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RESUMO

A terapia mais utilizada para tratar o cancer cetal € a resseccdo cirargica
associada a tratamento adjuvante com antineopfasa® quais apresentam efeitos
mutagénicos em células normais. Os flavondidesce@tpostos polifendlicos que possuem
ampla atividade farmacologica, sendo a rutina um sdes representantes de maior
acessibilidade, porém com baixa biodisponibilidaddnidrolise enzimatica da rutina, rutina
hidrolisada (RH), leva ao aumento de sua biodidplicade e em decorréncia 0 aumento de
sua atividade antiproliferativa e antioxidante quele estar relacionada a via de reparo de
DNA. Objetivo: Avaliar a acdo da RH sobre a expressédo de preteissociadas a via de
reparo ATM.Métodos: Os animais foram inoculados com 4%t@lulas de adenocarcinoma
de cdélon humano/HT-29, processadas em culturaacel@ volume tumoral foi aferido
diariamente e, ap0s eutanasia e resseccdo turasrainostras foram submetidas a analise
histolégica (HE), imunohistoquimica, genética (PGREitometria de fluxo. A analise dos
resultados foi realizada adotando significancia 8&. Resultados/Discussao: A
administracdo profilatica da RH inibiu o crescintentimoral relacionada a ativacdo do
checkpoint da via ATM pela diminuicdo da expresdaoproteina c-Myc e diminuicdo na
expressdo de TP53 mutad&onclusdo: O flavondide RH demonstrou potencial
antitumorigénico sobre o adenocarcinoma colorrétdt29. Sua acdo parece relacionada a
parada do ciclo celular, apés ativacdo do check@®iG2 por fosforilagdo de ATM com
consequente diminuigdo de proliferagdo mediada prelgeina c-Myc, a0 mesmo tempo em

que modula a proteina TP53, aumentando a morter&dipar meio da apoptose.

Palavras-chave Flavonoides, Cancer colorretal, Estresse oxidathtaxia telangiectasia.



ABSTRACT

The most commonly used therapy for treating colatecancer is surgical resection
associated with adjuvant treatment by antineoglagjents which have mutagenic effects on
normal cells. Flavonoids are polyphenolic compourdat have wide pharmacological
activity, being rutin one of its representatives gfeater bioavailability, but low
biodisponibility. The enzymatic hydrolysis of rutitnydrolyzed rutin (HR), leads to an
increase in its biodisponibility and, as a consegee an increase in its antiproliferative and
antioxidant activity, which may be related to thé\® repair pathway.Objective: To
evaluate the HR action on proteins expression &dsdcwith the ATM repair pathway.
Methods: Animals were inoculated with 4xiHT-29/colon adenocarcinoma human cells,
growth in cell culture. Tumor volume was measuraidlydand, after euthanasia and tumor
resection, the samples were submitted to histaddgioalysis (HE), immunohistochemistry,
genetics (PCR) and flow cytometry. An analysis lué tesults was carried out adopting a
meaning of 5%.Results / Discussion:Prophylactic HR administration inhibited tumor
growth related to ATM phosphorylation by decreasiAligyc expression and decreased TP53
mutation. Conclusion: HR flavonoid demonstrated antitumorigenic potntn human
colon adenocarcinoma / HT-29. Its application latezl to a cell cycle arrest, after activation
of the S/G2 checkpoint by ATM phosphorylation wibnsequent decrease of proliferation
mediated by the c-Myc protein, while modulating T53 protein, increasing tumor death by

apoptosis.

Keywords: Flavonoids, Colorectal cancer, Oxidative strégaxia telangiectasia.



1. INTRODUCAO

Entre os canceres de maior incidéncia, o cancerretdl (CCR) configura-se como o
segundo mais frequente na regido sudeste do Binadépendente do sexo. Embora sua
incidéncia varie de acordo com as regides do mueddp uma predilecdo por areas de maior
desenvolvimento, admite-se que o CCR € o0 quarte manum na espécie humana, em
ordem de incidéncia: préstata, mama feminina, pal@dCR (INCA, 2016; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2013).

A sequéncia adenoma-carcinoma causa inumeras restagdgenes que transformam
um epitélio normal de colon em um adenoma, sensid @ a lesdo pré-carcinoma (LESLIE,
2002) e esse estresse gera uma mutacdo espeaiicAP&3 que vai determinar a
transformacdo desse adenoma para um adenocarcf@@ET| et al., 2000). O estresse
oxidativo parece estar diretamente relacionadota asimulo de mutacbes e ao CCR
(SCALISE et al., 2016; PRIOLLI et al., 2013; RIBE)Ret al., 2008).

O entendimento dos mecanismos relacionados comi@aglular € muito importante
para que se possa compreender a etiologia do cafaiiclo celular, o qual € conhecido
como a alternancia de mitose e intérfase, dever@cde maneira muito precisa para que a
duplicacdo celular ocorra da maneira correta, seos.eEste controle permite que as células
parem o ciclo celular e tenham tempo de reparadares antes de completar o ciclo
(ALBERTS, 2011), onde a TP53 tem grande importangizZando ndo mutada, ficando
conhecida como a “guardia do genoma”, pois impage ag mutacdes sejam transmitidas
para as células-filhas.

Células eucariodticas estdo sob ataque continuogeetes oxidantes externos, bem
como dos subprodutos do metabolismo normal conitR&3s. Seja qual for a origem, o dano
genético ameaca a sobrevivéncia da célula, leatéadia de 6rgdos, imunodeficiéncia, entre

outras patologias, ao cancer.



Para assegurar que as células passem coépias égatasus genomas para a proxima
geracao existem pontos de vigilancia, denominadogos de verificacaockieckpoints) do
ciclo celular. A funcdo global destekeckpoints € detectar o dano ao DNA e reorganizar a
progressao do ciclo celular, reparando o DNA. Ndmmeate, a ativacdo retarda ou adianta as
fases do ciclo celular, permitindo assim que osamiscos de reparacdo sejam adequados
para corrigir lesdes genéticas, antes que estas;frag sejam passadas para as células-filhas.
Em determinados tipos de células, as proteinagalgilb dosheckpoints levam a quebras no
DNA e a morte celular por apoptose através da iwlde TP53.

