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RESUMO

MACHADO, Hussen, M.S., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2006. Atividade
dos flavonéides rutina e naringina sobre o tumor ascitico de Ehrlich “in vivo”.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Co-Orientadores: Marcelo José Vilela e
Tanus Jorge Nagem.

O presente trabalho avaliou a atividade dos flavondides rutina e naringina na
prevencao e tratamento do tumor ascitico de Ehrlich, com intuito de esclarecer alguns
aspectos relacionados a viabilidade celular tumoral, pardmetros sanguineos e tempo de
vida dos animais. Para avaiar o efeito preventivo dos flavondides sobre o tumor
ascitico de Ehrlich, os animais foram tratados, por via oral, com 10mg/kg dos
flavondides por 20 dias. No 21" dia os animais foram inoculados com 1,66 x 10* cel/100
puL em PBS pH 7,4 por via intraperitoneal. Neste mesmo dia foi suspenso o tratamento
com o flavonéide. Ap6s 18 dias dainoculacéo das células tumorais, 0s animais sofreram
eutanasia e os devidos fluidos corporais foram coletados para andlises. Para avaliar o
efeito de tratamento dos flavondides sobre o tumor ascitico de Ehrlich, no 1™ dia do
experimento os animais foram inoculados com 1,66 x 10* cel/100 pL em PBS pH 7,4
por via intraperitoneal. Apos 24 horas de inoculacdo, iniciou-se o tratamento com 0s
flavondides na dosagem de 10mg/kg; Apos 18 dias de tratamento com os flavonoides,
0s animais sofreram eutanasia e os devidos fluidos foram coletados para andlises.
Utilizou-se o medicamento Neotaxel® como controle positivo. O tempo médio de vida
dos animais (MST) e a porcentagem de aumento do tempo de vida (%ILS) foram

avaliados durante 40 dias.
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ABSTRACT

MACHADO, Hussen, M.S., Universidade Federal de Vicosa, May, 2006. Effect the
flavonoids rutin and naringin on the Ehrlich ascitic tumor “in vivo”. Adviser:
TaniaToledo de Oliveira. Co-advisers. Marcelo José Vilela and Tanus Jorge Nagem.

The present research is evalvating the flavondids rutin and naringin effect in the
prevention and treatment on the Ehrlich ascitic tumor; with the intention of having a better
understernding of the viability of tumor cells, sanguine parameters and animals life. To
evaluate the preventive effect of flavonoid on the the Ehrlich ascitic tumor, the animals
were medicated, through an oral way, with 10mg/kg of flavonoid for 20 days. In the 21%
day the animals were inoculated with 1,66 x 10* cel/100 pL in PBS pH 7,4 in an
intraperitoneal way. The treatment with flavonoids was interrupted in the same day. After
18 days of the tumor cell inoculation, the animals were submitted to euthanasia and
respectives corporal fluid was collected for analyze. To evaluate the effect of flavonoid
treatment on the the Ehrlich ascitic tumor, in the 1% experimental day the animals were
inoculated with 1,66 x 10% cel/100 pL in PBS pH 7.4, in aintraperitoneal way. Twenty-four
hours after the inoculation the treatment started with the flavonoids in a proportiur of
10mg/kg; Then, 18 days after the use of flavondids, the animals were submitted to
euthanasia and respectives corpora fluid was collected for analyze. To have a positive
control, Neotaxel® was used as a medication. The median survival time of the animals
(MST) and the increased percentage of this survival (%ILS) was evaluated a during 30 day

period.
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1. INTRODUCAO

Cancer € 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
Orgaos, podendo espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando
a formacdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Por
outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células
gue se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (INCA, 2004)

O cancer estd entre as doencas que mais causam mortes no mundo. Segundo
dados do INCA (2004), as neoplasias constituem a segunda maior causa de morte no
Brasil, precedida somente por doencas cardiovasculares.

Os grandes avancos na érea da oncologia experimental e o conhecimento do
comportamento da célulatumoral e seus mecanismos de disseminacdo foram em grande
parte resultado do uso de modelos tumorais em animais. Nos estudos da biologia do
cancer, questbes especificas como viabilidade celular tumoral, volume de liquido
ascitico e tempo médio de vida dos animais, somente podem ser respondidas por um
modelo experimental adequado. Obviamente que os diversos modelos experimentais
ndo respondem todas as perguntas para 0s inlmeros sistemas animais e 0 extenso
nimero de enfermidades do homem. Mesmo assim, 0os modelos animais s80
inestimaveis para a elucidacéo de possiveis respostas do hospedeiro frente ao tumor,
além de permitir o estudo das caracteristicas referentes ao crescimento neoplasico e 0s
possiveis mecanismos de disseminacdo favorecendo, dessa forma nosso conhecimento a
respeito da biologia e terapia da enfermidade neoplasica (RIZZO, 2000).

O tumor de Ehrlich tem a capacidade de crescimento em suspenséo no liquido

ascitico apds sua inoculacdo na cavidade peritoneal em camundongos. Dos tumores
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experimentais utilizados para estudos in vivo o tumor de Ehrlich na forma ascitica tem
sido um recurso Util principalmente por permitir uma padronizacdo do nimero de
células a serem inoculadas, quantificacdo do crescimento e regressao da massa tumoral
(DAGLI, 1989).

A literatura indica que muitos produtos naturais séo estudados como agentes
guimioprotetores contra canceres de ocorréncia mundial (REDDY, 2003). Estudos
epidemiol 6gicos sugerem a relacdo inversa entre risco de cancer e consumo de vegetais,
frutas, cereais e grédos de uma maneira gera, fibras dietética, certos micronutrientes,
certos tipos de gordura (&cidos graxos j -3) e também hébitos de vida, como prética de
atividade fisica(GREENWALD, 2001).

Um grande nimero de flavondides e isoflavondides (BIRT, 2001) tém sido
pesquisados por suprimir a carcinogénese em varios model os animais (RASHMI, 2003).
Existe um consideravel interesse nesses compostos que exercem efeitos benéficos em
mecani smos que envolvem a patogénese do cancer. Em recentes anos, uma consideravel
atencéo tem sido dada a habilidade desses compostos em inibir o ciclo celular, a
proliferacdo celular, o estresse oxidativo e na indugdo da detoxificacdo de enzimas,
apoptose e no sistemaimune (BIRT, 2001).

No presente trabalho avaliou-se o efeito dos flavondides rutina, naringina e do
quimioterapico Neotaxel® na prevencado e no tratamento do tumor ascitico de Ehrlich in

ViVO.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito dos flavondides rutina, naringina na prevencado e no tratamento
de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich.

2.2.0BJETIVOSESPECIFICOS

Avdiar a atividade preventiva dos flavondides rutina e naringina no
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos.

Avaliar a atividade dos flavondides rutina e naringina no desenvolvimento

do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos.

Verificar ateragbes histolégicas no figado dos camundongos com TAE

tratados com os flavondides rutina e naringina.

Comparar o efeito do quimioterdpico Neotaxel® com os flavondides rutina e
naringina no tratamento de camundongos com TAE.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CANCER

A paavra cancer € derivada do latim e significa caranguejo. Este nome foi dado
a essa doenca devido a semelhangca com que este crustéceo se adere firmemente a sua
presa, assim como o tumor se adere ao local do corpo onde se desenvolve (BOLD et dl.,
1997).

Provavelmente, 0 mais antigo reconhecimento da ocorréncia de cancer em seres
humanos refere-se a descricdo encontrada em papiros do antigo Egito, datados de 1500
a.C, referentes a Ulceras cutaneas resistentes a tratamentos. Ao longo dos anos, marcos
importantes no estudo do cancer puderam ser registrados, como a classificacéo de
Galeno, no ano de 150 de nossa era, que incluia os hoje conhecidos tumores benignos e
malignos como fenbmenos “ contrarios a natureza’ (DAGLI, 1989).

O cancer pode ser genericamente definido como tumor ou neoplasma.
Neoplasma (do grego neos. novo, e plasma: algo formado) significa "novo
crescimento” (HARNDEN & MCGEE, 1992). Segundo Ruppert Willis, citado por
(BAAK, 2003), neoplasia € “uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede e
ndo esta coordenada ao crescimento dos tecidos normais e que persiste mesmo cessada a
causa que a provocou”.

As neoplasias sdo classificadas de acordo com a origem embrionaria dos tecidos
dos quais sdo derivados: os carcinomas sdo originarios de células epiteliais, derivadas
de qualquer uma das trés camadas germinativas (ectodérmica, mesodérmica e
endodérmica). Logo, os carcinomas com padréo microscopio de crescimento glandular
s80 definidos como adenocarcinomas. Os sarcomas sdo derivados de tecido
mesengquimatoso como 0sso, cartilagem e gordura. Os linfomas s8o neoplasias
originarias de tecido linféide, enquanto gue as leucemias sdo de células hematopoéticas
de origem medular (COTRAN et a., 2000).
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A carcinogénese pode ser compreendida como um processo complexo no qual se
encontram envolvidos muitos genes, particularmente os que regulam a estabilidade e o
reparo do DNA, crescimento celular, imunidade e quimio-resisténcia as drogas
(JUNIOR, 2002). A vida da célula normalmente necessita da expressio equilibrada dos
genes proliferativos que favorecem o desencadeamento da divisdo celular e da
diferenciacdo celular; e dos genes antiproliferativos (supressores de tumores) os quais,
inibem o ciclo celular ou induzem a morte celular programada (apoptose). Sendo assim,
0 cancer € decorrente das transformacbes celulares que promovem a ruptura do
equilibrio fisiolégico (MADELAINE, 2005). A figura 1 demonstra alguns dos passos da
inducdo carcinogénica:

Figura 1 — Os multipl os passos da carcinogénese.
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Fonte: Robbins, 2005.

Uma das causas relacionadas ao desenvolvimento neoplasico € o funcionamento
inadequado de genes reguladores da proliferacdo celular. Em condicdes normais, o
crescimento celular é controlado por duas classes de genes 0s proto-oncogenes e 0s
genes supressores que codificam proteinas capazes de regular o crescimento celular,
evitando o comportamento maligno das células (ALBERTS et al., 1997).
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Os proto-oncogenes sdo genes celulares que promovem o0 crescimento e
diferenciacdo normal da célula. Estes genes quando mutados tomam-se amplificados no
nimero de cdpias e funcionam como promotores da expansdo clona da célula tumoral,
passando a ser denominados de oncogenes. Nestas condicfes, as onco-proteinas
codificadas por estes genes sdo responsaveis pela proliferacdo anormal das células que
uma vez desreguladas, superam a parada do ciclo celular no ponto R, onde seria feita a
checagem do DNA. Assim, se houver dano ao genoma, ndo havera tempo suficiente
para sua reparacdo, tampouco havera tempo para a célula danificada entrar no processo
de apoptose. Deste modo, as alteracbes do genoma seréo herdadas pelo clone celular
apos a divisdo, perpetuando os danos no DNA (NERY, 2004). A figura 2 representa
alguns dos mecanismos utilizados pelos oncogenes para promover O Ccrescimento
celular.

Figura 2 - Mecanismos pelo qual um oncogene pode promover o crescimento celular
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A mais importante contribuicdo para o aparecimento do cancer € o dano ao
DNA. As mutagbes ocorrem em proto-oncogénes, que S0 normalmente expressos
durante o desenvolvimento embrion&rio e também em células maduras, e em genes
supressores tumorais, geralmente por perda de funcédo e inativacéo de alelos (ALBERTS
et a., 1997, BROOKS et a, 2000; JORD et a, 2000). Sabe-se que para ocorrer a
transformacdo maligna de células em cultura requerem-se duas ou mais alteracdes de
oncogenes e freglentemente sdo necessdrias quatro a seis diferentes genes alterados
para o crescimento tumoral (ZORNIG et al., 2001).

Células do corpo que se dividem rapidamente sd0 mais susceptiveis a
carcinogénese devido a menor oportunidade do DNA ser reparado antes da divisdo
celular (REDDY, 2003). Uma célula anorma que ndo prolifere mais do que suas
vizinhas normais ndo provoca danos significativos, mas se sua proliferacéo esta fora de
controle ird originar um tumor ou neoplasma, ou Sga, um crescimento incansavel de
uma massa de células anormais (ALBERTS, 1997). A resisténcia a apoptose fisiol6gica
€ uma das caracteristicas fundamentais da célula cancerosa (MEDEL AINE, 2005).

Varios outros fatores favorecem o aparecimento do cancer: influéncias
ambientais, como agentes fisicos (raio ultravioleta, radiacdo ionizante), quimicos
(aeflatoxinas) e biologicos (virus); e também as influéncias culturais (alimentacéo,
estresse, tabagismo), raciais (possivelmente genéticos), e principalmente fatores como a
idade e a hereditariedade que podem culminar em sucessivas mutagfes contribuindo
para o aparecimento de diversas neoplasias (COTRAN et al., 2000; MADELAINE,
2005).

A dieta possui uma grande contribuicdo na etiologia e prevencdo do cancer
(GREENWALD, 2001). A literatura reconhece que os fatores dietéticos representam
cerca de 30% das causas de cancer (PADILHA, 2004) e no caso de cancer de colon,
essa porcentagem sobe para 80%. Quando se adiciona consumo de alcool e cigarro a
dieta, ocorre um aumento para 60%. Predisposicéo genética ao cancer esta associada a
20% dos casos. Os carcinégenos ambientais incluem poluicdo do ar e &gua, radiacéo e
medicamentos (REDDY, 2003).

Segundo Kroeff (2004) em 35 anos de trabalho experimental sobre cancer em
animais de laboratério, a humanidade aprendeu muito mais do que em todos os

séculos de empirismo, transcorridos.
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3.1.1. INVASAO E METASTASE

Segundo Alberts (1997) a capacidade de invasdo geralmente implica na
habilidade das células tumorais em escapar, entrar na corrente sanguinea e/ou vasos
linféticos e formar tumores secundarios ou metastases em outros locais do corpo.
Quanto mais metastases um cancer for capaz de produzir, mais dificil a sua erradicagao.

A medida que células neoplasicas permanecem agrupadas numa massa Unica, 0
tumor é dito benigno e a cura completa pode ser obtida pela remogéo da massa
cirurgicamente. Um tumor € considerado como cancer somente se for maligno, se as
células tiverem o poder de invadir tecidos vizinhos. Geramente, o sufixo —oma é
empregado para designar os tumores benignos, assim fibroma é um tumor benigno que
surge de células fibroblasticas, condroma um tumor cartilaginoso e osteoma, um tumor
de osteoblastos (ALBERTS, 1997).

As caracteristicas que diferenciam neoplasias benignas e malignas podem
convenientemente ser discutidas sob quatro aspectos: (a) diferenciacdo e anaplasia; (b)
taxa de crescimento; (c) invasdo local; (d) metéstase.

Diferenciacdo e anaplasia: Diferenciacéo refere-se ao grau de semelhanca entre

as células neoplasicas e as células normais comparaveis tanto morfolégica quanto
funcionalmente. Em geral, os tumores benignos séo bem diferenciados. Os neoplasmas
malignos compostos de céulas indiferenciadas sdo ditos anaplasicos, pois, literalmente
no sentido da palavra, “regridem”, indicando uma reversdéo de um ato nivel de
diferenciacdo para um nivel inferior. A falta de diferenciacdo ou anaplasia é marcada
por vérias ateracdes morfolégicas e funcionais como pleomorfismo (variacdo de
tamanho e forma tanto das células como dos nicleos), os nlcleos apresentam uma
abundancia de DNA e sdo normamente escuros (hipercrométicos). A forma nuclear é
geralmente muito varidvel, e a cromatina freqientemente esta aglomerada e distribuida
ao longo da membrana nuclear. Grandes nucléolos geramente estdo presentes nestes
nucleos. Os tumores indiferenciados em geral possuem um grande nimero de mitoses,

refletindo a maior atividade proliferativa das célul as parengquimatosas.

Taxa de crescimento: Em gera a maioria dos tumores benignos cresce

lentamente durante um periodo de anos, enquanto a maioria dos canceres cresce
rapidamente, as vezes a uma velocidade errédtica, eventuamente se espalhando e
matando seus hospedeiros.
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Invasdo local: A maioria dos tumores benignos cresce cCoOmo massas coesivas
em expansdo, permanecendo situadas em seu local de origem, sem a capacidade de se
infiltrarem, invadirem ou metastatizarem para locais distantes, como ocorre nos tumores
malignos, nos quais o crescimento € acompanhado de infiltracdo progressiva, invasdo e
destruicdo do tecido vizinho (Figura 3).

Figura 3 — Comparacdo entre tumor benigno do miotério (leiomioma) e tumor
maligno de origem semel hante (Ieiomiossarcoma).
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Fonte: COTRAN, 2000.

Metastase: O termo "metastase” vem do Grego (meta = além; stasis = parar)
sendo originamente empregado no contexto da Teoria Fisiolégica Humora vigente
400-500 anos a.C., segundo a qual, o equilibrio da homeostase corporal era dado pelo
perfeito balanceamento entre os quatro humores organicos. sangue, bile amarela, bile
negra e fleuma. Esta teoria fisiopatol6gica foi criada em analogia a Teoria dos "Quatro

Elementos’, sendo documentada por Hipdcrates e posteriormente traduzida por Galeno
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no século Il d.C., passando entdo a Escola Escolastica de Medicina da Idade Média
(MEOHAS, 2005)

Segundo a “ Teoria Fisioldgica Humoral”, 0 organismo cozinhava 0 excesso ou 0
eliminava através dos dejetos organicos. Caso o material ndo fosse completamente
cozido ou eliminado, era depositado ("apostasis') ou mandado para outra parte do corpo
("metastases’). Acreditavase que o acumulo de hile negra era responsavel pelo
surgimento dos tumores e que as metastases eram depdsitos desta bile transportados
para outra parte do organismo. Estes conceitos influenciaram o meio cientifico até o
século XX, quando importantes descobertas delinearam um novo panorama no campo
daoncologia(MEOHAS, 2005)

O termo "metastase" foi introduzido por Récamier. Entretanto, coube a Thiersch
(1822-1895) e Waldeyer (1865-1921) a estrutura das bases da Teoria Mecanicista que
ganhou espaco a partir do seculo XI1X através da comprovacéo morfol égica de émbolos
metastaticos de células epiteliais em vasos linfaticos e linfonodos. De acordo com esta
teoria, plenamente aceitano final do século X1X, as células tumorais seriam distribuidas
via vasos sanguineos e linféticos, formando colénias tumorais no local onde fossem
depositadas (BROWN, 2001).

Dentre um dos primeiros estudos experimentais sobre metastases Takahashi
(1915), citado por Dagli (1989), descreveu a existéncia das vias linfética e hematdgena
de disseminacdo das neoplasias, aceitando a hip6tese do transporte de émbolos
tumorais. O mesmo autor afirmou constituir-se de duas fases 0 processo metastético,
segja de tumor espontéaneo ou transplantavel: umafaseinicial, naqual as célulastumorais
penetram pelo endotélio vascular, e uma segunda fase, na qual os émbolos, apds
transporte vascular mecanico, estabelecem unido com a parede vascular dos érgaos-alvo
e penetram pelo endotélio. E importante ressaltar, que o processo de entrada da célula
tumoral no componente vascular pode ocorrer de forma passiva, pelos vasos
neoformados que irrigam a massa tumoral, ou de forma ativa, atravessando o endotélio
eamembranabasa (BRENTANI et a, 1988).

Sabe-se, atualmente, que as células tumorais passam por varias fases antes de
estabelecerem focos metastaticos. ApOs 0 crescimento e a vascularizacdo do tumor
original elas devem, inicialmente, separar-se da massa tumoral, invadirer localmente a
matriz tecidual adjacente, adentrar a parede de vasos sanguineos ou linféticos,
sobreviver na circulagdo sanguinea ou linfética, ligar-se ao endotélio capilar do tecido

em que se estabelecerdo, iniciar agregacdo plaguetaria, atravessar a parede capilar,
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invadir o tecido local, e entdo proliferar. A metéstase é, portanto, o resultado final de
vérias etapas interdependentes, um processo multifacetado que inclui uma complexa
interacdo entre o tumor e organismo hospedeiro, uma seqiéncia de eventos que ainda
hoje néo estd completamente esclarecida (BROWN, 2001).

Em geral, as localizacbes anatdbmicas de tumores primarios diferem do sitio
inicial de metéstase. As células neoplasicas que sobrevivem, multiplicam-se e
extravasam para 0 parénquima dos 6rgaos formando novos focos tumorais (RIZZO,
2000). AlteracOes genéticas influenciam a adesividade celular, favorecendo o
desprendimento das células do tumor primario, além da neovascularizagéo, que ndo so
serve para manter as necessidades metabdlicas inerentes ao desenvolvimento do tumor,
como também para prover uma rota de "fuga' pela qual as células neoplasicas podem
deixar o tumor primario (TANAKA et a., 2002) e adentrar o sistema linfético ou
circulatério, caracterizando a disseminacdo linfética e hematogénica, respectivamente
(CNAMBERS et al ., 2002).

