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Resumo

MIRANDA, L. P. M. Efeito quimiopreventivo da Beta-ionona na
hepatocarcinogénese associada a fibrose hepéatica 2019. 98f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

O carcinoma hepatocelular (HCC) é a neoplasia primaria mais frequente que acomete o
figado, a quarta principal causa de morte relacionada ao céncer e apresenta mau
prognostico. A fibrose hepética esta presente em grande parte dos casos de HCC e é um
dos principais fatores de risco para esta afeccdo. Segundo estudos prévios do grupo, a -
ionona (BI), presente em uvas e aromatizantes de vinho, apresenta potencial
quimiopreventivo na hepatocarcinogénese principalmente por reduzir o numero e
tamanho de lesdo pré neopléasica (LPN) e inibir a proliferacéo celular. No entanto, até o
presente ndo foram identificados na literatura estudos que investigaram o efeito deste
isoprenoide no processo fibrdtico e na hepatocarcinogénese a ele associada. Desta forma,
este estudo pretendeu investigar o potencial efeito quimiopreventivo da Bl na
hepatocarcinogénese associada a fibrose hepética. Para tanto, ratos machos Wistar foram
tratados com Gleo de milho (OM) [0,25 ml/ 100 g de peso corporal (p.c.); Grupo de OM]
ou BI (16mg / 1009 p.c.; Grupo Bl) durante 18 semanas. A partir da 22 semana, todos 0s
animais receberam uma dose intraperitoneal de dietilnitrosamina (DEN - 50 mg/ Kg p.c.)
uma vez por semana até a 16 semana. Os animais foram eutanasiados em diferentes
periodos do protocolo experimental: na 10* semana (grupos OMP1 e BIP1), na 14%
semana (grupos OMP2 e BIP2) e na 182 semana (grupos OMP3 e BIP3). O isoprendide
demonstrou, de maneira inédita na literatura, inibir o desenvolvimento da fibrose hepatica
em diferentes estagios da hepatocarcinogénese (pontos 1, 2 e 3) por reduzir (p < 0,05) a
porcentagem de area marcada para picrosirius. Além disso, Bl reduziu a porcentagem de
area positiva para a- SMA (p < 0,05) e as concentragdes de hidroxiprolina (p < 0,05) no
ponto 2. Foi observada acdo quimiopreventiva da Bl nas fases iniciais da
hepatocarcinogénese (pontos 1 e 2) mesmo em modelo associada a fibrose por reduzir (p
< 0,05) o0 nimero e porcentagem de area do corte ocupada por LPN GSTP positivas. Este
efeito ndo foi observado em fase mais avancada da hepatocarcinogénese (ponto 3).
Corroborando este dado ndo foram observadas diferencas em relacdo ao nimero de
tumores (p=>0,05) avaliados por imageamento e por analise histopatologica. No entanto,
qguando comparados ao seu controle (OMP3), os animais do grupo BIP3 apresentaram
menor mortalidade e menor incidéncia (p < 0,05) de HCC high, considerado um tipo mais
agressivo de HCC, sugerindo que este composto possa atuar na agressividade das células
tumorais. O grupo BIP2 demonstrou ainda menor proliferacéo celular (p < 0,05) quando
comparado ao grupo OMP2. Assim foram avaliadas as vias de proliferacdo celular
PISBK/AKT e MAPK/ERK, bem como as proteinas p21 e p53, relacionadas a progressao
do ciclo celular. N&o foram observadas(p>0,05) alteragOes nestas vias por parte do
isoprendide. O presente estudo demonstrou acdo protetora da Bl no desenvolvimento de
fibrose, bem como na hepatocarcinogénese a ela associada. Contudo, sdo necessarias
analises complementares para elucidar mecanismos pelos quais a Bl atua na carcinigénese
hepética associada a fibrose.

Palavras chave: Hepatocarcinogénese, fibrose, quimioprevencao, beta-ionona.



Abstract

MIRANDA, L. P. M. Chemopreventive effect of Beta-ionone in hepatocarcinogenesis
associated with hepatic fibrosis 2019. 98f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the primary liver cancer, the fourth leading cause of
death related to cancer and presents a poor prognosis. Hepatic fibrosis is present in most
cases of HCC and represents one of the main risk factors for this condition. According to
previous studies of the group, f-ionone (BI), present in grapes and wine flavorings, has a
potential chemopreventive in hepatocarcinogenesis mainly by reducing the number and
size of preneoplastic lesions (LPN) and inhibiting cell proliferation. However, to date, no
studies have been identified in the literature that investigated the effect of this isoprenoid
on the fibrotic process and in its association with hepatocarcinogenesis. Thus, this study
aimed to investigate the potential chemopreventive effect of Bl in hepatocarcinogenesis
associated with hepatic fibrosis. Male Wistar rats were treated with corn oil (OM) [0.25
ml / 100 g body weight (b.w.); OM] or Bl group (16mg / 100g b.w; Bl group) for 18
weeks. From week 2, all animals received an intraperitoneal dose of diethylnitrosamine
(DEN - 50 mg / kg b.w.) once in a week until week 16. The animals were euthanized at
different periods of the experimental protocol: at week 10 (groups OMP1 and BIP1), at
week 14 (groups OMP2 and BIP2) and week 18 (groups OMP3 and BIP3). The
isoprenoid, for the first time in the literature, shown to inhibit the development of liver
fibrosis at different stages of hepatocarcinogenesis (points 1, 2 and 3) by reducing (p
<0.05) the percentage of the area labeled for picrosirius. Also, Bl reduced the percentage
of a-SMA positive area (p <0.05) and hydroxyproline concentrations (p <0.05) at point
2. Bl chemopreventive action was observed in the early stages of hepatocarcinogenesis
(point 1 and 2) even in a model associated with fibrosis for reducing (p <0.05) the number
and percentage of the liver section area occupied by GSTP positive LPN. This effect was
not observed at a later stage of hepatocarcinogenesis (point 3). Corroborating this data,
no differences were observed regarding the number of tumors (p>0.05) evaluated by
imaging and histopathological analysis. However, when compared to its control (OMP3),
animals from the BIP3 group had lower mortality and lower incidence (p<0.05) of HCC
high, considered a more aggressive type of HCC, suggesting that this compound may act
in aggressiveness of tumor cells. The BIP2 group also showed lower cell proliferation (p
<0.05) when compared to the OMP2 group. Thus, PI3K / AKT and MAPK / ERK cell
proliferation pathways were evaluated, as well as p21 and p53 proteins, related to cell
cycle progression. No changes were observed in these pathways by the isoprenoid
(p>0.05). The present study demonstrated the protective action of Bl in the development
of fibrosis, as well as its association with hepatocarcinogenesis. However, further analysis
is needed to elucidate mechanisms by which Bl acts on fibrosis-associated liver
carcinogenesis.

