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RESUMO

MAZZANTINI, R. P. Efeitos dos triterpendides acidos oleandlico e ursélico em
ratos F344 submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do “hepatécito
resistente”. 2005. 163 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2005.

Avaliou-se os efeitos dos acidos oleandlico (AO) e ursdlico (AU), triterpendides
presentes em alimentos vegetais e especiarias, quando administrados a ratos F344
durante as etapas de iniciacao e selecado/promocgao do modelo de hepatocarcinogénese
do “hepatdcito resistente” (RH). Os ratos receberam durante 8 semanas, por entubagéo
gastrica e dissolvido em 6leo de milho (OM): AO ou AU (8 mg/100 g de peso corpéreo
[p.c.]). Os grupos controle receberam apenas OM (0,25 mL/100 g de p.c; grupo OM), ou
agua (0,25 mL/100 g de p.c.; grupo Agua). O grupo Normal ndo recebeu qualquer
tratamento. O agente iniciante foi uma dose de dietilnitrosamina (DEN, 20 mg/100 g de
p.c.). Apdés 2 semanas de entubacdo, aplicou-se 3 doses diarias consecutivas de 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF) (2 mg/100 g de p.c.) e fez-se uma hepatectomia parcial a
70%, acrescida de 1 dose de 2-AAF (0,5 mg/100 g de p.c.) 4 dias apés a cirurgia. Em 6
semanas apds a iniciacdo, os animais foram sacrificados. Resultados: A andlise
macroscopica demonstrou que AO ndo determinou alteragdes e AU tendeu a aumentar
0 numero de nédulos de hepatoécitos, comparados ao grupo OM. A analise morfométrica
das lesbes pré-neoplasicas (LPN) hepaticas positivas para glutationa S-transferase
forma placentaria (GST-p), demonstrou que AO e AU ndo determinaram alteracdes no
nimero médio de LPN persistentes, porém reduziram o numero médio de LPN em
remodelacdo, comparados ao grupc OM (p < 0,05). AO e AU nadoc determinaram
alteracOes na area média das LPN persistentes, mas diminuiram a area média das LPN
em remodelagdo, comparados ao grupo OM (p < 0,05). AO e AU nado determinaram
alteragdes na area do corte ocupada por LPN persistentes, mas diminuiram a area do
corte ocupada por LPN em remodelagdo, comparados ao grupo OM (p < 0,05). Os
grupos Agua, OM e AU apresentaram aumento na concentracdo plasmatica de
colesterol, comparados ao grupo Normal. AO promoveu aumento da expressao do gene



que codifica para a enzima HMG-CoA redutase, comparado ao grupo Normal (p < 0,05),
e AU promoveu aumento de expressdo quando comparado aos grupos Normal, Agua,
OM e AU (p < 0,05). AO e AU nao determinaram alteragcbes nos indices de proliferacido
celular (imunoistoquimica para bromodeoxiuridina [BrdU]) nas LPN persistentes. AU
promoveu aumento (p < 0,05) na proliferacao celular nas LPN em remodelagdo quando
comparado ao grupo OM. AO e AU néo determinaram alteracdes na apoptose em LPN
persistentes, mas aumentaram o numero médio de corpdsculos apoptéticos nas LPN
em remodelacdo (p < 0,05). O indice de Crescimento Ajustado (apoptose/proliferagao
celular) dos grupos demonstrou que, nas LPN persistentes, a proliferacdo celular tem
predominancia sobre a apoptose. Nas LPN em remodelagdo, a apoptose tem
preponderancia sobre a proliferagdo celular. Os danos no DNA hepatico (método do
“cometa”) foram maiores no grupo AO (p < 0,05) e AU (p = 0,061), comparados ao
grupo OM. A andlise por “imunoblot” revelou que o modelo do “RH” aumentou a
expressao e a ativagéo do fator de transcricdo NF-xB (p < 0,05). AO e AU aumentaram
a expressao e a ativagao de NF-xB, comparados ao grupo OM (p > 0,05). Observou-se
que a proteina supressora de tumor p53 esta acumulada no citoplasma dos hepatécitos
de 77,2% (Agua), 66,5% (OM), 69,6% (AO) e 69,7% (AU) das LPN persistentes, e de
22,8% (Agua), 33,5% (OM), 30,4% (AO) e 30,3% (AU) das LPN em remodelacdo
marcadas para p53. A proteina anti-apoptética bcl-2 apresentou aumento de expressao
em 78,4% (Agua), 72,6% (OM), 73,0% (AO) e 70,4% (AU) das LPN persistentes, e de
21,6% (Agua), 27,4% (OM), 27,0% (AO) e 29,6% (AU) das LPN em remodelacdo
marcadas para bcl-2. Conclusbes: AO e AU ndo apresentaram atividade
quimiopreventiva nas condigbes de estudo, mas diminuiram as LPN em remodelacéo. O
aumento da apoptose e diminuicao da proliferagao celular estdo envolvidos com a
remodelacéo. O fator de transcricdo NF-xB esta envolvido com a hepatocarcinogénese.
AO e AU aumentaram a expressao e a ativacdo de NF-kB. O acumulo de p53 no
citoplasma, bem como a expressao aumentada de bcl-2 estao relacionados ao fenétipo
das LPN persistentes.

Palavras-chave: quimioprevencdo, NF-xB, p53, bcl-2, danos no DNA, HMG-CoA
redutase.
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INTRODUCAO 17

1 INTRODUGAO

1.1 Neoplasias

A definicao mais aceita para neoplasia € do patologista Rupert Willis, segundo
o qual "neoplasia € uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede e nao
esta coordenado ao crescimento dos tecidos normais e que persiste mesmo cessada
a causa que a provocou’. Os canceres sdo consequéncias de alteragcdes genéticas e
epigenéticas envolvendo uma variedade de genes que sdo fundamentais para os
processos de proliferagao e diferenciagéo celular e para a apoptose (EVANS, 1993).
O termo cancer se refere a um amplo grupo de doengas caracterizadas por
alteracdes celulares de diferentes origens (GREAVES, 2002). Assim, descreve-se a
existéncia de mais de uma centena de cénceres distintos (HANAHAN e WEINBERG,
2000) que apresentam, de forma geral, expressao génica alterada em suas células,
que proliferam desordenadamente, invadem outros tecidos e comprometem suas
fungdes normais (FENECH, 2002; LOEB et al., 2003).

Mais de 10 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com céncer todos os
anos. E calculado que havera 15 milhdes de casos novos todos os anos antes de
2020. O cancer causa 6 milhdes de mortes todo ano, ou 12% de mortes
mundialmente (OMS, 2004).

Ferlay e colaboradores (2001) estimaram, para o ano de 2000, que ¢ numero
de casos novos de cancer no mundo seria mais de 10 milhdes, dentre os quais, 53%
dos casos ocorreriam nos paises em desenvolvimento. Os tumores de pulméo (902
mil casos novos) e prostata (543 mily foram os mais freqlentes no sexo masculino,
enquanto que no sexo feminino observaram-se as maiores ocorréncias de tumores
de mama (1 milh&o de casos novos) e colo do utero (471 mil).

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2005 apontam que ocorrerao 467.440
casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecdo do de pele ndo
melanoma, serao os de préstata e pulmao no sexo masculino e de mama e colo do
Utero para o sexo feminino, acompanhando a mesma magnitude observada no

mundo.
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No Brasil, s8o esperados 229.610 casos novos para o sexo masculino e
237.830 para sexo feminino. Estima-se que no ano de 2005, o cancer de pele ndo
melanoma (113 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populagdo brasileira,
seguido pelos tumores de mama feminina (49 mil), préstata (46 mil), célon e reto (26
mil), pulmao (26 mil), estdmago (23 mil) e colo do utero (21 mil).

Os tumores mais incidentes para o sexo masculino, serao devidos ao cancer
de pele ndo melanoma (56 mil casos novos), prostata (46 mil), pulmao (17 mil),
estdbmago (15 mil) e cdlon e reto (12 mil). Para o sexo feminino, destacam-se os
tumores de pele nido melanoma (57 mil casos novos), mama (49 mil), colo do utero
(21miil), colon e reto (14 mil) e pulméao (9 mil) (INCA, 2005).

As infeccbes pelos virus da hepatite B (HBV) e C (HCV) consistem na causa
predominante do cancer primario de figado, que quase sempre se desenvolve em
um figado cirrético. Outros fatores de risco incluem o consumo excessivo de bebidas
alcodlicas e cigarros, ingestdo insuficiente de hortalicas, ingestdo de arsénico
inorganico, exposi¢éo ao didxido de tério radioativo, sobrecarga de ferro e exposi¢ao
a aflatoxinas (CHEN et al., 1997; KEW et al., 1997, MONTESANO et al., 1997 e
World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research, 1997).

Carcinogénese € um termo geral utilizado para se denotar a génese da
neoplasia (PITOT e DRAGAN, 1991; PITOT, 2001). Esta neoplasia pode ser
entendida como um aumento autbnomo do numero de células, independente ou nao
de estimulos por fatores extra-celulares tais como horménios, ao contrario da
hiperplasia, que por definicdo consiste na proliferagdo de células dependente de tais
fatores de estimulagdo (BANNASCH, 1986; BANNASCH e ZERBAN, 1990).

As neoplasias podem ser benignas ou malignas. As primeiras se referem a
neoplasias que apresentam uma proliferacdo celular localizada e circunscrita,
exercendo pressao nos tecidos adjacentes, mas que nao infiltram tecidos vizinhos.
Em contraste, neoplasias malignas ou cénceres, tém a capacidade de invadir e se
multiplicar em diferentes partes do organismo (SMUCKLER, 1983).

Dessa forma, a definicdo de uma pré-neoplasia deve incluir etapas prévias do
desenvolvimento de neoplasias tanto benignas quanto malignas. Portanto, uma pré-
neoplasia ndo é idéntica a um pré-cancer, podendo ser descrita em nivel histolégico,
como populagdes de células fenotipicamente alteradas e que ndo apresentam
natureza neoplasica 6bvia, mas que tém possibilidade de progredir para neoplasias
benignas ou malignas (BANNASCH, 1986; BANNASCH et al., 2001).
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Pode-se considerar a carcinogénese como um processo ativo induzido em
organismos vivos por uma série de agentes quimicos ou fisicos, que podem ser
agrupados em trés categorias distintas, ou seja, aqueles responsaveis pela
carcinogénese bioldgica, fisica, quimica (PITOT e DRAGAN, 1991).

Na carcinogénese biolégica, 0 agente consiste de macromoléculas com peso
molecular relativamente elevado, o DNA ou RNA, responsaveis pela transmissido de
informac&o; em contrapartida, a carcinogénese por radia¢do pode ser conseqiiéncia
das ag¢bes diretas ou indiretas de fétons de elevada energia ou particulas sobre o
DNA existente. Ja no caso da carcinogénese atribuivel a muitas substancia quimicas
de menor peso molecular, isto pode envolver a acédo direta do composto quimico
com o0 DNA celular, ou a agéo do seu metabdlito ativo, que pode entio reagir com o
DNA, produzindo uma alteragdo permanente em sua estrutura (PITOT e DRAGAN,
1991).

A capacidade dos agentes carcinégenos de se ligarem aos acidos nucléicos
foi demonstrada pela primeira vez in vivo por Magee e Farber (1962). A partir dessa
observacgao, reconhece-se, hoje em dia, que a maioria deles reage quimicamente
com o DNA por meio da transferéncia a este acido nucléico de residuos alquila,
formando deste modo produtos estaveis conhecidos como adutos (VENITT, 1994;
DIPPLE, 1995). Assim, grupamentos eletrofilicos altamente reativos dessas
substancias carcinogénicas promovem ataques a grupamentos nucleofilicos da
molécula de DNA, formando adutos que, caso ndo eliminados pelo sistema de
reparo, poderdo originar no genoma transigoes, transversdes e pequenas delegbes
(F_’ITOT, 2001). As transi¢des sado substituicdes de uma pirimidina por outra, ou de
uma purina por outra; logo, um par GC é trocado por um AT ou vice-versa. As
transversbes sdo0 menos comuns e consistem de trocas de purinas por pirimidinas,
ou vice-versa; portanto, por exemplo, um par AT torna-se TA. Dele¢des, por sua vez,
sdo perdas de bases do material genético (WILLIAMS, 1980; BERTRAM, 2000;
MARTINEZ et al., 2003).

Nesse sentido, existem carcinogénicos genotdxicos que apresentam
grupamentos eletrofilicos em sua estrutura ou que podem ser, ainda,
biotransformados a intermediarios eletrofilicos (WILLIAMS, 2001). Para tanto, &
necessaria a agao de enzimas da fase | de biotransformacgéo, podendo-se destacar
as do sistema citocromo P450. Reagbes de fase | envolvem oxidagéo, redugio e

hidroxilagdo tornando a molécula mais hidrofilica e suscetivel a detoxificagdo. Assim,
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embora muitas vezes essas reagbes ativem o carcinogénico, em alguns casos
podem também resultar em sua inibicdo. Ja as reagbes de fase Il de
biotransformacéo, que envolvem enzimas como a glutationa S-transferase e UDP-
glicuronil transferase, resultam em conjugacéo de moléculas como a glutationa com
metabolitos de fase | de biotransformacgdo, tornando esses ultimos mais polares e
passiveis de excre¢do (VERHOEVEN et al., 1997).

Carcinogénicos que nao necessitam de ativagédo prévia sdo denominados de
carcinogénicos diretos, enquanto que os indiretos (ou pro-carcinogénicos) sao
convertidos a carcinogénicos definitivos apés metabolizacdo por enzimas de fase |
(VENITT, 1994). Exemplos de carcinogénicos diretos sdo as nitrosamidas (alquil
nitrosouréia), o bis(cloro) metil éter e a mostarda nitrogenada. Ja as aminas
aromaticas do tipo 2-acetilaminofluorenc e 2-naftilamina, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (como por exemplo 0 benzopireno, as aflatoxinas, nitrosamidas e nitro-
compostos aromaticos) ou heterociclicos do tipo dos nitrofuranos, constituem pro-
carcinogénicos (FARBER, 1984; VENITT, 1994; DIPPLE, 1995).

Tem-se descrito que o desenvolvimento do cancer consiste em um processo
longo envolvendo multiplas etapas na transformacdo das células normais em
malignas, requerendo para isso aproximadamente de metade a 2/3 da vida das
diferentes espécies (FARBER, 1991). Entretanto, é bastante discutivel o nimero
exato de etapas que compdem o processo carcinogénico, existindo evidéncias de
que a neoplasia ocorra em trés estagios basicos denominados iniciagdo, promogao e
progressdo (PITOT et al., 1996).

O primeiro estagio do processo carcinogénico, conhecido como etapa de
iniciagdo, caracteriza-se por alteragdo permanente e irreversivel no material genético
da célula iniciada. Mutagdes especificas em sitios de lesGes ocorridas no DNA
durante sua replicacdo ou durante o reparo de protooncogenes seriam responsaveis
pelo processo de iniciagdo, e um ciclo de proliferagdo celular fixaria tais mutagbes. A
partir desse momento a célula iniciada pode se transformar em maligna, se receber
ou ndo estimulos promotores de malignidade (HEMMINKI, 1993).

A etapa subsequente a iniciagdo é representada pela promogao, que, por sua
vez, apresenta longa duracdo (SING e GABY, 1991). Nessa etapa ocorre a
expansao clonal seletiva das células iniciadas, pela agdo de um agente promotor,
formando assim lesdes pré-neoplasicas (FARBER, 1990; KLAUNIG et al., 2000;
PITOT, 2001; YOUNG et al., 2003). Agentes promotores atuam por mecanismos que
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nao envolvem danos no DNA, como, por exemplo, alterando a expressdo génica,
estimulando a proliferagdo celular das células iniciadas e inibindo a apoptose nas
mesmas (KLAUNIG et al., 2000; WILLIAMS, 2001; YOUNG et al., 2003). E
importante ressaltar que tais a¢des requerem a presenga constante do agente
promotor. Assim, diferentemente da iniciagdo, a promog¢ao € caracterizada pela sua
reversibilidade que resulta da remog¢do do agente promotor (PITOT, 2001).
Exemplos de tais agentes sdo o fenobarbital, bifenil policlorados, e horménios como
o estradiol (KLAUNIG et al., 2000; WILLIAMS, 2001).

No ultimo estagio, a progressao, o tecido torna-se neoplasico, podendo ser
considerado benigno ou maligno, e é caracterizado por sua evolucdo e instabilidade
cariotipica, além de sua irreversibilidade. Altera¢cdes na estrutura do genoma das
células estao relacionadas, nesta etapa, com uma taxa de proliferagdo aumentada,
com o carater invasivo e alteragdes bioquimicas nas células (PITOT e DRAGAN,
1991; YOUNG et al., 2003).

Sabe-se que a proliferagdo celular desempenha um papel importante, e até
mesmo critico, nas diversas etapas da carcinogénese de diversos 6rgéos e tecidos,
ou seja, na iniciagdo, promogao e progressdo (TOMATIS, 1993; FARBER, 1995).

Deve-se ressaltar, no entanto, que nem todos os agentes capazes de induzir
a proliferagéo celular estao necessariamente envolvidos com a carcinogénese. Além
disso, tecidos com altas taxas de proliferagdo celular, como por exemplo o intestino
delgado, ndo apresentam maior risco de desenvolvimento de cancer (TOMATIS,
1993; FARBER, 1995).

Observa-se que a etapa de progressdo € marcada por alteragdes irreversiveis
no genoma da célula, afetando, por exemplo, as expressGes de fatores de
crescimento positivos (TGFa e IGFIl), bem como ativando alguns protooncogenes
celulares ou inativando genes supressores tumorais (PITOT et al., 1996).

Protooncogenes sdo genes normais que quando ativados como oncogenes,
desregulam as vias de crescimento, proliferagdo e diferenciacdo celulares
(WEINSTEIN, 1988).

Genes supressores de fumores sao genes normais que quando inativados,
desregulam as vias de crescimento e diferenciacdo celulares, aumentando a
probabilidade de transformacdo neoplasica (HARRIS, 1991). Dentre estes, o gene
p53 é o0 mais estudado. O produto do gene p53 & uma fosfoproteina envolvida com o
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controle do ciclo celular, além de também participar no reparo do DNA e na apoptose
(KASTAN et al., 1991; STANLEY, 1995).

O padrdao de desenvolvimento da neoplasia maligna do figado em ratos é
semelhante ao que se observa em humanos (FARBER e SARMA, 1987; SU et al.,
1997; BANNASCH et al., 2003; SU e BANNASCH, 2003). Desta forma, modelos de
hepatocarcinogénese vém sendo considerados dentre os melhores para o estudo da
génese e desenvolvimento in vivo de neoplasias (HUFF, 1993; GRASL-KRAUPP et
al., 1994).

Diversos modelos foram descritos para o estudo da hepatocarcinogénese
quimica. Dentre os varios protocolos de hepatocarcinogénese existentes para ratos,
0 modelo do “hepatécito resistente” (RH), descrito em 1976 (SOLT e FARBER, 1976)
e modificado em 1987 (SEMPLE-ROBERTS et al., 1987), estd bem caracterizado e
é suficiente para induzir elevada incidéncia de canceres.

O modelo consiste na administragdo Uinica de um agente iniciante, no caso a
dietilnitrosamina (DEN), por via intraperitoneal. Apés duas semanas, 0s ratos
recebem, via intragastrica, 3 doses de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF, 2 mg/100 g de
peso corpéreo/dia), um potente agente mito-inibitorio dos hepatécitos normais, e, 24
horas apds a ultima dose, estes sdo submetidos a uma hepatectomia parcial a 70%,
responsavel por intenso estimulo proliferativo celular. Quatro dias apds a cirurgia,
administra-se uma dose de 2-AAF (0,5 mg/100 g de peso corpéreo/dia), também por
intubagéo gastrica (SOLT e FARBER, 1976; SEMPLE-ROBERTS et al., 1987).

Este modelo baseia-se na hipdtese de que o 2-AAF €& capaz de inibir a
proliferagdo da maioria dos hepatdcitos normais, mas nao a dos resistentes que
foram gerados durante a iniciag&o.

Além disso, tem como caracteristica o fato de produzir lesdes pré-neoplasicas
(LPN) e neoplasicas de forma sincronizada, possibilitando estudos mais detalhados.

Seu desenvolvimento baseou-se, também, na hipétese agora ja bastante
comprovada de que diversos carcinogénicos quimicos sdo capazes de produzir
hepatdcitos resistentes e um novo fenétipo constitutivo com um padrao bioquimico
altamente caracteristico (um fenétipo resistente), durante a etapa de iniciagdo do
processo carcinogénico, se ocorrer concomitantemente um ciclo de proliferagdo
celular. Tais hepatdcitos resistentes podem ser rapidamente estimulados de modo a
formarem proliferagdes focais (focos e nédulos pré-neoplasicos) apds breve
exposi¢do nao iniciante a reduzidas concentragdes de alguns carcinogénicos, tais
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como o 2-AAF, associada a estimulo mitogénico representado por uma
hepatectomia parcial (SOLT e FARBER, 1976, FARBER e SARMA, 1987; FARBER
e RUBIN, 1991; LEDA-COLUMBANO et al., 1992; PITOT et al., 1996).

A pressao de selegdo para gerar focos e nodulos desse modelo é intensa, e
as células resistentes proliferam, portanto, de forma sincronizada. Esta sincronia
persiste pelas miultiplas etapas do processo carcinogénico (FARBER, 1984,
FARBER e SARMA, 1987).

Em diversos protocolos de hepatocarcinogénese a proliferagdo dos
hepatécitos em focos e nddulos pré-neoplasicos é bastante lenta, em geral
assincrénica, necessitando muitas semanas, ou mesmo alguns meses, para que se
formem nédulos hepaticos visiveis. Ja no modelo do RH isto acontece, ao contrario,
de forma rapida e sincronizada, de modo que nddulos precoces ja podem ser
observados macroscopicamente em uma ou duas semanas apos a etapa de
selegdo/promogao inicial.

A grande maioria dos nddulos precoces desenvolvidos durante a
hepatocarcinogénese do modelo do “hepatécito resistente”, cerca de 95 a 98%, sofre
remodelagdo, um processo altamente complexo envolvendo mudangcas no
suprimento sanguineo e em caracteristicas bioquimicas, bem como da estrutura e
arquiteturas celulares, retornando ac aspecto “normal’ anterior do figado. Esses
numeros se referem a porcentagem de LPN que remodelam e ndo se tornam
neoplasias, o que significa que as porcentagens podem ser diferentes de acordo
com o momento em que se observa o fendmeno no figado. Em um modelo
experimental de 8 semanas, por exemplo, que & 0 nosso caso, a quantidade de LPN
em remodelagao ainda é, logicamente, menor do que a citada. Isto ocorre porque
uma LPN persistente em dado instante pode vir a remodelar apenas tardiamente no
processo carcinogénico. Portanto, apenas uma pequena parte das LPNs (2-5%)
segue outro caminho, o da persisténcia, até se tornar neoplasias (TATEMATSU et
al., 1983; FARBER e RUBIN, 1991; IMAI et al.,1997).

Conseguiu-se demonstrar claramente que nddulos persistentes de
hepatécitos atuam como locais de futura evolugéo para o cancer. Assim, esses
nddulos s&o facilmente observaveis ao redor de 7 meses apds aplicagao do agente
iniciante, DEN. Estes noédulos persistentes demonstram sequéncia progressiva de
evolugdo celular, com a ocorréncia de “nddulos em nddulos® e, finalmente,

aparecimento de cancer apds cerca de 10-11 meses (FARBER et al., 1988).
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Quando estudados em detalhe o0s noédulos apresentam padrdes
caracteristicos de organizacéo e estrutura celular, arquitetura e histoquimica, sendo
bastante diferentes do figado normal em quaisquer de suas etapas de
desenvolvimento (OGAWA et al., 1979a; 1979b). Deve-se ressaltar, entretanto, que
a pequena populagdo de nddulos persistentes apresenta o0 mesmo padrao
bioquimico observado na maioria dos ndédulos que sofre remodelacdo (nédulos
precoces) (FARBER e SARMA, 1987; FARBER, 1990).

Portanto, a maior parte dos nddulos persistentes tém o mesmo padrao de
remodelacdo que a maioria dos ndédulos, embora muito mais lento, ndo existindo
evidéncias de que nddulos que se remodelam e aqueles que persistem representem,
na verdade, duas respostas inteiramente diferentes a agdo de carcinogénicos
(FARBER, 1990).

Nesse sentido, apesar de uma maturagdo ou reversdo fenotipica ter sido
previamente sugerida como responsavel pelo fendmeno da remodelagéo
(KITAGAWA, 1971; KITAGAWA e PITOT, 1975; WILLIAMS, 1980), bem como ndo
se ter podido descartar a possibilidade da ocorréncia de uma reposi¢cao progressiva
de hepatdcitos crescendo a partir do tecido considerado “normal’ ao redor dos
nédulos, acredita-se, mais recentemente, que este possa envolver, na verdade, a
rediferenciagdo dos hepatécitos dos nodulos para um fendtipo semelhante ao do
adulto (TATEMATSU et al.,, 1983; FARBER et al., 1988, FARBER e RUBIN, 1991),
ou até mesmo a morte e remodelacdo das células por apoptose (SCHULTE-
HERRMANN et al., 1990).

De qualquer forma, a informacdo para este evento espontdneo, uma
expressdo genética bastante complexa, parece estar ja normalmente inserida no
genoma (FARBER et al.,, 1988, FARBER e RUBIN, 1991; IMAI et al., 1997). Além
disso, acredita-se, ainda, que a persisténcia dos nédulos talvez indique justamente
um bloqueio na remodelagéo por diferenciacdo (FARBER et al.,, 1988; FARBER e
RUBIN, 1991), podendo estar relacionada com uma maior tendéncia de evolugao
para os carcinomas hepatocelulares (OHASHI et al., 1996).

A susceptibilidade a hepatocarcinogénese varia consideravelmente entre as
deferentes linhagens de ratos. Linhagens tais como Fischer F344, que s&o
comumente usadas em estudos de hepatocarcinogénese, por exemplo, séo
altamente susceptiveis a uma variedade de agentes carcinogénicos e desenvolvem

multiplos nédulos e carcinomas, enquanto outras linhagens como Sprague-Dawley
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(SD) ou Wistar sdo consideradas intermediarias em sua susceptibilidade. Varias
linhagens mostram uma resisténcia relativamente elevada a hepatocarcinogénese.
Um estudo conduzido varias décadas atrds mostrou que ratos da linhagem
Copenhagen (Cop) sao resistentes a formag¢do de canceres no figado induzidos por
doses cronicas de 2-acetilaminofluoreno administrado na ragdo. Em tal estudo,
comparando-se ratos das linhagens F344, August e Marshall com os ratos da
linhagem Cop, observou-se que dentre 10 ratos Cop, apenas dois haviam
desenvolvido cancer hepatico, ao passo que a incidéncia foi de 100% nas demais
linhagens. A linhagem DRH também se demonstrou relativamente resistente, com
apenas 1 em cada 8 animais desenvolvendo neoplasias sob o mesmo tratamento
com 2-AAF. Aléem disso, essa linhagem ¢é resistente a indugdo de
hepatocarcinogénese pelo carcinogénico 2-metil-4-dimetilaminoazobenzeno (3'-Me-
DAB). Uma outra linhagem, Brown Norway (BN), mostrou-se igualmente resistente a
formacdo de nédulos pré-neoplasicos quando submetidos a modelos de
hepatocarcinogénese (WOOD et al., 2002).

Lesbes neoplasicas hepaticas induzidas em linhagens de ratos resistentes ao
desenvolvimento de cancer no figado, como Wistar, BN, DRH and Cop, exibem uma
menor taxa de crescimento e niveis elevados de remodelagdo quando comparadas
as lesbes da linhagem F344, que & altamente suscetivel ao desenvolvimento de
HCC (DE MIGLIO et al., 2003; DENDA et al., 1999). De acordo com esta idéia, foi
encontrado que LPN e neoplasicas de F344 mostram expressdo elevada dos genes
c-myec, ciclina D1, ciclina E, ciclina A e E2F1. As linhagens Wistar e BN, por sua vez,
apresentaram expressao diminuida desses genes em suas LPN e neoplasicas, bem
como aumento de expressao de p16™*4*(PASCALE et al., 2002).

Protocolos que permitem a separagao e distingdo das fases de iniciacéo e
promogdo na hepatocarcinogénese faciltam grandemente os estudos dos
mecanismos celulares envolvidos durante o processo de remodelagdo. Assim, o
modelo do hepatécito resistente (RH) é extremamente valioso para estudos que tém
por finalidade observar e estudar esse fendmeno. Foi a partir dele, por exemplo, que
descobriu-se que ratos das linhagens Cop e BN, ambas consideradas resistentes a
hepatocarcinogénese, desenvolvem LPN tanto quanto outras linhagens, indicando
que o evento da iniciagdo ndo € inibido em tais linhagens. Essas LPN dos ratos Cop,
entretanto, tém taxas de remodelagéo maiores, resultando em relativa auséncia de

canceres (WOOD et al., 2002).
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A cinética do crescimento de LPN GST 7-7-positivas foi mais
aprofundadamente estudada em ratos Cop, onde se observou que o
desenvolvimento das LPN durante os primeiros sete dias apds a hepatectomia
parcial ndo era diferente da observada em ratos F344 e, por esta ocasiéo, cerca de
5% do volume do figado mostrava-se ocupado por lesdes em ambas as linhagens.
Porém, aos 14 dias apos a hepatectomia parcial, todos os ratos F344 apresentavam
nédulos visiveis a olho nu, enquanto os figados dos ratos Cop estavam livres deles.
Aléem disso, a diferenga entre ambas as linhagens foi observada também 3
microscopia, com as LPN dos ratos Cop remodelando em taxas cada vez maiores
quando comparadas as dos F344 (WOOQD et al., 2002).