Aventa-se a possibilidade de que a pressdo exercida pelo tumor sga um
mecanismo passivo de que se valem as células tumorais para invadirem tecidos
adjacentes. Isso pode ocorrer devido a mecanismos enzimaticos, ateracbes no
citoesqueleto celular, diminuicdo do numero de jungdes intercelulares ou a um
decréscimo na biossintese de componentes da matriz extra-celular (DAGLI, 1989).
Outro fator importante para a circulagéo de células neoplasicas dentro do organismo é a
atividade do citoesqueleto, particularmente a formacéo, desintegracdo, contracdo e
relaxamento de feixes de filamentos de actina; associados a eles, existem diferentes
proteinas que na maioria das vezes sio reguladas diretamente por concentrages de Ca'
ou indiretamente via calmodulina (ROOS, 1984).

Iwasaki (1915) citado por Dagli (1989), considerou que as células tumorais,
apesar de serem originarias do préprio organismo, sao tratadas como corpos estranhos
na corrente sanguinea. Este autor realizou estudo histolégico de neoplasias em seres
humanos e, experimentalmente, inoculou células tumorais em ratos e camundongos pela
veiafemural. Observando histol ogicamente a presenca de émbol os tumorais em vasos, e
em muitos casos a auséncia de formacbes metastaticas, Iwasaki concluiu haver
destruicéo de células tumorais na corrente sanguinea.

Sabe-se, por exemplo, que apos injecdo intravenosa experimental de células
tumorais, apenas 0,01% destas irdo conseguir formar um foco tumoral. Essa baixa

percentagem deve-se as vdrias etapas interdependentes que compdem a complexa
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cascata de eventos necessarios ao estabelecimento do implante secundario (BROWN,
2001). Tumores histologicamente comparaveis podem ter potenciad metastético
extremamente divergente, dependendo do gendtipo e influéncias ambientais locais. O
potencia metastatico € influenciado pelo micro-ambiente local, angiogénese, interacdes
tumor-estroma, elaboracéo de citocinas pelo tecido local, e mais significativamente por
seu gendtipo molecular (LIOTTA & KOHW, 2000).

As metastases s80 0s aspectos mais insidiosos e ameagadores do cancer, sendo a
principal causa de morbidade, mortalidade e de falhas em tratamento de pacientes com
neoplasias, uma vez que a cada dez mortes pela doenca nove sdo resultados de
metastases (GIBBS, 2003). Cerca de 30% dos pacientes com diagndstico de tumores
malignos solidos (com excecdo do cancer de pele ndo-melanoma) desenvolve
metéstases, fato que reduz acentuadamente a possibilidade de cura (COTRAN et al.,
2000).

3.2. TUMOR DE EHRLICH

Dos inimeros tumores experimentais utilizados para estudo in vivo em animais,
0 uso de tumores transplantéaveis na forma ascitica tem sido um recurso Util pelas
seguintes razbes. facilidade na padronizacdo do nimero de células a serem inoculadas;
quantificacdo do crescimento e regressdo da massa tumoral e também porque permitem
0 estudo comparativo com os mesmos métodos desenvolvidos para a pesquisa de células
na corrente sanguinea e demais fluidos corporais (DAGLI et al., 1989; SAAD-HOSSNE
et a., 2004).

Historicamente, os primeiros relatos de transplante de neoplasias datam de 1773
guando PEY RILHE inoculou material extraido de neoplasias mamérias humanas sob a
pele de cdes. De modo geral, quer para os estudos basicos de biologia tumoral, quer para
a investigacdo de novas modalidades terapéuticas (cirdrgica, medicamentosa,
radioterdpica) dispdem-se hoje de uma variedade de tumores experimentais, ja
catalogados (SAAD-HOSSNE, 2002).

O tumor de Ehrlich foi introduzido por Paul Ehrlich em 1886 e descrito em 1906
como um carcinoma mamério de camundongos fémeas (DAGLI, 1989; RIZZO, 2000).

Devido a suas caracteristicas e facilidade de manuseio experimental, o tumor de Ehrlich
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tem sido extensamente aplicado para a chamada Oncologia Experimental (DAWE,
1982).

Inicialmente, o tumor de Ehrlich foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma sdlida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932,
com Loewenthal & Jahn, é que surgiu a forma ascitica, ou sgja, aquela desenvolvida no
periténio de animais inoculados com células tumorais (DAGLI, 1989).

O termo ascite (do grego askites, que significa bexiga, barriga ou bolsa) é
definido como sendo o acimulo de liquido na cavidade peritoneal . Esta patologia ocorre
devido a um aumento da pressdo venosa, a qual se estende aos capilares do peritbnio
causando a transudacdo de liquido para o abdémen ou quando aumenta a pressdo nos
sinusoides hepéticos (de 5 a 10 mm de Hg) podendo haver a transudacéo pela propria
superficie do figado. Uma terceira causa de ascite pode ser a diminuicdo da presséo
coloidosmética do plasma. Muitas vezes as trés causas podem estar envolvidas
(HAUSBERGER et al., 2001).

O tumor de Ehrlich tem a capacidade de crescimento em suspensdo no liquido
ascitico e em tecido celular subcuténeo e apds a sua implantacéo na cavidade peritoneal
em camundongos sadios tem como resultado a formac&o de liquido ascitico tumoral
(DAGLI, 1989; SAAD-HOSSNE, 2004). Estima-se que 10% de todos os casos de ascite
em humanos, sdo de origem neoplasica, sendo a maioria destas provenientes de tumores
gastrointestinais e ovarianos (SAAD-HOSSNE et al., 2004). Véarias doengas estdo
associadas a ascite, dentre elas a carcinomatose peritoneal que € responsavel por causar
uma exsudacdo de fluido proteinaceo das células tumorais, fazendo com que o liquido
extracelular entre na cavidade peritonea para restabelecer o balangco osmético. Em
metéstases macicas no figado e no carcinoma hepatocelular, ocorre hipertensdo portal
secundéria, desencadeando um mecanismo semelhante ao da cirrose, que ocasiona
aumento dos niveis de oxido nitrico, causando uma vasodilatacdo que simula um
decréscimo no volume arterial efetivo e possivelmente, leva ap aumento do horménio
retentor de sodio, diminuindo a filtragdo renal. A ascite quilosa, secundaria ao linfoma
maligno, aparece como consequéncia da obstrucdo dos linfonodos pelo tumor e pela
ruptura dos vasos linféticos (HAUSBERGER et al., 2001).

Histologicamente, o tumor solido de Ehrlich apresenta extensas areas de
necrose, oriundas da morte das células neoplésicas, a qual é bastante intensa ja na
primeira semana pés-inoculacdo. Intensa atipia e células extremamente anaplasicas sdo

também comumente vistas no tumor. O tumor possui poucas células inflamatérias e
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estroma escasso. Alto indice mitético e de invasividade caracterizam essa neoplasia
(GABAI et a., 1995; DAGLI, 1989). Quando observado em maior aumento ao
microscépio de luz, € evidente a presenca de células epiteliais neoplésicas arranjadas
concentricamente a um foco de necrose do tipo coagulativa. Essas células exibem
intenso pleomorfismo, hipercromatismo nuclear e alteracdo da relagdo nucleo
citoplasma. Observaram-se também células multinucleadas com nucleos, muitas vezes,
gigantes, evidenciando ainda mais intensa atipia nuclear, com citoplasma bastante
amplo. O estroma é bastante escasso, com pouca vascularizagdo (OLIVEIRA et al.,
2003).

Segundo Dagli (2002), o exame histoquimico de uma gota de liquido ascitico do
tumor de Ehrlich revela células pleomérficas, com diametros 2 a 3 vezes superiores as
das heméacias do camundongo, que contém numerosas goticulas de tamanho variavel
com material birrefringente em seu interior. Essas goticulas sdo lipideos, os quais estdo
presentes devido a um processo degenerativo que leva ao acumulo lipidico no interior
da célula ou a uma desregulacdo gendmica que provoca a intensificagéo da producdo de
lipidios pelas cdlulas.

O tumor ascitico de Ehrlich pode ser transplantado para qualquer linhagem de
camundongo, provavelmente devido a perda da expressdo do MHC. Esta caracteristica
exclui o principal papel do linfocito T citotoxico durante o desenvolvimento do tumor,
indicando que talvez a imunidade celular ndo sgja o principal mecanismo de defesa do
hospedeiro contra o tumor ascitico de Ehrlich (BERGAMI-SANTOS et a., 2004).
Segundo Sugiura (1965), citado por Gentile (2001), ndo ha ocorréncia de metastases no
coragdo, rins, adrenais, figado ou baco. Além disso, é sabido que as células do tumor de
Ehrlich podem ser inoculadas por via intravenosa sendo de grande utilidade nos estudos
sobre migracdo de células e desenvolvimento de metéstases, visto que, na forma sdlida,
ndo ha ocorréncia de crescimento secundario (RIZZO, 2000). Dentre outros modelos, o
tumor ascitico de Ehrlich é utilizado para auxiliar na investigacdo de novas modalidades
terapéuticas em biologia tumora (SAAD-HOSSNE, 2002), e principamente na
fisiopatologia do cancer e das metastases.
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3.3. FLAVONOIDESE CANCER

O cancer é um dos mais antigos males da humanidade Djuric e colaboradores
(2001) estimaram, para 0 ano de 2000, que 0 niumero de novos casos de cancer no
mundo seria mais de 10 milhdes, dentre os quais, 53% dos casos ocorreriam nos paises
em desenvolvimento. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (2004), no Brasil,
as estimativas para 0 ano de 2005 apontavam para a ocorréncia de mais de 467.440
novos casos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecéo de pele ndo melanoma, seréo
os de prostata e pulmdo no sexo masculino e mama e colo do Utero para 0 sexo
feminino, acompanhando a mesma magnitude observada no mundo.

Das 520 drogas aprovadas entre 1983 e 1994, 39% eram derivadas de produtos
naturais das quais, 60% eram antibioticos e anticarcinogénicos (CRAGG, 1997). Entre
esses produtos naturais encontram-se os “alimentos funcionais’, que nas Ultimas
décadas tornaram-se apreciados por profissionais da érea de salde e pelo publico em
geral devido a seus beneficios a salide. Segundo Lander (2001) a sociedade ndo deveria
negligenciar o poder dos compostos naturais no tratamento das doengas humanas.

Segundo Yang et al., (2001) véarios flavondides tém demonstrado suprimir a
carcinogénese em modelos animais. Ha relatos interessantes considerando que os
flavondides exercem um efeito benéfico em varios mecanismos que envolvem a
patogenia do cancer.

Os flavondides representam um grande grupo de fitoquimicos que sdo
conhecidos por exercerem uma atividade anti-tumoral. Assim, estudos investigativos
tém demonstrado que os possivels mecanismos de inibicdo da carcinogénese por
polifendis estejam relacionados com o aumento da expressdo de superdxido dismutase
(MANSON, 2003), inibicdo da cicloxigenase e lipoxigenase (HONG, 2001; SAKATA,
2003), inducéo de apoptose e repressdo do ciclo celular, como demonstrado em células
carcinogénicas humanasin vitro (MANSON, 2003).

Os flavonbides vém sendo extensivamente pesguisados como protetores das
células contra danos de raios-X, bloqueando a progresséo do ciclo celular e a sintese de
prostaglandinas e inibindo mutacdes em experimentos animais (REDDY, 2003).
Querceting, luteolina e genisteina tém mostrado capacidade de inibir o dano oxidativo
do DNA induzido por irradiacdo ultravioleta (WEISS, 2003). Reddy (2003) relata que a
propriedade antioxidante dos flavondides faz com que eles tenham a propriedade de

inibir vérios tipos de cancer.
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Existem diferentes “mecanismos de acdo” desempenhados pelos flavonoides
como agentes anti-mutagénicos. Certos flavonéides podem influenciar diretamente a
atividade enzimética envolvida no reparo do DNA e/ou modular expressdo de genes
(FERGUSON, 2001). De acordo com Marchand (2002), os flavonoides afetam a
progressdo do ciclo celular. O flavondide guercetina bloqueou o ciclo celular na fase
GL/S de células cancerosas de célon e géstrica. Ja em linhagens de células de mama e
laringe esse flavondide mostrou blogquear a fase G2/M do ciclo celular (FORMICA,
1995). O metabolismo rdpido da quercetina forma o metabdlito metilado isorhamnetina,
gue possui efeito no retardamento das fases GO-G1 do ciclo celular em baixas
concentracfes em linhagens de células HepG2 (hepatocarcinoma).

A isorhamnetina e o flavonGide miricetinga, em diferentes concentracOes,
afetaram diferentes enzimas envolvidas na transducdo de sinais, dessa forma
interromperam o ciclo celular em estdgios especificos (RUSAK, 2005). Alguns
flavondides como apigenina, luteolina e quercetina induzem a apoptose por mecanismos
dependentes do gene p-53. A proteina p-53 funcional apresenta meia vida curta (10 a 20
minutos) e atua na regulacdo do ciclo celular, reparo de DNA e, dependendo da
extensdo da lesdo, inducdo da apoptose das células geneticamente instéaveis, mantendo
destaforma aintegridade do genoma (JUNIOR, 2002; SCHUTZ, 2003).

Evidéncias in vitro mostraram que a quercetina pode inibir a proliferacdo celular
através do bloqueio da atividade da ornitina carboxilase e da incorporagdo da timidina
a0 DNA aém de, modular a apoptose em cultura de células. Resultados mostraram
ainda que a quercetina inibiu tanto a mitose quanto a apoptose em cultura de células
glomerulares. O mecanismo molecular envolvido no efeito anti-mitético e anti-
apoptético da quercetina sdo largamente obscuros, mas investigacdes sugerem que 0S
flavondides inibem a tirosina quinase e MAP quinase podendo ser estes 0s possiveis
alvos farmacol 6gicos (MARCHAND, 2002).

As proteinas quinases regulam e controlam muitas atividades fisiologicas,
consequentemente interferem nas enzimas que estéo associadas ao crescimento tumoral.
Flavon6ides podem inibir a promocdo do tumor através de efeitos inibitorios na
fosforilase C e proteina quinase. A atividade da proteinatirosina quinase foi inibida pelo
flavonGide quercetina em tumores mamérios de ratos induzidos pelo (DMBA) 9,10
dimetil -1,2-benzantraceno (FORMICA, 1995). Segundo Williams (2004), diversos
flavondides como epicatequina, epicatequina galato, epigalocatequina galato (EGCG) e

guercetina vém sendo pesguisados como citoprotetores nas rotas de sinalizacdo do ciclo
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celular. Uma agdo citoprotetora importante desses compostos esta envolvida na inibicdo
da caspase-3 e ativacao de proteinas MAP quinases que sdo pro-apoptéticas.

Os efeitos celulares dos flavondides sdo dependentes da associacédo deles com as
células, pela interacdo com a membrana ou pela entrada deles no citosol. Flavonoides
possuem a capacidade de se ligar aos sitios de ligacdo do ATP de um grande nimero de
proteinas, incluindo ATPase mitocondrial, calcio plasma membrana ATPase, proteina
quinase A, proteina quinase C e topoisomerase. Os flavondides hesperidina e
naringenina tém sido pesquisados por possuirem a atividade inibitéria de numerosas
proteinas quinases. Essa inibicdo € mediada via ligacdo dos flavondides ao sitio de
ligagcdo do ATP, presumivelmente por causar trocas na estrutura tridimensiona das
quinases levando a sua inatividade. Flavon6ides também podem interagir com a
mitocondria, interferindo em passos do metabolismo intermediério e/ou baixa regulacdo
da expressdo de adesdo de moléculas. Quercetina, um flavonol, expressa efeitos
antiproliferativos e induz a morte celular de células tumorais predominantemente por
mecanismos apoptoticos em diversas linhagens de células cancerosas. Os flavondides
induzem a ativacdo da caspase-3, caspase-9 em linhagens de células malignas
(WILLIAMS, 2004).

FlavonGides possuem atividade anti-tumoral, causando inativagdo do
carcindgeno, paralisacdo do ciclo celular, inducdo da apoptose e inibicdo da
angiogénese. A figura 4 representa esquematicamente os eventos apoptéticos, onde 1
assinala os multiplos estimul os da apoptose. Estes incluem ligantes de morte especificos
(fator de necrose tumoral — FNT), subtracéo de fatores de crescimento ou horménios e
agentes nocivos (radiagdo). Alguns estimulos (como células citotoxicas) ativam
diretamente as caspases executoras. O controle e regulacdo sdo influenciados por
membros da familia Bcl-2 de proteinas, que podem inibir ou promover a morte celular.
As caspases executoras ativam endonucleases citoplasméticas latentes e proteases que
degradam proteinas do citoesqueleto e ndcleo. Isso resulta em uma cascata de
degradacdo intracelular, incluindo fragmentacdo da cromatina nuclear e ruptura do
citoesqueleto. Resultado final é a formagdo de corpusculos apoptéticos que contém
vé&rias organelas intracelulares e outros componentes do citosol; esses corpusculos
também expressam novos ligantes para ligacdo e captacdo por células fagociticas
(CHEVET, 2001).

A naringenina (flavondide) causa citotoxicidade e apoptose via inducéo da

atividade de caspase-3/CPP32, mas ndo da atividade da caspase-1, em linhagens de
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células humanas promielo leucémicas (HL-60). Esses achados sugerem que a
naringenina pode inibir o crescimento tumoral. Agentes com habilidade de induzir
apoptose em tumores tém sido usados na terapia anti-tumoral. Flavonoéides produzem
diferentes efeitos bioldgicos e a atividade deles em induzir apoptose tem sido
identificada em muitos estudos. Estudos in vivo, mostram o efeito da naringenina em
inibir o crescimento do tumor em camundongos induzidos com sarcoma S-180. A acéo
sobre as caspases é importante porque a morte celular por apoptose é seguida pela
ativacdo de proteinas efetivas chamadas caspases, que participam de cascatas

enziméaticas que terminardo na desmontagem celular (SCHULTZ, 2003).

Figura4 — Representacéo esguemética dos multiplos eventos apoptéticos.
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Fonte: COTRAN, 2000

Porém, ainda, muitas questfes precisam ser esclarecidas, incluindo exatamente
como especificos fatores dietéticos estéo relacionados na prevencéo do cancer. Estudos
epidemiol 6gicos, embasados em dados in vivo e in vitro tém contribuido imensamente
para gudar elucidar a ligagdo existente entre dieta e prevencdo de cancer

18



Hussen Machado

(GREENWALD, 2001). Razdes tiveram Ewing e Greenough em dizer: "O diagndstico e
o tratamento do cancer ja deixou de ser trabalho de um s6 homem — no longer one man
job". Enunciaram uma verdade (KROEFF, 2004).

3.3.1. FLAVONOIDES

Em 1930 uma nova substancia quimica foi isolada de laranjas e acreditava-se
tratar de mais um novo membro da familia das vitaminas e essa substancia foi designada
como vitamina P. Quando estudos demonstraram tratar-se de um flavondide, a Rutina,
uma agitacdo na pesguisa formou-se na tentativa do isolamento deste e de varios outros
flavondides (NIJVELDT et a., 2001). Sendo assim, desde que foi identificada, a
natureza quimica dos flavondides vem sendo estudada extensivamente (WOO, 2005).

Polifendis, especialmente os flavonoides, sdo metabdlitos secundérios de plantas
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides (SIMOES et al., 2000) e definidos
quimicamente como substancias compostas por um ntcleo comum de fenilcromanona
(Ce-C3-Cs) com substituicdo em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados ligados a
acucares (BIRT, 2001).

A estrutura dos flavondides esté baseada no nucleo flavilium, o qual consiste de
trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel € condensado com o sexto carbono do
terceiro anel, que na posicdo 2 carrega um grupo fenila como substituinte. O terceiro
anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas basicas das
leucoantocianinas (ou pré-antocianinas ou catequinas) e as antocianidinas, denominado
de nuacleo flavana. Devido ao fato do terceiro anel apresentar-se como uma pirona,
ocorre aformagéo das flavonas, flavonais, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas,
recebendo a denominag&o de nucleo 4-oxo-flavonoide (AHERNE & O'BRIEN, 2002).

