados aos metilados
(KROON et al., 2004). No entanto, uma mesma molécula pode sofrer diferentes processos de
metabolizacdo (YANG et al., 2008). O tipo de metabolizacdo depende da dose ingerida e da
natureza da molécula (MANACH et al., 2004).

A Rutina e a Isoquercitina possuem diversas atividades biolégicas ja documentadas,
sendo a propriedade antioxidante extensivamente estudada (FERRALI et al., 1997). Entretanto,
estudos tém mostrado que alguns desses compostos também apresentam efeitos pré-oxidantes
(LEUNG et al., 2006), inclusive com acéo indutora de apoptose em diversos tipos de tumores
(MICHELS et al., 2005; WANG et al., 2005). Com base nesses dados, os flavonoides podem ser
promissoras moléculas usadas como protétipos para o desenvolvimento de agentes

anticancerigenos.

Estudos epidemiolégicos e ensaios clinicos em humanos indicam que os flavonoides tém
efeitos importantes na quimioprevencdo do cancer e quimioterapia como terapéutica anticancer
em potencial. Alguns mecanismos tém sido apontados, incluindo inativagdo da carcinogénese,
atividade antiproliferativa, parada do ciclo celular, inducéo de apoptose e diferenciacao, inibicao
da angiogénese, antioxidagéo e reversdo da resisténcia a maltiplas drogas ou uma combinagéo
desses mecanismos (REN et al., 2003; LI et al., 2007).

1.7. Cancer e Flavonoides

Céancer é o processo patolégico e heterogéneo no qual as células sofrem alteracbes
metabdlicas e comportamentais modificando os circuitos reguladores do ciclo celular e, assim,
causando a proliferacdo celular anormal e excessiva (AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2008). Modificar a dieta € uma estratégia alternativa para a reducéo do risco de
cancer. Quanto aos fitoterapicos, ha pouca informacao disponivel sobre possivel efeito aditivo,

sinérgico, ou interacdes antagbnicas entre esses compostos. A citotoxicidade da Quercitina,
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Isoquercitina e Q4G (quercetina 4'-O-glucésido) foram comparadas; os resultados indicaram

que a Isoquercitina é uma candidata promissora para a terapia do cancer (PARK et al., 2014).

Regulacdo aberrante da apoptose estd envolvida na patogénese de varias doencas
podendo levar a proliferacdo celular descontrolada e tumorigénese. O cancer é um exemplo de
condicdo patoldégica em que 0s mecanismos normais de regulacdo do ciclo celular sdo
disfuncionais, quer pela proliferacdo excessiva de células, inibicdo/supressédo da apoptose ou
ambos. A apoptose é sugerida como mecanismo crucial para as propriedades quimioprofilaticas
associada a varios fatores dietéticos, eliminando potencialmente a acédo deletéria das células.
Numerosos compostos fendlicos mostraram efeitos antiproliferativos e citotéxicos, com
atividades pro-apoptética em células de cancer de vérias linhagens e modelos animais de
tumores (FRESCO et al., 2010).

Amado et al. (2011) descreveram a acao dos flavonoides sobre a via de sinalizacdo WNT,
gue desempenha papel importante no controle da diferenciacédo celular, proliferagcdo e morte,
bem como organogénese e homeostase em adultos (AMADO et al., 2011). Os canceres mais
comumente associados a esta via sdo colorretal (MARTINEZ et al., 2011), melanoma,
carcinoma hepatocelular, carcinoma gastrico, glioblastoma, leucemia e céncer de mama
(AMADO et al., 2011, GOMES et al., 2013).

Os ensaios in vivo e in vitro em embrides de Xenopus, modelo funcional de estudos de
sinalizagdo WNT, foram utilizados para demonstrar o efeito inibidor da Isoquercitina sobre
WNT/B-catenina (AMADO et al., 2014). O principal componente desta via é a proteina [3-
catenina, que funciona principalmente induzindo a transcricdo nuclear. Na auséncia de WNT
ligante, a B-catenina é fosforilada por varios complexos de enzimas, e é capaz de se ligar com o
complexo ubiquitina-proteassoma, que a degrada. No entanto, na presenca de ligante de WNT,
uma cascata de reagdes estabiliza a B-catenina, que em seguida se transloca para o nucleo e
induz a estimulac&o de fatores de transcricdo. Numerosos estudos demonstram que o controle
e ativacdo inadequados desta via estdo relacionados a varias doencas, incluindo cancer
(AMADO et al., 2014; MARTINEZ et al., 2011). A atividade antiproliferativa dos flavonoides esta
relacionada com a sua capacidade de modular a atividade de sinalizacdo de WNT em diferentes
niveis. Assim, cada um dos flavonoides atua em diferentes niveis da via tornando as suas

acOes especificas contra as linhagens tumorais (AMADO et al., 2014). O estudo com Xenopus,
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mostrou que o flavonoide atua na translocacdo de [B-catenina para o ndcleo. Esse efeito
prejudica o crescimento das células cancerigenas do célon SW-480, DLD-1, e HCT-116 por
inibir a proliferacdo e migracao celular, sem efeito citotéxico aparente (AMADO et al., 2014). O
estudo ndo demonstrou efeito significativo sobre as células do célon ndo tumorais (IEC-18),

sugerindo efeito especifico sobre células tumorais in vitro (AMADO et al., 2014).

Outro possivel mecanismo de acgdo antiproliferativo dos flavonoides esté relacionado a
sua capacidade de inibir a atividade da proteina TP53 na traducdo proteica, resultando no
aumento de células tumorais bloqueadas durante a mitose (AVILA et al., 1994).

Importante destacar que um dos grandes problemas dos medicamentos quimioterapicos
atuais é a sua nao especificidade para células tumorais, sendo também toxicos para células
normais. Problemas relacionados a ineficiéncia dos farmacos existentes frente a diferentes tipos
de céancer, bem como o aumento do aparecimento de linhagens resistentes a estes
medicamentos sdo também relatados (CHABNER & ROBERTS, 2005). Desta forma, a busca

por novos quimioterapicos para o tratamento do cancer continua despertando grande interesse.

1.8. Justificativa

Diante dos importantes efeitos biol6gicos e potencial dos flavonoides como agentes
antitumorais, e tendo em vista a escassez de compostos eficazes que apresentam baixa
toxicidade no tratamento do CCR, este trabalho pretende, a partir de modelo de
adenocarcinoma humano transplantado em camundongos atimicos, contribuir para o melhor
entendimento do mecanismo de acdo da Rutina e da Isoquercitina utilizadas de forma profilatica

e terapéutica no adenocarcinoma de colon.
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2. OBJETIVOS

Avaliar, em modelo animal de adenocarcinoma de coélon humano, se os flavonoides

Rutina e Isoquercitina, administrados de forma profilatica e terapéutica:

Apresentam-se como agentes antitumorais;
Influenciam no peso corporal dos animais;

Agem sobre a peroxidacao lipidica no tumor;

o o T @

Possuem potencial para modificar a expressao da TP53 mutada.
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3. MATERIAL E METODOS

A realizacdo deste estudo obedece a Lei Federal 11.794/2008 e as orientacdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o Comité de Etica no
uso de Animais (CEUA). Este trabalho s6 foi iniciado apés aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (numero 001.05.12) da Universidade Sao Francisco.

