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Resumo 

No presente estudo foi avaliado o eventual efeito quimiopreventivo do esqualeno, 

um triterpeno intermediário na biossíntese de esteróides em plantas e animais e 

constituinte do óleo de oliva, quando administrado a ratos Wistar durante 8 

semanas consecutivas em período compreendendo as etapas de iniciação e 

seleção/promoção do modelo de hepatocarcinogênese do “hepatócito resistente” 

(RH). Animais tratados apenas com óleo de milho ou água e submetidos ao 

modelo do RH foram utilizados como controles. A análise estatística de nódulos 

visíveis macroscopicamente e de lesões pré-neoplásicas GST-P positivas, não 

revelou efeito quimiopreventivo significante por parte do esqualeno. Os índices de 

proliferação celular e de apoptose foram semelhantes entre os grupos. Da mesma 

forma, a análise de danos no DNA mostrou ausência de proteção por parte do 

esqualeno. Por outro lado, o aumento dos níveis plasmáticos de colesterol total 

sugere que o esqualeno foi absorvido. Assim, nossos dados não demonstram 

atividade quimiopreventiva digna de nota por parte do esqualeno, quando 

administrado durante as etapas iniciais da hepatocarcinogênese em ratos Wistar 

submetidos ao modelo do RH. 

Palavras-chaves: hepatocarcinogênese química, modelo do “hepatócito resistente”, 

quimioprevenção, isoprenóides, esqualeno. 
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I –REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Carcinogênese química e suas etapas 

 Carcinogênese é um termo geral utilizado para denotar o processo complexo de 

desenvolvimento do câncer. Esse processo é considerado um fenômeno ativo 

podendo ser induzido por vários agentes: químicos, físicos ou biológicos (Pitot & 

Dragan, 1991). 

 A carcinogênese química pode ser induzida por cancerígenos diretos, que 

parecem não requerer qualquer conversão prévia para induzir a carcinogênese, ou 

indiretos, que agem através de seu metabólito reativo originado após a sua 

metabolização (Venitt, 1994).  

 O desenvolvimento do câncer induzido quimicamente é considerado um 

processo em múltiplas etapas (Schulte-Hermann, 1985; Farber & Sarma, 1987; Pitot & 

Dragan, 1991; Pitot, 1993). Evidências indicam que a neoplasia pode se desenvolver 

em três etapas básicas denominadas iniciação, promoção e progressão (Pitot et al., 

1996), sendo que duas dessas etapas estão bem caracterizadas operacionalmente: a 

iniciação e a promoção.  

Na etapa de iniciação o agente químico genotóxico provoca alterações 

irreversíveis em genes relacionados aos processos de proliferação e diferenciação 

celular (Bos & Kreijl, 1992). A ocorrência eventual de proliferação celular reparativa ou 

compensatória, “fixa” essas lesões de DNA, impedindo o reparo eficiente e a 

eliminação (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 o desenvolvimento da neoplasia (Schulte-Hermann et al., 

1995; Grasl-Kraupp et al., 2000).  

A etapa de promoção envolve a seleção e proliferação clonal das células 

iniciadas, com formação de lesões pré-neoplásicas (Schulte-Hermann, 1985; Farber & 

Sarma, 1987; Pitot & Dragan, 1991; Pitot, 1993). Os promotores atuam provocando 

expansão clonal de células iniciadas, através do aumento da proliferação celular 

(Cohen & Ellwein, 1990; 1991) e inibição da morte celular programada (apoptose) 

(Schulte-Hermann et al., 1990; Wright et al., 1994).  

O último estágio do desenvolvimento neoplásico, a progressão, caracteriza-se 

por instabilidade genômica e contínua evolução das características independentes, 

como mudanças bioquímicas das células malignas, aumento da proliferação celular, 

invasão, anaplasia e metástase (Pitot & Dragan, 1991). A irreversibilidade desse 

estágio é assumida pelas alterações no genoma da célula (Pitot & Dragan, 1991). 

 

2. Lesões hepáticas pré-neoplásicas 

 O fígado tem se destacado como órgão de estudo das diferentes etapas da 

carcinogênese química experimental devido ao seu grande tamanho, sua relativa 

homogeneidade estrutural e, em particular, pela facilidade de indução e detecção de 

lesões pré-neoplásicas (Moore & Kitagawa, 1986; Farber & Sarma, 1987; Ito et al., 

1988; 1989; 2000; Bannasch et al., 1989; Bannasch & Zerban, 1992). O câncer 

hepático induzido quimicamente em roedores também ocorre através do 

desenvolvimento de alterações seqüenciais. A iniciação é causada por carcinógenos 

genotóxicos que causam danos no DNA. Esses danos podem ser avaliados através da 

técnica do “cometa” que, em condições alcalinas, é um teste sensível para detectar 

danos ou reparo no DNA em células individualizadas (Hartman & Speit, 1994; Tice, 
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1995), além de identificar níveis de fragmentação do DNA decorrentes do processo de 

necrose e apoptose (Fairbain et al., 1996). A falha na correção desses danos seguida 

da proliferação celular leva à formação inicial de focos de hepatócitos alterados 

fenotipicamente (FHA). A atividade proliferativa celular pode ser detectada por vários 

métodos.  Um dos mais utilizados é a detecção imuno-histoquímica do antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA), presente durante as várias fases do ciclo 

celular (Eldridge et al., 1993). Essa detecção pode ser realizada em vários tipos de 

tecidos, inclusive o fígado (Foley et al., 1991; Eldridge et al., 1993).  Os FHA progridem 

para nódulos, adenomas e, por fim, para o câncer. A demonstração de que essas 

alterações estão seqüencialmente associadas, indica que os focos representam etapas 

pré-neoplásicas, podendo ser considerados marcadores histológicos da futura 

neoplasia hepática (Bannasch, 1986; 1990; Farber & Sarma, 1987; Enzmann & 

Bannasch, 1987; Farber, 1988). 

Diferentes tipos de FHA, induzidos por carcinógenos químicos, têm sido 

identificados no fígado de ratos, na dependência das alterações de seus 

componentes citoplasmáticos, como glicogênio, retículo endoplasmático, ribossomos 

e peroxissomos (Bannasch et al., 1989; Bannasch & Zerban, 1992). Assim, sob 

coloração de rotina com hematoxilina e eosina (H&E), as alterações permitem 

classificar os focos de hepatócitos alterados de acordo com a sua morfologia. O 

conhecimento de que as células dos focos exibem atividade enzimática diferente das 

células normais, permite marcá-las imuno e histoquimicamente, através de 

marcadores enzimáticos, tais como, glutamiltranspeptidase (GGT), 

adenosiltrifosfatase (ATPase), glicose-6 fosfatase (G-6-Pase) e glutationa S- 

transferase, forma placentária (GST-P) (Butler et al., 1981; Hanigan & Pitot, 1985; 

Satoh et al., 1985; Pitot et al., 1989, Bannasch et al., 1982; 1989). Essa última, a forma 
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placentária da glutationa S-transferase (GST-P), foi estabelecida como um dos 

melhores marcadores dos focos pré-neoplásicos no fígado de rato (Satoh et al., 1985; 

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

 

3. Modelos de hepatocarcinogênese química 

São grandes os progressos no estudo da hepatocarcinogênese desde o 

primeiro modelo de câncer de fígado descrito por Sasaki & Yoshida em 1935. Várias 

modificações foram realizadas com a finalidade de se obter um modelo que permitisse 

o estudos das várias etapas do processo carcinogênico. O sistema de dois estágios na 

formação do tumor hepático foi introduzido por Peraino et  al. (1971).  

