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RESUMO

Esse trabalho consiste em um levantamento bibliografico que revela a importancia e
a necessidade da utilizagdo de novos farmacos, com foco naqueles de origem natural,
para o tratamento do cancer, visto que essa doenca ainda € um problema sério de
saude publica com milhdes de mortes por ano no mundo. Soma-se a isso o fato de
que apesar de enormes avangos, os farmacos disponiveis ainda se demostram nao
efetivos em muitos casos e nao seletivos, resultando em dados as células sadias e
consequentemente aos pacientes. Em especifico, este trabalho destaca a utilizacdo
da quercetina, um composto de origem natural, como um potencial agente antitumoral.
Temos por objetivo demostrar, através de um levantamento bibliografico, que a
quercetina € uma droga promissora no tratamento do cancer e que a sua caracteristica
pré-oxidante contribui significativamente para o seu mecanismo de agao antitumoral.
Os dados apresentados aqui revelam que esse flavondide foi capaz de inibir a
proliferagdo de varias linhagens celulares de diferentes tumores e induzir essas
células a apoptose e que suas caracteristicas pro-oxidantes estdo envolvidas neste
processo, que ocorre através da via mitocondrial com a ativagao da via das caspases
e regulacao das proteinas da familia Bcl-2.

Palavras chave: Antitumorais naturais, antioxidantes, pro-oxidante, flavonoides,
apoptose.



ABSTRACT

This work consists of a literature that reveals the importance of the need for new drugs,
focusing on those of natural origin for the treatment of cancer, since the disease is still
a public health problem, with millions of deaths in the world. Addends to this is a fact
that despite huge advances, the available drugs still show not effective in many cases
and not selective, resulting in demage to healthy cells and thus to patients. Specifically,
this work highlights the use of quercetin, a compound of natural origin, as a potential
antitumor agent. We have objective to demonstrate, through a bibliographic survey that
quercetin is a promising drug is the treatment of cancer and its pro-oxidant
characteristic contributes significantly to its antitumor mechanism of action. The data
presented here show that this flavonoid was able to inhibit the proliferation of several
cell lines of different tumor and induce these cells to apoptosis and that its pro-oxidant
characteristics are involved in this process, which occurs through the mitochondrial
pathway with the pathway activation caspases and regulation of Bcl-2 family proteins.

Keywords: Antitumor Natural antioxidants, pro-oxidant, flavonoids, apoptosis.
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1 INTRODUGAO

O cancer, como sera discutido nesse trabalho, pode ser definido como uma
série de doencgas que compartilham entre si a resisténcia das células em sofrer a
apoptose (CAMPBELL, FARREL, 2011). Trata-se de um problema de saude publica
visto que, por ano, aproximadamente 8 milhdes de pessoas morrem por conta dessa
doenca, podendo chegar em até 17 milhdes de mortes por ano em 2030, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), caso medidas de prevencgao e combate ao cancer

nao sejam tomadas.

A resisténcia em sofrer apoptose é considerada a caracteristica mais marcante
dos tumores conhecidos como malignos e sendo assim € um dos grandes desafios do
combate a essa enfermidade. Logo, o tratamento do cancer se direciona no sentido
de tentar reverter a progressédo celular descontrolada por meio de estratégias
quimioterapicas e radioterapicas, que de alguma maneira sejam capazes de induzir
essas celulas tumorais a morte apoptética (ALBERTS et al., 2006; GRIVICICH,
REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

Porém, um dos grandes problemas enfrentados hoje no tratamento tumoral € a
utilizacdo de farmacos ainda n&o eficientes, ou seja, insensiveis a uma série de
linhagens de tumores. Além disso, eles sao nao seletivos a essas células mutadas.
Como consequéncia dessas caracteristicas, esses farmacos acabam gerando danos
oxidativos nas células sadias comprometendo a vida dos pacientes portadores dessa
doencga (LOPEZ-LAZARO, 2002; UEDA et al., 2002).

Diante desses fatos fica clara a necessidade de buscar novas estratégias e
novos farmacos de preferéncia de origem natural, visto que os danos secundarios
podem ser significativamente minimizados ou evitados, que possam atuar de maneira

mais seletiva e eficaz contra as células tumorais, induzindo as mesmas a apoptose.

Uma técnica que vem demonstrando-se bastante eficaz e seletiva contra varias
linhagens celulares cancerigenas, em diversas pesquisas, € a Terapia de Oxidagéo.
Essa técnica consiste na utilizacdo de substancias que apresentam atividade pré-
oxidante que sdo capazes de gerar um estresse oxidativo intracelular nas células

tumorais, resultando em danos a biomoléculas que procedem na apoptose. A
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seletividade entre células tumorais e células sadias podem ser alcangada com essa

técnica e sera discutido como isso ocorre no decorrer desse trabalho.

A busca por substéncias pré-oxidantes de origem natural pode diminuir e/ou
evitar danos secundarios ao organismo promovendo uma consideravel melhoria na
qualidade de vida dos pacientes com cancer. Uma classe de substancias de origem
natural que mais vem chamando a atencdo de pesquisadores devido suas
propriedades biologicas sdo os flavondides. Destes, a quercetina, considerada o
principal flavondide presente na dieta humana, ganha destaque por sua atividade
citotoxica frente a varias linhagens de células tumorais (GRANADO-SERRANO et al.,
2006; BORSKA et al., 2012; ZHAO et al., 2013; LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-
KERTH, 2015; ALTUNDAG et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).

Muitos testes, in vitro e in vivo, ja demostraram que a quercetina possui
atividade pro-oxidante frente aos sistemas bioldégicos em determinadas condigdes.
Uma vez que tal atividade pode resultar em danos a biomoléculas, como o DNA, e
que tais danos, através de uma série de eventos e sinais bioquimicos, podem culminar
na morte celular programa, a hipétese desse trabalho € de que tal propriedade pré-
oxidante estaria relacionada com seu mecanismo de ac¢éo antitumoral (MATSUI et al.,
2005; GRANADO-SERRADDO et al., 2006; ZHAO et al., 2013; LEON-GONZALEZ,
AUGER, ROHITKUMAR et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2016).

Sendo assim, esse trabalho tem por objetivo compilar evidéncias bibliograficas
que demostrem a quercetina como um composto fitoquimico promissor no tratamento
do cancer e que ela tem em suas caracteristicas pro-oxidantes uma contribuicao

importante para o seu mecanismo de acao.
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2 CANCER

Cancer, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), € o nome designado a
um conjunto de mais de cem doengas que compartiiham entre si o crescimento
desordenado de células que podem invadir tecidos e 6rgaos, espalhando-se para
diversas regides do corpo. Uma definicdo alternativa seria classifica-lo como uma
doencga causada pela aquisigcdo sequencial de mutagdes em genes. Esses genes
estdo relacionados com o controle da proliferacdo e morte celular e uma vez
modificados, resultam na caracteristica principal do cancer, que é o crescimento e a
divisao celular descontrolada (CAMPBELL, FARREL, 2011).

A causa do cancer, segundo alguns autores, pode estar relacionada com a
combinagcdo de agressdes as ceélulas tornando-as malignas. Fatores hereditarios e
ambientais, que incluem o estilo de vida sedentario, habitos alimentares ricos em
gordura animal, tabagismo, qualidade precaria de ar e agua, sdo responsaveis pelo
aumento do numero total de desenvolvimento de tumores. Acredita-se que a
incidéncia da maioria dos tumores comuns, como o cancer de pulmao, intestino,
estdbmago e glandula mamaria, sdo causados por fatores ou agentes externos ao
corpo, que de alguma maneira, entram no organismo e atacam e comprometem os
tecidos (WEINBERG, 2008; CAMPBELL, FARREL, 2011).

De acordo com o grau de agressividade do crescimento, os tumores sao
classificados em benignos ou malignos. Os tumores benignos sao mais inofensivos
ao hospedeiro, pois sdo aqueles que crescem localizados e n&do invadem tecidos
adjacentes. Os tumores malignos sao mais agressivos, pois eles sao capazes de
invadir tecidos proximos e espalhar para outras localidades do corpo, caracterizando
a metastase (WEINBERG, 2008; CAMPBELL, FARREL, 2011).

Em alguns casos raros, tumores benignos podem se tornar mais ofensivos ao
paciente caso a expansao dessas massas celulares localizadas pressione um 6rgao
ou tecido vital. Esse tipo de tumor, também é responsavel por alguns problemas
clinicos, como a liberagao excessiva do hormonio da tireoide na circulagéo, resultando
em hipertireoidismo, porém a morte causada por esse tipo de tumor ndo é comum,
sendo a maior taxa de mortalidade derivadas de tumores malignos, mais
especificamente 90% dos Obitos causados por cancer estdo relacionados com o
processo de metastase (WEINBERG, 2008; CAMPBELL, FARREL, 2011).
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O cancer, também é comumente designado como sendo uma doenga do DNA,

cuja raiz esta nas alteragdes do DNA presente no interior das células. O dano causado

ao DNA pode resultar de processos enddgenos ou exogenos, COmoO erros na

duplicacdo do DNA e instabilidade quimica em certas bases nitrogenadas, ou de

interagbes com radiag&o ionizante e ultravioleta, agentes quimicos e biolégicos como

0s virus e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (CAMPBELL, FARREL, 2011).

Os canceres mais agressivos, ou seja, aqueles apresentam elevado risco a vida

dos pacientes, possuem pelo menos cinco caracteristicas em comum que estao

resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas comuns dentre os canceres que apresentam risco a vida

do paciente.

Caracteristica

Descrigao

1

As células cancerosas tém a capacidade de continuar a
crescer e a se dividir mesmo que nao receba os sinais
quimicos essenciais para esses processos. As células

normais, necessitam desses sinais para seu crescimento e
sua divisdo.

As células cancerosas continuam a crescer mesmo apos
receber sinais das células vizinhas para que esse
crescimento seja interrompido.

As células cancerosas conseguem agregar o sistema
vascular do organismo, causando o crescimento de novos
vasos sanguineos para fornecer nutrientes essenciais a elas.

As células cancerosas conseguem se dividir mais vezes do
que uma célula normal (50-70 vezes), por isso sdo chamadas
de células imortais.

As células cancerosas tém a capacidade de se desprender e
migrar para outras partes do corpo, criando novos tumores
que as tornam letais. Esse processo é chamado metastase e
é caracteristico dos tumores malignos. Quando um cancer
entra no estagio de metastase, dificilmente é possivel deté-lo

FONTE: ADAPTADO DE CAMPBEEL, FARREL, 2011

Todas as caracteristicas apresentadas na tabela 1 sdo decorrentes das

alteracdes do DNA, citadas anteriormente, que acabam provocando modificagdes em
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proteinas, cuja especificidade € o controle do ciclo celular. As mutagcbes no DNA
afetam dois tipos de genes: o oncogene e o0 gene supressor de tumor. O gene
denominado oncogene é aquele no qual o produto proteico estimula o crescimento e
divisdo celular. Logo, mutagdes de oncogéneses resultam na ativagdo permanente
desse gene. O supressor de tumor é o gene responsavel pela fabricagdo de proteinas
que restringe a capacidade da célula de se dividir. Uma mutagao nesse tipo de gene
resulta na divisdo sem controle da célula (CAMPBEEL, FARREL, 2011).

O tratamento da doenga resume-se em processos cirurgicos, radioterapico e
quimioterapicos, sendo os dois primeiros realizados quando os tumores estao
localizados em um dado 6rgéo ou tecido do organismo, ou seja, quando trata-se de
um tumor benigno. Quando as células cancerigenas encontram-se espalhadas pelo
organismo, o procedimento adotado é o uso da quimioterapia (BELIZARIO, 2002;
LOPEZ-LAZARO, 2002; UEDA et al., 2002).

A quimioterapia € uma técnica utilizada por oncologistas para atingir células
cancerosas que se baseia na ingestdo de farmacos antineoplasicos, porém o
problema desse tratamento é que esses farmacos, além de atuarem contra as células
tumorais, apresentam efeitos colaterais que comprometem células sadias dos
pacientes. Por esse motivo, alguns autores defendem que a meta do tratamento com
quimioterapia € matar o cancer antes que o tratamento mate o paciente (CAMPBEEL,
FARREL, 2007). Os efeitos secundarios prejudiciais as células sadias, e por
consequéncia aos pacientes, é devido a formagao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, que apresentam efeitos téxicos aos pacientes por induzirem o estresse
oxidativo nessas células “normais” (LOPEZ-LAZARO, 2002; UEDA et al., 2002).

Dados do INCA mostram que, por ano, 12 milhdes de pessoas no mundo sao
diagnosticadas com céncer, e destas, cerca de 8 milhdes morrem por conta da
doencga. S6 no Brasil, o INCA estimou cerca de 580 mil casos novos da doenga no
ano de 2015, e segundo o instituto, caso medidas efetivas de combate e prevencéo
dessa enfermidade nao sejam tomadas, havera, no ano de 2030, 26 milhées de novos
casos e 17 milhées de mortes por ano no mundo.

Com base nisso, pesquisas relacionadas a busca pela fabricacdo de novos
farmacos, combinacdo de outros ja existentes e/ou o desenvolvimento de um

tratamento complementar que seja especifico para células cancerosas tem se
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demostradas crescente. Pois essas descobertas relacionados ao tratamento do
cancer possibilitaria um grande avango para deter tumores e também tornaria a vida

do paciente mais confortavel durante o tratamento (WEINBERG, 2008).

A utilizacdo de antioxidantes naturais, em particular o uso de flavonoides, é
uma das areas de pesquisa relacionada ao cancer que vem despertando grande
interesse cientifico na area médica, bioldgica e bioquimica, como é possivel observar
através da Figura 1 que relaciona o numero de publicagdes referente ao tema, do ano
de 2010 até 2016. Diversas pesquisas vém demostrando que além de essas
moléculas estarem relacionadas com a redugdao dos efeitos colaterais da
quimioterapia, algumas sao capazes de induzir células cancerosas a apoptose, sendo
consideradas candidatas antitumorais promissoras (BORSKA et al., 2012;
ALTUNDAG et al.,, 2016; SRIVASTAVA et al., 2016). Essas pesquisas e outros

estudos serao apresentados e discutidos no decorrer desse trabalho.