3.1. Animais de Experimentacédo e Grupos de Estudo

Foram utilizados 27 camundongos Balb/c-nu (nude), machos, com sete a oito semanas de
idade, média de peso de 20 g (Charles River Laboratories International, Inc., Wilmington, USA)

para o xenoenxerto de células de adenocarcinoma de célon/HT-29.

Os animais foram mantidos em condi¢Bes controladas de ciclo claro-escuro, temperatura
e umidade, com recebimento de agua e ragdo ad libitum em isoladores sob rack com ventilagdo
controlada.

Os animais foram distribuidos, por sorteio, em 3 grupos e, depois, em dois subgrupos

conforme uso profilatico ou terapéutico das drogas-teste, a saber (figura 3):

1. Grupo Profilaxia — 12 animais. Antes do implante tumoral os animais foram

submetidos a profilaxia com Isoquercitina (n=6) ou Rutina (n=6) por 7 dias;

2. Grupo Controle — 5 animais. Os animais, antes ou apés implante tumoral, ndo foram

submetidos a tratamento;

3. Grupos Terapia — 10 animais. Apos implante de células tumorais e o volume do tumor
ter alcancado 100mm?, os animais foram submetidos a tratamento com Isoquercitina (n=5) ou

Rutina (n=5) por 7 dias.
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Camundongos atimicos

n=27

Grupo Profilaxia Grupo Terapia

n=12 n=10

Isoquercitina Profilaxia Rutina Terapia

n=6 n=5

FIGURA 3. Organograma do método experimental. Grupos Controle, Profilaxia e Terapia subdivididos de
acordo com o composto recebido, Rutina ou Isoquercitina, Grupo Controle onde o tumor cresceu
espontaneamente, sem intervengao.

3.2. Culturade células

A linhagem celular de tumor utilizada para o xenoenxerto foi a de adenocarcinoma de
célon humano/HT-29 (ATCC HTB-38)". Todas as células utilizadas para o enxerto foram

submetidas a menos do que 22 passagens.

O descongelamento dos criotubos foi realizado a temperatura ambiente, o conteldo

transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e, para lavagem do glicerol utilizado no

Homo sapiens, caucasiano, 44 anos, componente secretor de IgA; antigeno
carcinoembriogénico (CEA); mucina, myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src -,
Tipo sanguineo A; Rh+; HLA Al, A3, B12, B17, Cw5, HT-29 células negativas para CD4, mas
h& expresséo na superficie para galactose ceramida.
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congelamento, o volume foi completado para 10 mL com meio de cultura RPMI-1640 contendo
5% de soro fetal bovino (SFB, Gibco 2010-09). O tubo foi centrifugado a 2000 rpm por 4
minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e descartado e o precipitado de células foi

ressuspendido em 5 mL de meio de cultura.

A linhagem de células foi descongelada e propagada em garrafas T75 a 37°C, em camara
umidificada com 5% de CO, (HeraCELL 150) usando o Modified Dulbecco Eagle Medium
(DMEM - Sigma D-5648), suplementado com 100 mM de piruvato de sodio (Gibco, 11-360),
10% de SFB e 1% de antibioticos (100 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina, Gibco
15140-122).

O meio de cultura foi trocado a cada 24 horas.

A cultura celular foi incubada com 3mL de tripsina - EDTA 0,25% (Gibco, 25 200) por 3
minutos para permitir a desagregacao celular e, posteriormente, a tripsina foi inativada com

SFB, presente no meio de cultura.

A viabilidade das células foi determinada em camara de Neubauer e avaliada pelo corante

Azul de Tripan.

3.3. Criagdo do modelo de adenocarcinoma em camundongos atimicos

As células tumorais quando em confluéncia superior a 80% e inferior a 95% foram
suspensas em 40 pl de solugdo-meio. Foram implantadas 4x10° células tumorais por injecéo
subcutéanea no dorso do animal, utilizando-se seringa de 1 mL, com agulha hipodérmica de
calibre 30G (figura 4).

Todos os procedimentos com os animais foram executados em fluxo laminar, devido a

imunodeficiéncia T dos camundongos, com rigorosa técnica de assepsia e antissepsia.
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FIGURA 4. Foto da inoculacdo subcutanea de células tumorais para a criacdo do modelo de
adenocarcinoma de célon humano heterotépico em animal atimico.

3.4. Cuidado po6s-operatorio e manejo terapéutico dos animais

Os grupos Profilaxia receberam Isoquercitina e Rutina previamente a inoculagdo de
células tumorais até as 24 horas que antecederam 0 xenoenxerto, enquanto 0s grupos Terapia
iniciaram o tratamento com Isoquercitina e Rutina 24 horas ap0s o0 xenoenxerto ter alcancado o

volume minimo de 100mm?.

Os animais receberam os compostos durante sete dias consecutivos, por meio de
gavagem, sempre no mesmo horario, apés um periodo de 30 minutos de jejum, que foi mantido
por 1 hora ap6s o procedimento. O grupo Controle ndo sofreu qualquer intervencgéo terapéutica
prévia ou apdés o xenoenxerto. Antes e apos o periodo de administracdo do composto os

animais mantiveram ingesta hidrica e de racédo padréo ad libitum.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais com padréo idéntico de recebimento de
ingesta hidrica e de racdo padrao durante todo o periodo de acompanhamento. Caso
ocorressem sinais de sofrimento sugeridos pela imobilidade, auséncia de ingesta, dispnéia,
ericamento da pele ou outros, o animal seria eutanasiado (end-point), garantindo o padrédo de

boa conduta e ética no manejo dos animais.
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3.4.1. Técnica de gavagem

Apbs jejum de 30 minutos os animais foram submetidos a gavagem realizada com auxilio
da canula ponta-bola, para evitar danos ao es6fago. O animal foi manualmente contido, sendo a
imobilizacdo da cabecga essencial nesse procedimento. A canula foi introduzida lentamente na

cavidade oral, através da boca e da faringe para o es6fago (figura 5).