Desde então, diversos modelos têm sido descritos para o estudo da 

hepatocarcinogênese química induzida em ratos, sendo parte deles baseado nos 

conceito de iniciação de promoção da carcinogênese química (Ito et al., 1988; 1989; 

2000; Dragan, 1992).  

 Um dos modelos mais utilizados para o estudo de hepatocarcinogênese e o 

modelo do “hepatócito resistente” (RH) descrito em 1976 (Solt & Faber, 1976) e 

modificado em 1987 por Semple et al., sendo modelo é adequado para induzir elevada 

incidência de cânceres, bem como para melhor se avaliar e comparar efeitos de 

substâncias capazes de modular o processo carcinogênico. 

O modelo é baseado na hipótese de que o 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) é 

capaz de inibir a proliferação da maioria dos hepatócitos normais, mas não a dos 

resistentes que foram gerados durante a iniciação. Consiste na iniciação de ratos 

jovens machos pela dietilnitrosamina (DEN), por via intraperitoneal. Após período de 

duas semanas, os animais recebem via intragástrica, doses diárias de 2-AAF, um 

potente agente mito-inibitório para a proliferação dos hepatócitos normais. Após 24 
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horas da última dose, os animais são submetidos a hepatectomia parcial de 2/3, 

responsável pelo estímulo proliferativo, criando, desta forma, um ambiente seletivo em 

que os hepatócitos iniciados apresentam vantagem de crescimento, enquanto as 

células não-iniciadas têm seu crescimento inibido. Desta maneira, focos e nódulos de 

hepatócitos, considerados pré-neoplásicos, podem ser vistos 5 a 10 dias após a 

hepatectomia parcial. 

 A pressão de seleção para gerar focos e nódulos desse modelo é bastante 

intensa ocorrendo de forma sincronizada, o que possibilita assim, estudos mais 

detalhados do desenvolvimento neoplásico (Farber & Sarma, 1987). 

Em diversos dos protocolos de hepatocarcinogênese a proliferação dos 

hepatócitos em focos ou nódulos pré-neoplásicos é bastante lenta, em geral 

assincrônica. Já no modelo do RH isto acontece, ao contrário, de forma rápida e 

sincronizada de modo que nódulos precoces já podem ser vistos macroscopicamente 

em uma ou duas semanas após a etapa de seleção/promoção inicial. A grande maioria 

sofre remodelação, um processo altamente complexo envolvendo mudanças no 

suprimento sanguíneo e em características bioquímicas, bem como da estrutura e 

arquiteturas celulares, retornando ao aspecto anterior do fígado. Uma pequena parte 

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

 

4. Quimioprevenção, dieta e câncer 

Avaliações recentes indicam que menos que se adote medidas rigorosas de 

controle, o câncer se converterá na principal causa de morte em muitos países no 

início desse século. A Agência Internacional para Pesquisa do Câncer (IARC) estimou 

que em 2000 ocorreram no mundo mais de 19 milhões de casos novos e que 11 

milhões de pessoas morreram em decorrência de algum tipo de câncer (OMS, 2001). 
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Neste mesmo ano, os doze cânceres com maiores mortalidades foram os de pulmão, 

estômago, fígado, cólon e reto, esôfago, mama, boca e faringe, cérvix, próstata, 

bexiga, ovário e endométrio (OMS 2001), sendo que todos eles estão relacionados 

com a alimentação, incluindo o de pulmão, também associado com o cigarro (OMS 

2001). 

Estudos epidemiológicos demonstram que as incidências regionais do câncer 

estão diretamente relacionadas aos hábitos de vida, condições sócio-econômicas e 

principalmente com a alimentação (Doll & Peto, 1981). Por esse motivo,  a ligação 

entre hábitos alimentares e risco de câncer têm sido alvo de diversos estudos 

epidemiológicos, pré-clinicos e experimentais (Milner, 2002). Esse estudos 

demonstram que a identificação da ocorrência natural de carcinógenos e 

anticarcinógenos alimentares é útil não apenas para o entendimento da carcinogênese 

como também para novas estratégias de prevenção (Rao et al., 1998).  

Estudos epidemiológicos ressaltam de forma geral, o papel da dieta na 

quimioprevenção de neoplasias no ser humano (Bertran et al., 1987; Potter & 

Steinmetz, 1996; Omenn, 1996; Reddy, 1996; Riboli & Norat, 2001). 

A quimioprevenção do câncer pode ser definida como uma forma de prevenir a 

doença através da administração de um ou mais compostos químicos durante as 

etapas iniciais pré-neoplásicas da carcinogênese (Sporn et al., 1976; Albertsd & 

Garcia, 1995; Pezzuto; 1997, Tamini et al., 2002). Os quimioprotetores podem ser 

classificados em três categorias, de acordo com seus efeitos nas diferentes fases da 

carcinogênese: 1) inibidor da formação do carcinógeno; 2) bloqueador de metabólito 

ativo e, 3) supressor do desenvolvimento neoplásico (Wattenberg, 1985). Entretanto, é 

difícil a classificação precisa dos agentes quimiopreventivos, visto que os mecanismos 
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de ação da maioria dos compostos são desconhecidos, e muitos deles atuam no 

processo de carcinogênese através de diferentes mecanismos (Stoner et al., 1997).  

Diversos dos inibidores da carcinogênese até agora identificados são 

constituintes naturais dos alimentos (Dragsted et al., 1993; Ames et al., 1995; Gescher 

et al., 1998). Assim, a investigação dos mecanismos através dos quais a alimentação 

influencia o câncer pode contribuir para a elucidação de aspectos fundamentais da 

carcinogênese e do comportamento biológico das neoplasias malignas, e ter impacto 

em estratégias de prevenção (Rogers et al., 1993; Ames et al., 1995; Milner, 2002).  

Frutas, hortaliças e grãos de cereais apresentam papel relevante na proteção a 

determinados tipos de cânceres (Terry et al., 2001). Os mesmos se constituem 

importantes fontes de derivados do metabolismo do mevalonato (Elson & Yu, 1994), os 

chamados isoprenóides, que nos últimos anos têm chamado a atenção da comunidade 

científica em função de sua promissora ação relatada na quimioprevenção e 

quimioterapia do câncer (Elson & Yu,  1994; Moreno et al., 1995; Crowell, 1999; Elson 

et al., 1999).  

 

5. Via do mevalonato e isoprenóides 

Através do ciclo do mevalonato as plantas sintetizam produtos naturais 

derivados de uma unidade comum isoprênica de 5 carbonos, que diferem uns dos 

outros pela sua complexidade, tamanho e função (Bach, 1995). Por essa via formam-

se os carotenóides encontrados nas plantas e colesterol nos animais (Stermer et al., 

1994) (Figura 1). O início da biossíntese se dá através da formação de pirofosfato de 

isopentila a partir da acetil-CoA.  