As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos dependem de
sua estrutura quimica, que podem variar com substitui¢des incluindo hidrogenacéo,
hidroxilagdes, metilagdes, malonilacbes, sulfatacdes e glicosilacBes. Flavondides e
Isoflavondides ocorrem comumente como ésteres, éteres ou derivados glicosidicos ou
ainda uma mistura deles (BIRT, 2001). Exceto o grupo das leucoantocianinas, 0s
demais flavondides ocorrem em plantas sempre acompanhados por glicidios recebendo
assim, a denominag&o de glico-flavondide ou flavondides glicosilados (DEGASPARI,
2004). As substituigdes glicidicas incluem D-glicose, L-rhamnose, glicorhamnose,
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galactose, lignina e arabinose (BIRT, 2001). Quando se apresentam isentos de glicidios,
aestrutura recebe o nome de aglicona (DEGASPARI, 2004).

O termo "fendlico" ou "polifenol” pode ser definido como sendo uma substancia
que tem um ou mais nlcleos arométicos contendo substituintes hidroxilas e/ou seus
derivados funcionais como ésteres, metoxilas, glicosideos e outros. Essa definicéo
também engloba a classe dos flavondides . Entretanto, uma definicéo levando em conta
somente a estrutura quimica ndo € apropriada, uma vez que existem compostos
contendo hidroxilas fendlicas, fazendo parte de outras classes de metabdlitos diferentes
dos flavondides. Dessa forma, € mais conveniente empregar-se uma definicdo que leva
em conta também a origem biogenética (SIMOES et a., 2000). Uma representacio
esquemética da biossintese de flavondides esta representada na figura 5.

Os flavondides representam um dos grupos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem vegetal e natural. Essa classe de compostos € amplamente
distribuida no reino vegetal. Com poucos relatos em algas, alguns representantes foram
identificados em bridfitas, existindo apenas um relato de ocorréncia em fungos. Em
pteridéfitas também foram encontrados, mas sua variabilidade estrutural € peguena.
Todavia estéo presentes em abundancia nas angiospermas, apresentando nesse grupo
enorme diversidade estrutural (SIMOES et al., 2000).

A distribuicdo dos flavondides nos vegetais depende de diversos fatores de
acordo com a fila/lordem/familia do vegetal, bem como da variagdo das espécies.
Geramente, flavondides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos. O mesmo composto ainda pode
apresentar diferentes concentracbes dependendo do érgéo vegetal em que se encontra
(SIMOES, 2000). E importante ressaltar que fatores abiéticos naturais como a radiagéo
solar, raios UV, periodos de seca ou chuva, nutrientes e estaces do ano influenciam no
metabolismo e na producéo destes compostos e ainda, fatores artificiails, como
poluentes, podem interferir também nesse mecanismo (CATHERINE, 2003;
DEGASPARI, 2004). Em periodos de chuva os compostos mais polares sfo eliminados
das plantas por lixiviagdo. Também em regides poluidas a planta pode produzir maior
quantidade de metabdlitos secundéarios, incluindo flavon6ides, como mecanismo de
defesa contra patégenos como virus, bactérias, fungos, insetos.

A maioria dos flavondides presentes nos aimentos ocorre principamente na
forma glicosilada de 3-O-glicosideo e polimeros (HEIM, 2002).
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Figura 5 - Representacdo esguemdtica simplificada da biossintese de
flavondides.
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N&o surpreendentemente, a b -ligacBo destes aglcares a0 anel fendlico é
resistente a hidrolises por enzimas pancredticas. Assim sendo, acreditou-se que a

microbiota intestinal era responsavel pela b -hidrélise de muitos aglcares dessas
moléculas. Porém, duas b -endoglicosidases foram caracterizadas no intestino delgado

humano como capazes de hidrolisar flavondides glicosilados incluindo lactase
phlorizina hidrolase e uma enzima citosolica ndo especifica capaz de desglicosilacdo de
flavondides, permitindo assim, sua conjugacdo com outros grupos (HEIM, 2002).
Spencer et al., citado por Heim (2002), demonstraram que os flavondides 7-glicosil
luteolina, 3-glicosil Kaemferol e 3-glicosil quercetina sdo hidrolisados e absorvidos
pelo intestino delgado pela agéo da enzima glicosidase.

As cinéticas de absor¢do variem consideravelmente entre alimentos devido a
heterogenei dade de agUcares e outros grupos funcionais ligados ao nucleo de flavonas.
Além do mais, a absorcéo também é dependente da dosagem, veiculo de administracao,
antecedentes da dieta, diferencas sexuais, populacdo microbiana do colon e de
flavonoides que séo absorvidos ligados a proteinas (WALLE, 2004).

O preparo dos aimentos para consumo pode, algumas vezes, resultar em perdas
destes compostos, em maior ou menor grau, variando de acordo com o tipo de aimento
e o tipo de preparo empregado. Todavia, os flavondides sdo compostos relativamente
estaveis, pois resistem a oxidagdo, altas temperaturas e moderadas variacdes de acidez
(PETERSON & DWYER, 1998). Flavondides e isoflavondides compreendem uma
classe de fitoquimicos que ndo podem ser sintetizados por humanos, ocorrendo somente
através daingestéo dietética (PETERSON & DWY ER 1998; BIRT, 2001).

Em 1995, Hollman et al., citado por Walle (2004), baseado em evidéncias
indiretas, propds que os flavondides glicosilados poderiam ser absorvidos intactos pelo
intestino delgado usando um transportador de glicose sbdio dependente (SGLT 1).
Mais tarde, este postulado foi confirmado através da pesguisa de que os flavondides sao
usualmente absorvidos por difusdo passiva pelos enterdcitos, apds serem glicosilados
e/ou convertidos em agliconas (MARCHAND, 2002) por glicosidases presentes em
alimentos, mucosa gastrointestinal ou na microflora do célon (YANG, 2001). Segundo
Heim (2002), agliconas apresentam um maior poder antioxidante que seus
correspondentes glicosilados.

Apbs sua absorcdo, os flavondides sdo conjugados no intestino delgado e no
figado pela glicuronidagdo, sulfatacdo ou metilacdo ou metabolizados a pequenos
compostos fendlicos (MARCHAND, 2002; YANG, 2001; HEIM, 2002). Ao sofrerem
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essas modificacBes, os flavondides podem tornar-se metabdlitos mais ativos ou serem
eliminados do organismo mais facilmente por tornarem-se mais polares; dessa forma,
muitos desses produtos metabdlicos podem ser detectados na urina e fezes humanas
(WALLE, 2004).

O metabolismo bacteriano de flavondides, principalmente no célon, tem sido
bem reportado em estudos com animais e pode s&r um passo limitante na
biodisponibilidade de muitos flavon6ides em humanos e animais. Bactérias da
microflora do célon sdo responsaveis pela hidrélise de flavonbides glicosilados e
conjugados, gerando numerosos compostos fendlicos menores, &cido carboxilico assim
como a producdo de dioxido de carbono (WALLE, 2004).

Recentes avangos em pesquisas com biologia molecular no genoma e proteoma
definiram o papel dos flavondides no desenvolvimento de plantas e sua aplicacdo
potencial na agricultura e farmacoterapia (WOO, 2005). Diversas fungbes sdo atribuidas
aos flavonoides nas plantas. Entre elas, pode-se citar a protecdo contra a incidéncia de
raios ultravioleta, protecdo contra microrganismos patogénicos, acdo antioxidante,
agentes alelopéticos e inibicdo enzimética (SIMOES, 2000; HARBORNE, 2000; HEIM,
2002). Segundo Heim (2002) e Degaspari (2004), os pigmentos derivados de
antocianinas em flores atraem insetos polinizadores e sdo responsaveis pela
caracteristica cor vermelha e azul de bagas, vinhos e certos vegetais que sdo as maiores
fontes de flavonoides na dieta humana.

Atuamente mais de 6000 diferentes flavondides tém sido descritos
(MARCHAND, 2002; YANG, 2001), sendo suas maiores classes os flavonais,
flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavondis e chalconas
(COOK & SAMMAN, 1996). Na tabela 1 observa-se as estruturas dos flavondides das
principais classes ja estudadas

O interesse econdmico dos flavondides € decorrente de suas diferentes
propriedades. Ensaios bioldgicos usando combinacBes isoladas revelam que os
flavondides exibem uma grande acéo sobre os sistemas biol égicos demostrando efeitos
antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotdxico, antineoplasico, antioxidante,
antihepatotdxico, antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaguetério.
Também demonstraram aumento na permeabilidade capilar, inibicdo da exudacéo
protéica e migracdo de leucdcitos (PELZER, 1998). Estes efeitos podem estar
relacionados as propriedades inibitérias que os flavondides desempenham nos vérios

sistemas enzimaticos incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases,
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polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e amino acido oxidases (FERGUSON,

2001).

Tabela 1- Estrutura quimica de alguns flavondides de ocorréncia natural em

plantas.
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3.4. MECANISMOSDE ACAO DOSFLAVONOIDES.

3.4.1. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sGo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipidios
ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das reacbes de oxidacdo em
cadeia (DEGASPARI, 2004). O oxigénio, indispensavel para a vida, pode resultar em
danos reversiveis ou até irreversiveis, quando os seres vivos sd0 expostos a ele em
concentragdes superiores a encontrada na atmosfera, podendo inclusive, levar a morte
celular (MANSON, 2003).

O oxigénio atua em organismos aerdbicos como aceptor final de elétrons e, dessa
forma, o oxigénio envolvido no processo respiratorio € estavel, mas em certas condicdes
pode ser transformado nas seguintes espécies: anion superéxido (O, ), radical hidroxila
(OH") e peréxido de hidrogénio (H,0,) que sdo responsaveis por danos celulares (CODY
at al., 1986).

Os radicais livres entdo, podem ser definidos como qualquer espécie quimica
capaz de existéncia independente, que contenha um ou mais elétrons desemparel hados,
sendo portanto, altamente reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula. A
formacao desses compostos é determinada pela perda ou ganho de um elétron ficando
com um elétron desemparelhado (MARRONI, 2002). A formagdo destas espécies
reativas de oxigénio (ROS) ocorre durante os processos oxidativos biol6gicos, sendo
assim, formados fisiologicamente nos sistemas bioldgicos a partir de compostos
endégenos (MARRONI, 2002) ou em circunstancias patolégicas incluindo
envelhecimento, reages inflamatorias, cancer, desordens cardiovasculares, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, catarata e diabetes (CODY at a., 1986).

Células corporais e tecidos sdo constantemente ameacados por danos causados
por radicais livres e espécies de oxigénio (GRACE, 1994; WALLE, 2004). O
mecanismo e sequiéncia de eventos pelos quais os radicais livres interferem na fungdo
celular ainda ndo séo completamente entendidos, mas um dos mais importantes eventos
parece ser a peroxidacdo lipidica que resulta em danos a membrana celular. Esses danos
celulares causam uma troca na carga liquida da membrana provocando mudancas de
pressdo osmética que resultam em lise celular.  Radicais livres podem agir sobre varios
mediadores inflamatérios contribuindo para uma inflamacdo geral responsavel por
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danos aos tecidos (NIJVELDT, 2001), dém de estarem ligados com processos de
envel hecimento corporal (DEGASPARI, 2004).

Com a evolucdo dos seres vivos no planeta, surgiram mecanismos para combater
esses efeitos deletérios causados por espécies reativas de oxigénio. Contra os radicais
livres, 0os organismos viventes desenvolveram varios mecanismos efetivos. S80 0s
mecani smos antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos (MANSON, 2003).

Os mecanismos de defesa contra radicais livres no corpo incluem enzimas como
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase; e cofatores enzimaticos como
glutationa, &cido ascorbico e O-tocoferol (CODY at al., 1986). E dificil fazer uma
medicdo direta da oxidacdo nos componentes celulares devido a sua alta reatividade,
porém é possivel uma determinacdo indireta pelos efeitos por eles causados, através da
oxidacdo dos lipidios, dos grupamentos sulfidrila das proteinas, das bases puricas e
pirimidicas, o que leva a uma alteracdo no DNA e no balanco tiol/dissulfeto (BASU,
1999). Foi descoberto que uma série de doencas entre as quais cancer, aterosclerose,
diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencas do coracdo, podem estar ligadas aos danos
causados por formas de oxigénio extremamente reativas denominadas de ROS ou
“substancias reativas oxigenadas’ (DEGASPARI, 2004).

Diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes
na dieta diaria pode produzir uma agdo protetora efetiva contra estes processos
oxidativos que ocorrem no organismo (DEGASPARI, 2004). A protecdo antioxidante
dos flavondides foi o primeiro mecanismo de a¢éo estudado, em particular, com relacdo
a seus efeitos protetores em doencas cardiovasculares (BRAVO, 1998). A atividade
antioxidante de compostos fendlicos é principalmente devida as suas propriedades de
oxido-reducédo, as quais podem desempenhar um importante papel na absorcédo e
neutralizagéo de radicais livres, quelando o oxigénio tripleto e singleto ou decompondo
peroxidos (DEGASPARI, 2004). Dessa forma, eles demonstram grande eficiéncia no
combate de varios tipos de moléculas oxidantes, incluindo oxigénios reativos e varios
radicais livres (BRAVO, 1998) que estdo envolvidos em danos no DNA e promocéo de
tumores (MARCHAND, 2002).

A atividade antioxidante dos flavonoides tem sido bem estudada in vitro, mas a
atividade antioxidante na prevencdo do cancer in vivo ainda esta sendo pesquisada.
Quimicamente, os flavondides e isoflavondides sdo doadores de elétrons. Eles servem
como derivados de estruturas conjugadas em anel e grupos hidroxila que tem potencial

de acdo como antioxidantes em cultura de células ou em sistemas de células livres por
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reagirem e inativarem anions superoxido, oxigénio singleto, radicais peréxido de
lipidios e/ou estabilizando radicais livres envolvidos no processo oxidativo através da
hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes (BIRT, 2001).

Das & Pereira, (1990) citado por Harborne (2000), demonstraram que 0 grupo
carbonila em C-4 e adupla ligagdo entre C-2 e C-3 desempenham um importante papel
na acdo antioxidante dos flavondides. Além disso, a configuracdo das hidroxilas no
anel b é determinante no processo de eliminacdo de ROS e RNS. Em outras palavras,
os flavonoides estabilizam espécies reativas de oxigénio porque apresentam grupos
hidroxila atamente reativos, os quais estabilizam osradicais (KORKINA, 1997).

A atividade antioxidante e a relacéo estrutura-atividade dos flavondides tém sido
intensamente investigadas por Djuric, (2001) e Loo, (2003). Este ultimo relata que a
acao antioxidante deve-se ao nimero e a posi¢ao dos grupos hidroxilas, que sdo capazes
de doar os aomos de hidrogénio na “varredura’ dos ROS. Essa idéia tem sido
desenvolvida principalmente porque H,O, ou produtos da reagdo com OH’, séo
essenciais para a transducdo do sinal e a ativagéo de genes especificos que promovam a
proliferacdo de células carcinogénicas. Assim, a varredura desses ROS com substéancias
fendlicas inibiu esse processo celular e consequentemente, a proliferacdo de células
Cancerosas.

A acdo antioxidante dos flavondides é desempenhada de acordo com as
equacOes abaixo:

Flavonoid(OH) + Re > flavonoid(Oe) + RH

Flavonoid(OCH;) + Re > flavonoid(Oe) + RCHj;

As diferencas na atividade antioxidante de flavondides por polihidroxilacdo ou
polimetoxilacdo ocorrem, provavelmente, devido a diferencas em hidrofobicidade e
configuracOes estruturais dos radicais livres. Ap6s a doacdo de grupos hidroxila e metila
pelos flavondides esses radicais livres perdem sua reatividade, dessa forma nao sdo

capazes de atacar biomoléculas do organismo (HEIM, 2002).
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3.4.2. ATIVIDADE INIBITORIA DA SINTESE DE OXIDO NiTRICO

A inibicdo de RNS através de flavondides envolve 0 mesmo mecanismo bésico
de eliminacdo de ROS. Os flavondides sdo conhecidos por sua agdo antioxidante por
reagirem diretamente com peroxinitritos e seu progenitor superéxidos (HEIM, 2002).
Quando flavondides sdo usados como antioxidantes ocorre uma eliminacdo na
reatividade dos radicais livres corporais, dessa forma, uma menor quantidade de radicais
livres reagird com Oxido nitrico, causando menores danos a célula (SHUTENKO et d.,
1999). O éxido nitrico pode ser considerado um radical livre e foi demonstrado que é
diretamente eliminado por flavondides (VAN ACKER et al. 1995).

Varios flavondides, incluindo a quercetina, provocaram a reducéo de danos
causados por radicais livres através dainterferéncia na atividade da 6xido nitrico sintase
(SHOSKES, 1998). Existem também muitas evidéncias que os flavondides podem
modular a producdo de oxido nitrico pelo endotélio vascular; sendo assim, 0s
flavondides podem agir como agentes antinflamatérios em inflamagdes agudas
(HUANG et al., 2004).

Na década de 80, a descoberta do Oxido nitrico (NO) como um mensageiro
molecular para os v&ios sistemas do organismo de mamiferos revolucionou as
pesguisas acerca da extensdo de sua atividade biologica. Desde entdo, um crescente
nimero de pesguisas acerca da molécula NO, na fisiopatologia humana e animal, sdo
desenvolvidas (COSTA et al., 2003).

O NO é um gés extremamente reativo, que participa de muitos processos
fisioldgicos relacionados aos sistemas nervoso central e periférico. Na figura 6 estéo
representados alguns desses processos fisiol 6gicos desempenhados pelo oxido nitrico.

Na verdade, os compostos reativos intermediarios do nitrogénio incluem o nitrito
(NOy) e nitrato (NO3), e Oxidos atamente reativos como o 6xido nitrico (NO) e didxido
de nitrogénio (NO,). Dentre estes compostos, 0 NO é o composto intermediario de vida
curta, com potente atividade biolégica, sendo sintetizado por uma familia de enzimas
(6xido nitrico sintases), expressas em uma grande variedade de células de mamiferos
(miécitos cardiacos, células pancredticas, células renais e neurbnios), através da catélise
enzimatica do aminoacido essencia L-arginina pela enzima Oxido nitrico sintase, cuja
acdo é dependente de NADPH (MONCADA et a., 1991; COSTA et al., 2003; DUDA
et al., 2004).
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Figura 6 - Representacdo esgquemética dos processos fisiologicos desempenhados pelo

oxido nitrico.
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Fonte: LACCHINI, 2004.

A catdlise enzimatica da reacdo do aminoacido L-arginina e oxigénio, que
resulta na formacdo de L-citrulina e oxido nitrico (NO), é feita por enzimas que sdo
designadas de constitutivas (cNOS) ou induzidas (INOS). As cNOS sdo enzimas que
estdo presentes em muitas células; sua liberacdo depende da concentracdo intracelular
de calcio/camodulina e, uma vez liberadas, sintetizam NO por curtos periodos com o
proposito béasico de sinalizacdo celular. O NO formado por esta via participa de muitos
processos homeostaticos. Por outro lado, as iNOS independem da concentracdo
intracelular de célcio, e sdo liberadas por macréfagos (incluindo células de Kupffer),
neutréfilos e outros tipos celulares como células endoteliais, hepatécitos, neurdnios e
fibroblastos (MONCADA et ., 1991; COSTA et a., 2003; DUDA et al., 2004).

O oxido nitrico desempenha um importante papel no controle de muitas
infeccOes, apresentando atividade antibacteriana, antiparasitéria e antiviral, entretanto
em excesso pode ser tdxico. Sendo assim, o descontrole na sintese de NO esta implicado
na patogénese de doencas cardiovasculares, autoimunes, rejeicao de transplantes, sépsis,
doencas cerebrais, inducdo de cancer, genotoxicidade e na inflamacdo (COSTA et al.,
2003). A ativacdo de macréfagos durante as respostas imunes in vivo ou pela exposicao

a certas citocinas in vitro, mostra uma marcada elevacdo dos niveis de (NO;) e (NOg).

29



Hussen Machado

Portanto, a citotoxicidade de macrofagos ativados contra organismos estranhos €
também dependente da via L-arginina— oxido nitrico (RIZZO, 2000).

O Oxido nitrico também apresenta acdo anti-tumoral. Entretanto, a atividade
anti-tumoral do NO depende de sua quantidade gerada e da interacdo das células do
hospedeiro com as do tumor. Esta interacdo pode gerar efeitos ora estimulantes, ora
inibitorios na imunidade anti-tumoral. A diversidade de efeitos do éxido nitrico parece
estar relacionada as concentragdes de NO gerados, a sensibilidade individual das células
e a duracdo do fenbmeno (COSTA et a., 2003). Segundo hip6tese de Wang et al.,
(2000), citado por Costa et al., (2003), a microvascul atura hepética regula a apreenséo e
o destino de células metastaticas de cancer através da liberacdo de NO. Estes autores
concluiram que existe um mecanismo de defesa natural contra metastases de cancer por
meio do qual a apreensdo de células tumorais no figado induz uma grande liberacdo de
NO enddgeno, levando a morte das células tumorais no sinusdides e reduzindo a
formacdo de metéstase hepética.