ATM é uma das vias quinases centrais envolvidasesgosta celular das quebras do
DNA que podem surgir, por exemplo, intrinsicamenteavés das paradas de replicacédo ou,
extrinsecamente, através de exposicédo a radiagiante, elementos quimicos, drogas, etc
(VAN GENT et al., 2001). Uma proposta de tratamgenisando inibicdo do crescimento
tumoral, é a ativacéo da via de TP53 atraves dagdtd da via ATM.

Embora o tratamento principal do CCR seja a reégsecgurgica, na maioria das
vezes, sera necessario o tratamento com antinem@asos quais apresentam grande
potencial inflamatorio e de inducdo de efeitos m@itecos em células normais. Assim torna-
se necessario a descoberta de agentes antituncoraisnenor toxicidade e menos efeitos
colaterais aos pacientes.

Dentre os compostos naturais, os flavondis, alémsue atividade antitumoral
apresentam poucos efeitos genotdxicos as céluldsassgdUTESCH et al., 2008).
Experimentos em ratos e em culturas de célulatarala o potencial da rutina e da quercitina
na inibicdo da neoplasia do colon (PEREIRA, 1998KIN, 1999; DESCHNER, 1991,
YANG, 2000, DE ARAUJO, 2013). Em modelos animaidumdos (azoximetano),
obtiveram diminuicdo da proliferagéo celular tunhotanto a rutina quanto a quercitina que

mostraram reduc¢do significativa pela inibicdo d=ef& e assim como de areas de displasia,



além de reduzir o numero de tumores desenvolvidBSCHNER, 1991; YANG, 2000).

Ha ampla distribuicdo e abundéancia de rutina easrespécies vegetais do mundo
inteiro, o que faz deste flavondide matéria pridaguada para a obtencdo de Q3G por meio
da hidrolise de seu ramnosidico. A rutina (queraiti3-O-rutinosideo) € um glicosideo
conjugado, pertencente a classe dos flavonois, r@afta pela quercitina (3,5,7,3-4'-
pentahidroxiflavona) ligada na posicdo C2 do analna molécula dissacaridica, a rutinose
(C12 H22010) que € composta de uma molécula de asenre uma de glicose
(WILLIAMSON, 1996). A Q3G € composta pela querditiigada a uma molécula de glicose,
existindo similaridade estrutural entre querciti@8G e rutina. Os trés compostos exibem
atividades bioldgicas comuns, incluindo efeitos iiaffdamatorios, antioxidantes e
antiproliferativos (SEYOUM, 2006; MOTOYAMA, 2009; IIS/A, 2006). As reacdes
enzimaticas tém vantagens em relacdo aos meétodoscqs, principalmente no que diz
respeito a seletividade e as condices de realgn,de modificacdo na biodisponibilidade,
menor custo e, eficiéncia na geracdo de menos alnms, assim a hidrolise enzimatica se
torna alternativa vantajosa para suas funcdeddgaas e na saude das populacdes. A rutina
hidrolisada foi recentemente apontada com potemcisfiumoral para células de célon (DE
ARAUJO et al., 2013).

Desta forma, apesar do grande avanco na compreeaséimcédo e da sinalizacéao
ATM nos ultimos anos, os complexos mecanismos eidad na sua ativacdo, com vistas ao
tratamento do cancer, ainda ndo estdo completamesul/idos. Os mecanismos celulares e
moleculares precisos de flavondides sdo em paseodbecidos e varias hipéteses tém sido
propostas para justificar seus efeitos protetdestas incluem a capacidade de flavonéides
para atuar eliminadores diretos de radicais, agaqielantes de ions de metais, inativadores
de carcindgenos, efeitos hormonais (incluindo rteamsmissores), anti-hormonais,

inibidores de enzima e indutores da apoptose, mgQédalda expressao de genes de reparagao



do DNA e acdo antioxidante (RICE-EVANS et al., 199IVELTDT et al.,, 2001,
HAVSTEEN et al., 2002), desta forma, seria posssuel atuacdo sobre a via ATM.

Nesta pesquisa serd avaliada a acado da rutinalibadlta obtida por desglicosilacéo
pelo complexo enziméatico hesperidinase (DE ARAUICale 2013) no adenocarcinoma

colorretal, como potencial modificadora da via melizacdo ATM.

2. MATERIAIS E METODOS
A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Feddd8 & as orientacdes do Colégio
Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA). Estbalho foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa (CONCEA) da Universidade Sacckem (# 01.0226.2014).

2.1 Preparo de derivado de flavondide por desglicosil@@ - obtencédo da rutina
hidrolisada

A obtencdo da rutina hidrolisada seguiu orientagdespublicacdo anterior (DE
ARAUJO, 2013). Resumidamente, as reacOes de lsdrdbram realizadas utilizando a
enzima hesperidinase dRenicillium sp (18U/g) adquiridas na Sigma Aldrich (Saint Ispui
MO, USA). As reacdes foram realizadas em incubadefragerada tipo shaker com agitacéo
de 200 rpm utilizando 300 mL de uma solucdo de Hiorh de hesperidina e 2 mL da
solucdo enzimatica (100mg/mL) em tampdo acetatcoM),0pH 3,9 a 40C. Os
substratos/produtos monitorados em espectrometmadgsa pelo método por ESI-MS modo

negativo servirdo a caracterizagcdo do composto.

2.2  Estudosin vitro

a) Cultura de células



A linha celular de tumor de colon humano utilizddaa HT-29. As células foram
descongeladas e propagadas em cultura a 37°C, rmaraamidificada com 25% de CO2
usando o Modified Dulbecco Eagle Medium (DMEM - 18 D-5648), suplementado com
100 piruvato de sédio mM (Gibco-11- 360), 10% deodetal bovino (Gibco 2010-09) e 1%
de antibidticos (100 U/ml de penicilina e 10 mgfalestreptomicina, Gibco 15140-122). As
culturas celulares foram incubadas com 3 mL dsitrggEDTA, 0,25% (Gibco 25 200), por
trés minutos para permitir a separacéo de célulasneio de cultura foi trocado a cada 24
horas. A viabilidade das células foi determinadaamara de Neubauer e avaliada pelo

Azul de Tripan.

b) Determinacdo da via de sinalizacdo envolvida no danao DNA por meio de
estudo do perfil de genes e proteinas associadoga@aATM
Analisou-se a expressao de proteinas relacioreadasos ao DNA associados com a
via de sinalizacdo ATM, a saber, p21, c-Myc, CrliDl, checkpoint ATM, TP53 em
células de cancer e/ou tumores de adenocarcinolmaetal tratadas ou ndo com a rutina

hidrolisada por meio de PCR, imunohistoquimica@netria de fluxo.