Genes envolvidos no desenvolvimento e outros processos normais da célula
estdo relacionados com o cancer, podendo-se destacar os que controlam o ciclo
celular (DEVEREUX et al., 1999). Este consiste em um processo pelo qual a célula
se divide e é normalmente regulado por meio de mecanismos de sinais
extracelulares que estimulam a expressao de determinados genes e a ativagdo de
proteinas reguladoras (SHERR e MCCORMICK, 2002).

Para que ocorra a divisao celular um processo complexo € iniciado, em que
varias proteinas sdo ativadas, podendo-se destacar fatores de crescimento e seus
receptores, bem como proteinas que estimulam a proliferacéo e o desenvolvimento
da célula normal. Assim, a divisdo celular é positivamente regulada ou estimulada
por meio de vias sinalizadoras (WARD, 2002). Apresentam papel central na
proliferagdo celular as quinases dependentes de ciclina (CDKs), que regulam a
progressdo pelas fases do ciclo celular (SCHAFER, 1998) que compreendem as
etapas G1, S, G2 e M. A fase G1 antecede a sintese de DNA, que ocorre na fase S.
Ja G2 antecede a mitose, ou seja, a fase M, em que ocorre a divisdo celular
propriamente dita (NURSE, 1994, PINES, 1995).

Genes estimuladores da proliferagdo celular incluem os protooncogenes,
enquanto inibidores sdo os supressores de tumor. Esses LUltimos modulam a
progressao do ciclo celular, mantendo a célula em laténcia, ou induzindo a sua
morte, caso as condigbes de progressado do ciclo celular ndo estejam apropriadas
(YONISH-ROUACH et al., 1991). O p53 é um exemplo classico de anti-oncogene
que regula a proliferagcio celular e estimula a apoptose de células com danos no
DNA (STEELE et al., 1998). Mutacdes ou modificagdes na expressido desses genes

conferem a célula vantagens de crescimento e desenvolvimento em relagdo as
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células normais (WARD, 2002). Os genes supressores de tumor, ou anti-oncogenes,
estdo envolvidos com a inibi¢do da expressdo do fendtipo maligno, podendo ser
inativados por mutagdes durante o processo da carcinogénese (VENITT, 1994). Uma
mutagcdo que iniba esses genes podera resultar em perda de mecanismos naturais
de controle da proliferagdo, resultando em multiplicagdo excessiva das células. Os
protooncogenes estdo relacionados com a divisdo e diferenciagdo celular normal.
Uma vez mutados, sao ativados em oncogenes e podem atuar em vias intracelulares
envolvidas com o controle da proliferag@o celular, sem a necessidade de estimulos
externos. Exemplos de protooncogenes sdo o ¢c-myc e c-Ha-ras (NEMETH et al.,
2003).

Desta forma, a proliferacao celular desempenha um papel importante, e até
mesmo critico, nas diversas etapas da carcinogénese de diversos 6rgaos e tecidos,
ou seja, na iniciagdo, promo¢ao e progressdo (TOMATIS, 1993; FARBER, 1995;
MORI et al., 1999; MORI et al., 2001).

Além da proliferagdo celular, o destino da célula também ¢é controlado por
genes que estimulam a morte celular programada (apoptose). Essa consiste em um
tipo de morte celular distinta morfoldgica, bioquimica e molecularmente da necrose,
que visa eliminar células em excesso ou indesejaveis, de tecidos embrionarios,
durante a involugdo de érgados e na regressdo de neoplasias. Assim, a apoptose é
reconhecida atualmente como um fendmeno biologico de ampla ocorréncia, e que &
complementar, mas se opde a proliferagdo celular, no sentido de manter a
homeostasia tecidual (BURSCH et al.,, 1994; UEDA e SHAH, 1994; COLUMBANO,
1995).

Morte celular programada é uma autodestruicdo da célula. Ela serve como um
contrabalango da mitose e mantém um numero adequado de células nos tecidos
pela eliminagdo de células ndo mais necessarias ao organismo. Além disso, a
apoptose também tem a funcdo de eliminar células que sofreram danos em seu
material genético.

A ocorréncia e a relevancia da apoptose foi primeiramente descrita em
estudos de desenvolvimento embrionario, onde observou-se que a morte celular era
necessaria para remover 0s excessos de tecidos tais como as membranas
interdigitais, o0 ducto de Millerian nos machos e o excesso de neurdnios no encéfalo.

Mais tarde, descobriu-se que esse fendmeno ocorre em uma variedade de tecidos e
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condigdes, incluindo substituicdo normal de células de um tecido, regressdo de
orgados e apods certos tipos de injurias celulares.

A apoptose pode ser induzida por uma série de fatores de crescimento e
horménios tréficos e € controlada pelos mecanismos regulatorios de crescimento do
organismo. Todavia, durante a carcinogénese e o crescimento neoplasico, a
regulagdo da proliferagéo celular e da apoptose sofrem perturbagdes.

As caracteristicas morfolégicas da apoptose, como descritas por Kerr e
colaboradores (1972) e Wyllie e colaboradores (1980b), s&do a condensagao do
citoplasma, da cromatina na membrana nuclear e a fragmentacdo do nucleo e da
célula em corpusculos apoptéticos.

A apoptose exerce importante papel quando ¢ mecanismo de reparo do DNA
nao & suficiente para evitar o dano genético. Assim, a célula mutada pode ser
eliminada do organismo por essa morte celular programada, que representa um
mecanismo de prote¢do contra a fransformac¢édo e desenvolvimento do tumor, que
elimina células com dano genético ou que nao respondem a estimulos proliferativos
(HENGARTNER, 2000; KONG et al., 2001, KANUNFRE, 2004).

Mais especificamente, no processo de apoptose células unicas inicialmente
se retraem e se tornam densas. Ha uma perda de agua dentro do reticulo
endoplasmatico da célula apoptética que resulta em uma dilatagcado das cisternas. No
nucleo, a cromatina se condensa e se junta a membrana nuclear. O nucleo também
pode se fragmentar. Os corpusculos apoptéticos entdo formados contém
freqlilentemente fragmentos de cromatina condensada que podem ser
subsequientemente fagocitados pelos macréfagos ou células vizinhas e digeridos
pelos lisossomos celulares. Células ou corpusculos apoptéticos ndo atraem
neutréfilos e linfocitos, relacionados mais especificamente as respostas
inflamatdrias. Portanto, para o organismo como um todo, a apoptose constitui um
processo pelo qual células com danos (ndo reparados) ou ndo necessarias podem
ser removidas rapidamente (GOLDSWORTHY et al., 1996, SCHULTE-HERMANN et
al., 1997; RUST e GORES, 2000).

Um evento comum em células apoptéticas € a clivagem da dupla fita do DNA,
levando a fragmentos de oligonucleossomos de 180-200 pares de bases, 0s quais
podem ser observados como um padrao de distribuicdo em escada (“ladder’) a
eletroforese em gel de agarose. Descreve-se ser uma endonuclease especifica a

responsavel pela digestdo do DNA. O “ladder de DNA ndo consiste em uma
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caracteristica fundamental da apoptose (GOLDSWORTHY et al., 1996, RUST e
GORES, 2000).

Ao contrario da necrose, a apoptose € um processo geneticamente
programado que geralmente requer transcricdo e tradugdo de genes ativos. Assim,
por exemplo, no figado uma série de estimulos incluindo privagdo alimentar, TGF-
beta e fas, mostrou-se capaz de indugéo de sinais apoptéticos. Por outro lado, varios
fatores de crescimento e promotores tumorais hepaticos mostraram-se capazes de
inibir a apoptose hepatica (GOLDSWORTHY et al., 1996, RUST e GORES, 2000).

Descreve-se que os sinais iniciais da morte celular programada sejam o
estimulo a atividade de proteases (caspases), que levam ao aumento da atividade
das endonucleases, a alteragdo da superficie celular e reorganizagdo do
citoesqueleto. (GOLDSWORTHY et al., 1996).

A apoptose é intensamente regulada por proteinas da familia bcl-2. Essas
podem exercer papel pré ou antiapoptético e participam de uma ampla variedade de
cascatas de sinalizagdo. Interagbes entre proteinas dessa familia com outras
resultam na morte ou nao da célula. (FILHO, 1998; MAK e YEH, 2002).

Um outra proteina importante para o processo de apoptose é a p53. Esta
consiste em uma proteina supressora de tumor, que se encontra envolvida com o
reparo do DNA, controle do ciclo celular e indugcdo da apoptose (SHERR e
MCCORMICK, 2002).

Segundo Schulte-Hermann, tratando-se de LPNs, como também ocorre na
maioria dos tecidos, a taxa de crescimento da populagéo celular depende da taxa de
replicagdo celular (o) e de morte celular (B). A resultante (o - B) determina a taxa de
crescimento da populagéo. Intuitivamente, assume-se que o crescimento neoplasico
derive de uma diminui¢cdo da taxa de morte celular; entretanto, este conceito néo se
aplica ao figado e a uma série de outros érgaos. Estudos demonstraram que LPNs
de figado de rato apresentam ndo apenas um aumento de 5 a 10 vezes na taxa de
duplicagéo celular, quando comparada a do tecido ndo pré-neoplasico, mas também
h4 um aumento da taxa de morte celular por apoptose se comparada ao tecido
adjacente. De maneira semelhante, hepatocarcinomas humanos exibem taxas
aumentadas tanto de proliferagdo quanto de morte celular (SCHULTE-HERMANN et
al., 1995).

A proteina p53 apresenta um papel importante na inibicdo da formagéo de

neoplasias. Trata-se de uma fosfoproteina cuja localizag@o nuclear é essencial para
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a sua atividade de supresséao do ciclo celular em fase tardia de G1. A p53 atua como
um guardido do DNA, visto que danos causados ao genoma estimulam sua
expressdo e entrada no nucleo, onde bloqueia a divisdo celular na fase G1 e
estimula a apoptose com a finalidade de eliminar a célula geneticamente defeituosa.
Além disso, a p53 contribui para eventos de diferenciagéo terminais (STEELE et al.,
1998).

A concentragdo de p53 é regulada por degradagao citoplasmatica, e esta na
maioria das vezes em concentracdes ndo detectaveis no nucleo. Ocorre sua
translocagdo para 0 nucleo em resposta a algum estresse celular, como danos
causados ao DNA, por exemplo. Nesses casos, a proteina torna-se transitoriamente
estavel e é translocada para o nucleo, onde forma um complexo tetramérico que
constitui sua forma transcricionalmente ativa. Sendo um fator de transcricdo de
grande importancia, a p53 liga-se a um sitio presente em seqliéncias regulatérias de
genes p53-dependentes, os quais facultam o bloqueio da divisdo da célula que
sofreu 0 dano ou a sua apoptose, impedindo que a informagio genética alterada,
indesejavel, seja herdada por células fithas (FABBRO & HENDERSON, 2003).

A inativagdo da p53 € um evento comum em neoplasias humanas e esta
presente em pelo menos 50% de todos os canceres estudados. A mutagdo € o
mecanismo mais estudado para sua inativacdo, e é freqlientemente encontrada em
alguns canceres como, por exemplo, o de mama, de colon, de pulméo e gliomas,
sendo em sua maior parte a delecdo de um alelo. Tais alteragbes modificam a
conformagdo da proteina e prolongam sua meia-vida, causando, assim, sua
acumulacdo nuclear (MOLL et al., 1995).

Apesar de a mutagdo ser o mecanismo mais estudado de alteragdo da
funcionalidade de p53, descreve-se outra maneira de impedir sua atividade nuclear,
que € a sequestracdo da proteina em nivel citoplasmatico (MOLL et al., 1995). Tal
fenédmeno foi primeiramente observado em modelos de oncogénese viral, como 0s
induzidos por SV-40 e adenovirus tipo 5. Em ambos os casos, uma proteina
especifica a essas particulas virais forma um complexo estavel com a p53,
inativando-a. Em outros casos, o complexo leva a degradagdo do fator de
transcricdo, impedindo iguaimente sua atividade nuclear, como é o caso da
oncoproteina HPV-16/18 E6 (SCHEFFNER et al., 1990).

Além dessas, existem formas enddgenas pelas quais a atividade de p53 pode

ser bloqueada, inibindo sua localizagdo nuclear, que € essencial para sua fungao
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como supressor de tumores. Por exemplo, descreve-se que neuroblastomas
primarios ndo apresentam mutacdo de p53, mantendo-se esta proteina em seu
estado selvagem. Porém, a mesma encontra-se claramente acumulada no
citoplasma das células néo diferenciadas, com concomitante exclusdo do nucleo.
Esse sequestro de p53 no citoplasma foi intimamente relacionado a uma falha na
diferenciacdo e aumento da malignidade. Portanto, nesse caso, a acumulagao
citoplasmica refletiu uma incapacidade de translocagéo nuclear devido a um
bloqueio na maturagéo celular (MOLL et al, 1995).

Relata-se que a p53 pode ser exportada do nucleo por uma proteina
denominada Mdm2. Além dessa, varias proteinas tém sido propostas para explicar o
ancoramento citoplasmatico de p53, incluindo proteinas ribossomais, Hsc70,
vimentina, tubulina, F-actina, receptores de glicocorticddes, Parc e bcl-2. Alteragbes
nas quantidades ou mesmo mutagdes com ganho ou perda de fungdo dessas
proteinas poderiam levar a um descontrole da regulagdo de p53 (NIKOLAEV et al.,
2003).

A proteina citoplasmatica Parc esta criticamente envolvida na regulagao da
localizagdo subcelular de p53, e foi demonstrado que o acumulo de p53 citoplasmico
esta associado ao Parc, que se liga a ele por meio do dominio C-terminal do fator de
transcrigdo. Na auséncia de estresse celular, a inativagéo de Parc leva a ativagao de
p53 por meio da indugcdo de sua transloca¢ao nuclear. Porém, em células de
neuroblastoma, observou-se uma quantidade bastante elevada de Parc, que
prevenia a translocagdo de p53 mesmo em condigdes de estresse celular
genotodxico. Além disso, quando a concentragcédo de Parc foi artificialmente diminuida
por meio da técnica de RNAI, a atividade de p53 foi restaurada. Assim, foi sugerido
que Parc funcione como uma ancora que retém a p53 ao citoplasma e, desta forma,
regula sua localizacéo subcelular (NIKOLAEV et al., 2003).

Ainda segundo esses autores, sendo a p53 alvo de modificagdes pods-
tradugdo na célula em condigcdo de estresse, € possivel que a fosforilagao e/ou
acetilacdo da mesma possa regular sua interagdo com Parc. Também foi sugerido
que Parc atue juntamente com Mdm2, sendo esta Ultima responsavel pelo controle
de exportacdo de p53 do nucleo concomitantemente a sua degrada¢ao mediada por
ubiquitinagdo. Mdm2 seria um dos componentes centrais da regulagdo de p53,
impedindo sua atividade em células ndo estimuladas para a via de p53 (WOODS e
VOUSDEN, 2001).
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Existem poucos relatos de estudos de p53 em pré-neoplasias. Dentre esses,
séo ainda mais raros os estudos de p53 em lesGes pré-neoplasicas de figado. Um
dos mais completos é o trabalho de Van Gijssel e colaboradores (2000), em que
grupos de ratos Wistar foram submetidos ao modelo do hepatécito resistente (RH) e
receberam doses de radiagéo (raios-X) em diferentes periodos para estimular a
ativagdo de p53. Apds o sacrificio, os figados foram coletados e preparados por
técnicas de imunoistoquimica para avaliar focos GST7-7+ (forma placentaria de
glutationa S-transferase, GST-p), bem como as presengas de p53, bcl-2 e Mdm2
(VAN GIJSSEL et al., 2000).

Segundo esses autores, a irradiacdo aumentou a porcentagem de ratos cujos
figados tinham marcagao positiva para p53. Mas a observagdo mais importante foi
que os hepatécitos do tecido ao redor das lesdes, ou “surrounding”, apresentavam
intensa marcagéo nuclear, enquanto que os focos GST7-7+ nao apresentam
marcagdo nuclear, e sim citoplasmatica. De acordo com os autores, esta marcagéo
citoplasmatica seria o reflexo de uma incapacidade de a p53 ser translocado para o
nucleo, onde exerceria sua atividade como fator de transcricdo. A localizagédo
citoplasmatica de p53 nos focos pré-neoplasicos pode representar uma tentativa da
célula em combater os danos genéticos inerentes aos proprios focos. Todavia, essa
tentativa falha, uma vez que a p53 nao consegue atingir 0 nucleo.

Ainda segundo esses autores, a expressao elevada de Mdm2 e bcl-2 nas LPN
pode ser a razio para o ancoramento de p53 no citoplasma. Além disso, foi sugerido
que a expressdao aumentada de Mdm2 poderia ser um evento comum em células
pré-neoplasicas para escaparem ao controle de p53.

Além disso, foi sugerido pelo grupo que a resisténcia das lesdes aos efeitos
mitoinibitérios do 2-AAF seria conseqliéncia de uma incapacidade de expressar p53
nuclear, ao invés de uma diminuicdo da bioativagdo do 2-AAF, segundo a idéia mais
aceita (VAN GIJSSEL et al., 2000).

A desregulagcdo da apoptose tem sido indicada como um passo importante
nas diferentes fases do processo carcinogénico, inclusive da hepatocarcinogénese.
Sendo a morte celular programada uma maneira intrinseca ao organismo de eliminar
células com muitos defeitos ou danos em seu gendma, considera-se que um tecido
pré-neoplasico ou neoplasico tenha uma taxa de apoptose menor do que a taxa de
proliferacéo celular. Dessa maneira, esses tecidos teriam uma tendéncia a aumentar

em volume e numero de células.
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Em relacido aos mecanismos moleculares que regulam a apoptose, muitas
proteinas participam do processo de morte celular programada. Por exemplo,
descreve-se que os membros da familia de proteinas bcl-2 sdo importantes
reguladores da apoptose, tanto por induzi-la (bax e bak), quanto por inibi-la (bcl-Xy,
BAG-1 e bcl-2), e esses membros podem formar homodimeros e heterodimeros
entre si. Sabe-se que o equilibrio entre membros indutores e inibidores pode
determinar o destino da célula. Por este motivo, foram observadas alteracdes na
expressdo de varios membros da familia bcl-2 em varios tipos de cancer
(CHRISTENSEN et al., 1999; REED, 1998).

O papel especifico de bcl-2, um dos membros dessa familia de reguladores
da apoptose, seria o de inibir a apoptose; logo um aumento de sua expressdo
significaria para a célula uma menor tendéncia de sofrer morte programada.
Portanto, o aciimulo dessa proteina citoplasmatica seria um indicativo de estado
patolégico se considerada a carcinogénese. Nesse sentido, foi observado um
aumento da apoptose em hepatécitos de camundongos “knockout” para bcl-2,
indicando que esta proteina anti-apoptética contribui para o controle da morte celular
programada no tecido hepatico (CHRISTENSEN et al, 1998).

Descreve-se expressao anormal de bcl-2 em carcinomas hepatocelulares
(ZHAO et al., 1994). Em relagdo a hepatocarcinogénese, em estudo publicado em
1997, Lee demonstrou que tumores induzidos em figados de camundongos por
dietilnitrosamina eram positivamente marcados para bcl-2 (LEE, 1997).

Além disso, Christensen e colaboradores (1999), executando alguns
experimentos em camundongos nos quais foram induzidas LPN, carcinomas e
adenomas em figados de animais tratados com os carcindgenos ndo genotoxicos
fenobarbital e o proliferador de peroxissomos WY-14, analisaram a expressdo de
bcl-2 em cada instancia. Em relagdo as LPN, descreveu-se expressio elevada de
bcl-2 em 86% das lesdes basolfilicas e em 12% das acidofilicas. Mais de 85% dos
adenomas basofilicos € 13% dos acidofilicos apresentaram aumento de expresséo
para bcl-2. Dentre os carcinomas, 81% eram positivamente marcados para bcl-2 em
relagdo ao tecido adjacente (CHRISTENSEN et al., 1999).

Também lida e colaboradores (2000), analisando e comparando diferengas na
expressdo de bcl-2 por meio de imunoistoquimica no figado, observaram aumento
de marcagao desta proteina anti-apoptética em 25% das LPN, 57,1% dos adenomas

hepaticos e em 100% dos carcinomas hepaticos (IIDA et al., 2000).
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Descoberto em 1986 como uma proteina com atividade ligadora de DNA, o
NF-xB tem sido intensamente estudado por seu papel no controle da expresséao de
genes envolvidos com a resposta imunolégica, inflamagdo, proliferagdo celular e
carcinogénese. Sua relacdo com o processo neoplasico reside, em parte, no fato
deste fator de transcricio ser capaz de induzir a expressao de genes que controlam
a proliferag@o celular e inibem a apoptose (CHU et al., 1997), tais como os que séo
induzidos pelo fator de necrose tumoral (TNF), oncogenes e estresse genotoxico. Os
fatores NF-xB consistem em dimeros de proteinas da familia Rel, sendo conhecidos
cinco membros: p50/105 (NF-xB1), p52/p100 (NF-xB2), c-Rel, RelB, e p65 (RelA).

Em células nao estimuladas por condigcdes de estresse que levam a sua
ativagdo, NF-xB estd presente em uma forma citoplasmatica ndo ativa, condigédo
esta mediada pela proteina inibitéria 1kB, que se liga ao NF-xB impedindo sua
passagem para o nucleo celular, onde este exerce sua atividade (BEG et al., 1992;
BEG et al., 1993). Varias proteinas kB foram caracterizadas, incluindo kBa, 1«Bf,
IkBy, p105 (NF-xB1), p100 (NF-xB2) e Bcl-3. H& uma relagéo auto-regulatéria entre
NF-xB e seu inibidor IkBa, com o fator nuclear estimulando a producdo de seu
proprio inibidor. A transcricdo de IkBa, por exemplo, é regulada por NF-xB, uma vez
que o promotor do gene que codifica para IkBo. contém sitios funcionais para NF-xB
(DUCKETT et al., 1993; LE BAIL et al., 1993).

Fosforilagao de IkB resulta em sua rapida ubiquitinacdo e subsequente
protedlise pelo proteassomo 26S (Figura 1). A degradagdo de IkB resulta na
libertagdo de NF-xB, levando este fator de transcricdo a se acumular no ntcleo da
célula, onde ativa a expressédo de genes especificos (BALDWIN, 1996; GHOSH et
al.,, 1998). A fosforilacdo de IkB ocorre em resposta a varios fatores, tais como
espécies reativas de oxigénio, ésteres de forbol, TNF, citocinas pré-inflamatérias,
hipdxia, interleucina-1, lipopolissacarideo bacteriano e virus.

Mutagdes no gene que codifica para IkBa foram detectadas em linfoma de
Hodgkin, tendo-se sugerido que este contribuiu para com a atividade constitutiva
aumentada de NF-xB nestas células, uma vez que héa perda da regulagdo do fator de
transcrigdo (CABANNES et al., 1999).

A inibicdo de NF-xB pela expressao de uma forma modificada de IkBa (IxBa
super-repressor) bloqueou a formacgao de focos de células transformadas por H-Ras
oncogénico em células NIH 3T3 (FINCO et al., 1997).
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Uma linhagem mutante de linfocitos pré-B, incapaz de fosforilar € degradar
IkBa, kBB e IkBg, falhou na ativagdo de NF-xB em resposta a alguns estimulos,
incluindo lipopolissacarideo bacteriano (LPS), taxol e interleucina-1 (IL-1)
(COURTOIS et al., 1997).
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Figura 1 - Esquema da ativagéo do NF-«xB.
P= fosforilagao
I-kB= inibidor de NF-xB
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Muitas evidéncias indicam que NF-xB tem um papel importante no
desenvolvimento do céncer e de metastases. Retrovirus que codificam v-rel, um
homélogo viral de c-rel, sdo extremamente oncogénicos para galinaceos. Genes que
codificam para proteinas c-Rel estdo localizados proximos a regides envolvidas em
rearranjos e amplificacdes do genoma (GILMORE et al., 1996; LUQUE et al., 1997).

Mukhopadhayay e colaboradores (1995) verificaram uma expressao
aumentada de p50 em linhagens celulares e também em NSCLC (céncer de células
pulmonares nao pequenas), sugerindo que esta expressdo alterada possa ser uma
caracteristica frequente deste tipo de cancer, que poderia resultar no estimulo ou
inibicAo da transcricdo de genes importantes no processo de carcinogénese.

Em diversas linhagens de células de carcinoma de tiredide humana, a
atividade de NF-«xB e o nivel de expressdo da subunidade p65 apresentaram-se
elevados, sugerindo que este fator de transcricdo possa ser um componente
importante para a transformacgéo celular. Duas destas linhagens de células quando
tratadas com oligonucleotideos antisentido para p65 apresentaram bloqueio da
malignidade, observado pela inibicado da proliferagdo celular e diminuigdo da
expressao do proto-oncogene c-myc (VISCONTI et al., 1997).

Kitajima e colaboradores (1992), bem como Higgins e colaboradores (1993),
avaliando o potencial terapéutico de oligonucleotideos antisentido de p65,
verificaram que estes promoveram inibicdo da carcinogénese em camundongos
‘nus”, bem como regressdo de canceres estabelecidos. Os autores sugerem,
respectivamente, que a expressao de NF-xB possa ser necessaria a manutengéo do
fenétipo maligno, e que 0s resultados obtidos poderiam ser decorrentes da
interferéncia em mecanismos de adesao celular.

A reducdo da capacidade de adesdo celular e proliferagdo em agar
verificadas em células de fibrosarcoma da linhagem K-BALB tratadas com
oligonucleotideos antisentido para relA, seria decorrente da inibi¢do da atividade de
NF-kB e consequente diminuigdo da expressdo de TGF-B1 (PEREZ et al., 1994).

Beauparlant e colaboradores (1994), por meio da expressdo induzida por
transfeccdo de mRNA antisentido de IkBa em células NIH 3T3 murinas, verificaram
que os niveis da proteina lkBa diminuiram, resultando em uma atividade aumentada
de NF-xB e em transformagdo maligna. Além disto, verificaram a produgdo de

neoplasias quando estas células foram injetadas em camundongos “nus”. Neste
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caso, a transformacdo maligna das células NIH 3T3 poderia ser resultado da perda
da agdo regulatéria de IkBa sobre NF-«B.

As mudangas fenotipicas observadas em células humanas de céncer de
mama em estagio avangado da doenga, tais como alta capacidade invasiva e
capacidade de formar metastases, bem como resisténcia a quimioterapia, seriam em
parte consequéncia da atividade constitutiva de NF-kB, possivelmente resultante da
perda de receptores funcionais para estrégeno (NAKSHATRI et al., 1997), e dos
niveis reduzidos de IkBa e IkB (NEWTON et al., 1999).

Possuindo o NF-xB atividades relacionadas a um aumento da proliferagéo
celular e inibicdo da apoptose, pode-se considerar que os fatores de transcricdo NF-
kB e p53 apresentam atividades distintas em relagdo a sobrevivéncia da célula. Por
esta razao, a definicdo do destino a ser tomado pelos processos celulares depende,
em condi¢cbes celulares normais, do nivel de expressdo de cada uma dessas
entidades. Isso ocorre porque NF-xB inibe a transativagdo p53-dependente, ao
passo em que a expressdao de p53 pode igualmente suprimir a atividade
transcricional de NF-xB. Essa relagdo entre esses fatores de transcrigdo existe
devido ao fato de eles formarem complexo com 0s mesmos coativadores, no caso as
proteinas p300 e CREB-binding protein (CBP). Portanto, p53 e NF-xB competem
pelos mesmos coativadores (WEBSTER e PERKINS, 1999).

A proliferagdo celular em tecido hepatico apresenta um papel importante na
hepatocarcinogénese, como anteriormente mencionado, e pode ser classificada em
dois tipos: hiperplasia compensatéria e hiperplasia direta (FARBER e SARMA,
1987).

A hiperplasia direta pode ocorrer por meio de dois mecanismos distintos. Um
deles pode ser apds a administragdo de algum proliferador de peroxissomos (PP),
como o clofibrato, ou de acido retinbico 9-cis, enquanto 0 outro mecanismo pode ser
ativado por certas substancias mitogénicas, como o nitrato de chumbo e o dibrometo
de etileno. Desta forma, descreve-se que heterodimeros de receptores ativados de
proliferador de peroxissomos (PPARSs) e receptores de retindédes (RXRs) apresentam
um papel importante na hiperplasia direta induzida por PP e éacido retindico 9-cis,
enquanto que a ativagdo de NF-xB e AP-1 n&o estaria envolvida com este tipo de
hiperplasia (CONI et al., 1993, OHMURA et al., 1996).
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Ja a hiperplasia compensatéria ocorre apds a perda de células hepaticas,
como uma hepatectomnia parcial ou uma necrose celular, como a induzida por
griseofulvina.

Nagao e colaboradores avaliaram a atividade de NF-xB na proliferagdo de
hepatécitos induzida por griseofulvina, onde demonstraram sua ativagdo. Apds
administracdo de griseofulvina foi demonstrado que a expresséo dos genes de
PPARa e RXRao estava reduzida, enquanto que AP-1 e NF«xB estavam ativados,
indicando que estes fatores de transcricdo s&o importantes na hiperplasia
compensatoria e hepatocarcinogénese induzida por este tratamento (NAGAO et al,,
1998). O modelo de hepatocarcinogenicidade do hepatécito resistente (RH),
comumente aplicado nos experimentos de nosso grupo utiliza justamente uma
hiperplasia compensatéria induzida por dose necrogénica iniciante (200 mg/kg de
peso corpoéreo) de dietiinitrosamina (DEN) e por uma hepatectomia parcial. Portanto,
essas informagdes constituiram-se em indicios da participagdo de NF-kB no modelo
do RH e induziram a investigac&o desse fator de transcricdo neste estudo.

Recentemente, no decorrer da condugdo deste estudo, observou-se que o
NF-xB esta realmente ativado em modelos murinos de heparocarcinogénese, na
fase de LPN (CARRASCO-LEGLEU et al., 2004). Esta informacgéo foi confirmada
pelo grupo, em recente publicacdo (ESPINDOLA et al., 2005).

1.2 Quimioprevencao do Cancer

Apesar de n&o ser novo 0 conceito de que a alimentagdo e o estado
nutricional podem influenciar o cancer, até ha nao muitos anos atras este tipo de
interagao recebeu, surpreendentemente, pouca atengéo por parte da comunidade
cientifica.