Os compostos foram administrados lentamente nas doses de 30 mg/Kg e 17 mg/Kg
respectivamente para Rutina e Isoquercitina. Estas doses foram obtidas da literatura como
sendo as possiveis doses maximas téxicas de cada um dos compostos que ndo levassem ao
éxito letal (TAMANO et al., 2001; OLTHOF et al., 2003; KRIZKOVA et al., 2009; AZUMA et al.,
2010). O volume maximo administrado foi de 0,5 mL.

FIGURA 5. Técnica de gavagem. Nota-se animal sendo gavado por agulha ponta-bola em camara de
fluxo laminar com imobilizagdo completa da por¢éo cranial.

3.5. Crescimento tumoral

O animal foi monitorado diariamente apds o xenoenxerto, sendo aferido o volume tumoral
com paquimetro de metal e determinada a curva de crescimento tumoral dos grupos distintos. A

determinacdo do volume em mm? obedeceu & férmula: “Volume= S?x L/2” (TOMAYKO et al.,
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1989), em que o “S” representa o menor didmetro aferido e “L” o maior didmetro aferido (figura
6).

FIGURA 6. Fotografia do método de determinacdo do volume tumoral por meio da afericdo com
paquimetro de metal, do maior e do menor diametro tumoral.

3.6. Monitoriza¢do do peso do animal

Os animais foram diariamente submetidos a pesagem em balanca semianalitica (Marte®),
assim como a avaliacdo clinica composta por ericamento de pele, auséncia de ingesta
alimentar, imobilidade e prurido auricular, dispneia, relacionado a dor e desconforto nestes
animais. O procedimento foi realizados em fluxo laminar, com técnica asseptica rigorosa, sendo

os resultados anotados em prontuario eletrénico individual para ulterior analise.

3.7. Preparacdo dos espécimes

Ap0s anestesiados com cloridrato de xylasina a 2% e cloridrato de quetamina (50mg/mL)
(2:2) intramuscular 0,3 mL da solu¢éo/20 g, os animais foram submetidos a ressecc¢ao do tumor.
A seguir foi feita a eutanasia por deslocamento cervical em acordo com a determinagdo do
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade S&o Francisco e as regras Federais, para

roedores com peso inferior a 120 g.

Os espécimes tumorais excisados foram divididos em duas partes para a execucao das
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técnicas:

- Estudo histopatolégico convencional por coloragcdo com Hematoxilina Eosina (HE), para
determinacdo da presenca do tumor e grau histolégico e, imunohistoquimica, para expressao e
gquantificacdo de proteina TP53;

- Método do TBARS, para avaliacdo da peroxidacao lipidica.

3.7.1. Estudo histopatoldgico

Para a realizacdo do estudo histopatol6gico todos os espécimes cirlrgicos, previamente
fixados em solucéo de formalina a 10%, foram incluidos em blocos de parafina e submetidos a
cortes longitudinais.

Trés cortes de 4 ym foram obtidos de cada bloco na periferia do tumor, para obtencdo de
areas com e sem tumor, sendo corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

As andlises microscopicas foram feitas em microscopia 6tica comum. Presenca e grau de
diferenciagédo do tumor foram determinados.

3.7.2. Imunoexpresséao de TP53

a. Imunocoloragéo

Para a realizacdo do estudo imunohistoquimico todos os espécimes previamente fixados
em formalina e incluidos em blocos de parafina foram submetidos a dois cortes adicionais de 4

um e depositados em laminas previamente silanizadas.

Os cortes foram desparafinados por trés banhos sucessivos de cinco minutos em xilol e
trés banhos em etanol absoluto. A seguir, as laminas foram acondicionadas em recipiente
proprio e submersas em solugdo tampédo fosfato de sodio (PBS) 0,05 M e pH 7,2 por 10
minutos. Foi realizado bloqueio das peroxidases endoégenas pelo gotejamento de perdxido de
hidrogénio 30 volumes a 3% em camara Umida a temperatura ambiente durante 10 minutos,
seguido de mais uma lavagem com PBS por 10 minutos. Terminada esta etapa, realizou-se
recuperacao antigénica. As laminas foram acondicionadas em cuba com solucdo de citrato 10

mM em pH 6,0, submetidas ao calor em banho-maria a temperatura de 35°C por periodo de 40
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minutos e, ao final deste processo, deixadas esfriar por 20 minutos em temperatura ambiente,

sendo realizada lavagem com solu¢do tampéo fosfato salino (PBS) por cinco minutos.

Foi utilizado o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC- Dako Cytomation®,
Copenhagen, Dinamarca) adaptado as condi¢cbes laboratoriais. As laminas foram incubadas
com anticorpo primario monoclonal anti-TP53 (Monoclonal Mouse Anti-human TP53 protein.
Clone DO-7. Dako Cytomation® Copenhagen) que marca especificamente a TP53 mutada no
tecido célico neoplasico (VOJTESEK et al., 1992), diluido em albumina bovina (Sigma Chemical
CO®, Saint Louis, EUA) na proporcéo de 1:500 durante 16 horas a 4°C. Em seguida, lavadas
em PBS, com trés trocas de trés a cinco minutos e incubadas com anticorpo secundario
biotinilado (anti-IG - Dako Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca) diluido em albumina bovina
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguiram-se as etapas: lavagem em PBS com trés
trocas de cinco minutos cada; incubacdo com o complexo ABC diluido em tampao Tris, durante
30 minutos a temperatura ambiente; lavagem em PBS com trés trocas de trés a cinco minutos
cada; revelacdo com solucéo de diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical CO®, Saint Louis,
EUA) 0,6% e peréxido de hidrogénio 0,06%. As laminas foram lavadas em agua corrente e
agua destilada, contracoradas com hematoxilina de Harris por um minuto, e novamente lavadas
em agua corrente e dgua destilada. O processo final de desidratacdo das laminas obedeceu a
passagens com etanol em concentragfes crescentes (80%, 90%, etanol absoluto) e xilol 1, xilol
2, xilol 3. Apo6s o processo de imunocoloragdo as laminas foram montadas com laminula e

resina.

Para o controle negativo foi utilizada a amostra sem 0 anticorpo primario e para o controle

positivo utilizou-se a tonsila humana, conforme indicagdo do manual do fabricante.
b. Analise de imagem assistida por computador

A avaliagdo do conteudo de imunoexpressdo da TP53 tecidual foi executada por
processamento de imagem auxiliado por computador.

O sistema de captacdo de imagem é composto por cAmera Digital Color™ acoplada a

" Lumenera Infinity®
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microscopio?, ligado a monitor®, e ao computador™. As imagens foram analisadas em programa
especifico, NIS-Elements for Windows'™.