2.3  Estudosin vivo
a) Grupos experimentais
Utilizou-se 9 camundongos Balb ¢ nu/nu, com seigita semanas de idade. Os
animais foram distribuidos, aleatoriamente, emupgs experimentais:
Grupo Controle — 3 animais. Os animais foram submetidos a gavagmm o composto
teste.
Grupo pos — 3 animais. Os animais foram submetidos a gavagem?7 dias com o

biocomposto apés implante de células tumorais.



Grupo pré — 3 animais. Os animais foram submetidos a gavamggmo biocomposto por 7

dias antes do implante tumoral.

b) Criacdo do modelo animal de adenocarcinoma de colHT29
As células tumorais HT-29/adenocarcinoma de colomadno foram suspensas em
40ul de solucdo meio. Foram implantadas 4xt@lulas tumorais por meio de injecéo
subcutanea no dorso do animal, utilizando-se serdey 1ml, com agulha hipodérmica de

calibre 30G.

c) Manuseio dos animais
Para o grupo pos, apos o implante do tumor, o dnfoiacolocado em gaiola
individual e recebeu a rutina hidrolisada por md® gavagem 1x ao dia por 7 dias
consecutivos além da racao padrao e agueitum.
Para o Grupo pré, 7 dias antes do implante do tumanimal foi colocado em gaiola
individual e recebeu a rutina hidrolisada por meée gavagem 1x ao dia, além da racéo

padrédo e aguad libitum.

d) Monitoramento do crescimento tumoral
O animal foi monitorado apdés a inoculacdo, senderigd o volume tumoral
(Gutmaret al, 1997) e determinada a curva de crescimento turdosagrupos distintos por

calculo de regressao sigmoidal.

2.4 Estudosex vivo

a) Eutanasia dos animais



Depois de anestesiados os animais foram submeéidestanasia, onde o campo
cirdrgico foi preparado e os instrumentais colosadm local de facil acesso. A solucao
anestésica composta por 0,2 ml de Ketamina e OXildeina para cada animal sacrificado
(0,3 ml de solucéo por animal). Foram preparadbssule ensaio (4 por animal), enchendo-
os até a metade com formol 10% e eppendorfs, adicolo 200ul de solucdo de
congelamento em metade deles. Foi necessario queibos de ensaio e eppendorfs
estivessem devidamente identificados com o codindmeanimal, sexo e grupo a qual
pertence. Foi realizada a exérese do tumor fractima em trés partes, separando-as em tubo

de ensaio, eppendorf “seco” e eppendorf com soldedmngelamento.

b) Analise Histopatologica
O estudo histopatologico dos tumores foi realizadmlos os espécimes previamente
fixados em solucdo de formalina a 10% foram indsidm blocos de parafina. Trés cortes de
4um foram obtidos de cada bloco, sendo coradostg@etaca de Hematoxilina-Eosina (HE)
para diagnéstico anatomopatologico. Presenca e deadliferenciacdo do tumor foram
determinados. A analise microscopica das laminagéizada com o auxilio de microscépio

Optico comum, com ajuda de lente objetiva de 100ane magnificacao final de 400x.

c) Determinacéo da via de sinalizagdo envolvida no danao DNA por meio de
estudo do perfil de genes e proteinas associadoga@aATM
Analisou-se a expressao de proteinas relaciorsadasios ao DNA associadas com a
via de sinalizacdo ATM, a saber, p21, CMYC, Ciclidd, checkpoint ATM, p53 em
células de cancer e/ou tumores de célon incubadlasgio com a rutina hidrolisada por

meio de PCR, imunohistoquimica e citometria dedlux
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e PCR em tempo real

Apos a extracdo do DNA da amostra a ser estudaalézou-se a purificacdo do DNA,
e a preparacado do Master Mix (mistura necessésiatase de novas copias de DNA). Para
cada amostra foi utilizada a mistura de 4,5ul d®@H2ul de Master Mix e 0,25ul de primer
Forward & Reverse (oligonucleotideos especificom peada amostra). Em uma cabine
previamente esterilizada, realizou-se a pipetagerhud da amostra em cada compartimento
da placa de PCR (livre de RNases, DNases, inibsddeePCR e endotoxinas), deixando um
livre de amostra, denominado branco. Apds essesgimento, pipetou-se 11ul da mistura
em cada compartimento com amostra e 12ul no br@nptaca foi selada e centrifugada por
10 segundos. Em seguida, com o termociclador @iastgplaca foi incubada para execucgao

dos ciclos, conforme quadro abaixo:

Genes P21 c-Myc cyclina D1
Localizacdo 6p21.2 8g24.21 11g13
Exoncount 6 3 b

Primer sense CGATCCACACGGAGTACTIC| CCTCCACTCGGAAGGACTATC | GAACAAGCTCAAGTGGAACC
Primernosense | CGATCCACACGGAGTACTTC| TGTTCGCCTCTTGACATTCTA | GAACTTCACATCTGTGGCA

Desnaturagdo 94-96°C 94-96"C 94-96°C
Anelamento 50-65°C 50-65°C 50-65°C
Extensdo 72°C 72°C 72°C

Tabela 2.Contexto gendmico.Sequéncia GTC sense e no sense, e 0 padrao deratung
desde a desnaturacdo do DNA até sua extensao.
e Analise imunohistoquimica

Para a realizacdo do estudo imunohistoquimico deima TP53 os espécimes foram
previamente fixados em formalina e incluidos entdode parafina submetidos a dois cortes
adicionais de 4 mm e depositados em laminas previearsilanizadas. O complexo utilizado
foi o estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC- DaRgtomation®, Copenhagen, Dinamarca)
adaptado as condi¢cdes laboratoriais. As laminasrfoncubadas com o anticorpo especifico
anti-TP53 (Monoclonal Mouse anti-human TP53 proté€llone DO-7. Dako Cytomation®,