Macréfagos ativados tém a capacidade de selecionar e eliminar de forma
eficiente um grande nimero de células neoplésicas por processos ndo fagociticos
(contato-dependente). Durante esta interacdo, macréfagos ativados induzem alteractes
metabdlicas caracteristicas nas células tumorais, incluindo a inibicdo na sintese de
DNA, respiragéo mitocondrial (inibigdo do complexo | e Il do sistema de transporte de
elétrons) e da enzima aconitase presente no ciclo dos &cidos citricos, enquanto que
outras vias metabdlicas, como a glicdlise, mantém-se funcionais. Além disso, ainibicdo
das varias atividades enzimaticas sdo acompanhadas pela liberacéo intracelular de ferro
das células alvo, causando injuria ou morte celular (RIZZO, 2000).

O papel do NO como agente promotor de cancer possivelmente se deve a
geracdo de espécies reativas de 6xido de nitrogénio (RNOS), geradas a partir das
sintases de NO. As reagdes seguintes a formacdo das RNOS ddo origem ao estresse
oxidativo e nitrosativo e apresentam efeitos potencia mente genotédxicos (HEIM, 2002).

Experimentos com Oxido nitrico demonstraram que ele apresenta um papel
fundamental dentro da regulacéo da “cadeia transportadora de elétrons’ devido a sua
habilidade em inibir reversivelmente o citocromo C oxidase (complexo 1V), aceptor
final de elétrons (CLEETER et a., 1994). Porém, uma superproducdo de oxido nitrico
estd associada a uma inibicdo prolongada do transporte de elétrons, que resulta em um
extravasamento de elétrons da matriz, aumentando a geracéo de oxigénio reativo, 0s

quais conduzem a um rompimento celular. Além do mais, o NO pode afetar a expresséo
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e a atividade de proteinas criticas no ciclo celular e, por sua vez, também ser alvo das
mutactes do DNA celular (GHAFOURIFAR et al., 2001; HEIM, 2002).

Na regulacdo da apoptose, 0 NO parece apresentar efeitos contraditorios.
Aparentemente, a morte celular mediada por NO ocorre tanto por necrose como por
apoptose. Os efeitos pré-apoptéticos parecem estar mais relacionados a condicdes
patofisioldgicas, onde grandes quantidades de NO sdo produzidas por sintese induzida
de NO (COSTA et al., 2003). Nestas circunstancias, a grande atividade de macr6fagos
aumenta simultaneamente, a producado de éxido nitrico e superoxido de ambnia. O 6xido
nitrico reage com os radicais livres e produz assim, peroxinitritos altamente prejudiciais,
0S quais sdo responsaveis pela oxidacdo direta de LDL’s resultando em danos
irreversiveis a membrana da célula (HEIM, 2002).

Vale lembrar, que a funcdo do NO na biologia tumoral ainda ndo é bem
compreendida, porém existem dados recentes demonstrando que o NO produzido por
células tumorais seria responsavel pelas caracteristicas de invasividade e angiogénese.
Sendo a angiogénese um marcador patolégico de carcinogénese, doencas inflamatorias
e de varias isqguemias (CARMELIET, 2000), o desenvolvimento do tumor, sua
vascularizagdo e seu potencial invasivo estéo relacionados a reduzidas concentracdes de
NO produzidas pelas células tumorais (COSTA et a., 2003) incluindo os carcinomas
ovarianos, uterinos, tumores do sistema nervoso central, cancer de mama, carcinoma
gastrico, prostatico e pulmonar (RIZZO 2000).

Neste mesmo contexto, Maeda & Akaike (1998), sugeriram que o NO gerado
em tumores soOlidos experimentais, poderia facilitar a permeabilidade vascular e

conseguientemente, 0 suprimento nutricional do tecido e o répido crescimento do tumor.

3.4.3. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA.

Em 1930 dois ginecologistas americanos, Kurzrok & Lieb, observaram que
fatias do Utero humano se relaxavam ou se contraiam quando expostas a0 sémen
humano. Von Euler descreveu a substancia ativa como um &acido lipossolavel, que ele
denominou "prostaglandina’. Anos mais tarde, a compreensdo de que as prostaglandinas
"conhecidas classicamente” constituiam apenas uma fracdo dos produtos

fisiologicamente ativos do metabolismo do araguidonato, resultou nas descobertas do
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tromboxano A2 (TXA2), da prostaciclina, dos leucotrienos e dos fosfolipidios
modificados, hoje em dia representados pelo fator ativador plaguetario (FAP)
(GOODMAN & GILMAN, 2003).

As familias das prostaglandinas, leucotrienos e compostos relacionados sdo
conhecidas como eicosandides, pois sdo derivadas dos &cidos graxos essenciais de 20
carbonos, que contém trés, quatro ou cinco ligacdes duplas. acido 8,11,14-
eicosatriendico (&cido diomo-y-linolénico), acido 5,8,11,14-eicosatetraendico (écido
araquidonico) e é&cido 5,8,11,14,17-eicosapentaendico. O araquidonato é entdo
esterificado em fosfolipidios das membranas celulares ou outros lipidios complexos
(SHARMA, 2001). Em outras palavras, os eicosanéides formam uma familia complexa
de derivados de é&cidos graxos poliinsaturados (principalmente do araquidénico),
sintetizados por quase todas as células dos mamiferos (FONSECA, 2002).

O aumento da biossintese dos eicosandides é regulado e ocorre em resposta a
estimulos fisicos, quimicos e hormonais diversos. Essas alteraces levam as células
agredidas a adquirir comportamentos diferentes. movimentos novos, ateracbes de
forma e liberacdo de enzimas e substancias farmacoldgicas que possuem efeitos
intracelulares importantes nos liquidos teciduais, tanto em condi¢des fisiol6gicas como
patolégicas. Toda essa transformacédo morfoldgica e funcional do tecido, caracteristica
dos processos inflamatérios, visa destruir, diluir ou isolar o agente lesivo, sendo,
portanto, uma reacdo de defesa e de reparacéo do dano tecidual (NOVELLI, 2000).

Como a concentracdo do araquidonato livre na célula é muito pequena, a
biossintese dos eicosanbides depende principalmente da sua disponibilidade para as
enzimas que os sintetizam; essa disponibilidade depende de sua liberacéo a partir das
reservas adiposas pelas hidrolases aciclicas, principamente a fosfolipase A2 e a lipase
do diacilglicerol. O primeiro passo na sintese das PGs e dos tromboxano (TXs) é
mediado pela enzima Ciclooxigenase (COX), aqual catalisa aincorporacéo de oxigénio
a0 acido araguidénico, com subseqiente formacdo de endoperdxidos ciclicos
(FONSECA, 2002). Esses endoperdxidos contribuem para alguns processos fisiol 6gicos
e patoldgicos, incluindo inflamacéo, ténus da musculatura lisa, hemostasia, trombose,
parto e secrecdes gastrintestinais (FUKUDA, 2003).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) catalisa a formagcdo de prostaglandinas e
tramboxanos a partir do &cido araquidénico. A COX-2 e sua isoenzima, COX-1 estéo
envolvidas também na inducédo da angiogénese. A super expressdo de COX-2 tem sido

implicada na tumorigenese de canceres de célon, reto, estdmago, pulmao, mama, cabeca
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e pescoco. A reducdo da atividade de COX esta relacionada com o aumento da
apoptose, diminuicdo da proliferaco celular, reducdo da adesdo célula-célula, reducéo
da aderéncia de células a matrix extracelular e aindugdo da angiogénese (figura 7).
Estudos mostram que enzimas como COX-2 e/ou Oxido nitrico sintase (iNOS),
em associacdo com resposta inflamatéria podem ter um papel central na carcinogénese
(SURH, 2003). Em alguns tumores humanos, como no esdfago de Barrett, foram
identificados elevados niveils de mRNA para iINOS e para COX-2. Para 0s
pesquisadores, estes resultados sugerem que tanto a iNOS como a COX-2 estejam
envolvidas na progressdo neoplasica associada ao esdfago de Barrett (COSTA et d.,
2003). Além disso, estudo de Etherton (2002) sugere que COX-2, mediada por
sinalizacdo parécrina de macréfagos, pode ser o0 pivd central na progressdo de tumores

do célon.

Figura 7 — Representacdo simplificada do potencial de inducéo de COX em macrofagos
ativados nainducéo da angiogénese em lesdes pré-neopl asicas.
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Fonte: SHARMA, 2001.

A formacdo de prostaglandina E,, catalisada por COX-2, induz a sintese do
principal fator de crescimento angiogénico, o VEGF. Estudos de formacdo do VEGF
foram obtidos em culturas de linhagens de células normais, sinoviais, de osteoblastos e
de células malignas. COX-2 também modula a atividade de peptideos regulatérios de
crescimento, como TGF-[J (SHARMA, 2001). A promocéo do crescimento e os efeitos
pré-angiogénicos do TGF-[1 tém sido vistos quando células epiteliais sGo expostas a
outras citoquinas, que induzem a expressdo da COX-2, como de fatores de crescimento

epidérmico. Tem-se observado ainda, nos processos inflamatérios, a migracdo de
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macréfagos ativados para a regido da inflamagdo, estando estes associados a inducéo da
angiogénese.

A inflamag&o cronica € um passo importante na etiologia do cancer e inibidores
de COX-2 tém sido estudados como agentes quimioprotetores contra cancer coloretal
(MARCHAND, 2002). A quimioprevencdo € considerada um dos propdsitos mais
promissores na prevencdo de canceres humanos (SAKATA, 2003). Pai et a., (2003)
demonstraram que (PGE,) aém de atuar no seu préprio receptor, estimula a producéo
de fatores de crescimento epidermal, potencializando o crescimento tumoral. Segundo
Fukuda (2003), prostaglandina (PGE;) pode induzir a angiogénese e aumentar a
resisténcia das células a apoptose, 0 que enfatiza a promoc¢do da carcinogénese pela
COX-2.

Estudos de Takahashi (1999), citado em Shan (2004), demonstraram que a
superproducdo de COX-2 induz a producéo de uma metaloproteina de matriz (MMPS)
envolvida na invasdo da matriz extracelular. Dessa forma, COX-2 é uma enzima
essencial na manutencdo da migracdo de células tumorais (DORMOND, 2001). Além
disso, COX-2 estimula diretamente a producdo de fatores angiogénicos (VEGF, PDGF,
bFGF e TGF-[); esses mediadores angiogénicos e Seus receptores aumentam a
permeabilidade vascular, induzindo a proliferacdo e migracdo celular (FOSSLIEN,
2001).

Em 1995, Tsujii e Dubois criaram, através da engenharia genética, uma
linhagem de ratos que expressavam uma superproducdo de COX-2 em células do
epitélio intestinal. Essas células demonstraram um aumento na resisténcia a apoptose
(Butirato induzida), que foi confirmada pelo aumento da expressdo de fatores anti-
apoptéticos como BCL, e TGF-O. Segundo Narko (1997) e Sheng (1998), a
superproducdo de COX-1 ou a adicdo de PGE;, em culturas celulares poderiam também
aumentar a resisténcia a apoptose.

Certos flavondides podem afetar (usualmente inibindo) processos biosintéticos
de eicosandides. Eles também sdo responsavel pela inibicdo de processos mitogénicos,
interacdes célula-célula, incluindo possiveis efeitos na adesdo molecular (WILLIAMS,
2004). O mecanismo de inibicdo exercido pelos flavondides sobre as enzimas
ciclooxigenase e lipoxigenase estd sendo extensivamente pesquisado (NIJVELTD,
2001). Flavondides como a quercetina e a apigenina tém demonstrado possuir acdo
antiinflamatéria por causar inibicdo de COX-2 e de 6xido nitrico sintase. (MUTOH et
al., 2000; RASO et ., 2001). Segundo Friesenecker et al., (1995), flavondides como a
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guercetina e a luteolina podem reduzir a ativagdo do sistema complemento, diminuindo
a adesdo de células inflamatérias ao endotélio, resultando em uma reducdo da resposta
inflamatdria.

A hesperidina € um flavondide de ocorréncia natural encontrado em frutas e
vegetais. Quando sozinha ou combinada com diosmina, exerce acdo anticarcinogénica
em modelos animais para cancer de lingua, intestino, estfago e bexiga (WILLIAMS,
2004). Etherton (2002) relatou que flavondides possuem efeito antitrombdtico, como
resultado da menor agregacdo plagquetéria, reducdo da sintese de mediadores pré-
trombdticos e pro-inflamatérios e diminuicdo da expressdo de adesdo molecular.
Flavondides podem ainda, inibir a atividade de ciclooxigenase, reduzindo a agregacéo
plaquetaria e tendéncia a trombose (ETHERTON, 2002). Ferguson (2001) observou que
quercetinainibe a agregacao plaguetériain vitro e reduz sintese de tromboxano in vivo.

Varios grupos de medicamentos, em especia as drogas antiinflamatérias néo-
esterdides, tém seus efeitos terapéuticos atribuiveis ao bloqueio da producdo dos
elcosandides. Eles atuam no processo de reducdo da reacdo inflamatéria por inibirem a
liberacdo de prostaglandinas, atuando em etapas pré-estabelecidas na via do acido
araguidénico. Seus maiores efeitos farmacoldgicos séo reducdo do edema, eritema e
dano tecidual resultante de processos inflamatérios ciclicos (FONSECA, 2002).

Estudos indicam que aguns tipos de flavondides incluindo a hesperidina e
naringina possuem atividade antiinflamatéria (SURH, 2003). Atualmente, o Daflon®
500mg, um flavondide purificado (vendido comercialmente) contém 90% de diosmina e
10% de hesperidina, possuindo uma atividade antiinflamatéria e atua na insuficiéncia
venosa;, e existe uma possivel correlagdo entre efeito antiinflamatério e atividade
quimioprotetora de hesperidina (SAKATA, 2003).

Estudos epidemioldgicos indicaram que, o uso de antinflamatérios a longo
prazo, esta associado a uma reducdo de 30% a 50% no risco de mortes causadas por
cancer (RODRIGUEZ, 2000). Além disso, pesquisas sugerem que a duragdo e a
consisténcia no tratamento com antiinflamatorios s8o mais importantes que as dosagens
utilizadas. Outros estudos epidemiol 6gicos observaram uma associacdo entre 0 uso de
antiinflamatdrios e uma menor incidéncia de mortes causadas por cancer de esdfago,
estbmago, mama, pulmao, préstata, bexiga e ovario (MORAN, 2002; THUN et d.,
2002). Tentativas clinicas utilizando NSAID em popul agdes de risco demonstraram uma
reducéo no nimero e tamanho de adenomas (CALALUCE, 2000; HULS, 2003).
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Seed et a. (1997), citado por Shan (2004), demonstraram gque um inibidor de
ciclooxigenase ndo especifico (diclofenaco), suprime o aumento de COX-2 em modelos
animais, blogueando a angiogénese tumoral. Similarmente, os flavonoGides
desempenham um efeito interessante em sistemas enziméticos, inibindo ambas as
enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase (FERRANDIZ, 1991, PELZER, 1998) e
reduzindo, dessa forma, o metabolismo do écido araquiddnico (RASO et a., 2001). Isso
confere aos flavonGides uma caracteristica antiinflamatéria, antitrombética
(ETHERTON, 2002) e antilipoperoxidante (CODY/, 1987).

3.4.4. I'NTERAQAO DE FLAVONOIDES COM OUTROS SISTEMAS
ENZIMATICOS.

Outro possivel mecanismo de acdo dos flavondides é a interacdo com varios
outros sistemas enzimaticos. Em analogia com o metabolismo de drogas e outros
compostos exdgenos, imaginava-se que flavondides eram metabolizados por enzimas do
citocromo P-450 (CYPs). Assim, estudos focados em interagbes entre flavonoides e
(CYPs) demonstraram uma potente inibicdo da atividade enziméatica das CYPs, em
particular CYP1A1 e CYP1AZ2 pelos flavonodides (HEIM, 2002; WALLE, 2004). Essas
enzimas apresentam um importante papel na ativacdo de um grande ndimero de
suspeitos carcindgenos humanos, como hidrocarbonetos policiclicos e aminas
heterociclicas.

Muitos carcindgenos quimicos requerem uma transformagéo metabdlica para sua
maior reatividade com o DNA assim, se as mutagdes nao forem reparadas pelo sistema
de triagem celular isso possivelmente, promovera a carcinogénese (MARCHAND,
2002). As principais enzimas envolvidas nessas transformacdes metabdlicas sofridas
pelo carcindgenos quimicos sdo as enzimas CYPs. Os flavondis Quercetina e
Kaempferol, Galangina e a flavona Apigenina demonstraram possuir efeitos inibitorios
a nivel de Citocromo P-450 e de enzimas da familia CYP1A, dessa forma, os
flavondides impedem as transformacdes metabdlicas desses carcinGgenos guimicos
impedindo assim a maior reatividade desses compostos com o0 DNA (LAUTRAITE,
2002). Além disso, alguns efeitos dos flavonoides podem ser resultados da combinagado
da eliminacdo de radicais livres e de interagdes com enzimas do sistema hepético
responsaveis pela detoxcificacdo de drogas e medicamentos (NIJVELDT, 2001).
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Outros mecanismos de acdo de flavondides séo realizados na rota metabdlica de
sintese de &cido Urico. Essa sintese é bem conhecida causar danos oxidativos aos tecidos
e as enzimas Xantina oxidase e X antina desidrogenase estéo envolvidas no metabolismo
de Xantina em &cido Urico. A Xantina desidrogenase € uma forma da enzima presente
em baixas concentracBes em condicdes fisiologicas, mas sua configuracdo é mudada
para Xantina oxidase em condi¢des de isquemia (SANHUEZA, 1992). Sendo assim, a
Xantina oxidase € uma fonte produtora de oxigénio reativo, pois na fase de
reoxigenagdo a Xantina oxidase reage com moléculas de oxigénio dessa forma,
resultando em radicais superoxidos reativos. Ha pelo menos dois flavondides,
Quercetina e Silibina que inibem a atividade da Xantina oxidase resultando em
decréscimos de danos oxidativos (CHANG, 1993; SHOSKES, 1998). Segundo COS et
al (1998) Luteolina (3, 4, 5, 7 tetrahidroxiflavona) provocou uma inibicdo mais potente
na Xantina oxidase.

Valerio (2001) descreve em seu trabalho que os flavondides aumentam a
atividade de varios detoxificantes e enzimas antioxidantes como catalase, quinona
redutase, glutationa peroxidase, redutase, S-redutase. Certos flavonoides podem induzir
enzimas como a glutationa transferase (GST), aumentar a excrecdo de espécies
oxidantes ou induzir enzimas antioxidantes como as metalotioneinas (metal ligado a
proteina com atividade antioxidante) (FERGUSON, 2001).

A habilidade de certos flavondides de se ligarem a minerais pode ser benéfica
em muitos casos (WILLIAMS, 2004). Quando oxigénios reativos estdo na presenca de
FE*?, isso resulta em peroxidacdo lipidica (NELSON, 1992). Flavondides especificos
s80 conhecidos por serem quelantes de ferro e cobre prevenindo a participacéo deles em
reacoes tipo Fenton e na geracdo de radicais hidroxila atamente reativos (FERRALI,
1997; YANG 2001). Dessa forma, os flavondides removem fatores que auxiliam na
peroxidacdo lipidica. Por exemplo, o &cido tanico (polifenol) inibiu a formacéo de
radicais hidroxila devido a sua capacidade de complexar com ions ferro. Muitos
polifendis com fungdo antioxidante eliminaram os radicais livres e também podem
quelar ions metalicos que sdo capazes de catalisar a peroxidacdo de lipidios
(WILLIAMS, 2004).
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3.4.5. ACAO ANTI-ESTROGENICA DOSFLAVONOIDES

Varios flavondides tém sido pesquisados e seus mecanismos de acdo
demonstrados como estrogénicos e anti-estrogénicos. Muitos estudos in vitro indicam
gue vérios fitoestrogenos agem similarmente aos estrogenos esteroidais. Eles ligam aos
receptores de estrogenos, induzem genes, estimulam o crescimento de células
cancerosas e suas acdes podem ser blogueadas pelos antiestrogenos (SHIRAI, 2002).

Fitoestrogenos sdo geramente mais fracos que estrégenos esteroidais
enddgenos, e sugere-se gue eles glan como antiestrégenos pela competicdo com
estrégenos enddgenos mais potentes por ligarem aos receptores estrogénicos (ERs). Um
estudo relata que fitoestrégenos como genisteina séo bons ligantes aos ERs (FRITZ,
2002). Fitoestrogenos possuem uma afinidade maior de ligagdo a um subtipo do
receptor - ER. (SHEIKE, 2003).