O processamento da imagem € executado por niveis de cores e tonalidades distintas,
permitindo a visibilizacdo de estruturas. Somente a estrutura composta pelos ndameros
resultantes da combinacdo RGB (Red, Green, Blue), que o usuério seleciona, aparece colorida
na tela do monitor, deixando escuro todo o restante da tela. O programa associa tabela de
cores aos valores numéricos dos pontos que compdem a imagem e a analisa, permitindo ao
usuario tomar conhecimento da quantidade de imunocoloracdo em todo o campo visibilizado.

A mensuracéo foi executada com aumento de 400X em area representativa da neoplasia.
A imagem gravada, observada na tela do monitor, foi captada pelo programa de aquisicdo de
imagem. Ao selecionar a imunoexpressdo da TP53, apenas ela foi observada de modo colorido.
A média de trés medidas da mesma lamina em campos distintos representativos do
adenocarcinoma de coélon foi considerada a medida final do conteddo de imunocoloracao,
determinada em U/pixels.

3.7.3. Determinacéo da peroxidacéao lipidica

O MDA é um aldeido reativo com baixa estabilidade e amplamente utilizado como
biomarcador na avaliacdo do estresse oxidativo (PILZ et al., 2000). Quando o MDA reage com 0
acido tiobarbitdrico, forma uma solucéo de cor avermelhada, que em acordo com 0s conceitos
de bioguimica experimental de Cisternas (CISTERNAS et al.,1999), tem sua absorbancia ideal
a 535 nm na leitura com espectrofotémetro. Alguns fatores podem alterar a absorbancia da cor
da amostra, como por exemplo, as hemoproteinas e metais de transicdo que, quando
associados a membranas celulares, podem melhorar a formacao da cor avermelhada no ensaio

do TBARS pela formacdo de oxirradicais e perdxidos, provenientes do aquecimento da

* Nikon® a-photo-2-YSC
S Dell®, 17 polegadas
” Dell-Dimension®, processador Pentium 4, dual-core, 1.8 Mb, plataforma Windows XP®

" Nikon Instruments Inc®
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membrana com o reagente padrdo TCA-TBA (tricloroacético e acido tiobarbitdrico). Para a
avaliacdo da peroxidacéo lipidica foi utilizado o doseamento de MDA (MARTINS et al., 2009).
As amostras ficaram congeladas a -80°C até o momento do uso.

Para o experimento, 30 mg de tecido tumoral foram obtidas da amostra e armazenadas
junto com as solucbes-tampéao (RIPA, PMSF e EDTA), imersos em banho de gelo até o final. As
solugbes tampédo impedem que o tecido sofra oxidagdo durante a trituracdo e homogeneizacdo
no Ultra turrax (IKA EW-04737-21) por 15 segundos. Posteriormente, as amostras
homogeneizadas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio com solugcdo de sédio dodecil sulfato
(Cayman Kit N-10009055) em triplicata, e agitado por 30 segundos. As amostras foram entdo
misturadas a reagente de coloracdo e colocadas em banho-Maria a 100 °C por 1 hora.
Imediatamente apds o banho foram imersas em gelo por 10 minutos para parada da reagédo. O
contetdo obtido foi entdo centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para placa de 96 compartimentos e a leitura foi realizada em leitor automético com

absorbancia a 532 nm.

3.8. Anéalise estatistica

A analise dos resultados obtidos foi realizada adotando-se nivel de significancia menor
que 5% (p<0,05) para rejeicdo da hipotese de nulidade (Rutina e Isoquercitina ndo sdo agentes
antitumorias) e aceitagdo da hipotese alternativa (Rutina e Isoquercitina s@o agentes
antitumorias) mediante os seguintes modelos: estatistica descritiva; medidas de tendéncia

central; teste de normalidade; analise de variancia, modelo de regressao polinomial.

Para andlise dos resultados foi utilizado o programa de andlise estatistica SPSS for

Windows, versao 20.0..
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo descritos sobre a forma de figuras e graficos. Cada cor apresentada
tem relacdo a um grupo especifico para facilitar a associagéo dos resultados com seu grupo.

Os resultados estatisticos significantes estdo acompanhados de identificagéo (*), com o p
descrito no texto; os testes utilizados estao, sempre que necessario, identificados.

A discusséao dos resultados esta apresentada em capitulo dedicado a este fim.

4.1. Quanto a obtencdo do modelo de xenoenxerto de adenocarcinoma de
c6lon humano/HT29

Em todos os casos implantados ocorreu sucesso do xenoenxerto observado

macroscopicamente (figura 7) e confirmado pelo HE.

. A

I
» i :

FIGURA 7. Fotografia de camundongo atimico exibindo tumor no local de implante que se apresenta
como (A) lesdo tumoral soélida no subcutdneo da coxa esquerda facilmente visivel, (B) com
vascularizacdo abundante (setas).

Todos os tumores foram classificados como pouco diferenciado (figura 8).
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FIGURA 8. Fotomicrografia de corte histolégico de espécime tumoral. A andlise histopatolégica dos
espécimes extirpados demonstrou adenocarcinoma de colon pouco diferenciado. Podem ser observados
agrupamentos de células tumorais de médio a grande tamanho, citoplasma acidéfilo e amplo, ndcleo de
cromatina delicada e nucléolo evidente. Ha frequentes figuras de mitose, incluindo formas atipicas (setas)
e células em anel de sinete (cabegas de setas) [H&E, 400X].

4.2. Quanto avariacado de peso do animal

Comparacéo entre peso do grupo Controle com os grupos Isoquercitina e

Rutina

Houve perda significativa de peso, avaliado em uma semana, no grupo tratado com
Rutina na administracao profilatica em relacdo ao Controle (p=0.00), assim como entre 0 grupo
Isoquercitina profilaxia e Controle (p=0.00).

Para os grupos terapia, houve ganho de peso do grupo Isoquercitina (p=0.00), sem
diferenca (p=0,46) para Rutina em relacéo ao grupo Controle (figura 9).
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FIGURA 9. Evolucédo do peso avaliado ao longo de uma semana dos animais com adenocarcinoma de
célon submetidos a profilaxia e terapia com Isoquercitina ou Rutina. Notar perda de peso significante nos
grupos Rutina e Isoquercitina profilaxia em relagdo ao Controle, assim como ganho de peso significativo
no grupo Isoquercitina terapia.

