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Resumo

No presente estudo foi avaliado o eventual efeito quimiopreventivo do esqualeno,
um triterpeno intermediario na biossintese de esterdides em plantas e animais e
constituinte do Oleo de oliva, quando administtado a ratos Wistar durante 8
semanas consecutivas em periodo compreendendo as etapas de iniciacdo e
selecdo/promocdo do modelo de hepatocarcinogénese do “hepatdcito resistente”
(RH). Animais tratados apenas com Oleo de miho ou agua e submetidos ao
modelo do RH foram utlizados como controles. A andlise estatistica de nodulos
visiveis macroscopicamente e de lesbes pré-neoplasicas GST-P positivas, nao
revelou efeito quimiopreventivo significante por parte do esqualeno. Os indices de
proliferacdo celular e de apoptose foram semelhantes entre os grupos. Da mesma
forma, a andlise de danos no DNA mostrou auséncia de protecdo por parte do
esqualeno. Por outro lado, o aumento dos niveis plasméticos de colesterol total
sugere que 0 esqualeno foi absorvido. Assim, nossos dados ndo demonstram
atividade quimiopreventiva digna de nota por parte do esqualeno, quando
administrado durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese em ratos Wistar
submetidos ao modelo do RH.

Palavras-chaves:  hepatocarcinogénese  quimica, modelo do  “hepatécito  resistente”,

quimioprevencao, isoprendides, esqualeno.
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| -REVISAO DE LITERATURA

1. Carcinogénese quimica e suas etapas

Carcinogénese é um termo geral utilizado para denotar o processo complexo de
desenvolvimento do cancer. Esse processo é considerado um fenémeno ativo
podendo ser induzido por varios agentes: quimicos, fisicos ou biologicos (Pitot &
Dragan, 1991).

A carcinogénese quimica pode ser induzida por cancerigenos diretos, que
parecem ndo requerer qualquer conversdo prévia para induzir a carcinogénese, ou
indiretos, que agem através de seu metabdlito reativo originado apés a sua
metabolizacdo (Venitt, 1994).

O desenvolvimento do cancer induzido quimicamente é considerado um
processo em multiplas etapas (Schulte-Hermann, 1985; Farber & Sarma, 1987; Pitot &
Dragan, 1991, Pitot, 1993). Evidéncias indicam que a neoplasia pode se desenvolver
em trés etapas basicas denominadas iniciacdo, promocao e progressao (Pitot et al.,
1996), sendo que duas dessas etapas estdo bem caracterizadas operacionalmente: a
iniciacdo e a promocao.

Na etapa de iniciacdo o agente quimico genotoxico provoca alteracdes
irreversiveis em genes relacionados aos processos de proliferacdo e diferenciacao
celular (Bos & Kreijl, 1992). A ocorréncia eventual de proliferacao celular reparativa ou
compensatoria, “fixa” essas lesées de DNA, impedindo o reparo eficiente e a
eliminacdo (morte celular) dessas células, originando células-filhas iniciadas

(Cayama et al., 1978; Cohen & Ellwein, 1990; Kaufmann et al., 1991). A morte celular

por apoptose de células com DNA lesado, pode representar um importante
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mecanismo protetor contra 0 desenvolvimento da neoplasia (Schulte-Hermann et al.,
1995; GraslKraupp et al., 2000).

A etapa de promocdo envolve a selecdo e proliferacdo clonal das células
iniciadas, com formacéao de lesdes pré-neoplasicas (Schulte-Hermann, 1985; Farber &
Sarma, 1987; Pitot & Dragan, 1991; Pitot, 1993). Os promotores atuam provocando
expansao clonal de células iniciadas, através do aumento da proliferacdo celular
(Cohen & Ellwein, 1990; 1991) e inibicdo da morte celular programada (apoptose)
(Schulte-Hermann et al., 1990; Wright et al., 1994).

O dultimo estagio do desenvolvimento neoplasico, a progresséo, caracteriza-se
por instabilidade genémica e continua evolucdo das caracteristicas independentes,
como mudancas bioquimicas das células malignas, aumento da proliferacdo celular,
invasdo, anaplasia e metastase (Pitot & Dragan, 1991). A irreversibilidade desse

estagio é assumida pelas alteracdes no genoma da célula (Pitot & Dragan, 1991).

2. LesBes hepéticas pré-neoplasicas

O figado tem se destacado como 6rgdo de estudo das diferentes etapas da
carcinogénese quimica experimental devido ao seu grande tamanho, sua relativa
homogeneidade estrutural e, em particular, pela facilidade de inducao e deteccéo de
lesGes pré-neoplasicas (Moore & Kitagawa, 1986; Farber & Sarma, 1987; Ito et al.,
1988; 1989; 2000; Bannasch et al., 1989; Bannasch & Zerban, 1992). O céancer
hepéatico induzido quimicamente em roedores também ocorre através do
desenvolvimento de alteracdes seqlienciais. A iniciacdo é causada por carcinGgenos
genotoxicos que causam danos no DNA. Esses danos podem ser avaliados atraves da
técnica do “cometa” que, em condicbes alcalinas, é um teste sensivel para detectar

danos ou reparo no DNA em células individualizadas (Hartman & Speit, 1994; Tice,
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1995), além de identificar niveis de fragmentacdo do DNA decorrentes do processo de
necrose e apoptose (Fairbain et al., 1996). A falha na corre¢cdo desses danos seguida
da proliferacdo celular leva a formacéo inicial de focos de hepatécitos alterados
fenotipicamente (FHA). A atividade proliferativa celular pode ser detectada por varios
métodos. Um dos mais utilizados € a deteccdo imuno-histoquimica do antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), presente durante as varias fases do ciclo
celular (Eldridge et al., 1993). Essa deteccdo pode ser realizada em varios tipos de
tecidos, inclusive o figado (Foley et al., 1991; Eldridge et al., 1993). Os FHA progridem
para nodulos, adenomas e, por fim, para o cancer. A demonstracdo de que essas
alteracdes estdo sequencialmente associadas, indica que os focos representam etapas
pré-neoplasicas, podendo ser considerados marcadores histolégicos da futura
neoplasia hepética (Bannasch, 1986; 1990; Farber & Sarma, 1987; Enzmann &
Bannasch, 1987; Farber, 1988).

Diferentes tipos de FHA, induzidos por carcinégenos quimicos, tém sido
identificados no figado de ratos, na dependéncia das alteracbes de seus
componentes citoplasmaticos, como glicogénio, reticulo endoplasmatico, ribossomos
e peroxissomos (Bannasch et al., 1989; Bannasch & Zerban, 1992). Assim, sob
coloracdo de rotina com hematoxilina e eosina (H&E), as alteragcbes permitem
classificar os focos de hepatdcitos alterados de acordo com a sua morfologia. O
conhecimento de que as células dos focos exibem atividade enzimatica diferente das
células normais, permite marca-las imuno e histoquimicamente, através de
marcadores enzimaticos, tais como, glutamiltranspeptidase (GGT),
adenosiltrifosfatase (ATPase), glicose-6 fosfatase (G-6-Pase) e glutationa S-
transferase, forma placentaria (GST-P) (Butler et al., 1981; Hanigan & Pitot, 1985;

Satoh et al., 1985; Pitot et al., 1989, Bannasch et al., 1982; 1989). Essa Ultima, a forma
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placentaria da glutationa S-transferase (GST-P), foi estabelecida como um dos
melhores marcadores dos focos pré-neoplasicos no figado de rato (Satoh et al., 1985;

Ito et al., 1989; 2000; Dragan & Pitot, 1992).