Durante a década de 60 e 70, estudos epidemiolégicos investigaram os
padrbes de incidéncia de canceres na populagdo (PERRY, 1975; DOLL, 1977,
WYNDER e GORI, 1977), a distribuicdo demografica e socioeconémica, os efeitos
da migracdo (HAENSZEL e KURIHARA, 1968, HAENSZEL et al, 1972
WEISBURGER e RAINERI, 1975; KAGAWA, 1978) e habitos alimentares em
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diferentes grupos populacionais (PHILLIPS, 1975), possibilitando que se chegasse a
concluséo que fatores nutricionais desempenhavam, efetivamente, importante papel
na etiologia e, inclusive, na prevengdo de canceres (COMMITTEE ON DIET,
NUTRITION AND CANCER; NATIONAL RESERACH COUNCIL, 1982).

Uma marco, entretanto, para essa area do conhecimento, foi a revisdo de Doll
e Peto, publicada em 1981, onde esses epidemiologistas ingleses sugerem que
seria plausivel reduzir em 35% (com uma variacdo de 10 a 70%) a mortalidade por
cancer nos EUA, por meio de modificagdes a serem realizadas na alimentagao.

Frutas e hortalicas s3o componentes importantes de uma dieta saudavel, e o
seu consumo diario suficiente poderia ajudar a prevenir doengas cardiovasculares e
certos canceres. Calcula-se que até 2,7 milhdes de vidas poderiam ser
potencialmente salvas a cada ano se 0 consumo de frutas e hortalicas fosse
aumentado. Um relatério de WHO/FAO recentemente publicado recomenda o
consumo de um minimo de 400g de frutas e hortalicas por dia (excluindo batatas e
outros tubérculos amilaceos) para a prevengdo de doengas cronicas
cardiovasculares, cancer, diabete e obesidade, como também para a prevengéo de
varias deficiéncias de micronutrientes, especialmente em paises menos
desenvolvidos. Ha evidéncias cientificas crescentes que demonstram que um
consumo insuficiente de frutas e hortalicas € um fator de risco fundamental para
varios doengas crénicas ndo transmissiveis (OMS, 2004).

Como principais fatores protetores ressalta-se o0s papéis de vitaminas
antioxidantes, de hortaligas que contenham esses compostos, e de
microconstituintes dos alimentos, como por exemplo, inddis e inibidores de protease.
Fibras, ou alimentos que tornam as fezes volumosas foram também citadas como
importantes. Além disso, aspectos da alimentacido mencionados como possiveis
causas de cancer foram o consumo de alimentos em excesso (canceres de Utero e
vesicula biliar em mulheres), as gorduras (canceres de mama, célon e reto) e carnes
(cénceres de cdlon e reto). Dez anos mais tarde Doll (1992) reviu suas conclusdes,
continuando a afirmar que “a estimativa de que o risco de cancer fatal pode ser
reduzido em 35% por meio de modificacbes na alimentagdo, continua a ser
razoavel’.

A quimioprevencdo do cancer, definida pela primeira vez por Sporn e
colaboradores, pode ser considerada uma forma de se prevenir a doenga, por meio
da administragdo de um ou mais compostos quimicos durante as etapas iniciais pré-
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neoplasicas da carcinogénese, ou seja, na fase de iniciagdo ou promogao, e antes
do estabelecimento da etapa de progresséo (SPORN et al., 1976; WATTENBERG,
1985; ALBERTS e GARCIA, 1995; HONG e SPORN, 1997; PEZZUTO, 1997).

E grande o nimero de compostos até agora identificados com eventual
atividade quimiopreventiva contra o cancer (WATTENBERG, 1985; BOONE et al.,
1990; MORSE e STONER, 1993; SHARMA et al., 1994; ARNOLD et al.,, 1995;
ALBERTS e GARCIA, 1995; PEZZUTO, 1997; STONER et al., 1997). Diversos dos
inibidores da carcinogénese até agora identificados s&o constituintes naturais dos
alimentos (DRAGSTED et al.; 1993; AMES et al., 1995; EL-BAYOUMY et al., 1997).
Portanto, a investigagdo dos mecanismos por meio dos quais a alimentacio
influencia o cancer, esta ndo sé contribuindo para a elucidagdo de aspectos
fundamentais da carcinogénese e do comportamento biolégico das neoplasias
malignas, como também pode ter ainda um grande impacto em estratégias de
prevencdo (ROGERS et al., 1993; AMES et al., 1995).

Nos Ultimos anos, Moreno e colaboradores tém procurado avaliar a atividade
quimiopreventiva do B-caroteno e da vitamina A e elucidar mais especificamente em
quais etapas da hepatocarcinogénese estes atuam. Assim, verificaram a acdo
inibitdéria do derivado isoprénico - B-caroteno - no desenvolvimento de lesdes pré-
neoplasicas (focos e nddulos de hepatécitos) de ratos Wistar submetidos ao modelo
do hepatécito resistente (RH), quando administrado por intubag¢ao gastrica dissolvido
em 6leo de milho, principalmente durante periodo que abrangia as fases de iniciagcao
e selegdo/promogdo concomitantemente ou apenas a etapa de iniciagdo, mas
também quando aplicado td4o somente durante a fase de promogdo precoce da
hepatocarcinogénese. Dentre os mecanismos de agdo sugeridos nesses trabalhos
para explicar as atividades quimiopreventivas desses derivados isoprénicos,
destacam-se a inibi¢do da proliferagdo celular, reducédo de células “ovais”, aumento
da remodela¢do de LPN e inibicdo da expressdo da enzima que catalisa a sintese
do mevalonato, a HMG-CoA redutase, por mecanismos péds-transcricionais
(MORENQO et al., 1991, 1995; RIZZI et al., 1997; RIZZI et al., 1998; DAGLI et al.,
1998; SILVEIRA et al., 1998; NAVES et al., 2000).

Foram demonstrados por Moreno e colaboradores os efeitos inibitérios dos
acidos retindicos todo-trans e 9-cis na proliferagdo celular em ratos Wistar na etapa
de progressdo de hepatocarcinogése (SILVEIRA et al., 2001). Também foram
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demonstrados os efeitos do B-caroteno e da vitamina A sobre a diminui¢do da
proliferacdo de células ovais de figado e o aumento da expresséo de conexina 43
durante a diferenciacéo hepatica (NAVES et al., 2001).

Mais recentemente, foi demonstrado pelo grupo que os derivados isoprénicos
B-ionona e geranilgeraniol apresentaram atividade quimiopreventiva no modelo do
RH. Os mecanismos de agado sugeridos para essa atividade foram a inibicdo da
proliferagao celular, protegcao contra danos no DNA e inibicdo da ativagdo de NF-xB
pelo geranilgeraniol (ESPINDOLA et al., 2005).

Ha um aumento recente no interesse pelo estudo dos derivados do
metabolismo do mevalonato de plantas, denominados isoprendides, em fun¢do de
sua promissora acdo relatada na quimioprevencdo e quimioterapia do cancer
(ELSON e YU, 1994, MORENO et al.,, 1995, GOULD, 1995, CROWELL, 1999;
ELSON et al., 1999). Plantas tém a capacidade de sintetizar uma enorme
quantidade de produtos naturais derivados de uma unidade comum isoprénica de 5
carbonos, que sao classificados como isoprendides. Estas substancias diferem em
tamanho, complexidade e fungao, tendo sido caracterizados cerca de 22.000 em
plantas (BACH, 1995).

Os isoprendides denominados ‘“puros” sdo aqueles constituidos
exclusivamente por mdultiplos de unidades isoprénicas, como monoterpenos (duas
unidades), sesquiterpenos (trés unidades), diterpenos (quatro unidades), triterpenos
(seis unidades), tetraterpenos (oito unidades) e politerpenos (n unidades), enquanto
que aqueles denominados “mistos”, apresentam, por sua vez, apenas partes de suas
moléculas derivada da via dos isoprendides (BACH, 1995, SACCHETTINI, 1997).
Dois triterpendides especificos derivados do metabolismo do mevalonato foram o
enfoque deste estudo, a saber, os acidos oleandlico e ursélico.

Frutas, hortalicas e graos de cereais constituem fontes ricas em derivados do
metabolismo do mevalonato (ELSON e YU, 1994). Por meio da via do mevalonato é
formado um numero excepcional de isoprendides encontrados em plantas, podendo-
se citar dentre eles o geraniol, farnesol, geranilgeraniol, esteréis, dolicol, ubiquinona,
carotendides, acido oleandlico e acido ursélico (STERMER et al., 1994) (Figura 2).

A primeira etapa na biossintese de isoprendides em plantas e do colesterol
em animais é a formagéo de pirofosfato de isopentenila a partir de acetil CoA. Este
conjunto de reagdes inicia-se com a formagdo de 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA
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(HMGCoA), que a seguir é reduzida a mevalonato (STRYER, 1995). A sintese do
mevalonato consiste na etapa critica desse metabolismo, sendo catalisada pela
enzima HMGCoA redutase (EC 1.1.1.34) (STRYER, 1995). A seguir, 0 mevalonato é
convertido em pirofosfato de isopentenila (Cs) por meio de 3 reagdes consecutivas
envolvendo gasto de ATP.

Assim, adi¢des sucessivas de unidades isoprénicas, ou seja, de pirofosfato de
isopentenila, formam geraniol (C1g) e farnesol (Cis). A partir deste ponto, esta via
metabdlica se divide em duas: a primeira envolve a extensao do farnesol, resultando
em cadeias com quantidades aumentadas de unidades isoprénicas, como fitol (Cyp),
dolicol (Cro.120) € borracha (Cazso0-20.000), €ngquanto que a segunda envolve a ligagdo
de dois residuos de farnesol, formando o esqualeno (Cso) que, por sua vez, &
convertido a lanosterol. O colesterol &€ formado a partir do lanosterol apés varias
etapas, incluindo a perda de 3 grupamentos metila (STRYER, 1995; KOOLMAN e
ROHM, 1996). O esqualeno é considerado o precursor da biosintese de esterdides e
triterpendides tais como os acidos oleandlico e ursdlico (PRICE et al., 1987).

Além de diversas outras fungdes, o colesterol € um dos principais
componentes da membrana plasmatica. Desempenha papel essencial na
manutencdo da integridade celular e na regulagdo da fluidez da membrana.
Participa, ainda, direta ou indiretamente, de funcbes envolvidas com a proliferacao
celular de tecidos normais e malignos (COLEMAN e LAVIETES, 1981; MARTINEZ-
BOTAS et al., 2001).
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Figura 2 - Via resumida do mevalonato. Adaptada de Crowell et al., 1991;
Bach, 1995; Elson, 1995. Os numeros indicam o ntimero de carbonos da molécula.
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Assim, um aumento na sintese de colesterol foi observado apds hepatectomia
parcial (DESSI et al., 1986), na hiperplasia hepatica de ratos diabéticos tratados com
insulina (DESSI et al., 1988) e de nddulos hepaticos de ratos submetidos a protocolo
de hepatocarcinogénese (LEDA-COLUMBANO et al., 1985).

Na maioria destes modelos o aumento na sintese de colesterol precedeu e
acompanhou a sintese de DNA.

A HMGCoA redutase constitui uma enzima cuja atividade € uma das mais
reguladas na natureza. Em animais esta € modulada por um controle multivalente,
sendo reprimida por produtos esterdis como o colesterol, e ndo esterdis, derivados
do metabolismo do mevalonato (GOLDSTEIN e BROWN, 1990). Os mecanismos de
controle da atividade desta enzima podem envolver a inibigdo parcial da transcrigao
do DNA por meio da acéo de esterodis sobre o elemento 1 de resposta a esterol (SER
1), a inibicdo da tradugdo do mRNA por isoprendides ndo esterdis derivados do
mevalonato, e a degradacéo da enzima via protedlise, estimulada por esterdis e ndo
esterdis atuando conjuntamente (NAKANISHI et al.,1988; GOLDSTEIN e BROWN,
1990; MAYER et al., 1991).

Isoprendides aciclicos como o geraniol, o citral (FITCH et al., 1989), licopeno
(FUHRMAN et al., 1997), e ciclicos como o B-caroteno (MORENO et al., 1995) e
mentol (CLEGG et al,, 1982), inibem a enzima HMGCOA redutase por meio de
mecanismos poés-transcricionais. Tem sido descrito que 0s isoprendides ciclicos
(CLEGG et al,, 1982), e aciclicos “mistos” (PARKER et al., 1993) estimulam a
degradacéo da enzima por meio da elevacéo de farnesol celular, ou, ainda, atuando
como homoélogos deste.

Precursores do metabolismo do colesterol tais como o mevalonato e/ou
derivados isoprénicos exercem, adicionalmente, eventual efeito nas fases iniciais da
sintese de DNA (QUESNEY-HUNEEUS et al., 1979; HABENICHT et al., 1980).

LesOes pré-neoplasicas e neoplasicas do figado (SIPERSTEIN, 1984), bem
como outras neoplasias (SIPERSTEIN, 1964), apresentam perda do mecanismo de
retro-regulagao inibitéria da atividade da enzima HMGCOoA redutase.

No entanto, a sensibilidade da enzima HMGCoOA redutase a regulagdo
inibitéria dos isoprendides € mais elevada em tecidos neoplasicos do que em tecidos
esterologénicos. Em consequéncia de tal inibicdo, estaria limitada a disponibilidade
de intermediarios derivados da via do mevalonato, necessarios para a modificagao
pbs-traducdo de proteinas relacionadas com a proliferacéo celular. Esta poderia ser
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uma possivel explicagdo para a atividade inibitéria do crescimento de neoplasias,
constatada apds administragcdo de isoprendides. (ELSON, 1995; MORENO et al.,
1995; ELSON et al., 1999; ESPINDOLA et al., 2005).

Assim, a inibicdo da via do mevalonato, mais especificamente de células
neoplasicas, poderia eventualmente se constituir em uma abordagem efetiva para a
quimioprevencgao e quimioterapia do cancer (GOLDSTEIN e BROWN, 1990; ELSON
e YU, 1994; MORENO et al., 1995; ELSON et al., 1999).

Nesse sentido, He et al. (1997) testaram diversos isoprendides quanto a seus
respectivos potenciais de inibicdo da proliferagcdo de células da linhagem B16 de
melanoma murinico, verificando que os inibidores mais potentes, neste caso, foram
os tocotriendis e o farnesol. Estes autores constataram, ainda, que o y-tocotrienol e a
B-ionona foram capazes de inibir o crescimento dessas células quando implantadas
em camundongos.

Da mesma forma, em outro experimento observou-se também que o y-
tocotrienol e a B-ionona, isoprendides que inibem a atividade da enzima HMGCoA
redutase, suprimiram a proliferacdo de células B16 de camundongos, bem como de
células leucémicas HL-60 e de adenocarcinomas de mama (MCF-7) e de colon
(Caco-2) humanos. Nestes casos, o tratamento com isoprendides resultou em um
bloqueio do ciclo celular em G1 e em um estimulo da apoptose (MO e ELSON,
1999).

Diversos trabalhos tém demonstrado que isoprendides sdo capazes de induzir
0 processo de morte celular programada. Assim, por exemplo, descreveu-se que o
farnesol foi capaz de induzir a apoptose em células CEM-C1 de leucemia aguda
humana (VOZIYAN et al.,, 1995), enquanto que o geranilgeraniol, por sua vez,
exerceu a mesma acgao sobre células COLO320 DM de adenocarcinoma de colon e
células Molt-3 de leucemia linfoblastica e HL-60 de leucemia promielocictica. Nestas
ultimas, os autores observaram uma inibicdo praticamente seletiva da sintese de
DNA, que segundo 0os mesmos, poderia ativar o processo de apoptose (OHIZUMI et
al., 1995).

Desse modo, a supressdo do crescimento de neoplasias pelos isoprendides
parece estar relacionada a inibi¢do da proliferagéo celular, bem como a um estimulo
da apoptose (ELSON, 1995; HE et al., 1997, MO e ELSON, 1999)
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Em concordéncia com essas observacdes, Crowell (1999), em revisao,
discute a relagdo entre monoterpenos e cancer, ressaltando como atributos
quimiopreventivos ideais desses agentes, uma acdo antineoplasica eficaz em
animais de experimentagdo, disponibilidade comercial, baixo custo,
biodisponibilidade oral e reduzida toxicidade, o que os tornaria candidatos potenciais
para estudos de quimiopreven¢ao contra o cancer, agora em seres humanos.

A importancia do estudo da enzima HMGCOoA redutase denota a necessidade
de se avaliar a participagdo dos triterpendides acido oleandlico e acido ursdlico em
sua expressao, uma vez que se descreve que estes triterpendides apresentam
propriedades quimiopreventivas.

Observou-se que os niveis de HMGCoA redutase eram proporcionais ao grau
de proliferacdo celular durante os desenvolvimentos fetal e neonatal, na
regeneragdo pancreatica, bem como em neoplasias com diferentes taxas de
proliferagéo celular (RAO, 1986).

Demonstrou-se, ainda, que compactina, mevinolina e outros inibidores da
enzima HMGCOA redutase s@o capazes de inibir a sintese in vitro de DNA
(GOLDSTEIN et al., 1979; KANDUTSCH e CHEN, 1977, BROWN e GOLDSTEIN,
1974). Além disto, a ativacdo de NF-xB, um fator de transcricdo envolvido na
ativagado de varios genes, incluindo alguns relacionados com a proliferacdo celular e
o cancer, foi atenuada por atorvastatina, um inibidor da enzima HMGCoA redutase.
Os mecanismos de agdo propostos para explicar este fendmeno foram: a estatina
poderia ajudar a manter um nivel elevado de expressao de kB, o inibidor de NF-xB,
ou inibir alguns passos de sua fosforilagdo, prevenindo sua degradacdo (ORTEGO
et al., 1999).

1.3 Acidos Oleandlico e Ursélico

Os acidos oleandlico e ursélico (Figura 3) sido isémeros triterpendides
amplamente distribuidos em alimentos, plantas medicinais e outros vegetais sem
interesse alimenticio, comercial ou medicinal. Sdo encontrados, por exemplo, em
beterraba, ginseng, orégano, sabugueiro, alecrim, eucalipto, alfavaca, erva-cravo e
em mais de uma centena de espécies de plantas, muitas delas usadas pela cultura
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popular como plantas medicinais ou como temperos. Ha um interesse crescente em
relacdo a estas substancias por parte dos pesquisadores devido as suas
propriedades farmacolégicas, podendo-se citar dentre elas efeitos antioxidantes,
hepatoprotegdo, efeitos nas dislipidemias, aterosclerose, e efeitos antineoplasicos,
além de outras atividades (LIU et al., 1995).

Descreve-se que os acidos oleandlico e ursélico encontram-se em
concentragdes variadas nos diferentes vegetais onde sao sintetizados. Por exemplo,
o orégano (Origanum vulgare L.) apresenta 3.100 ppm de acido ursdlico e 4.700
ppm de acido oleandlico. No manjericdo (Ocimum basilicum L.), relata-se 1.740 ppm
de acido ursdlico e 1.300 ppm de acido oleandlico. Na Salvia (Salvia officinalis L.),
descreve-se uma concentragdo de 1.300 ppm de acido ursdlico e 400 ppm de acido
oleandlico. Ja o Tomilho (Thymus serpyllum L.) apresenta concentragdes de 4.800
ppm de acido oleandlico e 9.100 ppm de acido ursélico (Phytochemical Database,
2005).

Estes triterpendides s&o considerados pouco téxicos, € a DLsy do acido
oleandlico administrado pela via oral, a ratos, por exemplo, corresponde a 2,0 g/kg.
Além disto, nenhuma anormalidade foi constatada no cérebro, coracdo, pulmao,
figado, rins, tiredide, testiculos, estdbmago, bago ou intestino de ratos tratados
diariamente com 180 mg/kg de acido oleandlico, pela via oral, durante 10 dias
(Human Med. Inst., 1977).
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Figura 3 - Triterpendides acidos ursélico e oleandlico.
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Foi demonstrado que a administragdo do acido oleandlico em ratos induziu
uma diminuicdo da degeneragdo de células parenquimatosas, da esteatose e
necrose de figado induzidas por tetracloreto de carbono (CCl4) (MA et al., 1982,
apud LIU, 1995). Além disto, este foi capaz de prevenir cirrose cronica induzida por
CCl4 ou etanol em ratos (HAN et al.,, 1981, apud LIU, 1995). Da mesma forma,
relatou-se que o acido oleandlico apresentou atividade hepatoprotetora contra o
acetaminofeno, cadmio, bromobenzeno, faloidina, tioacetamida, furosemida,
colchicina e a D-galactosamina associada a endotoxina. Entretanto, descreve-se que
este foi ineficaz contra o alcool alilico, dimetilnitrosamina, a-amanitina e cloroféormio
(LIU et al., 1995).

Demonstrou-se que o acido ursdlico, por sua vez, é o principio ativo presente
em Sumbucus chinesis (MA et al., 1986), Solanum incanum (LIN et al., 1988),
Tripterospermum tiawanense (GAN e LIN, 1988, apud LIU, 1995) e Eucalyptus
(SHUKLA et al., 1992), que apresentam atividade hepatoprotetora contra o CCl,.
Este também protege contra a D-galactosamina e acetaminofeno (SHUKLA et al.,
1992, apud LIU, 1995), e € mais potente do que o acido oleandlico na diminuigdo de
alteragbes quimicas induzidas em figado de camundongos (LIU et al., 1993, apud
LIU, 1995).

Assim, 0s mecanismos de hepatoprotecéo descritos para os acidos oleandlico
e ursolico ndo séo completamente conhecidos e, desta forma, mais estudos sao
necessarios para uma maior compreensao desta propriedade.

As propriedades hipolipémicas e anti-aterogénica dos acidos oleandlico e
ursélico foram originalmente relatadas por cientistas da Unido Soviética, em 1979.
Assim, descreveu-se que coelhos e ratos alimentados com acido ursdlico
apresentaram protegcdo contra aterosclerose experimental e concentragdes
reduzidas de colesterol (44%) e B-lipoproteina (50%) (PARFENTEVA, 1980). O
tratamento da hiperlipidemia experimental de ratos com acido oleandlico (50 mg/kg,
p.0. por nove dias) reduziu as concentragbes elevadas de colesterol e B-lipoproteina
em mais de 40%, um efeito similar ao produzido pelo clofibrato (LIU et al., 1987). O
acido oleandlico néo altera as concentragbes de lipoproteinas no sangue de coelhos
normais, mas reduz as concentra¢bes anormalmente elevadas e previne a

deposicao lipidica nos vasos sangliineos (MA, 1986).
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Descreve-se em algumas poucas investigacdes que tanto a etapa de iniciagao
como a de promocédo de neoplasias séo inibidas pelos acidos oleandlico e ursdlico,
sendo este seu mais notavel e interessante efeito. Assim, estes triterpendides foram
identificados como os principios ativos de Ligustrum lucidum, capazes de inibir a
mutagenicidade produzida pelo benzopireno em bactérias (NIIKAWA et al., 1993,
apud LIU, 1995). Além disto, relatou-se que o acido ursélico extraido de alecrim
(Rosmarinus officinalis) foi capaz de inibir a ligacdo covalente de benzopireno ao
DNA de epiderme, bem como a iniciacdo de neoplasia induzida por
dimetilbenzantraceno (DMBA) (HUANG et al., 1994). E também o principio citotéxico
antileucémico (células P-388 e L-1210) encontrado nos extratos de Prunella vulgaris,
Psychotria serpens, e Hyptis capitata, apresentando ainda efeito inibitério em
linhagem celular de carcinoma de pulméo (células A-549) (LEE et al., 1988). O
tratamento de ratos com acido oleandlico na ragéo (200 ppm) por 3 semanas reduziu
a incidéncia e multiplicidade de neoplasia intestinal induzida por azoximetano
(YOSHIMI et al., 1992).

Foi constatada inibicdo da transformacao in vitro pelo tratamento com os
acidos oleandlico e ursélico (ITO et al., 1983; OHIGASHI et al., 1986). A ativagao do
virus Epstein-Barr (EBV) induzida por TPA em células Raji foi inibida pelos acidos
oleandlico e ursodlico (OHIGASHI et al., 1986). A promog¢ao de neoplasias induzidas
por 12-o-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA), também foi inibida pelo tratamento
com estes triterpendides (TOKUDA et al., 1986).

Os mecanismos pelos quais os acidos oleandlico e ursélico inibem o processo
neoplasico ndo s&o conhecidos, mas sugeriu-se os seguintes efeitos: 1) modulagéo
das defesas do organismo, tais como alteragdes nos niveis de antioxidantes e
fungdes imunoldgicas (DOMINIC et al., 1993; KIM et al., 1993, apud LIU, 1995); 2)
inibicdo da inflamacg&o produzida por agentes promotores de neoplasias (HUANG et
al., 1994; SHIBATA et al, 1994); 3) diminuicdo da atividade da enzima ornitina
descarboxilase em células epiteliais de camundongos tratados com TPA, um
promotor de neoplasias (HUANG et al., 1994); 4) supressao da expressao de certos
oncogenes, tais como c-jun e c-fos (RHEW et al., 1993); 5) indugao de diferenciacao,
efeito este que pode ter relacdo com a remissao parcial de alguns tipos de
neoplasias (LEE et al., 1994, apud LIU, 1995). Um exemplo disto é a alteragdo
morfolégica que estes triterpendides causam em teratocarcinoma F9, que passam
de “stem cells” para células endodérmicas (UMEHARA et al., 1992, apud LIU, 1995).
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Existem relatos na literatura envolvendo NF-xB e os &cidos oleandlico e
ursdlico. Por exemplo, um analogo sintético do acido ursodlico, o acido 3,11-
dioxoolean-1,12-dien-28-6ico (TP-72), inibiu a ativagdo de NF-xB em macréfagos
tratados com interferon-gama e LPS (lipopolissacarideo bacteriano), conhecidos
ativadores de NF-xB. Este mesmo grupo considerou os acidos oleandlico e ursélico
moléculas interessantes para o estudos de atividade antineoplasica e sugeriram que
fossem feitas modificagdes quimicas em suas moléculas com o intuito de melhorar
essa atividade (SUH et al., 1998). Por outro lado, o grupo de pesquisadores de Choi
(2001) e You (2001) avaliaram os efeitos dos acidos oleandlico e ursolico na
ativacdo de NF-xB em macréfagos. Em ambos os casos os triterpendides
aumentaram a ativagdo de NF-xB (CHOI et al., 2001; YOU et al., 2001).

Portanto, ainda que os acidos oleandlico e ursélico sejam recomendados para
tratamento do cancer de pele no Japdo (MUTO et al., 1990), e estejam presentes em
cosméticos que previnem o mesmo tipo de céncer (ISHIDA et al.,, 1990), além de
haver patente nesse pais para o uso de acido oleandlico no tratamento de leucemia
ndo linféide (LIU, 1986), mais estudos a respeito dos mecanismos de agédo dos
mesmos S80 necessarios para que se possa elucidar as potencialidades destes
triterpendides como possiveis quimiopreventivos e quimioterapicos do cancer (LIU,
1995).

A hipétese do presente trabalho foi a de que os triterpendides acidos
oleandlico (AOQ) e ursdlico (AU) apresentariam atividade quimiopreventiva em modelo
de hepatocarcinogénese por apresentarem hepatoprote¢do, atividades anti-
inflamatéria, quimiopreventiva e quimioterapica. Também esperava-se que essas
substancias diminuissem a ativagdo de NF-xB hepatico, contribuindo para uma
possivel quimioprevengéo.

Assim, avaliou-se nesta tese os efeitos dos AO e AU quando administrados a
ratos F344 durante as etapas iniciagdo e sele¢do/promo¢do do modelo do RH. Além
disso, a investigagdo de possiveis mecanismos que poderiam estar relacionados
com os efeitos desses triterpendides na hepatocarcinogénese foi realizada através
da avaliagéo da proliferagéo celular, apoptose, danos no DNA, expresséo da enzima
HMG-CoA redutase, bem como da avaliagdo da expresséo e ativagédo do fator de
transcricdo NF-xB. Além disso, avaliou-se as proteinas p53 e bcl-2 em cortes

histolégicos de figados obtidos no ensaio bioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar os efeitos dos acidos oleandlico e ursdélico, constituintes naturais de
alimentos vegetais, ervas medicinais e especiarias, quando administrados
continuamente durante oito (8) semanas consecutivas em periodo
compreendendo consecutivamente as etapas de iniciagdo e promog¢ao inicial,
em ratos Fischer (F344) submetidos ao modelo de hepatocarcinogénse do
*hepatécito resistente” (RH).
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2.2 Especificos

e Avaliar os efeitos dos acidos oleandlico e ursélico sobre as lesdes pré-

neoplasicas hepaticas dos ratos F344.

e Avaliar a proliferagdo celular hepatica.

e Avaliar a apoptose nos figados.

e Avaliar a intensidade de danos do DNA hepético.

¢ Avaliar a ativago do fator de transcricdo NF-xB no tecido hepatico.

e Avaliar a expressao da proteina p53 no tecido hepatico.

e Avaliar a expresséo da proteina Bcl-2 no tecido hepatico.

e Avaliar a expressdo hepatica do gene que codifica para a enzima HMGCoA

redutase desses ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Triterpendides Utilizados no Estudo de Quimioprevenc¢ao

Para o estudo de quimioprevengdo, utilizou-se os triterpendides acido
oleandlico, 98,1% de pureza (gentii doagdo do Dr. JW. Huang, SAMLONG
CHEMICAL CO., LTD.; China) e o acido ursdlico, 90% de pureza (gentil doagéo dos
Drs. Badmaev e Majeed, SABINSA, EUA).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos, albinos, da linhagem Fischer (F344), com
pesos iniciais compreendidos entre 60 e 65g e obtidos da coldénia do biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/IQ da Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (no maximo 4
ratos/gaiola) com tampas de ago inoxidavel e contendo maravalha previamente
esterilizada, que foi trocada rotineiramente em dias alternados. Estes receberam
agua filtrada e ragdo comercial peletizada comum para roedores de laboratério
(Purina Nutrimentos Ltda., Campinas, Brasil), “ad libitum”, durante todo o
experimento. Seus pesos coproreos foram controlados diariamente até o sacrificio.