As reações iniciam-se com a formação de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA 

(HMGCoA), que em seguida é reduzida a mevalonato (Stryer, 1988). A seguir, o 
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mevalonato é convertido em pirofosfato de isopentila através de três reações 

consecutivas com gasto de ATP. Assim, adições sucessivas de unidades isoprênicas 

formam geraniol (C10) e farnesol (C15). A partir desse ponto a via se divide em duas: a 

primeira envolve a extensão do farnesol resultando em fitol (C20), dolicol (C70-120) e 

borracha (C2800-20000) e na formação dos carotenóides nas plantas, enquanto a segunda 

envolve a ligação de dois resíduos de farnesol, formando  esqualeno (C30) que é  

convertido em lanosterol e, após várias etapas, é formado o colesterol pela perda de 3 

grupamentos metila nos animais (Stryer, 1988; Koolman & Rohm, 1996).  

A síntese do mevalonato consiste em etapa crítica desse metabolismo, sendo 

catalisada pela enzima HMGCoA redutase (Stryer, 1988). A HMG-CoA redutase é uma 

enzima cuja atividade é uma das mais reguladas da natureza através de mecanismos 

transcricional e pós-transcricional. Nos animais é modulada por um controle 

multivalente, sendo reprimida por produtos esteróis como colesterol, e não esteróis, 

derivados do ciclo do mevalonato (Goldstein & Brown, 1990). 

Lesões pré-neoplásicas e neoplásicas apresentam perda do mecanismo de 

retro-regulação inibitória da atividade da enzima HMGCoA redutase e maior 

sensibilidade à regulação inibitória dos isoprenóides. Essa inibição estaria limitada à 

disponibilidade de intermediários derivados da via do mevalonato, o que explicaria a 

acentuada atividade inibitória do crescimento de neoplasias, constatada após a 

administração de isoprenóides (Elson & Yu, 1994; Elson et al., 1999). 
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Nesse sentido, diversos isoprenóides foram testados quanto a seus respectivos 

potenciais de inibição da formação de neoplasias, como o papel dos tocotrienóis e 

farnesol em células da linhagem B16 de melanoma murínico (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 colón (Ohizumi et al., 1995). A 

administração de limoneno em ratas durante a fase de iniciação ou 

promoção/progressão da carcinogênese mamária reduziu o aparecimento de 

Acetil-CoA

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMGCoA)

Mevalonato

Pirofosfato de isopentila

Pirofosfato de geranila Monoterpenos

Pirofosfato de farnesila
Dolicol

Ubiquinona

Farnesilação de proteinas
Esqualeno

Lanosterol

Colesterol

Pirofosfato de geranilgeranila

Carotenóides

Geranilgeranilização de proteinas

Figura 1: Via resumida do mevalonato em plantas e mamíferos; adaptado de CROWELL et

al., 1991; BACH, 1995; ELSON, 1995.
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neoplasias em comparação aos controles (Elson et al., 1998) além de inibir a formação 

de adenomas pulmonares (Wattenberg et al., 1989). O álcool perilil, também derivado 

dessa via, demonstrou uma inibição de neoplasias no modelo de carcinogênese de 

cólon induzida pelo azoximetano (Reddy et al., 1997) e demonstrou efeito 

quimiopreventivo em modelos de pulmão 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 “hepatócito 

resistente”, a administração de vitamina A e ácido retinóico 9-cis e todo-trans inibiu a 

proliferação celular quando administrado durante a fase de progressão da 

hepatocarcinogênese (Silveira et al., 2001).  A administração do β-caroteno em ratos 

submetidos a modelo de proliferação celular (hepatectomia parcial) inibe a expressão 

da enzima HMG-CoA redutase através de mecanismos pós-transcricionais, o que 

sugere que seu efeito quimiopreventivo ou inibitório do câncer pode se dever a 

alterações no metabolismo de isoprenóides (Moreno et al., 1991; 1995). O farnesol e 

geraniol na dose de 25 mg/kg de p.c. apresentou efeito protetor no desenvolvimento de 

lesões pré-neoplásicas de fígado, embora nesse caso, o farnesol tenha se 

apresentado mais efetivo (Ong et al., 2001). Em outro estudo, a β-ionona e 

geranilgeraniol administradas nas doses de 8 e 16 mg/kg p.c. reduziu o  número e área 

de lesões pré-neoplásicas de fígado, bem a proliferação da celular. A β-ionona 

apresentou efeito quimiopreventivo nas duas doses administradas, com maior efeito na 

dose de 16 mg/kg p.c., sugerindo, inclusive a existência de uma relação dose/efeito 

(Espíndola, 2002). No caso do geranilgeraniol foi observada quimioprevenção  apenas 

na dose de 8 mg/kg de p.c. (Espíndola, 2002). 
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6. Esqualeno e óleo de oliva 

O óleo de oliva é um importante alimento, consumido há milhares de anos na 

região do Mediterrâneo (Newmark, 2000) onde é associado à baixa incidência de 

doenças coronarianas e a alta expectativa de vida (Smith et al., 2000; Stark & Madar, 

2002).  

Estudos epidemiológicos sugerem que o aumento do consumo do óleo de oliva 

tem papel benéfico na prevenção de alguns tipos de cânceres (Smith et al., 1998; Rao 

et al., 1998). Em populações mediterrâneas o consumo do óleo de oliva está associado 

a um menor risco de desenvolvimento do câncer de mama ou pancreático (Newmark, 

2000). A mortalidade de câncer de pulmão é menor no sul da Itália, onde há maior 

consumo do óleo, do que ao norte do país (Smith et al.,1998). 

Segundo Newmark, em recente revisão, o esqualeno seria um dos principais 

responsáveis pelos efeitos protetores do óleo de oliva (Newmark, 2000).  

O esqualeno consiste em um triterpeno intermediário na biossíntese de 

esteróides em plantas e animais (Figura 2). É um hidrocarboneto polinsaturado 

formado por seis unidades isoprênicas (30c), que se origina do fechamento de 

triterpenos acíclicos da via do mevalonato (Figura 1) (Rao et al., 1998; Newmark 2000; 

Sporn & Shu, 2000). 

Amplamente distribuído na natureza, o esqualeno recebe esse nome devido a 

sua ocorrência em grandes quantidades no óleo de fígado de tubarão do gênero 

Squalus sp (Nakamura, 1997). É encontrado também em menores proporções (0,1 a 

0,7%) em óleo de plantas, particularmente no óleo de oliva, e em lipídeos da pele 

humana (Tilvis& Meittinen, 1982). 

Estudos experimentais demostram que aproximadamente 60% do esqualeno 

administrado na dieta são absorvidos pelas células intestinais (Strandberg et al., 1990). 
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Após a absorção, o esqualeno é rapidamente transportado até o fígado onde é 

metabolizado, via colesterol, em sais biliares forma em que é excretado pelas fezes 

(Tilvis & Miettinem, 1982). Os níveis séricos de colesterol aumentam 6 horas após a 

administração de esqualeno e retornam aos níveis normais após 8 horas. Já os níveis 

séricos de esqualeno aumentam 8 horas após a sua administração e retornam aos 

níveis normais após 24 quatro horas. A concentração hepática de esqualeno atinge 

pico máximo após 4 horas, voltando aos níveis iniciais após 24 horas da administração 

(Nakamura et al., 1997).  

Recentes estudos têm demonstrado a atividade anti-neoplásica 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 o esqualeno é um potente inibidor da 

hiperproliferação aberrante de células mamárias de origem epitelial, prevenindo assim 

a sua transformação neoplásica (Newmark, 2000). 