3. Modelos de hepatocarcinogénese quimica

Sdo grandes os progressos no estudo da hepatocarcinogénese desde o
primeiro modelo de cancer de figado descrito por Sasaki & Yoshida em 1935. Varias
modificacfes foram realizadas com a finalidade de se obter um modelo que permitisse
0 estudos das varias etapas do processo carcinogénico. O sistema de dois estagios na
formacédo do tumor hepatico foi introduzido por Peraino et al. (1971).

Desde entdo, diversos modelos tém sido descritos para o estudo da
hepatocarcinogénese quimica induzida em ratos, sendo parte deles baseado nos
conceito de iniciacdo de promocédo da carcinogénese quimica (Ito et al., 1988; 1989;
2000; Dragan, 1992).

Um dos modelos mais utilizados para o estudo de hepatocarcinogénese e 0
modelo do “hepatdcito resistente” (RH) descrito em 1976 (Solt & Faber, 1976) e
modificado em 1987 por Semple et al., sendo modelo é adequado para induzir elevada
incidéncia de canceres, bem como para melhor se avaliar e comparar efeitos de
substancias capazes de modular 0 processo carcinogénico.

O modelo é baseado na hipétese de que o 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) é
capaz de inibir a proliferacdo da maioria dos hepatdcitos normais, mas nédo a dos
resistentes que foram gerados durante a iniciagdo. Consiste na iniciacdo de ratos
jovens machos pela dietilnitrosamina (DEN), por via intraperitoneal. Apds periodo de
duas semanas, 0s animais recebem via intragastrica, doses diarias de 2-AAF, um

potente agente mito-inibitério para a proliferacdo dos hepatdcitos normais. Apos 24
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horas da ultima dose, os animais sdo submetidos a hepatectomia parcial de 2/3,
responsavel pelo estimulo proliferativo, criando, desta forma, um ambiente seletivo em
gue os hepatdcitos iniciados apresentam vantagem de crescimento, enquanto as
células ndo-iniciadas tém seu crescimento inibido. Desta maneira, focos e nodulos de
hepatdcitos, considerados pré-neoplasicos, podem ser vistos 5 a 10 dias apos a
hepatectomia parcial.

A pressdo de selecdo para gerar focos e nédulos desse modelo é bastante
intensa ocorrendo de forma sincronizada, o que possibilita assim, estudos mais
detalhados do desenvolvimento neoplasico (Farber & Sarma, 1987).

Em diversos dos protocolos de hepatocarcinogénese a proliferacdo dos
hepatécitos em focos ou nédulos pré-neoplasicos é bastante lenta, em geral
assincrénica. JA no modelo do RH isto acontece, ao contrario, de forma rapida e
sincronizada de modo que nédulos precoces ja podem ser vistos macroscopicamente
em uma ou duas semanas apos a etapa de selecédo/promocéo inicial. A grande maioria
sofre remodelacdo, um processo altamente complexo envolvendo mudancas no
suprimento sanguineo e em caracteristicas bioquimicas, bem como da estrutura e
arquiteturas celulares, retornando ao aspecto anterior do figado. Uma pequena parte

(2-5%) segue outro caminho, o da persisténcia (Tatematsu et al., 1983).

4. Quimioprevencdo, dieta e cancer

Avaliacbes recentes indicam que menos que se adote medidas rigorosas de
controle, o cancer se converterd na principal causa de morte em muitos paises no
inicio desse século. A Agéncia Internacional para Pesquisa do Céancer (IARC) estimou
gue em 2000 ocorreram no mundo mais de 19 milhdes de casos novos e que 11

milhdes de pessoas morreram em decorréncia de algum tipo de cancer (OMS, 2001).
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Neste mesmo ano, os doze canceres com maiores mortalidades foram os de pulméo,
estbmago, figado, célon e reto, eséfago, mama, boca e faringe, cérvix, préstata,
bexiga, ovario e endométrio (OMS 2001), sendo que todos eles estdo relacionados
com a alimentacao, incluindo o de pulméao, também associado com o cigarro (OMS
2001).

Estudos epidemiologicos demonstram que as incidéncias regionais do cancer
estdo diretamente relacionadas aos habitos de vida, condi¢des sdcio-econbmicas e
principalmente com a alimentacdo (Doll & Peto, 1981). Por esse motivo, a ligacao
entre habitos alimentares e risco de cancer tém sido alvo de diversos estudos
epidemioldgicos, pré-clinicos e experimentais (Milner, 2002). Esse estudos
demonstram que a identificacdo da ocorréncia natural de carcindbgenos e
anticarcindgenos alimentares € Util ndo apenas para o entendimento da carcinogénese
como também para novas estratégias de prevencao (Rao et al., 1998).

Estudos epidemiologicos ressaltam de forma geral, o papel da dieta na
quimioprevengdo de neoplasias no ser humano (Bertran et al., 1987; Potter &
Steinmetz, 1996; Omenn, 1996; Reddy, 1996; Riboli & Norat, 2001).

A quimioprevencao do cancer pode ser definida como uma forma de prevenir a
doenca através da administragdo de um ou mais compostos quimicos durante as
etapas iniciais pré-neoplasicas da carcinogénese (Sporn et al., 1976; Albertsd &
Garcia, 1995; Pezzuto; 1997, Tamini et al., 2002). Os quimioprotetores podem ser
classificados em trés categorias, de acordo com seus efeitos nas diferentes fases da
carcinogénese: 1) inibidor da formacao do carcin6geno; 2) bloqueador de metabdlito
ativo e, 3) supressor do desenvolvimento neoplasico (Wattenberg, 1985). Entretanto, €

dificil a classificacdo precisa dos agentes quimiopreventivos, visto que 0s mecanismos
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de acdo da maioria dos compostos sdo desconhecidos, e muitos deles atuam no
processo de carcinogénese através de diferentes mecanismos (Stoner et al., 1997).
Diversos dos inibidores da carcinogénese até agora identificados sao
constituintes naturais dos alimentos (Dragsted et al., 1993; Ames et al., 1995; Gescher
et al., 1998). Assim, a investigacdo dos mecanismos através dos quais a alimentacéo
influencia o cancer pode contribuir para a elucidacdo de aspectos fundamentais da
carcinogénese e do comportamento biolégico das neoplasias malignas, e ter impacto
em estratégias de prevencao (Rogers et al., 1993; Ames et al., 1995; Milner, 2002).
Frutas, hortalicas e graos de cereais apresentam papel relevante na protecéao a
determinados tipos de canceres (Terry et al., 2001). Os mesmos se constituem
importantes fontes de derivados do metabolismo do mevalonato (Elson & Yu, 1994), os
chamados isoprendides, que nos ultimos anos tém chamado a aten¢do da comunidade
cientifica em funcdo de sua promissora acdo relatada na quimioprevencdo e
guimioterapia do cancer (Elson & Yu, 1994; Moreno et al., 1995; Crowell, 1999; Elson

etal., 1999).

5. Viado mevalonato e isoprenodides

Através do ciclo do mevalonato as plantas sintetizam produtos naturais
derivados de uma unidade comum isoprénica de 5 carbonos, que diferem uns dos
outros pela sua complexidade, tamanho e funcéo (Bach, 1995). Por essa via formam-
se os carotendides encontrados nas plantas e colesterol nos animais (Stermer et al.,
1994) (Figura 1). O inicio da biossintese se da através da formagédo de pirofosfato de
isopentila a partir da acetil-CoA.

As reacOes iniciam-se com a formacdo de 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA

(HMGCoA), que em seguida € reduzida a mevalonato (Stryer, 1988). A seguir, 0
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mevalonato € convertido em pirofosfato de isopentila através de trés reacodes
consecutivas com gasto de ATP. Assim, adigbes sucessivas de unidades isoprénicas
formam geraniol (C1o) e farnesol (C1s). A partir desse ponto a via se divide em duas: a
primeira envolve a extensao do farnesol resultando em fitol (Cy), dolicol (Cvo-120) €
borracha (C2s00-20000) € Na formacado dos carotendides nas plantas, enquanto a segunda
envolve a igacdo de dois residuos de farnesol, formando esqualeno (C3p) que é
convertido em lanosterol e, apés varias etapas, é formado o colesterol pela perda de 3
grupamentos metila nos animais (Stryer, 1988; Koolman & Rohm, 1996).

