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RESUMO

Campos, A. Reducdo das células ovais hepaticas pelo quimiopreventivo -ionona na etapa
de promocéao da hepatocarcinogénese induzida em ratos Wistar pelo modelo do Hepatdcito
Resistente. 2012. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A carcinogénese € um processo longo que envolve maultiplas etapas na transformacéo das
células normais em malignas. Duas hipdteses tém sido propostas para explicar o potencial
heterogéneo de células neoplasicas e 0 processo de desenvolvimento de neoplasias: 0 modelo
estocastico, em que uma populacdo distinta de células neoplasicas adquire um conjunto de
mutacdes somaticas e desenvolve capacidade metastatica e o modelo hierarquico, no qual
neoplasias primarias e suas metastases sdo iniciadas por um numero pequeno de células,
conhecidas “cancer stem cells” (CSC). Assim, o HCC poder ser originado de células
tronco/progenitoras hepaticas ou células ovais e hepatdcitos. Aventou-se a hipdtese neste trabalho
que a BI reduz o nimero de células ovais hepéticas, regulando proteinas (CK19, p-catenina e
ALDH1AL1) que possam estar relacionadas ao papel destas células na hepatocarcinogénese. Ratos
Wistar foram submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do “Hepatocito Resistente” e
receberam durante 4 semanas consecutivas: 16mg/100g p.c. de B-ionona (BI) ou somente
0,25mL/100g p.c. de 6leo de milho (grupo controle - OM). Estes animais foram distribuidos em 4
pontos de eutanésia (PO, P1, P2 e P3 - 7, 14, 21 e 35 dias ap0s a HP respectivamente), para
avaliacdo da cinética das celulas ovais hepaticas. Foi observado que o tratamento com BI
diminuiu a presenca de células ovais GST-P positivas e reduziu o percentual de LPN positivas

para ALDHI1AL1, B-catenina e CK19 quando comparado ao do respectivo grupo controle OM.



Em conclusdo, o tratamento com Bl reduziu o niumero das células ovais, bem como os niveis de

proteinas a elas relacionadas e que conferem ao HCC mau progndéstico e maior agressividade.

Palavras-chave: hepatocarcinogénese, quimioprevengao, B-ionona, células ovais.



ABSTRACT

Campos, A. Reduction of hepatic oval cells by the chemopreventive g-ionone in the
promotion phase of hepatocarcinogenesis induced in Wistar rats by the Resistent
Hepatocyte. 2012. 65p. Master’s degree dissertation — Faculty of Pharmaceutical Sciences,

University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2012.

Carcinogenesis is a long process that involves multiple phases in the transformation of normal
cells into malignant. Two hypotheses have been proposed to explain the heterogeneous
potential of neoplastic cells and the process of carcinogenesis: a stochastic model in which a
distinct population of neoplastic cells acquires a set of somatic mutations and develops
metastatic capacity and hierarchical model in which the primary tumors and their metastases
are initiated by a small number of cells, known "cancer stem cells" (CSC). Therefore, the
HCC can be originate from stem/progenitor cells or hepatic oval cells and hepatocytes.
Ventured the hypothesis in this work that p-ionone (Bl) reduces the number of hepatic oval
cells, regulating proteins (CK19, B-catenin and ALDH1A1) that may be related to the role of
these cells in hepatocarcinogenesis. Wistar rats were submitted to hepatocarcinogenesis model
of "Resistant Hepatocyte™ and received for 4 consecutive weeks: 16mg/100g body weight of
Bl or 0,25 mL/100g body weight of corn oil (control group - CO). These animals were
euthanized at 4 points (PO, P1, P2 and P3 - 7, 14, 21 and 35 days after PH, respectively) to
evaluate the kinetics of hepatic oval cells. It was observed that the treatment of Bl decreased
the presence of GST-P oval cells positive and reduced the percentage of positive ALDH1Al
LPN, B-catenin and CK19 compared to the respective control group OM. In conclusion, the
treatment with Bl reduced the number of oval cells as well as the levels of proteins related to
them and gives a poor prognosis in HCC and increased aggressiveness.

Key-words: hepatocarcinogenesis, chemoprevention, B-ionone, oval cells.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um
evidente problema de satde publica mundial. Segundo recente relatério da Organizacdo Mundial
da Saude em parceria com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer, o impacto global do
cancer mais que dobrou em 30 anos (BOYLE; LEVIN, 2008; WHO, 2009).

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) informou em nota que mais de 12, 7 milhdes de
pessoas sdo diagnosticadas todo ano com cancer e 7,6 milhGes de pessoas morrem vitimas da
doenca. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar
27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhGes de mortes por cancer e 75 milhGes de
pessoas Vvivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de
baixa e média renda (INCA, 2012).

No Brasil, as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte na populacao,
representando quase 17% dos dbitos de causa conhecida. As estimativas para 0 ano de 2012
serdo validas também para 0 ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510
casos novos de cancer (INCA, 2012).

Considerando-se este grande numero de casos novos de canceres no pais e as diferencas
na incidéncia dessa doenga no mundo, o desenvolvimento de estratégias quimiopreventivas
utilizando-se compostos presentes em alimentos pode apresentar grande impacto tanto na ciéncia
médica como na economia mundial (AGGARWALL; SHISHODIA, 2006; RIBEIRO et al.,

2006).
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Dentre os canceres mais comuns, o carcinoma hepatocelular (HCC) é o 5° mais frequente
em todo mundo e a 32 causa mais comum de mortalidade por cancer, além de apresentar mau
prognostico e reduzido indice de sobrevida (MOTOLA-KUBA et al., 2006; EL-SERAG,;
RUDOLPH, 2007). No Brasil, o HCC ocupa a 9% posicdo em mortalidade e, aproximadamente,
ocorrem 9000 casos novos e 8900 mortes anualmente pelo mesmo (FERLAY et al., 2010; INCA,
2012).

A frequéncia do HCC apresenta grandes diferencas na populacdo em virtude de diversos
fatores de risco ambientais e/ou genéticos envolvidos na patogénese da doenca. As infeccdes
pelos virus das hepatites B (HBV) e C (HCV) consistem na etiologia predominante do cancer
priméario de figado. Outros fatores de risco incluem a ingestdo de alimentos contaminados por
aflatoxinas, consumo crénico de bebidas alcodlicas, uso de tabaco, hemocromatose, esteatose,
radiacdo, esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) e a exposi¢cdo a substancias quimicas como N-
nitrosaminas e compostos N-nitrosos (CHEN; YU; LIAW, 1997; LLOVET; BURROUGHS;
BRUIX, 2003; EL-SERAG, 2012). Estes fatores s@o conhecidos por gerarem modificacOes
quimicas nas bases do DNA, como ligacGes covalentes dos carcindgenos ao DNA (formacdo de
adutos), oxidagéo de bases ou erro no reparo do DNA. Todas estas alteracdes levam a mutacdes
em genes especificos, alguns dos quais criticos para o estabelecimento de neoplasias em animais

e humanos (LIM, 2002).

1.2 Hepatocarcinogénese

O desenvolvimento de neoplasias, ou seja, 0 processo de carcinogénese, esta associado ao

acumulo de alteracdes no genoma de uma célula, que ocorre espontaneamente ou por acdo de

agentes exogenos (IRIGARAY, BELPOMME, 2010). Este processo é longo e envolve multiplas
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etapas, como iniciacdo, promocdo e progressdo, na transformacdo das células normais em
malignas (FARBER, 1990; PITOT, 2007).

Na etapa de iniciagdo ocorre alteracdo irreversivel no material genético (DNA), que pode
acarretar mutacdo. Esta alteracdo no DNA ¢ gerada por um composto genotdxico, que provoca
danos genéticos passiveis de serem transmitidos para as células-filhas, mas compativeis com a
sobrevida da célula (PITOT, 2007).

A etapa de promocdo € caracterizada pela proliferacdo celular, que contribui com a
expansdo clonal das células iniciadas, pela acdo de um agente promotor, formando assim lesdes
pré-neoplasicas (LPN). Ou seja, na promocdo ocorre a conversdo da célula iniciada em célula
prée-maligna. Este estagio é reversivel, apresenta grande periodo de laténcia e representa o
principal alvo da acdo de agentes quimiopreventivos (PITOT, 2001; PITOT, 2007).

A progressao da célula pré-neoplasica em maligna ocorre por divisdo celular incontrolada,
perda da estabilidade genética, amplificacdes e delecdes génicas. Além disso, é irreversivel
(PITOT, 2007).

A formacédo de LPN pode ocorrer por meio de mecanismos endégenos intrinsecos ou via
agentes exogenos. Os fatores enddgenos que atuam no estagio da promocao incluem, por
exemplo, hormonios e fatores de crescimento. Agentes exdgenos incluem uma variedade de
compostos quimicos e fisicos capazes de induzir a proliferacdo das células iniciadas (PITOT;
DRAGAN, 1991; PITOT, 1996; KLAUNING; KLAMENDULLIS; XU, 2000; YOUNG; YANG;
COLBURN, 2003).