Keywords: Hepatocarcinogenesis, fibrosis, chemoprevention, beta-ionone.
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1. Introducéao

O céncer € grande problema de satde publica no mundo. Para o ano de 2030 a
incidéncia esperada é de mais de 20 milhGes de novos casos (Bray et al., 2018). No Brasil,
para o biénio 2018-2019 estimou-se a ocorréncia de cerca de 600 mil casos de cancer
(Inca, 2018). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a incidéncia de cancer
aumentou para, aproximadamente, 18,1 milhdes de novos casos e foram registradas 9,6
milhdes mortes relacionadas a doenca. As neoplasias com maior mortalidade
correspondem ao cancer de pulméo, colorretal, estomago e figado (Bray et al., 2018).

O carcinoma hepatocelular (HCC) € a neoplasia primaria mais frequente no figado
(Affo et al., 2017). O HCC apresenta mau progndstico e sobrevida média de apenas 6
meses apds o diagndstico (Blonski et al., 2010). Além disso, as terapias disponiveis para
0 Mesmo, Como a resseccao ou o transplante hepatico, injecdo percutanea de etanol e a
ablacdo por radiofrequéncia perdem sua efetividade com o agravamento da doenca (Raza
e Sood, 2014). Diversos fatores de risco predispde ao desenvolvimento do HCC, o mais
comum é a presenca de cirrose e fibrose que se apresentam em cerca de 80% dos casos
de HCC (Baglieri et al., 2019).

Considerando-se 0 progressivo aumento no nimero de casos de HCC no mundo e
0 mau progndstico desta doenca, o estudo do HCC tem por finalidade entender os
mecanismos fisiologicos, celulares e moleculares desta doenca o que auxilia na deteccao

e no desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevencao (De Minicis et al., 2013).
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2.  Revisao da literatura

2.1 Fibrose e Cirrose hepatica

Os hepatdcitos, as principais células que compde o parénquima hepético (Zhou et
al., 2016), estdo sujeitos a diversos agentes que levam toxicidade hepatica (O'rourke et
al., 2018). O dano gerado por esses agentes pode desencadear a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), apoptose, dano no DNA, inflamacdo, proliferacdo celular
compensatoéria e fibrose hepatica (Wynn e Ramalingam, 2012; Baglieri et al., 2019). A
fibrose, portanto, é reconhecida como a resposta hepatica de cicatrizacao a um dano agudo
(O'rourke et al., 2018).

O microambiente inflamatorio leva a ativacdo de um grupo celular conhecido
como células hepéticas estreladas (CHE), que se localizam no espaco de Disse entre 0s
hepatdcitos e as células endoteliais e sdo caracterizadas por armazenar vitamina A em
goticulas lipidicas (Traber et al., 2013; Pellicoro et al., 2014). Apds sua ativacdo as CHE
se transdiferenciam em miofibroblastos, perdem as goticulas de lipidios e os retindides e
aumentam a secre¢do de proteinas de matriz extracelular (MEC) (Tsuchida e Friedman,
2017) (Figura 1). A ativacdo das CHE ainda pode ser desencadeada por diferentes tipos
celulares como hepatdcitos, macréfagos, células biliares epiteliais, células progenitoras,
células hepaticas sinusoidais, natural killers (NK), linfdcitos B e T e plaquetas por meio
da secrecdo de hormdnios, citocinas inflamatorias, ROS e outras moléculas de sinalizacéo
(Tsuchida e Friedman, 2017; Roderfeld, 2018).

Os miofibroblastos sdo células importantes no processo de fibrogénese, pois
possuem pronunciada capacidade de proliferagdo e contratilidade. Além disso, quando
ativos contribuem para o processo de fibrogénese por meio da deposicdo de componentes
de MEC como a proteina a-actina do musculo liso (a-SMA) e colageno | e 111 (Pellicoro
et al., 2014, Higashi et al., 2017) (Figura 1). No figado normal majoritariamente a MEC
é constituida de colagenos tipo 1V e VI. Entretanto, no processo de fibrose hepatica ha
um aumento do acumulo de colagenos fibrilares dos tipos I e 111 além de uma deposicao
de glicoproteinas ndo coladgenas como fibronectina, laminina, hialuronano, elastina e
proteoglicanos (Baglieri et al., 2019).

Os miofibroblastos sdo ainda responsaveis pela secrecdo e metabolismo de fatores

de crescimento responsaveis por sustentar tanto o processo fibrotico como também a
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resposta inflamatdria crénica (Tsuchida e Friedman, 2017). O excesso de colageno esta
associado a perda de microvilosidades nos hepatdcitos e a perda de fenestras endoteliais

nos capilares sinuséides (capilarizagdo) (Campana e Iredale, 2017).