Os estrogenos ndo esteroidais ligam-se preferencialmente aos receptores do tipo
O, principalmente os distribuidos nos tecidos 6sseo, cérebro e endotélio vascular. Os
flavondides (estrogenos esteroidais) exercem atividade antioxidante, antiproliferativa e
anti-angiogénica. Eles reduzem a formacdo de fatores de crescimento, afetam a
atividade de tirosina quinase e tem potencial anti-carcinogénico. Os flavondides
possuem diferentes afinidades aos receptores de estrogeno do subtipo 0 e . A
genisteina possui uma afinidade 20 vezes maior pelo receptor [J do que pelo receptor [
(FRITZ, 2002). Numerosos estudos in vitro, relatam que muitos, mas ndo todos os
fitoestrogenos, inibem muitas enzimas chave na biossintese de estrégenos e andrégenos.
Essas incluem 17-0J-hidroxiesterGide oxidorredutase tipo 1 e 2, aromatase e 5-[1-
redutase (STRAUSS, 1998).

Muitos fitoestrogenos tém sido relatados em exercer vérias acOes (efeitos) que
ndo esteggam relacionados a0 ERs. Esses efeitos incluem atividade antiproliferativa,
inibicdo da tirosina quinase, proteina quinase C, DNA topoisomerase Il, atividade
antioxidante, inibicdo da angiogénese (STRAUSS, 1998). Segundo Tapiero (2002), os
compostos com agdo estrogénica, como os flavondides, podem produzir:

- resposta hormonal normal;

- resposta anormal bloqueando os sitios dos receptores de estrogenos, impedindo
gue esses hormonios liguem-se aos receptores (acdo anticarcinogénica);

- ligam-se aos receptores e criam uma nova reagdo ou interferem indiretamente

na acdo hormonal normal;
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- dteram a producdo e degradam os receptores hormonais como também
modificam a resposta enddcrina de horménios naturais;

- ligam-se a receptores de estrégeno interferindo na sintese de proteinas,

- a atividade estrogénica também esta relacionada com a reproducdo dos

animais, afetando-a seriamente.

3.4.6. INIBICAO DO PROTEASSOMA

Outra forma de atuacéo dos flavondides € a inibicdo do proteasoma. Os passos
do processo de ubiquitina-proteasoma sdo importantes na regulacdo tanto do ciclo
celular quanto apoptose (CHEN, 2005). Para remover danos e proteinas ndo necessarias,
a protedlise mediada por proteasoma tem sido um mecanismo importante na regulagdo
protéica dentro da célula. A rapidez e a irreversibilidade do proteasoma eliminam
proteinas, sendo o pivd da modulacéo da ativacdo e repressdo de passos da transducdo
de sinais, incluindo proliferacéo e morte celular (WOJCIK, 2003).

O proteasoma 26S € composto por subunidades protéicas multiplas, um nicleo
proteolitico complexo de 20S e duas subunidades regulatérias de 19S presente no
citoplasma e nicleo de todas as células eucaridticas. O proteasoma 20S consiste em 28
subunidades (14 diferentes), 21-31kDa de massa molecular, organizada em 4 anéis
heptaméricos (Figura 8). Os 2 anéis exteriores contém subunidades (1-7, verde) e
aminoterminal que esta na abertura central do cilindro. Os 2 anéis internos contém duas
copias da subunidade (1-7, azul e vermelho) trés das quais (1,2,5, vermelhas) ocupam
seis locais ativos. A subunidade 19S inclui e subestruturas. A base que prende aos dois
anéis estd composta de seis ATPase (roxo) e duas subunidades ndo-ATPase (laranja). A
tampa que contém até 10 subunidades ndo-ATPase (laranja) € responsavel pela ligacdo
ao substrato (Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2001).

Proteinas marcadas para degradacdo pelos proteasomas sdo covaentemente
modificadas para a cadeia protéica poli-ubiquitina que e reconhecida pela subunidade
19S. Uma vez reconhecida pelo complexo regulatério, as cadeias de ubiquitina sdo
removidas e a proteina € desnaturada e levada para o centro do complexo 20S. A
protedlise pelo proteasoma 26S é um processo metabdlico essencial. Porém, os

mecanismos envolvidos ndo estdo totalmente claros, células cancerosas e células
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normas parecem responder diferentemente aos efeitos da inibicdo do proteasoma.
Quando tratados com inibidor de proteasoma, o ciclo celular usualmente é detido em
células normais, ja em células cancerosas € mais provavel que sgam submetidos a
apoptose. Taxa de proliferacdo parece ndo ser importante na sensibilizacdo de células
com cancer porque células malignas com baixa taxa de proliferacdo sdo também
sensiveis ainibicdo do proteasoma (ADAMS, 2003; WOJICIK, 2003).

Figura 8 - Composicéo do proteasoma.

ATPases

265 proteasome

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Fonte: Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2001

Os flavondides inibem a atividade proteasdmica ligada a quimiotripsina em dose
e tempo dependente em estudos realizados “in vitro” em cultura de células leucémicas.
A ordem de poténcia de quatro flavondides em inibir a atividade de proteasoma e
induzir a apoptose em células tumorais & apigenina > quercetina> kaempferol >
miricetina (CHEN, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

Para 0 estudo dos efeitos de flavonéides e do medicamento Neotaxel® (controle
positivo) em modelos animais com tumor ascitico de Ehrlich foram realizados dois
experimentos:

- 1° experimento: foram estudados os flavondides rutina, naringina, rutina +
naringina como possiveis agentes preventivos da multiplicacéo celular tumoral, in vivo.

- 2° experimento: foram estudados os flavondides rutina, naringina, rutina +
naringina como possiveis agentes medicamentosos no tratamento do tumor ascitico de

Ehrlich e o quimioterapico Neotaxel ®.

4.1. ANIMAIS

Para a redlizacéo do presente estudo, utilizaram-se 202 camundongos abinos
Swiss, ndo isogénicos, machos, com 6-8 semanas de idade, pesando de 20 a 25 g,
obtidos do Biotério Centra da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Durante o
periodo de realizacdo do estudo, os animais permaneceram em sala experimental do
Laboratério de Biofarmacos da UFV, alojados em caixas de policarbonato, com periodo
de 12 horas claro-escuro, temperatura de 22 + 2°C e umidade de 45-65%. Os animais
permaneceram durante cinco dias, no referido laboratério, em periodo de adaptacdo
antes de iniciar os tratamentos. No periodo de experimentacdo os animais receberam
dgua e racdo comercial balanceada (Labina®) ad libitum.
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4.2. OBTENCAO DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

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

4.3. PREPARACAO DAS CELULAS TUMORAIS PARA INOCULACAO

Para obtencdo das células tumorais para serem inoculadas, os camundongos
foram eutanasiados com uma superdosagem de éter etilico por inalacdo e em seguida
imersos em dlcool 70° por 5 minutos. A seguir, sob condicdes estéreis, em capela de
fluxo laminar, foram retirados 5 mL do liquido ascitico da cavidade abdominal e
misturados com o0 mesmo volume de PBS (tampdo fosfato salino), pH 7,4 e
centrifugados a 7100 x g por 5 minutos para lavagem das células. O sobrenadante foi
descartado, as células foram ressuspendidas em tubos de centrifuga com PBS, sendo
este procedimento repetido por 3 vezes.

Foram feitas contagens das células pelo método de exclusdo com azul de tripano
(responsavel pela coloracdo de todas as células mortas presentes na amostra) a 0,4%,
utilizados na proporcédo 1:1. Para contagem das células utilizou-se Hemocitdmetro de
Newbauer, contando as células dos quatro quadrados externos e no quadrado central. As
células que apresentaram coloracdo azul eram consideradas inviaveis levando em

consideracao aviabilidade maior que 90%.
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4.4. INOCULACAO DOSANIMAIS

Ap6s a contagem das células, preparou-se uma suspensdo de 1,66 x 10* cel/100

puL em PBS pH 7,4, sendo inoculada por viaintraperitoneal nos camundongos.

4.5. GRUPOSE PROTOCOLOSDE TRATAMENTO

O trabalho foi dividido em duas etapas distintas, onde na primeira etapa foi feito
um estudo de prevencdo com os flavondides, na segunda etapa, um estudo de tratamento

com os flavondides sobreo TAE .

451. PRIMEIRO EXPERIMENTO - PREVENCAO DO TUMOR
ASCITICO DE EHRLICH COM FLAVONOIDES

Nessa primeira etapa, os camundongos foram tratados com uma emulséo (agua e
0leo mineral, 1:1) de flavond6ides que foram administrados por gavage (figura 9) na
concentracdo de 10 mg/Kg (para os flavondides rutina, naringina) e 5 mg/Kg de cada na
associacdo de, rutina + naringina durante um periodo de 20 dias como descrito na
tabela 2.

Os flavondides foram obtidos
da SIGMA®.

Figura9 - Adm
flavondides atra
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Tabela 2 — Distribuicdo dos animais por grupo.

Grupos NuUmero de Tratamentos
animais
Grupo 1 —animais ndo inoculados 12 Racéo (R)
com TAE
Grupo 2 —animais com TAE 14 Racéo (R)
Grupo 3 —animais tratados 14 R + Rutina
Grupo 4 - animais tratados 14 R + Naringina
Grupo 5 — animais tratados 14 R + Rutina + Naringina

No 21-° dia apés o tratamento di&io com os flavonoides, procedeu-se a
inoculaggo das células tumorais do tumor ascitico de Ehrlich (1,66 x 10* cel/100 pL em
PBS pH 7,4) por via intraperitoneal conforme a figura 10. Nesse mesmo dia foi

suspenso o tratamento com os flavondides.

Figura 10 — Inoculagdo intraperitoneal das células tumorais.

Apbs 18 dias de inoculacdo (39-° de experimentacdo) os animais foram

eutanasi ados para execugdo das andlises propostas no (item 4.6).
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45.2. SEGUNDO EXPERIMENTO - TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS
COM TAE COM FLAVONOIDES

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

Os camundongos foram inoculados com as células tumorais do TAE por via
intraperitoneal na concentracdo de 1,66 x 10* cel/100 uL em PBS, pH 7,4. Apés 24
horas de inoculagdo, iniciou-se o tratamento com os flavondides na dosagem de
10mg/kg durante 18 dias conforme atabela 3 .

Tabela 3 - Distribuic¢éo dos animais em cada grupo e seus respectivos tratamentos.

Grupos NUmero de Tratamentos
animais
Grupo 1 — animais ndo inoculados 12 Racédo (R)
com TAE
Grupo 2 —animais com TAE 16 Racdo (R)
Grupo 3 —animais com TAE tratados 16 R + Rutina
Grupo 4 - animais com TAE tratados 16 R + Naringina
Grupo 5 —animais com TAE tratados 16 R + Medicamento Neotaxel®
Grupo 6- animais com TAE tratados 16 R + Rutina+ Naringina

4.5.3. NEOTAXEL

O medicamento Neotaxel® foi cedido pela empresa Quiral Quimica do Brasil
SA. A administracdo do medicamento Neotaxel® ocorreu em dose Unica por via
endovenosa na veia da cauda do camundongo na dosagem de 100mg/m? (1 quilograma
de peso corporal é equivalente a 6,6 m?) , apds 24 horas da inoculagdo das céulas
tumorais.

As informag8es abaixo foram retiradas da bula do medicamento Neotaxel®

produzido pela empresa Quiral Quimica do Brasil SA.
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Docetaxel € um agente antineoplasico pertencente a familia dos taxdides. E
preparado por semi-sintese, sendo 0 seu precursor extraido de uma fonte renovavel de
folhas de espécies do género Taxus. E um p6 quase branco, com formula empirica
C43Hs3NO14 € massa molecular de 807,9.

O docetaxel, principio ativo do Neotaxel® é um agente que atua promovendo a
agregacdo das tubulinas na formacdo de microtlbulos estaveis, inibindo a sua
despolimerizacdo, causando a diminui¢éo da tubulina livre. A ligacdo do docetaxel aos
microtubul os ndo altera 0 nimero de protofilamentos.

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

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

E indicado no tratamento de céncer de mama locamente avancado ou
metastético, apds faha na quimioterapia prévia. Também em céncer de pulméo e
carcinoma metastético de ovério.

46. EUTANASIA DOS CAMUNDONGOS, COLETA DE SANGUE,
COLETA DE LiQUIDO ASCITICO E COLETA DO FiGADO PARA
HISTOPATOLOGIA.

Ap6s 18 dias da inoculagdo das células tumorais, os animais sofreram eutanasia
e retirou-se 0 sangue por puncdo cardiaca com auxilio de uma seringa de 5 mL. As
amostras de sangue dos animais foram centrifugadas a 7100 x g durante 15 minutos para
obtencdo do soro. As dosagens soroldgicas de proteinas totais, aanina aminotransferase
(ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e albumina foram efetuadas
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no equipamento de dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé) utilizando kits da
marca BioM érieux®.

Com o auxilio de uma seringa de 10 mL foi coletado todo o liquido ascitico da
cavidade abdominal do camundongo, sendo este colocado em proveta graduada para
mensuracao do volume. Para a contagem das células presentes nesse liquido, foi retirado
uma aliguota de 100 pL do liquido ascitico e colocado em um ependorf contendo 100
uL de azul de tripano e 800 pL de solucdo fisioldgica (NaCl, 0,9%) . As células foram
contadas em Hemocitémetro de Newbauer usando a técnica de exclusdo pelo azul de
tripano.

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

Apoés a retirada do sangue e liguido ascitico, foram coletados fragmentos de
figado para andise histopatolégica verificando a adesdo de céulas tumorais e focos
metastéticos. Os fragmentos coletados foram imediatamente colocados em formol
neutro tamponado a 10%, sendo que apOs as primeiras 6 horas de fixagdo foram
recortados em fragmentos menores de aproximadamente 5 mm de espessura e col ocados
novamente em formol por 24 horas. Decorrido esse tempo, foram desidratados em
solugdes crescentes de d coois 70°, 80°, 90° e 100%, diafanizados em xilol, incluidos em
parafina e cortados em micrétomo de rotacdo na espessura de 5 um e estendidos em

l&mina de vidro com polipep, sendo corados pela hematoxilina/eosina (H& E).

4.7. ANALISE DO TEMPO DE VIDA

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

O tempo médio de sobrevida dos animais (MST) e a porcentagem de aumento do
tempo de sobrevida (%ILS) foram avaliados durante 40 dias. A %ILS e MST foi
calculada usando a equacdo segundo GUPTA et a (2004):
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MST = (1° dia de morte + Gltimo dia de morte)
2

ILS(%) 5 MST grupotratado _ 1 | x 100

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

significativa.
4.8. ANALISE ESTATISTICA

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

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

umavez que arelacdo F =t? évélida quando se comparam apenas dois tratamentos.

O programa estatistico utilizado para efetuar os testes foi 0 Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas, desenvolvido pelo Prof. Ricardo Frederico Euclydes, do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federa de VicosasMG.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

51 PREVENCAO DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH (TAE) EM
CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIFERENTES FLAVONOIDES POR 20
DIAS.

Na tabela 4 sdo apresentados os niveis médios de proteinas totais de camundongos

tratados com flavondides com posterior inducdo do Tumor ascitico de Ehrlich (TAE).

Tabela 4 - Valores médios de proteinas totais (+ desvio padréo) no soro sangliineo de
camundongos tratados com flavondides por 20 dias com posterior inducdo do tumor

ascitico de Ehrlich

Tratamentos Proteinas Totais (g/dl)  Proteinas Totais (g/dl)
21 dias 39 dias

Racdo (G1) 559+367a @ e

Racdo + cancer induzido (G2) ~  ------------ 48,8 £ 9,08 a

Racdo + Rutina (G3) 53,12 + 7,94 Aab 60,13 + 36,7 Aa

Racéo + Naringina (G4) 49,76 + 3,03 Bb 66,26 + 10,2 Aa

Ragdo + Rutina+ Naringina (G5) 54,70 £ 8,37 Aab 66,32 + 21,99 Aa

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

De acordo com os resultados bioquimicos, obtidos na tabela acima, observou-se
gue os animais tratados com os flavondides Rutina (G3), Naringina (G4) e associacéo

de Rutina + Naringina (G5) apresentaram valores médios de proteinas totais circulantes
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proximos ao valor médio do grupo controle normal (G1) grupo esse, ndo submetido a
nenhuma forma de tratamento durante o experimento.

Esses resultados sdo importantes considerando que a maioria das proteinas
plasmaticas sdo sintetizadas pelo figado. Sendo assim, a variagcdo ndo significativa nos
nivels desse parametro sdo indicios que os flavondides testados ndo causam toxicidade
aos hepatdcitos.

As proteinas plasméticas representam um grupo heterogéneo, de diferentes
pesos moleculares. Consistem basicamente de albumina, que € a menor e a de maior
ocorréncia, [-globulinas, [-globulinas, [-globulinas e fibrinogénio. Quando dosadas
Nno soro, apresentam um valor menor do que no plasma, ja que o fibrinogénio é perdido
na formacdo do codgulo (AMARAL, 1996). Elas sdo o principal componente do tecido
muscular, dos hormonios e das enzimas, e correspondem aos anticorpos, elementos de
defesa organica do animal contra doengas (MELLO, 1988).

E importante ressaltar, que apenas o grupo (G4), apds 20 dias de tratamento,
apresentou um reducdo nos niveis de proteinas totais circulantes estatisticamente
significativos em relacdo ao grupo (G1). Vaores diminuidos na concentracéo de
proteinas totais do soro sangliineo podem estar relacionados com doencas renais,
hepéticas ou em casos de hiperhidratacéo, desnutricdo grave, sindrome de méa absorcao,
deficiéncia de cllcio e devitaminaD (MEYER et &, 1992).

Outro fato, importante a ser relatado foi o aumento durante o periodo
experimental de 34% nos niveis de proteinas totais circulantes ocorrido no grupo (G4) e
variacao foi estatisticamente significativa. Nota-se, no entanto, que no 21° dia de
experimentacéo todos 0s animais encontravam-se normais (n&o haviam sido submetidos
a inducdo carcinogénica por TAE), recebendo apenas os flavondides, e apds 38°- dias
todos os animais encontravam-se doentes apresentado sinais claros de ascite.

Na tabela 5 encontram-se registrados os valores médios de Aspartato Amino
Transferase (também chamada de AST ou GOT ou TGO) do soro sanguineo de
camundongos, tratados durante 20 dias com flavondides, com posterior inducdo do

tumor ascitico de Ehrlich.

De acordo com os resultados bioguimicos obtidos na tabela 5 pode-se observar
que ndo ocorreram variacOes estatisticamente significativas nos niveis de atividade de
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(AST) apos 21° dias de experimentacdo, entre os grupos submetidos aos diferentes

tratamentos. Resultados semel hantes ocorreram aos 39° dias de experimentacéo.

Tabela 5 - Valores médios de aspartato aminotransferase (+ desvio padréo) no soro
sanglineo de camundongos tratados com flavondides por 20 dias com posterior inducéo

do tumor ascitico de Ehrlich

Tratamentos AST (U/ml) AST (U/ml)

21 dias 39 dias
Racdo (G1) 58756+ 7560a @ ----------
Racdo + cancer induzido (G2) ~  ----------- 2021,25+ 492,11 a
Racdo + Rutina (G3) 333,36+ 176,28Ba  1276,85 + 1006,78 Aa
Racdo + Naringina (G4) 700,96 + 487,03Ba  1680,88 + 282,97 Aa

Racéo + Rutina+ Naringina(G5) 561,34+ 371,78 Ba  2076,58 + 1204,68 Aa
Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo

teste t de Student (P>0,05). Em cada tratamento A difere de B (na horizontal) pelo teste F (P<0,05).

A transaminase (AST) é uma enzima hepética cujo nivel no sangue aumenta
freqlientemente, mas ndo sempre, quando h& lesbes das células hepéticas (hepatocitos)
provocadas por qualquer tipo de agressdes, como virus da hepatite (A, B ou C),
consumo excessivo de acool, processos carcinogénicos ou drogas. Existem no figado
mais de 60 reac6es que produzem transaminases, porém as Unicas com valor clinico séo
aAST (também conhecida pelas siglas GOT, ASAT, TGO ou SGOT) eaALT (também
conhecida pelas siglas GPT, ALAT, TGP ou SGPT), sendo que, estas ndo sdo
produzidas exclusivamente no figado e se encontram extensamente distribuidas pelo
organismo (VARALDO, 2005).