4.3. Quanto ao crescimento tumoral

4.3.1. Comparagcdo entre o grupo Controle e grupos Isoquercitina

profilaxia e Rutina profilaxia

Quanto ao crescimento tumoral houve inibicdo significativa com o uso da Isoquercitina
profilatica quando avaliado na primeira semana ap6és tratamento em relacdo ao grupo Controle
(p=0.04), nao existindo diferenca entre a utilizacdo da Rutina profilatica e o grupo Controle
(p=0.29) (figura 10).
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FIGURA 10. Crescimento tumoral avaliado por curvas de regressdo, ao longo de uma semana, dos
animais com adenocarcinoma de cOlon submetidos & gavagem com Isoquercitina ou Rutina
administradas de forma profilatica em relag@o ao grupo Controle. Notar a inibicdo do crescimento tumoral
com a administracdo da Isoquercitina profilatica, com inibicdo do crescimento tumoral desde a data do
implante tumoral, que se mantém ao longo do tempo.
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FIGURA 11. Crescimento tumoral ao final da primeira semana em animais com adenocarcinoma de colon
submetidos & gavagem com Isoquercitina ou Rutina Profilatica em relacdo ao grupo Controle. Notar a
reducdo expressiva do volume tumoral com a utilizag@o da Isoquercitina administrada de forma profilatica.

4.3.2. Comparacao entre os grupos Controle e Isoquercitina terapia e

Controle e Rutina terapia

Houve diferenca significante durante o tratamento com lIsoquercitina no grupo terapia
comparado ao grupo Controle (p=0.00), assim como quando comparados 0 grupo Rutina

terapia e Controle (p=0.00) quanto ao padréo de crescimento tumoral (figuras 12 e 13).
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FIGURA 12. Crescimento tumoral avaliado por curvas de regresséo ao longo de uma semana de animais
com adenocarcinoma de célon submetidos a gavagem com Isoquercitina ou Rutina em esquema
terapéutico em relacdo ao grupo Controle. Notar a inibicdo do crescimento tumoral com a administracédo
da Isoquercitina e Rutina, com inibicdo do crescimento tumoral ap6s o implante ter atingido volume maior

ou igual a 100mm?, ou seja, apds o inicio do tratamento.
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FIGURA 13. Crescimento tumoral, ao final da primeira semana, em animais com adenocarcinoma de
célon submetidos a tratamento com Isoquercitina ou Rutina comparado ao grupo Controle. Notar a
reducdo expressiva do volume tumoral com a utilizagdo dos biocompostos administrados de forma
terapéutica.

4.3.3. Comparacao dos grupos Rutina profilaxia e terapia e dos Grupos

Isoquercitina profilaxia e terapia

N&o ha diferenca para o uso da Isoquercitina quanto a forma de administracdo, enquanto
a Rutina se mostra mais eficaz (p=0.02) para a inibicdo do crescimento tumoral quando

administrada na forma de tratamento (figura 14).
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FIGURA 14. Crescimento tumoral ao final da primeira semana em animais com adenocarcinoma de c6lon
submetidos a gavagem com Isoquercitina ou Rutina administrados de forma terapéutica ou profilatica.

Notar a melhor acdo antitumoral na terapia do que na profilaxia com Rutina, sem diferenca para a
Isoquercitina.

4.4. Quanto a peroxidacéo lipidica nos espécimes tumorais

N&o houve maior quantidade de peroxidacdo lipidica, aferida pela quantidade de

malondealdeido, nos tumores tratados ou n&o tratados quando comparados ao controle (Figura
15).
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FIGURA 15. Peroxidacéo lipidica nos espécimes tumorais dos grupos Controle, Isoquercitina e Rutina
aferida pela expressao do malondealdeido (MDA). Nota-se que ndo ha diferenca entre os grupos tratados
quando comparados ao grupo Controle. Barra representa o 1C95%.

4.5. Quanto a expressao de TP53 nos espécimes tumorais

Houve diferenca (p=0.00) na expressao de TP53 entre os grupos (figura 15). Tanto a
Isoquercitna quanto a Rutina modificam a expresséo de TP53 mutada, nas diferentes formas de

administragdo, quando comparados ao Controle (figura 16 e 17).
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FIGURA 16. Microfotografia de adenocarcinoma de célon. Expressdo de TP53 mutada. Notar em: A
(grupo Controle) grande expressédo de TP53, em B (grupo Rutina terapia), TP53 em média expresséo e,

em C (grupo Isoquercitina terapia), TP53 em menor expressado. Imunohistoquimica realizada para TP53.
A, B: [IHx TP53, 100X]; C: [IHx TP53, 400X].
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FIGURA 17. Imunoexpressdo de TP53 mutada nos diferentes tratamentos do adenocarcinoma de célon

com Isoquercitina e Rutina administradas na forma profilatica ou terapéutica. Notar diferenca entre os
grupos quando comparados ao Controle.
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5. DISCUSSAO

E incontestavel que o cancer € um problema de salde publica e que acdes de controle e
prevencdo devem ser priorizadas em todas as regides, desde as mais desenvolvidas até as
mais desiguais. Nos ultimos anos o cancer se tornou a segunda causa de morte no mundo, com
menor frequéncia apenas quanto comparadas as doencas cardiovasculares (INCA, 2016;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

A partir da década de 60 os camundongos atimicos comecaram a ser utilizados em
ensaios pré-clinicos para estudo das neoplasias, por serem animais imunocomprometidos,
aceitarem enxertos alogénicos ou xenogénicos, como o adenocarcionoma de coélon humano.
(PANTELOURIS, 1968; RYGAARD e POLVSEN, 1969; THYGESEN et al. 1990; CESPEDES et
al., 2007; PRIOLLI et al., 2014). Algumas caracteristicas tornam esse modelo animal ideal, que
incluem crescimento tumoral rapido, facil manuseio, bem como a capacidade para aceitar as
células humanas. No presente estudo, todos o0s animais tiveram sucesso do enxerto,
contrastando com as taxas apresentadas na literatura para modelos de tumor de célon que
variam de 75% a 100% (CESPEDES et al., 2007 e PRIOLLI et al., 2014) e o crescimento
tumoral foi facilmente visibilizado para acompanhamento, atendendo aos critérios de
desenvolvimento de modelo ideal. Outro ponto importante do xenoenxerto € que 0S
camundongos atimicos permitem a manutencdo das caracteristicas histologicas originais do
tumor, tais como cariétipo, expressao de oncogenes, estrutura molecular e evolugédo clonal
(RYGAARD et al., 1969; PRIOLLI et al., 2014), tal qual encontrado neste estudo, quando o
diagndstico anatomopatoldgico revelou adenocarcinoma de c6lon humano pouco diferenciado,
assim como no doador da linhagem tumoral, mantendo desta forma, as caracteristicas da

linhagem parental celular.

Atualmente, o mercado farmacol6gico anticancer concentra-se na busca por novos
compostos que apresentam caracteristicas quimiotergpicas juntamente a potenciais efeitos
benéficos a saude individual (HEIM et al., 2002). Neste cenéario, flavonoides representam um

dos grupos polifendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural,
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apresentando uma grande variedade de efeitos organicos, entre eles os efeitos antiproliferativo
e antitumoral (HALLIWELL et al., 2005).