Injaria
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Adaptado de Tsuchida e Friedman, 2017.

Figura 1: Esquema Representativo de processo fibratico.

A degradacdo da matriz, por sua vez € determinada pelo balanco entre
metaloproteases de matriz (MMPs) e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As MMPs
constituem uma familia de endopeptidases dependentes de zinco e célcio capazes de
degradar grande parte dos componentes da MEC (Duarte et al., 2015; Campana e Iredale,
2017). As MMPs sdo produzidas em uma forma inativa (zimogénio) (ltoh, 2015). A
ativacdo das MMPs envolve a prote6lise do pro-dominio, responsavel por proteger o
mecanismo catalitico, resultando na liberacdo da MMP ativa. Para que a ativagdo ocorra
€ necessario ainda que cada MMPs receba a ligacéo de substratos especificos (Gaffney et
al., 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1: Grupos de MMPs e principais substratos de ativagéo.

Grupo MMPs Principais substratos
MMP-1
Colagenases MMP-8 Colégenos tipo I, 11 e IlI,
MMP-13
MMP-3

Colégenos tipo IlI, IV, V, laminina, elastina,

Estromelisinas MMP-10 fibronectina e gelatina
MMP-11 g
. MMP-2 . . .
Gelatinas MMP-9 Gelatina, colageno tipo IV V e VI
- MMP-7 . . . . .
Matrilisinas MMP26 Laminina, elastina, fibronectina e gelatina
MMP-14
Metaloproteinases MMP15 Gelatina, colageno tipo I, I1, 111, proMMP-2,
MMP16 ; : . ..
de membrana proMMP-13, fibronectina, galectina, laminina,
(MT-MMP) MMP17 fibrina/fibrinogénio, betaglicano, progranulina
MMP25

Adaptado de (Tsukada et al., 2006; Itoh, 2015)

A regulacdo hepatica das MMPs pode ocorrer por mecanismo epigenéticos como
microRNA, modifica¢bes transcricionais e pos-traducionais, além de fatores que podem
influenciar na secrecdo, ativacdo, especificidade do substrato e na degradacao e depuracéo
das MMPs (Roderfeld, 2018). A atividade das MMPs é ainda dependente da acdo de
reguladores especificos os TIMPs (Campana e Iredale, 2017). Os TIMPs interagem com
os sitios ativos das MMPs blogueando sua capacidade proteolitica e assim, inibindo a
degradacdo da MEC (Tsukada et al., 2006). O desequilibrio da relacdo de MMP - TIMP
tém sido associado a fibrose, invasdo do tumor e angiogénese (Duarte et al., 2015).

A fibrose €, portanto, um complexo processo de cicatrizacdo que comprende uma
ampla gama de proteinas, e pode se apresentar em diferentes graus desde fibrose leve até
sua forma mais grave a cirrose (Xu et al., 2012). Na cirrose ocorrem importantes
alterages estruturais e funcionais que resultam no desenvolvimento de hipertenséo portal
reconhecida como a principal complicacdo da cirrose hepética, que pode dar origem a
outras complicacdes clinicamente relevantes como a ascite, sangramento por varizes,
encefalopatia hepatica e insuficiéncia renal (Béttcher e Pinzani, 2017). Além disso, a

inflamacdo e a fibrogénese predispdem o figado a displasia e posteriormente a

22



transformacdo maligna tendo, portanto, o microambiente inflamatério um papel

proeminente no inicio da evolucéo do cancer hepatico (Waller et al., 2015).

2.2. Carcinogénese

O processo de transformacdo maligna requer cerca de metade a 2/3 da vida das
diferentes espécies, ou compreende cerca de 20 a 40 anos no caso de neoplasias solidas
em humanos (Farber, 1990; Loeb et al., 2003). A carcinogénese, é o processo pelo a
neoplasia se desenvolve. Este processo envolve multiplas etapas, destacando-se
didaticamente trés principais: a iniciacdo, a promocao e a progressao, que se distiguem
quanto a morfologia e a alteracdes as moleculares (Pitot, 2001).

A primeira etapa da carcinogénese, é reconhecida como a fase de iniciagédo e
envolve modificacbes genéticas irreversiveis e permanentes na célula afetada (Hanahan
e Weinberg, 2000; Pitot, 2001). O dano celular é entdo fixado pela replicacdo do DNA,
e, quando seguido de divisao celular, € convertido em alteracGes herdaveis, reconhecidas
como mutagbes (Bertram, 2000). A etapa subsequente, € conhecida como promocao,
caracterizada pela expansdo clonal das células iniciadas na presenca continua de um
agente promotor, originando as lesfes pré-neoplasicas (LPN) (Luch, 2005). A etapa de
promocdo € uma fase reversivel que apresenta grande periodo de laténcia, e portanto, é
alvo da agdo de agentes quimiopreventivos. Na etapa subsequente conhecida como
progressdo, as células pré-malignas transformam-se em malignas, com descontrole da
divisdo celular, instabilidade genética, aneuploidias, amplificacbes e delecBes génicas.
Além disso, é irreversivel (Pitot, 2001; 2007).