As LPNs podem ser identificadas por meio da expressao alterada de enzimas hepaticas,
como menor expressdo de enzimas de fase | e maior inducdo de enzimas de fase Il de
biotransformacdo (FEO et al., 2006). Em ratos, as celulas iniciadas podem ser identificadas em

estagios iniciais por meio de marcacdo para as enzimas y-glutamiltranspeptidase (y-GT) ou
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glutationa S-transferase (GST) na forma placentaria (GST-P) (MORIMURA et al., 1993;
HIGASHI et al., 2004; FEO et al., 2006).

O desenvolvimento de neoplasias envolve a expansao clonal de células com alteracGes
bioquimicas e genéticas adicionais, relacionadas com taxa de proliferacdo celular aumentada e
carater invasivo, sendo, portanto, correspondente ao estagio da progressdo da carcinogénese
(PITOT; DRAGAN, 1991; YOUNG; YANG; COLBURN, 2003; VOGELSTEIN; KINZLER,
2004; LIBBRECHT; DESMET; ROSKAMS, 2005).

Em células pré-neoplasicas ou neoplasicas, a morte celular programada (apoptose) pode
representar um mecanismo protetor contra o desenvolvimento de neoplasias por meio da
eliminacdo das células com danos genéticos ou das que iniciaram a proliferacdo (KONG et al.,
2001).

Sendo o cancer uma doenca complexa que resulta de alteracdes simultaneas em genes
geralmente relacionados a proliferacdo e a morte celular, considera-se estes eventos criticos no
desenvolvimento da carcinogénese (KANUNFRE, 2004; PARMIGIANI; CAMARGO, 2004;
FEO et al., 2006).

Diversas observagdes demonstram a existéncia de uma relagdo evolutiva entre LPN e
neoplasias malignas hepaticas (FARBER, SARMA, 1987).

Cerca de 95-98%, das LPN regridem e ndo evoluem para o cancer, sofrendo
“remodelagao” (LPN em remodelacdo - rLPN), um processo altamente complexo que envolve
mudancgas no suprimento sanguineo e em caracteristicas bioquimicas, bem como da estrutura e
arquitetura celulares, para que retorne ao aspecto “normal” anterior do figado. As LPNs restantes
(2-5%) seguem a persisténcia (LPN persistentes — pLPN), adquirem a capacidade de crescimento
autbnomo e progridem para adenomas e HCC (HIGASHI et al.,, 2004; FEO et al., 2006).

Entretanto, uma pequena parte das pLPN apresenta 0 mesmo padrdo biogquimico observado na
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maioria das lesbes que sofrem remodelacdo, sendo o processo muito mais lento. Ndo foram
encontradas evidéncias de que lesdes que remodelam e aquelas que persistem representem, na
verdade, duas respostas inteiramente diferentes a acdo de carcindgenos (FARBER; SARMA,
1987; FARBER, 1990).

Acredita-se que a remodelacdo de LPN possa envolver a rediferenciacdo dos nddulos dos
hepatocitos para um fenodtipo semelhante ao do tecido normal, ou até mesmo a morte das células
e remodelacdo dos mesmos (TATEMATSU; NAGAMINE; FARBER, 1983; FARBER et al.,
1988; FEO et al., 2006). Acredita-se, ainda, que a persisténcia dos nodulos possa indicar um
blogqueio na diferenciacdo celular ou na apoptose, podendo estar relacionada com maior tendéncia
de evolucdo para os HCCs (FARBER et al., 1988; FARBER; RUBIN, 1991; OHASHI et al.,
1996; DE MIGLIO et al., 2003).

Duas hipdteses tém sido propostas para explicar o potencial heterogéneo de células
neoplasicas e o processo de desenvolvimento de neoplasias: 0 modelo estocastico, em que uma
populacdo distinta de células neoplasicas adquire um conjunto de mutacBes somaticas e
desenvolve a capacidade metastatica; e 0 modelo hierarquico, no qual neoplasias primarias e suas
metastases sdo iniciadas por um numero pequeno de células, conhecidas como células tronco
neoplasicas ou “cancer stem cells” (CSC) - (ODOUX et al., 2008; ARAVALLI et al., 2010).

A idéia de que as células progenitoras hepéaticas podem conduzir a hepatocarcinogénese e
ser uma fonte de CSC é bem documentada historicamente. A ativacdo e proliferacdo destas
células tem sido relatada em muitas condic¢des pré-neoplasicas. Estudos ja demonstraram que as
CSC exibem muitas propriedades classicas tanto das células tronco normais como de células
neoplasicas, incluindo a alta capacidade de auto-renovacéo, aptiddo de auto-protecdo contra os
farmacos, toxinas e radiacéo, e a capacidade para iniciar e sustentar o crescimento neoplasico. Na

ultima década, essas células foram identificadas em doengas hematologicas malignas e, mais
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recentemente, em neoplasias solidas que incluem o figado, mama, prdéstata, cérebro e cdlon
(MISHRA et al., 2009; MARQUARDT; THORGEIRSSOM, 2010; TONG; MA; GUAN, 2011).

O figado é o unico 6rgdo sélido no organismo com a capacidade de regeneracdo como
resposta a lesdo. Se os hepatdcitos sdo impedidos de iniciar esta regeneragédo, ou a lesdo é muito
grave, como a hepatectomia parcial, um compartimento reserva é ativado, chamado de
compartimento de células tronco/progenitoras (dando origem as celulas ovais), encontrados nos
menores ramos periféricos da arvore biliar, conhecido como Canais de Hering. Estas células
podem se diferenciar em hepatocitos e células epiteliais dos ductos biliares (colangiocitos) bem
como dar origem ao cancer hepatico (ROSKAMS, 2008; MISHRA et al., 2009; DARWICHE et
al., 2011; OISHI; WANG, 2011).

De acordo com o modelo de CSC, a aplicagdo de uma variedade de protocolos
experimentais em roedores resultou na ativacdo de células ovais. Sugere-se que estas sejam
resistentes a carcindgenos que, por sua vez, sdo citotdxicos (citostatico ou necrosante) para 0s
hepatdcitos diferenciados, induzindo uma resposta regenerativa cronica das células progenitoras,
bem como das precursoras intermediarias dos hepatocitos maduros, responsivas ao estimulo
proliferativo. Este estado proliferativo cronico favoreceria a transformacdo destas células
imaturas, que interromperiam o processo de diferenciagdo em curso e se tornariam
potencialmente neoplésicas. (NAVES; MORENO, 2000; MARQUARDT; THORGEIRSSOM,
2010). Assim, o HCC pode ser originado de células tronco/progenitoras hepaticas ou células
ovais e hepatocitos.

Apo6s a transformagdo maligna, um numero substancial de HCC demonstrou
caracteristicas “bipotenciais”: células neoplasicas expressando marcadores biliares e hepaticos,
como a citoqueratina 19 (CK19), citoqueratina 17 (CK17), alfafetoproteina (AFP), albumina e

OV-6 (MARQUARDT; THORGEIRSSOM, 2010; DARWICHE et al., 2011). Marquardt e
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Thorgeissom (2010) relataram que a presenca desses marcadores se encontrava associada a um
fenotipo mais agressivo e pior progndstico clinico.

As citoqueratinas constituem o citoesqueleto dos filamentos intermediarios da maioria das
células epiteliais hepaticas. No figado adulto normal, os hepatocitos contem apenas CK18 e CKS8,
enquanto as células epiteliais da arvore biliar humana expressam CK19 e CK17. No entanto,
diversos estudos relataram a presenca de CK19 no HCC, podendo este evento ser resultado da
desdiferenciacdo dos hepatdcitos maduros para um fendtipo de células progenitoras/ductulares ou
do processo de proliferacdo das células ovais. Especificamente, HCC que expressam CK19
apresentam maior agressividade, sugerindo que a CK19 pode ser um potencial marcador de
prognostico para HCC (SU et al., 2003; DURNEZ et al., 2006; ADERSERN et al., 2010).

Evidéncias recentes indicam que a p-catenina desempenha papel crucial no
desenvolvimento tecidual por meio da regulacdo da proliferacdo das células ovais hepaticas em
roedores e da diferenciacdo celular. Sendo assim, seu acumulo parece estar envolvido na
patogénese de neoplasias hepéaticas como o HCC. Observou-se que entre 33 a 67% dos HCC
apresentam alta concentragdo de [-catenina no citoplasma e no nucleo, enquanto no tecido
normal ndo foi encontrado indicio da mesma (APTE et al., 2008; YANG et al., 2008; WEI et al.,
2009). Dessa forma, a implicacdo da B-catenina em adenomas hepaticos e no HCC pode ser
considerada um mediador das CSC.