Os compostos fenodlicos estdo amplamente distribuidos na natureza e presentes na
maioria dos alimentos da dieta humana (HEIM et al., 2002). Segundo relatos bibliogréficos, a
Isoquercitina é absorvida de forma eficiente pelo organismo e possui alta biodisponibilidade,
sendo assim, pode-se assumir que a administracéo oral da Isoquercitina pode levar a efeitos
potencialmente benéficos, em especial aqueles relacionados a sua atividade antioxidante e
antitumoral (REN et al., 2003; LI et al., 2007). Esse composto pode atuar na prevencado e
tratamento de diversas doencgas, em especial o cancer, por sua capacidade de inibir danos
oxidativos através do sequestro de radicais livres, e de inibir a proliferacdo de células de

diversas linhagens tumorais (REN et al., 2003; LI et al., 2007).

A acédo antitumoral dos flavonoides Isoquercitina e Rutina, tanto administrados em sua
forma profilatica quanto terapéutica, péde ser observada no estudo, corroborando os dados da
literatura. Segundo alguns autores, os efeitos bioldgicos atribuidos a Isoquercitina sao
superiores aos efeitos observados para a Rutina (FERNANDEZ et al., 2005), em acordo aos
dados do presente estudo, que demonstrou atividade inibidora de crescimento tumoral mais
evidente com o uso da Isoquercitina. Em 2002, entretanto, Salucci et al. sugeriram que a
atividade antioxidante dos flavonoides n&o estava envolvida com a inibicdo do crescimento das
células de adenocarcinoma de célon. Os autores concluiram que a Isoquercitina era um
promissor agente antioxidante, mas que nao inibia o crescimento tumoral (SALUCCI et al.,
2002), discordando dos resultados encontrados no presente estudo, e nos demais relatos da

literatura, em que a Isoquercitina exerceu inibicdo significativa do crescimento tumoral in vivo.

Um fator que pode ser a causa dessa discrepancia é a forma como as medidas de
crescimento tumoral sdo avaliadas. De modo geral faz-se necessario lembrar que o crescimento
tumoral ndo ocorre de maneira linear. A taxa de crescimento tumoral foi determinada no
presente estudo por meio de curva de regressao polinomial. Esta necessidade é ainda mais
premente nos modelos de xenoenxerto onde a inoculacdo das células se faz em meio liquido,

levando a formacdo inicial de papula local que ir4 regridir com o passar do tempo pela absorgéo
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do meio e morte de parte das células tumorais inoculadas, antes que o clone de células que
originara o tumor, cresc¢a. Este crescimento, em ciclos, com aparecimento da papula, seguido
de seu desaparecimento e depois, de novo crescimento local, gera o aspecto tipico da curva
polinomial encontrada no presente estudo. Outro fator que influencia o crescimento tumoral ndo
linear é o desenvolvimento da neoangiogénese que, em momentos de ndo sustentacdo do
metabolismo tumoral, gera focos de morte tumoral e consequentemente, sua diminuicdo
seguida de novo crescimento, o que também pode influenciar diretamente nos resultados que

devem, desta maneira, serem analisados em sua curva polinomial de crescimento.

Resultados de estudo in vitro do grupo de pesquisa (hdo publicados) ndo demonstraram
inibicdo de crescimento celular para a linhagem HT29, tanto para a Rutina quanto para a
quercitina, em contraste ao demonstrado in vivo. Tais resultados corroboram a hip6tese de que
ndo se deve descartar produtos potencialmente antitumorais antes dos estudos in vivo, em
especial aqueles que sdo pré-drogas e dependem de seus metabdlitos, portanto, para gerar o
potencial beneficio & saude. Em acordo com esta afirmativa, recentemente a NIH (National
Institute of Health) inicia investimento em modelos animais com implante de diversas linhagens
tumorais para selecdo de novas drogas (LEDFORD, 2016). Entende ser este o método
potencialmente mais adequado, até 0 momento, para esta sele¢édo, a despeito das normativas,

cada vez mais complexas e exigentes, para liberacdo do uso de animais em experimentacao.

Quanto a forma de administracdo dos biocompostos, profilatica e terapéutica, tanto a
Rutina quanto a Isoquercitina, apresentaram mais efetividade quando administradas apés o
implante tumoral, denotando maior agéo antitumoral no tratamento e menor agéo profilatica no
desenvolvimento tumoral com o uso de flavonoides, embora sua acao profilatica também exista,
concordando com trabalhos que propdem utilizagcdo na quimioprevencdo dos tumores com
flavonoides (HSU et al., 2004; WANG et al., 2005). Possivelmente, a tendéncia seja inferir que
a acao antioxidante possa oferecer protecdo contra o desenvolvimento da neoplasia, entretanto,
ndo foi o encontrado no presente estudo. Estes resultados que inicialmente perecem
conflitantes podem dever-se ao modelo de implantacdo de células ja trazer a neoplasia como
doenca instalada, ndo podendo o biocomposto agir preventivamente aos carcindbgenos
iniciadores das mutac6es que déo origem ao tumor, no modelo adotado no presente estudo. Ha

diversas possibilidades quanto aos tipos de desenvolvimento de modelos de cancer (figura 18).
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Entre eles, os transgénicos, desenvolvidos de forma mais contemporanea; os implantados, mais
utilizados na pesquisa atual ou aqueles induzidos quimicamente, ha vantagens e desvantagens
gque precisam ser consideradas para a extrapolacdo dos dados encontrados (REIS et al, 2009).
Resultado diferente poderia ter sido obtido ao se empregar, por exemplo, modelo de indugéo de
tumor de célon e ndo modelo de enxerto, na testagem dos biocompostos de forma profiatica, o

que devera ser feito oportunamente.