Copenhagen) diluido em albumina bovina (Sigma Cb&nCO®, Saint Louis, EUA) na
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proporcao de 1:500 durante 16 a 18 horas a 4°Gsdgunda, lavadas em tampéao PBS, com 3
trocas de 3 a 5 minutos e incubadas com anticagponsiario biotinilado (anti-IG - Dako
Cytomation®, Copenhagen, Dinamarca) diluido emralba bovina durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida as etapas: lavegentampdo PBS com 3 trocas de 5
minutos cada; incubacé&o com o complexo ABC dil@notampéao Tris, durante 30 minutos a
temperatura ambiente; lavagem em tampao PBS comocast de 3 a 5 minutos cada;
revelacdo com solucdo de diaminobenzidina 0,6% (DABigma Chemical CO®, Saint
Louis, EUA), peroxido de hidrogénio (H202) 0,06%p0S isso foram confeccionadas
laminas coradas com hematoxilina de Harris e apss passaram por desidratacdo com
etanol em concentracdes crescentes (80%, 90%,| ethsoluto) e xilol 1, xilol 2, xilol 3.
Apoés o0 processo de imunocoloracdo as laminas fonamtadas com laminula e resina. A
determinacdo da quantidade de imunoexpressaodhiagfa por processamento de imagem
assistido por computador.
e Citometria de fluxo

Essa técnica possibilita a identificagdo da foslafgiio do checkpoint ATM e
diferenciac@o de células nos diversos estagiosdio eelular pela marcagcdo do DNA com
iodeto de propidio (PI), um intercalante de DNA guemite determinar a percentagem de
células em GO/G1, S e G2/M com base no conteudoNfe e na geracdo de fluorencéncias
diferentes (KAJSTURA et al., 2007), assim como datiA-ATM (Serl981), clone
10H11.E12. Ensaio que pode ser utilizado para t#etec quantidade total de células nas
diferentes fases do ciclo celular, assim como déofdagcéo da ATM.

As células HT-29 de célon humano foram plaqueadas macas com 96
compartimentos a uma densidade de 2x10 célulagfamy,rutina hidrolisada. A excitacéo foi
realizada por um laser de argbdnio e as analisesnfdeitas por meio do software Guava

(5000 eventos) que forneceu a porcentagem de séhdacadas.
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Analise estatistica dos resultados

A analise dos resultados obtidos foi realizadaaui-se nivel de significancia menor
que 5% (g0,05), mediante os seguintes modelos: estatistiseritiva; medidas de tendéncia
central; teste de normalidade; analise de varianesies de associacao, curva de regressao.
Para analise estatistica dos resultados utilizon{gegrama de andlise estatistica SPSS for

Windows, versao 20.0.

3. RESULTADOS

3.1 Efeito antitumoral da RH em modelo animal

Centenas

Figura 1. Efeito antitumoral da RH em modelo animal Acdo antitumoral da rutina
hidrolisada projetada por regressao polinomiahés pontilhadas) para periodo de cerca de
um més em posologia profilatica ou terapéutica amso do biocomposto. Notar acdo
antitumoral no uso profildtico e terapéutico dainauthidrolisada. Teste de regressao

polinomial; p=0.01
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3.2Expressao das proteinas nos diferentes grupos tratas e controle

P21
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Figura 2. Expressao da proteina P21 nos diferentggupos tratados e controleNotar que
ndo héa diferenca entre os grupos tratados e ooterm relacdo a expressao da proteina P21.

Teste ANOVA; p > 0,05.

c-Myc
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Figura 3. Expressao da proteina c-Myc nos diferensegrupos tratados e controleNotar
gue o grupo tratado com RH pré demonstrou menoresgfio de c-Myc em relacdo ao

controle quando comparada a RH pés. Teste ANOVADpOO1.

14



cyclinaD1
32
31

30
29
28
27
26 I
25

Controle Rhpos Rhpre

Figura 4. Expresséo da proteina cyclina D1 nos difentes grupos tratados e controle.
Notar que ndo héa diferenca entre os grupos tratadmsontrole em relacdo a expressdo da

proteina cyclina D1Teste ANOVA; p > 0,05.

3.3 Expressao de TP53 nos tumores
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*=significante=p<0,05; ANOWVA: Teste de Dunnet

Figura 5. Expressao de TP53 nos tumoresmunoexpressao de TP53 nos tumores de
animais que receberam ou néo tratamento com aruidinolisada. Notar a diferenca entre os

grupos pre tratados e o controle. Teste ANOVA; 950
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3.4 Citometria de fluxo
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Figura 6. Fosforilacdo da ATM no adenocarcinoma dedlon. Notar em A, a auséncia da

fosforilacdo e em B a presenca da fosforilacdo mardo da fase S para G2 do ciclo.
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Figura 7. Grafico comparativo da porcentagem de délas em cada ponto do ciclo

celular de células HT-29 sem tratamento, tratadas con RH e com etoposideo,
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respectivamente.Sugere a fosforilacdo da proteina ATM e ativacadeidale reparo ATM.

Pode-se notar a acdo da RH na passagem de S pata G&lo celular. Teste ANOVA,

p<0,05.

4. DISCUSSAO

Os flavonodides sdo um grupo de compostos polifeo®lamplamente distribuidos na
natureza em frutas e vegetais, podem ser encostradimrma de agliconas ou sob a forma de
glicosideos e/ou derivados metilados e/ou aciladibadificacbes no anel central destas
substéancias levam a diferenciacdo em subclasses segue a figura abaixo: antocianidinas,

catequinas, flavonais, flavanonas, flavonas easoihas.

Antocianidinas _~~.  Catequinas r«n Flavondis =

P .
_‘._,-"'qi‘_’_.. D:: - :2:_.\____,.-" - '_-'-\\‘}_:._,-'D" e e 1 ]
| .L: | N, .-_'.:-"."1-\._ o
- 1_...--__’J-' e D H_H_::.-'f-'"x\_\__ D i T’ D
O
s e
Flavanonas [~ TI Flavonas ~ |: Isoflavonas
____.-.--_,_:h_j____ D,__\_'_._..- L"";:____.-"': .-"f-::-':*-\.-'"- D'-«.‘_.-""; .:""-L- - - -'\‘-:-T."‘_-,.- G,_ .
" i
L >y [
“F N NN NN N
|
@] 0 O e

Figura 8. Estrutura dos flavondides. Classificacdo das diferentes classes de
flavonoides.