Figura 1. Relacao entre o numero de publicagdes e o ano de pesquisas envolvendo
flavondides e cancer
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A pesquisa foi realizada na base de dados Google Académico com as palavras: flavonoids, antitumor
activity e cancer durante o periodo de 2010 até 2016. Fonte: Autor, 2017.
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3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Um radical livre pode ser definido como uma espécie quimica (moléculas
organicas, inorganicas e atomos) que possua pelo menos um elétron desemparelhado
em seu orbital mais externo. Tal caracteristica os tornam espécies altamente instaveis,
com tempo de meia-vida curto, conferindo a essas moléculas uma reatividade
acentuada. Os radicais sdo constantemente produzidos no organismo, assim como
outras moléculas reativas denominadas espécies reativas do oxigénio (EROs) ou do
inglés reactive oxygen species (ROS) (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

As EROs n&o recebem o nome de radical livre, pois nem todas possuem
elétrons de valéncia desemparelhados, apesar disso, também sao potentes oxidantes.
Elas sdo geradas no meio bioldégico durante o metabolismo de oxigénio. Logo todas
as formas de vida aerdbicas estéo sujeitas a formacao e aos efeitos, bons ou ruins,
dessas moléculas. A Tabela 2 traz as principais EROs produzidas no organismo bem
como o tempo de meia vida equivalente a cada espécie e seu sitio de formagao
(FERREIRA et al., 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Tabela 2. Principais espécies reativas de oxigénio e sitios de formagéo.

Espécie | Nome Mecanismo de Formagao Meia vida

(07 Radical &nion | Reducdo de O2 por um elétron, | ~5 x 10° s' em
superoxido vazamento mitocondrial; ciclos redox | pH 7,0

e reacodes de autoxidacido envolvendo
flavoproteinas.

H20:2 Perdoxido de | Redugdo de Oz por dois elétrons; | Decomposig¢ao

hidrogénio superéxido dismutase e vias | enzimatica*
catalisadas por oxidases.

OH’ Radical Redugédo do Oz por trés elétrons/ | 10°s
hidroxila (Reacgdes de Fenton e Haber-Weiss)

LOO’ Radical Intermediarios da peroxidagdo de | 10%s
peroxila lipidios de membrana

LO’ Radical 7s
alcoxila

R’ Radical Poluentes/drogas -

alquila
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102 Oxigénio Primeiro estado eletronicamente | 10° s
singlete ('02) | excitado do 02, sem sitios
metabdlicos definidos

O termo ROS deriva do fato de essas espécies serem centradas no atomo de oxigénio. O H20;
possui tempo de meia vida longo em comparacéo as outras EROSs, o que possibilita sua migracao e
ataque em lugares diferentes do seu sitio de formacao. Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al., 2005;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999; AUGUSTO, 2008.

Em condigbes fisiologicas, as EROs desempenham fungdes de extrema
importancia no sistema bioldgico, atuando como: mediadores para a transferéncia de
elétrons em diversas reagdes bioquimicas, ativadores de genes e participando do
sistema de defesa, etc. Porém, além da produgéao enddgena, fatores externos como
radiagdes de alta intensidade, poluigdo, drogas e alimentagdo, contribuem para um
excesso de produgcao dessas espécies. Essa producdo excessiva de EROs pode
desencadear danos oxidativos caracterizando o estresse oxidativo. Esse fenébmeno
esta relacionado com o desenvolvimento e/ou agravamento de uma série de doengas
pulmonares, neurodegenerativas, cénceres, diabetes dentre outras. (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; SHAMI, MOREIRA, 2004; BARBOSA et al., 2010). Esses danos
devido a geracdo descontrolada de EROs é o resultado da capacidade dessas
moléculas em reagir com proteinas, carboidratos, DNA e lipideos, podendo ser
caracterizados como danos, as vezes, irreparaveis a tais biomoléculas (BIANCHI,
ANTUNES, 1999; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

3.1 REATIVIDADE DO OXIGENIO MOLECULAR E GERAGAO DE EROs

O oxigénio € um membro da familia 6A da tabela periddica, apresentando
numero atémico igual a 8 e massa atdmica equivalente a 16. A distribui¢cao eletronica,
dos oito elétrons desse elemento é 1s?, 2s? e 2p*, logo, ele possui seis elétrons de
valéncia (Figura 1) (AKTINS, JONES, 2012). Biologicamente, o elemento é importante
quando esta na forma da molécula de dioxigénio. A Figura 2 ilustra a formacao da

molécula de O2 segundo a Teoria do Orbital Molecular.
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Figura 2. Configuragao eletrénica e orbitais atdmicos e moleculares do atomo de O
e da molécula de O2 segundo a TOM
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O fato do oxigénio apresentar elétrons desemparelhados o classifica como uma molécula
paramagnética. Fonte: LEE,2000.

Conforme é possivel observar na Figura 2, o O2 possui dois elétrons
desemparelhados com spins paralelos nos orbitais ©*, ou seja, € um bi-radical. Essa
configuracéo eletrénica € pouco comum dentre as biomoléculas presentes no meio
bioldgico, consequentemente a molécula de Oz, no estado fundamental, fica impedida
por restricao de spin de reagir com os diferentes alvos biolégicos. Porém, a excitagao
do O2 com irradiagcbes no comprimento de onda adequado pode mover um de seus
elétrons desemparelhados com a inversdo de seu spin possibilitando o
emparelhamento desses dois elétrons (Figura 3). A ERO gerada nesse processo € o
oxigénio singlete que possui maior poder oxidante em comparagdao com O:2
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999; OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).
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Figura 3. Distribuicéo eletronica do Oz no estado fundamental e de suas formas
excitadas mais (A) e menos estavel (B).
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Duas formas de oxigénio singlete podem ser formadas, uma mais estavel (A) na qual os dois
elétrons se emparelham ocupam o mesmo orbital e a outra muito instavel (B), na qual os dois elétrons
ocupam orbitais diferentes. Fonte: HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999.

O

SISCIEI0

G 1s

O oxigénio singlete pode ser formado por outras vias e, apesar de nao ser
considerado um radical, por ndo apresentar elétrons desemparelhados, o '02 é
bastante reativo e capaz de reagir com a maioria dos compostos celulares, como a
membrana plasmatica, DNA, proteinas e lipideos, dependendo se sua formacao for
dentro ou fora da célula (OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

3.2 GERACAO DO RADICAL ANION SUPEROXIDO, PEROXIDO DE
HIDROGENIO E RADICAL HIDROXILA ATRAVES DA MITOCONDRIA

A cadeia respiratoria presente nas mitocéndrias € considerada a principal fonte
endégena de EROs. O oxigénio desempenha importantes funcbes durante a
respiracao celular, pois ele é o aceptor final de elétrons provenientes dos carreadores
NADH e FADHz2, reduzindo-se a H20. Contudo, os organismos aerobicos sdo capazes
de metabolizar apenas de 95% a 98% do O2 consumido através da cadeia
transportadora de elétrons dentro da mitocondria. O restante, cerca de 2% a 5% acaba
sofrendo reduc&o univalente, dando origem as espécies reativas de oxigénio (Figura
4) (RIBEIRO et al., 2005; BARBOSA et al., 2010).



24

Figura 4. Redugao univalente da molécula de O2 com consumo de 4 elétrons
formando EROs.
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Fonte: Adaptado de FERRERIA, MATSUBARA, 1997.

A primeira ERO formada a partir da redugao univalente do Oz é o radical anion
superoxido (O2+). A reducdo unieletronica desse radical forma o perdxido de
hidrogénio (H202), que ao ser reduzido por mais um elétron forma o radical hidroxila
(HOe), que é considerado o mais reativo das EROs. Por fim, a adigdo de um elétron a
hidroxila leva a formagao de H20 (OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

Além da via mitocondrial, as EROs podem ser produzidas por outras vias. O
radical hidroxila, por exemplo, pode ser produzido a partir da interagdes entre metais
de transicdo com o radical superéxido e peroxido de hidrogénio, através da reagao de
Fenton e Habber Weiss (Figura 5).
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Figura 5.Geragéo do radical hidroxila através da reacéo de Fenton e Haber Weiss.

Cu’* /Fe** + Oy
Cu'/Fe** + H,0,
0y + H,0, S/F¥ O, +HO + HO* Reacao de Haber Weiss

Cu'/Fe’*+0,
Cu?* /Fe** + HO + HO* Reacéo de Fenton

Fonte: Adaptado de GUARATINI, MEDEIROS, COLEPICOLO, 2007

O perdxido de hidrogénio também é produzido no processo de dismutagédo do
radical superéxido (Figura 5), sendo assim, qualquer sistema gerador do radical Oz,
como a mitocdndria e a microssomas, € capaz de produzir o H202 através da
dismutagédo (OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

Figura 6. Producgao de perdxido de hidrogénio através da dismutagéo do radical
anion superoxido.

208 +H =L 10, + 0,

A dismutagéo é uma reagao quimica na qual um mesmo radical é oxidado e reduzido. Um radical
transfere elétron para o outro, de forma que o radical que perdeu elétron se transforma em oxigénio
molecular, e o que recebeu, vira peréxido de hidrogénio. Fonte: Adaptado de GUARATINI,
MEDEIROS, COLEPICOLO, 2007.

3.3 REATIVIDADE E EFEITOS DELETERIOS DAS EROs

O radical anion superoxido se classifica como radical por definicao, porém,
dentre as EROs é inativo, tendo sua agdo como oxidante direto considerada
irrelevante. Sua agao deletéria esta relacionada com a geracédo de radicais mais
reativos através de reacgdes catalisadas por metais de transicdo, como o radical
hidroxila (FERREIRA et al., 1997; BARREIROS et al.,2006; RIBEIRO et al., 2005).

O radical hidroxila é considerado como sendo a EROs mais reativa em meio
bioldgico. Devido seu tempo de meia vida ser muito curto, a sua combinagdo é
extremamente rapida com metais de transicdo e outros radicais no proprio sitio onde

foi produzido. Sendo assim, se o0 HOe for produzido préximo ao DNA podera resultar
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em modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagao ou mutagao
do DNA. Esse fato reforga a importancia/influéncia de EROs com o aparecimento de
alguns tumores (RIBEIRO et al., 2005; OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

O radical hidroxila é capaz de oxidar grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto
(S-S), inativando vérias proteinas (enzimas e membrana celular). E também precursor
do processo de lipoperoxidagdo, que consiste na oxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados da membrana celulares. Todos esses eventos associados ao radical
hidroxil, o caracterizam como sendo o radical mais reativo e deletério em sistemas
biologicos (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

O H202 apesar de ndo ser um radical livre por definicdo, é extremamente
deletério para o organismo, ele apresenta a capacidade de atravessar membranas
lipidicas, reagir com membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe*?, sendo
toxico para as células (OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

3.4 MECANISMO DE DEFESA CONTRA EROs

Uma substancia antioxidante pode ser definida como sendo aquela capaz de
inibir ou diminuir processos de oxidacédo de biomoléculas quando presente em baixas
concentracdes em comparagao ao substrato oxidavel. A oxidagao de macromoléculas
ou estruturas celulares resulta em efeitos danosos ao sistema bioldgico e para evitar
ou minimizar tais efeitos, o organismo conta com sistema enddgeno de protecao
formado por antioxidantes (AUGUSTO, 2006; OGA, CAMARGO, BATISTUZZO,
2008).

Esses antioxidantes atuam em diferentes niveis e através de diferentes agdes,

sendo classificados em primario, secundario e terciario, conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Sistemas de defesas contra espécies reativas e suas agdes.

Sistema de | A¢ao antioxidante Exemplos
defesa
Primario Impede a geragcdo de espécies 1) Enzimas
reativas ou sequestram-nas, antioxidantes
impedindo sua interacdo com alvos 2) Proteinas quelantes;
celulares, bloqueando assim a etapa 3) Antioxidantes de
de iniciacdo da reacao radicalar. baixo peso
molecular
(ascorbato, GSH,
etc)

Secundario | Bloqueia a etapa de propagagao da | Tocoferéis (Vitamina E),
reacao em cadeia de radicais através | flavonoides, etc.

do sequestro de intermediarios
(peroxila, alcoxila)

Terciario Remove lesbes oxidativas em DNA, | Proteases e fosfolipases
) proteinas e lipideos.

(Sistema de

reparo)

Fonte: Adaptado OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008.

3.4.1 DEFESA ENZIMATICA

Algumas enzimas apresentam importante atividade antioxidante, como € o caso
das enzimas superédxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase. A superéxido
dismutase € uma enzima que catalisa a reacao de dismutacao do radical superdxido
mostrada anteriormente (Figura 6). Ela é capaz de “consumir’ o radical superdxido
através desse processo, oferecendo prote¢ao aos sistemas bioldgicos. O organismo
aerdbico conta com trés classes de SOD, a CuZn-SOD, Mn-SOD e Fe-SOD, todas
possuem a mesma funcao diferindo apenas nas suas localizagdes nos
compartimentos celulares (espago extracelular, citosol e espago intermembrana das
mitocdndria e matriz mitocondrial, respectivamente) (AUGUSTO, 2006; OGA,
CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

A glutationa peroxidase, GPx, € uma enzima responsavel pela catélise da
reacao de reducéo de hidroperdxidos organicos e inorganicos. A molécula de GPx é
um tetrdmero que possui um atomo de selénio por subunidade. Sua atividade

antioxidante ocorre no citoplasma, nas mitocondrias e em diferentes 6rgdos como
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figado, rins, cérebro, coragdo, entre outros (AUGUSTO, 2006; OGA, CAMARGO,
BATISTUZZO, 2008).

O ciclo catalitico da GPx € mostrado na Figura 7 e envolve a reagdo do
peréxido de hidrogénio com a glutationa reduzida (GSH), formando a glutationa
oxidada (GSSG) e agua com posterior redu¢cdao do GSSG, através da acdo da
coenzima NADPH e agédo catalitica da enzima glutationa redutase (GR) (AUGUSTO,
2006; OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

Figura 7. Redugao do perdxido de hidrogénio pelo GSH catalisada pela GPx

GSH + H.0, GSSG + 2 H,0

2 GSH + NADP?

GSSG + NADPH

Quando a reacgéo ocorre com hidroperéxidos organicos ocorre a formagéo de alcool
no lugar de agua. Fonte: Adaptado de AUGUSTO, 2006.

O tripeptideo glutationa (GSH) é considerado o principal antioxidante do
organismo, tal propriedade é devido a presenga do grupo sulfidrila do aminoacido
cisteina presente em sua composi¢ao. Quando ha um excesso de produgéo de EROs,
o GSH atua: Seu grupo sulfidrila oxida-se facilmente formando a glutationa oxidada
(GSSG). Porém, gracas a atividade de enzima glutationa peroxidase juntamente com
a coenzima NADPH, o GSH é regenerado a sua forma reduzida (AUGUSTO, 2006;
OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).

A catalase, CAT, € uma enzima encontrada nos peroxissomos de figados e rins
e em microperoxissomos de outras células que possui especificidade pela catalise da
reducado do peroxido de hidrogénio (Figura 8) e ndo apresenta especificidade por
perdxidos organicos. Tal enzima apresenta menor afinidade pelo H202 quando
comparada com a glutationa peroxidase, logo, sua atividade é mais pronunciada em
condicbes de excesso de producdo dessa EROs, caso contrario, ocorre uma
competicdo entre a catalase e a GPx, e por questbes de afinidade, a GPx acaba
atuando (AUGUSTO, 2006; OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008).
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Figura 8. Decomposi¢cao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio catalisada
pela enzima calatase.