Comparando-se os valores médios das atividades de (AST) aos 21°- dia e aos
39°- dia de experimentagao, entre os grupos submetidos ao mesmo tratamento, notou-se
um aumento abrupto na atividade enzimética da transaminase, valores esses,
estati sticamente significativos nos grupos (G3), (G4) e (G5). Lembrando sempre, que 0s
animais sofreram inducdo carcinogénica apos o vigésimo dia de tratamento hipétese
essa que pode elucidar o aumento abrupto nos niveis de AST.

Como podemos observar na tabela acima, os flavondides testados néo
desencadearam um aumento na atividade de AST ap6s 21-° dias de tratamento, mas um
aumento estatisticamente significativo foi observado apds a inoculacdo de células do

TAE nos animais.
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A AST é uma enzima catalitica encontrada primariamente no coragdo, figado e
tecido muscular sendo que, niveis atos de AST na corrente sanguinea nem sempre
indicam danos hepaticos. Por exemplo, até mesmo exercicios vigorosos podem elevar
0s niveis de AST no corpo. Essa transaminase catalisa a reag@o do &cido oxal oacético +
acido glutdmico para produzir &cido [-cetoglutérico + acido aspartico. As variaces na
atividade dessa enzima podem ser encontradas em hepatites infecciosas, hepatopatias

cronicas, carcinomas hepéticos e infarto do miocérdio (LIMA, 2003).

Na tabela 6 encontram-se registrados os valores médios de Alanina amino
transaminase (também chamada de ALT ou GPT ou TGP) do soro sanguineo de
camundongos, tratados durante 20 dias com flavondides, com posterior inducdo do
tumor ascitico de Ehrlich.

Tabela 6 - Vaores médios de alanina aminotransferase (x desvio padrdo) no soro
sanguineo de camundongos tratados com flavonoides por 20 dias com posterior inducéo
do tumor ascitico de Ehrlich

Tratamento ALT (U/ml) ALT (U/ml)

21 dias 39 dias
Racdo (G1) 50,00+ 17,79a = e
Racdo + cancer induzido (G2) ----—----—--- 53,40 £ 18,23 a
Racdo + Rutina (G3) 29,2 + 4,55 Abc 43,25+ 19,41 Aa
Racéo + Naringina (G4) 25,20+ 4,92 Ac 58,99 + 36,59 Aa
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 38,60 + 13,54 Aab 30,20 + 16,05 Aa

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

De acordo com os resultados bioquimicos obtidos na tabela 6, no 21°- dia de
experimentacao, 0s grupos submetidos ao tratamento com os flavondides rutina (G3) e
naringina (G4) apresentaram atividade enzimatica de ALT reduzida em relagdo ao
grupo racdo (G1) e essavariagao foi estatisticamente significativa.

A aanina aminotransferase (ALT) também € responsavel por reacfes de
transaminagdes (LIMA, 2003). A ALT é uma enzima produzida pelo figado e
encontrada em certos liquidos corporais (bile, liquido cefalorraquidiano, plasma, saliva),
no figado, na musculatura esguelética, no pancreas e nos rins. Sua dosagem €
comumente efetuada para avaliar lesdes hepéticas, quando seus niveis podem aumentar
e atingir até 50 vezes seu valor normal (MEY ER,1992).
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Os valores bioguimicos de ALT encontrados no trabalho reforcéo a premissa de
gue os flavonoides testados em nosso experimento, na concentragdo de 10mg/Kg, ndo
desencadearam |lesBes hepaticas nos animais. Segundo Coles (1986b) esta enzima esta
presente em grandes quantidades no citoplasma dos hepatdcitos. A pequena quantidade
existente no soro é decorrente da substituicao fisiologica de algumas células do tecido
hepético, com a subseqiiente liberacdo da enzima. O aumento da atividade sérica reflete
anormalidade das células hepéticas.

A ALT estard aumentada no soro quando houver degeneracdo ou necrose do
figado; nestes casos ocorre extravazamento da enzima do citoplasma do hepatocito para
0 sangue. Meyer et a. (1992a) acrescentaram que a ALT estard aumentada no soro
também por processos que alterem a permeabilidade de membrana dos hepatdcitos,
COMO agressao por toxinas e hipdxia.

Na tabela 7 encontram-se registrados os valores médios de Albumina (g/dl) do
soro sanguineo de camundongos, tratados durante 20 dias com flavondides, com
posterior inducdo do tumor ascitico de Ehrlich.

Tabela 7 - Vaores médios de albumina (+ desvio padréo) no soro sangliineo de
camundongos tratados com flavondides por 20 dias com posterior inducdo do tumor
ascitico de Ehrlich.

Tratamentos Albumina (g/dl) Albumina (g/dl)
21 dias 39 dias

Racdo (G1) 3,78+t025Aa @ -

Racdo + cancer induzido (G2) ----—-—----- 3,48+ 0,44 ab

Racdo + Rutina (G3) 3,37+ 0,48 Aa 2,90+ 0,88 Aab

Racdo + Naringina (G4) 2,28+ 1,19Bb 3,74+ 0,58 Aa

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 3,76 £ 0,45 Aa 2,86 = 0,69 Bb

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

De acordo com os resultados bioquimicos obtidos, no 21° dia de
experimentacéo, observou-se que as concentragdes de albumina sofreram uma reducéo
estatisticamente significativa apenas no grupo dos animais submetidos ao tratamento
com naringina (G4) em relacdo ao grupo racdo (G1). Sendo assim, a reducdo dos niveis
de albumina no grupo (G4) desencadeou conseqlientemente, uma reducdo dos niveis de

proteinas totais presentes no soro sangliineo dos animais do mesmo grupo, pois estes
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par@metros encontram-se correlacionados. Nesse estudo, essa correlacdo pode ser
observada, pois o tratamento com o flavondide naringina (G4) apresentou valores
estatisticamente significativos também na reducdo de proteina totais em comparagéo
com o grupo ragéo (G1).

Pode-se observar também, que os niveis de albumina no grupo (G4)
apresentaram um aumento estatisticamente significativo ao longo do tempo de
experimentacdo como pode ser comprovado em andlises bioquimicas realizadas no
mesmo grupo aos 21° e 39° dias. Segundo Meyer, (1992) valores elevados de albumina
podem ocorrer em carcinomatose metastética, colite ulcerativa, nefrose, neoplasias entre
outras.

Outro fato observado foi que a associagcdo entre os flavonodides rutina +
naringina grupo (G5) sofreu um redugdo estatisticamente significativa nas

concentragdes de albumina ao longo do experimento.

Os valores referentes ao nimero de células tumorais vivas presentes no liquido

ascitico encontram-se registrados natabela 8.

Tabela 8 - Efeito dos flavondides na prevencéo do TAE. NUumero de células tumorais

vidvels (+ desvio padrdo) presentes no liquido ascitico dos camundongos

Tratamento Células tumorais viaveis (N x 10")
Racdo + Animal com cancer (G2) 10,84+1,44a

Racéo + Rutina (G3) 499+154Db

Racdo + Naringina (G4) 6,78+ 1,24 b

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 595+1,97b

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

De acordo com os resultados obtidos na tabela 8 observou-se que os grupos
submetidos a diferentes tratamentos com flavondides, como forma de prevencéo,
apresentaram resultados estatisticamente significativos na reducéo do nimero de células
tumorais viaveis do liquido ascitico de camundongos em comparagdo com O grupo
(G2). Os tratamentos (G3), (G4) e (G5) ndo diferem estatisticamente na redugdo no
nimero de células viaveis.

Kennedy, (2002) demonstrou que o extrato de cha verde, galoil polifenol e
epigal ocatequinas (ricos em flavonoides) tém demonstrado possuir efeito inibitério nas
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células do TAE e muitos mecanismos tém sido elucidados. Muitos deles incluem
reducdo da atividade da ornitina descarboxilase, glutationa celular e de proteinas que
contém o grupo SH. Polifendis e flavonoides causam paralisacdo do ciclo celular nafase
GO0-G1, levando subsequentemente a apoptose.

Os resultados da agdo dos flavondides na redugcdo do nimero de células vivas

presentes no liquido ascitico de camundongos pode ser melhor visualizado no gréfico 1.

Grafico 1 - Numero de células viaveis doTAE em camundongos tratados
com diferentes flavondéides durante 20 dias com inducao posterior do
TAE.
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).

Os valores referentes ap nimero de células tumorais mortas presentes no liquido

ascitico encontram-se registrados na tabela 9.

Tabela 9 - Efeito dos flavonoides na prevencdo do TAE. Nimero de células tumorais

mortas (+ desvio padrdo) presentes no liquido ascitico dos camundongos

Tratamento Células tumorais mortas (N x 10°)
Racéo + Animal com cancer (G2) 0,046 £ 0,020 b
Racéo + Rutina (G3) 0,378 £ 0,090 a
Racdo + Naringina (G4) 0,315+ 0,177ab
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 0,278+ 0,198 ab

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).
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De acordo com a tabela 9, pode-se observar que o niUmero de células tumorais
mortas do grupo tratado com o flavonéide rutina aumentou de forma estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo (G2).

Os flavondides podem exercer efeitos modulatérios nas células, independentes
da sua atividade antioxidante classica, através de acdes seletivas em diferentes rotas de
sinalizacdo das proteinas quinases. Acdes inibitérias ou estimuladoras dessas rotas
afetam profundamente a funcdo celular por alterar a fosforilagdo de moléculas alvos
e/ou por modular a expressdo génica. Acdes inibitdrias seletivas dessas quinases podem
ser benéficas no tratamento do cancer, doencas proliferativas, inflamacdo e
neurodegeneracdo que podem ser deteriorantes durante o0 desenvolvimento
(WILLIAMS, 2004). Quercetina e genisteina inibem a proteina tirosina quinase que
também esté envolvida na proliferagdo celular.

Os resultados das acbes dos flavondides na inducdo da mortalidade de células
presentes no liquido ascitico de camundongos, pode ser melhor visualizado no gréfico
2.

Grafico 2 - Numero de células mortas do TAE de
camundongos tratados com diferentes flavondides
durante 20 dias com posterior induc&ao do TAE
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).

Orsolic (2005) realizou um estudo preventivo com o0 objetivo de avaiar a
atividade terapéutica da prépolis e dos flavondides naringenina, crisina e quercetinaem
camundongos com TAE. Pararealizag&o do estudo os camundongos foram tratados com
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50mg/kg desses compostos, por via oral, por 7° dias e no 8° dia ocorreu a indug&o do
TAE. As andlises de viabilidade celular, volume do liquido ascitico e nimero de células
tumorais totais foram realizadas no 14° dia de experimentacdo. Esse autor afirma que a
atividade terapéutica da prépolis é dependente principamente da presenca de
flavondides, entre eles, quercetina, naringenina, crisina, galangina, etc. Quando foi
avaliado o nimero de células tumorais mortas, observou-se um aumento de 4,3% no
numero dessas células quando os animais foram tratados com o flavondide naringenina
comparado ao grupo de animais com TAE néo tratados e de 3,79% quando utilizado o
flavondide quercetina. Esse mesmo pesquisador afirma que a combinacdo de
flavondides apresenta melhores resultados na reducéo do nimero de células tumorais
mamérias induzidas por DMBA e em cultura de células mamérias humanas da linhagem
MDA-MB-435.

Os resultados encontrados nesse trabalho estdo de acordo com os resultados de
Orsolic (2005). Ao avaliar o nimero de células tumorais mortas contidas no liquido
ascitico dos camundongos com TAE tratados como a associacdo dos flavonoides rutina
+ naringina encontrou-se um aumento significativo (p<0,05) no nimero de células

tumorais mortas quando comparado aos animais do grupo com TAE néo tratados.

Na tabela 10 encontram-se expostos os valores encontrados na contagem das
células tumorais totais presentes no liquido ascitico dos diferentes grupos.

Tabela 10 - Efeito dos flavondides na prevencdo do TAE. Numero de células tumorais

totais (+ desvio padréo) presentes no liquido ascitico dos camundongos

Tratamento Células tumorais totais (N x 107)
Racao + Animal com céancer (G2) 10,89+ 146 a
Racéo + Rutina (G3) 537+£1,63b
Racdo + Naringina (G4) 7,10+1,22b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 6,23+2,17b

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

Como pode-se observar na tabela 10 os grupos (G3), (G4) e (G5) apresentaram
menores valores, referentes a totalidade de células, comparado ao grupo (G2) e esses
valores foram estatisticamente significativos. Os resultados encontrados nesse estudo
estdo de acordo com os resultados encontrados por Orsolic (2005) que constatou em seu

57



Hussen Machado

estudo preventivo uma reducdo estatisticamente significativa de 79% no nimero de
células tumorais totais quando os animais foram tratados com propolis; 74% quando
tratados com o flavondide naringenina e 57% com o flavondide quercetina.

Quando comparou-se a eficacia na reducdo do nimero de células tumorais, entre
0s grupos (G3), (G4) e (G5) pode-se observar que ndo ocorreram VvariagOes
estatisticamente significativas entre eles. Através dessa andlise matematica, pode-se
afirmar que os diferentes tratamentos apresentaram um mesmo padréo de reducdo no

numero total de células tumorais no liquido ascitico de camundongos.

Esses dados podem ser melhor visualizados no gréfico 3.

ero de ceélulas tumorais totais do TAE de
atados com diferentes flavondides por 20 dias com
inducdo posterior do TAE
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).

Os resultados referentes a viabilidade celular tumora de Ehrlich encontram-se
registrados natabela 11.

De acordo com os resultados obtidos para a viabilidade celular observou-se que
0s grupos submetidos a diferentes tratamentos com flavonéides, como forma de
prevencdo da multiplicacdo celular tumoral, apresentaram resultados estatisticamente
significativos apenas, quando os animais foram submetidos ao tratamento com o
flavondide rutina (G3) comparando ao grupo (G2). Esse resultado pode ser melhor
visualizado no gréfico 4.
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Tabela 11 - Efeito dos flavonoides na prevencéo do TAE. Viabilidade celular + desvio
padréo presente no liquido ascitico dos camundongos

Tratamento Viabilidade celular (%)
Racéo + Animal com cancer (G2) 995+0,12a
Racéo + Rutina (G3) 92,8+0,61b
Racdo + Naringina (G4) 95,0+ 2,00 ab
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 958+ 1,91 ab

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

101
100

Viabilidade Celular

@ Rutina O Naringina O R + N @ Controle

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

Segundo Woo (2005), flavondides inibem a proliferacdo celular pela modulagdo
da atividade de ciclinas dependente de quinase, moléculas chave envolvidas na
regulacdo do ciclo celular. Os flavondides causam paralisacdo do crescimento de células
tumorais por impedirem a progressdo da fase GO-G1 do ciclo celular, levando
subseqiientemente a célula a apoptose. A paralisagdo do ciclo celular € mediada através
da inducdo de fatores nucleares e da baixa modulacdo da ciclina D1 e E. Essa
paralisacdo também pode estar associada com ainibi¢do de CDK2, CDK 4 e CDK5 pela
expressao de inibidores de cdk (p21 e p27).

Orsolic (2005) observou em seu estudo que os animais tratados com o

flavondide quercetina apresentaram no liquido ascitico uma viabilidade celular de
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96,21%, e de 95,7% quando os animais foram tratados com o flavondide naringenina.
Sendo assim, os resultados encontrados nesse trabalho estdo em concordancia com os
resultados encontrados por Orsolic (2005). Em nosso estudo foi constatado que os
animais tratados, com o flavonoide rutina, apresentaram uma viabilidade celular de
92,8%.

Na tabela 12 encontram-se destacados os valores referentes ao volume do
liquido ascitico, acumulado ao longo do experimento, na cavidade abdominal dos

animais.

Tabela 12 - Efeito dos flavondides na prevencdo do TAE. Volume do liquido ascitico(
desvio padréo) dos camundongos

Tratamento Volume do liquido ascitico (mL)
Racdo + Animal com cancer (G2) 149+235b

Racéo + Rutina (G3) 270+6,36a

Racéo + Naringina (G4) 169+ 271 ab

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 23,7+48a

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

De acordo com os resultados obtidos observou-se que o grupo (G3), tratado com
o flavondide rutina, apresentou o maior valor em volume de liquido ascitico presente na
cavidade abdomina dos animais quando comparado aos demais grupos. Valor esse,
estati sticamente significativo em relacéo ao grupo (G2).

Orsolic (2005), a0 redlizar seu estudo de prevencdo com os flavondides
quercetina, naringenina administrados de forma oral e intraperitoneal, observou uma
reducdo estatisticamente significativa no volume do liquido ascitico dos animais
tratados em relacdo aos animais com TAE (ndo tratados). Os dados encontrados em
nosso estudo mostraram que os animais tratados com os diferentes flavonoide (rutina,
naringina, rutina + naringina) por 20 dias na prevencdo do TAE, tiveram um aumento
significativo no volume do liquido ascitico. Sendo assim, os resultados encontrados por
Orsolic (2005) ndo estdo em concordancia com os resultados encontrados nesse
trabal ho.
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Quando comparou-se os tratamentos (G3), (G4) e (G5) observou-se que ndo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas nos valores referentes ao volume de
liquido acumulado na cavidade abdominal dos animais.

Esses resultados podem ser melhor visualizados no gréfico 5.

Volume (m

O Controle O Naringina O R + N M Rutina
Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minlscula, ndo diferem entre si pelo
teste t de Student (P>0,05).

O gréfico 6 destaca os resultados da frequéncia de mortaidade dos
camundongos tratados com diferentes flavondides por 20 dias com posterior indugdo do
TAE.

De acordo com os resultados obtidos observou-se que o grupo controle, referente
aos animais ndo submetidos a nenhuma forma de tratamento, apresentou taxa de
mortalidade acumulada de 80% dos animais aos 21 dias de experimentacéo.
Percentagem de mortalidade ocorrida aos 22 dias ao grupo tratado com o flavondide
Rutina.

O grupo tratado com o flavondide Naringina apresentou taxa de mortalidade
acumulada de 80% da populagdo de camundongos aos 23 dias. Quando os flavondides
Rutina e Naringina foram associados observou-se um sinergismo de adi¢&o no potencial
terapéutico, fato esse observado pela maior longevidade dos animais com taxa de
mortalidade acumulada de 80% da populagéo aos 25 dias de experimentacéo.
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Gréfico 6 - Frequiéncia de mortalidade de

diferentes flavonoides durante 20 dias com
120

100

80

orcentage

Dias

Rutina Naringina Controle R+ N ‘

Nesse trabalho os camundongos foram tratados diariamente por 20 dias com
10mg/kg dos diferentes flavonoides por via oral e no 21° dia do experimento ocorreu a
inducdo do TAE. Observou-se um aumento de 8,0 % na expectativa de vida dos
camundongos que receberam o flavondide rutina quando comparado ao grupo controle.
Quando os animais foram tratados com a naringina esse aumento foi de 13,5%. A
associagdo dos flavondides rutina + naringina prolongou a vida dos animais em 29,7%.

De acordo com Orsolic (2005), em um estudo preventivo testando diferentes
flavon6ides em camundongos com TAE, foi observado um aumento de 15,83% no
tempo de vida dos animais que foram tratados com o flavondide naringenina na
concentracdo de 50mg/kg por 7 dias. Quando o tratamento foi efetuado com a
guercetina, 0 aumento observado foi de 6,66% . O autor afirma que esses tratamentos
aumentam o tempo de vida dos animais, confirmando assim, a eficacia dos compostos
testados.

Os resultados obtidos nesse experimento estdo em concordancia com 0s
resultados publicados por Orsolic dessa forma, podemos afirmar que os flavondides

testados aumentam o tempo de vida dos animais com TAE.
A andlise do tempo de vida dos animais também foi realizada através de céalculos

de MST (Tempo médio de sobrevida dos animais) e de %IL S (percentagem de aumento

do tempo de sobrevida). Esses resultados podem ser visualizados na tabela 13.
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Ao analisar esses resultados observou-se gque os flavondides rutina e naringina
guando administrados previamente por 20 dias nos camundongos ndo possuiram uma
atividade antitumoral significativa de acordo com o critério de NCI citado por Orsolic
(2005). Pois segundo esse critério, e a M TS dos grupos tratados dividido pela média do
tempo de vida do grupo controle exceder 125% e ILS exceder 25%, € um indicativo que
adroga testada possui uma atividade antitumoral significativa.

Um atividade antitumoral significativa de acordo com a MTS e ILS pode ser

observada apenas na associacdo das drogas.

Tabela 13 — Atividade preventiva de flavondides sobre o tempo de vida de

camundongos com TAE

Tratamentos Variagdo do MST (d)? ILS(%)" T/C(%)° Eficécia
tempo de vida

Racéo 15-22 185 W - e

Racdo + rutina 17-23 20,0 8,0 108,0 -

Racdo + naringina  19-23 21,0 13,5 113,5 -

Racdo + rutina + 22-26 20,0 29,7 129,7 +

naringina

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

Um atividade antitumoral significativa de acordo com a MTS e ILS pode ser

observada apenas na associacdo das drogas.
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52 - TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS COM TUMOR ASCITICO DE
EHRLICH (TAE) COM DIFERENTESFLAVONOIDESPOR 18 DIAS.