Os ensaios biolégicos foram realizados nas dependéncias do biotério da
FCF/IQ-USP, em ambiente apropriado para condugdo de estudos de carcinogénese,

com temperatura, luz e umidade ambiental controladas.

3.3 Modelo de Hepatocarcinogénese do “hepatécito resistente”

Os animais submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do Hepatdcito

Resistente (RH) receberam por via intraperitoneal, uma unica dose (20 mg/100 g de
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peso corpdreo) do agente iniciante dietiinitrosamina (DEN; Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo, USA), dissolvido em solugao de NaCl a 0,9%.

Apbés um periodo de recuperagcdo de 2 semanas 0s hepatdcitos iniciados
foram selecionados por meio da administragdo de 3 doses Unicas em dias
consecutivos, por intubagdo gastrica, de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF; Sigma; 2
mg/100 g de peso corpéreo/dia) dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e dleo de
milho.

Vinte e quatro horas apés a ultima aplicacdo de 2-AAF os animais foram
submetidos a um potente estimulo mitogénico, representado por uma hepatectomia
parcial a 70%.

Finalmente, 4 dias apds a intervengao cirurgica os animais receberam uma
dose de 2-AAF (0,5 mg/100 g de peso corpéreo), nas mesmas condi¢ées descritas

anteriormente.

3.4 Protocolo Experimental

O protocolo experimental utilizado para avaliar os efeitos dos acidos ursoélico e
oleandlico na quimioprevencdo da hepatocarcinogénese é mostrado na Figura 4.
Assim, além dos dois grupos experimentais que receberam separadamente acido
oleandlico (AQ) e acido ursélico (AU), foram utilizados os grupos controle 6leo de
milho (OM) e o grupo agua (Agua). Todos os grupos experimentais submetidos ao
modelo do RH comecaram a ser entubados duas semanas antes da iniciagdo do
referido modelo de hepatocarcinogénese. Os ratos F344 dos grupos AO e AU
receberam no presente estudo, por entubagdo gastrica, acido oleandlico ou ursélico
suspensos em 6leo de milho na concentracido de 8 mg/0,25 mL de 6leo de milho, e
administrados na dosagem de 8 mg/100g de rato por dia durante oito semanas
consecutivas. Em relagdo ao grupos controle OM e Agua, os mesmos foram
entubados com um volume de 0,25 ml das respectivas substéncias por cada 100 g

de peso corpéreo.
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Grupos Submetidos ao Modelo de Hepatocarcinogénese do
Hepatocito Resistentes “RH”

\
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Grupo OM - -

Grupo AO ﬁ fff f Q

Grupo AU _/ S

Figura 4 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo das
atividades quimiopreventivas dos acidos oleandlico e ursélico quando administrados a ratos
F344 durante 8 semanas consecutivas e em periodo abrangendo consecutivamente as
etapas de iniciagcdo e promogao inicial do modelo do RH.

Grupo Normal (n=11): ratos F344 n&o submetidos a qualquer protocolo experimental;

Grupo Agua (n=11): grupo entubado com agua (0,25 ml/100g de peso corpéreo);

Grupo OM (n=11): grupo entubado com 6leo de milho (0,25 ml/100g de peso corpéreo);

Grupo AO (n=11): grupo entubado com acido oleandlico (8 mg/100g de peso corpdreo, suspendido
em 6leo de milho);

Grupo AU (n=11): grupo entubado com acido ursélico (8 mg/100g de peso corpoéreo, suspendido em
oleo de milho);

DEN (dietilnitrosamina): 20 mg/100g de peso corporeo;

2-AAF (2-acetilaminofluoreno): 3 doses de 2 mg/100g de peso corpdreo antes da HP e 1 dose de
0,5 mg/100g de peso corporeo 4 dias apds a HP;

HP: hepatectomia parcial a 70%;

S: sacrificio.
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3.5 Aplicagado da BrDU e Sacrificio dos Animais

Na noite anterior ao sacrificio, foram retiradas as ragbes para que 0s animais
permanecessem em jejum. Precisamente 2 horas antes do sacrificio de cada animal
foi administrada, por via intraperitoneal, uma dose de 5-bromo,2-desoxiuridina
(BrDU, Sigma; 10 mg/100 g pc) dissolvida em dimetilsuféxido (DMSO) e solugégo
salina (1:3 v/v), para posterior avaliagdo da proliferacdo celular, inclusive dos ratos
do grupo Normal.

Antes de serem sacrificados, todos os animais foram pesados em balanga
eletrbnica. Em seguida, os mesmos foram “anestesiados” com éter etilico (Merck,
p.a.). Apds o inicio da “anestesia”, os ratos foram colocados em decubito dorsal
sobre uma prancha, com inalagdo continua de éter, realizando-se, a seguir, a
laparotomia e pungao da artéria aorta abdominal.

O sangue coletado foi mantido em tubos de polipropileno contendo 5 mg de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA, Sigma) e reservado para posterior
determinagdo da concentragdo plasmatica de colesterol total.

O sacrificio se deu pela sec¢ado da aorta abdominal e consequliente choque
hipovolémico. Em seguida, retirou-se o figado, que foi lavado em solugéo salina
gelada a 0,9% e pesado em balanga eletrénica digital seguindo-se, entdo, o exame
macroscoépico do mesmo.

3.6 Exame Macroscoépico dos Figados

O figado de cada animal foi examinado individualmente quanta a presencga,
em sua superficie, de formag¢des nodulares de tamanhos variados e coloragdo
esbranquicada, que se distinguiram do parénquima hepatico. Esses nddulos
macroscopicos, considerados lesbes pré-neoplasicas (LPN) (BANNASCH e
ZERBAN, 1990) foram classificadas pelo seu diametro em “<1 mm”, “1 mm”, “2 mm”,
“3 mm”, “4 mm” ou “5 mm?”.

Posteriormente, foram colhidas de cada animal amostras dos lobos hepaticos
direito, triangular e caudado esquerdo para andlise morfométrica de LPN GST-p
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positivas, exame histopatoldgico, avaliagdo da proliferacao celular e apoptose. Esses
fragmentos, bem como amostras de duodeno dos animais, foram imediatamente
fixados em metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% acido acético glacial,
Merck p.a.) por aproximadamente 48 horas, sendo, entdo, submetidos as técnicas
rotineiras de desidratacéo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes histologicos
de aproximadamente 5 um de espessura foram entéo obtidos.

Do lobo direito foram colhidas amostras para avaliagao da proliferagao celular,
danos no DNA, expressdo da enzima HMG-CoA redutase, bem como da expresséo
e ativacdo de NFxB. Esses fragmentos foram imediatamente congelados em

nitrogénio liquido e, em seguida, armazenados em “freezer” a -80°C (Revco, EUA.).

3.7 Anadlise morfométrica de LPN hepaticas positivas para a GST-p

A andlise morfométrica de LPN (focos/nodulos) foi realizada em cortes

histoloégicos hepaticos submetidos a reagdo imunoistoquimica para a enzima GST-p.

3.8 Marcacgao Imunoistoquimica da GST-p

O método uitilizado para a realizagdo da marcagao imunoistoquimica da GST-
p foi o da avidina-biotina (HSU et al., 1981), empregando-se, para tanto, anticorpos
policlonais anti-GST-p (Dako, Dinamarca), utlizados na diluicdo de 1:2000, e,
anticorpos secundarios biotinilados anti-imunoglobulinas de coelho (Vector
Laboratories, California, EUA), na diluicdo de 1:400. Esses ultimos consistem em
anticorpos anti-lgG conjugados a biotina.

Cada procedimento foi intercalado por lavagem das laminas em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS-[NaCl,KCI,Na,HPOQO4 e agua ultra-pura]).

Os cortes histolégicos do material fixado em metacarn foram desparafinizados
em xilol em seqiéncia de xilol/alcool (1:1), etanol absoluto, a 95% e a 70% e,

finalmente, agua destilada.
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A peroxidase endogena foi bloqueada incubando-se as laminas por 30 min.
em metanol (LabSynth, p.a.) contendo 25% de peréxido de hidrogénio a 30 volumes
(LabSynth, p.a.).

Os cortes foram, entdo, incubados com o anticorpos primario anti-GST-p na
diluigdo de 1:1000, durante uma noite e a 4°C em cémara Umida. Para diluir o
anticorpo primario, foi utilizada solu¢do contendo soro-albumina a 5% (albumina
bovina fragdo V; Sigma) em agua destilada e azida sédica a 5% (LabSynth, p.a.) em
agua destilada e PBS.

Em seguida, os cortes foram incubados por 30 min. com o anticorpo
secundario biotinilado, na diluicdo de 1:400.

A aplicagdo do conjugado avidina-biotina-peroxidase (Vectastain-ABC Kkit,
Vector) diluido em PBS (1:400) decorreu também por 30 min.

Posteriormente, foi aplicada sobre os cortes uma solugcdo substrato de
peroxidase preparada imediatamente antes da utilizagdo. Essa solu¢do consistiu na
mistura de peréxido de hidrogénio a 0,02% (Merck, p.a.) com diaminobenzidina (3,3'-
diaminobenzedine; Sigma) a 0,1% em PBS.

Os cortes foram lavados em PBS por 5 min., contracorados pela hematoxilina,

desidratados, diafanizados e montados com resina sintética.

3.9 Procedimento para quantificacao de LPN GST-p positivas

Para se quantificar o numero e a area das lesdes positivas para a GST-p foi
utilizado o sistema de andlise de imagem computadorizado do Departamento de
Analise Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.
Este & composto por um microscopio (Olympus; Japado) ao qual se encontra
acoplada uma camera de video (Sony, Japdo) que se conecta a um
microcomputador Pentium 166, equipado com o programa Image Pro Plus (Media
Cybernetics). As areas de interesse foram delimitadas com um cursor e o programa

forneceu suas dimensdes em mm?, apos calibragéo do aparelho.
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3.10 Determinagdo das concentragées hepaticas de DNA

A determinagéo das concentragcdes hepaticas de DNA foi realizada utilizando-
se o método de Burton (1956) com algumas modificagbes.

Assim, apbs pesar 100 mg de figado, estes foram triturados em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem com 0,6 mL de acido perclorido (PCA, Merck,
p.a.) 1N gelado, e centrifugados (Eppenforf, modelo 5417) a 8000 rpm por 10 min., a
temperatura de 4° C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado.

O precipitado foi dissolvido em 1,2 mL de PCA 0,5N gelado. Em seguida, a
suspenséo foi centrifugada por 10 min., a temperatura de 4° C, desprezando-se 0
sobrenadante. Este procedimento foi repetido mais duas vezes.

O precipitado foi, entdo, ressuspendido em 0,8 mL de PCA 0,5N gelado e
mantido em banho (Eppendorf, Thermomixer) a 70° C e com agitacio, por uma hora.
Decorrido este tempo, a suspensao foi centrifugada por 8000 rpm por 10 min. a 4° C,
armazenando-se 0 sobrenadante.

Para se verificar a concentragao de DNA, foram pipetados em tubos de vidro
100ul de amostra, 900uL de PCA 05 N e 2 mL da solugdo de
difenilamina/acetaldeido que foram ,em seguida, armazenados por 17 horas ao
abrigo da luz. A leitura foi feita em espectrofotdmetro Hitachi (modelo U-3410), no
comprimento de onda de 600 nm. A determinagéo da concentracdo de DNA foi
realizada através da comparagdo com curva padréo, utilizando-se, para tanto, DNA
de timo de vitela (Sigma, coédigo D-1501) como padrdo. A solugdo de
difenilamina/aceltaldeido utilizada consistiu de 50 pl de solugéo de difenilamina [750
mg de difenilamina (Sigma), 50 uL de acido acético glacial (Merck, p.a.) e 750 uL de
acido sulfurico concentrado (Merck, p.a.)], juntamente com 250 uL da solugédo de

acetaldeido [150 plL de acetaldeido (Fluka Chemica) em 6 mL de agua destilada).
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3.11 Proliferagao Celular

Para realizar-se a avaliagdo da proliferagao celular em cortes histolégicos dos
figados dos ratos submetidos ao modelo do RH, discriminado-se LPN persistentes
ou em remodelagdo ou o tecido hepatico ndo pré-neoplasico, utilizou-se o “kit” de
dupla-marcacdo imunoistoquimica Dako Double-Stain System. O primeiro
anticorpo priméario utilizado foi o anticorpo monoclonal anti-BrdU (Amersham
Pharmacia Biotech), que marca células na fase S da proliferagdo celular, sendo a
diaminobenzidina o seu substrato cromégeno. O segundo anticorpo primario
utilizado foi o anticorpo policlonal anti GST-p (MBL), para a marcagcao de LPN
persistentes ou em remodelacdo, sendo ¢ Fast Red o seu substrato cromégeno.
Apo6s a montagem das laminas, as mesmas foram lidas em seguida, em microscopio
acoplado a sistema de analise de imagens. A leitura das laminas foi feita varrendo-
se toda a extensdo dos fragmentos, e o resultado foi expresso como numero de
células em divisdo/mm2 de area de LPN persistentes ou em remodelagéo ou area de

tecido n&o pré-neoplasico ao redor das mesmas.

3.12 Avaliagao da Apoptose

Para a avaliagdo da apoptose em cortes histoldégicos de figado de rato
empregou-se metodo de microscopia de fluorescéncia descrito por Stinchcombe et
al. (1995). Este se baseia na observagdo de que corpusculos apoptéticos (CA)
apresentam intensa fluorescéncia da eosina em cortes histolégicos de figado
corados com H&E e submetidos a luz em comprimento de onda entre 460 e 480 nm.
Assim, utilizou-se microscépio de epifluorescéncia (Nikon, Japdo) (Laboratério de
Imunologia Clinica, FCF-USP) para quantificar o0 numero de CA tanto nas areas de
tecido ndo pré-neoplasico ao redor das LPN como nas proprias. A area total dos
cortes histolégicos foi analisada utilizando-se objetiva de 20X e a medida em que se
localizavam os corpusculos fluorescentes, alternava-se o sistema para luz
transmitida normal e suas identidades eram, entdo, confirmadas de acordo com
critérios morfologicos classicos descritos na literatura (GRASL-KRAUPP et al.,
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1994). Os resultados foram expressos como 0 numero de CA/mm2 de area de LPN

ou area de tecido nao pré-neoplasico ao redor da mesma.

3.13 Imunoistoquimica de p53 e bcl-2

Para a marcagao com os anticorpos anti-p53 ou anti-bcl-2, utilizou-se o kit de
marcacdo ImmunoCruz™ Staining Systems (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa
Cruz, CA, anticorpos e kit), segundo manual do fabricante. Resumidamente, foi
bloqueada a peroxidase e, em seguida, as laminas foram incubadas por 20 minutos
em soro de bloqueio. Em seguida, foram incubadas com os anticorpos primarios
diluidos, anti-p53 ou anti-bcl-2, sendo ambos diluidos na concentracdo de 1:100, e
incubados por 2 horas. Apds lavagem em PBS, as laminas foram incubadas por 30
minutos em anticorpo secundario biotinilado, sendo posteriormente incubadas em
complexo HRP(Horse Hadish Peroxidase)-streptavidina. A coloragdo foi
desenvolvida com o substrato de HRP. As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina, desidratadas e montadas em Permount™.

A especificidade das marcagdes foi controlada subtraindo-se o anticorpo
primario ou substituindo-o por soro de cabra n&o imunizada, para ambos os ensaios,
de p53 ou de bcl-2. Em todos os casos isto resultou em auséncia de marcagédo. A
reprodutibilidade dos métodos foi checada marcando-se mais de uma lamina de um
mesmo animal, obtendo-se resultados consistentes. Além disso, utilizou-se 1amina
de controle positivo de marcagdo para p53, carcinoma de célula escamosa
(DakoCytomation, Carpinteria), gentilmente doada pela Profa. Dra. Maria Lucia
Zaidan Dagli, na qual foi comprovada a eficacia e a especificidade da metodologia
empregada para a marcagao de p53 (Figura 18).

3.14 Preparagao do Extrato Protéico de Figado

Para a preparagao do extrato protéico total de amostras de figado dos ratos

submetidos ao modelo do RH (ensaio piloto), foi utilizado o reagente para extragéo
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de proteina de tecido T-PER™ (Pierce, Rockford). A esse reagente foi adicionado
um inibidor de protease, PMSF™ (Sigma), na concentracdo de 1 mg/mL e sédio
dodecil sulfato (SDS) para uma concentracdo final de 5%. Apos fervura de 10
minutos as amostras foram entao congeladas a -78° C, para posterior quantificagdo
da concentragdo de proteinas, que foi realizada utilizando-se 0 método de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay).

3.15 Preparacao do Extrato Protéico Nuclear

Para a obtengdo de extratos protéicos de fragcdes celulares nuclear e
citoplasmatica, utilizou-se o “kit" de extragdo citoplasmica e nuclear NE-PER®
(Pierce, EUA), segundo o manual de instrugbes do fabricante. Basicamente, pesou-
se exatamente cerca de 50 mg de tecido hepatico recolhido por ocasido do sacrificio
dos ratos submetidos ao modelo experimental, obtendo-se ao final do processo as
fragGes nuclear e citoplasmatica.

Para quantificacdo da concentragdo de proteinas, foi utilizado o método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay).

3.16 Western Blotting

Os extratos de proteina total, nuclear e citoplasmatica foram separadamente
submetidos a eletroforese de gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE), em
gel a 10% e tampao Tris-glicina 1X (Método de Laemmli), utilizando-se uma cuba de
eletroforese vertical (Hoefer mini VE Electrophoresis System). As proteinas foram
entdo transferidas do gel para membrana de nitrocelulose.

O blogueio das membranas de nitrocelulose foi feito com PBS contendo 5%
de leite em pd ou 3% de albumina bovina sérica, durante uma noite a 4° C. As
membranas foram entdo incubadas com o anticorpo primario anti-p65 (Santa Cruz
Biotechnology) (1:1000), diluidc em tamp&o PBS, por duas horas em temperatura
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ambiente. A membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (HRP), e a imunodeteccdo foi feita utilizando-se o sistema de
quimioluminescéncia ECL (Amersham Pharmacia Biotec). A membrana foi exposta a
filme de raio-X (Kodak X-Omat) para o desenvolvimento das bandas.

Foram realizados dois ensaios independentes de ‘“imunobloting” com
diferentes amostras de extratos protéicos (nucleares, citoplasmaticos e totais),
perfazendo um total de 4 amostras de figado de ratos normais (ndo submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese ou a qualquer outro tratamento) e 6 amostras de
figado de cada grupo de ratos submetidos ao protocolo do “hepatécito resistente”, a
saber, dos grupos Agua, OM, AO e AU. Obtivemos, portanto, um “n” de 6 animais
para cada grupo, e de 4 para o grupo controle Normal.

Para se quantificar as intensidades das bandas, utilizou-se um densitémetro
BIO-RAD (Modelo GS-700 Imaging Densitometer) com software especifico
(Molecular Analyst). Os sinais foram quantificados em unidades arbitrarias. A
membrana foi corada com corante de comassie (Comassie Blue, Pierce, Rockford),
e os dados foram normalizados utilizando-se o sinal correspondente deste corante
para corrigir as variagdes nq carregamento das proteinas.

Os valores de unidades densitométricas arbitrarias assim obtidos foram

expressos em relagéo ao grupo Normal, sendo 0 mesmo considerado igual a 1.

3.17 Avaliacao da Expressao do Gene que codifica para a Enzima
HMGCoA redutase pelo Método de “Dot blot”

A avaliagdo da expressdo do gene que codifica para a enzima HMGCoA
redutase foi realizada através da técnica de “Dot Blot”, utilizando-se amostras de
figado obtidas por ocasido do sacrificio dos ratos F344.

Para a extracdo de RNA total de tecidos hepaticos utilizou-se reagente
especifico para essa finalidade e de marca Trizol™ (Gibco, EUA). Assim, foram
pesados 500 mg de amostra de figado, ao qual se adicionou 5 mL de reagente
Trizol™. Incubou-se a amostra por 5 minutos, a 30°C e, em seguida, se adicionou 1
mL de cloroférmio (Sigma, EUA). A amostra foi entdo agitada em agitador tipo
“vortex” e centrifugada a 9.000 g por 15 minutos e a 4°C. A fase aquosa foi
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transferida para tubo autoclavado, adicionando-se 2,5 mL de isopropanol (Sigma,
EUA). O RNA total foi precipitado durante uma noite e a -20°C e coletado por meio
de centrifugacdo a 9.000 g, por 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi removido e o
“pellet” lavado com etanol a 75%. O RNA total obtido foi dissolvido em 400 uL de
SDS a 0,5%.

Para a realizagdo da técnica de “Dot Blot” utilizou-se basicamente
metodologia descrita por Sambrook e Russel (2002). Assim, 75 ug de RNA total de
cada amostra foram transferidos para membrana de nylon (Hybond XL, Amersham
Biosciences, EUA) utilizando-se para tanto aparato especifico para analise de “Dot
Blot” (Bio Rad, EUA) acoplado a bomba de vacuo. O RNA total transferido para a
membrana foi fixado em unidade UV Crosslinker (Hoefer, EUA), aplicando-se
120.000 pJ/cm? de area.

A membrana contendo as amostras de RNA total foi submetida a pré-
hibridizagdo em solugdo contendo formamida, SSC, ficoll, polivinilpirrolidona,
albumina bovina fragdo V, SDS e DNA de esperma de salmao. A pré-hibridizagao foi
conduzida por 4 horas e a 42°C em forno de hibridizacdo (Amersham Biosciences,
Inglaterra). Em seguida, adicionou-se a solugao de pré-hibridizagdo sonda de cDNA
para HMGCoA redutase previamente marcada com fosforo radioativo pelo método
de “random priming’. A sonda do gene que codifica para a enzima HMGCoA
redutase foi o cDNA de inserido de hamster para HMGCoA redutase, isolado do
plasmidio (Pred 227. ATCC) (MORENO et al., 1995). A hibridizagdo ocorreu também
a 42°C durante 16 horas. A membrana foi lavada em solugdo contendo SSC e SDS.
A membrana foi acondicionada juntamente com filme de raio-X, X-OMAT-K
(Eastman Kodak Co., New York, EUA) em chassi radiografico (Ecran intensificador
de imagem, base verde; Konex, Brasil) por cerca de 4 dias e o filme, entdo, revelado.

O sinais identificados por auto-radiografia, correspondentes as éareas da
membrana hibridizadas com a sonda de cDNA, foram analisados em sistema de
analise densitométrica (Bio Rad, EUA). Como controle de aplicagdo das amostras de
RNA total, corou-se a membrana com azul de metileno.
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3.18 Determinac¢ao das Concentracoes de Colesterol Plasmatico Total

Utilizou-se o “kit” enzimatico-espectrofotométrico para a determinagdo de
colesterol total (BioSystems, Espanha) nas amostras de plasma obtidas por ocasido
do sacrificio dos animais . Este se baseia em reagbes enzimaticas em que o
colesterol presente na amostra (esterificado e nao-esterificado) & oxidado,
produzindo-se, em dltima instdncia, um complexo colorido quantificavel
espectrofotometricamente. O procedimento utilizado foi o indicado pelo fabricante:
10 uL de amostra de plasma foram adicionados a 1 mL do reagente fornecido com o
“kit”. A solugcado foi homogeneizada e mantida a temperatura ambiente durante 10
min. Decorrido esse tempo, realizou-se leitura espectrofotomeétrica (U 3410, Hitachi,
Japdo) das amostras a 500 nm. As absorbancias das amostras de plasma foram
comparadas a de uma amostra padréo de colesterol (200 mg/dL), que também foi
fornecida juntamente com o “kit”. De todos os valores de absorbancia descontou-se
a leitura do branco (1 ml de reagente, sem a adicdo de amostra ou padrido). Todas
as determinagbes de colesterol total foram realizadas em triplicata.

3.19 Avaliacao de danos no DNA hepatico

A avaliagdo de danos no DNA hepatico em amostras de figado previamente
armazenadas a -78°C foi realizada com modificagdes, utilizando-se basicamente o
método do “cometa”, conforme descrito por SINGH et al. (1988). Assim, os tecidos
hepaticos (50mg) foram homogeneizados delicadamente em PBS (KCl, Na;HPOy;
KH.PO,, NaCl, pH 7,6) sob refrigeracdo em gelo. As células isoladas foram, ent&o,
imobilizadas em matriz de agarose de baixo ponto de fusdo “low-melting” (Sigma,
USA) a 0,08% em PBS sobre lamina de vidro previamente tratada com agarose “low-
melting” a 0,05%. Posteriormente, as células imobilizadas foram lisadas durante 1
hora ao abrigo da luz em solucédo de lise (NaCl 2,5 M; Trizma base 10 mM; Na,-
EDTA, 100 mM; N-laurilsarcosina a 1%; pH 10,0 e adigdo, a seguir, de Triton X-100
a 1%) e submetidas a uma lavagem com a mesma solugdo de eletroforese. A
eletroforese (NaOH 300 mM e 1 mM de Na-EDTA, pH acima de 13,0; a 25V, por
40 minutos) foi precedida de etapa de “unwinding” do DNA por 20 minutos ao abrigo
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da luz. A seguir, realizou-se lavagem das laminas com solugéo de Tris 0,4M, pH 7,5.
Os cometas resultantes foram fixados em solugdo de acido tricloroacético a 15% e
corados com nitrato de prata a 0,02%. Células provenientes de tecidos hepaticos de
ratos normais tratados ou n&o com peréxido de hidrogénio (concentragdo final 10%,
5 minutos, a temperatura ambiente e sob sonicacéo) foram utilizadas como controles
negativo e positivo, respectivamente.

O comprimento dos cometas foi avaliado utilizando-se sistema de analise de
imagem computadorizada, composto por um microscépio (Olympus; Japao,) com
camera de video (Sony, Japao) acoplada que se conecta a um microcomputador
Pentium 166, equipado com o programa Image Pro Plus (Media Cybernetics). Foram
analisados aleatoriamente 50 cometas em cada lamina, perfazendo 100 cometas por
animal (TOLEDO et al., 2003).

3.20 Analise Estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica utilizou-se o programa SigmaStat
(Jandel Scientific). Utilizou-se o teste t de Student pareado ou nao pareado, de
acordo com a necessidade de cada analise (LEVIN, 1985). Em todos os casos, o
nivel de confianga utilizado foi de 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento dos Animais

Com o intuito de controlar possiveis respostas toxicas por parte dos acidos
oleandlico ou ursdlico durante o protocolo de hepatocarcinogénese, bem como a
aplicagdo adequada do modelo do RH, o ganho de peso dos animais foi
acompanhado diariamente durante as 8 semanas de duragao do experimento.

O resultado desse acompanhamento pode ser visto na Figura 5. Nota-se
nessa Figura 5 a perda de peso dos animais que receberem a dose unica do agente
iniciante DEN em relag&o aos animais do grupo controle (grupo Normal). Também é
perceptivel uma relativa estabilizacdo dos pesos dos ratos durante as primeiras
entubagdes gastricas com o agente mitoinibitério 2-AAF e, por fim, a perda
consideravel e esperada de peso devida & hepatectomia parcial. Neste periodo,
apds a hepatectomia parcial, quatro animais do grupo AO morreram. Também houve
uma morte no grupo AO e uma no grupo Agua.

Os animais considerados “normais”, e que néo foram submetidos ao modelo
mencionado, mas que apenas permaneceram nas mesmas condicdes que o0s
demais (temperatura constante de 23° C + 2° C, ciclo luz-escuro de 12 horas),
apresentaram um ganho de peso mais pronunciado quando comparados aos
animais dos demais grupos.

O consumo médio de ragao por parte dos animais submetidos ao experimento
foi: Grupo Normal, 9,6 + 2,2 g; Grupo Agua, 9,1 + 2.9 g; Grupo OM, 8,7 + 2,8 g;
Grupo AO, 8,7 £ 2,9 g; Grupo AU, 8,7 £ 2,9 g. Portanto, ndo houve diferenga na

média de consumo de ragédo entre os grupo AO e AU e seu controle OM.
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Na Tabela 1 a seguir pode-se observar os resultados referentes aos pesos
iniciais e finais médios dos animais de cada grupo experimental. Além disso, séo
apresentados os pesos médios e 0s pesos relativos (peso relativo do figado por
cada 100 g de animal) dos figados dos animais constatados por ocasido do

sacrificio.

Tabela 1 - Pesos corpéreos inicial e final, bem como peso relativo do figado de ratos
da linhagem F344 do grupo Normal e dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos

ao modelo de hepatocarcinogénese do RH.

Grupos Peso Peso corpéreo Peso do Peso relativo do
Corpéreo final (g) [n] Figado (g) [n] figado/100 g de
Inicial (g) [n] peso do rato [n]

Normal 63,1+4,3 281,9+20,4 83+10[11] 29+0,19[11]
[11] [11]

Agua 62,4 +3,3 235,8 + 17,2° 7,8+1,6%[10] 3,3 +0,60°[10]
[11] [10]

oM 61,6 +4,0 232,0 + 18,1° 7,5 +0,9°[11] 3,2 +0,22°[11]
[11] [11]

AO 62,6 +4,0 229,5 + 250 6,9 +0,6*°[6] 3,0 +0,12°[6]
[11] [6]

AU 62,2 +5,3 227,2 + 15,8° 7,8+15[10] 3,4 +0,78%[10]
[11] [10]

Normal= grupo n&o submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agug;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com élec de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido ursdlico.

[n]= nimero de animais no grupo.

Os valores sao respectivamente média + desvio padrao.

ddiferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p < 0,05) em
relagcéo ao grupo Normal.

bdiferenc;a estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p < 0,05) em
relacéo ao grupo OM.

Dessa forma, é possivel se verificar na Tabela 1 que os pesos iniciais e finais
dos diferentes grupos submetidos ao modelo do RH foram semelhantes. Os grupos
submetidos ao modelo do RH apresentaram pesos corpéreos finais menores do que
0 apresentado pelo grupo Normal (p < 0.05).