Além disso, um importante marcador de células-tronco, identificado em varios tecidos
como a medula 6ssea, cérebro e mama, é a enzima aldeido desidrogenase 1Al (ALDH1ALl). Esta
foi encontrada hiperexpressa em células tronco/progenitoras, e € importante para Vvarias
atividades biologicas, incluindo resisténcia a farmacos, diferenciacdo celular e resposta ao
estresse oxidativo. Recentemente, a atividade da ALDH tem recebido consideravel atengdo como

estratégia valiosa para isolar células tronco normais ou neoplasicas e por ter um papel crucial na
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quimiorresisténcia das CSC, atuando na desintoxicacdo de substancias nocivas as células-tronco,
como aldeidos (MA et al., 2008; MOREB, 2008; DOLLE et al., 2011).

Com base no que foi exposto, o conhecimento de possiveis marcadores da diferenciacao e
proliferacdo de celulas ovais é de grande importancia para obtencdo de novas formas de
quimioprevencdo. As estratégias para a identificacdo de novos marcadores devem incluir a
descoberta de alteracbes moleculares nos estagios iniciais da carcinogénese hepatica, relevantes
para a progressdo das LPNs para a malignidade. Isso pode ser feito em modelos de roedores, e
deve ser seguido na avaliacdo funcional de novos marcadores e alvos em HCC humanos (FRAU
etal., 2010).

Dentre os modelos utilizados, destacam-se trabalhos realizados com ratos submetidos ao

modelo de hepatocarcinogénese do Hepatocito Resistente, desenvolvido por Solt e Farber (1976).

1.3 O modelo do Hepatdcito Resistente (RH)

O padréo do desenvolvimento de neoplasias de figado em ratos é semelhante ao que se
observa em humanos (ANDERSEN et al., 2010). Ja foram encontradas semelhancas
morfolégicas, bioquimicas e bioldgicas em LPN e neoplasias hepéticas em humanos e roedores.
Isto indica que, independentemente dos fatores etiolégicos, as mesmas classes de alvos genéticos
estdo envolvidas na g@énese dessas lesdes e, ainda, que mecanismos bésicos da
hepatocarcinogénese em diferentes espécies podem ser similares (FARBER; SARMA, 1987;
BANNASCH; HAERTEL; SU, 2003; FEO et al., 2006). Nesse sentido, modelos de
hepatocarcinogénese vém sendo considerados dentre os melhores para o estudo de LPN e
neoplasias in vivo.

Um modelo classicamente utilizado para o estudo da hepatocarcinogénese em ratos é o do
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Hepatocito Resistente (RH) descrito em 1976 (SOLT; FARBER, 1976) e modificado em 1987
(SEMPLE-ROBERTS et al., 1987). Este modelo é adequado para induzir elevada incidéncia de
LPNs, bem como para se avaliar e comparar os efeitos de substancias quimiopreventivas capazes
de modular o processo carcinogénico (FARBER, FARMA 1987; OLIVEIRA et al., 2001). Outra
caracteristica positiva deste modelo é a possibilidade de se distinguir a reduzida incidéncia de
pLPN do grande nimero de pela marcacdo com a GST-P ou com a yGT (FEO et al., 2006).

Este modelo consiste na administracdo Unica de um agente iniciador, no caso a
dietilnitrosamina (DEN), por via intraperitoneal. Ap6s duas semanas, 0s animais recebem, via
intragastrica, 4 doses de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF), um potente agente mito-inibitério dos
hepatocitos normais, e, 24 horas ap6s a Ultima dose, os animais sdo submetidos a uma
hepatectomia parcial a 70%, responsavel por intenso estimulo mitogénico. Dois e quatro dias
apo6s a cirurgia administram-se doses adicionais de 2-AAF, também por intubacdo géstrica
(SOLT; FARBER, 1976; SEMPLE-ROBERTS et al., 1987).

A DEN é um potente agente iniciante frequentemente utilizado em estudos de
carcinogénese experimental e sua carcinogenicidade é relacionada a capacidade de alquilar a
estrutura do DNA (HEINDRYCKX; COLLE; VLIERBERGHE, 2009). Seu metabolismo
envolve enzimas do sistema monooxigenase dependente do citocromo p450, principalmente a
CYP2E1, que gera metabdlitos responsaveis pelo inicio dos efeitos toxicos, ocasionados pela
formacdo de peroxido de hidrogénio e anions superéxidos (CHIARELLO et al., 1998).
Metabdlitos ativos da DEN podem formar ligagcBes covalentes com importantes constituintes
celulares, resultando em mutagdes, necrose e neoplasias (YOO; GUEGERICH; YANG, 1988;
TRAVIS; BELEFANT, 1992).

O 2-AAF é utilizado como agente promotor por ser toxico aos hepatocitos normais mas
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ndo aos iniciados pela DEN, os quais se proliferam e ddo origem as lesbes pré-neoplasicas
(TRAVIS; BELEFANT, 1992).

Os efeitos mitoinibitorios do 2-AAF sdo causados pela formagédo de metabdlitos como N-
aceto-2-acetilaminofluoreno, 2-nitrosofluoreno e N-hidroxy-2-aminofluoreno, o0s quais se
encontram reduzidos em hepatdcitos de LPN quando comparados aos hepatdcitos do tecido sem
alteracdes morfologicas ao redor das LPN. Estes metabdlitos podem gerar diferentes adutos,
causando maior distor¢cdo da estrutura do DNA e eficiente bloqueio da replicacdo do DNA tanto
in vitro como in vivo (OHLSON; KOROXENIDOU; HALLSTROM, 1998).

Em diversos protocolos de hepatocarcinogénese a proliferacdo dos hepatécitos em LPNs €
bastante lenta, em geral assincronica, e necessita de muitas semanas, ou mesmo de alguns meses,
para gque se formem nddulos hepaticos visiveis. Ja no modelo do RH isso ocorre de forma réapida
e sincronizada, de modo que nddulos ja podem ser observados macroscopicamente em uma ou
duas semanas ap0s a etapa de selecdo/promocéo inicial (SOLT; FARBER, 1976; FARBER;
SARMA, 1987).

Estudo realizado em ratos submetidos ao modelo do Hepatocito Resisente (RH),
demonstrou que o HCC neste modelo é derivado de células progenitoras, sendo a CK19 um
marcador de mau prognéstico dessas lesbes desde seu estagio pré-neoplasico até o
desenvolvimento do HCC (ANDERSEN et al., 2010).

Nesse contexto, € de grande relevancia a busca de substancias capazes de modular a
formacéo de LPN e a diferenciacdo celular, de forma a prevenir, retardar ou reverter o estagio de

promogc&o da hepatocarcinogénese.
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1.4 Dieta, Nutricdo e Cancer

Foram encontradas evidéncias de que a alimentacdo tem um papel fundamental na
modulacdo de todos os estagios da carcinogénese, destacando-se entre outros fatores de risco.
Acredita-se que uma dieta adequada poderia prevenir de trés a quatro milhdes de casos novos de
neoplasias a cada ano. Assim, pode-se observar a influéncia negativa da incorporacdo da dieta
ocidental moderna (ingestdo de gordura e alimentos processados aumentados e consumo de fibras
reduzido), no desenvolvimento das diversas formas de cancer nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (GLANZ, 1997; GAROFOLO et al., 2004).

Esta hipdtese de que a alimentacdo contribui para a prevencdo do desenvolvimento de
neoplasias é suportada por propriedades biologicas dos nutrientes: alguns nutrientes sao
antioxidantes, podem prevenir danos no DNA, auxiliar nos processos de reparo, suprimir a
expressao de oncogenes, estimular fatores de crescimento e afetar concentragcbes hormonais e 0
sistema imunitario (DOLL; PETO, 1981).

Grande numero de estudos epidemioldgicos tem demonstrado uma associacdo entre o
consumo de frutas e hortalicas e a diminuicdo do risco de vérios tipos de cancer. Varios
compostos naturais alimentares vém recebendo atencdo por sua eficacia na quimioprevencéo do
cancer (LI etal., 2011).

Em 1997, a World Cancer Research Foundation e o American Institute for Cancer
Research, ressaltaram que a incidéncia de neoplasias malignas no mundo pode ser reduzida em
30-40%, por meio de modificages alimentares e em determinados estilos de vida. Essas
organizagOes estipularam, ainda, em 2001, que a ingestdo diaria de no minimo 400 a 600 g de

frutas e hortaligas reduz a incidéncia de uma variedade de neoplasias malignas em no minimo
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20%, desde que implementada por um periodo prolongado (NOWELL; AHN; AMBROSNE,
2004).

Publicacdo recente da OMS em conjunto com a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer estimou que nas proximas duas décadas ocorrera um aumento de 50% na incidéncia de
canceres que culminard, em 2020, em mais de 15 milhdes de casos novos devidos,
principalmente, ao maior envelhecimento da populacdo global e a adocao de estilos de vida cada
vez mais “ocidentalizados”, incluindo a alimentagdo. A publicacao ressalta, ainda, que 1/3 desses
canceres pode ser prevenido e 1/3 curavel, sendo responsabilidade dos governantes dos paises de
instituir medidas para educacdo da populacdo quanto a mudanca de seus habitos
comportamentais. Os principais alvos seriam ainda o combate ao tabagismo e a adocdo de dietas
adequadas, além do controle de infec¢cbes como as causadas pelo HCV e pelo Helicobacter pylori
(WILKINSON, 2003).