DH,0, —m 2H,0+0,

Fonte: Adaptado de OGA, CAMARGO, BATISTUZZO, 2008.

Conforme apresentado, a formacdo das espécies reativas € constante nos
organismos aerobicos, e em condi¢des fisioldogicas o préprio organismo possui
mecanismos de evitar danos através de diferentes enzimas como citado acima,
porém, fatores externos como tabagismo, alcool, exposi¢do aos raios ultravioleta,
atividade fisica intensa, dieta, dentre outros, contribui para o0 aumento da producéao de
EROs tornando necessaria a busca por antioxidantes exdgenos com intuito de
diminuir e ou inibir efeitos deletérios. Dentre a classe de compostos naturais que mais
recebem destaque no quesito antioxidante os flavondides vem recebendo atencao de
diferentes pesquisadores (BELING, 2004; ANDERSEN et al. 2006; DORTA, 2007;
NIJVELDT et al. 2007) devido as acgdes bioldgicas e farmacoldgicas atribuidas a eles.
A seguir discorreremos sobre os flavondides, os quais séo objetos de destaque desse

trabalho.
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4 FLAVONOIDES

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural
encontrados em diversos vegetais e frutas. Trata-se de uma classe de metabdlitos
secundarios de plantas, derivados da condensagdao do acido chiquimico e da
coenzima acetil-coA. Os flavondides apresentam propriedades farmacoldgicas que os
fazem atuar sobre os diversos sistemas biolégicos, o que resulta ao consideravel
interesse cientifico e terapéutico por esses polifendis (KANDASWASMI, MIDDLETON,
1994; BEHLING et al., 2004; HURBER, AMAYA-RODRIGUEZ, 2008; LOPES et al.,
2010).

Esses compostos, apesar de ndo serem biossintetizados pelo homem, estao
constantemente presentes na dieta humana, sendo obtidos a partir de frutas,
verduras, legumes, chas, vinhos, cacau, etc (NIJVELDT, et al., 2001; BEHLING et al.,
2004; MENEZES, MEDEIROS, AUGUSTO, 2007; VOLP et al., 2008; BARROS, 2012,
PEREIRA, CARDOSO, 2012).

Essas moléculas podem, também, ser encontradas nas partes aéreas de
plantas sendo responsaveis pela pigmentagédo natural dos vegetais, protecdo contra
oxidantes e contra os raios ultravioleta proveniente da luz solar (LOPES et al., 2010,
SILVA et al., 2015). A estrutura basica de um flavonodide (Figura 9) € composta por
dois anéis benzénicos (A e B) que estédo ligados através de um anel pirano (C)
(BEHLING et al., 2004; LOPES et al., 2010).
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Figura 9.Estrutura basica dos flavonoides contendo dois grupos fenil unidos por um
grupo pirano.

5 -4

A configuragéo Ces-C3-Ces também é conhecida como flavilium e difenilpropano. A estrutura contém 15
atomos de carbono e o primeiro benzeno da molécula é condensado com o sexto carbono do pirano,
que por sua vez, carrega, na posi¢cao 2, um grupo fenila. Fonte: Adaptado de BEHLING et al., 2004.

Pequenas modificagcbes quimicas ocorridas na estrutura basica desses
compostos, como hidroxilagdo, metilagdo, acilagdo, glicolisagdo, hidrogenacgao,
malonilagdes e sulfatacdes, sdo responsaveis pela existéncia dos mais de 10.000
derivados ja encontrados. Tais diferencas sao responsaveis pela separagao dos
flavonodides em diferentes classes como as flavonas, isoflavondides e neoflavonodides,
que por sua vez sao subdivididas em diferentes grupos (MACHADO et al., 2008;
DIXON, PASINETTI, 2010). Dentre os grupos dos flavondides, os principais e mais
estudados sdo: Antocianidinas, flavanonas, flavonas, flavonodis e isoflavonoides. A
Figura 10 apresenta a estrutura quimica de um representante de cada um dos grupos
citados anteriormente (LAZARY, 2010).
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Figura 10. Representantes de grande destaque dos principais grupos dos
flavonoides.

OH

Cianidina Luteolina

HO
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Antocianidina Flavonas
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Naringenina

OH 0
OH Flavanonas Genisteina

Quercetina

HO

OH 0
Flavonois

Isoflavonoides

Representantes dos principais grupos dos flavonoides: Na parte superior € indicado o nome dos
flavondides e na inferior a subclasse a qual pertence. Fonte: Adaptado BARROS, 2012.

Os flavonoides nem sempre sao encontrados na forma simples, denominadas
agliconas, mas sim ligados a moléculas de carboidratos na forma de um glicosideo. A
D-glicose e a L-ramnose sdo os substituintes mais comuns. Essa ligacdo ocorre,
normalmente, nos anéis A e B e podem ser classificadas com O-glicosilagao, (ligagao
na posicdo 3 e 7), ou C-glicosilacdo, (ligacdo na posicéo 6 e 8) (MARTINEZ, 2005;
BARROS, 2012) .
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4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS FLAVONOIDES

A atividade antioxidante dos flavondides é atribuida a combinacao de diversos
fatores, entre os quais podemos citar: supressdo ou neutralizagao (scavenging) de
EROs através da doacdo de um proéton e/ou elétron; capacidade quelante de ions
metalicos de transicdo que estado envolvidos na formagéao de radicais hidroxila (reagao
de Fenton ou Harber-Weis); e também sao capazes de inibir sistemas enzimaticos
responsaveis pela geragao de radicais livres. As combinagdes dessas agdes fazem
com que essas moléculas atuem na protecao dos tecidos contra diversas patologias
relacionadas ao excesso de EROs produzidos pelo organismo, inclusive o cancer
(BEHLING et al., 2004; ARAUJO et al., 2005; JIMENEZ et al., 2009 ; BARROS, 2012).

Arranjos estruturais, como a presenca de certos grupos funcionais e sua
posicao na estrutura basica dos flavondides, sdo responsaveis por potencializar a
atividade antioxidante desses compostos. Por exemplo, agliconas que possuem
grupos hidroxilas (-OH) nas posicoes 3 e 4 do anel B e 7 e 8 no anel A, e dupla ligagéao
entre o carbono 2 e carbono 3 (C2=C3s) conjugados com uma fungao cetona e um
grupo OH livre na posigdo 3 apresentam maior atividade antioxidante (WANG, CAO,
PRIOR, 1997; SASKIA, VAN, BAST, 1998; PIETTA et al., 2000; HEIM,
TAGLIAFERRO, BOBILYA, 2002; KUSKOSKI, GARCIA-PARILLA, 2004; MARAIS et
al., 2006; JIMENEZ, MARTINEZ, FONSECA, 2009). A Figura 11 destaca os principais
fatores (grupos, ligagbes duplas) que influenciam a atividade antioxidante dos

flavonoides.

Figura 11. Arranjos estruturais responsaveis pela potencializacédo da atividade
antioxidante dos flavonoides.

Fonte: Adaptado BARROS, 2012
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E possivel observar a influéncia desses grupos funcionais através dos
mecanismos propostos para a neutralizagao (redugédo do ponto de vista quimico) de
radicais livres. Por exemplo, devido a presenga do grupo catecol no anel B, o
flavondide pode doar um atomo de hidrogénio (préton + elétron) para as espécies
reativas, reduzindo-as (Figura 12). Neste processo, formar-se-a um radical fenoxila
que pode ser estabilizado pela formagao da ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio
que possui um elétron desemparelhado e o outro grupo hidroxila desse anel
(MUSIALIK, 2009 apud BARROS, 2012).

Figura 12. Estabilizacdo de ROS através da doag¢ao de um préton do anel B dos
flavonoides.

OH

R"= EROs
R,,R; e R; = H ou OH
Fonte: Adaptado de MUSIALIK et al., 2009 apud BARROS, 2012.

A importancia da configuragdo discutida do anel C (insaturagdo C2=Cs
conjugada com um grupo hidroxila na posigdo 3 e um grupo carbonila na posi¢gao
quatro) é decorrente da possibilidade de deslocalizagao eletrénica n do anel B que
estabiliza, através da ressonancia, os radicais formados, Figura 13 (1). O caminho
apresentado na Figura 13 (2) demostra que os radicais dos flavondides podem ser
estabilizados a partir da dismutagao radicalar com a formagéao de quinona (SHUKLA,
GUPTA, 2010 apud BARROS, 2012).
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Figura 13. Estabilizacdo dos radicais flavonoides via deslocalizagéo eletrdnica (1) e
formagao de quinona (2).

(1)

@ [0]
-—

[O] = Oxidagio

Estabilizagdo dos radicais por ressonancia (A) e terminagéo da reagéo radicalar com formagéo de
quinona (B) via deslocalizagéo eletrénica pela insaturagdo do anel C. Fonte: AUTOR, 2017.

4.2 QUERCETINA

A quercetina, (Figura 14) pertencente a subclasse dos flavondis, é considerada
como sendo o flavondide mais abundante na alimentagdo diaria humana com um
consumo diario variando de 50 a 500 mg. Ela representa 95% do total de polifendis
ingeridos por dia, e esse elevado consumo de quercetina, em comparagao aos outros
flavonoides, € decorrente de sua ampla distribuicdo dentre os alimentos consumidos
pelo homem, como cebolas, magas, repolho, tomate, couve, vagem, brocolis, etc.
(DESCHENER, et al. 1991; NIJVELDT, et al. 2001; BEHLING et al., 2004).
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Figura 14. Formula estrutural da quercetina.

CH

] OH
Quercetina
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Flavondis

Fonte: O nome sistematico da quercetina é 3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona
Fonte: Adaptado de BARROS, 2012.

Devido suas propriedades terapéuticas, como seu potencial antioxidante,
anticarcinogénico e seus efeitos protetores ao sistema renal, cardiovascular e
hepatico, atribuem a esse flavondide interesse e destaque cientifico e terapéutico
crescente em diversos paises (BEHLING, 2004).

Dentre as propriedades atribuidas a quercetina, sua ag¢ao antioxidante é a mais
estudada e entendida. Sabe-se que esse polifenol é capaz de quelar ions metalicos
envolvidos da reagdo de Fenton, inibindo a formagdo do radical hidroxila, como
também de interagir com radical anion superéxido e interferir no processo de
peroxidagao lipidica, pois reage com os radicais hidroperoxila lipidicos (BEHLING,
2004).

Porém, apesar de os flavondides serem conhecidos por sua atividade
antioxidante, estudos in vitro vem demostrando que, dependendo da concentragao e
do meio, essas moléculas podem apresentar atividade pré-oxidante, que segundo
alguns autores, esta relacionada com os efeitos citotoxicos e pré-apoptéticos dos
flavonoides (UEDA et al., 2002; BEHLING et al., 2004).

Devido a essa possivel capacidade anticancerigena, diversos estudos in vivo e
in vitro utilizando a quercetina vem sendo realizado para verificar tal propriedade e
elucidar um mecanismo pelo qual ela induz a morte de células cancerigenas. Esses
estudos sao de extrema importancia, pois uma vez conhecido esse mecanismo e 0s
efeitos da quercetina frente as células com cancer e sadias, novos farmacos, ou
combinacdo de farmacos, podem ser desenvolvidos para o tratamento do cancer
(DORTA, 2007; BORKA et al., 2012; WANG et al., 2012; ALTUNDAG et al., 2016).
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5 APOPTOSE

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € um
processo extremamente regulado caracterizado por mudangas morfolégicas e
bioquimicas que diferem tal processo de outros responsaveis pela morte de células
nos organismos multicelulares. A morte programada desempenha um papel central
muito importante no desenvolvimento dos individuos, e quando ha uma desregulagao
nesse processo, esse fendmeno esta associado ao desenvolvimento de algumas
patologias (CORDEIRO, 1999; ALBERTS et al.,, 2006; GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007).

O numero de células que compde os organismos multicelulares é fortemente
regulado tanto pelo controle da velocidade de divisao celular quanto pelo controle da
morte celular. Sendo assim, a mitose e a apoptose, juntas, desempenham um papel
essencial para o desenvolvimento e manuten¢cdo da homeostase. A regulagao correta
entre a divisdo e a morte celular garante a reciclagem anual, de um corpo adulto, de
aproximadamente 3x10' células. Essa reciclagem se refere ao nimero de formagao
de novas células e eliminacéo das ja existentes. A apoptose parece ser responsavel
pela maioria das mortes celulares durante essa reciclagem e €& através desse
processo que células infectadas por virus ou cancerigenas também sao eliminadas
(CORDEIRO, 1999; ALBERTS et al., 2006; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007;
WEINBERG, 2008).

O processo de morte celular programada € caracterizado por algumas
mudangas caracteristicas desse processo que a diferem da necrose (Figura 15).
Durante a apoptose, que em geral € um processo rapido, a célula se retrai e condensa.
Essa retracao celular é responsavel pela perda da aderéncia com a matriz extracelular
e células vizinhas. O citoesqueleto se colapsa, o nucleo sofre desintegragdo em
fragmentos envoltos pela membrana nuclear e o DNA do nucleo também sofre
fragmentagdo. A membrana celular forma prolongamentos, chamados de blebs, que
aumentam de numero, tamanho e rompem-se originando os corpos apoptoticos
(HORTA, YOUNG, 1999; ALBERTS, 2006; ANAZETTI, MELO, 2007; GRIVICICH,
REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

A superficie da célula sofre uma alteracao fazendo com que ela imediatamente

atraia células fagociticas, normalmente os macréfagos, que engolfam, Figura 15(C), a
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célula antes que ela derrame o0 seu conteudo, esse processo evita uma inflamagao
local, como ocorre na necrose, e também permite que os componentes organicos da
célula em apoptose sejam reciclados pela célula que a ingere (HORA, YOUNG, 1999;
ALBERTS et al., 2006; ANAZETTI, MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER, ROCHA,
2007, WEINBERG, 2008).

Figura 15. Caracteristicas morfolégicas do processo apoptético (B e C) .

AL ;
10 um < engulfed dead cell phagocytic cell

As imagens referem-se a micrografias eletrénicas de células que sofrem morte por necrose (A) e
apoptose (B e C). A célula que sofreu necrose (A) parece ter explodido, enquanto que as células que
morreram por apoptose (B e C) se condensaram, porém, parecerem relativamente intactas:
ALBERTS et al., 2006.