A sintese do mevalonato consiste em etapa critica desse metabolismo, sendo
catalisada pela enzima HMGCoA redutase (Stryer, 1988). A HMG-CoA redutase € uma
enzima cuja atividade € uma das mais reguladas da natureza através de mecanismos
transcricional e poés-transcricional. Nos animais é modulada por um controle
multivalente, sendo reprimida por produtos esterdis como colesterol, e ndo esterais,
derivados do ciclo do mevalonato (Goldstein & Brown, 1990).

Lesdes pré-neoplésicas e neoplasicas apresentam perda do mecanismo de
retro-regulacdo inibitéria da atividade da enzima HMGCOA redutase e maior
sensibilidade a regulacao inibitoria dos isoprendides. Essa inibi¢cdo estaria limitada a
disponibilidade de intermediarios derivados da via do mevalonato, o que explicaria a
acentuada atividade inibitéria do crescimento de neoplasias, constatada apés a

administracao de isoprendides (Elson & Yu, 1994; Elson et al., 1999).
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Figura 1: Viaresumidado mevalonato em plantas e mamiferos; adaptado de CROWELL &

al., 1991; BACH, 1995; EL SON, 1995.

Nesse sentido, diversos isoprendides foram testados quanto a seus respectivos
potenciais de inibicdo da formacdo de neoplasias, como o papel dos tocotriendis e
farnesol em células da linhagem B16 de melanoma murinico (He et al., 1997), do
farnesol em células CEM-C1 de leucemia aguda humana (Voziyan et al., 1995) ou em
focos de criptas aberrantes induzidas por azoximetano (AOM) em F344 (Wargovich et
al., 2000) e do geranilgeraniol em adenocarcinoma de colén (Ohizumi et al., 1995). A
administracdo de limoneno em ratas durante a fase de iniciacdo ou

promogao/progressdo da carcinogénese mamaria reduziu o aparecimento de
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neoplasias em comparacédo aos controles (Elson et al., 1998) além de inibir a formacao
de adenomas pulmonares (Wattenberg et al., 1989). O alcool perilil, também derivado
dessa via, demonstrou uma inibicdo de neoplasias no modelo de carcinogénese de
colon induzida pelo azoximetano (Reddy et al., 1997) e demonstrou efeito
guimiopreventivo em modelos de pulmdo em neoplasias induzidas por 4-
(metilnitrosamina)-1-(piridil)-1-butanona (NNK) (Lantry et al., 2000). Trabalhos do nosso
grupo também demonstram o efeito quimioprevetivos de diversos derivados do
metabolismo de mevalonato. Em ratos submetidos ao modelo do “hepatdcito
resistente”, a administracéo de vitamina A e &cido retindico 9-cis e todo-trans inibiu a
proliferacdo celular quando administrado durante a fase de progressdo da
hepatocarcinogénese (Silveira et al., 2001). A administracdo do b-caroteno em ratos
submetidos a modelo de proliferacéo celular (hepatectomia parcial) inibe a expresséo
da enzima HMG-CoA redutase através de mecanismos pos-transcricionais, o que
sugere que seu efeito quimiopreventivo ou inibitério do cancer pode se dever a
alteracdes no metabolismo de isoprendides (Moreno et al., 1991; 1995). O farnesol e
geraniol na dose de 25 mg/kg de p.c. apresentou efeito protetor no desenvolvimento de
lesbes pré-neoplasicas de figado, embora nesse caso, o farnesol tenha se
apresentado mais efetivo (Ong et al., 2001). Em outro estudo, a b-ionona e
geranilgeraniol administradas nas doses de 8 e 16 mg/kg p.c. reduziu 0 nimero e area
de lesdes pré-neoplasicas de figado, bem a proliferacdo da celular. A b-ionona
apresentou efeito quimiopreventivo nas duas doses administradas, com maior efeito na
dose de 16 mg/kg p.c., sugerindo, inclusive a existéncia de uma relacdo dose/efeito
(Espindola, 2002). No caso do geranilgeraniol foi observada quimioprevencao apenas

na dose de 8 mg/kg de p.c. (Espindola, 2002).



Revisado de Literatura 11

6. Esqualeno e 6leo de oliva

O Oleo de oliva € um importante alimento, consumido h& milhares de anos na
regido do Mediterraneo (Newmark, 2000) onde é associado a baixa incidéncia de
doencas coronarianas e a alta expectativa de vida (Smith et al., 2000; Stark & Madar,
2002).

Estudos epidemioldgicos sugerem que o aumento do consumo do 6leo de oliva
tem papel benéfico na prevencédo de alguns tipos de canceres (Smith et al., 1998; Rao
et al., 1998). Em populacdes mediterraneas o consumo do 6leo de oliva esta associado
a um menor risco de desenvolvimento do cancer de mama ou pancreatico (Newmark,
2000). A mortalidade de cancer de pulmdo é menor no sul da Itdlia, onde h&a maior
consumo do 6leo, do que ao norte do pais (Smith et al.,1998).

Segundo Newmark, em recente revisdo, o esqualeno seria um dos principais
responsaveis pelos efeitos protetores do 6leo de oliva (Newmark, 2000).

O esqualeno consiste em um triterpeno intermediario na biossintese de
esteroides em plantas e animais (Figura 2). E um hidrocarboneto polinsaturado
formado por seis unidades isoprénicas (30;), que se origina do fechamento de
triterpenos aciclicos da via do mevalonato (Figura 1) (Rao et al., 1998; Newmark 2000;
Sporn & Shu, 2000).

Amplamente distribuido na natureza, o esqualeno recebe esse nome devido a
sua ocorréncia em grandes quantidades no 6leo de figado de tubardo do género
Squalus sp (Nakamura, 1997). E encontrado também em menores proporcdes (0,1 a
0,7%) em 6leo de plantas, particularmente no 6leo de oliva, e em lipideos da pele
humana (Tilvis& Meittinen, 1982).

Estudos experimentais demostram que aproximadamente 60% do esqualeno

administrado na dieta séo absorvidos pelas células intestinais (Strandberg et al., 1990).
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Apés a absorcdo, o esqualeno é rapidamente transportado até o figado onde é
metabolizado, via colesterol, em sais biliares forma em que é excretado pelas fezes
(Tilvis & Miettinem, 1982). Os niveis séricos de colesterol aumentam 6 horas apds a
administracéo de esqualeno e retornam aos niveis normais apos 8 horas. Ja os niveis
séricos de esqualeno aumentam 8 horas apds a sua administracdo e retornam aos
niveis normais apos 24 quatro horas. A concentracdo hepatica de esqualeno atinge
pico méximo apoés 4 horas, voltando aos niveis iniciais apos 24 horas da administracéo
(Nakamura et al., 1997).

Recentes estudos tém demonstrado a atividade anti-neoplasica do esqualeno,
mostrando que esse reduz significativamente o desenvolvimento e crescimento de
neoplasias em roedores (Smith et al., 1998; Newmark, 2000).

Estudos in vitro demonstraram que o0 esqualeno € um potente inibidor da
hiperproliferacdo aberrante de células mamarias de origem epitelial, prevenindo assim
a sua transformacéao neoplasica (Newmark, 2000).