Nesse sentido, recentemente, diversos estudos buscam elucidar como determinados
alimentos e compostos bioativos presentes nos alimentos (CBAS) podem interferir na expresséo
génica, com o0 objetivo de reduzir o risco de desenvolvimento de doengas crbnicas néo

transmissiveis, como, por exemplo, as neoplasias (ROSS, 2007).

1.5 Quimioprevencéo do cancer com p-ionona

Uma das observagdes mais importantes provenientes dos estudos com modelos de
hepatocarcinogénese em animais é que nutrientes e CBAs podem modular o desenvolvimento do
HCC. Dessa forma, pode-se definir a quimioprevencdo do cancer como a utilizacdo de compostos
quimicos naturais ou sintéticos com a finalidade de prevenir, retardar ou reverter o processo de

desenvolvimento de neoplasias (SHUKLA; KALRA 2007).
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O termo quimioprevencdo foi utilizado pela primeira vez por Michael Sporn, em 1976,
como uma forma de se prevenir a doenca por meio da administracdo de um ou mais compostos
quimicos durante as etapas iniciais pré-neoplasicas da carcinogénese, ou seja, na fase de iniciacéo
ou promocdo, e antes do estabelecimento da etapa de progressao (SPORN et al., 1976).

Diversos CBAs sdo capazes de modular distintos processos bioldgicos relacionados a
carcinogénese e a quimioprevencdo de neoplasias, como a proliferacdo celular, diferenciacéo
celular e a apoptose; contudo, seus mecanismos de acdo sao pouco compreendidos (MO; ELSON,
2004; AGGARWALL; SHISHODIA, 2006). Nesse contexto, a investigacdo desses mecanismos
contribui ndo somente para a elucidacdo de aspectos fundamentais da carcinogénese e do
comportamento biolégico das neoplasias malignas, como também pode ter ainda um grande
impacto em estratégias de prevencdo (AMES; GOLD; WILLETT, 1995; DE FLORA et al.,
2001).

Dentre os inibidores da carcinogénese identificados até 0 momento, pode-se citar alguns
derivados do metabolismo do mevalonato em plantas, denominados isoprendides, em funcéo de
sua promissora acdo relatada na quimioprevencdo do cancer (MORENO et al., 1995;
CROWELL, 1999; ELSON et al., 1999; MO; ELSON, 2004; ESPINDOLA et al., 2005; ONG et
al., 2006; CARDOZO et al., 2011).

Os isoprendides, largamente distribuidos em frutas, hortalicas e gréos de cereais, sdo uma
classe de substancias com mais de 23.000 constituintes, com diferentes complexidades e funcdes
(BACH, 1995; EDWARDS; ERICSSON, 1999; MO; ELSON, 1999). Estes podem ser
denominados isoprenodides “puros”, que sdo constituidos exclusivamente por multiplos de
unidades isoprénicas (unidades de 5 carbonos), como monoterpenos (duas unidades),
sesquiterpenos (trés unidades), diterpenos (quatro unidades), triterpenos (seis unidades),

tetraterpenos (oito unidades) e politerpenos (n unidades), enquanto que aqueles denominados
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“mistos” apresentam apenas parte de suas moléculas derivada da via do mevalonato (BACH,
1995; SACCHETTINI; POULTER, 1997; ELSON et al., 1999).

Como demonstrado na Figura 1, através da via do mevalonato € formado um numero
excepcional de isoprendides, podendo-se citar dentre eles 0 monoterpeno d-limoneno, presente
em Oleos essenciais da laranja e outras frutas citricas; alcool perililico presente na cereja e horteléd
e a B-ionona (BI) presente em uvas e aromatizantes de vinhos (STERMER; BIANCHINI;

KORTH, 1994).

Acetil CoA

!

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMGCoA)
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Figura 1. Via resumida do mevalonato. Fonte: Adaptada de CROWELL et al., 1991; BACH, 1995; ELSON, 1995.
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Em diversos trabalhos foi observado que os isoprendides podem modular o processo da
hepatocarcinogénese. Dentre eles constatou-se efeito mais pronunciado da [-ionona, um
sesquiterpeno presente na estrutura molecular do retinol, B-caroteno e acido retinoico (Figura 2).
Este composto representa uma subclasse dos isoprenoides ciclicos (MO; ELSON, 1999; MO;

ELSON, 2004).

Fonte: TATMAM, MO, 2002

Figura 2. Estrutura quimica do isoprenoide ciclico f-ionona.

A B-ionona tem sido descrita também como um agente quimiopreventivo em estudos
experimentais, in vivo e in vitro (MO; ELSON, 2004). O tratamento com este composto suprimiu
a proliferacdo de células B16 de melanoma e células MCF-7 e MDA-MB-231 mamarias
(ELSON, 1995; HE et al., 1997; MO; ELSON et al., 1999). Além disso, Liu e colaboradores
(2004) observaram inibicdo do crescimento de células SGC-7901 de adenocarcinoma gastrico
humano, bem como inducdo da apoptose ap0s tratamento com Bl. No entanto, 0s mecanismos
pelos quais este isoprendide exerce suas atividades ainda requerem mais investigacgoes.

Em trabalhos prévios, observou-se atividade quimiopreventiva da Bl quando administrada
durante a fase de iniciacdo e promocdo inicial da hepatocarcinogénese em ratos Wistar
proliferacdo celular nas LPN e nas areas sem alteracbes morfoldgicas ao redor das LPN

(ESPINDOLA et al., 2005). De forma semelhante, atividade quimiopreventiva da Bl foi
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observada também quando administrada somente durante a etapa de promocgdo da
hepatocarcinogése em ratos Wistar, devido a inibicdo da proliferacéo celular de LPN e a inducao
da remodelacdo de LPN (CARDOZO et al., 2011). Com esta propriedade da Bl de induzir a
remodelacdo das LPN, pode-se esperar que este composto venha a atuar na rediferenciacdo dos
hepatocitos para um fenotipo semelhante ao do tecido normal.

Inibicdo da proliferacdo celular em LPN foi observada também apds administracdo de
[-caroteno em ratos submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH. Este composto teve
efeito inibitério em pLPN e atividade estimuladora notavel em rLPN y-GT positivas (RI1ZZI et
al., 1997). Em outro estudo observou-se ago tanto do [B-caroteno, como da vitamina A, na
modulacdo da proliferacdo das células ovais, 0 que sugere sua participacdo no processo de
diferenciacdo celular in vivo. Nesse estudo, a eutandsia foi realizada em dias que acompanham a
cinética das células ovais, sendo que a maior taxa de proliferacdo destas, encontrada no 9° dia
apos a hepatectomia parcial, ocorreu no grupo tratado somente com dleo de milho (controle)
(NAVES et al., 2001).

Baseando-se no fato da Bl apresentar em sua estrutura 0 mesmo anel ciclico encontrado
no B-caroteno, ventou-se a hipotese neste trabalho que a Bl reduz o numero de células ovais
hepéticas, regulando proteinas que possam estar relacionadas ao papel destas células na

hepatocarcinogénese.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a cinética das células ovais hepéticas na atividade quimiopreventiva da Bl quando
administrada a ratos Wistar durante a etapa de promocdo do modelo de

hepatocarcinogénese do “Hepatdcito Resistente”.

2.2 Especificos
Avaliar se o tratamento com BI reduz a expressdo das proteinas (CK19, B-catenina e
ALDH1AZ1) que possam influenciar a presenca de células ovais;

Verificar se ha diferencas na expressao das proteinas CK19, B-catenina e ALDH1AL em

LPN persistentes e LPN em remodelacéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Inicialmente, foram obtidos 90 ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de
S0 Paulo (UNIFESP), ap6s a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais de Experimentacdo em reunido de 07 de fevereiro de 2011, segundo o Protocolo
CEUA/FCF/294.

Em decorréncia de problemas na linhagem utilizada, que gerou alta taxa de mortalidade
de animais logo no inicio do experimento, foram utilizadas amostras de figado provenientes do
projeto de Pds-Doutorado “Efeito da B-ionona na cinética de lesdes pré-neoplasicas persistentes e
em remodelacdo no figado de ratos submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do Hepatdcito
Resistente (RH)”, da Pos-doutora Clarissa Scolastici, do Laboratério de Dieta, Nutrigdo e Cancer,
do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental (FBA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP (FCF-USP). Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Animais de Experimentacgdo (Protocolo nimero 225).