A perda do programa apoptotico funcional esta relacionada com o
desenvolvimento de diversas patologias, incluindo as doengas autoimunes e o cancer.
Muitos autores consideram que a marca das células humanas malignas € a perda de
controle da apoptose. Ja, o processo extremo, ou seja, a apoptose desenfreada esta
relacionada com doengas neurodegenerativas e AIDS (CORDEIRO, 1999; ALBERTS
et al., 2006; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).
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5.1 APOPTOSE E A PROTEINA p53

A ordem dos componentes celulares dos mamiferos € mantida gragas a
presenga, ha maioria das células, da proteina p53 que € produzida via transcricdo do
gene supressor de tumor p53. Em condi¢gdes normais, quando alguma célula sofre
algum dano genético intracelular ou alguma desordem no metabolismo, a p53 é
responsavel pela parada desta durante o ciclo celular e pode decidir, caso os danos
forem passiveis de reparo, se essa célula pode ser reparada e, assim, retornar ao
ciclo, ou quando essa desordem/dano é muito grave, a proteina “opta” por emitir sinais
que irdo resultar na apoptose celular. Esta resposta drastica que desencadeia a morte
celular programada de células, ocorre quando ha um dano gendémico irreparavel,
desequilibrios graves de sinalizagdo e privagdo extrema de oxigénio (anoxia)
(GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

Quando é necessario o reparo das células ocorre uma superexpressao e
ativacao da p53, antes inativada pela proteina mdm-2, do inglés murine doble minute
2. Apos realizado o reparo, a propria p53 € responsavel por aumentar a transcricao
da proteina mdm-2, sua inibidora, que ao se ligar a p53 é responsavel por manté-la
inativada no citosol. A apoptose iniciada pela p53 ocorre, em partes, pela habilidade
da proteina em promover a expressao de genes que codificam um grupo de proteinas
pro-apoptéticas. Dentre essas proteinas encontram-se a Bax que pertence a familia
Bcl-2. Ao mesmo tempo, a p53 tem capacidade de reprimir a expressao de genes que
especificam proteinas ditas anti-apoptéticas (SHER, 2000; GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

A sintese da proteina p53 em células normais ocorre em altas taxas, porém, da
mesma maneira que € formada, é também rapidamente degradada, logo, num balango
final, o nivel em estado estacionario dessa proteina € baixo dentro das células. Alguns
estudos indicam que a indugao de apoptose via p53 nao parece estar relacionada com
as situacdes de rotina, mas parece estar limitada nas situagcbes emergenciais que
podem ameacar e comprometer células e tecidos (SHER, 2000; GRIVICICH,
REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008). Um exemplo é o fato do organismo
utilizar a sinalizagdo da proteina p53 para induzir a apoptose e com isso eliminar
células que apresentem potencial para se tornarem tumorais e outras que sustentam

alguns tipos de mutacdes que podem desregular o crescimento. Como consequéncia,
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se 0 gene p53 sofrer mutagdes, essa capacidade é comprometida (GRIVICICH,
REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

Quando a proteina p53 tem sua fungdo comprometida, devido a mutacoes, ela
nao consegue realizar a parada no ciclo celular para analise e reparos, e como isso,
células “defeituosas” acabam prosseguindo no ciclo celular e “escapando” da
apoptose e/ou reparos necessarios. A analise de uma série de genes examinados em
células cancerosas humanas revelou que a p53 € o gene frequentemente mais
encontrado com mutagdes e essa forma mutante € encontrada em quase a metade
de todos os tumores humanos (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG,
2008).

A perda da fungédo da p53 e o desenvolvimento de células tumorais também
esta relacionada ao gene Tsp-1. A p53 aumenta a expressao do gene Tsp-1, que
especifica trombospondina-1. A Tsp-1 € uma proteina secretada que atua no espaco
extracelular cuja funcao é o bloqueio do desenvolvimento de vasos sanguineos. Logo,
a diminuicdo da expressao de Tsp-1, decorrente da perda de p53, remove um
obstaculo importante que poderia prevenir a sobrevivéncia dessas células, que é a
falta de oxigénio carreado pelo sangue (WEINERBG, 2008).

Como foi possivel observar, as agdes bioldgicas da p53 podem ocorrer de duas
maneiras: primeiro, ela pode frear o ciclo celular e segundo, ela pode induzir a
apoptose através da ativacdo da “maquinaria” apoptética. A busca por farmacos e
moléculas que estimulem, de alguma maneira, a producéo da p53 em células tumorais
€ uma alternativa para o tratamento de tumores, porém, para isso € necessario
conhecer bem 0s mecanismos envolvidos nesse processo. Em nivel bioquimico, a
maneira como a p53 decide entre a apreensao do ciclo celular ou a apoptose, ainda
nao é compreendida (WEINBERG, 2008).

5.2 INDUGAO A APOPTOSE PELA VIA MITOCONDRIAL

A mitocbéndria € uma organela, localizada no citoplasma celular, que
desempenha fungbes essenciais para manutencdo e sobrevivéncia de células e,
consequentemente, do homem. Essa organela é responsavel pela sintese de energia
(ATP), pela produgao de calor e também é uma via importante para indugado da morte
de células por apoptose (ALBERTS et al., 2006; GRIVICICH, REGNER, ROCHA,
2007; WEINBERG, 2008; NELSON, COX, 2011). Uma série de proteinas e enzimas
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estdo envolvidas na sinalizagdo e indugdo da morte celular programada pela via
mitocondrial, portanto, antes de discorrer sobre como ocorre esse processo, €

importante conhecer as biomoléculas que o regulam.

5.2.1 PROTEINAS DA FAMILIA Bcl-2 E CASPASES.

A proteina p53 ndo é a unica participante da apoptose. Outro componente
importante sdo os genes e proteinas, por eles codificadas, pertencentes a familia Bcl-
2. Essa familia é composta tanto por membros pré-apoptéticos, como a Bax, Bad, Bak
e Bid, quanto membros anti-apopotéticos, como a Bcl-2 e Bcl-xL. Ao todo, sabe-se
que o genoma humano € capaz de codificar 24 proteinas dessa familia (PETROS,
OLEJNICZAK, FESIK, 2004; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG,
2008).

A homeostasia celular € mantida através de um rigoroso controle da
quantidade dessas duas classes de proteinas da familia Bcl-2, porém, um
desequilibrio decorrente de estimulos, como danificagdes no DNA, aumenta a
expressao das proteinas pré-apoptéticas, resultando na morte celular. O mecanismo
apoptotico em questdo € dependente da mitocdndria e envolve a ativagcdo de
diferentes caspases. (PETROS, OLEJNICZAK, FESIK, 2004; GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

As caspases sao enzimas pertencentes a familia das cisteina proteases. Essas
enzimas possuem uma cisteina no sitio ativo, que apresentam especificidade em
clivar ligacbes peptidicas proximas a residuos de aspartato. Essas enzimas sao
sintetizadas pelos seus precursores inativos, denominados procaspases, presentes
no citosol da célula. Porém, em resposta a sinais apoptéticos, as procaspases sao
clivadas proteoliticamente nos residuos de acido aspartico pela cisteina, tornando-se
ativas. Uma vez ativadas, as caspases clivam e ativam outros membros da familia de
proteases, resultando no aumento do numero de espécies ativas e de clivagens,
caracterizando a cascata proteolitica (ALBERTS et al., 2006; GRIVICICH, REGNER,
ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

As caspases se classificam em iniciadoras, que sao aquelas que desencadeiam
a ativacdo da cascata de caspases, e executoras, as quais sdo aquelas que realizam
o trabalho de destruir componentes criticos da célula. A cascata proteolitica é um
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processo destrutivo, auto-estimulado e irreversivel, assim, como consequéncia
desses fatores, quando a célula entra no caminho de sua destruicdo, n&do ha como
reverter esse processo, portanto, € evidente que a precisa regulagao da ativagido das
procaspases € essencial para que a indugdo da morte celular por apoptose seja
realizada apenas quando necessario. E nesse ponto de regulagdo que as proteinas,
apoptéticas e antiapoptocias, da familia Bcl-2 atuam. (ALBERTS et al.,, 2006;
GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

5.2.2 SINALIZAGAO E INDUGAO DO PROGRAMA APOPTOTICO PELA VIA
MITOCONDRIAL

As mitocbndrias possuem, entre a membrana interna e externa, uma pequena
proteina, conhecida como citocromo ¢, que € considerada como sendo a autora
central do processo apoptético. O citocromo € um dos componentes da cadeia
transportadora de elétrons e atua na transferéncia de elétrons durante a fosforilagao
oxidativa (WEINBERG, 2008; NELSON, COX, 2011).

Em resposta a certos sinais que iniciam o processo apoptético, a proteina
citocromo c € secretada da mitocondria para o citosol, e uma vez presente no citosol,
ela se associa a outras proteinas desencadeando uma cascata de eventos que
resultam na apoptose. A passagem do citocromo c para o citosol ocorre por meio de
canais, controlados pelos membros da familia Bcl-2, que regulam se ela e outras
proteinas localizadas entre as membranas interna e externa serao liberadas de dentro
da mitocéndria para o citosol (WEINBERG, 2008; NELSON, COX, 2011).

As proteinas Bcl-2 e Bcl2-xL s&o responsaveis por manter os canais de
passagem do citocromo ¢ fechado, evitando a apoptose. Ja as proteinas Bax, Bad,
Bak e Bid trabalham para manter esse canal aberto, possibilitando a liberacao do
citocromo ¢ para o citosol, com isso favorecendo a apoptose. Com base nessas
fungdes, é possivel entender a classificagao das proteinas em anti-apoptoticas e pro-
apoptéticas. Os niveis relativos entre essas duas classes de proteinas € um fator
determinante para liberagado ou nao do citocromo-c (GRIVICICH, REGNER, ROCHA,
2007; WEINBERG, 2008).

Uma vez no citoplasma, a molécula de citocromo ¢ se associa a proteina fator

de ativagao da apoptose 1 (APAF-1), resultando na formagao do apoptossomo. Uma
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vez formado, o apoptossomo promove a auto-clivagem da pro-caspase-9 em caspase-
9 ativada. A caspase-9 cliva a proscapase-3 em sua forma ativa, a caspase-3. A
caspase 3 é responsavel pela clivagem de outra procaspase, tornando-a ativa, que
por sua vez, clivara e ativara outra procaspase, e assim sucessivamente. Esse
processo de clivagem e ativagdo de procaspase e caspase, respectivamente, &
denominada cascata proteolitica das caspases, e ele ocorre até que as caspases
finais clivem proteinas, denominadas substratos de morte, cuja degradagao cria
mudancas celulares associadas a apoptose (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007;

WEINBERG, 2008). A Figura 16 esquematiza esse mecanismo de sinalizagao.

Figura 16. Mecanismo de indug&o a apoptose dependente da via das caspases.
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Estudos indicam que a associagao da Bax com a Bak é responsavel pela liberagao
de APAF-1 e como ¢é possivel observar, a apoptose depende de ATP. Fonte: Adaptado de DORTA,
2007.

Estudos indicam que as proteinas Bax e Bak se agregam na superficie externa
da mitocdndria, e essa agregagao € responsavel, de alguma maneira ainda nao
esclarecida, pela fragmentacdo dessa organela. Esse processo parece resultar na
liberagcdo adicional de algumas proteinas pro-apoptoticas para o citosol, como a
SMAC/DIABLO (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).
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A funcdo da SMAC/DIABLO ¢ inativar proteinas bloqueadoras da ativacédo das
caspases, denominadas proteinas inibidoras da apoptose (IAPs). O mecanismo de
inibicdo da IAPs é executado de duas maneiras distintas: 1) elas podem se ligar
diretamente as caspases, promovendo sua inativagao; e/ou 2) elas podem marcar
essas enzimas para ubiquitinagdo e degradagdo. Sendo assim, a liberagdo da
SMAC/DIABLO e do citocromo c favorece a morte celular programada (DORTA, 2007;
GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008).

Agora é possivel esclarecer um pouco mais 0 mecanismo de sinalizagado da
p53 e sua relagdao com Bax. Como citado anteriormente, a p53 encontra-se ligada e
inibida pela mdm-2 no citosol, e assim ela permanece até que seja necessaria. Dentre
os diversos substratos das caspases ja citados, € a proteina mdm-2. Quando essa
proteina é clivada pelas caspases ela libera a p53 que agora, na forma ativada,
transloca-se para o nucleo e ativa a transcrigao de genes pré-apoptoticos, como a Bax
(SCHULER, MAURER, GOLDSTEIN, 2003; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007;
WEINBERG, 2008).

As caracteristicas morfolégicas tipicas da apoptose, apresentadas
anteriormente nesse trabalho, sédo resultantes da cascata de clivagem proteolitica das
caspases. Varios componentes chave das células sofrem clivagem pelas caspases
executoras (3, 6 e 7). Como exemplo é possivel citar a clivagem do inibidor da enzima
desoxirribonuclease (DNase). O inibidor da DNase impede que a enzima desempenhe
sua fungdo que é digerir DNA cromossomal. Apos ser clivado pelas caspases, 0
inibidor libera a DNase, que é responsavel pela fragmentagcdo do DNA observada em
células que sofreram apoptose (WEINBERG, 2008).

Outro exemplo é a clivagem de proteinas constituintes do citoesqueleto celular.
A clivagem dessas proteinas resulta num colapso do citoesqueleto que esta envolvido
na formacao de corpos apoptéticos. A condensacdo da cromatina e encolhimento
nuclear é resultante da clivagem, pelas caspases, de laminas da superficie interna da
membrana celular (WEINBERG, 2008).

O alcance das caspases executoras estende-se de volta ao interior da
mitocdndria, onde a apoptose foi iniciada. A clivagem de substratos internos dessa
organela leva a interrupgao do transporte de elétrons, liberagdo de EROs, perda da
producao de ATP e da integridade estrutural da mitocdéndria (WEINBERG, 2008).



45

5.3 APOPTOSE E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Uma série de estimulos podem desencadear a apoptose, como visto até aqui,
e dentre eles podemos citar o estresse oxidativo. Como ja explicado nesse trabalho,
o estresse oxidativo é caracterizado pelo excesso de produgao de oxidantes, EROs,
que podem reagir, danificar e comprometer a fungdo do DNA, RNA, lipideos e
proteinas. Em resposta a esses eventos a célula pode ser induzida ao processo
apoptotico (ANAZETTI, MELO, 2007; HUSSAIN et.al., 2010; KIM et.al., 2010; LOPES
et.al., 2011; REIS, 2012).

Sabe-se que as vias apoptéticas classicas estao envolvidas com um acumulo
modesto de EROs. Além disso, uma série de dados revelam que a exposi¢cao de
células ao H202 e outras espécies reativas de oxigénios € um mecanismo indutor da
apoptose. O H202 tem se demonstrado capaz induzir a apoptose em células
endoteliais, células de hepatdcitos humanos, células epiteliais e neutrofilos
(ANAZETTI, MELO, 2007; FANG et.al., 2010; HUSSAIN et.al., 2010; KIM et.al., 2010;
LOPES et.al., 2011; REIS, 2012).