Estudos em modelos de carcinogênese de pele mostraram que esqualeno o é 

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[a]antraceno  quando 

administrado  via tópica (Murakoshi, 1992) e induziu a regressão desses neoplasias 

quando administrado em associação com vitamina A e D (Desai, 1996).  Em modelos 

de carcinogênese de cólon, a administração do esqualeno na dieta (1%) inibiu 

significativamente a formação de focos de criptas aberrantes (FCA) de cólon em ratos 

F344 induzidas pela azoximetano (Rao et al., 1998). Da mesma forma, dieta com óleo 

de   oliva  preveniu  o   desenvolvimento    de   FCA   e carcinomas  de  cólon em ratos,  
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mostrando seu efeito quimiopreventivo na carcinogênese de cólon (Bartoli et al., 2000). 

Smith observou o efeito protetor do esqualeno administrado na ração (2%), em 

neoplasias de pulmão induzidos quimicamente pela 4-(metilnitrosamina) –1-(3-piridil)-1-

butanona (NNK), substância encontrada no tabaco.  

Assim, o estudo da ação quimiopreventiva do esqualeno na 

hepatocarcinogênese poderá representar uma válida contribuição nesta área, visto que 

até o momento são ainda escassas as informações disponíveis na literatura a resposta 

do papel desta substância no processo de carcinogênese. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura do esqualeno. 
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II – OBJETIVOS 

Avaliar o possível efeito quimiopreventivo do esqualeno, quando 

administrado durante 8 semanas consecutivas durante as etapas de iniciação e 

seleção/promoção da hepatocarcinogênese química, no desenvolvimento de 

lesões pré-neoplásicas em ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatócito 

resistente”. 
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1. Introdução 

 

Estudos epidemiológicos em populações do Mediterrâneo sugerem que o 

elevado consumo de óleo de oliva está associado à diminuição do risco de 

desenvolvimento de alguns tipos de cânceres (Newmark, 2000). Da mesma forma, em 

animais de experimentação a administração de óleo de oliva apresentou efeito 

quimiopreventivo em uma variedade de neoplasias induzidas quimicamente (Reddy  et 

al., 1996; Rao et al., 1998; Newmark 2000). Segundo Newmark (2000), o esqualeno, 

presente em concentrações em torno de 0,7% no óleo de oliva, é apontado como o 

principal responsável pelos efeitos benéficos do mesmo. Este consiste em um triterpeno 

intermediário na biossíntese de esteróides em plantas e animais. É um hidrocarboneto 

poliinsaturado constituído por seis unidades isoprênicas, que se origina do fechamento 

de terpenóides acíclicos da via do mevalonato (Rao et al., 1998; Newmark, 2000; Sporn 

e Shu, 2000). Sua atividade anti-neoplásica, bem como a de outros derivados dessa 

via, tem sido demonstrada recentemente a partir da redução significante do 

desenvolvimento de neoplasias em roedores (Elson & Yu, 1994; Crowell, 1999). O 

mecanismo proposto para inibição do desenvolvimento neoplásico pelo esqualeno 

baseia-se no conhecimento do seu papel inibitório na atividade da enzima HMG-CoA 

redutase, diminuindo, assim, a síntese de intermediários da via do mevalonato, como o 

pirofosfato de farnesila e de geranilgeranila (Newmark, 2000). Esses derivados do 

mevalonato são fundamentais para os processos de farnesilação e geranilgeranilação 

protéica de certos proto-oncogenes (Brown & Goldstein, 1974; Newmark, 2000). Além 
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disso, metabólitos não esteróides derivados dessa via influenciam a fase de síntese de 

DNA do ciclo celular (Quesney-Huneeus et al., 1983; Elson et al., 1999) e, portanto, a 

própria proliferação celular. 

Assim, estudos em modelos de carcinogênese de pele demostraram que o 

esqualeno é 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[a]antraceno  quando administrado  por via tópica (Murakoshi et al., 1992) e 

induziu a regressão dessas neoplasias, quando administrado em associação com as 

vitaminas A e D (Desai et al., 1996).  Em modelos de carcinogênese de cólon, a 

administração de esqualeno a 1% na ração inibiu significativamente a formação de focos 

de criptas aberrantes (FCA) de cólon em ratos F344, induzidos pelo azoximetano (Rao et 

al., 1998). Além disso, descreve-se que ração preparada com óleo de oliva preveniu o 

desenvolvimento de FCA e carcinomas de cólon em ratos, demonstrando seu efeito 

quimiopreventivo na carcinogênese de cólon (Bartoli et al., 2000). Já Smith (1998) 

observou o efeito protetor do esqualeno administrado na ração a 2%, em neoplasias de 

pulmão induzidas quimicamente pela 4-(metilnitrosamina) –1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), 

substância encontrada no tabaco.  

São inúmeros os progressos observados no estudo da hepatocarcinogênese desde 

a descrição do primeiro modelo de câncer de fígado por Sasaki & Yoshida, em 1935.  

Desde então, várias modificações foram realizadas com a finalidade de se obter um 

modelo que possibilitasse o estudo das várias etapas do processo carcinogênico. O 

modelo do “hepatócito resistente” (RH), descrito em 1976 (Solt & Faber, 1976) e 

modificado em 1987 por SEMPLE et al. é um dos protocolos experimentais mais utilizados 
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no estudo da hepatocarcinogênese química, sendo adequado para induzir elevada 

incidência de neoplasias, bem como para se avaliar e comparar os efeitos de substâncias 

quimioprotetoras capazes de modular o processo carcinogênico (Farber & Farma 1987; 

Oliveira et al., 2001). O modelo baseia-se na hipótese de que o 2-acetilaminofluoreno (2-

AAF) é capaz de inibir a proliferação da maioria dos hepatócitos normais, mas não a dos 

resistentes que foram gerados durante a iniciação. Nesse modelo, diferentes estágios do 

processo de hepatocarcinogênese podem ser identificados, uma vez que um grande 

número de focos e nódulos de hepáticos é rapidamente induzido de forma sincronizada, 

facilitando, desta forma, estudos mais detalhados. As lesões pré-neoplásicas podem ser 

facilmente identificadas e quantificadas quanto a sua área e número por meio de 

morfometria. Assim, é possível se avaliar no modelo do RH não apenas a iniciação, mas 

também a seleção e expansão clonal de células iniciadas (Farber, 1980; Ezmann et al., 

1998).  

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do esqualeno, 

quando administrado durante 8 semanas consecutivas durante as etapas de iniciação e 

seleção/promoção da hepatocarcinogênese química, no desenvolvimento de lesões pré-

neoplásicas 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 Ciências Farmacêuticas (USP, São Paulo, Brasil), pesando entre 60-80 g 

no início 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 0C, 55 ± 10 % de umidade e ciclos de 12 horas de claro 

e escuro. Estes foram tratados com ração comercial Purina (LABINA-PURINA, 

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

Ao final do período de aclimatação os animais foram distribuídos 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 corpóreo [p.c.], 

respectivamente) dissolvido em óleo de milho (Mazola), via intragástrica,  todos os dias 

por 8 semanas consecutivas. Os animais do grupo Óleo receberam óleo de milho (0,25 

mL/100 g de p.c.), via intragástrica, servindo de controle para os dois primeiros, e os do 

grupo Água receberam apenas água, via intra-gástrica (0,25 mL/100 g de p.c.), servindo 

de controle para o grupo Óleo.  Todos os ratos foram submetidos ao modelo de 

hepatocarcinogênese 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 iniciação da hepatocarcinogênese. Após duas semanas, foi 

realizada hepatectomia parcial de 2/3 (Higgins & Anderson, 1931). Os animais receberam, 

via intragástrica, 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 após a mesma, em dias alternados. Seis 

semanas após a iniciação com DEN, os animais foram anestesiados e sacrificados por 
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exsanguinação, colhendo-se, na ocasião, sangue por punção da aorta abdominal.  O 

procedimento de manuseio, administração de substâncias, anestesia e sacrifício dos 

animais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA), 

protocolo no 266. 