No referido trabalho, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (no maximo
4 ratos/gaiola) com tampas de ago inoxidavel e contendo maravalha previamente esterilizada,
trocada rotineiramente em dias alternados. Estes receberam “ad libitum”, durante todo o
experimento, agua destilada e ragdo comercial peletizada comum para roedores de laboratério
(Purina Nutrimentos Ltda., Campinas, Brasil), sendo ainda controlados o consumo de racéo e

seus pesos diariamente.
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O ensaio bioldgico foi realizado nas dependéncias do biotério da FCF/IQ-USP em
ambiente apropriado para conducao de estudos de carcinogénese, com temperatura (22°C + 2°C),

luz (ciclo de iluminagéo claro-escuro de 12 h) e umidade ambiental controladas.

3.2 Modelo de Hepatocarcinogénese do “Hepatdcito Resistente”

Foi utilizado para induzir a hepatocarcinogénese nos animais, 0 modelo do RH descrito
por Solt e Farber (1976), modificado por Semple-Roberts et al. (1987) e adaptado para ratos
Wistar por Moreno et al. (1991).

A iniciacdo dos animais ocorreu pela administragdo intraperitoneal de dose Unica
necrogénica do agente iniciante dietilnitrosamina (DEN; Sigma, EUA; 20mg/100g de peso
corpdreo [p.c.]) dissolvido em solucéo de NaCl a 0,9%. Apds um periodo de recuperacao de duas
semanas o0s hepatdcitos iniciados foram selecionados pela administracdo de 4 doses consecutivas,
via intragastrica, de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF; Sigma; 2mg/100g p.c.) dissolvido em
dimetilsuféxido e 6leo de milho. Vinte e quatro horas apds a ultima aplicacdo de 2-AAF 0s
animais foram submetidos a um potente estimulo mitogénico, representado por uma hepatectomia
parcial a 70%, realizada de acordo com Higgins e Anderson (1931). Para isto os animais foram
anestesiados com éter etilico (Merck, Brasil). Finalmente, 48 horas ap6s a hepatectomia parcial
0s animais receberam, por via intragastrica, uma dose de 2-AAF (0,75mg/100g p.c.) também

dissolvido em dimetilsuféxido e 6leo de milho.
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3.3 Protocolo experimental

Apdbs um periodo de aclimatacdo de 07 dias, 48 animais foram submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH e distribuidos aleatoriamente em 2 diferentes grupos experimentais
(Figura 3). Em adicdo, 6 animais constituiram um grupo de ratos ndo tratados (grupo NT), e que
ndo foram submetidos a qualquer procedimento experimental durante todo o estudo, mas que
permaneceram nas mesmas dependéncias em que 0S outros grupos experimentais até serem
eutanasiados.

Os grupos experimentais foram compostos por 18 animais cada, sendo estes distribuidos
em 3 pontos de eutanasia para avaliacdo da cinética das células ovais hepaticas. Seis dos animais
que foram submetidos ao modelo do RH néo receberam tratamento, pois estes foram eutanasiados
no dia do inicio do mesmo (PO).

- Grupo Oleo de Milho (OM) — Grupo Controle: composto por 18 animais submetidos ao
modelo do RH e tratados via intragastrica, com OM (Mazola®; 0,25mL/100g p.c.), diariamente, a
partir do 7° dia ap6s a HP, durante 4 semanas consecutivas, até a eutanasia;

- Grupo p-ionona (BI): composto por 18 animais submetidos ao modelo do RH e tratados via
intragéstrica com Bl (95%; Sigma, EUA; 16mg/100g p.c.) dissolvido em 6leo de milho (Mazola®;
0,25 mL/100 g p.c.), diariamente, a partir do 7° dia ap6s a HP, durante 4 semanas consecutivas, até

a eutanasia.
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Semanas
Grupos 0 1 2 3 4 5 6 7 8
S R ——
E E E E
OM I
E E E E
BI [
B NT=Gruponio tratado
O OM=Grupo Oleo de Mitho (controle) (0,25mL/100g p.c.)
I EI = Grupo B-ionona (16mg/100gp.c)
E =Eutanasia
Bl DEN: Dietilnifrosamina (20mg/100 gp.c.)
Bl 4 doses de 2-AAF: 2-Acetilaminofluorenc (2 mg/100 gp.c.)
Bl HP = Hepatectomia parcial a 70%
O3 1 dose de 2-AAF: 2-Acetilaminofluoreno (0,75 mg/100 g p.c.)

Figura 3. Representacéo esquematica do protocolo experimental.

3.4 Eutanésia dos Animais

Foram realizados 4 pontos de eutanasia: 1° ponto (P0): 7 dias ap6s a HP (sem tratamento)
e 2° ponto (P1): 14 dias ap6s a HP (7° dia de tratamento), sendo observado, no intervalo entre
estes dois dias, o pico das células ovais (NAGY; BISGGARD; THORGEIRSSON, 1994;
ZHANG; THORGEIRSSON, 1994; NAVES et al., 2001; DARWICHE et al., 2011); 3° ponto
(P2): 21 dias ap6s a HP (22 semana de tratamento), momento em que pode ocorrer a diferenciagcdo
das células ovais em hepatocitos ou colangiécitos (DARWICHE et al., 2011) e 4° ponto (P3): 35

dias apds a HP (42 semana de tratamento), sendo o final do tratamento.
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Os animais foram anestesiados com éter, procedendo-se, a seguir, a laparotomia para
coleta se sangue (2 a 3 mL por animal) por puncdo da aorta abdominal. A eutanasia se deu pela
seccao da aorta abdominal e consequente choque hipovolémico.

Amostras de tecido hepaticos foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido e

posteriormente armazenados em freezer -80°C.

3.5 Marcagdo Imunoistoquimica para GST-P, CK19, g-catenina e ALDH1Al

O meétodo utilizado para a realizacdo da marcacdo imunoistoquimica para GST-P, CK19,
B-catenina e ALDH1AL1 foi o da avidina-biotina (HSU; RAINE; FANGER, 1981), empregando-
se anticorpos primarios especificos (Tabela 1).

Os cortes histologicos dos materiais incluidos em parafina foram desparafinizados em
xilol e na seqliéncia xilol/alcool (1:1), em seguida hidratados pela sequéncia de etanol absoluto,
95% e 70% e, finalmente, 4gua destilada. Todos os cortes foram pré-tratados com &cido citrico e
citrato de sodio.

A peroxidase enddgena foi bloqueada mergulhando-se as laminas por 30 minutos em
peroxido de hidrogénio a 3% (Merck, Brasil). O bloqueio das proteinas foi realizado
mergulhando-se as laminas em solucédo de leite em p6 molico a 3% em PBS durante 1h. Os cortes
serdo foram incubados com os anticorpos primarios especificos durante 16h a 4°C em camara
umida. Para diluicdo do anticorpo primario, foi utilizada solucdo contendo soro-albumina a 1%
(albumina bovina fragdo V; Sigma, EUA) em PBS.

Em seguida, os cortes foram incubados por 30 minutos com anticorpo secundario

biotinilado universal e, posteriormente, com complexo de streptavidina ligado a peroxidase
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(Dako, Dinamarca) por 30 minutos. Finalmente, foi aplicada nos cortes uma solugédo preparada
com diaminobenzidina (DAB; Dako, Dinamarca). Os cortes foram contracorados pela
hematoxilina de Harris e montados com meio aquoso (DAKO, Dinamarca).

Cada procedimento foi intercalado por lavagem das laminas em solucgéo salina tamponada
com fosfato [PBS (NaCl 137 mM; Na,HPO, 10 mM; KCI 2,68 mM; KH,PO, 1,76 mM e agua
ultra-pura, pH 7,4)].

Os resultados da imunoistoquimica foram expressos quanto a frequéncia dos marcadores

CK19, p-catenina e ALDH1A1 em pLPN e rLPN GST-P positivas.

Tabela 1. Anticorpos primarios utilizados na reagdo de imunoistoquimica para GST-P, CK19, -

catenina e ALDH1A1.

Anticorpo Diluicao Marca

ALDH1A1l 1:200 Sigma

[-catenina 1:500 Sigma
CK19 1:50 Sigma
GST-P 1:1000 MBL

3.6 Quantificacdo de LPN GST-P positivas

Para se quantificar o numero das LPN GST-P positivas foi utilizado o sistema de anélise
de imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha). As LPN GST-P positivas foram classificadas

como sendo persistentes (marcacdo imunoistoquimica uniforme e bordas regulares) ou em
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remodelacdo (perda da uniformidade de marcacdo imunoistoquimica e bordas irregulares) (RI1ZZI

etal., 1997; WOOD et al., 1999; SILVEIRA et al., 2001).