Na tabela 14 encontram-se registrados os valores médios de Proteinas Totais do
soro sanguineos de camundongos com Tumor ascitico de Ehrlich tratados durante 18

dias com diferentes flavonoides.

Tabela 14 - Vaores médios de proteinas totais (+ desvio padréo) no soro sanguineo de

camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com flavondides por 18 dias.

Tratamentos Proteinas Totais (g/dl)
18 dias

Racdo (G1) 54,63+ 2,67b

Rac&o + Animal com céancer (G2) 48,80+ 5,08 c

Racdo + Rutina (G3) 7432+ 842 a

Racao + Naringina (G4) 64,48 + 16,60 ab

Racéo + Rutina + Naringina (G5) 52,73 = 3,28 bc

Ragdo + Neotaxel (G6) 60,13+ 7,49b

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

De acordo com os resultados obtidos observou-se que o grupo (G2), animais
doentes com tumor ascitico de Ehrlich ndo submetidos a tratamento, apresentou a menor
média na concentracdo de proteinas totais apds 18 dias de experimentacdo. Segundo
Meyer, (1992) hipoproteinemia pode ocorrer quando a um aumento do volume
plasmético como na emodiluicdo por intoxicacado hidrica, na cirrose ou quando a ascite
esta presente.

Quando andlises foram efetuadas comparando-se os diferentes tratamentos com
0 grupo (G2) pode-se observar, com excecdo do tratamento utilizando a associacdo
Rutina + Naringina, que os diferentes tratamentos desencadearam um aumento nas
concentragbes de proteinas totais e esses resultados foram estatisticamente
significativos. Esses aumentos, nos niveis de proteinas totais pelos flavondides sdo de
grande importancia, pois essas proteinas estdo envolvidas com transporte de farmacos,
reparo de tecidos lesados e em respostas imunol égi cas.

De acordo com Meyer, (1992), as proteinas séricas totais sintetizadas no figado e
no sistema reticulo-endotelial constituem mais de 100 substéncias diferentes,

classificadas como abumina e globulinas. As proteinas séricas s80 essenciais para
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regulacdo da pressdo coloidosmética. Elas incluem fatores de coagulacéo, enzimas,
horménios e sdo responsaveis por crescimento e reparo dos tecidos e tampdes de pH,
anticorpos, transportam componentes sanguineos (bilirrubina, célcio, esterdides,
hormonios tiredideos, lipideos, metais, oxigénio e vitaminas) e sdo preservadoras dos
CromoSssoMmos.

E importante observar que os animais com cancer (G2) tiveram menores
concentragtes plasméticas de proteinas totais e isso é coerente, pois no processo de
carcinogénese diversas proteases sdo liberadas e suas atividades aumentadas dessa
forma, ocorre uma maior degradacdo protéica, embora formem-se novas proteinas

(oncoproteinas).

Na tabela 15 encontram-se registrados os valores médios da atividade de
Aspartato Amino Transferase (também chamada de AST ou GOT ou TGO) no soro
sanguineo de camundongos, com tumor ascitico de Ehrlich, tratados durante 18 dias

com diferentes flavonoides.

Tabela 15 - Vaores médios de Aspartato aminotransferase — AST - (x desvio padrdo)
do soro sanguineo de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com

flavondides por 18 dias

Tratamentos AST (U/ml)

18 dias
Racdo (G1) 587,56 + 75,60 c
Racao + Animal com cancer (G2) 2021,25+ 492,11 ¢c
Racdo + Rutina (G3) 4818,63 + 698,95 a
Racao + Naringina (G4) 2375,25 + 709,73 bc
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 2949,00 £ 553,94 b
Racdo + Neotaxel (G6) 2803,80+ 558,71b

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

De acordo com os resultados obtidos, os tratamentos efetuados ao longo do
experimento, com excecdo do grupo G4, desencadearam um aumento na atividade de
(AST) de forma estatisticamente significativa em relacéo ao grupo G1 e G2.

Gupta e colaboradores 2004 realizaram um estudo com uma planta da india, a
Cesalpinia bonducella, que possui associacdo de flavondides, terpenos, saponinas e
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alcaldides. Para avaliar a toxicidade da planta em camundongos normais (sem TAE)
foram testadas dosagens diferentes (50, 100, 200 e 300mg/kg) do extrato metandlico
dessa planta (MECB). Esse extrato foi dissolvido em propileno glicol e administrado
intraperitonealmente em camundongos. Apés 14 dias de tratamento, foi observado um
aumento estatisticamente significativo (P<0,05) na atividade sérica das enzimas
(transaminases) quando comparou 0 grupo controle (anima normal) em relagdo ao
grupo tratado com 300mg/kg do extrato. As demais concentragdes desse extrato
provocaram um aumento da atividade dessas enzimas, porém esses resultados ndo foram
estatisticamente significativos. Os autores concluiram que uma ata concentracdo do
extrato da planta (300 mg/kg) provocou um aumento na atividade de transaminases
indicando assim, a ocorréncia de disfuncdes hepato-renais e alteragdes no metabolismo.

Os resultados encontrados nesse trabalho demonstraram um aumento na
atividade de AST nos grupos (G3), (Gb) e (G6) em comparacdo ao grupo (G2) dessa
forma, estes resultados estdo em concordancia com os resultados de Gupta et a, mas
ateracbes hepato-renais ndo foram observadas em andlises histopatol égicas de figado
realizadas em nosso experimento.

Natabela 16 encontram-se registrados os valores médios da atividade de adanina
amino transaminase (também chamada de ALT ou GPT ou TGP) no soro sanguineo de
camundongos, com tumor ascitico de Ehrlich, tratados durante 18 dias com diferentes

flavonodides.

Tabela 16 - Vaores médios de Alanina aminotransferase — ALT - (+ desvio padréo) do
soro sanguineo de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com
flavondides por 18 dias.

Tratamentos ALT (U/ml)
18 dias

Racdo (G1) 50,00+ 17,79b
Rac&o + Animal com céancer (G2) 53,40 £ 18,23 b
Racdo + Rutina (G3) 120,75 + 69,96 a
Racao + Naringina (G4) 27,50 £ 2,29 bc
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 12,00 + 2,60 cd
Racéo + Neotaxel (G6) 12,38 £ 2,56 cd

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).
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De acordo com os resultados bioquimicos demonstrados na tabela acima, os
animais submetidos ao tratamento com o flavonéide Rutina (G3) apresentaram a maior
atividade enzimética de (ALT), estatisticamente significativa, em relacdo aos demais
grupos. Outro fato, que merece ser destacado é a reducdo na atividade de (ALT)
decorrentes dos tratamentos (G5) e (G6) quando comparados ao grupo (G2). Essas
reducdes ocorreram de forma estatisticamente significativa como podemos observar na
tabela 16.

Matsuzaki et a (2003) realizaram um estudo com a planta Pfaffia paniculata
(Ginseng brasileiro), que contém flavonoides e € um estimulante ténico e coadjuvante
no tratamento do cancer. Foram testadas doses de 200 e 400mg/kg do extrato dessa
planta administrados por via oral durante 10 dias em camundongos com TAE. Os
resultados demonstraram que ndo ocorreram alteracGes histopatoldgicas em figado e
rins desses animais. Ao avaiar a atividade séricada enzima ALT no soro sanguineo dos
animais que receberam 400mg/kg do extrato de Ginseng, observou-se uma reducdo na
atividade dessa enzima quando comparado ao grupo de animais com TAE, ndo tratados.

Nassair et al (2000), analisando a hepatotoxidade de flavondides em culturas de
hepatécitos de ratos, observaram que esses compostos ndo apresentaram efeitos toxicos.
Esses dados foram obtidos através da avaliacdo da liberacdo de lactato desidrogenase,
inibic&o da respiracéo mitocondrial e do desacoplamento da fosforilagdo oxidativa

Os resultados encontrados por Matsuzaki e Nassair estdo em concordancia com
os resultados encontrados nesse trabalho, onde foram observadas reducdes na atividade
de ALT nos grupos G4 e G5 e a ndo toxicidade dos flavondides testados. Essa ndo
toxicidade pode ser comprovada através de andlises histopatoldgicas de figado
realizadas em nosso trabal ho.

Na tabela 17 encontram-se registrados os valores médios da concentracdo de
albumina no soro sanguineo de camundongos, com tumor ascitico de Ehrlich, tratados

durante 18 dias com flavonodides.

De acordo com os resultados bioquimicos obtidos os grupos (G4) e (Gb)
apresentaram as menores concentragdes plasmaéticas de abumina e esses resultados
foram estatisticamente significativos quando comparados ao grupo (G2). Segundo
Meyer, (1992) em presenca de ascite de qualquer causa a albumina sérica ndo é um bom

indice da capacidade sintética dos hepatécitos, pois na ascite a sintese de albumina pode
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estar normal ou mesmo alterada, no entanto 0s teores séricos podem estar baixos devido
ao grande volume de distribui¢do. Mas, o objetivo da analise de albumina nesse trabalho
ndo foi o de avaiar danos hepéticos e sim, a capacidade de transporte de drogas
(flavonoides) na corrente sangliinea pela albumina.

Tabela 17 - Vaores médios de abumina (x desvio padrdo) do soro sanguineo de

camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com diferentes flavonoides por 18

dias
Tratamentos Albumina (g/dl)
18 dias

Ragdo (G1) 3,78+ 0,25a
Racao + Animal com cancer (G2) 348+0,44a
Ragdo + Rutina (G3) 361+043a
Racao + Naringina (G4) 294+0,36b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 281+0,26Db
Racéo + Neotaxel (G6) 3,71+0,83a

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

O grupo tratado com o medicamento Neotaxel® (G6) apresentou valores
semelhantes aos grupos (G1), (G2) e (G3) e esses valores ndo foram estatisticamente
significativos. E importante ressaltar que além da func&o de transporte a albumina pode
determinar a proporcéo de um féarmaco livre farmacologicamente ativo disponivel no
plasma. Esses resultados demonstraram que o flavondide rutina e o medicamento
Neotaxel® encontravam-se em maiores proporcdes livres no plasma conseqiientemente,
eles desempenharam uma maior acdo farmacologica que os demais flavondides
testados.

Além da sua funcdo como molécula fixadora e de transporte, a abumina
desempenha um papel importante na nutricdo. Argumenta-se que a proteina esta
constituida de tal modo que é facilmente metabolizada, contendo todos os aminoécidos
essenciais (MEYER et a, 1992). Albumina representa de 40% a 60% das proteinas
totais de um animal adulto, sendo produzida exclusivamente no figado. A principal
funcéo da albumina normal € o transporte e armazenagem de uma ampla variedade de
substancias de baixo peso molecular, como o cortisol, hormobnios sexuais, farmacos,

acidos graxos, célcio e varias drogas. A fixacdo, e consequentemente a detoxificacao,
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constituem outra das fungBes primaria da abumina no recém-nascido (AMARAL,
1996).

Na tabela 18 encontram-se registrados os valores médios da concentracéo de
proteinas totais (g/dl), no liquido ascitico de camundongos, tratados durante 18 dias

com diferentes flavondides.

Tabela 18 - Valores médios de proteinas totais (+ desvio padréo) do liquido ascitico de

camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com diferentes flavondides por 18

dias
Tratamentos Proteinas Totais (g/dl)
18 dias

Racdo + Animal com cancer (G2) 37,72+292a
Racéo + Rutina (G3) 40,14 +£5,32 a
Racéo + Naringina (G4) 39,18+ 2,05a
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 36,76 £ 2,13 a
Racédo + Neotaxel (G6) 3722+ 2,74a

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

De acordo com os resultados obtidos na tabela 18, foram observadas pequenas
variagdes na concentracdo de proteinas totais, presentes no liquido ascitico. Essas
variagdes ndo foram estatisticamente significativas. Dessa forma, os flavonoides

testados ndo provocaram danos hepéticos aos animais.

Na tabela 19 encontram-se registrados os valores médios da concentracéo de
aspartato amino transferase (também chamada de AST ou GOT ou TGO), no liquido

ascitico de camundongos, tratados durante 18 dias com diferentes flavondides.

De acordo com os resultados bioguimicos expostos na tabela 19, os grupos (G3)
e G4) apresentaram menor atividade enzimatica de (AST) quando comparados ao grupo
(G2) e esses resultados foram estatisticamente significativos. Sendo assim, o0s
flavondides rutina e naringina promoveram uma protecdo aos hepatécitos quando
administrados na concentragdo de 10mg/Kg.
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Tabela 19 - Valores médios de aspartato aminotransferase - AST (+ desvio padrdo) do

liquido ascitico de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com diferentes

flavondides por 18 dias.

Tratamentos AST (U/ml)

18 dias
Racdo + Animal com cancer (G2) 236,00 + 60,52 a
Racéo + Rutina (G3) 31,67+3235hb
Racéo + Naringina (G4) 109,00 £ 101,53 b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 284,25 + 68,28 a
Racéo + Neotaxel (G6) 265,20 + 38,05 a

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

Student (P>0,05).

Na tabela 20 encontram-se registrados os valores médios de aanina amino

transaminase (também chamada de ALT ou GPT ou TGP), no liquido ascitico de

camundongos, tratados durante 18 dias com diferentes flavondides.

Tabela 20 - Valores médios de Alanina aminotransferase — ALT (x desvio

padrdo) do liquido ascitico de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich tratados com

diferentes flavonoides por 18 dias

Tratamentos ALT (U/ml)

18 dias
Racdo + Animal com cancer (G2) 21,25+ 4,43d
Racéo + Rutina (G3) 71,67 £ 22,05 a
Racéo + Naringina (G4) 33,75+ 10,24 bc
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 66,60 *+ 40,07 ab
Racéo + Neotaxel (G6) 25,00 £ 4,69 cd

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

Student (P>0,05).

De acordo com os resultados obtidos observou-se que 0 grupo de animais tratado

com o flavondide rutina (G3) obteve o mais ato valor na atividade enzimatica de (ALT)

e esse valor foi estatisticamente significativo quando comparado ao grupo de animais

com cancer (G2). Resultado semel hante pode ser observado no grupo (G5).

A atividade da ALT encontra-se elevada na presenca de danos hepéticos. Sendo

assim os tratamentos dos grupos G3 e G5 podem ter desencadeado lesbes aos

hepatécitos as quais, ndo foram confirmadas por andlises histol 6gicas.
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Quando comparamos o grupo (G2), com o grupo tratado com o quimioterapico
Neotaxel®, (G6) observamos que nd0 ocorreram variagdes estatisticamente

significativas em valores de atividade enzimatica de (ALT) entre os grupos.

Na tabela 21 encontram-se registrados os valores médios da concentracdo de
Albumina (g/dl), no liquido ascitico de camundongos, tratados durante 18 dias com

diferentes flavonodides.

Tabela 21 - Vaores médios de albumina (+ desvio padréo) no liquido ascitico de
camundongos com tratados com diferentes flavonoides por 18 dias.

Tratamentos Albumina (g/dl)
18 dias

Racdo + Animal com cancer (G2) 2,73+ 0,25 ab

Racéo + Rutina (G3) 2,75+ 0,33 ab

Racdo + Naringina (G4) 2,79+0,14a

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 264+£011b

Racéo + Neotaxel (G6) 259+0,18b

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

De acordo com os resultados bioquimicos, demonstrados na tabela 21, observou-
Se que os grupos (G4), (G5) e (G6) apresentaram valores em concentracdo de albumina
semelhantes a0 grupo de animais com cancer (G2) e esses resultados ndo foram
estatisticamente significativos. 1sso indica que a capacidade de transporte da albumina

nao foi alterada na presenca dos flavondides testados.

Na tabela 22 encontram-se registrados os valores referentes a contagem de
células tumorais vivas presentes no liquido ascitico dos grupos submetidos a diferentes

tratamentos.

De acordo com os resultados obtidos, o nimero de células vivas tumorais
presentes no liquido ascitico dos camundongos apresentou uma reducédo,
estatisticamente significativa em todos os grupos, quando comparados ao grupo (G2). E
importante ressaltar que, os diferentes tratamentos reduziram o nimero de células

tumorais vivas em aproximadamente 40.000.000 milhdes de células.
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Tabela 22 - Efeito dos flavondides no tratamento do TAE. NUmero de células tumorais

vidveis presentes no liquido ascitico dos camundongos

Tratamento Células tumorais viaveis (N x 107)
Racéo + Animal com cancer (G2) 923+1,37a
Racéo + Rutina (G3) 456+1,60b
Racéo + Naringina (G4) 499+056b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 493+141b
Racao + Neotaxel® (G6) 488+0,13b

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

Como podemos observar na tabela acima, os flavondides e a associacdo de
flavondides apresentaram resultados estatisticamente semelhantes ao grupo (G6). Esses

mesmos resultados podem ser melhor visualizados no grafico 7.

Grafico 7- NiUmero de células tumorais vivas do tumor ascitico de Ehrlich
em camundongos tratamentos com diferentes flavondides.
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

Gupta, (2004) avaliaram a atividade anti-tumoral de uma planta da india,
Cesalpinia bonducella, que possui associacdo de flavondides, terpenos, saponinas e
acal6ides. Camundongos com TAE foram tratados por 14 dias com dosagens diferentes
do extrato metandlico dessa planta. Ao avaliar o nimero de células vidveis presentes no

liquido ascitico dos camundongos com Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) e tratados
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com o extrato da planta, os pesquisadores encontraram reducdes significativas (p<0,01)
no nuimero de células tumorais viaveis nos animais dos grupos tratados com 50 e
200mg/kg do extrato quando comparado com os animais do grupo com TAE ndo
tratados.

Os resultados encontrados por Gupta et a (2004) estdo de acordo com resultados
encontrados esse estudo, onde também foram observadas reducbes significativas
(p<0,05) no numero de células tumorais viaveis quando os camundongos com TAE
foram tratados com 10mg/kg dos flavondides rutina, naringina e rutina + naringina.

Na tabela 23 encontram-se registrados os valores referentes a contagem de
células tumorais mortas presentes no liquido ascitico dos grupos submetidos a
diferentes tratamentos.

Tabela 23 - Efeito dos flavondides no tratamento do TAE. NUmero de células tumorais

mortas + desvio padréo presentes no liquido ascitico dos camundongos.

Tratamento Células tumorais mortas (N x 10°)
Racdo + Animal com cancer (G2) 0,11+0,12b

Racéo + Rutina (G3) 1,18 +0,46 a

Racéo + Naringina (G4) 0,27+£0,06b

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 0,34+0,16b

Racao + Neotaxel® (G6) 0,78+0,16a

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

De acordo com os resultados obtidos o grupo tratado com o flavonéide Rutina
(G3) apresentou um aumento no nimero de células tumorais mortas 10 vezes maior do
gue o grupo controle (G2). Como podemos observar também, o grupo (G3) apresentou
resultados semelhantes ao grupo (G6) comprovando assim, a eficacia desse tratamento
no aumento do nimero de céulas tumorais mortas presentes no liquido ascitico.

Quando Gupta et a, (2004) avaliaram o nimero de células tumorais mortas
presentes no liguido ascitico dos camundongos com TAE e tratados com diferentes
dosagens do extrato da planta (Cesalpinia bonducella), eles observaram que os animais
do grupo tratados com 50mg/kg tiveram um aumento significativo (p<0,01) de 96% no
numero de células mortas. Os animais dos grupos tratados com 100 e 200mg/kg tiveram
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um aumento significativo (p<0,01) de 162% e 343% respectivamente, quando
comparados com os animais do grupo com TAE n&o tratados.

Os resultados de Gupta (2004) estdo de acordo com os resultados encontrados
nesse trabalho. Ao avaliar 0 nimero de células tumorais mortas contidas no liquido
ascitico dos camundongos com TAE tratados como o flavondide rutina, encontrou-se
um aumento significativo (p<0,05) no nimero de células tumorais mortas gquando
comparado aos animais do grupo com TAE n&o tratados.

Esses resultados podem ser melhor visualizados no gréfico 8.

Grafico 8- Células tumorais mortas do tumor ascitico de Ehrlich
em camundongos submetidos a diferentes tratamentos
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste t
de Student (P>0,05).

A contagem do numero de células tumorais totais, presentes no liquido ascitico

dos animais submetidos a 18 dias de tratamento encontram-se registrados na tabela 24.

Tabela 24 - Efeito dos flavondides no tratamento do TAE. NUmero de células tumorais

totais presentes no liquido ascitico dos camundongos.