A modificagdo influencia a eficiéncia de absor¢c@s flavonoides (CRESPY et al.,
1999). E sabido que os efeitos bioldgicos dependiemstrutura quimica dos flavonoéides que
sdo naturalmente encontrados, assim, uma mudangaaestrutura gera uma nova molécula
bioativa.

A literatura demonstrou que 0s animais que recebalgtas suplementadas com

rutina exibiram um aumento nas taxas de apoptosecélalas tumorais (YANG, 2009),
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corroborando os dados de estudo que mostra quedidicagdo da rutina em RH melhora a
atividade antiproliferativa deste composiovitro (DE ARAUJO, 2013). Entretanto, até a
presente data estudisvivo ndo foram publicados sobre os efeitos antituma@iRH.

Os modelos animais sdo necessarios nao so para teisoecanismos de patogénese,
mas também para os ensaios pré-clinicos de nowegdgrutilizadas em oncologia. A
introducdo do camundongo atimico no inicio dos al0s foi seguida por grandes
possibilidades em pesquisa com modelos de tumoiantgvel. Desde 1968 camundongos
atimicos sdo usados como uma importante ferramsataédica (PANTELOURIS, 1968;
RYGAARD&POLVSEN, 1969) ja que estes animais sao riouomprometidos e aceitam
enxertos alogénicos ou xenogénicos, incluindo wetas malignos humanos.

O transplante de tumores malignos em camundongasm@amente utilizado em
muitos tipos de pesquisa em cancer, porque o anpudke manter as caracteristicas
histolégicas originais do tumor, tais como caridtiexpressao de oncogenes, estrutura
molecular e evolucéo clonal (RYGAARD et al., 1990)modelo de tumor humano tem alta
taxa de sucesso tumoral e fornece informacéo solesposta do tumor as drogas testadas
(PRIOLLI et al., 2011; PRIOLLI et al., 2014). O n&d de inoculacdo subcutanea é mais
facilmente realizado e € adequado para a obsenddiomor (RYGAARD & POLVSEN,
1969). Pode-se confirmar, no decorrer do estude,ogutumores implantados no subcutaneo
proporcionaram facil acesso para acompanhamentgosta@pico, com possibilidade de
medicdo diaria dos tumores. Os experimentosvivo permitiram estudar a curva de
crescimento tumoral e, portanto, a agdo antitunaadkH, tanto em administracdo profilatica
como terapéutica de forma adequada e faciimentutads.

A administracdo da RH, na forma profilatica, defeon redugcdo do crescimento
tumoral de forma significante quando comparadograpo controle (Figura 1). Como todos

os flavonoides, a rutina hidrolisada tem acdo lhéscomo indutora de dano oxidativo ou
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preventiva do dano oxidativo, dependendo da dosd-ADLI et al., 2016) Isto justifica o
estudo do grupo profilatico, onde se pretende dimim estresse e, terapéutico, para saber se
a droga consegue induzir dano oxidativo por meogawssdiferentes, em ambos com acgao
antitumoral.

Por outro lado, os processos de morte celular séerrdinados por caracteristicas
morfologicas e bioquimicas e podem ser classifisaglm: apoptose, necrose, necroptose,
autofagia, mitose catastrofica e senescéncia (GRCH, 2007). Alteracbes nestes processos
de morte celular implicam na tumorigénese, por éssecessario ressaltar a importancia de se
conhecer todos esses processos, e descobrir gunetanismo de morte celular foi induzido
pela RH.

Durante muito tempo a morte celular foi caracteld&zaomo um processo passivo de
carater degenerativo, que ocorre quando estimelemm a degeneracdes celulares. Como
resposta a esse estimulo, a célula altera a idsgida membrana plasmatica, aumenta seu
volume e perde suas funcdes metabodlicas. Todavieree ndo ocorre apenas passivamente,
mas também de forma programada, como respostanaukxt intracelulares e extracelulares
(ANAZETTI, 2007).

Apoptose é a morte celular programada, processnass para a continuidade do
desenvolvimento dos seres vivos. Sua importanciad&epela eliminacdo de células
desnecessarias ou defeituosas e também para cglidagrecisam ser renovadas, processo
muito importante durante a fase embrionaria e dagénese. Este evento ocorre de maneira
rapida, onde ha uma retracdo da célula com perdale@ncia entre a matriz extracelular e
células vizinhas. O citoplasma fica denso, a croraatiorna-se condensada e disposta em
grumos acoplados a projecdes formando brotamemioermdo fragmentos do nucleo, esta
fragmentacdo celular modifica a membrana nuclearse§juir, o ndcleo se fragmenta

(cariorrexe), a membrana citoplasmatica emite ploki brotos (corpos apoptoticos), assim
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ocorre endocitose dos fragmentos pelas célulamhazi Estas alteracdes morfoldgicas
decorrem de uma cascata de eventos bioguimicodexutares especificos e geneticamente
regulados pela TP53 (GRIVICICH, 2007).

O geneTP53 pode induzir a apoptose ao regular a expressanedgadores anti ou
pré-apoptoticos, envolvidos em atividades celulafeECORINO, 2008). Varios genes
podem ser recrutados simultaneamente dentro da anestnla. A escolha dos genes
especificos parece ter envolvimento com a interagiama variedade de outras proteinas,
favorecendo a transativacéo de genes pro-apomotualquer alteracdo genética que tenha
impacto sobre a competéncia de outras proteinagvetias com a apoptose, controle do ciclo
celular ou reparo aos danos do DNA, também sdaeapmie modular a resposta da TP53 ao
estresse (OREN, 2003).

A TP53 vai atuar em diversas vias bioldgicas ppalthente nas espécies genotoxicas,
dano ao DNA, sinalizacdo de oncogenese, na regutig@poptose, senescéncia celular que
blogueia o ciclo celular e modifica 0 DNA gerandstabilidade genética. E codificada pelo
geneTP53, localizado no brago curto do cromossomo 17; miteal n se liga no receptor
nuclear para induzir a acéo de transcricdo de ipagecada parte de sua estrutura vai induzir
a producdo de diferentes genes, codificando difeseproteinas para diferentes acdes
(KLUMB, 2002; BAI, 2006). No CCR ha 60% a 80% d&53 mutada, sendo o gene
supressor tumoral mais encontrado em todas agykmisatumorais, por iSso sua importancia
em estudos de terapia anticancer (MARTINEZ e28i08).