3.7 Frequéncia dos marcadores CK19, p-catenina e ALDH1Al1 em LPN positivas para

GST-P

A avaliagdo da frequéncia da expressdo de CK19, pB-catenina e ALDH1A1 foi realizada
pela quantificacdo da presenca de cada um desses marcadores em LPN GST-P positivas
(persistentes ou em remodelacdo). Os valores foram expressos em % pLPNs ou rLPNs positivas
para ALDH1A1, B-catenina e CK19. Para esta avaliacdo foi utilizado o sistema de analise de

imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.8 Quantificacdo das células ovais

As células ovais foram quantificadas pela técnica de avaliacdo da fracdo volumétrica
estimada, através de pontos de intersecdo (WEIBEL, 1963). Foram analisadas zonas periportais
encontradas em cortes histologicos de figado corados para GST-P. Pelo menos 15 zonas
periportais, consideradas areas de proliferacdo de células ovais, foram avaliadas por corte. Uma
grade com 88 pontos foi posicionada sobre os espacgos porta e 0 nimero de pontos de intersec¢éo
incidentes sobre células ovais GST-P positivas foi registrado. Esta percentagem foi considerada a
fragdo volumétrica destas células presentes no figado (AHERNE; DUNNIL, 1982; DAGLI et al.,
1998). Para tanto, foi utilizado o sistema de analise de imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss,

Alemanha).
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3.9 Analise Estatistica

Os dados relativos ao nimero, tamanho médio e porcentagem de area ocupada por pLPN
e rLPN GST-P positivas foram analisados pelo teste ANOVA seguido de Tukey. A fracdo
volumeétrica de celulas ovais bem como a incidéncia de pLPN e rLPN que expressaram as
proteinas CK-19, B-catenina e ALDH1AL foi avaliada pelo teste exato de Fischer. Para tanto foi
utilizado o software GraphPad InStat3 e a diferenga estatistica entre os pardmetros foi

considerada para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise de LPN GST-P positivas

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes a andlise de pLNP e rLPN
hepéaticas GST-P positivas (Figura 4a e 4b, respectivamente) dos animais submetidos ao modelo
do RH e tratados com Bl ou OM na etapa de promocao da hepatocarcinogénese e eutanasiados
em diferentes momentos do estudo.

Foi observado que o tratamento com Bl reduziu o nimero de rLPN (p<0,05) e apresentou
maior (p<0,05) % de remodelacdo quando comparado ao grupo OM apds as 4 semanas de
tratamento.

Nos animais tratados com OM, pode-se observar no Gltimo ponto reducdo (p<0,05) do
numero de rLPN em relacdo ao P1, bem como aumento (p<0,05) da &rea de pLPN e rLPN. J& no
grupo BI, verificou-se no final do tratamento diminuicdo (p<0,05) do nimero e na % de area de

pLPN em relacdo ao P1 e aumento (p<0,05) do nimero de rLPN em relacéo ao P2.

Figura 4. Corte histolégico de lesdes pré-neoplasicas GST-P positivas em figado de rato Wistar submetido ao
modelo de hepatocarcinogénese do RH. (a) Lesdo pré-neoplasica persistente (20x); (b) Lesdo pré-neoplasica em

remodelagdo (20x). Fonte: Clarissa Scolastici.
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Tabela 2. Lesbes GST-P positivas de figado de ratos submetidos ao modelo do hepatdcito

resistente e tratados com [-ionona e 6leo de milho na etapa de promocdao da hepatocarcinogénese.

Grupos  N°de pLPN rLPN LPN totais % pLPN rLPN pLPN rLPN
animais (nfcm?) (nfcm?) (nfcm?) Remodelagdo  (Area/cm?)  (Area/cm®) (% Area) (% Area)
PO 9 78,52+27,76  59,55+21,05 138,07+24,39 41,30+14,6 0,12+0,04 0,17£0,06 10,63+£3,76  7,94+2,80
OM P1 9 72,83£24,28 68,60+22,87 141,42+71,74 45,64+15,21 0,13+0,04 0,05£0,02  8,59+2,87 2,53%0,84
OM P2 9 69,17£23,06 42,94+14,31 112,12+50,66 44,09x+14,7 0,18+0,06 0,07£0,02 17,84+595 2,77+0,92
OM P3 9 49,97+15,98 28,1049,372 78,07+£17,07 36,99+12,33 0,33+0,011a  0,13+0,04a 14,33+4,78 3,11+1,04
Bl P1 9 86,63+28,88 60,00+20,0 146,63+61,08 43,62+14,54 0,16+0,05 0,04+0,01 17,91+597  2,64+0,88
Bl P2 8 66,76+30,21 45,18+15,97 111,94+26,82 42,30+14,96 0,18+0,06 0,06+0,03 17,47+6,17  3,93£1,39
BI P3 9 54,05+18,012 62,50+20,83b 116,55+31,61b 54,55+18,18b 0,16+0,05 0,06+0,02b 8,51+2,84 3,76£1,25

* Média + Desvio Padrdo; OM = (0,25 mL; 100g p.c.); BI = -ionona (16 mg / kg p.c.);

PLNP = Lesdes pré-neoplasicas persistentes; rPLN = Lesdes pré-neoplasicas em remodelacéo;
PO, P1, P2, P3 e P4 (eutandsia ap0s 7, 14, 21, 28, e 35 dias da HP);

a: diferenca estatistica em relacéo ao respectivo ponto 1 (p<0,05);

b: diferenca estatistica em relagdo ao grupo OM (p<0,05).

Anova seguido de Tukey. Fonte: Clarissa Scolastici.
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4.2 Quantificacédo das células ovais

Células ovais foram identificadas em cortes histoldgicos de figados marcados para GST-P
(Figura 10A). Maior expressdo das mesmas foi encontrada em regides periportais (espago-porta).
Pode-se observar que o tratamento com BI reduziu (p<0,05) o percentual da fracdo volumétrica
de células ovais GST-P positivas nas zonas periportais no P2 e P3 em relagéo ao grupo controle
OM. Na 12 semana de tratamento, observou-se diminuicdo deste percentual pela Bl, no entanto
sem significancia estatistica. Foi identificada também reducdo (p<0,05) do percentual entre 0s

pontos P1 e P2 e P2 e P3 nos animais tratados com BI (Figura 5).
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Figura 5. Fracdo volumétrica (%) de células ovais GST-P positivas em zonas periportais de
figado de ratos submetidos ao modelo do hepatocito resistente e tratados com B-ionona ou 6leo
de milho na etapa de promog&o da hepatocarcinogénese.

ST = sem tratamento; OM = éleo de milho (controle); BI = B-ionona; LNP = Les6es pré-neoplésicas; PO, P1, P2 e P3
(eutanasia pés 7, 14, 21e 35 dias da HP; 0, 7, 14, 28 dias de tratamento).

®diferenca estatistica em relacdo ao grupo OM (controle) (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

® diferenca estatistica em relacdo ao respectivo P1(p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

¢ diferenca estatistica em relagio ao respectivo P2(p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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4.3 Percentual de LPN positivas para CK19

Foi observada marcacdo de CK19 no citoplasma dos hepatdcitos das LPN (Figura 10B).
O tratamento com BI reduziu (p<0,05) o percentual de pLPN e rLPN positivas para CK19 na
ultima semana de tratamento (P3) em relacdo ao respectivo controle OM. Nos primeiros pontos
(P1 e P2) o tratamento com BI também reduziu este percentual, embora sem significancia
estatistica. Além disso, pode-se verificar diminui¢cdo (p<0,05) deste percentual entre os pontos P1
e P3 e P2 e P3 no grupo tratado com Bl (Tabela 3). Nao foi observada expressao significativa

deste marcador no tecido ao redor das LPN (surrounding).

Tabela 3. Percentual de LPN positivas para CK19 no citoplasma de figado de ratos submetidos
ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com B-ionona ou 6leo de milho na etapa de

promocdo da hepatocarcinogénese.

Grupos LPN persistentes LPN em remodelacéo
PO 69,43 56,66

P1OM 67,01 58,06

P1 BI 63,71 53,06

P2 OM 65,05 54,54

P2 BI 59,62 49,49

P3 OM 58,11 48,28

P3 BI 39,25%7¢ 21,74%P¢

OM = 6leo de milho (controle); BI = B-ionona; LNP = Lesdes pré-neoplasicas; PO, P1, P2 e P3 (eutanasia apds
7,14, 21e 35 dias da HP; 0, 7, 14, 28 dias de tratamento).

#diferenca estatistica em relagio ao grupo OM (controle) (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

® diferenca estatistica em relagdo ao respectivo P1(p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

¢ diferenca estatistica em relagéo ao respectivo P2(p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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4.4 Percentual de LPN positivas para p-catenina

Nas figuras 6, 7, 8 e 9 podem-se observar os resultados referentes ao percentual de LPN
positivas para -catenina no nucleo ou na membrana dos hepatocitos (Figura 10C)

No grupo de animais que ndo recebeu tratamento (P0), foi observada maior (p<0,05)
marcagdo de B-catenina no nucleo (9,33%) e na membrana (60,10%) dos hepatdcitos nas pLPN
em relacdo as rLPN (ndcleo - 1,67%; membrana - 48,33%). Pode-se observar também que a

marcagao nuclear ndo foi tdo evidente quanto & marcagdo na membrana (Figura 6).