A funcdo mitocondrial também ¢é comprometida pela acdo de agentes
oxidantes, pois essa organela € muito sensivel a alteragbes no estado de oxidacéo e
reducdo da célula. Em condicdes normais a célula encontra-se em um ambiente
redutor, a coenzima GSH intracelular estd predominantemente (95%) na forma
reduzida. Porém, varios estudos revelam que ocorre uma diminuigao simultanea da
GSH intracelular com o aumento de EROs, tornando o meio intracelular oxidante
durante a apoptose. Esse fato suporta a ideia de que as EROs podem atuar como via
de indugdo a morte celular programada (CHANDRA, SAMALI, ORRENIUS, 2000;
KANNAN, JAIN, 2000; MATES, SANCHEZ-JIMENEZ, 2000; TAKAHASH] et al., 2003;
ANAZETTI, MELO, 2007; KIM et.al., 2010; LOPES et.al., 2011; REIS, 2012).

O mecanismo pelo qual as EROs sao capazes de induzir a morte celular ainda
nao € muito compreendido, entretanto, sabe-se que essas variacbes redox
decorrentes do aumento de EROs, juntamente com o ataque, por parte dessas
moléculas, as proteinas internas da mitocondria e lipideos de membrana podem ser

responsaveis pela perda da fungao mitocondrial, o que resulta na reducao dos niveis
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de ATP, assim, consequentemente ha uma diminuicdo na producdo de energia,
liberagdo do citocromo c¢ e na transigdo da permeabilidade mitocondrial (TPM). Além
disso, como ja foi explicado, danificagdes ao DNA servem como uma via de
sinalizagao para ativacdo da proteina p53. (KIM et.al., 2010; LOPES et.al., 2011;
REIS, 2012).

Como visto, a liberagao do citocromo ¢ é um sinal para a ativagado da cascata
proteolitica da via das caspases, sendo assim, acredita-se que EROs sao capazes de
induzir células a apoptose através da via mitocondrial. Somado a isso, alguns autores
mostraram, através de suas pesquisas, que as EROs sado capazes de induzir a
ativacdo das caspases iniciadora e executora -9 e -3, respectivamente (Figura 17)
(CHANDRA, SAMALI, ORRENIUS, 2000; KANNAN, JAIN, 2000; MATES, SANCHEZ-
JIMENEZ, 2000; TAKAHASHI et al., 2003; KIM et.al., 2010; LOPES et.al., 2011; REIS,
2012).

Figura 17. Mecanismo de sinalizagao a apoptose mediada por EROs.
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Pesquisas revelam que as alteragdes no estado redox celular para um ambiente mais oxidante
ocorrem antes da ativagdo da fase final da cascata das caspases, indicando que as EROs atuam
como uma via de sinalizagdo. Fonte: Adaptado de DORTA, 2007.
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Conforme é possivel perceber, através dos mecanismos apresentados, os
diferentes estimulos responsaveis pela ativacao do processo apoptotico parecem
convergir para uma mesma sequéncia de eventos no qual as caspases sao 0s
componentes centrais desse processo de morte (CHANDRA, SAMALI, ORRENIUS,
2000; KANNAN, JAIN, 2000; MATES, SANCHEZ-JIMENEZ, 2000; TAKAHASHI et
al.,2003).
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6 INDUGAO DA APOPTOSE COMO MECANISMO CITOTOXICO PARA CELULAS
TUMORAIS

Como explicado nesse trabalho, o cancer surge quando as células apresentam
mutagbes simultdneas em genes que s&o responsaveis pelo controle de seu
crescimento e de sua sobrevivéncia. Também foi apresentado que o gene supressor
de tumor p53, que é responsavel pela indugcdo da apoptose celular em condi¢cbes
especificas, esta na forma mutante na maioria dos tumores, por isso as células
cancerigenas escapam da morte celular programada e acabam sobrevivendo por mais
tempo, acumulando mais mutagdes e multiplicando-se sem controle (ANAZETTI,
MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007; WEINBERG, 2008; CAMPBELL,
FARREL, 2011).

Foi visto que essa capacidade de resisténcia a apoptose € considerada a
caracteristica mais marcante de tumores malignos, logo o tratamento do cancer
caminha na diregado de tentar reverter esse quadro de progressao celular através de
estratégias, quimioterapicas e radioterapicas, que de alguma maneira induza tais
células a morte. Inicialmente acreditava-se que essas terapias destruiam células
tumorais através da necrose, porém, uma série de dados e ensaios experimentais
revelaram que a apoptose € o principal meio pelo qual as células mutantes sao
induzidas a morte (ANAZETTI, MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007;
WEINBERG, 2008; CAMPBELL, FARREL, 2011).

Essas estratégias de tratamento se baseiam em utilizar métodos que séo
capazes de induzir células tumorais a morte celular programada e/ou promover uma
maior resposta aos tratamentos com radiacdo e agentes citotoxicos. O estudo e
ensaios clinicos com muitas drogas terapéuticas tem sido explorado e desenvolvido,
dentre os agentes mais potentes e utilizados hoje esta aqueles a base de platina, a
cisplatina em especifico (HE et al., 2015; ONG et al., 2015).

Como exemplo da relevancia da indugao de apoptose e mecanismo de agao
de drogas, pode-se citar o seguinte problema relacionado a utilizagdo da cisplatina
como estratégica quimioterapica: insensibilidade a indu¢do da apoptose, por parte
desse farmaco, em diferentes células de tumor e na recaida constante de pacientes
em tratamento devido o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, mesmo que de
inicio a resposta ao tratamento seja relevante (GALUZZI et al., 2014; QU et al., 2014,
HE et al., 2015; ONG et al., 2015).
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A falta de sensibilidade de muitos tipos de células cancerosas frente a
cisplatina se da por varios mecanismos, como por exemplo a superexpressao de
proteinas antiapoptoticas da familia Bcl-2. Frente a esse problema, pacientes sao
submetidos a dose mais elevadas desse farmaco e estdo expostos a riscos, ainda
mais elevados, decorrentes dos efeitos téxicos secundarios, como neurotoxicidade, e
comprometimento de células sadias (RUDIN et al., 2003; CHO et al., 2006; RUDIN et
al., 2006; SPRAUTEN et al., 2012 apud HE et al., 2015; GALUZZI et al., 2014; ONG
et al., 2015)

A cisplatina, embora muito potente e muito utilizada, ainda é ineficaz com
relacdo em alguns tipos de tumores devido apresentar insensibilidade frente a
algumas linhagens celulares cancerosas e também devido a n&o seletividade de
células de tumor. Sendo assim, torna-se necessaria a busca por novas estratégicas,
com a utilizagao de novos farmacos, ou melhoria dos ja existentes, e vias que venham
colaborar tanto com a eficacia do tratamento, quanto com o bem-estar do paciente
com cancer. Uma estratégia terapéutica que vem crescendo e se mostrando
promissora na terapia contra cancer € a chamada “terapia de oxidacado”. Essa
estratégia utiliza agentes pré-oxidantes, que sao capazes de oxidar moléculas-alvo,
como indutores a apoptose em células cancerigenas. A busca por substancias
naturais que apresentem tal propriedade € cada vez mais crescente (ZERAIK et al.,
2014; HE et al., 2015; LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; ONG et
al., 2015).

E bem estabelecido que células cancerigenas apresentam niveis intrinsecos
de EROs maiores do que as células normais e que esses niveis, apesar de elevados,
nao sao letais. Nessas concentragdes, as EROs acabam atuando como segundo
mensageiros responsaveis pela alteragao de vias de sinalizagdes, promovendo assim
a sobrevivéncia de células de tumores. Um farmaco pré-oxidante produz EROs e
induz, seletivamente, célula cancerigenas a apoptose, sem causar danos
significativos nas células sadias (SZATROWSKI, NATHAN, 1991; HE et al., 2015;
LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; YE et al., 2015; ONG et al.,
2015).

Isso acontece devido a célula de tumor ja possuir esse nivel mais elevado de

EROs em comparagdo com as células normais. Esse fato ja foi descrito em varios
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estudos, in vitro e em modelos de cancer, no quais foi verificada a capacidade de
producdo excessiva de H202 em linhagens de cancer do tipo melanona, carcinoma
pancreatico, de mama e cancer e ovario. Logo, o aumento de EROs, induzido por
agentes exogenos utilizados na terapia de oxidagao, resulta no estresse oxidativo
dessas células tumorais € ndo em células normais. O aumento exuberante de EROs
resultante no estresse oxidativo, seletivo, nas células cancerigenas resulta no
comprometimento da defesa intracelular, ocasionado os danos oxidativos, ja
discutidos nesse trabalho, de biomoléculas como o DNA, que pode atuar como
sinalizagao para apoptose (SZATROWSKII, NATHAN, 1991; GIBELLINI et al., 2011;
HE et al., 2015; LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; ONG et al.,
2015).

As células normais sdo pouco afetadas porque o aumento de EROs induzida
pelos agentes exdgenos pode ser contrabalanceado pelos agentes antioxidantes
intracelular, pois diferentemente das células cancerigenas, os niveis de EROs estao
controlados. Desse modo, € possivel afirmar que as células de tumor se tornam mais
vulneraveis e seletivas ao tratamento com pré-oxidantes e devido a esse fato, essa
técnica tem sido relatada como um método quimioterapico eficaz (HE et al., 2015;
LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; ONG et al., 2015).

A importancia das EROs no desencadeamento a apoptose em diferentes
células tumorais ja foi demostrada em varios trabalhos. Diferentes componentes
naturais, como o resveratrol, curcumina, shikonin, polifendis e quinonas, mostraram-
se capaz de eliminar, seletivamente, células tumorais através da produg¢ao de EROs
e induzir tais células a apoptose (LOPEZ-LAZARO 2007; LEE, HUANG, SHYUR,
2013; LEON-GONZALEZ, AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; HE et al., 2015; ONG et
al., 2015).

Além de serem testados na forma isolada, esses compostos naturais vém se
demonstrando capazes de agir sinergicamente com agentes quimioterapicos
utilizados clinicamente, melhorando sua acgdo, diminuindo a dosagem e
consequentemente efeitos secundarios e atuando como quimiossensibilizador de
tumores frente a esses agentes (HE et al., 2015).

O shikonin, por exemplo, € um composto natural extraido de raizes de plantas
chinesas. Estudos recentes revelaram que essa molécula atua contra células

cancerigenas tanto isoladamente, quanto sinergicamente com a cisplatina
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aumentando sua eficacia e seletividade entre células tumorais e normais. A
combinacdo do shikonin e cisplatina foi capaz de induzir nas células mutantes a um
estresse oxidativo intracelular que resultou em danos no DNA seguida pela ativacao
da apoptose via mitocondrial. Somado a esses resultados promissores, também foi
verificado que agdo sinergética desses compostos, frente a xenoenxerto de tumor de
colorretal HCT116 em ratos, inibiu de forma eficaz o crescimento de tumores sélidos
(CHEN et al., 2002; DUAN et al., 2014; HE et al., 2015).

Estudos semelhantes foram realizados por Lopez-Lazaro et al (2011) e Chang
et al (2014). Nesses estudos, os autores verificaram que o acido ascérbico, em alta
dosagem, é capaz de eliminar, seletivamente, varias linhagens de células de cancer
via geracao de H202 além de reduzir diferentes tumores xenoenxertados em ratos,
nao apresentando toxidade para os tecidos comuns. Os autores ainda verificaram

que a agao dessas substancias contra células normais é desconsideravel.

Ong et al (2015) verificaram que a quinona 2-metoxi-1,4-naftoquinona (MNQ)
demonstrou-se citotoxica contra células de adenocarcinoma de pulmao A549 e que o
mecanismo de agao dessa molécula é devido estimulacido de vias de sinalizagao a
apoptose que sao ativadas pelo estresse oxidativo. Estudos prévios a este,
demonstraram que a MNQ apresenta citotoxicidade frente a uma série de outras

linhagens de cancer.

Conforme é possivel observar, a estratégia da terapia de oxidacao é crescente
e promitente no tratamento de tumores. Uma série de compostos naturais vem se
demonstrando citotoxicos seletivos a tumores, tornando a busca, estudos e ensaios
clinicos com agentes pré-oxidantes naturais crescente devido ser uma alternativa
promissora no avango do combate ao cancer. Dentre esses compostos naturais que
apresentam atividade citotoxica para células cancerigenas destacam-se os
flavondides. Diversas pesquisas caracterizam varios representantes pertencente a
essa classe de polifendis como fortes candidatos quimioterapicos (MATSUI et al.,
2005; GRANADO-SERRADDO et al., 2006; ZHAO et al., 2013; LEON-GONZALEZ,
AUGER, SCHINI-KERTH, 2015; SRIVASTAVA et al., 2016) e como sera discutido e
defendido nos proximos capitulos, a atividade pré-oxidante apresentada por tais

representantes parece ter papel fundamental e relevante nesse processo.
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6.1 ATIVIDADE PRO-OXIDANTE DA QUERCETINA

Moléculas pré-oxidante sdo aquelas capazes de oxidar moléculas-alvo, como
as biomoléculas do sistema bioldgico, resultando em um desiquilibrio redox. O efeito
pré-oxidante pode estar diretamente ou indiretamente relacionado com a geragéao de
EROs e também com a inibicdo ou comprometimento do sistema antioxidante protetor
enddégeno. Como o nome indica, os efeitos antioxidante e pré-oxidante sdo o oposto
um do outro, porém € importante ressaltar que este ultimo n&o esta necessariamente
relacionado a patologias e efeitos deletérios (CERQUEIRA, MEDEIROS, AUGUSTO,
2007; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; ZERAIK et al., 2014).

Evidéncias experimentais vem demonstrando que os polifendis apresentam
atividade pro-oxidante e ela esta, geralmente, relacionada com a geragao de EROs,
principalmente na forma de H202, LOO:, Oz, OH". Os mecanismos de producao
dessas espécies envolve a oxidagao direta dos polifendis pelo oxigénio molecular e a
capacidade desses compostos fendélicos em reduzir o Fe(lll) / Cu(ll) a Fe(ll) / Cu(l), se
auto-oxidando e formando as EROs (MIURA et al., 1998; KESSLER, UBEAUD, JUNG,
2003; CHOI, CHEE, LEE, 2003; WATJEN et al;. 2005; LOPEZ-LAZARO, 2007;
CERQUEIRA, MEDEIROS, AUGUSTO, 2007; LOPEZ-LAZARO et al., 2011; ZERAIK
et al.,2014; LEON-GONZALEZ et al., 2015). A Figura 18 esquematiza essas reagbes

pré-oxidantes dos flavonoides.