Estudos em modelos de carcinogénese de pele mostraram que esqualeno o €
um potente inibidor de neoplasias induzidos pelo benzo[a]pireno em camundongos
(Van Durren & Goldschmidt, 1976). Em ratos, este suprimiu o efeito promotor do éster
de forbol (TPA) em neoplasias iniciadas pelo 7,12-dimetilbenz[ajantraceno quando
administrado via topica (Murakoshi, 1992) e induziu a regressao desses neoplasias
guando administrado em associacao com vitamina A e D (Desali, 1996). Em modelos
de carcinogénese de cdélon, a administracdo do esqualeno na dieta (1%) inibiu
significativamente a formacéo de focos de criptas aberrantes (FCA) de célon em ratos
F344 induzidas pela azoximetano (Rao et al., 1998). Da mesma forma, dieta com 6leo

de oliva preveniu o desenvolvimento de FCA e carcinomas de colon em ratos,
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N

Figura 2. Estrutura do esqualeno.

mostrando seu efeito quimiopreventivo na carcinogénese de célon (Bartoli et al., 2000).
Smith observou o efeito protetor do esqualeno administrado na racédo (2%), em
neoplasias de pulméo induzidos quimicamente pela 4 -(metilnitrosamina) —1-(3-piridil)-1-
butanona (NNK), substancia encontrada no tabaco.

Assim, o0 estudo da acdo quimiopreventiva do esqualeno na
hepatocarcinogénese podera representar uma valida contribuicdo nesta area, visto que
até o momento sdo ainda escassas as informacdes disponiveis na literatura a resposta

do papel desta substancia no processo de carcinogénese.
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- OBJETIVOS

Avaliar o possivel efeito quimiopreventivo do esqualeno, quando
administrado durante 8 semanas consecutivas durante as etapas de iniciacéo e
selecao/promocéo da hepatocarcinogénese quimica, no desenvolvimento de
lesbes pré-neoplasicas em ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatocito

resistente”.



15

1. Introducéo

Estudos epidemiolégicos em populacbes do Mediterraneo sugerem que o0
elevado consumo de Oleo de oliva estd associado a diminuicdo do risco de
desenvolvimento de alguns tipos de cénceres (Newmark, 2000). Da mesma forma, em
animais de experimentacdo a administracdo de Oleo de oliva apresentou efeito
guimiopreventivo em uma variedade de neoplasias induzidas quimicamente (Reddy et
al., 1996; Rao et al, 1998; Newmark 2000). Segundo Newmark (2000), o esqualeno,
presente em concentragbes em torno de 0,7% no Oleo de oliva, € apontado como o
principal responsavel pelos efeitos benéficos do mesmo. Este consiste em um triterpeno
intermediario na biossintese de esterdides em plantas e animais. E um hidrocarboneto
polinsaturado constituido por seis unidades isoprénicas, que se origina do fechamento
de terpendides aciclicos da via do mevalonato (Rao et al., 1998; Newmark, 2000; Sporn
e Shu, 2000). Sua atividade anti-neoplasica, bem como a de outros derivados dessa
via, tem sido demonstrada recentemente a partr da reducao significante do
desenvolvimento de neoplasias em roedores (Elson & Yu, 1994; Crowel, 1999). O
mecanismo proposto para inibicdo do desenvolvimento neoplasico pelo esqualeno
baseia-se no conhecimento do seu papel inibitério na atividade da enzima HMG-CoA
redutase, diminuindo, assim, a sintese de intermediarios da via do mevalonato, como o
pirofosfato de farnesila e de geranilgeranila (Newmark, 2000). Esses derivados do
mevalonato sdo fundamentais para os processos de farnesilagdo e geranilgeranilagdo

protéica de certos proto-oncogenes (Brown & Goldstein, 1974; Newmark, 2000). Além
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disso, metabdlitos ndo esterdides derivados dessa via influenciam a fase de sintese de
DNA do ciclo celular (Quesney-Huneeus et al., 1983; Elson et al., 1999) e, portanto, a
prépria proliferacdo celular.

Assim, estudos em modelos de carcinogénese de pele demostraram que o
esqualeno € um potente inibidor de neoplasias induzidas pelo benzo[a]pireno em
camundongos (Van Durren & Goldschmidt, 1976). Da mesma forma, este suprimiu em
ratos o efeito promotor do éster de forbol em neoplasias iniciadas pelo 7,12-
dimetilbenz[alantraceno quando administrado por via tépica (Murakoshi et al., 1992) e
induziu a regressdo dessas neoplasias, quando administtado em associagdo com as
vitaminas A e D (Desai et al, 1996). Em modelos de carcinogénese de colon, a
administracdo de esqualeno a 1% na racao inibiu significativamente a formacao de focos
de criptas aberrantes (FCA) de colon em ratos F344, induzidos pelo azoximetano (Rao et
al., 1998). Além disso, descreve-se que racdo preparada com O6leo de oliva preveniu o
desenvolvimento de FCA e carcinomas de cllon em ratos, demonstrando seu efeito
quimiopreventivo na carcinogénese de cdélon (Bartoli et al, 2000). Ja Smith (1998)
observou o efeito protetor do esqualeno administrado na racdo a 2%, em neoplasias de
pulmdo induzidas quimicamente pela 4-(metilnitrosamina) —1-(3-piridil}-1-butanona (NNK),
substancia encontrada no tabaco.

Sao inUmeros 0s progressos observados no estudo da hepatocarcinogénese desde
a descricdo do primeiro modelo de cancer de figado por Sasaki & Yoshida, em 1935.
Desde entdo, varias modificacbes foram realizadas com a finalidade de se obter um
modelo que possibilitasse o estudo das varias etapas do processo carcinogénico. O
modelo do “hepatdcito resistente” (RH), descrito em 1976 (Solt & Faber, 1976) e

modificado em 1987 por SEMPLE et al. € um dos protocolos experimentais mais utilizados
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no estudo da hepatocarcinogénese quimica, sendo adequado para induzir elevada
incidéncia de neoplasias, bem como para se avaliar e comparar os efeitos de substancias
guimioprotetoras capazes de modular o processo carcinogénico (Farber & Farma 1987,
Oliveira et al., 2001). O modelo baseia-se na hipotese de que o 2acetilaminofluoreno (2-
AAF) é capaz de inibir a proliferacdo da maioria dos hepatécitos normais, mas ndo a dos
resistentes que foram gerados durante a iniciagdo. Nesse modelo, diferentes estagios do
processo de hepatocarcinogénese podem ser identificados, uma vez que um grande
nuamero de focos e nddulos de hepaticos € rapidamente induzido de forma sincronizada,
facilitando, desta forma, estudos mais detalhados. As lesGes pré-neoplasicas podem ser
facilmente identificadas e quantificadas quanto a sua area e nimero por meio de
morfometria. Assim, € possivel se avaliar no modelo do RH néo apenas a iniciacdo, mas
também a selecdo e expansao clonal de células iniciadas (Farber, 1980; Ezmann et al.,
1998).

Portanto, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do esqualeno,
quando administrado durante 8 semanas consecutivas durante as etapas de iniciacdo e

selecao/promocdo da hepatocarcinogénese quimica, no desenvolvimento de lesbes pré-

neoplasicas em ratos Wistar submetidos ao modelo do RH.

2. Material e Métodos

2.1.Animais e Tratamento
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Ratos Wistar machos com 4 semanas de idade foram obtidos do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (USP, Sdo Paulo, Brasil), pesando entre 60-80 g
no inicio de experimento. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
(quatro ratos/caixa), forradas com maravalha autoclavada, cobertas com grades de
metal, em sala mantida a 22 + 2 °C, 55 + 10 % de umidade e ciclos de 12 horas de claro
e escuro. Estes foram tratados com racao comercial Purina (LABINA-PURINA,

Campinas, SP) e agua ad libitum durante todo o experimento.