Na 1% semana de tratamento (P1) ndo houve diferenca estatistica significativa entre o
grupo tratado com Bl e o grupo controle OM. No entanto, foi encontrado maior (p<0,05) nimero
de pLPN marcadas para B-catenina em relacdo as rLPN, no nicleo e membrana dos hepatdcitos
dos animais do grupo OM e no nucleo dos hepatdcitos do grupo Bl (Figura 7).

Ja na 22 semana de tratamento (P2), pode-se observar reducdo (p<0,05) significativa do
namero de pLPN com marcacdo na membrana dos hepatdcitos dos animais tratados com BI
(40,38%) quando comparados aos animais do grupo controle OM (73,12%). Em ambos 0s grupos
a incidéncia de pLPN com marcacdo nuclear e na membrana foi maior (p<0,05) em relacdo as
rLPN (Figura 8).

Na ultima semana de tratamento ocorreu reducdo (p<0,05) do percentual de lesdes
positivas para B-catenina na membrana dos hepatocitos dos animais que receberam Bl quando
comparados aos animais do grupo controle OM, tanto nas pLPN (Bl - 42,05%; OM - 77,03%)
como nas rLPN (Bl - 18,48%; OM - 55,17%). Em ambos os grupos a incidéncia de pLPN
marcadas para f-catenina na membrana foi maior (p<0,05) em relacdo as rLPN. N&o foi

observada significancia estatistica em relagdo a marcagéo nuclear (Figura 9).
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Figura 6. Percentual de LPN positivas de figado de ratos submetidos ao modelo do hepatdcito
resistente e tratados com f-ionona ou oOleo de milho na etapa de promocdo da

hepatocarcinogénese para f-catenina no Ponto 0 (PO = 7 dias ap0s a HP; sem tratamento).

LPN = Lesdes pré-neoplésicas; pLPN = LesGes pré-neoplasicas persistentes; rLPN = LesGes pré-neoplasicas em
remodelagéo.

®diferenca estatistica em relagdo a pLPN (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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Figura 7. Percentual de LPN positivas de figado de ratos submetidos ao modelo do hepatécito
resistente e tratados com f-ionona ou Oleo de milho na etapa de promocdo da
hepatocarcinogénese para B-catenina no Ponto 1 (P1 = 14 dias ap6s a HP; 1 semana de

tratamento).

OM = ¢leo de milho (controle); BI = B-ionona; LPN = LesBes pré-neoplasicas; pLPN = Lesdes pré-neoplésicas
persistentes; rLPN = Lesdes pré-neoplasicas em remodelacao.

®diferenca estatistica em relacdo a pLPN (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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Figura 8. Percentual de LPN positivas de figado de ratos submetidos ao modelo do hepatécito
resistente e tratados com f-ionona ou Oleo de milho na etapa de promocdo da
hepatocarcinogénese para B-catenina no Ponto 2 (P2 = 21 dias ap6s a HP; 2 semanas de

tratamento).

OM = ¢leo de milho (controle); BI = B-ionona; LPN = LesBes pré-neoplasicas; pLPN = Lesdes pré-neoplésicas
persistentes; rLPN = LesBes pré-neoplésicas em remodelagéo.
®diferenca estatistica em relacdo a pLPN (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

® diferenca estatistica em relagdo ao grupo OM (controle) (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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Figura 9. Percentual de LPN positivas de figado de ratos submetidos ao modelo do hepatdcito
resistente e tratados com f-ionona ou Oleo de milho na etapa de promocdo da
hepatocarcinogénese para B-catenina no Ponto 3 (P3 = 35 dias ap6s a HP; 4 semanas de

tratamento).

OM = ¢leo de milho (controle); BI = B-ionona; LPN = LesBes pré-neoplasicas; pLPN = Lesdes pré-neoplésicas
persistentes; rLPN = Lesdes pré-neoplasicas em remodelacao.
®diferenca estatistica em relacdo a pLPN (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

® diferenca estatistica em relagdo ao grupo OM (controle) (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.

4.5 Percentual de LPN positivas para ALDH1A1

A enzima ALDH1AL1 foi identificada no citoplasma dos hepatocitos das LPN (Figura
10D). Os animais tratados com Bl apresentaram menor (p<0,05) o percentual de rLPN positivas
para esta enzima comparados aos animais que receberam OM (controle), tanto na 22 semana (P2)

quanto na ultima semana de tratamento (P3). Nas pLPN, o tratamento com Bl reduziu (p<0,05) a
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expressao de ALDH1AL somente na Ultima semana de tratamento. Na 12 semana de tratamento
(P1) a BI também reduziu o percentual de pLPN e rLPN marcadas para esta enzima, embora sem
significancia estatistica (Tabela 4). N&o foi observada expressdo significativa desta proteina no

surrounding.

Tabela 4. Percentual de LPN positivas para ALDH1A1l no citoplasma de figado de ratos
submetidos ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com B-ionona ou 6leo de milho na etapa

de promocéo da hepatocarcinogénese.

Grupos LPN persistentes LPN em remodelacéo
PO 59,76 50,00
P1OM 67,39 50,00
P1 BI 45,65 37,50
P2 OM 58,97 48,00
P2 BI 40,00 23,53°
P3 OM 72,22 62,85
P3 BI 32,65° 19,15°

OM = 6leo de milho (controle); BI = B-ionona; LNP = Lesdes pré-neoplasicas; PO, P1, P2 e P3 (eutanasia apds
7,14, 21e 35 dias da HP; 0, 7, 14, 28 dias de tratamento).

#diferenca estatistica em relagdo ao grupo OM (controle) (p<0,05), segundo o Teste Exato de Fisher.
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Figura 10. Imagens representativas de: A) Pontos de interseccdo de regido periportal

apresentando células ovais GST-P positivas (seta); B, C e D) Marcagdo imunoistoquimica para

CK19, B-catenina e ALDH1A1, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

O HCC apresenta evolucdo desfavoravel visto que esta neoplasia possui mau progndstico
e alto indice de mortalidade, sendo, portanto, necessarias medidas de prevencdo. Nesse sentido, a
BI, isoprendide ciclico, demonstrou atividade quimiopreventiva quando administrada diariamente
por 7 semanas consecutivas, na dose de 16 mg/ 100 g de p.c, durante as fases de iniciacdo e
selecdo/promocao da hepatocarcinogénese, a ratos submetidos ao modelo do RH, aumentando o
naumero de rLPN bem como diminuindo o nimero de pLPN quando comparada ao grupo controle
6leo de milho (ESPINDOLA et al., 2005). Além disso, Cardozo e colaboradores (2011)
demonstraram atividade quimiopreventiva da Bl (16 mg/ 100 g de p.c.) por diminuicdo da
proliferacdo celular e inducdo da remodelacdo, em relacdo ao grupo controle 6leo de milho,
guando administrada 8 dias apds a HP durante 5 semanas na etapa de promocdo da
hepatocarcinogénese (CARDOZO et al, 2011).

Em estudo prévio do grupo (dados ndo publicados), observou-se resultados semelhantes
aos anteriormente citados em relacdo a atividade quimiopreventiva da Bl na inducdo de rLPN.
Devido a isso, foram realizadas anélises referentes a mecanismos envolvidos na cinética das
rLPN e das pLPN, como a presenca das células ovais em ambos tipos de lesdes e proteinas. Neste
contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar se 0 composto quimiopreventivo Bl, quando
administrado a ratos Wistar durante a etapa de promocao do modelo de hepatocarcinogénese do
“Hepatocito Resistente”, poderia reduzir o numero de células ovais hepaticas e alterar a
expressdo de proteinas que poderiam influenciar a presenga destas células.

Evidéncias demonstram que em condicdes de lesdo tecidual hepética o figado utiliza uma
nova fonte de células para auxiliar na sua auto-renovagdo devido ao atraso na proliferacdo de

hepatocitos. Essas células sdo chamadas de “células ovais” (progenitoras), devido ao formato de
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seu nucleo, e se encontram em pequena quantidade no tecido hepéatico normal (DARWICHE et
al., 2011; XU et al., 2011). A ativacdo de uma populacdo de células progenitoras pode ser
induzida experimentalmente em modelos de lesdo hepatica em roedores. Um modelo bastante
pertinente que demonstra a proliferacdo de células ovais, na regido periportal, podendo ser
precursora do HCC, é o modelo do RH desenvolvido por Solt e Farber (1976) (EVARTS et al.,
1987; APTE et al., 2008; BOWEN; MONGA, 2011).