 

2.2. Colheita de Amostras de Fígado, Processamento e Histologia 

Imediatamente após o sacrifício, o fígado de cada animal foi retirado, lavado em 

solução de NaCl a 0,9%, pesado e avaliado quanto à presença de formações nodulares 

visíveis macroscopicamente. Após a análise, parte dos fragmentos de cada lóbulo foi 

imediatamente congelada em nitrogênio líquido e mantida a –80 oC, para posterior análise 

de danos no DNA pelo teste do “cometa” (Tice et al., 1990;1991). Fragmentos dos lobos 

hepáticos foram fixados em formol tamponado a 10% por aproximadamente 48 horas, 

sendo então parafinizados para posterior obtenção de cortes histológicos de 5 µm que 

se destinaram à realização de reação imuno-histoquímica pelo método do complexo 

avidina-biotina (ABC) (Hsu et al., 1981) e coloração de rotina com hematoxilina-eosina 

(H&E). 

 

2.3. Imuno-histoquímica para GST-P e PCNA  

Cortes histológicos das amostras hepáticas foram processados para a realização 

de reação imuno-histoquímica para detecção de lesões pré-neoplásicas positivas para 

a enzima glutationa S-transferase forma placentária (GST-P) e hepatócitos positivos 

para o antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), de acordo com o método 
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descrito por Hsu et al. (1981). Basicamente, após desparafinização, a peroxidase 

endógena foi bloqueada por peróxido de hidrogênio a 3% (Merck, Alemanha) em 

solução salina tamponada (PBS), durante 5 min. Em seguida, estes foram incubados 

com anticorpo primário de coelho anti-GST-P (Medical & Biological Laboratories Co., 

Tóquio, Japão)  na diluição de 1:1000, ou anticorpo primário de rato anti-PCNA (Dako 

A/S, Dinamarca) diluído a 1:200 em  de albumina sérica bovina a 1%, durante a noite e 

a 4oC. Finalmente, os cortes foram incubados por uma hora com anticorpo secundário 

biotinilado (Dako StrepABComplex/HRP Duet, Mouse/Rabit, Dinamarca), aplicando-se, 

então, o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase biotinilado (Dako 

StrepABComplex/HRP Duet, Mouse/Rabit, Dinamarca). Os sítios de ligação da 

peroxidase foram detectados por incubação com 3,3'-diaminobenzidina (0,5%; Sigma) 

e peróxido de hidrogênio (0,1%) dissolvidos em PBS por cerca de 2 minutos, à 

temperatura ambiente. A contra-coloração dos cortes foi realizada com hematoxilina ou 

com H&E, para avaliação da expressão da enzima GST-P e PCNA, respectivamente.  

Focos GST-P positivos foram mensurados utilizando-se fotomicroscópio Nikon 

(Microphot-FXA) conectado a um microcomputador, por meio de programa KS-300  

(Kontron Elektronic, Germany). Os dados foram expressos em número (No de 

focos/cm2) e área  de focos GST-P positivos por cortes de fígado (mm2/cm2). A 

proliferação celular foi determinada pelo índice de marcação (IM/%) do PCNA  

(hepatócitos PCNA positivos/número total de hepatócitos analisados x 100), por 

avaliação em microscópio de luz (Carl Zeiss, Alemanha) (objetiva de 40x) de 4000 

hepatócitos / rato, sendo 2000 deles na área ao redor das lesões (“surrounding”) e 2000 

no interior de lesões pré-neoplásicas.  
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2.4. Avaliação da Apoptose 

 A apoptose foi avaliada sob coloração de rotina com H&E através da 

identificação de hepatócitos e corpúsculos em apoptose, basicamente de acordo com 

os critérios estabelecidos por Goldsworth et al., em 1996. Foram considerados como 

hepatócitos em apoptose, células compactas com cromatina condensada na periferia 

nuclear e com intensa acidofilia citoplasmática. Já corpúsculos em apoptose foram 

caracterizados por corpos acidófilos, com fragmentação ou ausência do núcleo, 

acompanhada de condensação e/ou fragmentação citoplasmática.  O índice apoptótico 

(IA/%) (hepatócitos e corpúsculos em apoptose /número total de hepatócitos analisados 

x 100) foi determinado por avaliação em microscópio de luz (Carl Zeiss, Alemanha) 

(objetiva de 40x) de 4000 hepatócitos / rato, sendo 2000 deles na área ao redor das 

lesões (“surrounding”) e 2000 no interior de lesões pré-neoplásicas. 

2.5. Técnica do “cometa” 

Imediatamente após descongelamento do material, um fragmento da porção 

mediana do lóbulo direito foi isolado, lavado e homogeneizado delicadamente em 

solução de Hanks pH 7,4 e DMSO a 10%. A 120 µl de agarose de baixo ponto de fusão 

a 0,5% (Sigma, EUA) foram adicionados 5 µl dessa suspensão de células e, em 

seguida, essa mistura foi aplicada sobre lâminas revestidas por uma camada de  

agarose de alto ponto de fusão a 1,5% (Sigma, EUA). As lâminas foram colocadas em 

solução de lise (1% Triton X-100, 2,5 mM NaCl, 0,1 mM Na2EDTA, 10 mM Tris e  10% 

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

mantidas em tampão alcalino por 20 min (0,3 M NaOH, 1 mM Na2EDTA, pH >13) e, em 
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seguida, submetidas a eletroforese (25 V/300 mA/7 W), por 20 minutos, a 4 0C. 

Posteriormente, o DNA foi corado com 50 µl de brometo de etídio (20 µg/ml) e as 

lâminas avaliadas em objetiva de 40x em microscópio de fluorescência (Olympus-Bx60, 

filtro: 515-560 nm; “barrier filter”: 590 nm) acoplado a uma câmera de vídeo colorida 

CCD conectada a sistema de análise de imagens (Comet II, Perspective Instruments, 

UK). Foram analisados 50 nucleóides por animal, sendo considerados apenas aqueles 

com diâmetro maior do que 34 µm. Utilizando-se o programa Comet II (Perspective 

Instruments, Inglaterra) foram analisados os parâmetros de migração da cauda do 

cometa (µm; Migração da Cauda), a intensidade de fluorescência da cauda do cometa 

(Intensidade da Cauda) e a relação entre a migração e intensidade da cauda (Momento 

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

 

2.6. Quantificação da Concentração Plasmática de Colesterol Total 

Imediatamente após a colheita, o sangue foi adicionado a tubos de centrífuga 

contendo 500 µl de EDTA (10µg/µl), e centrifugado a 3500 g, a 4oC, por 10 min. Após A 

centrifugação, foi colhido o plasma para quantificação do colesterol total por meio de 

técnica enzimática-espectrofotomética (“kit” Cholesterol, BioSystems, S.A., Espanha).  