A distincdo entre os efeitos antioxidantes e pro-oxidantes pode estar
relacionada com a estabilidade e reatividade dos radicais livres fendxila gerados
durante a oxidacdo dos polifendis, conforme é possivel observar na primeira reacao
da Figura 17, caso a oxidagao do polifenol resulte na formacao de intermediarios
instaveis que possam reagir e gerar produtos nocivos, considera-se que tal substancia

apresenta atividade pro-oxidante (ZERAIK et al., 2014).
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Figura 18. Geracao de EROs a partir de polifendis.
Ph—OH+0, —  Ph-O"+0,"+H?*

20, £ 2H* — H.O; + O;

Ph—OH +Fe*® — Ph-0" +Fe* +H*

H,0,+Fe*2  —  Fe*¥+HO +HO"

Ph - OH = polifendis

As duas primeiras reacoes correspondem a formagéo do radical anion superéxido e peroxido de
hidrogénio e as ultimas correspondem a geragao do radical hidroxil. Fonte: Adaptado de ZERAIK et
al., 2014.

Os flavonodides sao popularmente conhecidos pela sua atividade antioxidante
acentuada frente espécies reativas de oxigénio e outros radicais. Porém, sua atividade
pré-oxidante vem despertando grande interesse cientifico e clinico devido ao fato de
estar relacionada com o efeito citotoxico seletivo desses polifenois frente a diferentes
linhagens de células tumorais (UEDA et al., 2001; CHENG et al., 2004; LU et al., 2007;
CHENG et al., 2008; CHENG et al., 2010; GIBELLINI et al., 2011; BISHAYEE et al.,
2012). A determinacao da atividade exercida pelo flavondide, ou seja, antioxidante ou
pré-oxidante, dependera de um conjunto de fatores como a concentracdo do
flavondide, as caracteristicas estruturais desse polifenol, o meio reacional e o ion do
metal de transicdo ao qual ira interagir (KESSLER, UBEAUD, JUNG, 2003; YANG et
al., 2011).

A quercetina € muito conhecida por suas propriedades antioxidantes, mas nas
ultimas décadas sua acao pré-oxidante vem sendo relatada em uma série de estudos,
in vivo e vitro (MATSUI et al., 2005; GRANADO-SERRADDO et al., 2006; ZHAO et al.,
2013; LEON-GONZALEZ, AUGER, ROHITKUMAR et al., 2015; SRIVASTAVA et al.,
2016) e essa propriedade, segundo a hipdtese desse trabalho, esta intimamente

relacionada com sua atividade anticancerigena.
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A agao pro-oxidante da quercetina foi verificada em ratos machos Sprague-
Dawley. Nesse trabalho foi realizada a avaliagdo dos efeitos da administragao crénica
de quercetina na concentragdo de glutationa presente no figado desses roedores
(CHOI, CHEE, LEE, 2003). Os autores verificaram que o flavondide contribuiu com a
diminuicdo da concentracdo da glutationa redutase (de 34% a 40%) no figado dos
roedores analisados. Sabe-se que a diminuicdo da concentragdo da glutationa
redutase compromete o mecanismo de defesa antioxidante do organismo, esse fato
evidencia tal atividade da quercentina. Estudos prévios a estes também mostraram

resultados parecidos.

Sahu e Gray (1996) observaram que a quercetina, e também a miricetina, foram
capazes de diminuir a concentracdo de glutationa em figados isolados de ratos.
Ramos e Aller (2008) desmostraram que a quercetina atuou sinergéticamente com
trioxido de arsénio (ATO), uma droga antitumoral, e induziu células de leucemia

humana a apoptose via diminuicdo dos niveis de GSH.

O mecanismo pela qual a concentragdo da glutationa diminui em resposta a
quercetina ainda ndo é totalmente claro, porém sugere-se que a formagao de seus
metabolitos, do tipo quinona e semiquinona, colabore para esse fato. Esses radicias
intermediarios formados a partir da oxidagao da quercetina sdo extremamente reativos
com grupos tidis. O GSH possui tais grupos e por fazer parte do sistema antioxidante
endogeno, reagiria com a quercetina e atuaria na remogado desses metabdlitos
resultando na diminuigdo de sua concentragdo (MONKS, LAU, 1998; AWAD et al.,
2001, BOERSMA et al., 2000 apud CHOI, CHEE, LEE, 2003; GIBELLINI et al., 2011).

Além desses estudos a atividade pré-oxidante da quercetina também foi
verificada por Yang et al (2011). Esses autores avaliaram a atividade pro-oxidante da
quercetina, e de outros compostos fendlicos como a rutina e o acido ferulico, no
sistema NADPH/peroxidase e verificaram a clivagem do DNA por parte dessas
substancias. Todos os compostos analisados nesse trabalho apresentaram atividade
pré-oxidante frente ao sistema NADPH/peroxidase e esse comportamento ocorreu,
segundo os autores, devido a capacidade oxidante dos radicais livres gerados.

Com relacdo aos danos ao DNA, Yang et al (2011) mostraram que a quercetina
provocou efeitos destrutivos nessa biomolécula e em concordancia com os resultados

apresentados por Hsu e Li (2002), verificaram que a concentragdo € um parametro
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influenciador ao dano ao DNA. A utilizacdo da quercetina na concentracdo de 100
umol.L-' aumentou significativamente o nivel das lesdes ao DNA, enquanto que os

danos na concentragédo de 50 pumol.L™" equivalia a metade.

Caracteristicas estruturais também foram investigadas no trabalho de Yang et
al (2011), foi observado que os compostos fendlicos que ndo possuiam substituicdes
—OH na posicdo 3 nao mostraram atividade antioxidante e nem pré-oxidante,
evidenciando que as caracteristicas estruturais parecem desempenhar papel
importante com relagdo ao comportamento dos flavonéides. Em concordancia com
essa observagao, KESSLER, UBEAUD e JUNG (2003) propuseram que O grupo
hidroxila livre na posi¢cao 3 e ligacado dupla C2 = Cs favorece o comportamento pré-
oxidante dos compostos fendlicos, pois permitem a auto-oxidacdo do flavonoide e a

propagacao de reagdes em cadeia.

Tem sido sugerido que a presencga da configuragcéo catecol no anel B também
favorece a geracdo do radical anion superéxido e peroxido de hidrogénio pelos
flavonoides através da reagdo de Fenton devido sua auto-oxidacdo, a Figura 19
evidencia as configuragbes estruturais relacionadas a atividade pro-oxidante dos

flavondides e mostra que a quercetina apresenta tais caracteristicas estruturais.
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Figura 19. Destaque das configurag¢des estruturais responsaveis pela atividade proé-
oxidante dos flavondides.

Quercetina

OH 0
Flavonois
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Miurda et al (1998) defende que a presencga do grupo piragolol também favorece a atividade pro-
oxidante dos flavonoides. Fonte: Autor, 2017.

A producédo de EROs pela quercetina, além de outros flavonoides como a
miricetina e baicaleina (MIURA et al, 1998; UEDA et al., 2001), através da reagao de
Fenton em pH fisiolégico, 7,4, foi demostrada por diversos pesquisadores (KESSLER,
UBEAUD, JUNG, 2003; TRUEBA, 2003; ZHENG et al., 2006; AZMI, SARKAR, HADI,

2013). O mecanismo reacional ja foi apresentado na Figura 18.

Muitos pesquisadores verificaram que a quercetina pode também reagir com
Cu (ll) e que a presencga desse ion exposto na cromatina de DNA foi responsavel pela
ruptura dessa biomolécula pelo flavondide. Esse mecanismo de ag¢ao nao foi
verificado apenas para a quercetina, mas também para a rutina, apigenina, miricetina,
baicaleina, resveratrol, luteolina, campferol dentre outros compostos fendlicos.
Analises detalhadas de fragmentos obtidos do gene p53 revelaram que a quercetina
induziu danos oxidativos ao DNA na presenca desse ion e que houve ataque aos
residuos de timina e citosina (RAHMAN et al., 1989; TRUEBA, 2003, ZHENG et al.,
2006).

Essa capacidade dos compostos fendlicos em reagir com DNA na presenca de

Cu pode ser responsavel pela inducdo de células tumorais a apoptose. Estudos
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realizados por Azmi, Sarkar e Hadi (2013) em tumores solidos revelaram uma
dependéncia preferencial de células tumorais por glicose, o que conduz a uma
diminuicdo do pH nessas células. A diminuigdo do pH interfere na estrutura do DNA
resultando na exposi¢cao do Cu (ll) ligado a cromatina, que estava antes escondido.
Uma vez exposto, ele se torna mais propenso ao ataque pelo resveratrol, resultando
nos danos oxidativos a molécula de DNA, que por sua vez, pode sinalizar para
apoptose (SHAMIM et al., 2012). Existe essa seletividade do resveratrol por células
cancerigenas devido o pH fisiolégico das células normais nao sofrer alteracoes,

mantendo a integridade do DNA normal.

As células cancerosas apresentam aumento da atividade metabdlica, em
comparagao com células normais, requerendo niveis mais elevados de energia,
aminoacidos, nucleotideos e lipideos para manutengcdo da elevada taxa de
crescimento e proliferagao celular. Nessas condi¢cdes e com a finalidade de assegurar
a sobrevivéncia de células tumorais, ocorre uma alteragdo no metabolismo celular
afim de promover a glicélise e aumentar a fosforilagdo oxidativa. O processo de
glicdlise é capaz de produzir ATP em uma taxa maior do que a fosforilagdo oxidativa,
porém o rendimento energético € menor. Tal fato poderia explicar a vantagem seletiva
das células tumorais pelos recursos energéticos, como a glicose, que resulta na
alteracdo do pH intracelular e suas consequéncias. Nas células sadias a principal
fonte de geracao de ATP ¢é através do ciclo do acido citrico (PFEIFFER, SCHUSTER,
BONHOEFFER, 2001; TENNANT et al., 2009 apud GIBELLINI et al.,, 2011;
CAMPBEEL, FARREL, 2011).

Somado a essa exposicdo de Cu devido a alteragdo de pH, as células
cancerigenas apresentam niveis de metais de transicao mais elevado do que células
normais devido, dentre outros fatores, a superexpressao de receptor de transferrina e
transportador de cobre (1) na maioria dessas células (HADI et al., 2007 apud LEONZ-
GONZALEZ, 2015).

Essas evidéncias mostradas nesse capitulo sdo bases fundamentais e
motivadoras para o desenvolvimento de novos estudos e pesquisas envolvendo a
relagao entre atividade pro-oxidante dos compostos naturais, como os flavondides, e
sua atividade anticancerigena eficiente e seletiva. Fica evidente também, com base

no que foi exposto até o momento, que os flavondides apresentam atividade pré-
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oxidante e essa propriedade pode apresentar alguns efeitos benéficos para o
organismo uma vez que tal propriedade vem sendo defendida, por muitos autores e
inclusive nés, como sendo um mecanismo importante para a indugao seletiva e eficaz

de células tumorais a apoptose.
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7 QUERCETINA COMO UM FARMACO PROMISSOR NO TRATAMENTO DE
TUMORES

Com base no que foi apresentado até o momento os flavondides, muito
conhecidos por sua atividade antioxidante, dependendo das condicbes do meio
podem desempenhar um papel pré-oxidante que ndo necessariamente pode ser ruim
e prejudicial ao organismo humano. Aqui sera defendido o papel dessa atividade pro-
oxidante da quercetina, o principal flavondéide encontrado na dieta humana, na inducéo
seletiva de diferentes linhagens de células de tumor a apoptose, processo que
envolve o aumento dos niveis de EROs ou modulagdo de enzimas antioxidantes e

ocorre através da via mitocondrial e ativagéo das caspases.

A participagao da via mitocondrial na morte de células tumorais, através da
apoptose, é considerada a principal estratégia quimioterapica e envolve a busca por
farmacos que possam promover a regulagdo das proteinas da familia Bcl-2. Tal
processo envolve a diminuicdo da transicdo da permeabilidade mitocondrial com
diminui¢do, nao drastica, da concentragdo de ATP e liberagao de citocromo c e outras
proteinas pro-apoptoéticas da mitocdndria para o citosol. Em seguida ocorre a ativagao
da via das caspases culminando na morte da célula cancerigena. Esse processo
também é acompanhado pela dissipagédo do potencial da membrana (MATSUI et al.,
2005).

Os flavondides possuem a capacidade de interagir com a membrana
mitocondrial, através de sua dissolugao na parte hidrofébica da mesma, modulando
sua fluidez. Estudos realizados por Dorta (2007) nas mitocéndrias isoladas de figado
de ratos revelaram que a quercetina, além de outros flavonoides, foi capaz de diminuir
a fluidez da membrana e inibir a cadeia respiratoria. A interagao de flavonoides com a
membrana mitocondrial pode propiciar a producdo excessiva de EROs por essa

organela que pode resultar em modificagbes a molécula de DNA (SALVI et al., 2002).

Alteragdes conformacionais na molécula de DNA também pode ser resultante
da intercalacdo de suas bases, porém independente da via promotora, essas
alteracbes afetam sua funcido de reparacédo, replicagdo entre outras. Esses danos
podem resultar em estimulos que induzem a apoptose. A intercalagdo de DNA € uma
das vias de atuag&o de diversos farmacos antitumorais, uma variedade de artigos tem

demostrado que a quercetina, além de outros flavondides, é capaz de provocar tais
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intercalagbes, que podem estar relacionada com a indugdo de células tumorais a
apoptose (BISHAYEE et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2016).

Com base nessas informagdes e todas aquelas ja apresentadas nesse
trabalho, serao apresentados alguns artigos que mostram a atividade anticancerigena
da quercetina, na forma isolada ou combinada, frente a varias linhagens de células
tumorais, como células leucémicas, hepatoma humano, cancer do colon de utero,
cancer de mama, cancer de estbmago e cancer de tireoide, com a finalidade de
apresentar a quercetina como um promissor farmaco no tratamento de tumores e
evidenciando o papel relevante, porém nao exclusivo, da sua atividade pro-oxidante

no processo de indugcado a morte celular.

7.1 AGAO DA QUERCETINA SOBRE LINHAGENS DE CELULAS LEUCEMICAS

Segundo o INCA, a leucemia é uma doenca classificada como maligna dos
leucdcitos (globulos brancos) que possui como principal caracteristica o0 acumulo de
células jovens anormais na medula éssea que acabam substituindo as células normais
do sangue. A estimativa, segundo esse instituto, de novos casos para o ano de 2016

foi de 10.070 novos casos, sendo os homens (5.540) os mais afetados.