Ao final do periodo de aclimatacdo os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos experimentais (Figura 1). Os dos grupos Esqualeno 100 e Esqualeno
150 foram tratados com esqualeno (100 e 150 mg/100 g de peso corporeo [p.c.,
respectivamente) dissolvido em éleo de milho (Mazolad), via intragastrica, todos os dias
por 8 semanas consecutivas. Os animais do grupo Oleo receberam 6leo de milho (0,25
mL/100 g de p.c.), via intragastrica, servindo de controle para os dois primeiros, e os do
grupo Agua receberam apenas agua, via intra-gastrica (0,25 mL/100 g de p.c.), servindo
de controle para o grupo Oleo. Todos os ratos foram submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH. Para tanto, receberam na segunda semana do experimento
uma dose de dietilnitrosamina (DEN, Sigma Chemical Co., MO, USA; 20 mg/100 g de p.
c.), via intraperitoneal, para iniciacdo da hepatocarcinogénese. Apés duas semanas, foi
realizada hepatectomia parcial de 2/3 (Higgins & Anderson, 1931). Os animais receberam,
via intragastrica, seis doses de 2-acetilaminofluoreno ((2-AAF, Sigma Chemical Co; MO,
USA; 2 mg/100 g de p. c.), sendo as quatro primeiras em quatro dias consecutivos antes
da hepatectomia parcial e as duas restantes apdés a mesma, em dias alternados. Seis

semanas apos a iniciacdo com DEN, os animais foram anestesiados e sacrificados por
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exsanguinacdo, colhendo-se, na ocasido, sangue por puncdo da aorta abdominal. O
procedimento de manuseio, administracdo de substancias, anestesia e sacrificio dos
animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA),

protocolo n? 266.

2.2. Colheita de Amostras de Figado, Processamento e Histologia

Imediatamente apds o sacrificio, o figado de cada animal foi retirado, lavado em
solugdo de NaCl a 0,9%, pesado e avaliado quanto a presenca de formacgdes nodulares
visiveis macroscopicamente. Apés a analise, parte dos fragmentos de cada l6bulo foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e mantida a —80 °C, para posterior anlise
de danos no DNA pelo teste do “cometa” (Tice et al., 1990;1991). Fragmentos dos lobos
hepaticos foram fixados em formol tamponado a 10% por aproximadamente 48 horas,
sendo entdo parafinizados para posterior obtencdo de cortes histologicos de 5 mm que
se destinaram a realizacdo de reacdo imuno-histoquimica pelo método do complexo
avidina-biotina (ABC) (Hsu et al, 1981) e coloragdo de rotina com hematoxilina-eosina

(H&E).

2.3. Imuno-histoquimica para GST-P e PCNA

Cortes histologicos das amostras hepaticas foram processados para a realizagcdo
de reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de lesGes pré-neoplasicas positivas para
a enzima glutationa S-transferase forma placentaria (GST-P) e hepatdcitos positivos

para o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), de acordo com 0 método
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descrito por Hsu et al. (1981). Basicamente, apds desparafinizacdo, a peroxidase
endogena foi bloqueada por peroxido de hidrogénio a 3% (Merck, Alemanha) em
solucdo salina tamponada (PBS), durante 5 min. Em seguida, estes foram incubados
com anticorpo primario de coelho anti-GST-P (Medical & Biological Laboratories Co.,
Toquio, Japao) na diluicdo de 1:1000, ou anticorpo primario de rato anti-PCNA (Dako
A/S, Dinamarca) diluido a 1:200 em de albumina sérica bovina a 1%, durante a noite e
a 4°C. Finalmente, os cortes foram incubados por uma hora com anticorpo secundario
biotinilado (Dako StrepABComplex’HRP Duet, Mouse/Rabit, Dinamarca), aplicando-se,
entao, 0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase biotinilado (Dako
StrepABComplexHRP  Duet, Mouse/Rabit, Dinamarca). Os sitios de ligacdo da
peroxidase foram detectados por incubagcdo com 3,3'-diaminobenzidina (0,5%; Sigma)
e peroxido de hidrogénio (0,1%) dissolvidos em PBS por cerca de 2 minutos, a
temperatura ambiente. A contra-coloracdo dos cortes foi realizada com hematoxilina ou
com H&E, para avaliacao da expressao da enzima GST-P e PCNA, respectivamente.

Focos GST-P positivos foram mensurados utilizando-se fotomicroscopio Nikon
(Microphot-FXA) conectado a um microcomputador, por meio de programa KS-300
(Kontron Elektronic, Germany). Os dados foram expressos em numero (N° de
focoslcm?) e &rea de focos GST-P positivos por cortes de figado (mmf/cm?). A
proliferacdo celular foi determinada pelo indice de marcacdo (IM/%) do PCNA
(hepatécitos PCNA  positivos/nUmero  total de hepatéeitos analisados x 100), por
avaliacdo em microscopio de luz (Carl Zeiss, Alemanha) (objetiva de 40x) de 4000
hepatdcitos / rato, sendo 2000 deles na area ao redor das lesdes (“surrounding”) e 2000

no interior de lesdes pré-neoplasicas.
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2.4. Avaliacéo da Apoptose

A apoptose foi avaliada sob coloragdo de rotna com H&E através da
identificacdo de hepatdcitos e corpusculos em apoptose, basicamente de acordo com
os critérios estabelecidos por Goldsworth et al., em 1996. Foram considerados como
hepatécitos em apoptose, células compactas com cromatina condensada na periferia
nuclear e com intensa acidofilia citoplasmatica. J& corpusculos em apoptose foram
caracterizados por corpos acidéfilos, com fragmentagcdo ou auséncia do nucleo,
acompanhada de condensacdo e/ou fragmentacdo citoplasmatica. O indice apoptético
(IA/%) (hepatdcitos e corpusculos em apoptose /nimero total de hepatdcitos analisados
x 100) foi determinado por avaliagGo em microscépio de luz (Carl Zeiss, Alemanha)
(objetiva de 40x) de 4000 hepatocitos / rato, sendo 2000 deles na area ao redor das

lesBes (“surrounding”) e 2000 no interior de lesdes pré-neoplasicas.

2.5. Técnica do “cometa”

Imediatamente apds descongelamento do material, um fragmento da porcéo
mediana do I6bulo direito foi isolado, lavado e homogeneizado delicadamente em
solucdo de Hanks pH 7,4 e DMSO a 10%. A 120 nhde agarose de baixo ponto de fusdo

a 05% (Sigma, EUA) foram adicionados 5 nmi dessa suspensdo de células e, em
seguida, essa mistura foi aplicada sobre laminas revestidas por uma camada de

agarose de alto ponto de fusdo a 1,5% (Sigma, EUA). As laminas foram colocadas em
solucdo de lise (1% Triton X-100, 25 mM NaCl, 0,1 mM Na;EDTA, 10 mM Tris e 10%

DMSO, pH 10,0), a 4 ° C e durante 24 horas. Apds o processo de lise, essas foram

mantidas em tampao alcalino por 20 min (0,3 M NaOH, 1 mM Na;EDTA, pH >13) e, em
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seguida, submetidas a eletroforese (25 V/300 mA/7 W), por 20 minutos, a 4 °C.
Posteriormente, o DNA foi corado com 50 nh de brometo de etidio (20 ng/ml) e as
laminas avaliadas em objetiva de 40x em microscopio de fluorescéncia (Olympus-Bx60,
filtro: 515-560 nm; “barrier filter. 590 nm) acoplado a uma cémera de video colorida
CCD conectada a sistema de andlise de imagens (Comet I, Perspective Instruments,
UK). Foram analisados 50 nucledides por animal, sendo considerados apenas aqueles
com diametro maior do que 34 mm. Utilizando-se o programa Comet Il (Perspective
Instruments, Inglaterra) foram analisados os parametros de migracdo da cauda do
cometa (mm; Migracdo da Cauda), a intensidade de fluorescéncia da cauda do cometa
(Intensidade da Cauda) e a relacdo entre a migracdo e intensidade da cauda (Momento

da Cauda) (Olive et al., 1990).