Quando a ativacdo das células ovais ocorre, estas se tornam potenciais alvos no
desenvolvimento da hepatocarcinogénese (ANDERSEN et al., 2010). A descoberta de CBAs que
possam agir na diferenciacdo destas células em hepatdcitos é importante para a quimioprevencao
da hepatocarcinogénese. Assim, pode-se observar que o tratamento com Bl reduziu a fracéo
volumétrica de células ovais GST-P positivas nas regiGes periportais. Portanto, sugere-se que
tenha ocorrido uma parada da proliferacdo das células ovais nos animais tratados com BI. Esta
observacao é consistente com resultados de trabalhos realizados também em ratos submetidos ao
modelo do RH, em que o B-caroteno mostrou efeito inibitério sobre LPNs e reduziu o nimero de
celulas ovais no final do periodo experimental (DAGLI et al., 1998).

Naves e colaboradores (2001), em estudo realizado com ratos Wistar submetidos ao
modelo de diferenciacdo de células ovais (AAF e HP), observaram agdo tanto do B-caroteno
como da vitamina A na modulacdo da proliferacdo destas células, o que sugere sua participacdo
no processo de diferenciacé@o celular in vivo. Nesse estudo, a eutanasia foi realizada em dias que
acompanham a cinética das células ovais, sendo que a maior taxa de proliferacdo destas,

encontrada no 9° dia apds a HP, ocorreu no grupo tratado somente com 6leo de milho (controle).
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A presenca de CK19 no HCC é considerada um marcador de mau prognostico da doenca,
e sua expressdo anormal no parénquima hepatico tem sido atribuida a proliferacdo das células
progenitoras hepaticas (ANDERSEN et al., 2010). No presente estudo, o tratamento com Bl
reduziu o percentual de pLPN e rLPN positivas para CK19 no final do experimento, podendo
entdo contribuir para minimizar as chances do desenvolvimento de HCC ou na melhora de seu
prognostico. Estudo realizado com ratos F344 submetidos ao modelo do RH demonstrou que
aproximadamente 50% das LPN GST-P positivas expressaram CK19 no citoplasma do
hepatocito, ndo foi observada marcacdo no surrounding e todos os HCC foram uniformemente
CK19 positivos. Foi verificado entdo, que a CK19 é um marcador de prognostico de pLPN no
figado (ANDERSEN et al., 2010).

A marcacdo de CK19 foi encontrada no citoplasma dos hepatocitos e em células que
aparentavam estar se desdiferenciando em células ductulares. Esta observacdo também foi
verificada em estudos realizados em humanos com diagnostico de HCC, no qual 28% das pessoas
que apresentavam a doenca expressavam CK19. Além disso, a presenca de células que expressam
CK19 no HCC pode ser o resultado de desdiferenciacdo de hepatdcitos maduros para um fendtipo
de célula progenitora/ductular (DURNEZ et al., 2006).

Assim como a CK19, a proteina 3-catenina também é encontrada altamente expressa em
HCC. Inagawa e colaboradores (2002) verificaram que 60,7% dos HCC apresentavam a
marcacgdo desta proteina, inferindo que sua presenca indique mau prognostico da doenca.

A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina desempenha papel proeminente na modulagdo da
auto renovacdo, proliferacéo e diferenciacdo em varios nichos de células-tronco adultas (FODDE;
BRABLETZ, 2007; YANG et al., 2008; BOWEN; MONGA, 2011). ITOH e colaboradores
(2009) demonstraram que a ativagdo de B-catenina in vitro foi suficiente para induzir a

proliferacdo de células hepaticas progenitoras. Além disso, TENG e colaboradores (2010)
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relataram que a inibicdo in vitro desta proteina acarretou diminuicdo da proliferacdo de células-
tronco e da resisténcia a farmacos em neoplasia pulmonar.

Diversos estudos em roedores elucidaram o papel da pB-catenina na inducdo da
proliferacdo das células ovais. Observou-se a ativacdo desta proteina em modelo de proliferacao
de células ovais em ratos, 5 e 10 dias ap6s modelo de diferenciacédo destas células (2-AAF + HP),
evidenciada por aumento significativo dos niveis da mesma nos nucleos de células ovais.
Analises revelaram que a expressdo deste marcador aumentou e permaneceu elevada até 5-7 dias
p6s-HP em paralelo com a inducdo de células ovais. Sugeriu-se, portanto, que esta expressao
estaria relacionada com a expansdo das células ovais (APTE et al., 2008; YANG et al., 2008;
BOWEN; MONGA, 2011).

Estudos recentes verificaram marcacdo de B-catenina no citoplasma e nucleo de células
ovais de ratos e camundongos, enquanto que em hepatocitos, a expressao deste marcador foi
observada na membrana dos mesmos (YANG et al., 2008; BOWEN; MONGA, 2011).
Corroborando com estes resultados, no presente estudo foi observada marcacéo predominante na
membrana dos hepatdcitos e, em menor escala, nos ndcleos dos mesmos. Além disso, foi
verificada maior incidéncia de pLPN que expressaram B-catenina em comparagdo com as rLPN.
No decorrer do tratamento com Bl, ocorreu reducdo da expressao deste marcador em ambas LPN.
Estes resultados demonstram novamente a eficécia do tratamento com Bl em relacdo a expressdo
de proteinas que conferem ao HCC mau prognéstico e maior agressividade e, também, que
possam influenciar na presenca das células ovais.

Em conjunto, estes estudos demonstram que B-catenina desempenha um papel critico na
cinética das celulas ovais. A modulacdo desta proteina mostra associagdo frequente com o
prognostico de neoplasias hepaticas (DUNCAN; DORREL; GROMPE, 2009; MARQUARDT;

FACTOR; THORGEIRSSOM, 2010).
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Outra proteina identificada recentemente em neoplasias hepaticas e que durante muitos
anos tem sido utilizada para isolar as CSC é a enzima ALDH (KASTAN et al.,1990; MOREB,
2008; LINGALA et al., 2010). Hepatocitos ALDH positivos, assim como as células ovais,
também expressam a proteina CK19 (DOLLE et al., 2011)

Aventa-se que as enzimas da familia ALDH estejam envolvidas na resisténcia a farmacos
e geracdo de acido retindico, que € crucial para a protecdo das células-tronco contra aldeidos
toxicos enddgenos e exogenos. O papel funcional desta enzima foi recentemente mostrado, em
que dimetilaminobenzaldeido, um inibidor especifico da ALDH, desregula a propriedade de auto
renovacdo de células tronco hematopoiéticas humanas, interferindo com a biossintese de acido
retindico endogeno. Estes dados sugerem que ALDH pode regular a funcdo deste tipo celular,
sendo um potencial alvo terapéutico (MOREB, 2008; LI et al., 2010).

Ginestier e colaboradores (2007) mostraram que ALDH1A1 é um marcador de células-
tronco mamarias normais e malignas em humanos e um preditor de mau progndstico em
pacientes portadores de neoplasias mamarias. Em estudo mais recente, in vitro e in vivo, foi
verificado que células tronco ALDH1A1 positivas possuem potencial de proliferacdo extensiva e
auto renovacdo, sendo capazes de se transformar em neoplésicas. Portanto, estas células podem
apresentar propriedades de CSCs (LI et al., 2011).

No presente estudo, os animais tratados com BI reduziram a expressdo da enzima
ALDH1A1, sugerindo uma diminuicao da capacidade de proliferacdo das celulas ovais.

Assim, a definicdo de eventuais biomarcadores de malignidade e de CSC pode contribuir
para o diagnostico precoce do HCC e possivel melhora de seu mau prognostico (MARQUARDT;
FACTOR; THORGEIRSSOM, 2010).

Evidéncias crescentes indicam que muitas das vias de sinalizacdo identificadas em

neoplasia hepatica também sdo ativas nas CSCs do figado, apoiando a ideia de que a
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heterogeneidade molecular do HCC pode ter origem no compartimento destas células. Portanto,
estas vias podem servir como biomarcadores de prognostico e representam potenciais alvos para
0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, especificamente para diminuir a
proliferacdo de células ovais (MISHRA et al, 2009;, MARQUARDT; FACTOR,;
THORGEIRSSOM, 2010).

Portanto, o tratamento com BI foi eficaz na reducdo do namero das células ovais e de
proteinas cuja acdo pode influenciar na presenca destas. Deste modo, destaca-se a atividade
quimiopreventiva deste CBA na melhora do mau prognostico do HCC conferido por estas
proteinas e na reducdo das células ovais, consideradas potenciais alvos para o desenvolvimento
desta neoplasia. Estudos futuros serdo direcionados para melhor elucidar os mecanismos de acéao

do quimiopreventivo Bl no processo de proliferacdo de células ovais.
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6. CONCLUSAO

A administracdo de Bl durante a etapa de promocdo da hepatocarcinogénese em ratos
Wistar submetidos ao modelo RH resultou em atividade quimiopreventiva considerada
pronunciada. Esta atividade se deu pela reducdo das células ovais hepéticas, consideradas
potenciais alvos para o desenvolvimento da hepatocarcinogénese e diminuicdo dos niveis de
proteinas, como ALDH1A1, CK19 e B-catenina, relacionadas com a presenca destas células e que

conferem ao HCC mau progndstico e maior agressividade.
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