A análise foi realizada a 500 nm em espectrofotômetro modelo U 1100 (Hitachi, Japão). 

 

2.7. Análise estatística 

Para a realização da análise estatística foram utilizados os testes de One-way 

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

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

 

3. Resultados 

Os valores dos pesos corpóreos e dos fígados dos ratos tratados durante 8 

semanas consecutivas com esqualeno (100 ou 150 mg/100 g de p.c.), água ou óleo de 

milho (0,25 mL / 100 g de p.c.) e submetidos ao modelo de hepatocarcinogênese do 

“hepatócito resistente” (RH) encontram-se apresentados na Tabela 1. É possível se 

observar na mesma que os valores dos pesos corpóreos e dos fígados foram bastante 

semelhantes entre os diferentes grupos experimentais, indicando que o esqualeno não 

apresentou toxicidade digna de nota nas dosagens utilizadas.  

 A Tabela 2 apresenta os resultados relativos à incidência, multiplicidade e 

número total de nódulos, referentes ao exame macroscópico dos fígados realizado por 

ocasião do sacrifício dos animais. A incidência de nódulos foi semelhante em todos os 

grupos experimentais. Além disso, a análise estatística do número e multiplicidade de 

nódulos não revelou diferença significativa entre os diversos grupos, independente do 

tratamento a que estes foram submetidos. Todavia, verifica-se que em comparação ao 

grupo Óleo (grupo controle), os ratos tratados com esqualeno na dose de 100mg / 100 g 

de p.c.  tenderam a apresentar menor número total de nódulos de hepatócitos, bem 

como menor multiplicidade de LPN. 

 Os resultados da avaliação quantitativa do número (No de focos/cm2) e da área 

agregada das lesões pré-neoplásicas GST-P positivas (mm2/cm2) estão apresentados 

na Tabela 3. De forma semelhante ao observado em relação aos resultados da análise 

macroscópica, não foi observada diferença estatisticamente significativa em relação ao 
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número e área de LPN positivas para a GST-P dos animais dos diferentes grupos 

experimentais. Entretanto, a área agregada de focos GST-P positivos tendeu a ser 

menor no grupo Esqualeno 100 em relação a seu respectivo grupo controle (grupo 

Óleo). 

 Na Tabela 4 são observados os valores dos índices de  marcação (IM%) de 

PCNA e apoptótico (IA%) das áreas ao redor das lesões (“surrounding”) e áreas de LPN 

ao final das oito semanas de experimento. Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os diferentes grupos experimentais, em relação a esses dois 

parâmetros. Todavia, animais tratados com esqualeno nas doses de 100 e 150 mg/100 

g de p.c. tenderam a apresentar menor índice de marcação de PCNA nas áreas de LPN 

do que ratos do grupo controle (grupo Óleo). Da mesma forma, nesses dois grupos 

experimentais tratados com o isoprenóide o índice apoptótico tendeu a ser maior do 

que no grupo Óleo (controles), nas áreas de LPN. Animais tratados tão somente com 

óleo de milho e submetidos ao modelo do RH (grupo Óleo) tenderam a apresentar, por 

sua vez, em relação aos ratos do grupo Água, um maior índice de marcação de PCNA 

e menor índice apoptótico nas áreas de LPN (Tabela 4) 

 Além disso, os índices de marcação de PCNA dos grupos Esqualeno 100 e Óleo 

foram maiores (p<0,05) nas áreas de lesões pré-neoplásicas, do que em relação às 

suas respectivas áreas ao redor das lesões (“surrounding”). Em relação ao índice 

apoptótico, os grupos Esqualeno 100, e Água apresentaram índice apoptótico (IA/%) 

nas áreas de LPN maior (p<0,05) do que em suas respectivas áreas ao redor das 

lesões (“surrounding”). No grupo Esqualeno 150 foi  observada ainda tendência deste 

apresentar um maior índice apoptótico nas áreas de LPN, quando este foi comparado 

às respectivas áreas ao redor das lesões (Tabela 4).  
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 Já a Tabela 5 apresenta os valores referentes à Migração da Cauda, Momento 

da Cauda e Intensidade da Cauda dos cometas dos fígados dos ratos Wistar tratados 

durante 8 semanas consecutivas com esqualeno, óleo de milho ou água e submetidos 

ao modelo do RH. Assim, é possível se constatar na mesma que os animais tratados 

com esqualeno nas duas doses apresentaram os mesmos níveis de danos quando 

comparados ao grupo controle (grupo Óleo).  

 Finalmente, a Figura 2 apresenta os valores de concentrações plasmáticas de 

colesterol ao término das oito semanas de experimento, de todos os grupos 

experimentais. Os grupos Esqualeno 100 e 150 apresentaram maiores (p<0,05) 

concentrações plasmáticas de colesterol total após tratamento com esqualeno, quando 

comparados ao grupo controle (grupo Óleo). Entre os grupos Óleo e Água não houve 

diferença estatisticamente significativa em relação à concentração plasmática de 

colesterol. 

 

4. Discussão 

 Algumas poucas investigações epidemiológicas e experimentais sugerem a 

existência de um efeito quimiopreventivo do esqualeno em relação a determinados tipos 

de cânceres (Smith et al., 1998; Rao et al., 1998).  No presente estudo foi avaliada a 

atividade quimiopreventiva do esqualeno em ratos submetidos ao modelo de 

hepatocarcinogênese do RH. 

 Assim, apesar das análises macroscópica e microscópica quantitativa de LPN 

positivas para GST-P apontarem para a eventual existência de um efeito 

quimiopreventivo por parte do esqualeno quando administrado na dose de 100 mg/100 

g de p.c. no presente estudo, isto não foi aqui comprovado do ponto de vista estatístico, 
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inclusive em animais tratados com 150 mg/100 g de p.c. deste mesmo isoprenóide, o 

que indica a ausência 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/100 g de p.c. administradas 

diariamente, via intragástrica, nos animais do presente estudo correspondem às 

utilizadas na maioria dos trabalhos de carcinogênese química, onde o mesmo foi 

fornecido incorporado na ração na concentração de 1 a 2%. Nesses trabalhos, a 

administração de esqualeno na ração a 1 % e 2% reduziu, respectivamente, o número 

de neoplasias de cólon induzidas pelo azoximetano (Rao et al., 1998; Bartoli et al., 

2000) e o de neoplasias de pulmão induzidas pela 4-(metilnitrosamina) –1-(3-piridil)-1-

butanona (NNK) (Smith et al., 1998).  