A leucemia mieldide aguda € considerada o tipo mais comum de leucemia e um
dos tipos de tumores mais agressivos e que apresenta uma das menores taxas de
sobrevivéncia dentre os pacientes. O tratamento atual contra esse tipo de tumor se
baseia em quimioterapia, radioterapia, imunoterapia dentre outras técnicas, porém a
busca por farmacos de origem natural vem crescendo muito devido a alta seletividade
e eficiéncia apresentada por essas substancias associada com sua baixa toxicidade
a células sadias. Esse fato motiva a busca por farmacos capazes de atuarem contra
essas células tumorais, além de aumentar e melhorar a qualidade de vida do paciente
(RATES, 2001; LEE et al., 2014).

Matsui et al (2005) avaliaram a atividade da quercetina, nas concentracbes de
25 umol.L-" a 200 pmol.L™, frente varias linhagens de células leucémicas, BV-173,
KU-812, linfoma L-937 e leucemia monocitica aguda THP. Todas as células testadas
apresentaram sensibilidade a apoptose induzida pelo flavondide. Os autores
verificaram que a quercetina induziu a morte celular programada nas linhagens

estudadas acompanhada da ruptura e queda do potencial de membrana mitocondrial,
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ativacado da caspase-3 e também caspase-9 sendo essas evidéncias experimentais

um indicativo da morte pela via mitocondrial.

A quercetina também se demonstrou eficiente na inibicdo do crescimento e
inducéo a apoptose em células de leucemia aguda, HL-60 nos estudos realizados por
varios autores (WANG, LIN-SHAU, LIN, 2001; SAKAO, FUJI, HOU, 2009; NIU et al.,
2011; LEE et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2016).

Niu et al (2011) realizaram a incubacao de células HL-60 com a quercetina de
12,5 pmol.L-' até 100 umol.L-! por um periodo de 48 horas, nesse estudo foi verificado
a dependéncia da concentracdo para realizacdo de tal processo de morte celular. O
ICs0, ou seja, a concentragcédo na qual houve 50% de inibigado da proliferagao celular,
foi de 61,11 pmol.L-'. As caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose, como
células irregulares e encolhidas, citoplasma contendo bolhas ocas, conteudos
celulares liberados e condensagao do nucleo, foram encontradas, confirmando a

morte celular por essa via.

Semelhantemente aos resultados de Matsui et al (2005), Niu et al (2011)
verificaram a ativagao das caspase-3 e -9 e evidéncias complementares, como a
diminuicdo na proteina Bcl-2 e aumento na expressao de Bax, serviram como reforgo
para a comprovacgao da instalagao da via mitocondrial. Sakao, Fuji e Hou (2009) ao
tratar células de HL-60 com a quercetina nas concentragées de 25 umol.L"' a
100 umol.L”"  por um periodo de 48 horas também verificaram a capacidade de
inibicdo da proliferagao celular com um valor de ICso equivalente a 58 umol.L™", que é

proximo ao encontrado por Niu et al (2011).

A apoptose foi acompanhada pela fragmentagdo do DNA, apés 8horas de
tratamento com quercetina na concentragédo de 25 pmol.L-, ativagdo da caspase-3 e
clivagem da poli (ADP-ribose) polimerase, PARP, que responde a quebra na cadeia
de DNA. A PARP corresponde a uma familia de proteinas envolvidas em processos
de reparo do DNA e programa de morte celular. O tratamento das células com a
quercetina resultou num aumento intracelular de Oz que pode ser responsavel pela
inducao das células a apoptose (SAKAO, FUJI, HOU 2009). WANG, LIN-SHAU, LIN

(2001) reforcam essa hipotese, ao observarem que a apigenina, miricetina e
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caempferol também foram capazes de gerar Oz~ e induzir células de HL-60 a

apoptose.

Lee et al (2013) também verificaram um aumento no nivel de EROs induzida
pela quercetina em diferentes células leucémicas. As linhagens de leucemia aguda
midtica testadas foram THP-1, U937, HL-60 E MV4-11. A concentragao de quercetina
utilizada durante o tratamento celular variou de 0-100 pmol.L-! por um periodo de 6 a
24 horas. Todas as células testadas apresentaram sensibilidade a apoptose induzida
pela quercetina que ocorreu de maneira dependente da dose e da ativagdo das
caspases-9, caspase-8 e por fim caspase-3. Houve uma inibigdo significativa do
crescimento do tumor HL-60, previamente xenoenxertado em ratos, acompanhado do
aumento dos niveis de H202 e O2™ intracelular com posterior indug¢ao a apoptose (LEE
et al., 2013). Esse fato evidencia o papel do estresse oxidativo induzido pela

quercetina como via de sinalizacdo para a apoptose defendido por nés.

A morte celular foi acompanhada do aumento das proteinas proapoptoticas Bax
e Bak e decréscimo das proteinas Bcl-xl nas células de HL-60 apds o tratamento com
100 umol.L-". Em concordancia com esses resultados, Srivastava et al (2016)
verificaram que a quercetina, nas concentragdes de 10 umol.L-" a 250 pmol.L, foi
capaz de induzir outras linhagens de células leucémicas, CEM, K562 e Nalm 6, a

apoptose apods 48 horas de tratamento.

Dentre as linhagens estudas, a Nalm 6 exibiu sensibilidade maxima a
quercetina apresentando reducgao da viabilidade celular na concentragao mais baixa
utilizada (10 pmol.L-") com ICso de 20 umol.L-!. Os valores de ICso para K562 e CEM
foram 40 umol.L-" e 55 umol.L", respectivamente. As caracteristicas morfoldgicas
encontradas por Matsui et al (2005) também foram encontradas nesse trabalho e para
complementar as evidéncias de que a morte celular ocorreu pela apoptose, os autores
verificaram um aumento da proteina pro-apoptética Bax, ativacdo de caspase-3 e
caspase-9, aumento da p53 e diminuicdo de BCI-2, uma proteina antiapoptética
(SRIVASTAVA et al., 2016).

Mais um resultado complementar foi apresentado pelos autores, eles
verificaram que a quercetina foi responsavel pela intercalagao do DNA, ou seja, ela foi

capaz de provocar modificagdes na estrutura do DNA e como discutido nos tépicos
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anteriores desse trabalho, tais modificagdes podem atuar como sinalizagdo da
apoptose. Somado a isso, é importante ressaltar que danos ao DNA sao resultantes

da atividade pro-oxidante da quercetina, reforgcando mais uma vez nossa hipotese.

Conforme foi possivel observar varias linhagens de células leucémicas foram
testadas com a quercetina e todas apresentaram sensibilidade a apoptose
desempenhada pelo flavonoide, evidenciando que se trata de um farmaco promissor
no tratamento de leucemia. Os niveis elevados de EROs apresentados por varios
trabalhos reforcam a hipotese defendida nesse trabalho de que a atividade pro-
oxidante da quercetina também desempenha um papel importante na indugcédo da

apoptose em células de leucemia.

7.2 AGAO DA QUERCETINA SOBRE LINHAGENS DE CELULAS DE
HEPATOCARCINOMA

O hepatocarcinoma, também conhecido como cancer de figado, € um tipo de
cancer de grande incidéncia no sudeste da Asia, Africa do Sul e no Jap3o e ocorre
com maior incidéncia nos homens do que em mulheres. Esse tipo de tumor é
geralmente muito dificil de detecgdo precoce, o que resulta num elevado indice de
morte de pacientes portadores de tal tumor. O numero de mortes confirmadas no ano
de 2013, segundo o INCA, foi de 8.772 mortes, desse total 5.012 eram homens e
3.759 mulheres. Logo a busca por quimioterapicos eficientes frente a esse tipo de
cancer torna-se extremamente importante e necessaria. A quercetina foi testada em
células de HepG2 humano e também de figados de ratos, em ambas linhagens
celulares ela vem demostrando resultados interessantes e promissores (ROBERTS,
GORES 2005; GRANADO-SERRANO et al., 2006; INCA 2016).

Estudos sobre a investigagao do efeito da quercetina frente células de HepG2
humano realizados por Granado-Serrano et al (2006) relevaram que essa linhagem
celular é sensivel a indugao a apoptose pela quercetina. As células de HepG2 humano
foram incubadas com o flavondide em diferentes concentragdes, de 10 a 100 umol.L-
" com ICso equivalente a 87umol.L™, e tempo de teste total foi de 18 horas. O processo
apoptatico foi confirmado devido as evidéncias experimentais observadas: houve a
ativagcdo das caspase-9 e caspase-3 acompanhada da regulacdo negativa das

proteinas antiapoptoticas Bcl-xl e Bcl-xS simultdnea com a regulagdo positiva e
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translocacdo para a membrana mitocondrial da proteina pré-apoptotica Bax, ou seja,

a via mitocondrial foi ativada pela quercetina.

Os autores verificaram que a quercetina, nas concentragdes de 10-75 umol.L
', reforgou a geragdo de EROs apds 4 horas de tratamento, porém na concentragio
maxima nao houve nenhum efeito sobre esse processo. Foi verificado, também, que
apdés um periodo de 18 horas de tratamento a concentracdo dessas espécies
intracelular diminui de maneira dependente da dose (GRANADO-SERRANO et al.,
2006).

Os danos celulares causados pela quercetina nas células de hepatoma humano
foram observados a partir da liberagédo da desidrogenase de lactato intracelular, LDH,
um indicador citotoxico, para o meio de cultura (Granado-Serrano, 2006). Em
concordancia com esses resultados, Dorta (2007) avaliou a agao da quercetina, de 20

a 100 umol.L", sobre a viabilidade da indugdo a apoptose em células HepG2 de ratos.

Novamente a quercetina foi capaz de induzir as células de HepG2 a morte
programa celular e também foi capaz de inibir a proliferagcao celular apés um periodo
de 48 e 24 horas, respectivamente, de encubagdo com a concentragcéo igual a
50 umol.L'. O processo de morte celular foi acompanhado pela diminuicdo da
capacidade energética celular e ativagdo das caspase-9 e caspase-3, dando

indicativos, mais uma vez, de morte pela via mitocondrial (DORTA, 2007).

Segundo Brookes (2005) a inibicdo da cadeia respiratéria pode aumentar a
produgéo de O2™ mitocondrial, Dorta (2007) verificou que a quercetina foi capaz de
causar uma inibicdo substancial da respiragao mitocondrial devido a sua capacidade
de reagir com a parte hidrofébica da membrana. Esse fato evidencia mais uma vez a
atividade pro-oxidante da quercetina frente células HepG2 e relaciona a produgao de

EROs como via de sinalizagao para morte via mitocondrial.

Apesar de Dorta (2007) propor que essas espécies reativas tenham sido
sequestradas pela quercetina assim que formadas, ou seja, que o efeito antioxidante
apresentado por ela tenha se sobreposto ao efeito pro-oxidante, devemos enfatizar
que a concentracdo poderia ter sido responsavel por essa observacao. Nesse ensaio

a quercetina foi utilizada nas concentragdes de 1-50 umol.L-'. Conforme explicado, a
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atividade pro-oxidante é dependente da concentracdo sendo necessario verificar a

atividade do flavonoide sobre as mitocondrias em concentragdes maiores.

Somado a esses resultados, Zhao et al (2014) verificaram que a quercetina,
0,25-50 umol.L-', reduziu a proliferagdo das células HepG2 humano ja na
concentragédo de 24 umol.L-! (ICso). A porcentagem de redugéo da viabilidade celular
variou de 34% até 52% até a concentragéo de 50 umol.L-'. Novamente o processo de
morte por apoptose foi verificado com aumento da permeabilidade da membrana

celular e condensacgao nuclear de maneira dependente da dose utilizada.

Chang, Chi e Wang (2006) também avaliaram a ac&o da quercetina frente as
células de HepG2 e em uma outra linhagem de hepatoma humano, as células
HA22T/VGH. Os resultados obtidos pelos autores revelaram que a apoptose induzida
pela quercetina nas linhagens de hepatoma analisadas foi acompanhada do aumento
dos niveis de H202 e O2", apés 72 horas de tratamento com a quercetina na
concentragdo de 80 umol.L'. A acumulagdo de O2" é citotdxico para a célula e é
caracterizada como indutor a apoptose varios tipos celulares. Os autores também
verificardo que a quercetina foi capaz de induzir a peroxidacao lipidica nessas células,

evidenciando sua atividade pré-oxidante.

Nesse mesmo estudo foi verificada a acéo sinergética da quercetina com o
paclitaxel. O paclitaxel € um agente quimioterapico utilizado contra alguns tumores,
inclusive hepaticos. Ja é bem estabelecido que seu mecanismo de acéo envolve o
aumento de EROs, como O2 e H202 e alteragdo da permeabilidade mitocondrial
(VARBIRO et al.,2001). Para verificagdo da influéncia na atividade desse agente
quimioterapico pela quercetina as células HA22T/VGH foram previamente tratadas
com o flavonoide, 40 p mol.L-!, 60 u mol.L-" e 80 u mol.L-", e em seguida com paclitaxel
(100 pmol.L"), por mais 48 horas. Esse experimento revelou que a quercetina
aumentou o efeito citotdxico e a inducao a apoptose pelo paclitaxel devido a elevagao
de EROs causada pela quercetina nas células de hepatoma humano durante a
apoptose (CHANG, CHI, WANG., 2006).

Esse flavonol também se mostrou capaz de alterar o sistema antioxidante
enzimatico em células de hepatoma H4IIE em ratos. A concentragdo de (Mn-SQOD),
(Cuzn-SOD e glutationa peroxidase diminui apos o tratamento das células com a
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quercetina em diferentes concentragdes, de 5 umol.L™" até 100 umol.L-'. A diminuigdo
das enzimas antioxidantes resultam no aumento nos niveis de EROs intracelular que
pode causar danos as biomoléculas e atuar como via de sinalizacdo para apoptose
(ROHRDANZ et al., 2003).

7.3 ACAO DA QUERCETINA SOBRE LINHAGENS DE CELULAS DE CANCER DO
COLO DO UTERO HUMANO E CANCER DE MAMA

O céncer do colo do utero (HelLa), conhecido também como céancer cervical, €
derivado das alteragdes celulares que podem ocorrer durante a infeccdo genital
persistente pelo virus Papilomavirus Humano - HPV. Esse tipo de tumor é
considerado, segundo dados do INCA, o terceiro dentre a lista dos mais frequentes
em mulheres, estando atras apenas do cancer de mama e do colorretal. No Brasil,
estatisticas mostram que dentre as causas de morte feminina por cancer, ele se
encontra na quarta posi¢cao de vitimas fatais e as estimativas de novos casos para o
ano de 2016 foi de 16.340 novos casos (INCA-2016).

O cancer de mama é considerado o tipo de cancer mais comum dentro da
populagdo feminina no mundo e no Brasil, depois do cancer de pele, porém nao é
exclusivo das mulheres. Esse tipo de tumor também acomete homens em casos mais
raros € normalmente ocorre acima dos 35 anos. A estimativa de novos casos para o
ano de 2016 é de 57.960 novos casos (INCA, 2016). Diante desses dados e numeros
crescentes fica evidente a motivacédo da busca por novos farmacos e tratamentos que
sejam capazes de reverter ou retardar o cancer e a relevancia desse trabalho em

mostrar nos flavonoides uma possivel alternativa para atingir tal objetivo.