2.6. Quantificacdo da Concentragdo Plasméatica de Colesterol Total
Imediatamente apds a colheita, 0 sangue foi adicionado a tubos de centrifuga
contendo 500 nh de EDTA (10ng/nf), e centrifugado a 3500 g, a 4C, por 10 min. Apds A

centrifugacdo, foi colhido o plasma para quantificacdo do colesterol total por meio de
técnica enzimatica-espectrofotomeética (“kit” Cholesterol, BioSystems, S.A., Espanha).

A andlise foi realizada a 500 nm em espectrofotdmetro modelo U 1100 (Hitachi, Japao).

2.7. Andlise estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica foram utilizados os testes de One-way

ANOVA, de Fisher e t de Student, quando os resultados apresentavam distribuicéo
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normal e, quando isto ndo ocorreu, utilizou-se os testes de Kruskall-Wallis e Manny-

Whitney. Em todos os casos, adotou-se o nivel de significancia de p < 0,05 (Zar, 1994).

3. Resultados

Os valores dos pesos corporeos e dos figados dos ratos tratados durante 8
semanas consecutivas com esqualeno (100 ou 150 mg/100 g de p.c.), 4gua ou Oleo de
milho (0,25 mL / 100 g de p.c.) e submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do
“hepatocito resistente” (RH) encontram-se apresentados na Tabela 1. E possivel se
observar na mesma que os valores dos pesos corpéreos e dos figados foram bastante
semelhantes entre os diferentes grupos experimentais, indicando que o esqualeno ndo
apresentou toxicidade digna de nota nas dosagens utilizadas.

A Tabela 2 apresenta os resultados relativos a incidéncia, multiplicidade e
numero total de noédulos, referentes ao exame macroscopico dos figados realizado por
ocasido do sacrificio dos animais. A incidéncia de nddulos foi semelhante em todos os
grupos experimentais. Aléem disso, a andlise estatistca do numero e multiplicidade de
nodulos ndo revelou diferenca significativa entre os diversos grupos, independente do
tratamento a que estes foram submetidos. Todavia, verificase que em comparacdo ao
grupo Oleo (grupo controle), os ratos tratados com esqualeno na dose de 100mg / 100 g
de p.c. tenderam a apresentar menor numero total de nédulos de hepatécitos, bem
como menor multiplicidade de LPN.

Os resultados da avaliagio quantitativa do nimero (\° de focos/cm?) e da &rea
agregada das lesdes pré-neoplasicas GST-P positivas (mm?/cm?) estdo apresentados
na Tabela 3. De forma semelhante ao observado em relacdo aos resultados da analise

macroscopica, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
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nimero e area de LPN positvas para a GST-P dos animais dos diferentes grupos
experimentais. Entretanto, a area agregada de focos GST-P positivos tendeu a ser
menor no grupo Esqualeno 100 em relacdo a seu respectivo grupo controle (grupo
Oleo).

Na Tabela 4 sdo observados os valores dos indices de marcacdo (IM%) de
PCNA e apoptético (IA%) das areas ao redor das lesGes (“surrounding”) e areas de LPN
ao final das oito semanas de experimento. N&do foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os diferentes grupos experimentais, em relacdo a esses dois
parametros. Todavia, animais tratados com esqualeno nas doses de 100 e 150 mg/100
g de p.c. tenderam a apresentar menor indice de marcacdo de PCNA nas areas de LPN
do que ratos do grupo controle (grupo Oleo). Da mesma forma, nesses dois grupos
experimentais tratados com o isoprendide o indice apoptético tendeu a ser maior do
que no grupo Oleo (controles), nas areas de LPN. Animais tratados ti0 somente com
6leo de miho e submetidos ao modelo do RH (grupo Oleo) tenderam a apresentar, por

sua vez, em relacdo aos ratos do grupo Agua, um maior indice de marcagdo de PCNA

e menor indice apoptotico nas areas de LPN (Tabela 4)

Além disso, os indices de narcacdo de PCNA dos grupos Esqualeno 100 e Oleo
foram maiores (p<0,05) nas areas de lesGes pré-neoplasicas, do que em relacdo as
suas respectivas areas ao redor das lesdes (“surrounding”’). Em relagdo ao indice
apoptotico, os grupos Esqualeno 100, e Agua apresentaram indice apoptotico (IA/%)
nas areas de LPN maior (p<0,05) do que em suas respectivas areas ao redor das
lesBes (“surrounding”™). No grupo Esqualeno 150 foi observada ainda tendéncia deste
apresentar um maior indice apoptético nas areas de LPN, quando este foi comparado

as respectivas areas ao redor das lesdes (Tabela 4).
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Ja a Tabela 5 apresenta os valores referentes a Migracdo da Cauda, Momento
da Cauda e Intensidade da Cauda dos cometas dos figados dos ratos Wistar tratados
durante 8 semanas consecutivas com esqualeno, 6leo de milho ou agua e submetidos
ao modelo do RH. Assim, é possivel se constatar na mesma que 0s animais tratados
com esqualeno nas duas doses apresentaram 0s mesmos niveis de danos quando
comparados ao grupo controle (grupo Oleo).

Finalmente, a Figura 2 apresenta os valores de concentracdes plasmaticas de
colesterol ao término das oito semanas de experimento, de todos 0s grupos
experimentais. Os grupos Esqualeno 100 e 150 apresentaram maiores (p<0,05)
concentragcdes plasmaticas de colesterol total apds tratamento com esqualeno, quando
comparados ao grupo controle (grupo Oleo). Entre os grupos Oleo e Agua ndo houve

diferenca estatisticamente significativa em relacdo a concentracdo plasmatica de

colesterol.

4. Discussao

Algumas poucas investigacbes epidemiolégicas e experimentais sugerem a
existéncia de um efeito quimiopreventivo do esqualeno em relacdo a determinados tipos
de canceres (Smith et al., 1998; Rao et al, 1998). No presente estudo foi avaliada a
atividade quimiopreventva do esqualeno em ratos submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do RH.

Assim, apesar das andlises macroscopica e microscopica quantitativa de LPN
positvas para GST-P apontarem para a eventual existtncia de um efeito
guimiopreventivo por parte do esqualeno quando administtado na dose de 100 mg/100

g de p.c. no presente estudo, isto ndo foi aqui comprovado do ponto de vista estatistico,
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inclusive em animais tratados com 150 mg/100 g de p.c. deste mesmo isoprendide, o
qgue indica a auséncia de uma atividade quimiopreventiva mais pronunciada quando
este foi administrado nessas doses a ratos Wistar submetidos ao modelo do RH.

As dosagens de esqualeno de 100 e 150 mg/l100 g de p.c. administradas
diariamente, via intragastrica, nos animais do presente estudo correspondem as
utilizadas na maioria dos trabalhos de carcinogénese quimica, onde o mesmo foi
fornecido incorporado na ragcdo na concentracdo de 1 a 2%. Nesses trabalhos, a
administracdo de esqualeno na ragdo a 1 % e 2% reduziu, respectivamente, o nidmero
de neoplasias de cdélon induzidas pelo azoximetano (Rao et al., 1998; Bartoli et al.,
2000) e o de neoplasias de pulmdo induzidas pela 4-(metilnitrosamina) —1-(3-piridil)-1-
butanona (NNK) (Smith et al., 1998).