Considerando-se os pesos relativos dos figados, observa-se que os grupos
Agua, OM e AU tém pesos relativos de figado maiores do que o do grupo Normal (p
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< 0,05). O grupo AO apresenta peso relativo de figado menor do que o encontrado
no grupo OM (p < 0,05). Além disso, o grupo AO apresenta uma tendéncia de
difereng¢a no peso relativo do figado quando comparado ao grupo AU (p < 0,062).

Também observa-se que os grupos Agua, OM e AU apresentam peso relativo
do figado maior do que o encontrado no grupo Normal (p < 0,05). O grupo AO, por
sua vez, nao apresenta diferenca significante no peso relativo do figado quando
comparado ao grupoc Normal, mas este peso é estatisticamente menor do que o
observado em seu grupo controle OM. O grupo AO também apresenta uma
tendéncia de diferenca de peso relativo de figado quando comparado ao grupo AU
(p < 0,08).

4.2 Quantificagdo de LPN Macroscopicamente Visiveis nos Figados

Logo apds o sacrificio dos animais, foram contados os nédulos de hepatécitos
(lesbes pré-neoplasicas visiveis a macroscopia) presentes a superficie (Figura 6) e
ao corte em fatias de aproximadamente 3 mm, de cada lobo hepatico. Além disso,
foram estimadas as suas dimensdes.

Os resultados observados em relagdo ao exame macroscopico do figado dos
ratos dos diversos grupos experimentais encontram-se apresentados nas Tabelas 2

e 3 a seqguir.
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Tabela 2 - Incidéncia e numero de ndédulos hepaticos macroscopicamente visiveis de
ratos da linhagem F344 normais e dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese do RH.

Nuamero de . Nuamero total
ratos com Incidéncia Total de de nédulos/
Grupo nédulos/niimero de nédulos (%) nédulos Ndmero de ratos
total de ratos com nodulos
(multiplicidade)
Agua 10/10 100% 704 70,4 +62,0
OM 11/11 100% 663 60,2 + 30,9
AO 6/6 100% 396 66,0 +65,0
AU 10/10 100% 1009 100,9 +71,2

Normal= grupo nao submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua;

Oleo= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com dleo de milho;
AO= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com acido oleandlico;
AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido ursdlico.
Os valores de multiplicidade s&o respectivamente média + desvio padrdo.

Verifica-se pela Tabela 2 que o modelo de hepatocarcinogénese do
“hepatocito resistente” promoveu a incidéncia de nédulos de hepatécitos em 100%
dos grupos a ele submetidos. Observa-se que a multiplicidade de nddulos presentes
no grupo AU é maior do que a multiplicidade observada no grupo controle OM,
porém n&o ha significancia estatistica.

Segundo pode ser observado na Tabela 3, a maior parte do nodulos
observaveis a macroscopia nos ratos F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU e
submetidos ao modelo do RH apresentavam entre <Imm e 1mm de dimenséo.
Menos de 1% dos nédulos apresentavam dimensdes maiores do que 4 mm. Nao ha
diferengas consideraveis em relagdo aos tamanhos dos nédulos entre os grupos

experimentais submetidos ao modelo do RH.
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Tabela 3 — Porcentagens de nddulos hepaticos macroscopicamente visiveis e com
dimensdes de <1, 1, 2, 3, 4 e 5 mm, de ratos da linhagem F344 do grupo Normal e
dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do
RH.

Porcentagem de nédulos em relagao ao tamanho (mm)
Grupo <1 1 2 3 4 5
Agua  40,1% 46,4% 12,1% 1,0% 04% 0%
oM 70,3% 249% 4,1% 0,4% 0,1% 0,1%
AO 59,8% 33,8% 6,1% 0% 0% 0,2%
AU 43,0% 29,9% 252% 1,5% 0,2% 0,2%

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho;
AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;
AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursélico.
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Figura 6 - Lesdes pré-neoplasicas macroscopicas em figado de rato da linhagem
F344 (grupo OM) submetido ao modelo de hepatocarcinogénese do RH. As setas
indicam nédulos de hepatdcitos na superficie.
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4.3 Quantificacdo de LPN (Focos e Noédulos de Hepatécitos) GST-p

Positivas

Baseando-se em critérios previamente publicados (FARBER et al. 1988;
OHASHI et al., 1996), decidiu-se no presente estudo por procurar classificar as LPN
totais (focos/nédulos de hepatécitos) positivas para GST-p, como sendo persistentes
(Figura 7) ou em remodelagao (Figura 8).

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam o0s resultados da analise morfométrica das
LPN marcadas imunoistoquimicamente para a enzima GST-p, em figados de ratos
F344 entubados com agua (grupo Agua), 6lec de milho (grupo controle OM), acido
oleandlico (AQO) e acido ursdlico (AU), e submetidos ao modelo do hepatdcito

resistente (RH).

Tabela 4 - Numero médio de LPN (totais, persistentes e em remodelagdo) GST-p
positivas por cm? de tecido hepético, dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao

modelo de hepatocarcinogénese do RH.

GRUPOS n Niamero médio de LPN Numero médiode  Numero médio de

Totais (Persistentes LPN LPN em
+Remodelagao)/cm? Persistentes/cm? Remodelagio/cm?
AGUA 10 58,25+ 17,59 32,33 £ 11,35 2591+£9,24
oM 11 80,59 £ 19,022 36,86 £ 8,40 43,72 + 13,42°
AO 6 66,19 £ 18,03 38,62 £13,37 27,56 + 8,28
AU 9 70,76 £ 15,66 39,12+ 10,70 31,63 + 11,64°

LPN= lesGes pré-neoplasicas;

Normal= grupo néo submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com dleo de milho;

AQ= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &acido ursdlico.

Os valores se referem a média * desvio padrédo. n= numero de animais.

*diferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student n&o pareado (p < 0,05) em
relagéo ac grupo Agua,;

bdifereng:a estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p < 0,05) em
relagdo ao grupo OM.

Como mostra a Tabela 4, os grupos AO e AU ndo apresentam diferenga

estatisticamente significante em relagdo ao numero médio de LPN hepaticas totais
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GST-p positivas (focos e noédulos de hepatécitos persistentes e em remodelagéo),
guando comparados ao grupo entubado com dleo de milho (grupo controle OM). O
grupo OM, ao contrario, apresentou um numero significantemente maior de LPN
GST-p positivas totais quando comparado ao grupo Agua (p < 0,05).

Em relacédo as LPN persistentes, n&o se observou diferengas estatisticamente
significantes no numero médio dessas lesdes entre os grupos.

O grupo OM apresentou maior numero médio de LPN em remodelagcdo
quando comparado ao grupo Agua (p < 0,05). Nos grupos AO e AU observou-se um
menor numero médio de LPN em remodelacdo quando comparados ao grupo
controle OM (p < 0,05).
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Figura 7 - Digitalizagdo de lamina com corte histologico de figado de rato F-344 tratado
durante 8 semanas consecutivas com 6leo de milho (grupo OM) e submetido ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH. Verificar imunomarcagédo pela GSTP em foco de hepatécito

considerado como “persistente” (observar bordas definidas e coloragdo homogénea).

Objetiva de 10X.
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Figura 8 - Digitalizacdo de lamina com corte histolégico de figado de rato F-344 tratado
durante 8 semanas consecutivas com 6leo de milho (grupo OM) e submetido ao modelo de
hepatocarcinogénese do “RH”. Verificar imunomarcacgéo pela GSTP em foco de hepatdcito
considerado como “em remodelacdo” (observar bordas irregulares e coloragdo heterogénea

no interior do foco). Objetiva de 10X.
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Tabela 5 - Area média (mm?) de LPN (totais, persistentes e em remodelagéo) GST-p
positivas, dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos aoc modelo de
hepatocarcinogénese do RH.

GRUPOS n Area médiade LPN Area média de LPN Area média de LPN em

Totais Persistentes Remodelagao
(mm?) (mm?) (mm?)
AGUA 10 0,63 10,37 0,90 £ 0,52° 0,25+£0,11
OM 11 0,60+£0,32 0,97 £ 0,55° 0,28+£0,13
AO 6 0451+0,23 0,95 +0,52° 0,18 £ 0,07°
AU 9 0621047 0,96 + 0,66° 0,18 £ 0,14°

LPN= lesbes pré-neoplasicas;

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursélico.

Area média + desvio padrdo das LPN GST-p positivas.

n= ndmero de animais.

ddiferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student pareado (p < 0,05) quando
comparado as LPN em remodelagio;

bdiferenc;,a estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p < 0,05)
quando comparado ao grupo OM;

Observa-se na Tabela 5 que a area media das LPN GST-p positivas
persistentes foi maior em todos os grupos quando comparadas as areas médias das
LPN em remodelacado (p < 0,05). Nos grupos AO e AU, a area média das LPN em
remodelacao foi menor do que aquela observada no grupo OM (p < 0,05).
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Tabela 6 - Porcentagem da area do corte de tecido hepatico ocupada por LPN
(totais, persistentes e em remodelacdo) GST-p positivas, dos grupos Agua, OM, AO
e AU submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH.

GRUPOS n % Area do corte % Area do corte % Area do corte
ocupada por LPN ocupada por LPN ocupada por LPN em

Totais Persistentes Remodelagiao
AGUA 10 38,26 £+ 26,48 32,25 + 25,14° 6,18+ 2,88
OM 11 48,49 £ 25,50 35,72 + 21,66° 12,84 + 6,38°
AQ 6 31,19 £ 22,91 36,91 +20,87° 4,86 £ 2,05°
AU 9 41,51 £ 29,29 34,17 + 27,85° 7,76 £5,16°

LPN= lesGes pré-neoplésicas;

Normal= grupo n&o submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com éleo de milho;

AQ= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com éacido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursélico.

Os valores se referem a média + desvio padrdo. n= nlmero de animais.

diferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de student pareado (p< 0,05) quando
comparado ao valor da % da area do corte ocupada por LPN em remodelagéo;

bdiferenc;,a estatisticamente significante de acordo com o teste t de student ndo pareado (p< 0,05)
quando comparado ao valor da % da area do corte ocupada por LPN em remodelagéo do grupo
Agua.

‘diferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de student ndo pareado (p< 0,05)
quando comparado ao valor da % da drea do corte ocupada por LPN em remodelagéo do grupo OM.

Observa-se na Tabela 6 que a porcentagem da area do corte ocupada por
LPN persistentes GST-p positivas esteve maior em todos os grupos quando
comparada as porcentagens da area do corte ocupadas por LPN em remodelacdo (
p< 0,05).

O grupo OM apresentou maior porcentagem de area de corte ocupada por
LPN GST-p positivas em remodelagio quando comparado ao grupo Agua (p < 0,05).

Ja nos grupos AO e AU, observa-se uma menor porcentagem de area de
corte ocupada por LPN GST-p positivas em remodelacdo quando comparados ao

seu grupo controle OM (p < 0,05).
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4.4 Concentracao Plasmatica de Colesterol Total

Por ocasido do sacrificio dos animais submetidos ao Protocolo Experimental
uma amostra de sangue dos mesmos foi colhida, visando-se avaliar a concentragio
plasmatica de colesterol total (mg/dL). Foi determinada a concentracao de colesterol
total nas amostras de sangue, e os resultados s&o mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragcao plasmatica de colesterol total (mg/dL) de ratos da linhagem
F344 do grupo Normal e dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de

hepatocarcinogénese do RH.

Grupo Normal Agua oM AO AU
Média 59,0+ 10,1 70,9+10,3* 71,5+12,0° 64,1+19,0 70,1+ 9,8°

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &gua;

OM= grupo submetide ao modelo do RH e entubado com dleo de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubadc com &cido oleandlico;

AU= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com acido ursélico.

Os valores se referem a média + desvio padréo.

diferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p< 0,05)
quando comparado grupo Normal.

Pode-se observar na Tabela 7 que os grupos Agua, OM e AU apresentaram
concentragdes plasmaticas de colesterol total mais elevadas do que a observada no
grupo Normal {(p < 0,05). O grupo AO né&o apresentou diferenga estatistica da
concentragdo plasmatica de colesterol em relagdo ao grupo Normal, porém nao foi
observada diferenga estatistica em relagao ao grupo controle OM.

Também nao se observou diferengas estatisticamente significantes entre
concentragbes plasmaticas de colesterol total nos grupos Agua, OM, AO e AU
submetidos ao modelo do RH.
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4.5 Avaliacao da Expressdao do Gene que Codifica para a Enzima HMG-
CoA Redutase

Para a avaliagdo da expressdo do gene que codifica para a enzima HMG-CoA
redutase nos grupos experimentais, foi extraido o RNA total de amostras de figado
obtidas por ocasiaoc do ensaio biolégico. Esse RNA foi submetido a analise pela
técnica de “dot blot”, e os resultados assim obtidos sdo mostrados na Figura 9.

Como pode ser observado na Figura 9, a expressdo do gene da enzima
HMG-CoA redutase esteve aumentado nos grupos AO e AU quando comparados ao
grupo Normal (p< 0,05). Dentre os grupos tratados com os triterpendides, apenas no
grupo AU observa-se um aumento da expressao do gene de HMG-CoA redutase em
relacdo ao grupo OM (p< 0,05). A expressao desse gene esteve também aumentado
no grupo AU quando comparado aos grupos Agua e AO (p< 0,05).

Tanto o grupo Agua quanto o grupo OM apresentaram um aumento de
expressdo do gene que codifica para a HMG-CoA redutase com uma tendéncia de
diferenca estatistica quando comparados ao grupo Normal, com valores de p= 0,055

e p= 0,077, respectivamente.
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unidades densitométricas arbitrarias

Figura 9 — Expressao do gene que codifica para a enzima HMG-CoA redutase avaliada por
“dot blot” em figado de ratos F344 submetidos ao Protocolo Experimental (Figura 4). Os
valores (média + desvio padréao) estédo expressos em unidades densitométricas arbitrarias do
grupo Normal e dos grupos submetidos ao modelo do “RH".

Normal= grupo n&o submetido a qualquer tratamento (n = 6);

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua (n = 6);

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com éleo de milho (n = 6);

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico (n = 6);

AU= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com acido ursdlico (n = 6).

diferenca estatisticamente significante em comparacao com o grupo Normal (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student.

®diferenca estatisticamente significante em comparacéo com o grupo OM (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student.

“diferenca estatisticamente significante em comparacéo com o grupo Agua (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student.

ddiferenca estatisticamente significante em comparacéo com o grupo AO (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student.
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4.6 Concentracao de DNA Determinada pelo Método de Burton

Amostras de figados dos ratos submetidos aoc modelo do RH e dos grupos
experimentais foram utilizadas para a determinagdo de concentragdo de DNA pelo

método de Burton, e os resultados s&do mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentragdo média e desvio padrdo de DNA em mg/100g de tecido
hepatico de ratos da linhagem F344 do grupo Normal e dos grupos Agua, OM, AO e

AU submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH.

Grupo Normal Agua oM AO AU
Meédia 1,49+0,27 1,90+0,38% 2,15+0,32® 2,01+0,67° 2,22+0,39°

Normal= grupo néo submetido a qualquer tratamento (n= 11),

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua (n= 10);

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6lec de milho (n= 11);

AOQO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido oleandlico (n= 6);

AU= grupo submetido a0 modelo do RH e entubado com acido ursélico (n= 9).

Os valores se referem a média + desvio padréo.

*diferenca estatisticamente significante de acordo com o teste t de Student ndo pareado (p< 0,05)
quando comparado ao grupo Normal.

Basicamente, nota-se que ha um aumento da concentracdo de DNA nos
grupos experimentais submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH se
comparados ao grupo Normal (p < 0,05).

4.7 Contagem de Hepatécitos Marcados Imunoistoquimicamente para
BrdU

Por meio de dupla-marca¢ao imunoistoquimica de BrdU e GST-p, foi feita a
contagem de hepatocitos marcados para BrdU nos grupos experimentais submetidos
ao modelo do RH, discriminando-se as areas de tecido ndo pré-neoplasico, LPN
persistentes e em remodelagdo. Também foi feita a contagem de hepatécitos

MAZZANTINI, R.P. — FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS — USP



RESULTADOS 85

marcados imunoistoquimicamente para BrdU nos animais do grupo Normal. A
Figura 10 ilustra a dupla-marcag&o imunoistoquimica de BrdU e GST-p, e os dados
obtidos com a contagem de hepatdcitos marcados para BrdU sdo mostrados na
Tabela 9.

Tabela 9 - NiUmero médio de hepatdcitos imunoistoquimicamente marcados para
BrdU por mm? de corte histolgico de figado de ratos da linhagem F344 do grupo
Normal e dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH, discriminando-se tecido nado pré-neoplasico, LPN
persistentes e em remodelagéo.

Grupos (n) Tecido nao pré- LPN Totais LPN LPM em Tecido
neoplasico Persistentes Remodelagdo normal

Normal (11) - - - - 1,68 + 0,92

Agua (10) 210+214 1,99+081° 225+1,04° 1,32+0,74 -

OM (9) 1,35+0,70 0,83 +0,52*° 1,01 +0,72°° 0,50 + 0,47%°

AO (4) 1,31+ 0,54 1,27 + 0,44 1,35 + 0,47 0,97 + 0,53 -

AU (8) 1,19 + 1,21 1,51+ 1,40 1,56 + 1,51 1,51 + 1,25° -

Normal= grupo nio submetido a qualquer tratamento;
Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &gua;
OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho;
AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;
AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursélico.
Os valores se referem a média + desvio padrio.
n= numero animais utilizados para a analise.
ddiferenca estatisticamente significante quando comparado ao tecido n&o pré-neoplasico do mesmo
grupo, de acordo com o teste t de Student pareado (p < 0,05);
diferenca estatisticamente significante quando comparado as LPN em remodelag&o, de acordo com
o teste t de Student pareado (p < 0,05);
°diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo Agua, de acordo com o teste t de
Student néo pareado {p < 0,05);
ddifereng;a estatisticamente significante quando comparado ac grupc OM, de acordo com o teste t de
Student nao pareado (p < 0,05);

Considerando-se cada grupo separadamente, como pode ser observado na
Tabela 9, o grupo Agua apresenta mais imunomarcagdo de BrdU em LPN
persistentes quando comparadas as LPN em remodelagao (p < 0,05).
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O mesmo pode ser observado no grupo OM, onde ha menor imunomarcagao
de BrdU nas LPN em remodelag¢do, se comparadas as LPN persistentes (p < 0,05).
Além disso, ainda nesse grupo, as LPN em remodelagdo apresentaram menos
nucleos de hepatdcitos marcados para BrdU quando comparadas ao tecido ndo pré-
neoplasico (p < 0,05).

O grupo AO nao apresentou diferengas estatisticamente significantes entre a
imunomarcacdo de tecido ndo pré-neoplasico, LPN totais, persistentes ou em
remodelagdo.

Da mesma maneira, no grupo AU n&o se observam diferencas
estatisticamente significantes entre tecido nao pré-neoplasico, LPN totais,
persistentes ou em remodelagao.

Na comparagio entre grupos, observa-se que o grupo OM apresentou menor
numero de hepatdcitos marcados para BrdU nas LPN totais, nas persistentes e nas
em remodelacdo quando comparado ao grupo Agua (p < 0,05). O tecido ndo pré-
neoplasico do grupo OM, no entanto, ndo apresentou diferenga na imunomarcagao
de BrdU ao ser comparado ao tecido ndo pré-neoplasico grupo Agua.

Comparando-se o grupo AO com seu respectivo controle OM, nota-se que
ndo ha diferengas significantes entre o niimero de hepatécitos marcados para BrdU,
tanto no tecido nao pré-neoplasico quando nas LPN totais, persistentes e em
remodelacgao.

Em relacdo ao grupo AU, entretanto, ao ser comparado com o grupo OM,
observa-se um maior numero de hepatécitos marcados para BrdU nas LPN em
remodelagdo (p < 0,05).

MAZZANTINI, R.P. - FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP



RESULTADOS 87

Figura 10 - Digitalizagdo de lamina de corte histolégico de figado de rato F344
tratado durante 8 semanas consecutivas com 6leo de milho (grupo OM, controle) e
submetido ao modelo de hepatocarcinogénese do “hepatécito resistente”. Verificar
dupla-marcag¢ao imunoistoquimica para LPN GST-p positiva (area avermelhada) e
para BrdU (nucleos indicados pelas setas, fora e dentro de uma LPN). Objetiva de
40X.
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4.8 Contagem de Corpusculos Apoptéticos

Para a contagem do niumero de corpusculos apoptdéticos foi utilizado o método
de fluorescéncia de eosina, descrito no item Material e Métodos, no qual os
corpusculos apoptéticos tornam-se fluorescentes, como ilustrado na Figura 11. A
Tabela 10 apresenta os dados referentes a quantificagdo de corpusculos
apoptoticos hepaticos do grupo Normal, bem como das areas nao pré-neoplasicas
ao redor das LPN, e das proprias LPN (persistentes ou em remodelacao) de ratos
F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de

hepatocarcinogénese do RH.

Tabela 10 - Quantificagdo de corpusculos apoptéticos hepaticos (nimero/mm?) de
ratos da linhagem F344 do grupo Normal e de tecido n&o pré-neoplasico ao redor
das LPN (focos e nddulos de hepatdcitos), e das préprias LPN, sejam elas totais,
persistentes ou em remodelagdo dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese do RH.

Grupos (n) Tecido néo pré- LPN Totais LPN LPN em Tecido
neoplasico Persistentes Remodelagéo Normal

Normal (10) - - - - 0,54 +0,40

Agua (10) 0,75+0,3 1,69+1,7° 1,24 £1,0*° 2,18 £1,4>°° -

OM (11) 0,79+0,8 0,79+0,9 0,68+0,9 1,49+23 -

AO (8) 0,71+£0,3 1,19 +1,2¢ 0,91+0,9 3,12 £ 2,970

AU (8) 0,71+0,5 1,14 £0,7° 0,99+0,7 2,56 1£2,8*°° -

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido ursdlico;

n= nimero de animais, os valores se referem a média + desvio-padréo.

ddiferenca estatisticamente significante em comparagéo ao tecido ndo pré-neoplasico (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student pareado.

bdifereng:a estatisticamente significante em comparagdo com as LPN persistentes (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student pareado.

‘diferenga estatisticamente significante em comparagéo com o grupo OM (p < 0,05), de acordo com o
teste t de Student n&o pareado.
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ddiferenga estatisticamente significante em comparagdo com LPN em remodelacio (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student pareado.

®diferenca estatisticamente significante em comparagéo com o grupo Normal (p < 0,05), de acordo
com o teste t de Student néo pareado.

Comparando-se 0 numero medio de corpusculos apoptéticos das LPN
persistentes com seus respectivos tecido néo pré-neoplasico, pode-se notar que ndo
ha diferengas nos grupos, apesar do valor numérico elevado encontrado para LPN
persistentes do grupo Agua.

Considerando-se as diferengas entre 0s numeros médios de corpusculos
apoptéticos por mm? das LPN em remodelagao, constata-se que houve um aumento
desse numero quando comparado ao tecido n&o pré-neoplasico, nos grupos Agua,
AO e AU (p < 0,05). No grupo OM, porém, apesar de haver quase o dobro de
corpusculos apoptéticos, em media, em relagdo ao seu tecido ndo pré-neoplasico,
esse valor ndo atingiu significancia estatistica.

Observa-se um maior numero meédio de corpusculos apoptoticos nas LPN em
remodelacéo de todos os grupos quando comparadas com as LPN persistentes.
Estes valores, porém, apresentam diferenca estatisticamente significante apenas no
grupo AO (p < 0,05), ao passo em que apresentam tendéncia de diferenca nos
grupos OM e AU, com p= 0,094 e 0,065, respectivamente.

Os grupos AO e AU apresentaram maior nimero de corpuisculos apoptoéticos
nas LPN em remodelagdo quando comparados ao grupo controle OM (p < 0,05).

As LPN totais dos grupos Agua e AU apresentaram maior nimero de
corpusculos apoptéticos se comparados ao grupo Normal (p < 0,05). Da mesma
maneira, as LPN persistentes do grupo Agua apresentaram maior nimero de
corpusculos apoptéticos quando comparado ao grupo Normal (p < 0,05). Também
observa-se um maior numero de corplisculos apoptéticos nas LPN em remodelagdo
dos grupos Agua, AO e AU em relagéo ao grupo Normal (p < 0,05).
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Figura 11 - Exemplo de corpusculo apoptético detectado em corte histolégico de

figado de rato F344 submetido ao modelo do RH e corado com hematoxilina e

eosina (H&E) em luz normal transmitida (A), e a mesma regido do corte observada

em microscopia de fluorescéncia (B). As setas indicam o corpusculo apoptético.

Obijetiva de 40X.
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4.9 indice de Crescimento Ajustado

Os resultados obtidos com a dupla-marcagéo imunoistoquimica para GST-p e
BrdU permitiram fazer a contagem de hepatocitos proliferando em diferentes
instancias, a saber, no tecido ndo pré-neoplasico, e nas LPN persistentes ou em
remodelagdo. De maneira semelhante, foi feita a contagem de corpusculos
apoptéticos, ou seja, discriminando-se sua localizagdo no tecido hepatico. Assim, a
taxa real de crescimento das populagcbes celulares pbéde ser analisada, sendo
considerada positiva ou negativa (KONG e RINGER, 1996).

De posse dessas informagdes, pdde ser obtido o indice de Crescimento
Ajustado (ICA), que é calculado dividindo-se a média da contagem de corpusculos
apoptéticos por mm? de area (tecido ndo pré-neoplasico, LPN persistente ou em
remodelacdo) pela média da contagem de marcagdo para BrdU por mm? de area
(tecido nao pré-neoplasico, LPN persistente ou em remodelac¢ao).

Esse indice de Crescimento Ajustado tem por significado o quanto uma
populacao celular prolifera ou morre. Portanto, se esse indice estiver abaixo de 1, o
mesmo indica que o tecido esta proliferando mais do que morrendo. Ao contrario
disso, se o indice estiver acima de 1, considera-se que a populagdo celular esta
diminuindo.

O ICA foi calculado para os ratos da linhagem F344 do grupo Normal e dos
grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH.
O resultado pode ser observado na Tabela 11.
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Tabela 11 - indice de Crescimento Ajustado de tecido hepatico de ratos da
linhagem F344 do grupo Normal e de tecido n&o pré-neoplasico ao redor das LPN
(focos e nodulos de hepatécitos), e das proprias LPN, sejam elas totais, persistentes

ou em remodelagdo dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de

hepatocarcinogénese do RH.

Grupos Tecidondao LPN Totais LPN LPN em Normal
pré- Persistentes Remodelacao
neoplasico

Normal - - - - 0,44 + 0,20

Agua  048+035 063+058 0,51%0,50 1,561 +£0,68*>¢ -

OM 0,54+052 058+0,30° 041+0,19 2,50 +£2,43*P%4 -

AO 0,34 +0,36* 0,61+0,86° 0,45+0,61° 2,21 +3,07%° -

AU 0,85 +0,89° 0,78 +0,57° 0,64 +0,45% 1,73 £1,43%° -

LPN= les&o pré-neoplasica;

Normal= grupo n&o submetido a qualquer tratamento;

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &gua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico;

AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursdlico;

“diferenca estatisticamente significante em comparagao ao grupo “Normal” (p < 0,05), de acordo com
o teste t de Student ndo pareado.

bdifereng;a estatisticamente significante em comparagéo com o tecido néo pré-neopiasico (p < 0,05),
de acordo com o teste t de Student pareado.

“diferenga estatisticamente significante em comparagdo com as LPN Persistentes (p < 0,05), de
acordo com o teste t de Student pareado.

‘diferenca estatisticamente significante em comparacdo com LPN Totais (p < 0,05), de acordo com o
teste t de Student pareado.

Pode-se observar na Tabela 11 que o ICA do grupo Normal, bem como do
tecido nao pré-neoplasico, das LPN totais e das LPN persistentes de todos os
grupos submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH (Agua, OM, AO e AU)
esteve abaixo de 1.

Por outro lado, as LPN em remodelacédo de todos os grupos submetidos ao
modelo do RH, ou seja, Agua, OM, AO e AU, apresentaram ICA maior que 1.

Os ICAs das LPN em remodelagéo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes quando comparados aos ICAs das LPN persistentes de todos os grupos
(p < 0,05), exceto do grupo AO (p= 0,12).
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4.10 Verificacdo da Intensidade dos Danos no DNA (Técnica do
COMETA)

Para se verificar a intensidade de danos no DNA dos animais dos grupo
Normal, Agua, OM, AO e AU, utilizou-se no presente estudo o método do “cometa’.

A Tabela 12 apresenta os valores referentes aos comprimentos dos
“cometas” obtidos com os figados dos ratos F344 dos grupos submetidos ao modelo
de hepatocarcinogénese (Agua, OM, AO, AU) durante 8 semanas consecutivas, bem
como do grupo Normal tratado ou ndo com peroxido de hidrogénio (controles
positivo e negativo, respectivamente). Exemplos de cometas podem ser observados
na Figura 12.

Tabela 12 - Comprimento dos “Cometas” (um) dos figados de ratos da linhagem
F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH, bem como dos hepatécitos dos ratos tratados ou nao
com peréxido de hidrogénio (controles positivo e negativo, respectivamente).

Grupo/ n Comprimento dos “Cometas”(um)*
Normal/11 98,8 + 4,6%°

H,0./10 178,3 £ 5,1°

Agua/10 107,0 £ 4,5°°

OM/11 111,7 £ 5,6*°¢

AO/ 6 120,2 + 6,0%°°¢

AU/M0 117,2 £ 7,0

Normal= grupo n&o submetido a qualquer tratamento;

H,0,= grupo Normal cujos hepatécitos foram tratados com perdxido de hidrogénio;

Agua= grupo submetido aoc modelo do RH e entubado com agua;

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com Gleo de milho;

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido oleandlico;

AU= grupo submetido ao maodelo do RH e entubado com &cido ursdlico;

n= numero de animais, *média + desvio-padrio;

ddiferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo H,0; (p< 0,05), segundo o teste t de
Student néo pareado.

bdifereng;a estatisticamente significante em relagéo ao grupo Normal (p< 0,05), segundo o teste t de
Student ndo pareado.

“diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo Agua (p< 0,05), segundo o teste t de
Student ndo pareado.
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ddiferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo OM (p< 0,05), segundo o teste t de
Student nao pareado.

*tendéncia de diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo OM (p = 0,061), segundo o
teste t de Student néo pareado.

Pode-se observar na Tabela 12 que todos os grupos submetidos ao modelo
do RH (Agua, OM, AO e AU), apresentaram “cometas” de comprimento maior
quando comparados ao grupo Normal (p > 0,05). Da mesma forma, observa-se
“‘cometas” de comprimento maior nos grupos OM, AO e AU quando comparados ao
grupo Agua (p < 0,05).

O grupo AO apresentou “cometas” de comprimento maior quando comparado
ao grupo controle OM (p < 0,05). O grupo AU apresentou aumento de comprimento
de “cometas” quando comparado ao grupo controle OM, com tendéncia de diferenca

estatistica (p = 0,061).
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A)

B)

Figura 12 — Exemplo de “‘cometas” de hepatdcitos de ratos F344, (A) do grupo
Normal e (B) tratado com 6leo de milho (grupo OM) durante 8 semanas consecutivas
e submetido ao modelo do RH (Protocolo Experimental, Figura 4). Objetiva de 10x.
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4.11 Analise de p65 Nuclear por “western blot”

Preparagbes de extratos protéicos nucleares dos figados dos animais dos
grupos Normal, Agua, OM, AO e AU foram submetidas a eletroforese de gel de
poliacrilamida e “imunoblot” para a proteina p65 (NF-xB).

A Figura 13 apresenta exemplo de filme fotografico com bandas obtidas pela
técnica de “western blot”. A leitura de intensidade das bandas foi efetuada por meio
de densitometria. Os valores assim obtidos foram expressos em unidades
densitométricas arbitrarias, e os resultados podem ser graficamente visualizados na
Figura 14.
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Figura 13 - Filme fotografico mostrando bandas obtidas pela técnica de “western
blot” da proteina p65 de extratos nucleares (A), totais (B) e citoplasmaticos (C) de
figado de ratos F344 submetidos ao Protocolo Experimental (Figura 4). As bandas
estdo na altura de 65 kDa, correspondente ao p65. Abaixo de cada filme, respectiva
membrana de nitrocelulose corada com “Coomassie Blue”, para normalizagdo de
acordo com a quantidade de proteina de extrato nuclear de cada amostra carregada
no gel de poliacrilamida. As amostras séo:

1 e 2 grupo controle Normal; 3 a 5, grupo Agua; 6 ao 8, grupo OM; 9 ao 11, grupo
AO; 12 ao 14, grupo AU.

MAZZANTINI, R.P. - FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP



RESULTADOS 98

35

30 - 3
25 -
20 -
15 -

10 -

unidades densitométricas arbitrarias

0 . :
Normal Agua OM

grupos

Figura 14 - “western blot” da proteina p65 de extratos nucleares de figado de ratos
F344 submetidos ao Protocolo Experimental (Figura 4). Os valores (média + erro
padrdo) estdo expressos em unidades densitométricas arbitrarias dos grupos
submetidos ao modelo do RH em relagdo ao grupo controle Normal, considerado
como 1.

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento (n = 4);

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua (n = 6);

OM= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com éleo de milho (n = 6);

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico (n = 6);
AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursoélico (n = 6).
diferenca estatisticamente significante em comparagéo com o grupo Normal (p <
0,05), de acordo com o teste t de Student.

Pdiferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo OM (p < 0,05),
de acordo com o teste t de Student.
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Como pode ser observado na Figura 14, todos os grupos submetidos ao
modelo do RH (Agua, OM, AO e AU), apresentam aumento da presenca de p65
nuclear quando comparados ao grupo Normal, sendo este aumento estatisticamente
significante (p < 0,05). Os grupos AO e AU apresentam aumento da presenca de
p65 nuclear quando comparados ac grupo controle OM (p < 0,05).

4.12 Expressao de p65 Hepatico por “western blot”

Além da analise da presenga de p65 no nucleo das células, que nos da idéia
da sua ativagdo, foi avaliada a expressdo de p65, fazendo uso da técnica de
“‘western blot” (MUKHOPADHAYAY et al., 1995, LIU et al.,, 2002, BOURS et al,
1994), ilustrada na Figura 13. Para tanto, foi utilizado extrato protéico de tecido
hepatico de ratos da linhagem F344 dos grupos Normal e dos grupos Agua, OM, AO
e AU submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH.

O resultado pode ser visto no Figura 15 a seguir:
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Figura 15 - “western blot” da proteina p65 de extrato protéico total de figado de ratos
F344 submetidos ao Protocolo Experimental (Figura 4). Os valores (média + erro
padrdo) estdo expressos em unidades densitométricas arbitrarias dos grupos
submetidos ao modelo do RH em relagdo ao grupo controle Normal, considerado
como 1.

Normal= grupo nao submetido a qualquer tratamento (n = 4);

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua (n = 6);

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com éleo de milho (n = 6);

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com &cido oleandlico (n = 6);
AU= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido ursdlico (n = 6).
diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo Normal (p <
0,05), de acordo com o teste t de Student.

bdiferent;a estatisticamente significante em comparag¢éo com o grupo OM (p < 0,05),
de acordo com o teste t de Student.
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Os resultados apresentados na Figura 15 demonstram que o modelo de
hepatocarcinogénese promoveu um aumento da expressdo de p65 no figado. A
andlise estatistica dos dados revela que todos os grupos submetidos ao modelo do
RH tiveram um aumento estatisticamente significante em relagéo ao grupo Normal (p
< 0,05).

O grupo AO apresentou aumento de expressao de p65 em relagdo ao grupo
OM, com tendéncia de diferenga estatistica (p= 0,06). O grupo AU apresentou um

aumento da expressao de p65, quando comparado ao grupo controle OM.

4.13 Avaliacao da Presencga de p65 no Citoplasma por “western blot”

Com o intuito de avaliarmos a presenca de p65 na fragdo citoplasmatica das
células do tecido hepatico dos diferentes grupos experimentais, foi utilizada a técnica
de “western blot” nos extratos protéicos referentes ao citoplasma, obtidos por
ocasido da extragéo das fragdes de proteina nuclear, como descrito no Item Material
e Métodos. O resultado da técnica é ilustrado na Figura 13.

A analise quantitativa da intensidade das bandas € mostrada na Figura 16.
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Figura 16 - “western blot” da proteina p65 de fragdo citoplasmatica de figado de
ratos F344 submetidos ao Protocolo Experimental (Figura 4). Os valores (média *
erro padrdo) estdo expressos em unidades densitométricas arbitrarias dos grupos
submetidos ao modelo do RH em relagdo ao grupo controle Normal, considerado
como 1.

Normal= grupo ndo submetido a qualquer tratamento (n = 4);

Agua= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com agua (n = 6);

OM= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com 6leo de milho (n = 6);

AO= grupo submetido ao modelo do RH e entubado com acido oleandlico (n = 6),
AU= grupo submetido ac modelo do RH e entubado com &cido ursoélico (n = 6).
diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo Normal (p <

0,05), de acordo com o teste t de Student.
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Segundo o resultado obtido, observa-se na Figura 16 que nos grupos
submetidos ao modelo do RH (grupos Agua, OM, AO e AU) ha um aumento da
presenga de p65 no citoplasma em relagdo ao grupo Normal. Nao foram observadas
diferencas na intensidade das bandas entre os grupos submetidos ao modelo do
RH. No entanto, em nenhum dos grupos os valores de unidades densitométricas
arbitrarias alcangaram diferenga estatistica. O grupo AO, entretanto, apresentou uma
tendéncia de diferenga estatisticamente significante quando comparado ao grupo
Normal (p= 0,057).

4.14 Imunoistoquimica de p53

Foi feita a marcagdo imunoistoquimica para a proteina p53 nos figados dos
grupos submetidos ao modelo do RH. A Figura 17 ilustra marcagdes citoplasmaticas
para p53, enquanto a Figura 18 ilustra o controle positivo de marcagcédo para p53
nuclear.

Observou-se marcagao citoplasmatica de p53 nos hepatoécitos de uma parte
das LPN. Raras marcagdes nucleares para p53 foram observadas, e o tecido nao
pré-neoplasico adjacente a essas LPN nao apresentou presenga de p53 detectavel
por imunoistoquimica. Foi feita a contagem total das LPN p53 positivas, e o
resultado é expresso em porcentagem de LPN na Tabela 13.
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A)

C)

Figura 17 - Digitalizacdo de lamina com corte histolégico de figado de rato F344 tratado
durante 8 semanas consecutivas com 6leo de milho (grupo OM, controle) e submetido ao
modelo de hepatocarcinogénese do RH (Protocolo Experimental, Figura 4). A) LPN
persistente marcada para p53. Objetiva de 10x. B) Detaihe de LPN persistente marcada
para p53. Objetiva de 20x. C) Detalhe de imunomarcagdo citoplasmatica de p53 de
hepatdcitos de uma LPN persistente. A seta indica hepatocito com acumulo de p53 no

citoplasma. Objetiva de 40x.
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Figura 18 - Controle positivo para marcagéo imunoistoquimica de p53, carcinoma de
células escamosas (DakoCytomation, Carpinteria), no qual se observa marcagéo

nuclear para a proteina p53. Objetiva de 40X.
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Tabela 13 - Porcentagem (%) de LPN com marcagdo imunoistoquimica de p53
citoplasmatica, em ratos F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU e submetidos ao
modelo do RH.

Grupo Agua oM AO AU
Porcentagem 47,9% 33,7% 24,9% 47 2%

Observa-se na Tabela 13 que, no grupc Agua, 47,9% das LPN mostraram
marcacéo citoplasmatica para p53. Ja o grupo OM apresentou 33,7% de LPN com
marcacado positiva para p53, enquanto no grupo AO 24,9% das LPN eram p53
positivas. No grupo AU observou-se 47,2% das LPN com marcagédo
imunoistoquimica citoplasmatica para p53.

Da contagem total de LPN marcadas imunoistoquimicamente para p53, foi
feita a discriminagéo entre LPN persistentes e em remodelag&o. O resultado dessa
analise € mostrado na Tabela 14 em forma de porcentagem de LPN totais marcadas

para p53.

Tabela 14 - Porcentagem (%) de LPN persistentes (PER) e em remodelagdo (REM)
do total de LPN com marcagdo imunoistoquimica de p53 citoplasmatica, em ratos
F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU e submetidos ao modelo do RH.

Agua oM AO AU
PER 77,2% 66,5% 69,6% 69.7%
REM 22,8% 33,5% 30,4% 30,3%

Como pode ser observado no Tabela 13, de uma maneira geral nos grupos,
as LPN persistentes respondem pela maior parte das LPN imunomarcadas para p53.
Assim, observa-se que no grupo Agua, 77,2% das LPN p53 positivas sdo
persistentes, e 22,8% sao LPN em remodelagéo. No grupo OM, 66,5% das LPN com
marcagao para p53 sdo persistentes, enquanto 33,5% sdo LPN em remodelacdo. De
maneira semelhante, no grupo AO, as LPN persistentes respondem por 69,6% das
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lesbes p53 positivas, e as LPN em remodelagao por 30,4%. No grupo AU, 69,7%
das LPN imunomarcadas para p53 séo persistentes, e 30,3% sdo LPN em
remodelagdo.

As LPN em remodelacdo representam, em todos os grupos analisados,
aproximadamente um terco do total de LPN marcadas para p53.

4.15 Imunoistoquimica da Proteina bcl-2

Cortes histolégicos dos figados dos grupos submetidos ao modelo do RH
foram marcados por imunoistoquimica para bcl-2, e foram contadas as LPNs
persistentes ou em remodelacdo nas quais a imunomarcagdo de bcl-2 esteve
aumentada em relagdo ao tecido nao pré-neoplasico ao redor das mesmas. O
controle negativo da imunoistoquimica resultou em auséncia de marcacgdo. A Figura
19 ilustra a marcagao imunoistoquimica de bcl-2 em LPN. Foi observado que apenas
uma parte das LPN apresentavam imunomarcagao mais intensa que o seu tecido
nao pré-neoplasico adjacente, e as mesmas foram contadas, discriminando-se entre
LPN persistentes e em remodelagdo. O resultado da contagem pode ser visto na
Tabela 15.

Tabela 15 - Porcentagem (%) de LPN com marcagéo imunoistoquimica mais intensa
de bcl-2, em ratos F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU e submetidos ao modelo do
RH.

Grupo ‘Agua oM AO AU
Porcentagem  46,1% 39,1% 36,1% 38,5%

Observa-se na Tabela 15 que 46,1% das LPN do grupo Agua mostraram
marcacdo mais intensa de bcl-2. O grupo OM apresentou 39,1% de LPN com
marcagdo mais intensa para bcl-2, enquanto no grupo AO 36,1% das LPN eram bcl-
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2 positivas. 38,5% das LPN do grupo AU apresentaram marcag¢ao imunoistoquimica
mais intensa para bcl-2.

Da contagem total de LPN mais intensamente marcadas para bcl-2, foi feita a
discriminacdo entre LPN persistentes e em remodelagédo. O resultado dessa anélise
€& mostrado na Tabela 16 em forma de porcentagem de LPN totais marcadas para
bcl-2.

Tabela 16 - Porcentagem (%) de LPN persistentes (PER) e em remodelagdo (REM)
do total de LPN com marca¢ado imunoistoquimica mais intensa de bcl-2, em ratos
F344 dos grupos Agua, OM, AO e AU e submetidos aoc modelo do RH.

Agua oM AO AU
PER 78,4% 72,6% 73,0% 70,4%
REM 21,6% 27,4% 27,0% 29,6%

Como pode ser observado no Tabela 16, as LPN persistentes respondem
pela maior parte das LPN mais intensamente imunomarcadas para bcl-2 em todos
os grupos submetidos ao modelo do RH. Assim, observa-se que no grupo Agua,
78,4% das LPN mais intensamente marcadas para bcl-2 sdo persistentes, enquanto
21,6% sado LPN em remodelagdo. No grupo OM, 72,6% das LPN com marcacéo
para bcl-2 sdo persistentes, e 27,4% séo LPN em remodelagg&o. No grupo AO, as
LPN persistentes perfazem 73,0% das lesdes bcl-2 positivas, enquanto as LPN em
remodelacdo representam 27% do total de lesGes com marcagdo mais intensa de
bcl-2. No grupo AU, 70,4% das LPN imunomarcadas para bcl-2 sdo persistentes, e
29,6% sao LPN em remodelagao.

As LPN em remodelacdo representam, em todos os grupos analisados,
aproximadamente um terco do total de LPN marcadas para bcl-2.
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Figura 19 - Digitalizagcdo de lamina de corte histolégico de figado de rato F344
tratado durante 8 semanas consecutivas com 6leo de milho (grupo OM, controle) e
submetido ao modelo de hepatocarcinogénese do RH. Verificar imunomarcacgéo para
bcl-2 (A, objetiva de 10X), onde se vé aumento de expressao da proteina referida
em LPN, e detalhe mostrando marcag¢ao citoplasmatica em LPN (B, objetiva de
40X). '
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5 DISCUSSAO

5.1 Dose dos Acidos Oleandlico e Ursélico

A escolha da dose das substadncias com eventuais atividades
quimiopreventivas a serem administradas aos ratos do atual experimento foi
realizada, essencialmente, e por motivos de ordem pratica, com base na literatura.
Dessa forma, Yoshimi e colaboradores, 1992, trataram ratos com acido oleandlico
adicionado a ragdo, em uma concentragdo de 200 mg/kg. Considerando-se que um
rato F344 pesando 200 g consome, em média, cerca de 20 g de ragdo ao dia, o
mesmo ingere, conseqientemente, em torno de 4 mg/dia da substéncia. Essa
dosagem (2 mg/100 g de rato por dia, considerando-se o consumo de ragao) foi
suficiente, no caso, para que 0s animais em questio apresentassem uma menor
incidéncia e multiplicidade de neoplasias intestinais induzidas por azoximetano.

Portanto, e levando-se também em conta para efeitos de comparagao nossos
experimentos anteriores realizados com outros derivados do metabolismo do
mevalonato (p. ex., B-caroteno) (DAGLI et al., 1998; MORENO et al., 1991, 1995 a e
b, 2002; NAVES et al. 2001; RIZZI et al., 1997 e 1998) decidiu-se que 0s ratos F344
deveriam receber no presente estudo, por entubacdo gastrica, acido oleandlico ou
ursodlico em 6leo de milho na dosagem de 8 mg/100g de rato por dia durante oito
semanas consecutivas.

Outra informagao considerada importante nas atuais circunstancias e também
observavel na Figura 5 estd relacionada, eventualmente, a efeitos toxicos das
substancias testadas (&cidos oleandlico e ursoélico, principalmente o primeiro)
quando da aplicagdo concomitante do modelo do RH. Assim, nota-se que durante as
duas primeiras semanas de entubagao, e isto previamente a administragéo da DEN,
os pesos dos animais de todos 0s grupos experimentais eram equivalentes, ou seja,
as substancias ndo causaram redugéo no ganho de peso neste periodo, o que pode
ser indicio de auséncia de toxicidade na dosagem utilizada (8 mg/100 g p.c./dia).
Esse padrdao de ganho de peso corpbreo se manteve somente até a hepatectomia
parcial. Todavia, apés a mesma os grupos de animais submetidos ao modelo do RH
e tratados diariamente com os acidos oleandlico e ursélico apresentaram uma
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diminuicdo do ganho ponderal em relagdo aos demais grupos submetidos ao modelo
de hepatocarcinogénese.

Esta redugéo no ganho de peso pode talvez estar também relacionada, mais
especificamente, as mortes ocorridas apds a hepatectomia parcial no grupo de
animais tratados com &acido oleandlico. Desta forma, esse grupo experimental que
iniciou o estudo com 11 animais, teve uma ocorréncia de cinco mortes na semana
seguinte a hepatectomia. Talvez estas mortes ndo estiveram envolvidas a
complicagbes cirdrgicas, uma vez que as mesmas néao foram constatadas no grupo
controle que foi entubado com dleo de milho, ou até mesmo no grupo de animais
tratados com acido ursodlico. O estado debilitado dos ratos antes de suas mortes era
marcado por perda progressiva e excessiva de peso, bem como, talvez, anemia
evidenciada pela perda da coloragéo avermelhada tipica nos olhos, orelhas e cauda.
A necrdpsia dos mesmos constatou-se que seus figados n&o regeneraram
adequadamente, ou regeneraram muito pouco, apdés a hepatectomia parcial,
apresentado-se atrofiados e de tonalidade clara, talvez indicando insuficiéncia
hepatica. A esse respeito, por ocasido do sacrificio dos 6 ratos restantes do grupo
AO ao final do experimento, constatou-se que o peso médio dos figados e 0 peso
relativo dos figados dos ratos desse grupo eram menores quando comparados ao
grupo controle OM (Tabela 1).

Em contrapartida, o grupo de animais submetidos ao modelo do RH e
tratados com acido ursélico ndo apresentou mortalidade digna de nota. No caso,
apenas um dos ratos morreu logo apds a hepatectomia parcial, muito provavelmente
devido a complicag¢des cirurgicas.

No presente trabalho ndo foi possivel determinar a causa das mortes
observadas na vigéncia da hepatectomia parcial no grupo tratado com acido
oleandlico. A literatura cientifica ndo apresenta relatos de hepatotoxicidade por parte
de AO. Ao contrario, é relativamente extensa a literatura tratando dos efeitos
hepatoprotetores deste triterpendide, bem como do AU (MA et al., 1982; HAN et al,,
1981; LIU et al., 1995). Descreve-se que um dos possiveis mecanismos para essa
hepatoprotecdo seja uma diminuicdo da atividade de citocromo P-450. Algumas
substancias hepatotoxicas requerem ativagado metabdlica através do citocromo P-
450, e o succinato de acido oleandlico reduz a concentragdo de citocromo P-450
microsomal (ZHANG e LIU, 1984). Também foi observada uma inibicao da atividade

de citocromo P-450 microsomal de figado (25-37%) e citocromo b5 (20%), mas sem
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efeito em relagdo a NADPH-citocromo ¢ redutase. O tratamento de camundongos
com éacido oleandlico inibiu a atividade das enzimas CYP1A e CYP2A, mas ndo teve
efeito em relacdo a CYP3A, com resultados similares para o acido ursoélico (LIU et
al., 1995). Além disso, foi demonstrado que AO inibiu completamente a atividade de
CYP1A2 e CYP3A4, enquanto AU inibiu completamente a atividade de CYP2C19,
ambos em microssomos hepaticos humanos. Em outras CYPs avaliadas, no entanto,
AO e AU apresentaram pouca ou nenhuma inibi¢ao (KIM et al., 2004).

Desta forma, os efeitos protetores de AO e AU contra bromobenzeno,
tioacetamida, CCl4 e furosemida em camundongos poderiam, eventualmente, ser
parcialmente atribuidos a supressdo das enzimas do sistema do citocromo P-450.
Dessa forma, substéncias que dependem de ativagdo enzimatica pelo citocromo P-
450 para se tornarem mais toxicas teriam sua toxicidade diminuida (ZHANG e LI,
1992; LIU et al., 1995).

Apesar de nio ser o objetivo do presente estudo uma analise da possivel
toxicidade de AO e AU, pode-se supor que o acido oleandlico, na dose testada,
talvez tenha modificado a atividade da enzima do citocromo P4501A1 (CYP1A1),
principal responsavel pela biotransformacdo do 2-AAF em figado de ratos
(SPARFEL et al., 2002), e que esta modificagéo talvez possa ter influido na ativagdo
do 2-acetilaminofluoreno, aumentando-a e, portanto, inibindo de modo exacerbado a
mitose dos hepatécitos normais (ndo iniciados). Pode-se supor que essa provavel
ativagdo anormal de 2-AAF apdés a hepatectomia parcial tenha acarretado em uma
incapacidade de o figado regenerar-se, resultando na morte dos 5 animais
entubados com acido oleandlico. Segundo essa hipdtese, as mortes ndo seriam
causadas diretamente por AO, mas por uma potencializagdo do agente mitoinibitério
2-AAF.

5.2 Auséncia de Quimioprevengdo por Parte dos Triterpendides
Observada a Macroscopia do Figado

Pode-se observar na Tabela 2 que os quatro grupos experimentais
submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do RH (grupos Agua, OM, AO e
AU) apresentaram 100% de incidéncia de lesdes pré-neoplasicas

MAZZANTINI, R.P. - FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP



DISCUSSAO 113

macroscopicamente visiveis, o que por si s6 ja reflete, de certo modo, o bom
andamento do experimento e a sensibilidade da linhagem de ratos F344 & indugéo
da hepatocarcinogénese, a qual se descreve ser mais susceptivel a modelos de
carcinogénese quando comparada a outras linhagens como a Wistar, por exemplo
(WOOD et al.,, 2002).

Além disso, observa-se ainda nessa Tabela 2 que a multiplicidade de nédulos
de hepatécitos do grupo entubado com acido oleandlico (AO) e submetido ao
modelo do RH foi bastante semelhante a de seu respectivo grupo controle, ou seja,
a do grupo dleo de milho (OM). Dessa forma, isso indica que o acido oleandlico ndo
apresentou efeitos quimiopreventivos dignos de nota quando administrado
diariamente por 8 semanas consecutivas a ratos da linhagem F344 submetidos ao
modelo do RH, ao contrario do observado em estudos efetuados em outros modelos
de carcinogénese, bem como em experimentos in vitro e in vivo (OHIGASHI et al.,
1986; TOKUDA et al., 1986; YOSHIMI et al., 1992, LEE et al., 1994).

Ja o grupo que recebeu acido ursolico (AU), apresentou, ao contrario do que
se esperava, uma multiplicidade maior do que a dos demais grupos submetidos ao
modelo do RH, inclusive a do respectivo grupo controle entubado somente com éleo
de milho, apesar de néo ter atingido diferenga estatistica. Este aumento no nimero
de LPN hepaticas macroscopicas pode indicar que o AU tenha apresentado no
presente modelo um efeito indutor da carcinogénese.

Da mesma forma, vale ressaltar que no grupo AU, observou-se nao apenas
um maior numero de nodulos (Tabela 2), mas uma tendéncia a terem dimenses
maiores quando comparados ao nédulos de outros grupos (Tabela 3), o que sugere
um efeito promotor por parte do acido ursdlico quando administrado em ratos
submetidos ao modelo do RH.

Jie Liu (1995), em seu trabalho de revisdo a respeito da farmacologia de AO e
AU, descreve que o primeiro € capaz de proteger o figado da toxicidade induzida por
substancias como o CCls, cadmio, bromobenzeno, furosemida e outros compostos
hepatotéxicos conhecidos. Em contrapartida, o acido oleandlico mostrou-se ineficaz
contra a toxicidade induzida pela dimetilnitrosamina (DMN), substancia semelhante
ao agente iniciante utilizado em nosso modelo de hepatocarcinogénese (LIU et al.,
1995).

Além disto, esse mesmo autor descreve que o AO, administrado a ratos

hepatectomizados na dose de 100 mg/kg aumentou a regeneragao do figado, como
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indicado pelo aumento das mitoses, 0 que sugere uma agao do composto em nivel
de proliferagdo celular. No presente trabalho, observa-se que o AU tendeu a
aumentar o numero e o tamanho de LPN macroscépicas, o que talvez possa ter
relagdo com o que foi observado para o AO no trabalho de revisdo. Considerando-se
que na vigéncia da hepatectomia do nosso modelo os hepatécitos nao iniciados se
encontram sob os efeitos mitoinibitérios do 2-AAF, pode-se supor que os iniciados,
que sdo descritos como capazes de escaparem dessa mitoinibicdo, estejam mais
sujeitos a uma estimulagédo pelo isoprendide, com consequente indugcdo da
carcinogénese nessas condi¢des experimentais (LIU, 1995).

De maneira semelhante ao observado inclusive no presente estudo, Karim e
colaboradores (2002) ndo constataram uma agdo digna de nota por parte dos
triterpendides EC-2 e EC-4 quando administrados a ratos F344 submetidos a modelo
de hepatocarcinogénese de médio prazo induzida pela DEN e por uma hepatectomia
parcial.

Além disso, considerando-se a auséncia de atividade quimiopreventiva por
parte dessas substancias, ou a tendéncia de aumento de nédulos por parte do AU,
vale lembrar que as informagdes a respeito de seu metabolismo s&o escassas, e
pouco se sabe que tipo de biotransformag¢des elas poderiam sofrer, sobretudo no
tecido hepatico, in vivo. Nesse sentido, Hollosy e colaboradores (2001) descreveram
que o acido ursodlico perdeu toda a sua atividade quimiopreventiva, baseada em
estimulo de apoptose, em células de carcinoma epiderméide humano A431, quando
substituido por seu derivado natural chamado metil-ursolato beta D-glicosilado, o
qual possui um radical metil em sua carboxila e € glicosilado no carbono 3 de sua
cadeia.

Estes dados mostram o quéo importante € a relagdo da estrutura molecular
com a sua atividade farmacolégica, de maneira que se esses triterpendides tiverem
sofrido alguma modificagdo pelas células hepaticas, esta pode ter interferido na

quimioprevengao, como observado a macroscopia.
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5.3 Microscopia do Figado e Contagem das LPN GST-p Positivas

Dentre os varios protocolos de hepatocarcinogénese existentes para ratos, o
modelo do “hepatécito resistente” esta bem caracterizado e é suficiente para induzir
elevada incidéncia de canceres (SOLT e FARBER, 1976).

O sistema consistia, originalmente, na administracdo Unica de agente
iniciante, a DEN, seguida de procedimento de selecdo por meio do qual se
adicionava 2-AAF as rag¢des, em combinacdo com uma hepatectomia parcial a 70%
(SOLT e FARBER, 1976). Posteriormente, devido a restricbes legais em diversos
paises quanto a adicdo de substancias carcinogénicas as ragdes dos animais,
optou-se pela aplicagao intragastrica do 2-AAF (SEMPLE-ROBERTS et al., 1987).

Este tem como caracteristica o fato de produzir as lesbes pré-neoplasicas e
neoplasicas de forma sincronizada, possibiltando, desta forma, estudos mais
detalhados. Seu desenvolvimento baseou-se na hipdtese, agora ja bastante
comprovada, de que diversos carcinogénicos quimicos sido capazes de produzir
hepatécitos resistentes e um novo fendtipo constitutivo com um padrdo biogquimico
altamente caracteristico, um fenétipo resistente, durante a etapa de iniciagdo do
processo carcinogénico, se ocorre um ciclo de proliferacdo celular (FARBER e
SARMA, 1987, LACONI et al., 2000).

Tais hepatdcitos resistentes podem ser rapidamente estimulados de modo a
formarem proliferagbes focais (focos e nodulos) apds breve exposicdo ndo iniciante
a reduzidas concentragbes de alguns carcinogénicos, tais como o 2-AAF, associada
a estimulo mitogénico representado por uma hepatectomia parcial (SOLT e
FARBER, 1976; FARBER e SARMA, 1987; FARBER e RUBIN, 1991; PITOT et al.,
1996; LACONI et al., 2000).

O 2-AAF, da mesma forma que a grande maioria, se nado todos os
carcinogénicos genotdxicos, € capaz de inibir a proliferagdo da maior parte dos
hepatécitos normais, ou seja, dos ndo iniciados (sensiveis), talvez por um bloqueio
na atividade da DNA polimerase, devido a formagado de adutos de DNA. Este ndo é
capaz, entretanto, de inibir os poucos hepatoécitos resistentes que apresentam,
caracteristicamente, atividades das enzimas das fases | e Il responsaveis pela
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metabolizagdo de xenobidticos, diminuidas ou aumentadas, respectivamente
(ROOMI et al., 1985).

A presséo de selegdo para gerar focos e ndédulos desse modelo € intensa, e
as células resistentes proliferam, portanto, de forma sincronizada. Esta sincronia
persiste pelas multiplas etapas de desenvolvimento do processo carcinogénico
(FARBER e SARMA, 1987).