Descreve-se que além do esqualeno, outros isoprenóides da dieta, tais como o 

farnesol, lanosterol, geraniol e o geranilgeraniol, também apresentam ação inibitória da 

formação de intermediários do mevalonato com ação na redução da disponibilidade de 

pirofosfato de farnesila (FPP), resultando, portanto, na inibição do desenvolvimento de 

neoplasias (Newmark, 2000). Da mesma forma, estudos preliminares in vitro têm 

comparado a ação do esqualeno e suas doses com outros intermediários da via do 

mevalonato. Assim, trabalhos com cultura de células epiteliais de mamíferos mutadas 

para o gene v-Ha-ras transformado demonstraram que o geraniol, o farnesol e o 

lanosterol são de 8 a 12 vezes mais efetivos na inibição da proliferação celular do que o 

esqualeno em doses equivalentes (Katdare et al., 1997).  A administração de lanosterol 

a 2% na ração a camundongos C57 com mutações no gene V-Ha-ras resultou, ainda, 

em diminuição de 47% no peso da neoplasia, o que corresponde ao mesmo resultado 

observado em animais tratados com ração 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 hepatocarcinogênese do “hepatócito resistente”. Assim, a 

administração de  farnesol e geraniol na dose de 25 mg/100 g de p.c. apresentou efeito 

protetor no desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas de fígado, embora neste caso, o 

farnesol tenha se apresentado como mais efetivo (Ong et al., 2001). Em outro estudo, a 

β-ionona e o geranilgeraniol administrados nas doses de 8 ou 16 mg/100 de p.c. 

reduziram o  número e área de lesões pré-neoplásicas de fígado, bem como a 

proliferação celular. A β-ionona apresentou efeito quimiopreventivo nas duas doses 

administradas, com maior efeito com a de 16 mg/100 g de p.c., sugerindo, inclusive, a 

existência de uma relação dose/efeito (Espíndola, 2002). No caso do geranilgeraniol foi 

observada quimioprevenção  apenas com a dose de 8 mg/100 g de p.c. (Espíndola, 

2002).  

Esses resultados indicam que metabólitos do esqualeno ou seus precursores e 

outros derivados da via do mevalonato são mais efetivos e apresentam maior efeito 

quimiopreventivo do que o exibido pelo esqualeno, inclusive em doses menores, o que 

está de acordo com o sugerido por Newmark (2000). 

Eventuais mecanismos de proteção do esqualeno foram investigados no 

presente estudo, através da avaliação da proliferação celular e da apoptose, por meio 

da determinação dos índices de marcação de PCNA e apoptótico, respectivamente.  

Assim, de acordo com os valores constatados desses índices não foi observada 

inibição estatisticamente significativa da proliferação celular ou indução da apoptose 
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após tratamento por oito semanas consecutivas com esqualeno, em suas duas 

dosagens.  Entretanto, a administração desse isoprenóide nas doses de 100 e 150 

mg/100 g de p.c. tendeu a inibir a proliferação celular e a induzir a apoptose nas áreas 

de LPN em ratos submetidos ao modelo do RH. 

Desta maneira, isto está de acordo, de certa forma, com os resultados 

observados à macroscopia e à microscopia de LPN positivas para a enzima GST-P, 

que também não indicam claramente nessas condições experimentais a existência de 

uma atividade quimiopreventiva mais pronunciada por parte do esqualeno.  

São poucos os dados da literatura que demonstram o papel do esqualeno na 

inibição da proliferação celular e indução 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 proliferação celular do que o esqualeno, em doses equivalentes (Katdare et al., 

1997).  Em relação a apoptose, estudo com células de adenocarcimona de pulmão  

mostrou que o farnesol e o geranilgeraniol induziram a apoptose desse tipo celular, 

enquanto o esqualeno não influenciou nesse mecanismo (Miquel et al., 1996).  

Dados da literatura mostram que a proliferação celular é maior em lesões pré-

neoplásicas do que em tecidos considerados normais ao redor das lesões (Kong & 

Ringer et al., 1996). No presente estudo isso foi confirmado quando se  comparou o 

índice de marcação de PCNA de áreas de LPN ao índice da área ao redor das 

mesmas, em animais tratados com esqualeno (100 mg/100 g p.c.) ou óleo de milho 

(grupo Óleo; controles). Além disso, segundo a literatura, a apoptose também aumenta 

do tecido normal para focos de hepatócitos alterados, adenomas e carcinomas 

hepatocelulares (Kong & Ringer et al., 1996; Grasl-Kraupp et al., 1997). Esse padrão de 
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evolução da apoptose foi aqui observado em animais tratados com esqualeno (100 

mg/100 g p.c.), ou água, quando se comparou o índice apoptótico de áreas de lesões 

pré-neoplásicas  ao índice de seu respectivo tecido normal adjacente. 

 Os níveis 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 detecção da genotoxicidade de agentes químicos, esta possibilita 

também que se identifique a fragmentação do DNA decorrente de morte celular por 

necrose e/ou apoptose (Fairbain et al., 1996). Os resultados indicaram inexistência de 

proteção por parte do esqualeno em relação a danos no DNA de hepatócitos, em fígado 

de ratos tratados com esqualeno, óleo de milho ou simplesmente água, e submetidos 

ao modelo do RH. Por outro lado, esses resultados também demonstraram que o 

esqualeno não induziu danos no DNA em quaisquer das doses utilizadas. 

As concentrações plasmáticas de colesterol total, que se apresentaram 

aumentadas nos grupos Esqualeno 100 e 150 em relação ao grupo Óleo (controle) 

após administração do isoprenóide indicam que este foi absorvido quando administrado 

nas dosagens de 100 ou 150 mg/100 g de p.c./dia aos animais. Estudos em relação ao 

metabolismo do esqualeno demonstram o aumento das concentrações plasmáticas de 

colesterol até 6 horas após a administração do mesmo (Nakamura et al., 1997), tempo 

este maior do que o intervalo entre a última administração do esqualeno e o sacrifício 

dos animais às 8 semanas de experimento. 

Assim, de uma forma geral,  observou-se no presente estudo, e ao contrário do 

esperado segundo os dados da literatura, que houve apenas uma tendência do 

esqualeno em apresentar uma atividade quimiopreventiva, inibir a proliferação celular e 

induzir a apoptose quando administrado na dosagem de 100 mg/100 g de p.c./dia.  
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Uma ação protetora mais pronunciada poderia ser talvez observada quando da 

administração de outras doses do esqualeno, nessas mesmas condições 

experimentais. 

Ainda segundo a literatura, descreve-se que o mecanismo de ação do esqualeno 

quando administrado na ração em relação à quimioprevenção de neoplasias seria 

atribuível a uma inibição da atividade da enzima HMG-CoA redutase (Strandberg et al., 

1989). Essa inibição levaria a uma menor síntese de intermediários da via do 

mevalonato, como o FPP e o pirofosfato de geranilgeranila. Esses  são essenciais aos 

processos de farnesilação e geranilgeranilação (prenilação) de determinadas proteínas. 

A prenilação protéica é um mecanismo que ocorre após a tradução, que envolve a 

adição de grupos hidrofóbicos à carboxila terminal de proteínas relacionadas a sinais 

celulares específicos, facilitando a associação destas à membrana celular e, 

conseqüentemente, a sua ativação.  O produto de vários proto-oncogenes resulta em 

proteínas transdutoras de sinais celulares específicos que, por serem produzidas em 

ambiente aquoso no citosol, são hidrossolúveis. Um exemplo dessas proteínas é a p21, 

produto do proto-oncogene ras. Assim, a inibição da prenilação impede a ativação de 

proteínas transdutoras de sinais, inibindo, desta forma, a transformação neoplásica 

celular (Newmark, 2000; Elson et al., 1999). Deste modo, a retroalimentação inibitória 

causada pela administração de esqualeno na atividade da enzima HMG-CoA redutase 

resultaria em uma menor prenilação protéica, menor ativação de proto-oncogenes e, 

conseqüentemente, em uma inibição de lesões pré-neoplásicas (Newmark, 2000; Elson 

et al., 1999). Além disso, é observada ação direta entre síntese de derivados do 

metabolismo do mevalonato  com a homeostase do colesterol, proliferação celular e 

com a transformação maligna (Brown & Goldstein, 1974; Elson et al., 1999). O 
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colesterol é requerido para proliferação celular durante a fase G1 do ciclo, enquanto 

outros derivados não esteróides apresentam papel fundamental durante a fase de 

síntese de DNA do ciclo celular (Brown & Goldstein, 1974; Elson et al., 1999). 