Resultados do presente estudo demonstraram modwdacdP53 com a utilizagéo da
RH, tanto no seu uso profilatico quanto terapéuticdCCR (Figura 5). Relatos na literatura
demonstraram a acdo dos flavonoides na modulacadP88 (YOUN et al.,, 2013),

corroborando os resultados do presente estudo.
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As fases funcionais do ciclo celular sdo bem coidlasc Fase de Sintese onde ocorre a
duplicacdo do DNA e fase da Mitose onde ocorregeegacao desse material em duas células
filhas. Existem as fases preparatorias que antetedsas fases citadas anteriormente, sendo
elas G1, onde se ajustam biologicamente as chalasfase S, e G2, fase preparatoria para
mitose. As fases G1, S e G2 constituem a intérfaseacontecimentos do ciclo celular séo
ordenados, e a progressao de uma fase para oub@s@ra apos o término e avaliacado da
fase precedente. Os locais onde ocorrem essa @mcEp chamados de pontos de controle
(check points), sendo esses regulados por sinais intra e ekitaces (ROSSI, 1999). No ciclo
celular, a c-Myc tem seu papel relacionado a pré@mata transicdo das fases G1 para S o
qual ativa o complexo ciclina/CDK, com transcric&2F-dependente e incentivo ao
crescimento celular (FARIA, 2005).

Autor sugeriu que a c-Myc pode atuar na inducaam#ptose, tendo sido observada
que em TP53, p21 e BAX ha regides interativas ayc-&Mm seus promotores (EVAN, 1999).
A proteina c-Myc € caracterizada como um fator descricdo por conter dominios
estruturais e duas sequéncias de localizacdo. @amiéa por¢cdo N-terminal caracterizando
seu domineo de transativacédo e uma porcéo C-tdrqueaontempla trés domineos: a regiao
basica, a qual atua no reconhecimento especifiaadesequéncia de DNA, a helix-loop-
helix e o zipper de leucina, sendo estes dois a#irencarregados pela formacdo de
heterodimeros especificos entre c-Myc e seus kgaktm dos ligantes mais importantes para
a maior parte das atividades biologicas realizaoda c-Myc € a proteina MAX. A qual
dimerizada junto a c-Myc que exerce funcao deadtiva transcricional (FARIA, 2005).

Existem varias maneiras de uma ativacdo erroneaMigc, a qual acarretara, junto as
demais mutacdes, o desenvolvimento das neoplasiaartas. No carcinoma de célon pode-
se observar estimulo da transcricdo génica (FARDQ5). No céncer a c-Myc determina

transcricdo e aumento da taxa de proliferacdo arelalo mesmo tempo em que inibe a
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apoptose mediada por TP53. Com o tratamento conpdrld-se observar uma subexpressao
de c-Myc (Figura 3), gerando, desta forma, inibigagroliferacdo tumoral, ao mesmo tempo
em que induziu a apoptose mediada por TP53, estaapia sido modulada pelo tratamento
com a RH, corroborando dados da literatura (LUTI02 YOUN et al., 2013).

A ciclina D1 forma um complexo com CDK e funcionan® uma subunidade
reguladora de CDK4 ou CDKG6 cuja atividade € necesgmra a transicdo G1/S do ciclo
celular. Esta proteina tem sido citada na interag#o a proteina supressora de tumor Rb e a
expressdo deste gene é regulada positivamente borAR mutacbes, amplificacédo e
superexpressdo desse gene, alteram a progressélaocelular e sdo freqientemente
observadas numa variedade de tumores, podendabecompara a tumorigénese (GUERRA,
2005). Foi demonstrado, na literatura, que a adedde transcricdo do gene ciclina D1 é
reprimida pelo complexo c-Myc/MAX (MILLER, 2013),istordando destes achados, no
presente estudo, ndo foi encontrada alteracadismgiia na expressao da ciclina D1 (Figura
4). Este resultado talvez possa ser explicado gaedéncia da ativacdo da ATR neste tumor,
possivelmente devido a caracteristica da mutacdodaopor este tipo tumoral, em
comparacao aos descritos na literatir®A double strand breaks X Stalled DNA replication
forks- Figura 9).

Outra proteina importante na regulacéo da apoga@se21. Por meio da ativacéo da
p21, proteina reguladora da transmissao da faggaa1S no ciclo celular, a TP53 controla a
fosforilacdo do complexo molecular ativo ciclinakCdciclina quinase dependente),
interrompendo o ciclo celular (PECORINO, 2008). Botro lado, pela conjugacéo da p21 a
proteina PCNA (proliferating cell nuclear antigea)TP53 promove o reparo ao DNA. Este
também ocorre pelo estimulo direto a proteina @adlh pelo gene XPC (Xeroderma
pigmentosum-complementation), que esta envolvidon co reparo por excisdo de

nucleotideos (PECORINO, 2008). No presente eshddohouve diferenca na expressao da
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p21 (Figura 2), discordando da literatura, ja qon @ modulacdo da TP53 o esperado seria
gue houvesse um aumento da expressao da proteinpap2 a parada do ciclo celular em

G1/S, podendo-se dizer que a modulacdo da TP5Bnawdiada pela p21 (Figura 9).
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A proteina ATM tem sido alvo de estudos devido papel central na cascata de
sinalizacao de lesdes citotoxicas relacionadasshrguda dupla fita de DNA via fosforilacdo
de varios efetores, como a proteina CHK2 que tearagéio na transicdo da fase G1/S para S
e que fosforila TP53. E semelhante aos membroarddid das fosfatidilinositol 3’-quinases

e apresenta atividade quinase através de expasic@aiacao ionizante (BERRA, 2006). Os
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membros da familia ATM estéo ligados de varias nnasea deteccdo de danos ao DNA e
progressao do ciclo celular. Existem muitos subistralvos de ATM, porém muitos ainda
sdo desconhecidos (BERRA, 2006). No presente estsl@rupos tratados expressaram
ATM, indicando parada do ciclo celular na passa§é@® (Figura 7), corroborando dados da
literatura (KOCHER, 2013).