ModificagOes genéticas irreversiveis, como o dano no DNA, podem ser causadas
por agentes quimicos, fisicos e bioldgicos como produtos quimicos genotdxicos, radiacdo
ionizante e ultravioleta e infec¢des virais como virus da hepatite B e hepatite C. Estes
agentes podem induzir, por exemplo, quebra de fita simples ou dupla fita, despareamento
de bases e ligacfes cruzadas do DNA (Liu et al., 2014; Chen et al., 2015). Além de
modifica¢Oes genéticas, alteraces epigenéticas também estdo envolvidas no processo de
carcinogénese em todos 0s estagios. Estas consistem em modificagdes estruturais em
regides gendmicas que alteram a expressdo génica sem alterar a sequéncia do DNA. Os
principais tipos inter-relacionados de heranca epigenética sdo a metilacdo do DNA,
modificagdes nas histonas e a regulacdo da expressdo génica por microRNAs (Feinberg
e Tycko, 2004).
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Essas alteracOes, genéticas e epigenéticas, conferem a célula neoplésica potencial
heterogéneo que pode se referir tanto a presenca de subpopulacGes celulares com

genotipos e fenotipos distintos entre os tumores e suas metéstases (intertumoral) quanto

entre tumores do mesmo subtipo histopatologico (intratumoral) (Fisher et al., 2013). Ja
foram propostos na literatura modelos para explicar o potencial heterogéneo das células

tumorais como os modelos estocéstico e o hierarquico (Odoux et al., 2008).

No modelo hierarquico as neoplasias tém sua origem a partir de um grupo de
células conhecidas como “cancer stem cells” (CSC) ou células tronco neoplasicas
(Nguyen et al., 2012) . A célula tronco é uma célula indiferenciada capaz de renovar-se e
também de gerar células diferenciadas. Células-tronco totipotentes sdo encontradas no
embrido, enquanto que em estagios mais avancados do desenvolvimento, no feto e no
adulto, as células-tronco sdo multipotentes. Aquelas mais proximas da diferenciacédo
final, residentes no tecido, sdo chamadas células progenitoras (Mishra et al., 2009;
Roskams et al., 2010).

Na presenca de estimulos proliferativos cronicos, como uma hepatectomia parcial,
por exemplo, um compartimento de células tronco/progenitoras que da origem as células
ovais € ativado. Estas células podem se diferenciar em hepatdcitos ou células epiteliais
dos ductos biliares (colangioécitos) bem como dar origem a neoplasia hepética (Roskams,
2008; Mishra et al., 2009; Oishi e Wang, 2011), uma vez que esse estado proliferativo
crénico poderia favorecer a transformacdo destas células imaturas, que interrompem o
processo de diferenciacdo em curso e se tornariam potencialmente neoplasicas
(Marquardt e Thorgeirsson, 2010; Govaere e Roskams, 2015).

Por sua vez, no modelo estocastico assume-se que células neoplésicas adquirem
conjuntos de mutacfes somaticas e desenvolvem a capacidade metastatica (Odoux et al.,
2008).Experimentalmente, este modelo produz células com menor capacidade
proliferativa e mimetiza uma hierarquia na qual a presenca de CSCs é rara (Nguyen et al.,
2012).

2.2 Hepatocarcinogénese

A hepatocarcinogénese é um processo complexo iniciado a partir de um
microambiente hepatico alterado, tipicamente relacionado a doenca hepatica cronica

caracterizada por inflamacdo e fibrose. Essa alteracdo no microambiente é
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responsavel por alterar vias de sinalizacdo celular distintas e acumular alteracfes
genéticas em hepatdcitos normais (Mazzanti et al., 2016). Aproximadamente 90% das
neoplasias que acometem o figado sdo HCCs, porém o cancer hepatico também pode
se manifestar na forma de colangiocarcinoma (CCA), a segunda neoplasia primaria

mais comum, ou ainda como adenoma hepatocelular (ADH) (Affo et al., 2017).

2.2.1 Lesdes pré-neoplasicas (LPN)

Na carcinogénese hepatica é possivel observar o aparecimento de uma série
de lesGes morfologicamente distintas denominadas como LPN (Libbrecht et al.,
2005). Em fases iniciais da hepatocarcinogénese é possivel observar que cerca de 95-
98% das LPN regridem e ndo evoluem para neoplasias, sofrendo “remodelagao” (LPN
em remodelacdo - rLPN), um processo complexo que envolve mudangas no
suprimento sanguineo e em caracteristicas bioguimicas, bem como da estrutura e
arquitetura celulares, fazendo com que o figado retorne ao aspecto “normal” anterior.
As LPNs restantes (2-5%) seguem a persisténcia (LPN persistentes — pLPN),
adquirem a capacidade de crescimento autbnomo e progridem para adenomas e HCC
(Higashi et al., 2004; Feo et al., 2008).

As LPNs podem ser identificadas pela expressdo de proteinas especificas,
como glutationa S-transferase na forma placentaria (GST-P) (Zhang et al., 2014). A
GST-P é uma das enzimas de desintoxicacao que compde a familia da glutationa S-
transferase (Suzuki et al., 2004). Maiores concentracdes dessa enzima ja foram
observadas em diversos tumores sélidos como ovario, mama, pancreas, colon e figado
(Zhang et al., 2014). Na hepatocarcinogénese quimica a GST-P é considerada um

importante marcador de LPNs (Suzuki et al., 2004).

2.2.2 Lesdes e Nodulos Displasicos

No processo de hepatocarcinogénese é possivel observar o aparecimento de
lesBes displasicas microscopicas (que podem ser compostas de pequenas ou grande
células alteradas) e nodulos displasicos macroscopicos (de alto ou baixo grau)

(Roncalli et al., 2010). A displasia compreende uma continua transformacgédo maligna
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na qual se observa alteracdes na proliferacéo e diferenciacédo celular (Park e Roncalli,
2006). A lesdo displasica de grande células alteradas (LDGC) é caracterizada por
hepatocitos com aumento volume celular e nuclear, pleomorfismo nuclear e
multinucleacdo, nucléolos proeminentes e relacdo nucleocitoplasmatica (N: C)
preservada (Park e Roncalli, 2006). Ja as lesdes displasicas de pequenas células
alteradas (LDPC), por sua vez, sdo compostas por hepatdcitos que apresentam
diminuicdo do volume celular, pleomorfismo nuclear minimo, aumento da relagdo
N: C e aumento da densidade nuclear. Além disso, quando comparadas as LDGC
apresentam maior acumulo de danos no DNA e, portanto, representariam uma lesao
mais avancada (Chan e Burt, 2011).