Em estudo utilizando ratos com mutação no gene Apc, responsável pelo 

desenvolvimento de múltiplas neoplasias intestinais, tratados com esqualeno a 1% na 

ração não se observou redução de neoplasias intestinais ou mesmo aumento da 

sobrevida dos animais (Newmark, 2000). Efeito similar foi constatado em ratos mutados 

para o gene Apc 1638, responsável pelo desenvolvimento de neoplasias espontâneas 

intestinais (Smits et al., 1997). É importante salientar que em tais modelos não são 

detectadas mutações no proto-oncogene ras, sugerindo que o esqualeno tem mais 

efeito em neoplasias que apresentam mutações nesse gene, através da prevenção do 

processo de prenilação (Newmark, 2000). Na hepatocarcinogênese, a ativação de 

proto-oncogenes da família ras é detectada apenas durante a fase de indução de 

lesões pré-neoplásicas (Dominguez-Malagon & Gaytan-Graham, 2001), embora no 

modelo do RH tenha sido apenas detectado um pequeno aumento da expressão do 

mesmo logo após a hepatectomia parcial (Porsch-Hallstrom et al., 1989). Isso talvez 

explique a ausência de proteção por parte do esqualeno constatada no presente 

estudo.    
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TABELAS 

 

TABELA 1 – Peso   corpóreo   inicial,    ganho   de   peso, peso hepático relativo  de     

                  ratos   Wistar    submetidos    ao   modelo   do  “hepatócito  resistente”,    

                  tratados  com esqualeno, óleo e água. 

Tratamento 
Número de 

animais 

Peso Final* 

(g) 

Ganho de 

Peso* (g) 

Peso Hepático 

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 

Óleo 10 244,2+27,7 170,7+25,2 3,8+0,9 

Água 9 226,0+26,1 154,3+25,9 3,5+0,5 

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

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

 

atamento 
No de ratos c/ 

nódulos 

Incidência 

(%) 

No total  

nódulos 

Multiplicidade (No 

médio LPN/ animais 

c/ LPN)* 

Esqualeno 100 10/11 91,0 282 15,8± 20,9 

Esqualeno 150 6/8 75 328 59,2± 77,1 

Óleo 8/10 80 508 63,5± 72,3 

Água 9/9 100 473 58,1± 78,1 

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

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

    A comparação a incidência foi determinada pelo teste exato de Fisher. 

  
 
 

TABELA 2 - Quantificação  lesões pré-neoplásicas  (LPN) visíveis à macroscopia                  

                     de ratos Wistar   submetidos   ao   modelo  do “hepatócito resistente” 

                     tratados com  esqualeno, óleo e água.               
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    TABELA 3 - Quantificação das Lesões pré-neoplásicas (LPN) positivas para GST- 

                         P,  no  fígado  de  ratos Wistar submetidos ao modelo do “hepatócito  

                         resistente”, tratados com esqualeno, óleo e água. 

 
Tratamento 

No. efetivo 
de 

animais 

Focos GST-P+ 

       Número                    Área Agregada 
(focos/cm2)*                 (mm2/cm2)* 

Esqualeno 100 11 64,8 ± 21,3 11,9 ± 12,9 

Esqualeno 150 8 61,0 ± 20,3 23,6 ± 25,7 

Óleo 10 65,4 ± 24,7 21,1± 23,6 

Água 9 78,5 ± 20,9 19,1 ± 14,2 

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

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Índice de marcação PCNA 
(%/IM) 

Índice apoptótico (%/IA)  

Grupo 
Número 

de 
animais 

Área ao redor 

das lesões 

Área de 

lesões pré-

neoplásicas 

Área ao redor 

das lesões 

Área de 

lesões pré-

neoplásicas 

Esqualeno 100 11 4,88+3,76 0,08+0,11 a 1,07+1,01 1,78+1,01 a 

Esqualeno 150 8 7,32+5,36 0,05+0,09 1,29+1,22 2,69+1,93 

Óleo 10 4,55+4,65 0,15+0,14 a 1,00+0,56 1,05+1,03  

Água 9 6,45+4,78 0,06+0,09 0,55+0,45 3,49+3,20 a 

 
* Os valores representam, respectivamente, média e desvio-padrão. 
a= diferenças estatisticamente significantes (P<0,05) quando comparados ao IM das 

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

TABELA 4 – Índice  de   marcação (%/IM) de hepatócitos positivos   para   antígeno    

                      nuclear   de proliferação  celular  (PCNA) e índice apoptótico (%/IA)  no  

                      fígado  de    ratos   Wistar   submetidos   ao  modelo    do    “hepatócito     

                      resistente”,   tratados  com  esqualeno,  óleo e água. 
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      TABELA 5 –  Migração   da  Cauda,  Intensidade   da  Cauda   e  Momento   da  

                  Cauda   de    cometas     em     ratos   tratados   com    esqualeno,   

                  óleo   e   água,  submetidos  ao modelo do “hepatócito resistente”. 

Grupo 
Número de 

animais 

Migração da 

Cauda* 

Intensidade 

da Cauda* 

Momento da 

Cauda* 

Esqualeno 100 11 17,7±6,2 21,0±9,0 5,4±2,4 

Esqualeno 150 8 17,0±4,0 20,9±8,0 5,1±2.3 

Óleo 10 16,2±1,7 19,8±7,5 4,9±0.5 

Água 9 18,2±3,8 26,0±8,3 5,5±3,0 

         * Os valores representam, respectivamente, média e desvio padrão. 

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

. 
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“Sem tratamento” 

Esqualeno 100 (100 mg/100 g de p.c.) 
Esqualeno 150 (150 mg/100 g  de p.c.) 
Óleo de milho (0,25ml/100 g de p.c.) 

Água (0,25 ml/100 g de  p.c.) 

DEN: dietilnitrosamina (20mg/100 g de p.c.) 

AAF:  2-acetilaminofluoreno (2 mg/100 g de  p.c.) 

HEP: hepatectomia parcial à 2/3 
Sacrifício 

Figura 1- Protocolo experimental 
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FIGURA 2 – Concentração  plasmática  de  colesterol de ratos Wistar submetidos  

                     ao modelo do RH e tratados com esqualeno, óleo e água. *diferença  

                     estatisticamente  significante  (p<0,05),  determinada pelo  teste t  de  

                     Student quando comparados ao grupo Óleo. 
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VI – CONCLUSÃO 

 

- Porque o esqualeno foi absorvido e não houve alterações em área e 

número de lesões pré-neoplásicas, concluiu-se que o esqualeno não 

apresentou efeito quimio preventivo quando administrado nas doses de 100 

e 150 mg por 100 g de p.c. na hepatocarcinogênese química em ratos 

submetidos ao modelo do “hepatócito resistente”. 
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