Estudos recentes tém demonstrado que centenasbdeasos sdo fosforilados de
forma ATM-dependente, demonstrando claramente aplexidade da via ATM DDR-
mediadas (DNA damage response) (MATSUOKA et alQ72@BENNETZEN et al., 2010 e
BENSIMON et al., 2010). No entanto, evidéncias seigeque o papel de DDR independente
de ATM também é emergente. Tém sido demonstradg®és de ATM na regulacéo de vias
de sinalizacdo envolvidas na manutencdo da honseostlular, incluindo o metabolismo
celular, respostas a hipoxia e estresse oxidabVbGH & PAULL, 2012).

Os sinais que, de maneira crucial, levam a céldaiado celular sdo controlados por
mudancas na concentracdo intracelular e atividaddots grupos de proteinas. O primeiro
sao as quinases proteicas dependentes das c(€D&9. A segunda familia de proteinas séo
as ciclinas. Estas se unem a CDKs e as ativamafamo conjunto CDK-ciclina. A ativacéo
da CDK e a desativacao destes complexos sdo deisypoééancia para o ciclo celular. Os
complexos CDK-ciclina fosforilam um numero de sudists protéicos envolvidos na
duplicacdo do DNA, formacao do fuso mitético emtueros eventos do ciclo celular (ROSSI,
1999).

Mecanismos similares foram demonstrados na atieid#al células cancerigenas do
tipo melanoma em diversas linhagens (KAUFFMANN,akt 2007), glioma maligno e
melanoma metastéatico (EICH, 2013), sendo que n@itao o tratamento utilizado com
temozolomida (TMZ) apresentou sucesso por ativaa &TM e induzir apoptose através da

fosforilacdo de alvos como a histona 2AX, CHK1 eK2Hcorroborando os resultados do
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presente estudo, onde a ativacdo da via ATM indazaubexpressdao de c-Myc, além da
modulacao de TP53.

Desta forma pode-se dizer, pela primeira vez maaliira, que a RH teve acdo na
fosforilacdo da ATM levando a subexpressao de c;Myc seja, inibicdo da proliferacao
tumoral; modulando a TP53, com inducdo de morteotaimpor apoptose, e consequente
reducdo do volume tumoral, em especial quandazatit de maneira profilatica. Estudos
clinicos deverao ser executados para a real apéecdos resultados. Esperando-se que a RH
possa ser utilizada uma potencial droga antitumaa@h acdo na via ATM, ou seja, nao
apenas no CCR como também em outras neoplasiasdigpes desta via.

Desta forma pode-se dizer, pela primeira vez maaliira, que a RH teve acdo na
fosforilacdo da ATM levando a subexpressao de c;Myc seja, inibicdo da proliferacao
tumoral, modulacdo da TP53 com inducdo de mort@tainpor apoptose, com consequente
reducdo do volume tumoral, em especial quandazatit de maneira profilatica. Estudos
clinicos deverao ser executados para a real apéecdos resultados. Esperando-se que a RH
possa ser utilizada uma potencial droga antitumaa@h acdo na via ATM, ou seja, nao

apenas no CCR como também em outras neoplasiasdigpes desta via.

5. CONCLUSAO
Ocorreu modificacdo da via ATM com inibicao do dtmmint S/G2, subexpressao de

c-Myc e modulacéo da TP53 pela rutina hidrolis&ld)(no adenocarcinoma colorretal.

REFERENCIAS

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013. Disponivel em: < pdt//www.cancer.orgl.
Acessado em: 02/06/2017.

25



ANAZETTI M.C.; MELO P.S. Morte Celular por Apoptaseima visdo bioquimica e
molecular.Metrocamp Pesquisav. 1, n. 1, p. 37-58, jan./jun. 2007.

BAI L.; ZHU W.G. p53:Structure,Function and Therape ApplicationsMed Union Press
2006.

BENNETZEN M.V.et al. Site-specific phosphorylatiatynamics of the nuclear proteome
during the DNA damage responséol Cell Proteomics.2010 Jun; 9(6):1314-23.

BENSIMON A. et al. ATM-dependent and -independengnaimics of the nuclear
phosphoproteome after DNA damagei Signal.2010 Dec 7;3(151):rs3.

BERRA, C. M.; MENCK, C. F. M.; MASCIO, P. Estressgidativo, lesbes no genoma e
processos de sinalizagcdo no controle do ciclo @el@uim. Nova, v.29, n.6, p.1340-1344,
2006.

COTTI G.C.C. et al. Genética do cancer colorrelBev Med S&o Paulo, 2000
abr./dez.;79(2/4):45-64.

CRESPY V. et al. Quercetin, but not its glycosjdesabsorbed from the rat stomaétyric
Food Chem.2002; 50(3): 618-21.

DE ARAUJO M.E. et al. Enzymatic de-glycosylation rotin improves its antioxidant and
antiproliferative activitiesFood chemistry.2013;141(1): 266-73.

DESCHNER E.E. et al. Quercetin and rutin as inbiigitof azoxymethanol-induced colonic
neoplasiaCarcinogenesis1991;12(7):1193-6.

DITCH S.; PAULL T.T. The ATM protein kinase and kaér redox signaling: beyond the
DNA damage responsé&rends Biochem Sci2012;37(1):15-22.

EICH M. et al. Contribution of ATM and ATR to theegistance of glioblastoma and
malignant melanoma cells to the methylating anteardrug temozolomideMol Cancer
Ther. 2013 Nov;12(11):2529-40.

26



EVAN, G.l. et al. Induction of apoptosis in fibralsts by c-myc proteirCell Press.1992;
Apr 3;69(1):119-28.

FARIA, M.H.G.; RABENHORST, S.H.B., Impacto do on@g c-Myc no canceRevista
brasileira de Cancerologia.2006; 52(2): 165-171.

GRIVICICH I.; REGNER A.; DA ROCHA, A.B. Morte celar por apoptoseRevista

brasileira de Cancerologia,2007.

GUERRA, E.N.S. et al. Expressao imunoistoquimicaidina D1 e do pl16 em carcinoma
epidermoide de boca: correlacdo com sistema TNMcalizacdo.Revista Brasileira de
Cancerologia2005; 51(1): 31-37.

GUERRA, M. R. et al. Risco de cancer no Brasildéntias e estudos epidemiolégicos mais
recentesRev Bras de Cancerologiavol.51(3), p. 227-234, 2005.

HAVSTEEN, B.H. The biochemistry and medical sigraince of the flavonoid&2harmacol
Ther. 2002;96:67-202.