Descreve-se que além do esqualeno, outros isoprendides da dieta, tais como o
farnesol, lanosterol, geraniol e o geranilgeraniol, também apresentam acdo inibitdria da
formacdo de intermediarios do mevalonato com acdo na reducdo da disponibilidade de
pirofosfato de farnesila (FPP), resultando, portanto, na inibicdo do desenvolvimento de
neoplasias (Newmark, 2000). Da mesma forma, estudos preliminares in vitro tém
comparado a agdo do esqualeno e suas doses com outros intermediarios da via do
mevalonato. Assim, trabalhos com cultura de células epiteliais de mamiferos mutadas
para 0 gene v-Haras transformado demonstraram que o geraniol, o farnesol e o
lanosterol sdo de 8 a 12 vezes mais efetivos na inibicdo da proliferacdo celular do que o
esqualeno em doses equivalentes (Katdare et al., 1997). A administracdo de lanosterol
a 2% na ragcdo a camundongos C57 com mutacbes no gene V-Ha-as resultou, ainda,
em diminuicdo de 47% no peso da neoplasia, 0 que corresponde a0 mesmo resultado

observado em animais tratados com racdo com esqualeno a 4%. Resultados
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semelhantes foram observados em trabalhos do nosso grupo. Nesse caso, foram
avaliadas as eventuais atividades quimiopreventivas de outros derivados da via do
mevalonato, em doses menores do que a do esqualeno utilizada no presente estudo, no
mesmo modelo de hepatocarcinogénese do “hepatOcito resistente”. Assim, a
administracdo de farnesol e geraniol na dose de 25 mg/100 g de p.c. apresentou efeito
protetor no desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas de figado, embora neste caso, o
farnesol tenha se apresentado como mais efetivo (Ong et al., 2001). Em outro estudo, a
b-ionona e o geranilgeraniol administrados nas doses de 8 ou 16 mg/100 de p.c.
reduziram 0 nUumero e area de lesbBes pré-neoplasicas de figado, bem como a
proliferacdo celular. A b-ionona apresentou efeito quimiopreventvo nas duas doses
administradas, com maior efeito com a de 16 mg/100 g de p.c., sugerindo, inclusive, a
existéncia de uma relacdo doselefeito (Espindola, 2002). No caso do geranilgeraniol foi
observada quimioprevencdo apenas com a dose de 8 mg/100 g de p.c. (Espindola,
2002).

Esses resultados indicam que metabdlitos do esqualeno ou seus precursores e
outros derivados da via do mevalonato sdo mais efetivos e apresentam maior efeito
guimiopreventivo do que o exibido pelo esqualeno, inclusive em doses menores, 0 que
esta de acordo com o sugerido por Newmark (2000).

Eventuais mecanismos de protecio do esqualeno foram investigados no
presente estudo, atraves da avaliacdo da proliferacdo celular e da apoptose, por meio
da determinacdo dos indices de marcacdo de PCNA e apoptdtico, respectivamente.
Assim, de acordo com os valores constatados desses indices ndo foi observada

inibicdo estatisticamente significativa da proliferagdo celular ou inducdo da apoptose



28

apOs tratamento por oito semanas consecutivas com esqualeno, em suas duas
dosagens. Entretanto, a administracdo desse isoprendide nas doses de 100 e 150
mg/100 g de p.c. tendeu a inibir a proliferacdo celular e a induzir a apoptose nas areas
de LPN em ratos submetidos ao modelo do RH.

Desta maneira, isto esta de acordo, de certa forma, com os resultados
observados a macroscopia € a microscopia de LPN positvas para a enzima GST-P,
gue também ndo indicam claramente nessas condi¢cbes experimentais a existéncia de
uma atividade quimiopreventiva mais pronunciada por parte do esqualeno.

Sao poucos os dados da literatura que demonstram o papel do esqualeno na
inibicdo da proliferacdo celular e inducdo da apoptose. Assim, quando se comparou O
efeito do esqualeno com outros derivados da via do mevalonato como o geraniol, o
farnesol e o lanosterol, constatou-se que estes foram de 8 a 12 vezes mais efetivos em
inibir a proliferacdo celular do que o esqualeno, em doses equivalentes (Katdare et al.,
1997). Em relacdo a apoptose, estudo com células de adenocarcimona de pulméo
mostrou que o farnesol e 0 geranilgeraniol induziram a apoptose desse tipo celular,
enguanto o esqualeno n&o influenciou nesse mecanismo (Miquel et al., 1996).

Dados da literatura mostram que a proliferagdo celular é maior em lesbes pré-
neoplasicas do que em tecidos considerados normais ao redor das lesdes (Kong &
Ringer et al., 1996). No presente estudo isso foi confirmado quando se comparou o
indice de marcacdo de PCNA de éareas de LPN ao indice da area ao redor das
mesmas, em animais tratados com esqualeno (100 mg/100 g p.c.) ou 6leo de miho
(grupo Oleo; controles). Além disso, segundo a literatura, a apoptose também aumenta
do tecido normal para focos de hepatécitos alterados, adenomas e carcinomas

hepatocelulares (Kong & Ringer et al., 1996; GrashKraupp et al., 1997). Esse padrdo de
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evolugdo da apoptose foi aqui observado em animais tratados com esqualeno (100
mg/100 g p.c.), ou agua, quando se comparou o indice apoptotico de areas de lesbes
pré-neoplasicas ao indice de seu respectivo tecido normal adjacente.

Os niveis de danos no DNA foram avaliados, no presente estudo, por meio do
teste do “cometa” (Singh et al., 1988). Embora essa técnica tenha como um dos
principais objetivos a deteccdo da genotoxicidade de agentes quimicos, esta possibilita
também que se identifique a fragmentacdo do DNA decorrente de morte celular por
necrose e/ou apoptose (Fairbain et al, 1996). Os resultados indicaram inexisténcia de
protecdo por parte do esqualeno em relacdo a danos no DNA de hepatdcitos, em figado
de ratos tratados com esqualeno, 6leo de milho ou simplesmente agua, e submetidos
ao modelo do RH. Por outro lado, esses resultados também demonstraram que o
esqualeno nao induziu danos no DNA em quaisquer das doses utilizadas.

As concentracOes plasméticas de colesterol total, que se apresentaram
aumentadas nos grupos Esqualeno 100 e 150 em relacdo ao grupo Oleo (controle)
apos administracdo do isoprendide indicam que este foi absorvido quando administrado
nas dosagens de 100 ou 150 mg/100 g de p.c./dia aos animais. Estudos em relacdo ao
metabolismo do esqualeno demonstram o aumento das concentracbes plasmaticas de
colesterol até 6 horas apdés a administracdo do mesmo (Nakamura et al., 1997), tempo
este maior do que o intervalo entre a dltima administragdo do esqualeno e o sacrificio
dos animais as 8 semanas de experimento.

Assim, de uma forma geral, observou-se no presente estudo, e ao contrario do
esperado segundo os dados da literatura, que houve apenas uma tendéncia do
esqualeno em apresentar uma atividade quimiopreventiva, inibir a proliferacdo celular e

induzir a apoptose quando administrado na dosagem de 100 mg/100 g de p.c/dia.
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Uma acdo protetora mais pronunciada poderia ser talvez observada quando da
administracdo de outras doses do esqualeno, nessas mesmas condigbes
experimentais.