Em diversos protocolos de hepatocarcinogénese a proliferacdo dos
hepatécitos em focos e néddulos € bastante lenta, em geral assincrénica,
necessitando muitas semanas, ou mesmo alguns meses, para que se formem
nédulos hepaticos visiveis. Ja no modelo do RH isto acontece, ac contrario, de forma
rapida e sincronizada, de modo que nddulos precoces ja podem ser observados
macroscopicamente em uma ou duas semanas apos a etapa de selegdo/promogao
inicial.

A grande maioria desses nodulos precoces, cerca de 95-98%, sofre
remodelagdo, um processo altamente complexo envolvendo mudangas no
suprimento sanguineo e em caracteristicas bioquimicas, bem como da estrutura e
arquitetura celulares, retornando ao aspecto “normal” anterior do figado. Uma
pequena parte (2-5%) segue outro caminho, o da persisténcia (TATEMATSU et al.,
1983; FARBER e RUBIN, 1991; IMAI et al., 1997).

Justamente em nddulos persistentes de hepatocitos € que claramente se
conseguiu demonstrar que estes atuam como locais de futura evolugdo para o
cancer.

Quando estudados em detalhe o0s nddulos apresentam padrdes
caracteristicos de organizacio e estrutura celular, arquitetura e histoquimica, sendo
bastante diferentes do figado normal em quaisquer de suas etapas de
desenvolvimento. Deve-se ressaltar, entretanto, que a pequena populagédo de
nédulos persistentes apresenta o mesmo padrao bioquimico observado na maioria
dos nédulos que sofre remodelagéo (nddulos precoces) (FARBER e SARMA, 1987,
FARBER, 1990).

Portanto, a maior parte dos nédulos persistentes tem 0 mesmo padrdo de
remodelagdo que a maioria dos nddulos, embora muito mais lento, ndo existindo
evidéncias de que nddulos que se remodelam e aqueles que persistem representem,
na verdade, duas respostas inteiramente diferentes a acdo de carcinogénicos
(FARBER, 1990).
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Nesse sentido, apesar de uma maturacdo ou reverséo fenotipica ter sido
previamente sugerida como responsavel pelo fendmeno da remodelagéo
(KITAGAWA, 1971; KITAGAWA e PITOT, 1975; WILLIAMS, 1980), bem como ndo
se ter podido descartar a possibilidade da ocorréncia de uma reposigao progressiva
de hepatécitos crescendo a partir do tecido ndo pré-neoplasico ao redor dos
nodulos, acredita-se, mais recentemente, que este possa envolver, na verdade, a
rediferenciagdo dos hepatécitos dos nodulos para um fendtipo semelhante ao do
adulto (TATEMATSU et al., 1983; FARBER et al., 1988; FARBER e RUBIN, 1991),
ou até mesmo a morte e remodelagdo das células por apoptose (SCHULTE-
HERRMANN et al., 1990).

De qualquer forma, a informagdo para este evento espontaneo, uma
expressao genética bastante complexa, parece ja estar normalmente inserida no
genoma (FARBER et al.,, 1988; FARBER e RUBIN, 1991; IMAI et al., 1997). Além
disso, acredita-se, ainda, que a persisténcia dos nddulos talvez indique justamente
um blogqueio na remodelagédo por diferenciacdo (FARBER et al.,, 1988; FARBER e
RUBIN, 1991), podendo estar relacionada com uma maior tendéncia de evolugéo
para os carcinomas hepatocelulares (OHASHI et al., 1996).

De acordo com a Tabela 4, pode-se observar que em um modelo de
carcinogénese de 6 semanas apds a iniciagdo, a quantidade de LPN em
remodelacdo em relagcdo ao numero médio de LPN persistentes ainda é muito
grande. Como se sabe, a maior parte das LPN (95 a 97%) remodelam; todavia, esse
fendmeno, nessas condi¢cdes, pode ser melhor observado ao longo de varios meses.
Nossos dados, portanto, estdo em acordo com a literatura (TATEMATSU et al.,
1983; FARBER e RUBIN, 1991; IMAI et al., 1997).

Em relagdo ao numero de LPN marcadas imunoistoquimicamente para a
enzima GST-p (Tabela 4), é interessante notar que o grupo experimental OM
apresentou maior numero de LPN/cm? quando comparado ao grupo Agua. Pode-se
supor que o 6leo de milho seja o responsavel pelo aumento do numero de LPN
observadas a microscopia. Nesse sentido, ndo se descreve que o 6leo de milho
apresente atividade como agente iniciante, e sim como promotor (WEISBURGER et
al., 1975). Todavia, em nosso experimento com uso de ratos F344, o 6leo parece ser
o responsavel pelo aumento do niimero de LPN/cm?.

Da mesma maneira, observa-se um maior nimero de LPN em remodelagcéo

no grupo OM quando comparado ao grupo Agua. Este resultado é talvez muito mais
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um reflexo do numero total de LPN, que é maior no grupo OM quando comparado ao
grupo Agua, do que propriamente algum efeito do éleo de milho sobre as LPN em
remodelacdo. Ou seja, tendo o grupo OM uma quantidade maior de LPN totais/cm?
quando comparado ao grupo Agua, pode-se supor que isto influa nas LPN em
remodelagao.

Por outro lado, em relagdo aos grupos AO e AU, o0 mesmo nao pode ser dito,
uma vez que nao ha diferenga estatisticamente significante entre o nimero de LPN
totais/cm? desses e o seu grupo controle OM. Assim, observa-se a Tabela 4 que os
triterpendides néo tiveram efeito sobre o nimero de LPN totais quando comparados
ao grupo OM. O mesmo pode ser dito em relagdo ao nimero de LPN persistentes,
que foram semelhantes nos trés grupos comparaveis.

Analisando-se as LPN em remodelacdo, contudo, percebe-se que tanto o
acido oleandlico quanto o ursélico diminuiram o seu numero/cm? (p < 0,05). Assim,
nédo havendo diferenga nos numeros médios de LPN totais e persistentes nos grupos
AO e AU em relagdo ao grupo OM, pode-se argumentar que esses triterpendides
tenham exercido alguma atividade sobre a remodelacao, possivelmente estimulando
a mesma.

Tal raciocinio baseia-se no fato de a remodelagéo ser um estagio no qual uma
LPN esta desaparecendo, seja por rediferenciagcdo ou por morte das células pré-
neoplasicas. Dessa forma, se considerassemos um tecido hipotético no qual
existissem apenas LPN em remodelagdo, um estimulo que aumentasse a
remodelagao faria com que diminuissem em numero, em velocidade muito maior, até
seu completo desaparecimento.

No caso dos triterpendides em questdo, o raciocinio anterior pode ser
aplicado, levando-se em consideragdo que, tendo eles potencializado o fenémeno
da remodelacédo apenas nas LPN que efetivamente estavam em processo de
remodelagdo, o resultado é o que se observa na Tabela 4, ou seja, uma diminuigéo
do namero de LPN em remodelagéo.

Considerando-se a auséncia de atividade quimiopreventiva por parte dos
acidos oleandlico e ursélico, aparentemente, eles apenas conseguiram exercer
algum efeito sobre aquelas LPN que ja estavam em processo de remodelagdo, em
nada alterando as persistentes. Talvez, o0 mecanismo de a¢do pelo qual essas
substancias atuem esteja inibido nas LPN persistentes.
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Os acidos oleandlico e ursélico, todavia, ndo parecem ter, por si mesmos e
nas doses testadas, a capacidade de atuar sobre as LPN persistentes no modelo do
RH e em ratos F344.

Em relagdo a area média das LPN GST-p positivas (Tabela 5), ndo se
observa diferencas entre os grupos Agua e OM, tanto em LPN persistentes quanto
em remodelagdo, indicando que o 6leo de milho, ao menos nas condi¢cbes testadas
e na linhagem de ratos utilizada, néo alterou a area média das LPN. Nos grupos AQO
e AU, as areas médias das LPN persistentes foi também semelhante as encontradas
para os grupos Agua e OM. Todavia, observa-se uma diminuicdo da area média das
LPN em remodela¢do nos grupos AO (p < 0,05) e AU (tendéncia de p = 0,054),
indicando que esses triterpendides talvez tenham estimulado o processo da
remodelagdo, em um raciocinio semelhante ao descrito anteriormente para o nimero
de LPN/cm?.

Considerando-se a porcentagem da area do corte ocupada por LPN (Tabela
6), observa-se que as LPN em remodelagdo de todos os grupos experimentais
ocuparam uma menor porcentagem da area do corte quando comparadas as LPN
persistentes.

Também pode-se observar que no grupo OM, ha um aumento da
porcentagem da area ocupada das LPN em remodelagdo, quando comparado ao
grupo Agua. Portanto, nesse parametro o efeito promotor do 6leo de milho
(WEISBURGER et al., 1975) pode ser notado com mais clareza neste experimento.

Nesse sentido, os &cidos oleandlico e ursdlico, mais uma vez atuaram nas
LPN em remodela¢&o, diminuindo a porcentagem da area do corte ocupada pelas
mesmas quando comparados ao grupo OM. Assim, esses triterpendides
aparentemente reverteram o efeito promotor do déleo de milho (seu veiculo), e
diminuiram a porcentagem da area do corte ocupada pelas LPN em remodelagao.

Portanto, considerando-se esses trés parametros, a saber, 0 numero de
LPN/cm?, a area média das LPN e a porcentagem da area do corte ocupada por
elas, fica claro que os acidos oleandlico e ursélico modificaram apenas as LPN em
remodelacdo, diminuindo-as tanto em numero quanto em tamanho. Esses dados
estimulam a idéia de que esses triterpendides talvez possam atuar por uma via
aparentemente inibida nas LPN persistentes, no modelo de hepatocarcinogénese do
RH, em ratos F344 e nas doses testadas.
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5.4 Auséncia de Diminuigao dos Niveis de Colesterol Plasmatico nos
Grupos Tratados com AO e AU

Diversos isoprendides, incluindo o geraniol e farnesol, tém a capacidade de
modular a atividade da enzima HMG-CoA redutase, considerada etapa critica no
metabolismo do colesterol, por meio de mecanismos pds-transcricionais (FITCH et
al., 1989; MORENO et al., 1995; FUHRMAN et al., 1997), dentre os quais se destaca
o estimulo da degradacéo da enzima (PARKER et al., 1993).

De acordo com a Tabela 7, os grupos submetidos ao modelo do RH
apresentaram um aumento de colesterol plasmatico, exceto o grupo AO. Nesse
sentido, e de certa forma de acordo com os resultados do presente estudo,
descreve-se que lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas do figado (SIPERSTEIN,
1984) apresentam perda do mecanismo de retrorregulagdo inibitoéria da atividade da
enzima HMG-CoA redutase, sendo que um aumento na sintese de colesterol foi
observado em nédulos hepaticos de ratos submetidos a protocolo de
hepatocarcinogénese (LEDA-COLUMBANO et al., 1985).

A auséncia de modificacdo da concentragdo de colesterol plasmatico por
tratamento com os triterpendides AO e AU indica claramente que esses substancias
ndo foram capazes de induzir diminuicdo da colesterolemia nas condi¢des utilizadas
nesse estudo, como a literatura sugere em outras instancias (PARFENTEVA, 1980;
LIU et al., 1987; MA, 1986).

Baseando-se nesta informacdo e na igualmente ausente atividade
quimiopreventiva por parte desses triterpendides, pode-se supor que os mesmos
ndo alteraram a expressdo da enzima HMG-CoA redutase, uma vez que ha
correlagdo entre a inibigdo da sua expressao e menor incidéncia de LPN, como se
observa no modelo de hepatocarcinogénese do RH (ELSON, 1994; MORENO et al.,
1995; ELSON et al., 1999; ESPINDOLA et al., 2005).

Em conformidade com essa informacado, a expressdo do gene que codifica
para a HMG-CoA redutase apresentou-se aumentada nos grupos Agua e OM
quando comparados ac grupo Normal, com tendéncia de diferenga estatistica (p=

0,055 e p= 0,077, respectivamente). As substancias, por sua vez, promoveram
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aumento da expressdo desse gene. O AO promoveu aumento da expressdo em
relagdo ao grupo Normal. AU, por sua vez, promoveu aumento da expressio quando
comparado aos grupos Agua, OM e AO. Assim, pode-se dizer que no modelo do RH,
o acido ursélico promoveu aumento da expressao do gene que codifica para a HMG-
CoA redutase, possivelmente contribuindo para o aumento de néddulos
macroscopicos observados por ocasi8o do sacrificio dos animais desse grupo
(Tabela 2).

5.5 Proliferagao Celular

O método de Burton quantifica o DNA no tecido analisado, e com 0 mesmo ¢
possivel estimar-se relativamente a proliferagdo celular, uma vez que em um tecido
em que as células estdo em divisdo, ha uma maior porcentagem das mesmas na
fase S (fase de sintese do DNA); logo, quanto maior a quantidade de células
proliferando, maior a concentragdo de DNA (BURTON, 1956).

Por meio desta técnica, nota-se pela Tabela 8 que todos os grupos
submetidos ao modelo do RH apresentaram um aumento da concentragcido de DNA
hepatico quando comparado ao grupo Normal.

Todavia, o referido método bioquimico, além de ter sensibilidade limitada, ndo
da idéia da ocorréncia de proliferacbes celulares em diferentes instancias, tais como
em LPN persistentes ou em remodelagéo.

Portanto, utilizou-se a técnica de dupla-marcagéo imunoistoquimica para
BrdU e GST-p. Com ela, foi possivel avaliar a contagem de hepatécitos proliferando
tanto no tecido ndo pré-neoplasico como nas LPN, descriminando-se ainda entre as
persistentes e as em remodelagdo. Além disso, os resultados apresentados na
Tabela 9 referem-se a contagem total de células em proliferagcdo no corte
histolégico, marcadas por BrdU.

Digno de nota é a observacdo de que nos grupos controle Agua e OM, a
proliferagéo celular das LPN em remodelagéo € menor do que a encontrada para as
LPN persistentes (p < 0,05). Essa taxa de proliferacdo celular menor observada nas
LPN em remodelagao pode estar associada ao seu desaparecimento progressivo, o
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que foi confirmado com o calculo do indice de crescimento ajustado (ICA), neste
trabalho.

Observa-se que o acido ursélico aumentou a proliferacéo celular das LPN em
remodelacdo quando comparado ao grupo OM, mas o acido oleandlico nao
apresentou esta capacidade. Todavia, esse aumento ndo afetou o ICA das LPN em
remodelac¢do do grupo OM.

Por outro lado, observou-se no grupoc AU um numero maior de nodulos
macroscopicos em comparagao ac grupo OM, o que pode estar relacionado ao
aumento da proliferagao celular observada nesse grupo.

5.6 Apoptose

Para identificar corpusculos apoptéticos em cortes de figado corados com
hematoxilina e eosina (H&E) é proposta a utilizagdo de critérios morfolégicos
(GRASL-KRAUPP et al.,, 1994). Nesse sentido, ao se realizar consulta mais
aprofundada a literatura, constatou-se a existéncia de metodologia considerada mais
sensivel que a anteriormente proposta. Esta foi descrita por Stinchcombe et al.
(1995) e se baseia na observagdo de que corplsculos apoptdticos apresentam
intensa fluorescéncia da eosina em cortes histolégicos de figado corados com H&E.
De acordo com os autores, a intensa fluorescéncia dos corpusculos apoptéticos
permite que estes sejam identificados mais rapidamente por microscopia de
fluorescéncia em comparacdo com o uso de luz transmitida normal. Além disso, o
uso desta metodologia especifica permite também localizar pequenos corpusculos
apoptéticos que, normalmente, ndo seriam identificados utilizando-se luz normal.
Isto, segundo os autores, torna 0 método em questdo cerca de 3 vezes mais
sensivel do que o convencionalmente utilizado e que emprega luz transmitida
normal. Além disso, em caso de duvida acerca da identidade da estrutura
fluorescente, esta pode ser confirmada por critérios morfolégicos classicos (GRASL-
KRAUPP et al., 1994), alternando-se o sistema para luz normal. E interessante ainda
destacar gue esta metodologia foi inicialmente descrita para avaliar a apoptose em
lesbes pré-neoplasicas hepaticas induzidas pela DEN em ratos Wistar, tendo sido
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também utilizada especificamente no modelo de hepatocarcinogénese do
“hepatdcito resistente” (WOOD et al., 1999).

Dessa forma, decidiu-se também por utilizar essa metodologia para avaliar a
apoptose nas condigdes experimentais do presente trabalho. Nesse sentido, a
microscopia de fluorescéncia se mostrou bastante adequada para a identificacdo
dos corpusculos apoptéticos hepaticos. Ao longo da avaliagdo das laminas contendo
cortes de figado em H&E, foi de fato possivel se observar corpusculos fluorescentes
(Figura 11) de maior e menor tamanho conforme originalmente descrito por
Stinchcombe et al. (1995).

A constatagdo mais importante a que se chega ao se observar Tabela 10, é o
aumento do numero de corpusculos apoptéticos nas LPN em remodelagéo, em
todos os grupos, quando comparados aos das LPN persistentes. Ainda assim,
apesar do aumento consideravel do niumero de corpusculos apoptéticos nas LPN em
remodelagdo, ndo ha diferengas estatisticas nos grupos OM e AU, muito
provavelmente devido aos grandes desvios numéricos obtidos. A este propésito,
observou-se diferencas muito acentuadas no nimero de corpusculos apoptéticos por
mm? de corte histolégico do figado de cada animal, o que certamente contribuiu para
a auséncia de diferenga estatisticamente significante.

No entanto, mesmo n&o tendo atingido diferenca estatistica nesses grupos,
deve-se considerar que o aumento da apoptose observada nas LPN em
remodela¢do quando comparadas as LPN persistentes foi de 343% no grupo AO e
de 258% no grupo AU.

Poderia-se sugerir, levando-se em conta apenas a apoptose, que as LPN em
remodelagdo tém maior probabilidade de desaparecerem se comparadas ao tecido
adjacente. Uma analise completa depende, todavia, de considerar-se a proliferagéo
celular. Por esse motivo, foi calculado ¢ indice de crescimento ajustado, discutido
adiante.

Considerando-se os grupos AO e AU, observa-se que os triterpenédides
aumentaram a apoptose apenas dentro das LPN em remodelagdo quando
comparados ao grupo OM. Isto esté de acordo com o que se observou a microscopia
de LPN GST-p positivas, onde se constatou que esses triterpendides promoveram
uma diminuicdo do nimero médio e da area média das LPN em remodelagdo.
Provavelmente, essas substancias foram capazes de estimular a apoptose nas LPN

em remodelagdo, mas ndo nas LPN persistentes, porque a via pela qual AO e AU
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atuam estimulando a apoptose talvez esteja inibida ou diminuida nas LPN
persistentes.

Nesse sentido, varios trabalhos descrevem que o acido ursdlico induz
apoptose em cultura de celulas in vitro (HUANG et al., 1999, apud LIU, 1995;
LAUTHIER et al., 2000; KIM et al., 2000), enquanto sugere-se que 0 seu mecanismo
de agdo envolva ativacdo de caspases e inibicdo de c-IAPs, sem alteragdo na
expressao de p53 ou desbalango entre bcl-2 e Bax (CHOI et al., 2000).

Sendo a apoptose regulada por proteinas tais como a p53, bcl-2 e caspases,
pode-se supor que alteragbes nas mesmas, acompanhadas de perda de sua fun¢ao,
possam impedir que substancias estimuladoras da apoptose atuem por essas vias.
Portanto, se este for o caso dos triterpendides alvo desse estudo, sua atividade
quimiopreventiva associada a apoptose e descrita na literatura, estaria
comprometida, sendo possivel apenas nas LPN em que tais vias estivessem
restituidas.

Os dados obtidos em relagao a apoptose corroboram, portanto, o achado de
que os acidos oleandlico e ursdlico determinaram alteragdes nas LPN em
remodelagdo, sem atuar nas persistentes, em nossas condigbes experimentais.

5.7 Remodelagdo das LPN

Wood e colaboradores (1999) sugeriram que a remodelagdo de lesdes pré-
neoplasicas ndo ocorre por uma menor proliferacao celular destas ou por um maior
indice apoptético. Segundo estes autores, a remodelagédo ocorre por mecanismos de
rediferenciacéo celular. Neste sentido, observaram que hepatécitos dentro de lesbes
em remodelagdo deixam de expressar a enzima GST 7-7 e outras enzimas comuns
as lesdes pré-neoplasicas do figado, também revertendo seu estado para o de
células hepaticas normais.

Basicamente, o estudo comparou duas linhagens de ratos, a F344 e a
Copenhagen (Cop), quanto as suas capacidades diferenciadas de remodelagédo de
lesGes pré-neoplasicas. Previamente, demonstraram que os ratos Cop séo
relativamente resistentes a indugéo de lesbes positivas para a enzima glutationa S-

transferase 7-7 (GST 7-7 ou GST-p) submetidos a um protocolo modificado do
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modelo de hepatocarcinogénese do hepatdcito resistente. Para estudar com mais
detalhe este fendmeno, grupos de animais submetidos ao modelo, tanto Cop quanto
F344, foram sacrificados em diferentes instantes, a saber: 2, 4, 7, 14 e 21 dias apés
a hepatectomia parcial. Em todos estes instantes, foram avaliados os indices de
marcagdo por BrdU, o indice apoptético e a porcentagem de lesdes em
remodelagao.

Quanto ao numero de lesdes positivas para GST 7-7, nao foram encontradas
diferencas entre as linhagens nos dias 2 e 4 ap6s a hepatectomia. Porém, ao dia 14,
~29% das areas dos figados dos ratos F344 estavam ocupadas por LPN, enquanto
que no mesmo periodo, apenas ~9% das areas dos figados dos ratos Cop
apresentavam lesdes. Mais adiante, ao dia 21, as lesdes ocupavam ~58% do
volume dos figados dos ratos F344 e somente ~6% do volume do figado dos ratos
Cop.

A despeito destas diferencas, os indices de marcag¢do por BrdU foram
semelhantes para ambas as linhagens, tanto nas lesGes quanto em tecidos
adjacentes, indicando que a proliferagéo celular foi semelhante em ambas. Desta
forma, os autores descartaram a hipétese de que 0s hepatédcitos nas lesGes dos
ratos F344 tivessem um indice proliferativo maior do que o dos ratos Cop.

Também n&o encontraram diferengas significantes entre os indices de
apoptose de ambas as linhagens em quaisquer dos instantes analisados, indicando
assim que a menor porcentagem de lesbes GST 7-7 positivas no figado dos ratos
Cop néo se deveu a uma maior quantidade de células sofrendo apoptose.

Desta forma, os autores destacam como diferengas basicas a extensdo de
lesdes remodelando e o padréo de resposta das células ovais no figado dos ratos
Cop apés a hepatectomia. Estas tendéncias s&o ilustradas pelo fato de que, ao dia
14 apds a hepatectomia, ~76% das lesbGes presentes no figado dos ratos Cop
mostraram evidéncias de remodelagdo, enquanto que a porcentagem era de ~14%
para os F344. Quanto a resposta de células ovais, esta foi semelhante entre as
linhagens ao dia 4; no entanto, ao dia 7, os F344 apresentaram uma extensiva
migracdo destas células para o parénquima hepatico. Com relagdo aos ratos Cop,
estes apresentaram maior migracdo de células hepaticas nas regides portais. Uma
menor resposta de células ovais na linhagem Cop poderia estar envolvida na
resisténcia relativa desta ao crescimento de lesdes GST 7-7 positivas, segundo
estes autores.
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Apesar destes resultados, os préprios autores alegaram que a contagem de
nédulos positivos nos ratos Cop poderia estar erroneamente aumentada em
comparagdo com os F344; isto ocorreria porque o figado dos ratos F344
apresentaram lesdes extensas que tendiam a coalescer, de modo que duas ou mais
lesbes poderiam ter sido contadas como sendo apenas uma, o0 que levaria a uma
subestimagéo do numero de LPN individuais presentes nos ratos desta linhagem.
Apesar dos possiveis erros nas estimativas de LPN por figado, os ratos Cop s&o
claramente suscetiveis a iniciagao e talvez sejam mais suscetiveis do que os F344,
Mesmo assim, a contagem de LPN foi semelhante em ambas as linhagem aos dias 2
e 4 apoés a hepatectomia.

Com relagdo a atividade mito-inibitéria do 2-AAF, estes mesmos autores
demonstraram que ndo ha diferenga significante entre o grau de inibigdo de divisdo
celular de hepatocitos normais induzida por esta substancia entre as duas linhagens
de ratos. Ademais, o0 estudo em questdo corroborou este achado a partir dos dados
de marcagao por BrdU, demonstrando mito-inibicdo semelhante entre hepatécitos
normais de Cop e F344. Da mesma maneira, demonstraram que as LPN de ambas
as linhagens respondem de maneira semelhante ao 2-AAF, ou seja, sdo igualmente
resistentes aos seus efeitos mito-inibitérios.

O mecanismo pelo qual a remodelagéo ocorre, se melhor identificado, pode
talvez vir a auxiliar na previsao e descoberta de substancias capazes de aumentar a
remodelagdo nas LPN, isto é, com maior capacidade quimiopreventiva.

Por este motivo, a analise da carcinogénese envolvendo a proliferacédo celular
e a apoptose, feita no presente trabalho, € de grande importancia para a melhor
compreensdo da remodelacédo. Aqui, como ja descrito, fizemos a comparagéo entre
proliferacédo e morte celular em animais da mesma linhagem (F344), e em LPN
persistentes ou em remodelagéo. Isto certamente traz maior exatiddo nos resultados
obtidos, levando a considera¢des mais acuradas a respeito do fendmeno.

Por ocasido do presente trabalho, tivemos a oportunidade de aprofundar o
conhecimento a respeito dos provaveis mecanismos pelos quais o fendmeno da
remodelagdo ocorre. Tais informacbes sdo de grande importancia, uma vez que a
remodelagdo é o processo pelo qual uma Leséo Pré-Neoplasica é eliminada do
organismo. Portanto, compreendido melhor, esse processo pode ajudar a explicar o
mecanismo de agado das substancias quimiopreventivas.
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Nesse sentido, vale lembrar que o presente trabalho comparou tais
parametros por meio de técnicas tais como a dupla-marcagéo para GST-p e BrdU e
apoptose por fluorescéncia, dentro e fora de LPN persistentes ou em remodelagéo,
fazendo-se a leitura de todo o corte histologico, € nao apenas realizando uma
contagem de indice de marcagao.

De posse dessas informagdes, foi possivel calcular o indice de Crescimento
Ajustado (ICA), dividindo-se o valor numérico da contagem de corpusculos
apoptoéticos pelo valor numeérico dos hepatdcitos imunomarcados para BrdU (KONG
e RINGER, 1996). Este ICA pode ser interpretado de acordo com seu valor, se
menor ou maior que 1. Assim, sendo ele menor que 1, indica que o tecido em
questao esta proliferando. Se o mesmo for maior que 1, o tecido esta regredindo.

Dessa forma, foi gerada a Tabela 11, onde se demonstra de forma clara a
participagéo da proliferagéo e da apoptose na remodelagdo. Nessa Tabela, pode-se
observar que os valores dos ICA do figado dos ratos do grupo Normal, bem como do
tecido ndo pré-neoplasico e das LPN persistentes esteve abaixo de 1, indicando que
tais tecidos se encontravam em fase de crescimento populacional celular. O motivo
para isto & que os ratos utilizados neste experimento pesavam cerca de 230g por
ocasido de seu sacrificio e, como mostra a Figura 5, os mesmos estavam ainda em
fase de ganho de peso.

As LPN em remodelacao de todos os grupos submetidos ao modelo do RH,
no entanto, apresentaram ICA acima de 1, o que significa dizer que as mesmas se
encontravam em fase de declinio populacional celular, ou seja, de regressao.

A obtencgéo do ICA se mostrou importante no presente estudo, uma vez que a
analise separada da imunomarcagéo por BrdU (proliferagéo celular, Tabela 9) ou da
contagem de corpusculos apoptéticos (apoptose, Tabela 10), pode n&o fornecer
uma idéia clara do que ocorre nas LPN. No caso da quantificacdo de corpusculos
apoptoéticos, por exemplo, apesar de poder-se observar um numero meédio elevado
de corpusculos por mm? nas LPN em remodelagdo dos grupos OM e AU, quando
comparados as LPN persistentes, ndo ha diferenca estatistica nesses casos, muito
provavelmente devido ao desvio-padrac elevado dos mesmos. Assim, observando-
se a Tabela 11, fica evidente a participacado da apoptose e da proliferagao celular no
processo da remodelacdo, em todos 0s grupos submetidos ac modelo do RH.

Dessa forma, esses resultados s&o possivelmente mais exatos do que

aqueles apresentados pelo grupo de Wood e colaboradores, visto que 0 mesmo
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comparou a proliferagdo celular e a apoptose entre linhagens de ratos mais ou
menos resistentes a carcinogénese, € o0 presente trabalho fez comparagcéo entre
LPN persistentes e em remodelagéo.

Tais resultados tém légica dentro do contexto da carcinogénese em estudo,
uma vez que se descreve que LPN em remodelagédo tendem a desaparecer. Assim,
o presente trabalho utilizou técnicas que permitiram a contagem do nimeroc médio
de hepatdcitos imunomarcados para BrdU, onde se inferiu a proliferagdo celular,
bem como a contagem do nimero médio de corpusculos apoptéticos, dentro e fora
de LPN persistentes ou em remodelacdo. Os resultados apontam fortemente a
participacdo da proliferagdo celular e da apoptose como agentes necessarios para o
fendmeno da remodelagcdo, bem como para o crescimento das LPN persistentes em
nosso modelo de hepatocarcinogénese.

Portanto, 0 presente trabalho reforca e confirma a hipdtese de Schuite-
Herrmann e colaboradores a respeito da remodelag¢do (SCHULTE-HERRMANN et
al., 1997, 1995a, 1995b), sugerindo que uma proliferagdo celular diminuida,
associada a uma alta taxa de apoptose, seja um importante mecanismo celular pelo
qual as LPN s&o eliminadas durante a remodelagéao.