Tratamento Células tumorais totais (N x 107)
Racdo + Animal com cancer (G2) 9,33+1,24a
Racdo + Rutina (G3) 573+1,22b
Racéo + Naringina (G4) 526+0,60b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 528+157b
Rac&o + Neotaxel® (G6) 5,66 + 0,28 b

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).
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De acordo com os resultados obtidos, os grupos (G3), (G4), (G5) e (G6)
apresentaram valores estatisticamente significativos menores no nimero de células
tumorais totais, quando comparados ao grupo controle (G2). Lembrando sempre, que
essa reducdo no nimero de células tumorais abrange a casa dos milhdes.

Matsuzaki et a (2003) realizaram um estudo para avaliar o efeito do Ginseng
brasileiro (planta rica em flavondides) em camundongos com TAE e observaram que
guando os animais foram tratados com 200mg/kg do extrato por 20 dias, ocorreu uma
reducéo de 30% no numero de células tumorais totais presentes no liquido ascitico dos
animais. Sendo assim, os resultados encontrados por Matsuzaki estdo em concordancia
com os resultados encontrados nesse trabal ho.

E importante observar também, que os grupos (G3), (G4) e (G5) ndo diferem
estatisticamente do resultado obtido quando os animais foram tratados com o
quimioterapico Neotaxel® (G6). Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Rusak (2005), onde ele afirmou que os flavondides inibem de forma significativa o
crescimento de linhagens de HL-60 (célula humana leucémica) e sua eficacia
antiproliferativa foi equivalente ou um pouco maior que 0s agentes anticarcinogeénicos

tradicionais como doxorrubicina, vincristina e metotrexato.

Esses resultados podem ser melhor visualizados no grafico 9.

células tumorais do tumor ascitico de
ongos tratados com diferentes flavondides
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).
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As porcentagens de viabilidade celular no liquido ascitico de camundongos,
submetidos a diferentes tratamento, encontram-se registradas na tabela 25.

Tabela 25 - Efeito dos flavondides no tratamento do TAE. Viabilidade celular + desvio

padrdo no liquido ascitico dos camundongos.

Tratamento Viabilidade celular (%)
Racéo + Animal com cancer (G2) 98,67 £1,62 a
Racéo + Rutina (G3) 77,80+12,3¢c
Racéo + Naringina (G4) 94,93+0,85b
Racdo + Rutina + Naringina (G5) 93,73+£1,07 b
Racao + Neotaxel® (G6) 86,37 +2,03 bc

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

De acordo com os resultados obtidos, todos os tratamentos reduziram a
viabilidade celular das células tumorais em valores estatisticamente significativos
guando comparado ao grupo (G2).

Observou-se que o flavonoide rutina (G3) apresentou uma maior eficacia na
reducdo da viabilidade celular tumoral, efeitos esses similares aos produzidos pelo
quimioterdpico Neotaxel® Esses resultados, podem ser melhor visualizados no
graficolO.

W Rutina @ medicamento O R + N O naringina @ Controle

Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).
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Os flavondides possuem uma dupla agdo quimioprotetora no cancer, eles
suprimem o crescimento tanto das células tumorais quanto das células endoteliais
(O'PREY, 2003). Luteolina, genistéina, apigenina, quercetina e fisitina inibem culturas
de céulas tumorais e endoteliais em concentracfes similares. (GOSSLAU, 2004). Tem
sido sugerido que flavones, 3,4-diidroxiflavone, reservatrol e luteolina sdo alguns dos
mais potentes polifendis anti-endoteliais que suprimem a proliferacdo celular (CAO,
2002).

Os valores referentes ao volume do liquido ascitico encontram-se registrados na
tabela 26.

Tabela 26 - Efeito dos flavondides no tratamento do TAE. Volume do liquido ascitico

dos camundongos.

Tratamento Volume do liquido ascitico (mL)
Racéo + Animal com céancer (G2) 17,00+ 191 c

Racéo + Rutina (G3) 19,10+ 1,15 bc

Racéo + Naringina (G4) 26,30+ 2,69 a

Racdo + Rutina + Naringina (G5) 24,00+ 265a

Racao + Neotaxel® (G6) 22,33+ 2,89 ab

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

De acordo com os resultados obtidos na tabela 26 observou-se que 0s grupos
(G4), (Gb) e (G6) apresentaram valores aumentados em volume de liquido ascitico e
esses foram estatisticamente significativos quando comparados aos grupos (G2).

Gupta et a (2004) avaliaram o volume do liquido ascitico presente na cavidade
abdominal dos camundongos com TAE e tratados com diferentes dosagens do extrato
da planta Cesalpinia bonducella. Eles observaram que independente das concentracoes
do extrato da planta, houve uma reducéo significativa (p<0,01) no volume desse liquido
comparado ao grupo de animais com TAE gue ndo receberam tratamento. Os dados
encontrados nesse trabalho ndo estdo de acordo com os resultados obtidos por esses
pesqguisadores. Nesse estudo observamos um aumento no volume do liquido ascitico dos
camundongos tratados com os flavondides naringina e rutina + naringina e estes
resultados foram estatisticamente significativos (p<0,05) quando comparado ao grupo

de animais com TAE nao tratados.
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Matsuzaki et a (2003) realizaram um estudo para avaliar o efeito do Ginseng
brasileiro em camundongos com TAE e observaram gue quando os camundongos com
TAE foram tratados com 200mg/kg do extrato por 20 dias, observou-se uma reducéo no
volume do liquido ascitico (p<0,05) desses animais, quando comparado ao grupo de
animais com TAE ndo tratados. Sendo assim, o resultado encontrado por estes
pesquisadores também ndo estdo em concordancia com os resultados encontrados nesse
trabalho.

O grupo (G3) quando comparados ao grupo (G2), ndo apresentou variagdes
significativas em volume de liquido ascitico. Esses resultados podem ser melhor
visualizados no graficoll.
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Volume (ml
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Em cada coluna, médias seguidas de pelo menos uma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo teste t de
Student (P>0,05).

Os resultados da mortalidade dos camundongos com cancer induzidos e tratados

com flavondides durante 18 dias encontram-se registrados no gréfico 12.

Observou que os grupos tratados com os diferentes flavondide obtiveram
resultados melhores sobre a sobrevida dos animais quando comparado ao grupo
controle. O grupo composto pela associagdo de flavonoides obteve o melhor resultado
em sobrevida animal quando comparado aos demais tratamentos.
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De acordo com os resultados obtidos o grupo controle com cancer ndo tratado
teve 80% de mortalidade dos animais aos 20 dias de experimentacdo. O grupo de
animais tratado com medicamento alcangou 80% de mortalidade aos 24 dias. Ja 0 grupo

tratado com rutinafoi aos 21 dias e com naringina aos 23 dias.

Gréfico 12 — Fregliéncia de mortalid
tratados com difer

Dias

-Rutina  Naringina R+N
—

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

De acordo com Gupta et al (2004), ao avaliar a percentagem do aumento de vida
de camundongos com TAE tratados por 14 dias com diferentes concentragdes do extrato
da planta Cesalpinia bonducella, eles observaram que houve um aumento do tempo de
vida de 24,44%, 58,88% e 87,22% quando os animais foram tratados com 50, 100 e
200mg/kg do extrato, respectivamente.

Nesse trabalho testaram-se os flavondides rutina e naringina isoladamente na
concentragcdo de 10mg/kg administrados oramente por 18 dias, como forma de
tratamento, e foi observado um aumento de 8,8% no tempo de vida dos animais tratados
com o flavondide rutina em comparagcdo com o tempo de vida dos animais com TAE
gue ndo receberam tratamento. Quando os animais foram tratados com a naringina,
houve um aumento do tempo de vida em 11,7%. Os resultados obtidos nesse

experimento estdo em concordancia com os resultados publicados por Gupta dessa
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forma, podemos afirmar que os flavondides testados aumentam o tempo de vida dos
animais com TAE.

Quando Gupta et al (2004) injetaram diariamente 20mg/kg, intraperitonealmente
do medicamento 5-fluorouracil (quimioterdpico), obtiveram um aumento de 119,49%
no tempo de vida dos camundongos em comparagdo com o grupo de animais com TAE
ndo tratados. O farmaco utilizado em nosso trabalho foi 0 Neotaxel® administrado em
uma unica dosagem intravenosa 24 horas apés a inducéo do cancer na concentracdo de
100mg'm?. Observou-se que ocorreu uma reducdo de 9% no tempo de vida dos animais.

A andlise do tempo de vida dos animais também foi realizada através de calculos
de MST (Tempo médio de sobrevida dos animais) e de %IL S (percentagem de aumento
do tempo de sobrevida). Esses resultados podem ser visualizados natabela 27.

Tabela 27 — Atividade dos flavondides e tempo de vida de camundongos com
TAE
Tratamentos Variagdodo  MST (d)? ILS(%)® T/C(%)° Eficécia

tempo de vida

Racéo 10-24 17,0 e e

Racéo + Neotaxel® 7-24 15,5 -8,8 91,1 -
Racdo + rutina 13-24 18,5 8.8 108,8 -
Racéo + naringina  14-24 19,0 11,7 111,7 -
Racdo + rutina + 14-27 20,5 20,5 120,5 -
naringina

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

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

€ um indicativo que a droga testada possui uma atividade antitumoral significativa.
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5.3. MORFOLOGIA HEPATICA

O figado é a maior glandula do corpo humano, localizado no quadrante superior
do abdbmen, é composto por quatro I6bulos separados de tecido conjuntivo, que
sustentam vasos sanglineos e condutos biliares com disposicdo arboriforme e uma
grande massa de células parenquimatosas que se dispdem ao longo dos ramos mais
finos da &rvore vascular formando placas continuas de células (CONTRAN, 2000).

A unidade estrutural cléssica do figado é o I6bulo hepatico descrito com um
prisma hexagonal de tecido, com didmetro aproximado de 0.7 x 2 mm, contendo células
parenquimatosas anastomosadas e um labirinto sistémico de sinusdides. A massa de
células parenquimatosas corresponde a 60% do peso do figado. As paredes dos
sinusdides sdo congtituidas de células endoteliais e células integrantes do sistema
reticulo-endotelial, chamadas células de Kupffer, dotadas de funcbes imunoldgicas,
hematopoi éticas e fagocitarias (WEISS, 1977).

O I6bulo hepético é composto por uma veia central eferente, tributéria da veia
hepética para a qual convergem radialmente sinusdides, oriundos das subdivisdes de
ramos da veia porta e artéria hepatica, presentes nos espacos portais periféricos. Vasos
sanguineos eferentes e ductos hiliares encontram-se distribuidos a longo das
extremidades do poliedro. Todas as fungdes bioquimicas do figado sdo efetuadas pelas
células epiteliais parenquimatosas do figado, os hepatdcitos, e sdo dependentes de
relagdes complexas entre sistema vascular e o sistema de drenagem da bile (STEVENS,
2001).

O figado funciona com uma glandula enddcrina e exdcrina. O sistema excretor
iniciaase no interior do I6bulo, em espacos tubulares finos que resultam de sulcos
opostos nas faces de contato de hepatdcitos contiguos. Esses canaliculos biliares ndo
tém paredes préprias, anastomosam-se ricamente, formando um reticulo que envolve as
células hepéticas e drenam em dutos biliares terminais de paredes finas, localizados na
periferia do |6bulo denominados colangiolos ou canais de Hering. Os colangiolos, por
sua vez, sdo tributarios dos dutos biliares mais calibrosos nos espagos portais
interlobulares. A bile secretada pelo figado é responsavel pela emulsificacdo das
gorduras no duodeno (STEVENS, 2001). O figado também sintetiza muitas substancias
em resposta as demandas do corpo como abumina, colesterol e glicogénio, aém de
metabolizar drogas participando assim, do mecanismo de detoxificagdo do organismo
(WEISS,1977).
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Essencia para avida, o figado junto com outros 6rgéos participa da homeostase
metabdlica normal, isso inclui 0 processamento dos aminoacidos, carboidratos, lipidios
e vitaminas aimentares; sintese de proteinas séricas, desintoxicacdo e excrecdo na bile
de residuos enddgenos e xenobiéticos poluentes (COTRAN, 2000). Com grande poder
de regeneracao, os hepatécitos do rato apresentam vida média que varia entre 191 a 453

dias.

5.4. MODIFICACOESHISTOPATOLOGICASENCONTRADAS

Nesse trabalho foram analisados cortes de tecidos hepéticos de trés animais de
cada grupo, escolhidos ao acaso, com objetivo de avaliar possiveis alteracdes no tecido

causado pelo TAE e/ou pelos diferentes flavondides testados.

A morfologia hepética pertencente aos animais do grupo tratado apenas com
racdo e ndo submetidos ainducdo do TAE encontra-se representada na figura 11.

Como podemos observar na figura 11 os nucleos dos hepatdcitos sdo grandes,
esféricos e centrais. Muitas células sdo binucleadas, sendo que os nucleos
frequentemente sdo poliplGides. Podemos observar também, a presenca de espacos
sinusbide ao longo do tecido hepatico.

A morfologia hepatica pertencente aos animais do grupo tratado apenas com
racao e submetidos ainducéo do TAE encontra-se representada na figura 12.

Ao andlisar o corte de tecido hepético dos animais com TAE que receberam
somente racao observou-se uma grande adesdo das células do TAE na cdpsula hepética.
Os nucleos hepaticos encontram-se dilatados e um grande nimero de hemécias pode ser
observado no interior dos espacos sinusdides quando, comparamos o tecido
representado nafigura 12 com o tecido dafigura 11.

A morfologia hepdtica pertencente aos animais com TAE tratados com o
flavonoide naringina por 18 dias encontra-se representada na figura 13.
O figado dos animais com TAE tratados com o flavondide naringina na

concentracdo de 10mg/Kg por 18 dias apresentou aparentemente uma reducéo na
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quantidade de células tumorais aderidas (linha branca) quando comparado ao grupo com
TAE néo tratado, porém observou-se que essa adesdo foi aparentemente maior ao
comparar com o grupo de animais com TAE tratados com o medicamento Neotaxel ®.

Outro fato observado foi a formagdo de angiogénese (seta azul) pelas células
tumorais, mas néo foi observado a presenca de hemécias nos espagos sinusodides (setas
pretas) que encontram-se dilatados.

Como podemos observar, o flavondide naringina ndo causou ateracOes
histopatologica aos tecidos hepéticos analisados, conseguentemente o flavondide
testado ndo demonstrou ser tdxico as células do tecido na concentracdo de 10mg/Kg por
18 dias.

A morfologia hepdtica pertencente aos animais com TAE tratados com a
associacao dos flavondides rutina + naringina por 18 dias encontra-se representada na
figura 14.

Os animais com TAE tratados com a associacdo dos flavondides rutina +
naringina apresentaram aparentemente em analise histopatol dgica do figado uma menor
adesdo (linha branca) das células do TAE na cpsula hepética quando comparado aos
animais que nao receberam tratamento. Porém, adesdo foi aparentemente maior que
nos animais dos grupos tratados com medicamento Neotaxel® e com o flavondide
rutina. Foi possivel observar também, a presenca de hemécias (seta azul) no interior dos
espacos sinusbides como também, a formacdo de angiogénese pelas células do tumor
ascitico de Ehrlich.

Como podemos observar, a associagdo dos flavondides rutina + naringina ndo
causou alteracOes histopatol 6gica aos tecidos hepéticos analisados, consequentemente a
associacao testada ndo demonstrou ser tdxica as células do tecido na concentracéo de
10mg/Kg por 18 dias

A morfologia hepdtica pertencente aos animais com TAE tratados com o
medi camento Neotaxel ®encontra-se representada na figura 15.

O figado dos animais com TAE que receberam uma dosagem Unica do
quimioterdpico Neotaxel®, por via intravenosa, apresentou aparentemente em andlise
histopatol 6gica uma pequena adesdo das células do TAE na capsula hepética como pode

ser verificado na figura 15. Além disso, pode-se observar a presenca de angiogénese
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formada pelas células do TAE. Os espacos sinusoides apresentaram pequenas variacoes
ao comparar com 0s animais com TAE néo tratados.

Como podemos observar 0 medicamento Neotaxel® ndo causou ateracdes
histopatoldgica aos tecidos hepaticos analisados, consequentemente o medicamento
testado ndo demonstrou ser toxico &s células do tecido na concentragdo de 100mg/m?
em dosagem uUnica. Informagdes essas, de ndo toxicidade hepética relatadas na bula do
medi camento.

A morfologia hepética pertencente aos animais com TAE tratados com o
flavondide rutina por 18 dias encontra-se representada na figura 16.

Ao analisar o corte de tecido hepético dos animais com TAE tratados com o
flavondide rutina observou-se que o tratamento apresentou aparentemente uma maior
eficacia na reducdo da adesdo das células do TAE a cdpsula hepatica. Porém, um grande
nimero de heméacias pode ser observado no interior dos sinusdides hepaticos.

Como podemos observar, o flavonGide rutina ndo causou alteracOes
histopatoldgica aos tecidos hepaticos analisados, consequentemente o flavondide
testado ndo demonstrou ser toxico as células do tecido na concentracdo de 10mg/K g por
18 dias.

Figura 11 - Corte de tecido hepético de
animal normal que recebeu ragdo, onde

sd0 observados hepatécitos  (seta
amarela) e espago sinusoide (seta preta).

Figura 12 - Corte de tecido hepético de
animal com TAE que recebeu racéo,
onde sdo observados hepatécitos (seta
amarela), espago sinusoide (seta preta) €
adesdo de células tumorais (linha
branca).
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Figura 13 - Corte de tecido hepético de
animal com TAE que recebeu o flavonéide
naringina, onde sdo observados, espaco
sinusodide (seta preta) e adesdo de células
tumorais (linha branca).

Figura 14 - Corte de tecido hepético de
animal com TAE que recebeu a associacdo
dos flavondide rutina + naringina, onde sao
observadas, hemécias (seta verde) e adesdo
de células tumorais (linha branca).

Figura 15 - Corte de tecido hepético de
anima com TAE que recebeu o
medicamento  Neotaxel®, onde sfo
observados hepatdcitos (seta amareld),
espaco sinusdide (seta preta) e adesdo de
células tumorais (linha branca).

Figura 16 - Corte de tecido hepético de
animal com TAE que recebeu o flavonoide
rutina, onde sdo observadas hemécias (seta
verde) e adesdo de células tumorais (linha
branca).

85



Hussen Machado

6. CONCLUSOES

6.1. Conclusbes do experimento de prevencéo

» O flavondide naringina reduziu os valores médios de proteinas totais (g/dl) no

soro sangiineo dos animais.

» Os flavonGides rutina e naringina reduziram a atividade de aanina

aminotransferase (ALT) no soro sangliineo dos animais

» O flavondide naringina reduziu os valores médios de albumina (g/dl) no soro

sanglineo dos animais

» Com relagdo a viabilidade celular das células tumorais de Ehrlich observou-se
uma reducdo significativa no tratamento utilizando o flavonéide rutina.

» O tratamento preventivo com a associagdo de flavondides (rutina + naringing)

demonstrou atividade anti-tumoral significativa de acordo com os critérios de
NCI.
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6.2. Conclusdes do experimento de tratamento

» Os animais com TAE tratados com o flavondide rutina e os animais tratados
com o flavondide naringina apresentaram um aumento nos valores médios de

proteinas totais (g/dl) no soro sangtiineo.

» Os animais com TAE tratados com o flavondide rutina e com a associagdo
(rutina + naringind) aumentaram a atividade de aspartato amino transferase

(AST) no soro sanguiineo

» A associagao de flavonoides (rutina + naringina) reduziu a atividade de aanina
aminotransferase (AL T) no soro sangliineo dos animais

» Os tratamentos efetuados com o flavondide naringina e associacdo dos
flavondides (rutina + naringina) reduziram os niveis de abumina no soro

sanguineo dos animais
» Com relacdo a viabilidade celular das células tumorais todos os tratamentos
efetuados com os flavondides apresentaram reducdo em comparagdo aos animais

controle.

» Observou-se gue o flavondide rutina apresentou valores semelhantes na reducéo

da viabilidade celular a0 do medicamento Neotaxel®.

> E importante ressaltar, que os melhores resultados na redugdo da viabilidade

celular foram obtidos durante os experimentos de tratamento.
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7. PERSPECTIVASFUTURAS

Pela grande facilidade de transplantagdo, padronizacéo e crescimento rdpido do
TAE este modelo favorece o estudo de associacBes de flavondides como

quimioterapicos.

Avadliar a presenca de marcadores tumorais no soro sanguiineo dos animais

tratados com diferentes flavondides.

Atuacdo dos flavondides sobre a forma sblida do tumor de Ehrlich que

possibilite uma avaliagéo experimental por um tempo maior.

Estudos in vitro que possibilitem avaliar quais os mecanismos de atuagcéo dos

flavondides na reducéo da viabilidade celular.
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