Ainda segundo a literatura, descreve-se que o mecanismo de acdo do esqualeno
guando administrado na racdo em relacdo a quimioprevencdo de neoplasias seria
atribuivel a uma inibicdo da atividade da enzima HMG-CoA redutase (Strandberg et al.,
1989). Essa inibicdo levaria a uma menor sintese de intermediarios da via do
mevalonato, como o FPP e o pirofosfato de geranilgeranila. Esses s&o essenciais aos
processos de farnesilacdo e geranilgeranilacdo (prenilagcdo) de determinadas proteinas.
A prenilacdo protéica € um mecanismo que ocorre apOs a traducdo, que envolve a
adicdo de grupos hidrofébicos a carboxila terminal de proteinas relacionadas a sinais
celulares especificos, facilitando a associacdo destas a membrana celular e,
consequientemente, a sua ativacdo. O produto de varios proto-oncogenes resulta em
proteinas transdutoras de sinais celulares especificos que, por serem produzidas em
ambiente aquoso no citosol, sdo hidrossollveis. Um exemplo dessas proteinas é a p21,
produto do proto-oncogene ras. Assim, a inibicdo da prenilacéo impede a ativacdo de
proteinas transdutoras de sinais, inibindo, desta forma, a transformacdo neoplasica
celular (Newmark, 2000; Elson et al., 1999). Deste modo, a retroalimentacdo inibitéria
causada pela administracdo de esqualeno na atividade da enzima HMG-CoA redutase
resultaria. em uma menor prenilacdo protéica, menor ativacdo de proto-oncogenes e,
consequentemente, em uma inibicdo de lesdes pré-neoplasicas (Newmark, 2000; Elson
et al, 1999). Além disso, é observada acdo direta entre sintese de derivados do
metabolismo do mevalonato com a homeostase do colesterol, proliferacdo celular e

com a transformacdo maligna (Brown & Goldstein, 1974; Elson et al, 1999). O
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colesterol € requerido para proliferagdo celular durante a fase G1 do ciclo, enquanto
outros derivados ndo esterdides apresentam papel fundamental durante a fase de
sintese de DNA do ciclo celular (Brown & Goldstein, 1974; Elson et al., 1999).

Em estudo utiizando ratos com mutacdo no gene Apc, responsavel pelo
desenvolvimento de mudltiplas neoplasias intestinais, tratados com esqualeno a 1% na
racdo ndo se observou reducdo de neoplasias intestinais ou mesmo aumento da
sobrevida dos animais (Newmark, 2000). Efeito similar foi constatado em ratos mutados
para 0 gene Apc 1638, responsavel pelo desenvolvimento de neoplasias espontaneas
intestinais (Smits et al., 1997). E importante salientar que em tais modelos ndo s&o
detectadas mutagBes no proto-oncogene ras, sugerindo que o esqualeno tem mais
efeito em neoplasias que apresentam mutacdes nesse gene, através da prevencdo do
processo de prenilacdo (Newmark, 2000). Na hepatocarcinogénese, a ativacdo de
proto-oncogenes da familia ras é detectada apenas durante a fase de indugcdo de
lesbes pré-neoplasicas (Dominguez-Malagon & Gaytan-Graham, 2001), embora no
modelo do RH tenha sido apenas detectado um pequeno aumento da expressdo do
mesmo logo apdés a hepatectomia parcial (Porsch-Hallstrom et al., 1989). Isso talvez
explique a auséncia de protecdo por parte do esgualeno constatada no presente
estudo.
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TABELAS

TABELA 1—-Peso corpéreo inicial, ganho de peso, peso hepatico relativo de
ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatdcito resistente”,

tratados com esqualeno, dleo e agua.

NUmero de Peso Final* Ganho de Peso Hepatico
Tratamento o _
animais (6)] Peso* (g) Relativo*
Esqualeno 100 11 255,4+25,8 182,3+24,8 3,7+0,7
Esqualeno 150 8 243,5+24,2 171,5+23,2 3,5+0,6
Oleo 10 244,2+27,7 170,7+25,2 3,8+0,9
Agua 9 226,0+26,1 154,3+25,9 3,5+0,5

*QOs valores representam, respectivamente, média e desvio-padrao.

A significancia entre as médias foi determinada pelo t de Student.

TABELA 2 - Quantificacdo lesfes pré-neoplasicas (LPN) visiveis a macroscopia

de ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatdcito resistente”

tratados com esqualeno, 6leo e agua.

Multiplicidade (N°

N®deratosc/  Incidéncia N total _ o
atamento ] ) medio LPN/ animais
nodulos (%) nodulos
c/ LPN)*
Esqualeno 100 10/11 91,0 282 15,8+ 20,9
Esqualeno 150 6/8 75 328 59,2+ 77,1
Oleo 8/10 80 508 63,5+ 72,3
Agua 9/9 100 473 58,1+ 78,1

*QOs valores representam, respectivamente, média e desvio-padrao.

A significancia entre as médias foi determinada pelo teste Manny-Whitney.

A comparacao a incidéncia foi determinada pelo teste exato de Fisher.



TABELA 3 - Quantificacdo das Lesdes pré-neoplasicas (LPN) positivas para GST-
P, no figado de ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatécito

resistente”, tratados com esqualeno, 6leo e agua.

N° efetivo Focos GST-P”
Tratamento de NUmero Area Agregada
animais (focos/cm?)* (mm?/cm?)*
Esqualeno 100 11 64,8+ 21,3 119+129
Esqualeno 150 8 61,0+ 20,3 23,6 25,7
Oleo 10 65,4 + 24,7 21,1+23,6
Agua 9 78,5+209 19,1 +14,2

* Os valores representam, respectivamente, média e desvio-padrao.

A significancia entre as médias foi determinada pelo teste Manny-Whitney.

TABELA 4- indice de marcacdo (%/IM) de hepatdcitos positivos para antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e indice apoptdtico (%/IA) no
figado de ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatdcito

resistente”, tratados com esqualeno, 6leo e agua.

indice de marcacio PCNA indice apoptético (%/1A)
, (%IM)
Numero — Area de ] Area de
Grupo de Area ao redor . Areaao redor .
animais . lesbes pré- . lesbes pré-
das lesdes o das lesbes o
neoplasicas neoplasicas
Esqualeno 100 11 4,8813,76 0,0810,11 a 1,07i1,01 :I.,781:|.,0:|.a
Esqua|eno 150 8 7,32i5,36 0,05i0,09 1,291‘1,22 2,69“'_1,93
Oleo 10 4,55+4,65 0,15+0,14 2 1,00+0,56 1,05+1,03
Agua 9 6,45+4,78 0,06+0,09 0,55+0,45 3,49+3,202

* Os valores representam, respectivamente, média e desvio-padréo.

%= diferencas estatisticamente significantes (P<0,05) quando comparados ao IM das

areas “surrounding”, determinado pelo teste Manny-Whitney.



TABELA 5— Migracdo da Cauda, Intensidade da Cauda e Momento da
Cauda de cometas em ratos tratados com esqualeno,

Oleo e agua, submetidos ao modelo do “hepatdcito resistente”.

Numero de Migracéo da Intensidade  Momento da

Grupo
animais Cauda* da Cauda* Cauda*
Esqualeno 100 11 17,7+6,2 21,049,0 5,4+2,4
Esqualeno 150 8 17,0+4,0 20,948,0 51+2.3
Oleo 10 16,2+1,7 19,8+7,5 4,9+0.5
Agua 9 18,2+3,8 26,048,3 5,5+3,0

* Os valores representam, respectivamente, media e desvio padrao.

A significancia entre as médias foi detemminada pelo teste Manny-Whitney.



41

FIGURAS
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Figura 1- Protocolo experimental
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FIGURA 2 — Concentracéo plasmatica de colesterol de ratos Wistar submetidos
ao modelo do RH e tratados com esqualeno, 6leo e &gua. *diferenca
estatisticamente significante (p<0,05), determinada pelo testet de

Student quando comparados ao grupo Oleo.



VI — CONCLUSAO

- Porque o esqualeno foi absorvido e ndo houve alteracbes em area e
nimero de lesdes pré-neoplasicas, concluivse que o0 esqualeno nédo
apresentou efeito quimio preventivo quando administrado nas doses de 100
e 150 mg por 100 g de p.c. na hepatocarcinogénese quimica em ratos

submetidos ao modelo do “hepatdcito resistente”.
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