Os nbdulos displésicos de baixo grau (NDBG) sdo lesGes com reduzido
potencial de malignidade. Sdo caracterizadas pela arquitetura hepatica preservada e
pela citologia atipica ocasional. Os nddulos diplasicos de alto grau (NDAG), estéo
mais relacionados ao desenvolvimento de neoplasias, apresentam citologia atipica
proeminente, além de alteracBes importantes na arquitetura normal do figado
(Roncalli et al., 2007).

2.2.3 Adenoma Hepatocelular (ADH)

O ADH é uma neoplasia incomum, solida e benigna que acomete o figado
(Thomeer et al., 2016). As lesdes sdo encontradas incidentalmente em pacientes
submetidos a tecnologias de imagem, como a ultrassonografia ou ressonancia
magnética, por causa de sintomas ndo relacionados ou inespecificos (Vijay et al.,
2015). A maior prevaléncia é descrita em mulheres que fazem uso de contraceptivos
orais, entretanto, outros fatores de risco também sdo descritos como uso de esteroides
anabolizantes, obesidade e sindrome metabolica (Margolskee et al., 2016).

O ADH geralmente é uma neoplasia bem delineada e, ocasionalmente, ligada
ao parénquima composto de placas de hepatocitos separados por sinuséides (Agrawal
et al., 2015). A maioria dos ADHSs ndo apresenta arquitetura nodular, cicatriz central
ou reacdo ductular proeminente, mas essas caracteristicas podem ocorrer em subtipos
inflamatdrios de ADHs (Shafizadeh e Kakar, 2011).

O ADH pode variar em tamanho de 1 a 30 cm e regredir sem intervencao
cirargica (Vijay et al., 2015). Embora no figado possa se apresentar como uma unica
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lesdo, podem ocorrer casos de multiplos adenomas configurando um quadro de
adenomatose (presenca de mais de 10 lesfes) (Margolskee et al., 2016). Nos ADH
com o gene B-catenina mutado hd um maior risco de transformacéo maligna, e nesses
casos, 0 ADH pode ser considerado uma lesdo precursora de HCC (Schlageter et al.,
2014).

2.2.4 Colangiocarcinoma (CCA)

Além de ser a segunda neoplasia maligna primaria que mais acomete o figado,
0 CCA ¢ a neoplasia mais frequente do trato biliar (Blechacz, 2017). O CCA é um
grupo heterogéneo de tumores que podem surgir dos canais de Hering para o ducto
biliar principal (Kirstein e Vogel, 2016) e pode ser classificado como intra-hepatico,
ou extra-hepatico (distal ou perihiliar) com base na sua localizacdo anatémica
(Esnaola et al., 2016).

O CCA intra-hepatico, surge de pequenos ductos no figado e pode atingir um
tamanho grande antes da doenca se tornar sintomatica. Em contrapartida, os CCAs
ductais surgem de grandes ductos até a segunda ordem de ramificacdo e os pacientes
apresentam obstrucdo do trato biliar (Patel, 2011). Os CCA classicamente sdo
adenocarcinomas constituidos por tdbulos, acinos, ou trabéculas, geralmente
incorporados em estroma desmoplasico (Esposito e Schirmacher, 2008).

Alguns dos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do CCA incluem
colangite esclerosante primaria, doenca de Caroli, cisto biliares, hepatolitiase, cirrose,
parasitas hepatobiliares (Opisthorchis viverrini e Clonorchis sinensis) e infec¢oes
pelos virus das hepatites B (HBV) e C (HCV) (Blechacz, 2017). Os CCAs geralmente
sdo detectados e diagnosticados clinicamente em estagio avancado e a maioria tem

um mau prognostico mesmo apoés a ressecgdo cirargica (Nakanuma e Kakuda, 2015).

2.2.5 Carcinoma Hepatocelular (HCC)

O HCC é uma neoplasia extremamente heterogénea (Mazzanti et al., 2016),
cuja transformacdo maligna pode originar-se de varios tipos de células, incluindo
hepatocitos maduros e células progenitoras (Llovet et al., 2016). A frequéncia do HCC

pode variar em virtude de diversos fatores de risco, como infecgdes pelos virus das
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hepatites B (HBV) e C (HCV), ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxinas,
consumo cronico de bebidas alcodlicas, uso de tabaco, hemocromatose, radiacéo,
exposicao a substancias quimicas e doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA)
(Kulik e El-Serag, 2019).

O diagnostico do HCC é frequentemente observado em pacientes em estagios
avancados / sintométicos, sendo que as opgdes terapéuticas sdo limitadas (Hernandez-
Gea et al., 2013). Na deteccdo do HCC podem ser utilizados marcadores sorolégicos,
assim como tecnologias de imagemento, como ultra-sonografia abdominal e ressonancia
magnética; entretanto estes métodos tém fatores limitantes como sensibilidade reduzida
e alto custo (Chen e Lee, 2011; Liao et al., 2015).

O desenvolvimento do HCC envolve, geralmente, o aparecimento de nodulos
cirroticos pré- neoplasicos com displasia de baixo grau, estes nodulos se desenvolvem
subsequentemente para nddulos displasicos de alto grau que podem se transformar em
HCC em estégio inicial e deste para HCC avancado (Waller et al., 2015).Classicamente
0s HCCs sdo tumores bem vascularizados com trabéculas largas (> 3 células), padréo
acinar proeminente, pequenas alteracGes celulares, alteracdo citoldgica, atividade
mitotica, invasdo vascular, auséncia de células de Kupffer e perda da rede de reticulina
(Schlageter et al., 2014).