Modelo Vantagem Desvantagem

Carcinégenos humanos
Imunocompetentes

Induzido por carcinégeno | Mdltiplos estagios, causas, fatores e | Inducdo de outras comorbidades
processos

Fisiopatologia similar a humana

Imunocompetente
o Permite identificacdoo de genes | Perda da heterogenicidade
Transgénico . . .
especificos relacinados a | tumoral

carcinogénese

Tumor implantével Imunocomprometido
) i Céancer humano idéntico Dificil implantag¢éo

Tumor implantavel . ) .
Util no estudo de mecanismos de | Ortotépica

metastases Invasivo desde o inicio

FIGURA 18. Vantagens e desvantagens de modelos animais de tumores (retirado de REIS, 2009)

No presente estudo, a pesagem diaria dos animais teve como objetivo ndo apenas o
acompanhamento de critérios de conforto e bem estar animal como também avaliar de forma
objetiva um dos critérios de toxicidade dos biocompostos mas, mais ainda, a capacidade da
Isoquercitina e da Rutina em prevenirem a caquexia induzida pelo tumor. Alguns estudos
recentes relatam que os flavonoides sdo capazes de prevenir ou reduzir a caquexia, sindrome
gue afeta pacientes ja seriamente comprometidos pelo crescimento tumoral e responséavel pela
diminuicdo na qualidade e expectativa de vida dos pacientes (EKAMBARAM et al., 2008;
CAMARGO et al., 2011, CAMARGO et al., 2012).
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Pesquisas tém demonstrado que citocinas pré-inflamatorias estdo diretamente implicadas
na etiologia da caquexia, sugerindo que essa sindrome seja uma condicao inflamatéria cronica
(MCCARTHY, 2003). Assim, a atividade anti-inflamatéria dos flavonoides seria potencialmente
capaz de atenuar e/ou suprimir essa sindrome, possivelmente contribuindo para uma melhoria
na qualidade de vida e no progndstico do paciente, aliada a sua capacidade de inibicdo do

crescimento tumoral.

Ao longo do tempo, notou-se aumento de peso nos animais que receberam a
Isoquercitina em relagdo aos animais ndo tratados, denotando efeito protetor sistémico dos
flavonoides, além do efeito antitumoral, corroborando estudos da literatura quanto a prevencgao
da perda de peso em portadores de neoplasias (EKAMBARAM et al., 2008; CAMARGO et al.,
2011, CAMARGO et al., 2012), entretanto ndo coincidem com os resultados encontrados para a
Rutina quando, no grupo profilaxia houve perda significativa de peso. Estes resultados podem
ser explicados pela auséncia de efeito antitumoral da Rutina, permitindo a manutencdo da
producdo de citocinas liberadas pelo tumor com progressdo inflamatéria e consequente
evolugdo da caquexia na presenca do tumor, em acordo com a afirmativa de McCarthy
(MCCARTHY, 2003). Desta forma, os resultados, que sugeriam inicialmente os flavonoides
como potenciais substancias contra a caquexia tumoral, parecem estar melhor relacionados aos
efeitos dependentes da inibicdo do crescimento tumoral do que da acéo direta do flavonoide

sobre a sindrome.

Alguns efeitos dos flavonoides tém sido apontados como acdo pro-oxidante e
antioxidante, incluindo inibi¢do do crescimento tumoral (REN et al., 2003; MICHELS et al., 2005;
WANG et al., 2005; LI et al., 2007; AMADO et al., 2014).

As células sdo unidades estruturais e funcionais sensiveis a acdo de diversos fatores
lesivos que interferem no seu metabolismo (NOVIKOFF et al., 1977). Todas as organelas
celulares podem sofrer alteracbes quando interagem com as espécies reativas de oxigénio
(EROs), porém, na membrana celular acarretam alteragdes na permeabilidade, comprometendo
todo o metabolismo celular (FERREIRA et al., 1997). Quando a peroxidacéo lipidica acontece,
ha perda da seletividade na troca idbnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomos e formacdo de produtos citotoxicos, como o MDA,

resultando na morte celular (FERREIRA et al., 1997). Em estudos que visam avaliar o dano
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celular pelo estresse oxidativo por meio da quantificacdo do MDA, produzido na peroxidacdo
lipidica, sob um fator oxidante especifico, 0 método de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) é amplamente utilizado nos dias de hoje, com seguranca. O estudo
pioneiro na utilizacdo do TBARS, realizado por John A. Buege e Steven D. Aust (BUEGE et al.,
1978), teve como intuito principal avaliar os produtos da peroxidacao lipidica em membrana

microssomal, entre eles, o MDA.

EROs sao possiveis agressores das células, podendo danificar todos os componentes
celulares. Considerando os estudos de Halliwell e Gutteridge (1990), as EROs séo produzidas
em condi¢cBes fisiologicas do metabolismo celular aerébio. O oxigénio (O,) sofre reducéo
tetravalente com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de H,O. Durante esse
processo sao formados intermediérios reativos, como os radicais superoxido (O), hidroperoxila
(HOy) e hidroxila (OH"), e o perdxido de hidrogénio (H,0O,). Oxigénio (O,) e o peroxido de
hidrogénio (2H,0) e acido hipocloroso (HOCI) ndo oxidantes dos radicais também séo formados

Nesse processo.

O estresse oxidativo é um desequilibrio bioquimico no qual a producdo de EROs excede a
capacidade antioxidante natural. Este desequilibrio pode ocorrer quando 0 organismo é exposto
a pro-oxidantes. Os EROS fazem parte dos agentes genotdxicos, promovendo dano oxidativo
ao DNA celular acarretando mutacdo do tipo transversdo na base nitrogenada guanina. Este
desequilibrio no ciclo celular favorece a formagéo dos pdlipos (AMES et al., 1993; GEDIK et al.,
2002; SCALISE et al., 2016).

Pesquisas apontam que a Quercetina e a Silibina possuem atividade inibitéria da Xantina
Oxidase, resultando em declinio do dano oxidativo (SHOSKES, 1998; NIJVELD et al., 2001). Os
flavonoides séo reconhecidos como agentes quimiopreventivos (HSU et al., 2004), entretanto,
no presente estudo, ndo se pdde observar acdo antioxidante com a administracdo da
Isoquercitina profilatica, discordando dos achados da literatura. Possivelmete isso se deva aos
flavonoides também apresentarem efeitos pro-oxidantes e desta forma, agirem como inibidores
da progressdo de tumores (WANG et al., 2005; LEUNG et al., 2006). Entretanto ndo se
observou maior leséo oxidativa no grupo com administracdo dos biocompostos em comparacéo
ao controle, assim, os resultados encontrados ndo parecem estar relacionados a inibicdo anti ou

pré-oxidatnte dos biocompostos.
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O adenocarcinoma é a principal forma de cancer colorretal e, apesar de ainda haver
davida sobre os fendbmenos iniciais que levam o tecido normal a se transformar
progressivamente em areas de displasia focal e evoluirem para a neoplasia, existem fortes
evidéncias sugerindo que o evento inicial de agressdo ao tecido seja provocado por agentes
genotoxicos existentes localmente e que sua génese inclui como principal fator a disfuncéo
apoptética (BRIGHT-THOMAS E HARGEST, 2003).

A carcinogénese € complexa e resulta da interagdo entre fatores genéticos e ambientais
(HAMILTON e AALTONEN, 2000; LI e LAI, 2009; SCALISE et al., 2016). O modelo classico de
carcinogénese proposto em 1990 por Fearon e Vogelstein é baseado na sequéncia adenoma-
carcinoma que envolve mutacbes em oncogenes (K-ras e beta Catenina) e a inativacado de
protooncogenes envolvidos na supressao tumoral como o TP53 e suas proteinas relacionadas
(FRATTINI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2008; RUA e PENA, 2012).