HOPKIN K; BRAY D.; ALBERT B. Fundamentos da Biologia Celular3? Ed. 2011.
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, Ministério da salde026. Disponivel em:

<http://www.inca.gov.br/wcm/dmdc/2016/numeros-carlmasil.asp; Acessado em
02/06/17.

ISHIKAWA T. et al. Metabolome analysis of responseoxidative stress in rice suspension
cells overexpressing cell death suppressor Bax bitdnilPlant Cell Physiol.
2010;51(1):920.

KAUFMANN, W. K. et al. Defective Cell Cycle Checkpd Functions in Melanoma Are

Associated with Altered Patterns of Gene Expressibiinvest Dermatol. vol. 128, n.1,
p.175-187, 2007.

27



KLUMB C.E.; CAVALCANTI J.G.B. Avaliagdo dos métodaie deteccdo das alteragBes do
gene e proteina P53 nas neoplasias linfoiRes. Bras. Hematol.vol.24, n.2, pp.111-125.
ISSN 1516-8484, 2002.

KOCHER.S. et al. ATM is required for the repairTafpotecan-induced replication associated
double-strand breakRadiother Oncol. 2013 Sep;108(3):409-14. 2013.06.024.

LESLIE A. et al. The colorectal adenoma-carcinomequence.Br J Surg. 2002
Jul;89(7):845-60.

LIPKIN M. Update of preclinical and human studidscalcium and colon cancer prevention.
World J Gastroenterol. 1999;5(6):461-464.

LUTZ W.; LEON J.; EILERS M. Contributions of Myc ttmmorigenesisBiochim Biophys
Acta. 2002;1602:61-71.

MARTINEZ, C. A. R. et al. Influéncia da localiza¢@m tumor na expressao tecidual da
proteina p53 em doentes com cancer colorretaldbste 100 casofev. Col. Bras.Cir.,
35(4), 235-243, 2008.

MATSUOKA M. et al. The frequency of drug resistamatations in Mycobacterium leprae
isolates in untreated and relapsed leprosy patinoi;mt Myanmar, Indonesia and the

Philippines. Lepr Rev. 2007; 78(4):343-52.

MOTOYAMA K. et al. Over-and under-expressed micrbAS in human colorectal cancer.
Int J Oncol. 2009;34(4):1069-75.

NIJVELDT, R.J. et al. Flavonoids: a review of prbleamechanisms of action and potential
applicationsAm J Clin Nutr. 2001; 74:418-425.

OREN M. Decision making by p53: life, death and caan Cell Death Differ. 2003;
10(4):431-42.

28



ORFALI G.D. et al. Review of anticancer mechanisshgsoquercitin.World J Clin Oncol.
2016 Apr 10;7(2):189-99. doi: 10.5306/wjco.v7.i2018

PANTELOURIS E.M. Absence of thymus in a mouse mutidature. 1968;217(5126):3701.

PECORINO, L.Molecular Biology of Cancer - Mechanisms, Targets rad Therapeutics.
2.ed. New York: Oxford University Press, 2008. p.

PEREIRA M.A. et al. Effects of the phytochemicalsyrcumin and quercetin, upon
azoxymethane-induced colon cancer and 7,12-dimathy[a]anthracene-induced mammary
cancer in ratsCarcinogenesis1996;17(6):1305-11.

PRIOLLI D.G. et al.A novel model of distal colon cancer in athymic miadeta Cir Bras.
2011; 27(6): 355-60.

PRIOLLI D.G. et al. Microenvironment influence onurhan colon adenocarcinoma
phenotypes and matrix metalloproteinase-2, p53 puo@tenin tumor expressions from
identical monoclonal cell tumor in the orthotopioael in athymic nude rat&cand Journal
of Gastroenterol.2014; 49(3): 309-16.

PRIOLLI D.G. et al. Oxidative DNA damage afiecatenin expression in colorectal cancer
evolution.Int J Colorectal Dis. 2013; 28(5): 713-22.

RIBEIRO M.L. et al. Analysis of Oxidative DNA Dameagn Patients with Colorectal Cancer.
Clinical Colorectal Cancer. 2008;7(4):267-272.

RICE-EVANS C.A.; MILLER, N.J. Antioxidant activite of flavonoids as bioactive
components of foodBiochem Soc Trans 1996;24:790-795.

RICE-EVANS, C.A.; MILLER, N.J. Antioxidant activiéis of flavonoids as bioactive
components of foodBiochem Soc Trans1996; 24:790-795.

ROSSI, B.M.; PINHO, M. Genética e biologia molecyara o cirurgido. Sdo Paulo, SP:
Lemar, 1999. xxi, 301 p. ISBN 85-86652-05-9.

29



RYGAARD J.; POVLSEN C.O. Heterotransplantation ofhaman malignant tumour to
"Nude" mice.Acta Pathol Microbiol Scand. 1969;77(4):758-60.

RYGAARD K. et al. Abnormalities in structure andpegssion of the retinoblastoma gene in
small cell lung cancer cell lines and xenografts mude mice. Cancer Res.
1990;50(17):53127.

SCALISE J.R. et al. DNA Damage Is a Potential Marke TP53 Mutation in Colorectal
Carcinogenesislournal of Gastrointestinal Cancer.December 2016, Volume 47, Issue 4,

pp 409-416.

SEYOUM A.; ASRES K.; EL-FIKY F.K. Structure-radicakavenging activity relationships
of flavonoids.Phytochemistry. 2006; 67(18):2058-70.

SILVA M.P.N. Anorexia-cachexia syndrome in cancatignts.Rev Bras de Cancer2006;
52(1): 59-7.

UTESCH D. et al. Evaluation of the potential in wigenotoxicity of quercetinMutat
Res.2008; 654(1):38-44.

VAN GENT D.C.; HOEIJMAKERS J.H.; KANAAR R. Chromosml stability and
the DNA double-stranded break connectidat Rev Genet2001; 2(3):196-206.

YANG K. et al. Chemoprevention studies of the flagmls quercetin and rutin in normal and

azoxymethane-treated mouse coléarcinogenesis2000; 21(9):1655-60.

YOUN H. et al. Quercetin Potentiates Apoptosig Imhibiting Nuclear Factor-kappaB
Signaling in H460 Lung Cancer Cel&ol. Pharm. Bull. 36(6) 944-951 (2013).

30