2.4.3 Vias moleculares

O desenvolvimento do HCC inclui ainda alteracbes em eventos genéticos e
epigenéticos que levam a uma ativagdo ou inativacdo anormal de multiplas vias de
sinalizacdo celular, incluindo vias de proliferacdo, sobrevivéncia celular, diferenciacéo e
angiogénese (Nishida e Goel, 2011).

A cascata de sinalizacio MAPK/ERK (Mitogen-activated protein
kinase/Extracellular signal regulated kinases) é considerada uma via chave no
desenvolvimento e progresséo tumoral por estar relacionada a sobrevivéncia das células
neoplasicas, metastase e resisténcia a quimioterapicos (Burotto et al., 2014).

A cascata de sinalizacdo tem inicio na estimulacdo de receptores de membrana,
que promovem a ativagdo da proteina RAS (Rat Sarcoma Viral) por sua ligacdo & uma
molécula de GTP (Guanosine Triphosphate). Esse proteina entdo recruta e ativa a RAF

(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) por fosforilagio. A RAF da continuidade a

28



sinalizacdo celular pelo recrutamento e fosforilacio de MEK (MAP-ERK kinase) e,
posteriormente, de ERK (Samatar e Poulikakos, 2014). A ativacdo de ERK esta
relacionada a proliferacéo e a progressao do ciclo celular (Burotto et al., 2014).

As mutacGes em RAS estdo presentes em 30% dos casos de HCC que também
apresentam RAF aumentada. Além disso, nessa neoplasia ha uma maior producéo de
fatores de crescimento como EGF (Epidermal growth factor), PDGF-p (Platelet-derived
growth factor-f) e TGF-a (Transforming growth factor-a) que podem desencadear a
sinalizacdo da via da MAPK/ERK (LI, L. et al., 2016).

A via da PI3K/AKT (Phosphoinositide 3-kinase/Protein kinase B) esta
intimamente relacionada ao controle do ciclo celular e proliferacdo (Terracciano et al.,
2019). O inicio da via € dado pela ligacdo de fatores de crescimento a receptores de
membrana especificos que desencadeiam a ativacdo da proteina IRS (Insulin receptor
substrate 1) por fosforilacdo. A sinalizacdo prossegue por meio do recrutamento e
ativacdo da PI3K e subsequente a fosforilagdo da AKT. A ativacdo da AKT culmina na
ativacdo de complexos mTOR (Mammalian target of rapamycin) que no nucleo irdo atuar
como fatores de transcri¢cdo crescimento, proliferacdo e progressao do ciclo celular
(Memmott e Dennis, 2009). Essa cascata é contra regulada pela acdo da proteina PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), que inibi a fosforilacdo da PI3K interrompendo
assim o sinal desencadeado pelos fatores de crescimento (Lu et al., 2016). A maior
ativacdo dessa via ja foi descrita em 40-50 % dos casos de HCC e esta relacionada ao
mau prognostico, neoplasias menos diferenciadas e recidiva precoce (Matter et al., 2014)

Outra via frequentemente mutada no HCC € a via da p53 (Niu et al., 2016). A p53
funciona como um supressor de tumor e desempenha um papel central na regulagdo da
ativacgdo transcricional de genes envolvidos no reparo do DNA, controle da progresséo
do ciclo celular e apoptose (Wang et al., 2013; Liu et al., 2014). A proteina p53 esta
normalmente presente em niveis baixos na célula, mas pode ter sua concentracao
aumentada devido a fatores como danos ao DNA, hipoxia, proteinas virais ou pela
progresséo do ciclo celular derivada da expresséo de oncogenes (Chen et al., 2003).

A regulacdo da p53, é mediada pela proteina MDM2 (Murine Double Minute 2)
que se liga & p53 promovendo sua degradacdo pelo proteassoma. A inibicdo da MDM2
permite o acimulo de p53 na célula e a modulacdo da expressao génica. Dentre os genes
regulados por p53 estd o que codifica a proteina p21 (Meng et al., 2014; Galanos et al.,

2016), uma proteina efetora na via da p53 que atua na transi¢do da fase G1 para S no ciclo
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celular (Galanos et al., 2016) inibindo a progressdo do ciclo celular e diminuindo o
crescimento (Zhang et al., 2009).

O HCC apresenta ainda alteragdes importantes na via de sinalizacdo do NF-xB
(Transcription factor nuclear factor-xB), um dimero que compreende as proteinas p65 e
p50, e que é um importante regulador da resposta inflamatoéria no figado. Além disso, o
NF-kB ¢ ativado em praticamente todas as doengas cronicas hepaticas e sua inativagao
genética resulta em fendtipos que incluem lesdes espontaneas, fibrose e carcinogénese
hepatica (Luedde e Schwabe, 2011). Esta via pode ser ativada por infec¢des bacterianas
e virais, bem como por citocinas pro-inflamatdrias que ativam o receptor de TNF (Tumor
necrosis factor) e fosforila as subunidades inibitorias IkBa, IkBp, e IkBe, levando-0 a sua
degradagdo proteossomica e liberagdo do dimero NFk-B que, no ndcleo, atua como fator
de transcricdo de genes que codificam fatores anti-apoptéticos e citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-1p e IL-6 (Maeda, 2010).