Em 2011, Hanahan & Weinberg reavaliaram o processo de tumorigénese demonstrando
sua complexidade e poder adaptativo, expondo novas -caracteristicas emergentes na
carcinogénese, como instabilidade genbmica, evasdo a mecanismos imunes e reacdes
inflamatorias locais, as quais contribuem ativamente ao processo de proliferacdo e invasao
neoplasica (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A proteina TP53 possui papel importante no campo de pesquisa em cancer (ARAKAWA,
2005) por atuar ativamente em processos de apoptose, regulagdo do ciclo celular e contribuir
para a integridade do genoma humano (JOERGER e FERSHT, 2010). Mutagfes do gene TP53
sdo extremamente comuns e ocorrem em mais de 50% dos canceres humanos (ARAKAWA,
2005; BAI e ZHU, 2006; HAO e CHO, 2014; SCALISE et al., 2016). No CCR, representam de 60
a 80% das mutacBes (PINHO e ROSSI, 1999; MARTINEZ et al., 2008), ocorrendo
predominantemente em tumores do colon distal (FRATTINI et al., 2004; SUGAI et al., 2006;
MARTINEZ et al., 2008).

A TP53 pode ser ativada em resposta a diferentes estressores celulares, como dano ao
DNA, e atua primariamente como fator de transcricdo para a producdo de diversas proteinas.
Entretanto, ela pode agir especificamente em diferentes genes-alvos e no recrutamento de
enzimas reparadoras de DNA (ARAKAWA, 2005; CLEWELL et al., 2014).
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A linhagem tumoral de adenocarcinoma de c6lon/HT-29 possui a caracteristica intrinseca
de mutacdo do TP53, garantindo o bloqueio de sua atividade. Entre os potenciais efeitos
antitumorais dos flavonoides destacam-se a atividade antiproliferativa, a suspensdo do ciclo
celular de linhagens tumorais e/ou a inducdo da apoptose pela atividade pré-oxidante
(ARCHIVIO et al., 2007; PIERINI et al., 2008; LOA et al., 2009). Compostos fendlicos mostram
efeitos antiproliferativos, citotoxicos e atividade mais especificamente pro-apoptética em células
de cancer de vérias linhagens e modelos animais de tumores entre outros (REN et al, 2003; LI
et al, 2007; FRESCO et al.,, 2010). A resisténcia a morte celular e a sustentacdo de vias
sinalizadoras de proliferacdo celular sdo dois dos principais alvos de terapias antitumorais
descritos na literatura abordando os efeitos de flavonoides (YOSHIMIZU et al., 2004; PIERINI et
al., 2008; YANG e LIU, 2009; KIM et al., 2011; HAO e CHO, 2014). Neste ensaio foi possivel
verificar a modificacdo da imunoexpressdo da TP53 pela acdo dos flavonoides utilizados.
Embora a literatura demonstre novas evidéncias onde os flavonoides podem atuar de maneira
independente da via TP53 (KIM et al., 2011), a andlise imunohistoquimica demonstrou reducao
significativa da expressdo de TP53 mutada em todos os grupos testados, quando comparados
ao grupo controle. Os resultados do presente estudo corroboram os dados da literatura e
reafirmam a acdo da Isoquercitina e da Rutina sob modulagéo da via apoptética mediadas pela
proteina TP53.

Estudos recentes que investigam a acdo antitumoral de flavonoides demonstram o
envolvimento de vias de regulagcdo apoptoética, mediadas ou ndo pela via da proteina TP53
(TANIGAWA et al., 2008; KIM et al., 2011; LI e GAO, 2013). A atividade antiproliferativa dos
flavonoides esta relacionada com a sua capacidade de inibir a atividade da TP53 mutada na
traducdo proteica, resultando no aumento de células tumorais bloqueadas durante a mitose
(AVILA et al., 1994), e/ou de induzir sua atividade apoptotica (MICHELS et al., 2005; WANG et
al., 2005) e/ou do bloqueio do ciclo celular em diferentes estagios (LEPLEY et al., 1996;
CASAGRANDE e DARBON, 2001; HADDAD et al., 2006). Tanigawa et al (2008) demonstrou
que a quercetina possui acdo direta dose-dependente na ativacdo da proteina TP53 e em
genes dependentes da mesma, além de proporcionar bloqueio do ciclo celular, com aumento de
células tumorais nas fases G2/M (TANIGAWA et al., 2008). Em conformidade ao estudo citado,

Kim et al. (2011) e Chan et al. (2013) voltaram a demonstrar a acdo antitumoral da quercetina
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por atuacdo direta na ativacdo do processo apoptético pela TP53, comprovando sua a¢do na
regulacdo da proteina e, adicionalmente, demonstrando a acdo do flavonoide em conjunto ao

quimioterpico, aumentando sua eficacia (KIM et al., 2011; CHAN et al., 2013).

Desta forma, pode-se dizer, pelos resultados do presente estudo, que a a¢do antitumoral
terapéutica dos flavonoides Rutina e Isoquercitina decorre, ao menos em parte, da modulacao
da TP53 a qual permite a inducéo de apoptose e diminuigcdo do volume tumoral. Novos estudos
sdo necessarios para confirmar a acao profilatica da Isoquercitina em modelo induzido de

adenocarcinoma de coélon.
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6. CONCLUSOES

Segundo o delineamento do presente estudo, em modelo animal de adenocarcinoma de
célon humano, os flavonoides Rutina e Isoquercitina, administrados de forma profilatica e

terapéutica:

a) Sao biocompostos de acao antitumoral;

b) Influenciam a variagdo do peso dos animais, o qual parece melhor relacionado a acao
antitumoral e diminui¢cdo do volume do tumor do que diretamente a atividade dos biocompostos;

d) Ndo demonstram acao antioxidante ou pré-oxidante, quando avaliada pelo método do
TBARS;

e) Sao capazes de modular a imunoexpressao da TP53 mutada.
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ANEXO |
UNIWVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa ~ CEP SAO FRANCISCO

Braganga Paulista, 30 de Maio de 2012.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: INVESTIGACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO/APOPTATICO DE NOVOS
DERIVADOS DE FLAVONOIDES: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO.

AREA DE CONHECIMENTO: Satde e Biologicas
Autor(es): Profa. Dra. Denise Gongalves Priolli; Profa.Dra. Patricia de Oliveira Carvatho

Instituigio: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Protocolo: 001.05.12

Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou em
reunio ordindria dia 30/05/2012 a pendéncia do projeto de pesquisa supracitado, sob 3
responsabilidade de Vossa Senhoria,

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: APROVADO