O efeito da quercetina sobre a viabilidade celular em células de Hela foi
estudada por Priyadarsini et al (2010). Nesses estudos foi utilizada a quercetina nas
concentragdes de 20 pmol.L-' a 100 pmol.L-" com um valor de ICso igual a 80 p mol.L-
. Os resultados obtidos por esses autores mostraram que a quercetina diminui
significativamente a sobrevivéncia celular de modo dependente da dose utilizada e
induziu, consideravelmente, as células tumorais a apoptose sem afetar as células
sadias. Foi observado um aumento significativo na expressdo da proteina p53
acompanhada da regulagdo positiva das proteinas pro-apoptéticas e regulagéo

negativa das anti-apoptéticas da familia Bcl-2. Foi verificada a liberagao de citocromo
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c e apaf-1, além da ativacdo das caspases-3 e caspase-9. Essas evidéncias
experimentais somada com as caracteristicas morfolégicas como externalizagcado de
fosfatidilserina, despolarizagdo da membrana mitocondrial, encolhimento celular,
condensagdo cromossOmica, fragmentacdo nuclear, foram importantes para

determinacao de morte via mitocondrial.

Resultados semelhantes foram obtidos por Bishayee et al (2013) ao verificarem
que a quercetina foi capaz de provocar mudancas conformacionais na molécula de
DNA de células de HelLa, acompanhada de liberagao de citocromo-c, despolarizacao
da membrana mitocondrial, superexpressao de p53, ativagdo da caspase-3, e um
aumento de espécies reativas de oxigénio no meio de cultura. Essas evidéncias
destacam o importante papel da acao pré-oxidante desse flavondide na sua atividade

antitumoral.

Srivastava et al (2016) induziram um cancer de mama em camundongos
albinos Swiss para que a agao da quercetina no tumor sélido fosse verificada. Apos
12 dias da indugdo de um adenocarcinoma de mama, o tumor ja passou a ser visivel
e iniciou-se o tratamento. Passados 10 dias de tratamento os autores ja observaram
uma redugao no volume do tumor, em comparagao com os ratos nao tratados. Além
disso, foi verificado um aumento da sobrevivéncia das espécies tratatas com o
flavondide em aproximadamente 5 vezes quando comparada com os ratos controles.
A apoptose se instalou com aumento no nivel de p53 e redugao das proteinas Bcl-2 e
Bcl-xL concominante com aumento de Bax. Houve liberacéo do citrocomo c, ativacéo
das caspase-3 e caspase-9 e fragmentacdo de DNA. Com relagdo ao DNA, os autores
verificaram que a quercetina pode ser capaz de intercalar as bases dessa
biomolécula, sendo responsavel pelas alteragbes morfoldgicas que culminaram em
dano (SRIVASTAVA et al., 2016).

Outras linhagens celulares de cancer de mama, T47D e EAC, foram tratadas
com quercetina nas concentragdes de 10 umol.L™" a 250 pmol.L"" por um periodo de
48 horas e as caracteristicas apoptéticas semelhantes a de Priyadarsini et al (2010)

foram observadas.
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7.4 ACAO DA QUERCETINA SOBRE LINHAGENS DE CELULAS DE CARCINOMA
GASTRICO E CANCER DE TIROIDE

Os tumores do estbmago € um tipo de cancer que ocorre, em sua maioria, nos
homens na faixa de 70 anos chegando ao terceiro lugar de maior incidéncia de
canceres no homem e quinto entre a populagado feminina no pais. O maior numero de
casos desse tipo de tumor ocorre no Japao com a estimativa de 780 doentes para
cada 100.000 habitantes. A estimativa de novos casos para o ano de 2016 foi de
20.520, sendo 12.920 homens e 7.600 mulheres (INCA, 2016).

A quercetina também se mostrou capaz de induzir células de carcinoma
gastrico BGC-823 a apoptose. A células passaram pelo tratamento com a quercetina,
nas concentragdes de 15 pmol.L-! até 120 pmol.L-!, por um periodo de 72 horas. As
caracteristicas morfoldgicas tipicas da apoptose, como condensacgao da cromatina e
do nucleo e formacao dos corpos apoptéticos, foram observadas. As células maiores
de tumor, que existiam antes do tratamento, diminuiram de tamanho e algumas
desapareceram. Foi observada a diminuicdo de Bcl-2 e aumento em Bax além da
ativacao da caspase-3 (WANG et al., 2012).

Borska et al (2012) avaliaram o efeito sinergético da quercetina com um agente
quimioterapico, daunorrubicina, em linhagens celulares, EPG85-257P e
EPG85257RDB. De carcinoma gastrico humano. A linhagem EPG85257RDB é
extremamente resistente ao farmaco daunorrubicina, sendo assim o objetivo desse
estudo foi verificar se a quercetina conseguia sensibilizar tal células frente a esse
quimioterapico afim de melhorar o tratamento. O mecanismo de agao desse farmaco
ainda nao é completamente compreendido, acredita-se que ele iniba a sintese de DNA
e RNA DNA-dependente devido a formagao de um complexo com essa biomolécula
via intercalagdo entre os pares de sua base nitrogenada e producédo de espécies

reativas de oxigénio.

A combinacdo da quercetina com esse agente sensibilizou as células-RDB
(ICs0=[Q]= 12 umol.L-! e [D]= 0,43 umol.L-") e levou a morte celular por apoptose com
uma redugao da dose utilizada do farmaco promovendo assim a diminuicdo de seus

efeitos colaterais.
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O flavondide, nas concentragdes de 50 pmol.L-" a 75 umol.L", também
proporcionou um decréscimo na proliferacao celular e aumento na taxa de apoptose
em células de carcinoma da tiroide papilar, B-CPAP apds o periodo de incubagao de
72 horas. Foi observada a ativagcao da caspase-3, principalmente nas concentracoes
de 50 a 75 umol.L-'. A apoptose foi confirmada devido a presenca de formacgao de
bolhas de superficie celular e formagdo de corpos apoptdticos (50 pmol.L") e

fragmentacao do DNA.

Com relacao aos efeitos da quercetina sobre essas linhagens celulares ainda
ha poucos estudos, sendo necessario maiores investigagdes, inclusive dos
mecanismos de agao do farmaco sobre essas células. Porém, devido as evidencias
experimentais semelhantes a aquelas obtidas no tratamento de células de outros tipos
de cancer, leucemia, hepatoma, cancer de mama dentre outros, sugerimos que as
EROs também possam desempenhar um papel relevante na apoptose de carcinomas

gastricos e cancer de tireoide.

De acordo com todas essas evidencias apresentadas, a quercetina demostrou-
se capaz de exercer atividades antitumorais contra diferentes tipos de células de
canceres em concentragdes relativamente baixas, induzindo a apoptose a partir de 25
umol.L-" e 50 umol.L-'. Nessas concentragdes os danos desse polifenol nas células
sadias foi considerado insignificante, ressaltando que o farmaco possui citotoxidade
seletiva a células cancerigenas que, segundo nossa hipotese, pode estar relacionada
com seu efeito pré-oxidante, evidenciamos assim que tal atividade possui papel
relevante, ndo exclusivo, na capacidade antitumoral desempenhada por esse

flavonoide, inclusive até maior do que sua acao antioxidante.

O mecanismo de ac¢ao da quercetina, segundo os dados apresentados, envolve
a via mitocondrial que € acompanhada da perda do potencial de membrana, regulagao
de proteinas da familia Bcl-2, liberagao do citocromo c para o citosol e ativagao da via
das caspases. Conforme citado nesse trabalho, a concentragao € um dos fatores que
determina a acdo pré ou antioxidante desempenhada pelos flavonoides, e com base
no que foi demostrado nos artigos, o tratamento de células com concentragdes
superiores a 50 umol.L-! parece favorecer a atividade pré-oxidante da quercetina. A
hipétese de que a agao pro esta relacionada com sua atividade antitumoral é refor¢cada
pelo mecanismo de acao de farmacos da terapia oxidante citada anteriormente.
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Esse fato explicaria a seletividade apresentada por ela nas células
cancerigenas devido ao fato de promover o aumento de EROs, pela propagacéo
reacional dos intermediarios reativos semi-quinona e/ou quinona, ou pela alteragao
nos niveis de enzimas antioxidantes intracelulares naturais. Esse aumento pode
resultar num estresse oxidativo seletivo nessas células tumorais, culminando nos
danos a biomoléculas, como o DNA, que por usa vez atuaria como um sinalizador
para ativagdo de p53 e na sequéncia de algumas etapas na ativagdo da via
mitocondrial, resultando na cascata das caspases. Lembramos que esse mecanismo

ja foi apresentado e explicado na Figura 16.

A Figura 20 esquematiza um possivel mecanismo pelo qual a atividade pro-
oxidante da quercetina esta relacionado com sua propriedade antitumoral. Conforme
€ possivel observar nessa figura, a quercetina pode reagir com o0 oxigénio e sofrer
oxidagdo. Esse processo pode resultar na formacédo dos intermediarios do tipo
semiquinona e quinona, que sao reativos e exercem efeitos pré-oxidantes dentro
dessas células pois reagem com os grupos tidis da glutationa reduzida (GSH),
diminuindo assim sua concentracdo do interior da célula. Essa diminuigao
compromete, ainda mais, o sistema de defesa antioxidante das células tumorais,
promovendo um excesso de espécies reativas de oxigénio que, a partir da ativacao

da via mitocondrial, induz essas células a sofrerem apoptose (GIBELLINI et al., 2010).

Figura 20. Papel pro-oxidante da quercetina na indugao a apoptose em
células tumorais.
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No geral, as técnicas experimentais utilizadas na determinac&do da atividade
antitumoral de flavondides frente a varias linhagens de tumores em diferentes artigos
sdo as mesmas. Por exemplo, a determinacdo dos valores de ICso podem ser
realizados a partir da técnica colorimétrica, a apoptose pode ser determinada por
citometria de fluxo, e os ensaios sobre o efeito do flavondide na viabilidade celular
pode ser realizado de diferentes maneiras, de acordo com os tipos de células
analisadas e técnicas aplicadas (SOMASAGARA et al., 2012).

Os estudos realizados com a quercetina costumam utilizar concentracdes
parecidas de 25 umol.L"" a 100 pmol.L-', normalmente. Os valores de ICso variam na
faixa de 50 a 80 umol.L™", com algumas excegdes. Isso ocorre devido aos diferentes
tipos de células estudadas e também do tempo de exposicdo, mesmo que
normalmente seja de 48 horas. Porém independente dessas diferencas
experimentais, em todos os artigos estudados a quercetina desempenhou atividade

antitumoral consideravel.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O cancer é problema de saude e um problema social que afeta milhdes de
pessoas por ano e a resisténcia em sofrer apoptose € uma caracteristica marcante
dos tumores malignos, responsaveis pelos maiores riscos de morte aos pacientes. A
resisténcia em sofrer apoptose e a capacidade de adquirir resisténcia aos
medicamentos antineoplasicos apresentadas por essas células tumorais torna-se um

grande desafio a ser enfrentado por pesquisadores da area da saude, e afins.

A busca por farmacos que contribuam com o combate ao cancer, de maneira
mais segura e eficaz, é crescente e fundamental para avancar em direcdo a
concretizagcao de tal desafio, nesse contexto, a utilizacdo de compostos naturais

parece ser uma solugao promissora.

A quercetina tem demostrado, com base nos artigos mostrados aqui e em
muitos outros presentes em base de dados, possuir atividade antitumoral consideravel
que é responsavel pelo grande interesse no desenvolvimento de pesquisas
relacionadas aos possiveis usos terapéuticos desse flavondide no tratamento de
varias linhagens diferentes de tumores, como leucemia, cancer gastrico, colorretal,
cancer de mama, colo do utero e muitos outros. Uma das caracteristicas que mais
chama a ateng¢do com relacdo ao uso desse polifenol é a presenca desconsideravel

de danos a células normais.

Conforme foi possivel observar, varias células cancerosas sao extremamente
sensiveis a apoptose induzida pela quercetina e o mecanismo de agao parece estar
fortemente associado com sua caracteristica pré-oxidante visto que varios artigos
relatam que o processo apoptético € acompanhado do aumento da producido de
EROs, danos ao DNA, superexpressdo da proteina p53 e regulagdo positiva das
proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2. Com base no que foi apresentado nesse
trabalho, todos esses processos de sinalizagado para a apoptose € resultante da via
mitocondrial que pode ser ativada como umas das consequéncias dos danos

oxidativos gerados pelas espécies reativas de oxigénio.

A predominancia dessa atividade pro-oxidante exercida pela quercetina nas
células tumorais explicaria a seletividade do flavonoide por essas células. Sendo ela

capaz de induzir um aumento no nivel de EROs, conseguiria induzir um estresse
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oxidativo seletivo em células tumorais induzindo-as a morte celular programada,
enquanto que as células normais, por n&o apresentarem excesso de oxidantes, s&o

capazes de reestabelecer o equilibrio redox celular.

Porém, é importante ressaltar que ndo estamos considerando que a agao pro-
oxidante da quercetina seja seu o mecanismo exclusivo de agao, mas que
desempenha um papel relevante para esse processo, ndo sendo a sua atividade
antioxidante responsavel por tal acdo. Mais estudos sao necessarios para verificagao

dessa hipotese.

A quercetina também demostrou a capacidade de atuar sinergéticamente com
quimioterapicos utilizados atualmente no tratamento contra o cancer, potencializando
a acao desses farmacos e minimizando possiveis efeitos secundarios devido ser
capaz de induzir células cancerosas a apoptose e diminuir a proliferacado das mesmas
com menores doses desses agentes. Com base nessas informagdes, podemos dizer
que ela se encaixa satisfatoriamente nas estratégias de terapia de combinacao,
trazendo efeitos benéficos ao organismo. Entretanto, ressaltamos que n&o ha estudos
clinicos com esse polifenol, sendo necessario a realizacdo destes para verificagao dos

efeitos benéficos reais para o tratamento de tumores humanos.

Baseados em todos esses dados concluimos esse trabalho ressaltando a
importancia da realizacdo de mais testes, in vivo e in vitro, afim de compreender
melhor o mecanismo de acao desse flavondide, e de testes clinicos para averiguagao
de seus efeitos no homem. Também destacamos o importante papel, porém nao
exclusivo, de sua atividade pré-oxidante na inducao de varias linhagens celulares de
diferentes tipos de tumores a apoptose pela via mitocdndria, tornando a quercetina

como um farmaco promissor no tratamento do cancer.
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