2.4.2 Hepatocarcinogénese experimental

O padrdo do desenvolvimento de neoplasias de figado em ratos é semelhante ao
que se observa em humanos (Andersen et al., 2010). Foram observadas semelhancas
morfolégicas, bioquimicas e biol6gicas em LPN e neoplasias hepaticas em humanos e
roedores. Isto indica que, independentemente dos fatores etioldgicos, os mesmos
mecanismos basicos da hepatocarcinogénese em diferentes espécies podem ser similares
(Farber e Sarma, 1987; Bannasch et al., 2003; Feo et al., 2008). Deste modo, o estudo da
hepatocarcinogénese em modelos animais representa uma importante ferramenta para
elucidar os aspectos genéticos, fisiopatologicos e ambientais importantes no
desenvolvimento da neoplasia (De Minicis et al., 2013). Um modelo experimental
adequado deve ser pratico para a investigacdo experimental, bem como apresentar
caracteristicas que definem a condi¢do humana (Larter e Yeh, 2008; Sun e Karin, 2012).

A dietilnitrosamina (DEN) é um composto carcinogénico que é frequentemente
utilizado para induzir experimentalmente fibrose hepatica e hepatocarcinogénese animal.
A DEN ¢ metabolizada pelo citocromo P450 no figado resultando na formagao de ions
etildiazonio (Kang et al., 2007). Além disso, durante este processo ha a formacdo de ROS
como peroxido de hidrogénio e anions superoxido. Os ions formados bem como as ROS
podem reagir com os &cidos nucléicos, proteinas e lipidos causando dano celular e
desencadeando o desenvolvimento da necrose centrolobular (YYanguas et al., 2016).
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O estudo de Schiffer e colaboradores (2005) se destaca no estudo da carcinogénese
hepética por apresentar fibrose e cirrose no figado e por seu tempo relativamente curto
para o desenvolvimento de neoplasias. Neste estudo foi administrada a DEN
intraperitoneal (i.p.) uma vez por semana na dose de 50 mg/kg de peso corporeo durantes
16 semanas em ratos Wistar. Apos 14 semanas, foi possivel observar a presenca de cirrose
hepatica e com 16 semanas nodulos malignos (Schiffer et al., 2005). De maneira
semelhante no estudo de Gang et al (2009) o0 mesmo protocolo apresentou com 8 semanas
quadro de fibrose hepatica, cirrose na 12% semana e HCC ap6s 16 semanas de
administracdo de DEN (Gang et al., 2009).

3. Nutrientes e compostos bioativos e carcinogénese hepatica

3.1 Quimioprevencao

Devido as dificuldades no estabelecimento de estratégias mais eficazes para o
tratamento do cancer, como o elevado grau de complexidade dessa doenca (Chen e Lee,
2011) e desenvolvimento de resisténcia a farmacos anti-neoplésicos (Patel et. al., 2007;
Bocci et. al., 2012), ha continuos esforcos para identificar como prevenir seu
desenvolvimento.

Existem evidéncias de que a alimentacdo exerce papel fundamental na modulacéo
de todos os estagios da carcinogénese, destacando-se entre outros fatores de risco (Surh,
2003; Ross, 2007). Nesse sentido, diversos estudos buscam elucidar como determinados
alimentos e compostos bioativos presentes nos alimentos (CBAS) podem interferir no
processo, com o objetivo de reduzir o risco de desenvolvimento de neoplasias (Sporn,
1976; Ross, 2007; Moreno et al., 2016).

A quimioprevengdo é definida como a utilizagdo de compostos quimicos
especificos, naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar ou reverter o
processo de desenvolvimento de neoplasias (Sporn et al., 1976; Shukla e Kalra, 2007).
Diversos nutrientes e CBAs apresentam potencial acdo quimiopreventiva na
hepatocarcinogénese (Moreno et al., 1995; Ong et al., 2006; Furtado et al., 2017; Andrade
et al., 2018; Romualdo et al., 2019). Dentre os inibidores da carcinogénese identificados

até o momento, podem-se citar alguns derivados do metabolismo do mevalonato em
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plantas, denominados isoprendides, em funcdo de sua promissora acdo relatada na
quimioprevencdo (Moreno et al., 1995; Mo e Elson, 2004; De Moura Espindola et al.,
2005).

3.2 p—ionona

Um dos isoprendides que merece destaque é a [B-ionona (BI) que é um
sesquiterpeno presente na estrutura molecular do retinol, B-caroteno e acido retingico e
pode ser encontrada em uvas e aromatizantes de vinhos (Cardozo et al., 2011). A BI
possui diversas atividades dentre estas destacam-se sua acao quimiopreventiva e
antinflamatéria (Ansari e Emami, 2016).

A BI apresentou atividade quimiopreventiva em diversas células de cancer como
de mama, colén, gastrico, melanoma e leucemia (Liu et al., 2010). Além disso, este
composto é capaz de inibir o processo de carcinogénese hepatica (Scolastici et al., 2014)
e mamaria (Liu et al., 2010). Em trabalhos prévios, observou-se atividade
quimiopreventiva da Bl quando administrada durante as fases de iniciacdo e promogéo
inicial da hepatocarcinogénese em ratos Wistar submetidos ao modelo do hepatdcito
resistente (RH) (De Moura Espindola et al., 2005; Cardozo et al., 2011; Scolastici et al.,
2014). Esta atividade da Bl foi atribuida a inibicdo da proliferacdo celular nas LPN e nas
areas sem alterac6es morfoldgicas ao redor das LPN (De Moura Espindola et al., 2005).
De forma semelhante, atividade quimiopreventiva da Bl foi observada também quando
administrada somente durante a etapa de promocdo da hepatocarcinogénese em ratos
Wistar, devido a reducdo da proliferacdo celular em LPN, a inducdo da remodelacdo de
LPN (Cardozo et al., 2011). Este isoprendide foi capaz ainda de reduzir as pLPN bem
como a proliferagéo celular e as células ovais na hepatocarcinogénese associada a modelo
de DHGNA (Miranda et al., 2019).