5.8 Danos no DNA

Descreve-se que o estresse oxidativo apresenta papel importante no
processo de hepatocarcinonogénese (SHIOTA et al., 2002). Nesse sentido, verificou-
se ja nas fases iniciais desse processo a ocorréncia de intensa peroxidagao lipidica
(SARKAR et al., 1995), que poderia estar associada a uma inibicdo da expresséo da
enzima superéxido dismutase (BARTOLI et al., 1988). Além disso, em hepatomas
induzidos em ratos com DEN, observou-se colapso geral do sistema enzimatico
antioxidante (BOITIER et al.,1995). Por serem capazes de danificar biomoléculas
importantes como o DNA, espécies reativas de oxigénio (EROs) podem causar
mutacbes em genes importantes tais como o0s supressores de tumor e/ou
protoncogenes e, desta forma, estimular a formacao de neoplasias (SHEN e ONG,
1996). Nesse contexto, destaca-se a importancia do dano oxidativo do DNA na

hepatocarcinogénese (UEMURA et al., 1996).
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O meétodo do cometa tem sido utilizado para avaliar in vitro e in vivo o dano no
DNA, considerado um biomarcador do estado oxidativo. Dessa forma, este método
se presta para avaliar quebras nas fitas de DNA e bases oxidadas decorrentes da
acdo de EROs (OLIVE et al.,, 1990; COLLINS, 2001; FAIRBAIRN et al., 1995;
TOLEDO et al., 2003; ESPINDOLA et al., 2005).

Neste projeto, optou-se por corar os cometas formados com nitrato de prata
devido as vantagens do método como, por exemplo, permitir o registro permanente
do experimento e verificagdo independente dos resultados, bem como evitar
problemas associados a fluorescéncia tais como o seu decaimento, no caso do uso
do brometo de etidio. Além disso, a coloragdo com prata possibilita que os cometas
sejam analisados utilizando-se simples microscépios de luz, ao invés de
equipamentos caros e complexos como microscédpios de fluorescéncia, e seus
respectivos sistemas de analise de imagem (KIZZILIAN et al., 1999).

Logo de inicio, vale destacar que no sentido de se conferir maior
confiabilidade analitica aos dados em questdo, tomou-se a precaucgéo de introduzir
controles positivo e negativo representados, respectivamente, por amostras de
figado de ratos normais (ndo submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese ou a
qualquer outro tratamento) tratados ou ndo com peréxido de hidrogénio. Nesse
sentido, os resultados obtidos (Tabela 12) em relagdo a esses dois controles
indicam que a metodologia utilizada se apresentou adequada ao permitir que se
fizesse clara distingdo entre amostras normais, em que 0s comprimentos dos
cometas foi significantemente (p<0,05) menor do que os cometas de amostras de
figado de ratos de todos os grupos experimentais submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese, e amostras tratadas com peréxido de hidrogénio, em que, por
outro lado, foram observados cometas maiores (p < 0,05) do que em todas as outras
instancias experimentais.

Como observado na Tabela 12, todos os grupos submetidos ao modelo do
RH (Agua, OM, AO e AU), apresentaram “cometas’ de comprimento maior quando
comparados ao grupo Normal. Esses dados sao interessantes e sugerem que a
ocorréncia de danos no DNA, induzidas possivelmente por espécies reativas de
oxigénio (EROs), por exemplo, represente evento precoce na hepatocarcinogénese.
Desta forma, descreve-se que danos no DNA apresentam importante papel no
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas hepéticas ao induzirem desequilibrio
entre proliferacdo celular (elevada) e apoptose (relativamente reduzida) no figado
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(JIA et al., 2002). Alem disso, tanto a iniciagdo como a promog¢éo, caracterizam-se
por um estado oxidativo com grande potencial de ser modulado por agentes
quimiopreventivos contra o cancer (NAKAE et al., 1997).

Por outro lado, a analise pelo método do “cometa” parece indicar que os
acidos oleandlico (p< 0,05) e ursolico (p = 0,061) induziram um aumento dos danos
causado ac DNA, como pode ser observado na Tabela 12. Este aumento de danos
no DNA, por sua vez, pode ter sido o gatilho a estimular um aumento da apoptose
nas LPN em remodelagao, visto que as células entram em processo de morte celular
programada (Tabela 10) para impedir que os danos no DNA passem para as células
filhas.

Portanto, aparentemente, AO e AU aumentaram os danos no DNA hepatico e
talvez estimularam a apoptose nas LPN em remodelagao porque estas estavam em
condigdo de responder a estimulos apoptéticos. Talvez isto esteja relacionado a
observacéo de que os grupos AO e AU apresentaram nlmero e area média de LPN
em remodelagdo menores do que as obtidas no grupo OM (Tabelas 4 e 5). Todavia,
como néo distinguimos especificamente danos no DNA de LPN persistentes ou em
remodela¢do, essa sugestdo de mecanismo n&o pode ser aprofundada.

5.9 Expresséao e Ativagao de NF-xB

Em relagdo a expressdo de p65 (Figura 15), é interessante notar que os
grupos submetidos ao modelo do RH apresentaram aumento de expressao quando
comparados ao grupo Normal. Tal aumento foi observado também no grupo Agua,
indicando que este foi decorrente da hepatocarcinogénese em si, e ndo apenas do
6leo de milho ou dos triterpendides. A expressdo aumentada de p65 observada nos
grupos submetidos ao modelo do RH (Agua, OM, AO e AU) poderia ser atribuida
tanto a uma maior expressado do gene que codifica para p65 quanto a uma menor
degradacgéo de sua proteina em nivel celular.

Tanto no grupo AO quanto AU observou-se aumento da expressdo de p65
quando comparados ao grupo OM, com tendéncia de diferenca estatistica para o
grupo AO (p= 0,06). A auséncia de diferenca estatistica para o aumento da

expressdo de p65 no grupo AO é devida, provavelmente, ao elevado desvio
MAZZANTINI, R.P. ~ FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - USP




DISCUSSAO 131

numérico obtido. O grupo AO apresentou aumento de 177% na expressao de p65
em relagdo ao grupo OM.

Este aumento da expressdo de p65 por parte das substdncias sugere a
participagdo de NF-«xB na hepatocarcinogénese, como observado no caso da
ativagéo da proteina (western blot de extrato nuclear, Figura 14). Portanto, uma das
razbes para a auséncia de quimioprevencdo desses friterpendides em nossas
condi¢Oes experimentais pode ser a expressdo aumentada de p65 no figado dos
ratos entubados com os acidos oleandlico e ursélico.

O NF-xB é ativado em situagcbes de estresse celular. Quando o estimulo a
célula é crénico, como no caso da carcinogénese, ha 0 aumento de sua expressio
(KITAJIMA et al.,, 1992; HIGGINS et al., 1993; NAKSHATRI et al., 1997). Nesse
sentido, talvez a condigéo patolégica das LPN, onde as células apresentam danos
em seu material genbmico e ha produgao de radicais livres, tenha contribuido para
um aumento da expressao de NF-xB, na tentativa de acompanhar a ativagéo intensa
e constante desse fator de transcri¢do.

Por outro lado, se o aumento da expressdo de NF-xB ndo tiver sido
acompanhado pelo aumento da expresséo de seu inibidor citoplasmatico, o kB,
pode-se supor que o aumento de expressdo de NF-kB, ndo sendo inibido, talvez
tenha passado para o nucleo, resultando dai a sua ativagéo elevada.

Sabe-se que o0 aumento da expressdo de IkB, induzido por vetor de
expressdo em células neoplasicas, onde a ativacéo de NF-xB era intensa, foi capaz
de inibir a passagem desse fator de transcricdo para o nicleo (BEG et al., 1992;
BEG et al., 1993). Portanto, o inibidor IkB tem um papel fundamental no controle de
NF-xB, e um desbalango entre suas expressdes pode talvez ter levado ao aumento
exacerbado da ativagdo de NF-xB, observada em nosso experimento.

Considerando-se a presenca de p65 nas fragbes citoplasmaticas das células,
como demonstrado na Figura 16, o padrao é o mesmo encontrado para a expressao
total da proteina. Observa-se na fragdo celular citoplasmatica dos grupos
submetidos ao modelo do RH um aumento de p65 quando comparados ao grupo
Normal, acompanhando o aumento da expressdo de p65, observado nos grupos
submetidos a carcinogénese.

Estando o fator de transcricdo NF-xB normalmente inativo na porgéo

citoplasmatica da célula, sendo translocado para o nicleo apenas quando da sua
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ativagéo (DELGADO et al., 1999, VISCONTI et al., 1997; BOURS et al., 1994; LIU et
al., 2002), a analise de sua presenga nos nucleos de hepatdcitos do figado de ratos
dos diferentes grupos experimentais pdde trazer alguma informagéo a respeito do
seu comportamento no modelo experimental, com e sem a presenga dos
triterpendides acidos oleandlico e ursdlico.

O fator de transcricdo NF-xB pode ser formado, mais comumente, por
heterodimeros das proteinas p65 e p50, podendo também ocorrer como
homodimeros de p65 ou de p50. Além dessas, outras proteinas foram descritas
fazendo parte do fator de transcricdo. Apesar disso, considera-se que o p65 seja o
principal responsavel pelas atividades bioldgicas de NF-xB, e que dimeros de p50
funcionariam inibindo a expressdo genética, ao invés de agir como um fator de
transcrigcao. Assim, pode-se tomar a presenga de p65 no nlcleo de qualquer célula
como ativacdo de NF-xB. Alguns trabalhos avaliam, inclusive, apenas p65 e o
tomam por NF-xB (CARRASCO-LEGLEU et al., 2004; ESPINDOLA et al., 2005). Por
este motivo, na presente discussado, a ativacdo de p65 foi considerada como a do
fator de transcricéo.

Com base nos dados obtidos por meio da técnica de western blot, que se
prestou a avaliar a ativagdo de NF-xB, pode-se chegar a algumas conclusdes a
respeito da presenca de p65 no nucleo dos hepatdcitos dos diferentes grupos de
ratos submetidos ao modelo do RH.

Sendo relativamente extensa a literatura que demonstra ser este fator de
transcricao importante para a carcinogénese, nossos dados reforcam tal premissa e
avancam no sentido de sugerir sua participagdo em uma fase inicial do processo
carcinogénico, a saber, na promogao.

Com relagdo as substancias em estudo, observa-se um aumento da presenca
de p65 nos nulcleos de hepatocitos dos ratos aos quais se administrou os dois
triterpendides, sendo, inclusive, este aumento estatisticamente significante (p< 0,05)
em relacdo ao grupo controle entubado tdo somente com 6leo de milho, o veiculo
dos mesmos (grupo OM). Portanto, pode-se dizer que tanto o acido oleandlico
quanto o ursélico aumentaram a ativagéo de p65 neste modelo, em relagcdo ao grupo
controle OM.

Este achado estad de acordo com dois trabalhos de 2001, ambos do mesmo
grupo de pesquisadores (CHOI et al. e YOU et al., 2001), nos quais foram avaliados
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os efeitos de acido oleandlico e ursdlico, respectivamente, na ativagdo de NF-xB em
macréfagos. Em ambos os casos foi observado um aumento da ativacdo desse fator
de transcrigdo devido ao tratamento com os triterpendides. De maneira semelhante,
0 mesmo pode ter ocorrido no figado dos animais submetidos ao modelo do RH e
entubados com as substancias em estudo, levando ao aumento observado da
ativagcdo de NF-xB. Portanto, tal ativagéo pode ter, inclusive, participado da auséncia
de atividade quimiopreventiva por parte de AO, e estar envolvida ac aumento de
LPN macroscopicas observadas no grupo AU.

Segundo Rusyn e colaboradores (1999), o éleo de milho foi capaz de
estimular a ativacdo de NFxB em figado de ratos entubados com uma Unica dose
de 2,0 mL/Kg de peso corporeo, atingindo um pico de estimulagdo em 8 horas, e que
decai a niveis basais em cerca de 36 horas. Baseados nesse conhecimento,
introduziu-se também no presente estudo o grupo controle Agua, com o qual pode-
se agora afirmar que a ativacdo de NF-xB observada em nossas condigbes
experimentais ndo se deu puramente por causa do veiculo 6leo de milho, mas sim,
foi estimulada pela prépria carcinogénese.

Por outro lado, a maior ativagdo de NF-xB por parte dos acidos oleandlico e
ursdlico, nas condigdes experimentais do presente trabalho, talvez possa estar
relacionada ao aumento dos danos no DNA, como observado pelo comprimento dos
“‘cometas” (Tabela 12). Assim, sendo 0 NF-xB um biomarcador de estresse celular, o
aumento do estado oxidativo nos hepatécitos dos grupos AO e AU pode ter
estimulado ainda mais sua ativagdo.

Dessa forma, foi observado que os &cidos oleandlico e ursélico nao
apresentaram atividade quimiopreventiva no modelo do RH, nas condigoes
experimentais do presente trabalho. No grupo AU, porém, observou-se um aumento
do nimero e tamanho médios das LPN macroscopicas, apesar da auséncia de
diferenca estatistica. O aumento da expressao e da ativagao de NF-xB talvez possa

estar relacionado com essas observagdes.

5.10 Acumulo de p53 Citoplasmatica em LPN
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A presenga da proteina p53 na célula é regulada por degradacido
citoplasmatica, e estd em concentragdes nao detectaveis no nucleo, em condi¢bes
normais. A sua translocagao para o nucleo acontece em resposta a algum estresse
celular, como danos causados ao DNA, por exemplo. Nesses casos, a proteina
torna-se transitoriamente estavel e é translocada para o nucleo, onde exerce sua
atividade. Este importante fator de transcricdo esta relacionado ao bloqueio da
divisdo celular e estimulo da apoptose, garantindo que uma possivel mutagdo nao
seja herdada por células filhas (FABBRO e HENDERSON, 2003). O acumulo de p53
na fragdo citoplasmatica da célula, porém, é considerado um indicativo de estado
patolégico. Assim, o acumulo de p53 no citoplasma tem sido intimamente
relacionado a uma falha na diferenciacdo e aumento da malignidade em
hepatocarcinomas (HEINZE et al., 1999), neuroblastomas (MOLL et al, 1995), e em
outras neoplasias (NIKOLAEV et al., 2003).

Assim, tendo sido observado o acimulo de p53 no citoplasma dos hepatécitos
de LPN, sobretudo naquelas consideradas persistentes, como se observa na Figura
19, pode-se supor que tal acumulo seja um indicativo do estado patolégico dessas
LPN, sendo mais comum nas persistentes, e menos frequente nas lesbes em
remodelagdo. Portanto, pode-se sugerir que as caracteristicas peculiares da
persisténcia dessas lesbes possam estar envolvidas, em parte, com a perda da
funcdo de p53 que acompanha o seu acumulo no citoplasma.

Ao observar-se apenas as LPN p53 positivas, pode-se notar que a propor¢éo
entre LPN persistentes e em remodelagdo com acumulo citoplasmatico de p53 se
mantém relativamente constante entre os diferentes grupos submetidos aoc modelo
do RH (Figura 20). Assim, considerando-se as LPN p53 positivas, entre 66% e 77%
eram persistentes, enquanto as LPN em remodelagdo se mantiveram entre 22% e
33%.

Essa informagao tem consisténcia com o que se sabe a respeito de p53 que,
sendo uma proteina chave que regula processos como proliferagdo celular e
apoptose, seu funcionamento normal, ou seja, sem acumulo citoplasmatico, deve
garantir que os hepatécitos de uma LPN em remodelagdo sejam gradativamente
eliminados pela morte celular programada, com concomitante diminui¢do da
proliferagéo celular.

Nesse sentido, também foi observado no presente trabalho que a proliferagao
celular e a apoptose parecem estar bastante relacionados ao fendmeno da
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remodelacdo, como fica claro ao observar-se o indice de Crescimento Ajustado
(Tabela 11). Neste indice, pode-se observar como a apoptose tem preponderancia
sobre a proliferagdo celular nas LPN em remodelagdo, em todos 0s grupos
submetidos ao modelo do RH, o que pode explicar a regressao dessas lesdes.

Pode-se sugerir que tanto a diminuicdo da proliferacdo celular quanto o
aumento da taxa de apoptose nas LPN em remodelacdo se deve a uma capacidade
de atuagéo por parte de p53. Ainda ha que se considerar que as células das LPN de
uma maneira geral apresentam modificagcbes patoldégicas que levam a crer na
presenca de muitos danos em seu material genético. Portanto, considerando-se a
p53 um “guardido do genoma”, sua atividade em LPN em remodelacdo pode ser a
responsavel pelo elevado ICA dessas lesbes.

Por outro lado, o acumulo citoplasmatico de p53, observado em sua maior
parte nas LPN persistentes de todos os grupos submetidos ao modelo do RH, pode

estar relacionado ao indice de Crescimento Ajustado menor do que 1 dessas lesdes.

5.11 Aumento da Expressao de bcl-2 e Acumulo Citoplasmatico de p53

A bcl-2 é uma proteina anti-apoptética. Esta presente normalmente nas
células, onde desempenha seu papel fisioldgico. O aumento de sua expressao, por
outro lado, pode estar relacionado a estados patoldgicos, e foi observado em
céanceres e tecidos pré-neoplasicos (CHRISTENSEN et al., 1999).

No presente trabalho constatou-se um aumento da expressédo de bcl-2 em
uma porcentagem de LPN e, dentre essas, a maior parte é constituida de LPN
persistentes (Tabela 16). Esses dados indicam que ha um descontrole da expressao
dessa proteina anti-apoptética em LPN e que, nestas, as persistentes sao as mais
afetadas, como era de se esperar.

Digno de nota € o fato de que a porcentagem de LPN, persistentes ou em
remodelagdo, com aumento de express@o de bcl-2 é quase a mesma porcentagem
de LPN persistentes e em remodelagdo com marcagéo citoplasmatica de p53, em
todos os grupos submetidos ac modelo do RH, como pode ser constatado nas

Tabelas 14 e 16. De fato, foi observado no presente trabalho que as LPN com
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acumulo de p53 no citoplasma eram, em sua maior parte, as mesmas que
apresentavam aumento de expresséo de bcl-2.

Nesse sentido, Van Gijssel e colaboradores (2000), estimularam a ativagéo de
p53 em ratos submetidos ao modelo do Hepatdcito Resistente (RH) por meio de
radiagdo. Posteriormente, avaliou-se a presenga de pb53 e bcl-2 em cortes
histolégicos.

Foi observado que os hepatécitos do tecido ao redor das lesdes
(surrounding), apresentava intensa marcagdo nuclear para p53, enquanto que 0s
focos GST7-7+ ndo apresentam marcagao nuclear, e sim citoplasmatica.

Segundo sugerido pelo grupo de pesquisadores, a expressao elevada de bcl-
2 pode estar associada ao acumulo de p53 no citoplasma. Nesse sentido, nosso
trabalho estd de acordo com o sugerido, uma vez que constatamos uma
simultaneidade de eventos entre bcl-2 e p53 (VAN GIJSSEL et al., 2000).

5.12 Ativagao de p65 Hepatico e Acumulo de p53 no Citoplasma

Descreve-se que os fatores de transcricdo NF-xB e p53 competem pelos
mesmos cofatores no nudcleo celular para exercerem suas atividades peculiares.
Enquanto a p53 agiria estimulando a apoptose de celulas nas quais a morte celular é
uma necessidade, 0 NF-xB a inibiria. Logo, de maneira simplificada pode-se dizer
gue ambas possuem atividades opostas em rela¢éo ao destino da célula.

No presente trabalho n&o foi avaliada a ativagéo de p65 em LPN persistentes
ou em remodelagéo, de modo que ndo se pode afirmar se NF-xB estaria ativado ou
ndo em LPN em remodelacdo. Porém, constatou-se que os tecidos hepaticos dos
grupos submetidos ao modelo do RH, de uma maneira geral, apresentavam ativagao
de p65 (Figura 14). Ao mesmo tempo, foi constatado que a maior parte das LPN
com marcagao citoplasmatica para p53 eram LPN persistentes (Tabela 14).

Baseando-se nessas observagbes, ha de se considerar que talvez o NF-xB
tenha dominado o quadro geral de eventos celulares na maior parte das LPN
persistentes, uma vez que possivelmente se encontrava em maior concentragdo no

nGcleo do que a p53. Assim, o NF-xB teria vantagem na competicdo com os
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coativadores (p300 e CREB-binding protein), levando a célula a uma relativa
resisténcia a apoptose (WEBSTER e PERKINS, 1999).

Portanto, estes fatores somados talvez possam ter contribuido para o ICA
menor do que 1 observado em LPN persistentes, considerando-se que as mesmas
apresentaram uma porcentagem elevada de marcagao citoplasmatica para p53. Nas
LPN em remodelagéo, ao contrario, existindo uma porcentagem menor de marcagao
de p53 citoplasmatico, tenderiam a contrabalangar uma ativagdo de NF-xB, podendo
suas células sofrerem apoptose em taxas mais elevadas do que a capacidade de
proliferarem, como de fato se observou, e de acordo com Schulte-Hermann e
colaboradores (1990).

5.13 Originalidade do Trabalho

Deve-se ressaltar aqui que o presente trabalho tem a sua originalidade,
sobretudo no que se refere as descobertas a respeito da remodelagdo. Nesse
sentido, poucos sdo 0s grupos de pesquisa que estudam o fenémeno da
remodelagdo em LPN, e o conhecimento até agora obtido ndo permite explica-lo de
maneira satisfatoria.

Assim, observamos que o indice de crescimento ajustado dessas lesdes
indica que uma diminuicdo da proliferacao celular e concomitante aumento da
apoptose estdo relacionados com o desaparecimento de LPN em remodelagéo.

Também foi observado no presente trabalho que uma porcentagem das LPN
apresenta acumulo de p53 no citoplasma, como outros pesquisadores ja haviam
relatado (VAN GIJSSEL et al., 2000). Porém, o presente avang¢a no sentido de
relacionar esse acumulo de p53 citoplasmatico com LPN persistentes ou em
remodelacdo, relatando que a maior parte das LPN imunomarcadas para p53 sio as
persistentes. O acimulo de p53 no citoplasma, pode, entdo, estar envolvido com a
caracteristica persistente dessas lesdes.

O mesmo pode ser dito em relacdo ao aumento de expressdo de bcl-2
observado em LPN (CHRISTENSEN et al., 1999). Apesar de ndo ser novo o
conceito de que a expressdo desta proteina anti-apoptética possa estar aumentada
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em células pré-neoplasicas, no presente trabalho demonstrou-se que esse aumento
de expressao pode estar envolvido com as LPN persistentes.

Deve ser ressaltado, também, que todos os resultado obtidos com o presente
trabalho tém uma mesma direcdo em termos de logica cientifica, ndo encontrando
discrepéncias que poderiam colocar em duvida alguns de seus achados. Dados
como a proliferacéo celular, apoptose, ICA, ativacdo e expressdo de NF-xB, acimulo
de p53 citoplasmatico e aumento de expressdo de bcl-2 vdo para um mesmo
caminho, reforgando a participa¢do desses fendmenos na hepatocarcinogénese.

Portanto, esses conhecimentos contribuem para um melhor entendimento da

remodelacio e da prépria carcinogénese, somando-se ao que a ciéncia ja conhece.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes a que se pode chegar neste trabalho sao:

¢ Os acidos oleandlico e ursdlico nao apresentaram atividade quimiopreventiva,
evidenciada pela analise macroscépica do numero de ndédulos e pela
microscopia de LPN GST-p positivas, quando administrados continuamente
durante oito (8) semanas consecutivas, na dose diaria de 8mg/100g de peso
corpéreo, em periodo compreendendo consecutivamente as etapas de
iniciagdo e promogao inicial, em ratos F344 submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénse do RH. O acido ursdlico, por sua vez, tendeu a aumentar
0 numero de nddulos macroscopicos hepaticos, o que sugere, talvez, que

este apresente uma atividade promotora.

e Os acidos oleandlico e ursélico promoveram aumento da apoptose apenas
nas LPN em remodelacgdo, o que pode ter contribuido para a diminuigcdo do
namero e da area média dessas LPN em remodelagéo.

e O aumento da expressao do gene que codifica para a enzima HMG-CoA
redutase no figado dos ratos submetidos ao modelo do “hepatécito resistente”

pode estar envolvido com a carcinogénese.

e O aumento da expressdo do gene que codifica para a enzima HMG-CoA
redutase no figado de ratos entubados com acido ursolico pode estar
envolvido com a auséncia de quimioprevengao por parte dessa substancia e,
talvez, com seus efeitos promotores em nddulos de hepatécitos observados a
macroscopia.

¢ Os acidos oleandlico e o ursélico contribuiram para com o aumento de danos
no DNA hepatico de ratos F344 tratados submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH, o que pode estar relacionado a auséncia de
quimioprevencéo por parte desses triterpendides.
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O aumento da expressdo e da ativagdo do fator de transcriggo NF-xB no
tecido hepatico dos grupos Agua e OM parece estar relacionado a

carcinogénese.

O aumento da expressado e da ativagao de NF-xB em tecido hepatico de ratos
F344 pelos acidos oleandlico e ursolico pode, talvez, estar relacionado a

auséncia de quimioprevencgao por parte dessas substancias.

A diminuicdo da proliferagéo celular e 0 aumento da apoptose em LPN em
remodelagéo, parecem estar envolvidos com o fendmeno da remodelacéo,

conforme observado pelo indice de crescimento ajustado.

O acumulo da proteina supressora de tumor p53 no citoplasma, bem como o
acumulo da proteina anti-apoptética bcl-2 nos hepatécitos, parece estar mais
relacionado as LPN persistentes e, possivelmente, ao seu fendtipo mais

agressivo do que com as LPN em remodelagao e suas caracteristicas.
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SUMMARY

MAZZANTINI, R. P. Effects of the triterpenoids oleanolic acid and ursolic acid
in rat F344 submitted to the resistant hepatocyte model of
hepatocarcinogenesis. 2005. 163 f Thesis (Doctoral) - Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2005.

It was evaluated the effects of the oleandlico acid (OA) and ursolic acid (UA),
triterpenoids present in vegetable foods and spices, when administered to rat F344
during the initiation and selection/promotion stages of the resistant hepatocyte
model of hepatocarcinogenesis RH. The rat received for 8 weeks, by gavage and
dissolved in corn oil (CO): OA or UA (8 mg/100 g of body weight [b.w.]). The
control groups just received CO (0,25 mL/100 g b.w.; CO group), or water (0,25
mL/100 g b.w.; group Water). Normal group did not receive any treatment type.
The initiation agent was dietilnitrosamine (DEN, 20 mg/100 g b.w.). 2 weeks after
gavage, it was applied 3 consecutive doses of 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) (2
mg/100 g of b.w.) and it was made a 70% partial hepatectomy, added of 1 dose of
2-AAF (0,5 mg/100 g b.w.) 4 days after the surgery. In 6 weeks after the initiation,
the animals were sacrificed. Results: the macroscopic analysis demonstrated that
OA did not alter and UA tended to increase the number of hepatocytes nodules,
compared to the CO group. The morphometric analysis of the pre-neoplastic
lesions (PNL) positive for giutatione S-transferase placentary form (GST-p),
demonstrated that OA and UA did not alter the medium number of persistent LPN,
however they reduced the medium number of remodeling LPN, compared to the
OM group (p <0,05). OA and UA did not alter the medium area of persistent LPN,
but they reduced the medium area of remodeling LPN, compared to the CO group
(p <0,05). The triterpenoids did not alter the occupied area of the section for
persistent LPN, but they reduced the occupied area cut for remodeling LPN,
compared to the CO group (p <0,05). The Water, OM and AU groups showed
increase in the plasmatic concentration of cholesterol, compared to the Normal
group. OA promoted increase of the expression of the gene that codifies for the
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HMG-CoA reductase enzyme, compared to the Normal group (p <0,05), and AU
promoted increase expression when compared to the Normal, Water, OM and AU
groups (p <0,05). OA and UA did not alter the indexes of cellular proliferation
(imunoistochemistry for bromodeoxiuridine [BrdU]) in persistent LPN. AU promoted
increase (p <0,05) in the cellular proliferation in remodeling LPN when compared to
the CO group. OA and UA did not alter the apoptosis in persistent LPN, but they
increased the medium number of apoptotics bodies in remodeling LPN (p <0,05).
The Adjusted Index Growth (cellular apoptosis/proliferation) of the groups
demonstrated that, in persistent LPN, the cellular proliferation has predominance
on the apoptosis. In remodeling LPN, the apoptosis has preponderance over the
cellular proliferation. The damages in hepatic DNA (method of the "comet”) were
larger in the group OA (p <0,05) and AU (p <0,061), compared to the CO group.
The analysis for imunoblot revealed that the RH model increased the expression
and the activation of the NF-kB transcription factor (p <0,05). OA and UA increased
the expression and the activation of NF—KB, compared to the CO group (p> 0,05). it
was observed that the p53 tumor suppresser protein is accumulated in the
hepatocytes cytoplasm of 77,2% (Water), 66,5% (CO), 69,6% (OA) and 69,7%
(UA) of persistent LPN, and of 22,8% (Water), 33,5% (CO), 30,4% (OA) and 30,3%
(UA) of remodeling LPN marked for p53. The bcl-2 anti-apoptotic protein presented
increase expression in 78,4% (Water), 72,6% (CO), 73,0% (OA) and 70,4% (UA) of
persistent LPN, and of 21,6% (Water), 27,4% (CO), 27,0% (OA) and 29,6% (UA) of
remodeling LPN marked for bcl-2. Conclusions: AO and AU did not present
chemopreventive activity in the study conditions, but they reduced remodeling
PNL. The apoptosis increase and cellular proliferation decrease are involved with
the remodeling. The transcription factor NF-kB is involved with the
hepatocarcinogenesis. AO and AU increased the expression and the activation of
NF-kB. The p53 accumulation in the cytoplasm, as well as the increased
expression of bcl-2 is related to the phenotype of persistent PNL.

Key words: Chemoprevention, NF-xB, p53, bcl-2, DNA damage, HMG-CoA

reductase.
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