Além de atuar na carcionogénese este composto também apresenta atividade anti-
inflamatdria como demonstrado no estudo de Kang et al (2013) no qual a Bl inibiu a
expressdo dos mediadores pro-inflamatorias NO, PGE 2 e TNF-a, bem como os seus
genes reguladores, tais como iNOS e inibidores de COX-2 em BV2 celulas microgliais
(Kang et al., 2013). A Bl demonstrou ainda reduzir a marcacdo de p65 em pLPN
sugerindo uma diminuicdo dos niveis desta proteina (Scolastici et al., 2014). Além disso,

a Bl demonstrou inibiu a invasdo, migracdo e adesdo celular pela inibicdo de MMPs e
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hiperexpressao de TIMPs em celulas de hepatocarcinoma metastatico humano (SK-Hep-
1) (Huang et al., 2012).

Deste modo, a Bl parece atuar em mecanismos de desenvolvimento de HCC, bem
como em mecanismos chaves do processo fibrotico. Assim, aventa-se a possibilidade da
Bl atuar como quimiopreventivo por reduzir processos inflamatorios modulando o

desenvolvimento de cirrose hepética.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito quimiopreventivo da B-ionona na hepatocarcinogénese associada

a fibrose hepética.

3.2 Objetivo Especifico

e Avaliar o efeito da Bl no desenvolvimento da fibrose hepatica.
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos, albinos, da linhagem Wistar, com pesos iniciais
compreendidos entre 70 e 90 g e obtidos da colbnia do biotério da Universidade de Sdo
Paulo (USP-SP). O experimento foi realizado nas dependéncias do biotério da FCF/IQ-
USP, ap6s a devida aprovacgdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais
de Experimentacdo (nimero de protocolo: 507).

Os animais permaneceram durante todo o experimento nas seguintes condicdes:
temperatura de 22°C + 2°C e ciclo de iluminacdo claro-escuro de 12h, iniciando-se as
7hrs. Foram mantidos em gaiolas de polipropileno (ndo excedendo a 5 animais por caixa)
com tampas de aco inoxidavel e assoalho forrado com maravalha previamente
esterilizada, trocada rotineiramente em dias alternados.

Os animais tiveram acesso & agua filtrada e ragdo comercial peletizada para
roedores de laboratério (Nuvilab CR-1; Nuvital Nutrientes S/A; Colombo/PR; Brasil) ad
libitum, com controle de consumo de racdo e massa corpérea diariamente. A racao foi
constituida de carbonato de célcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato
bicalcico, cloreto de sddio, premix vitaminico mineral e de aminoécidos. Os animais

receberam o mesmo lote de racdo até o término do experimento.

4.2 Protocolo experimental

Apo6s um periodo de aclimatacdo de 7 dias, 82 animais foram distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos experimentais. Segue representacdo esquematica da
distribuicdo dos animais, bem como, os diferentes protocolos de tratamento (Figura 2).
Os animais foram eutanasiados em diferentes pontos seguindo modelo adaptado de
Schiffer e colaboradores (2005), no qual é possivel distinguir as fases de les6es fibroticas,

cirrética e HCC.
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Grupo Néo tratado (NT): Composto de 5 animais que ndo foram submetidos a
qualquer protocolo experimental e que permaneceram nas mesmas dependéncias
dos demais grupos. Os animais foram eutanasiados em fases distintas: 102 (P1),
142 (P2) e 182 (P3) semana (Figura 2).

Grupo Oleo de Milho (OM): Composto de 38 animais que receberam durante todo
o0 periodo experimental (18 semanas) 6leo de milho (Mazola®; 0,25mL/100g peso
corporeo; p.c.), via intra-gastrica (i.g.) como controle da administracdo de BI. A
partir da 3% semana de experimento 0s animais receberam injecao intraperitoneal
de DEN na dose de 50mg/Kg de p.c. semanalmente até a 16 @ semana. Os animais
foram eutanasiados em trés pontos distintos: 102 (P1), 142 (P2) e 18? (P3) semana,
para a avaliacdo dos diferentes estagios da fibrose e da hepatocarcinogénese
(Figura 2).

Grupo Beta- ionona (BI): Composto de 38 animais que receberam durante todo o
periodo experimental (18 semanas) beta ionona (Bl - 95%; Sigma, EUA;
16mg/100g p.c), via i.g. A partir da 3 @ semana de experimento 0s animais
receberam injecdo intraperitoneal de DEN na dose de 50mg/Kg de p.c.
semanalmente até a 16 @ semana. Os animais foram eutanasiados em trés pontos
distintos: 10? (P1), 142 (P2) e 18? (P3) semana, para a avaliacdo dos diferentes

estagios da fibrose e da hepatocarcinogénese (Figura 2).
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11 Dietilnitrosamina (DEN): 50 mg/Kg/p.c.
1 Grupo N&o tratado (NT)

¢ Primeiro ponto de eutanasia (P1)

BN Grupo Oleo de milho (OM): 2,5 mL/Kg p.c./di
e et damillio:(OM) ml/Kgipie./dla ¢ Segundo ponto de eutanasia (P2)

B Grupo Beta ionona (Bl) : 160 mg/Kg g p.c./dia I Eutanasia final (P3)

Figura 2: Delineamento experimental

4.3 Eutanésia dos animais e coleta das amostras

A eutanésia dos animais ocorreu por meio de asfixia por gas carbonico. Apds, o
figado foi retirado, lavado em solucdo salina gelada a 0,9% e pesado em balanga
eletronica digital, seguindo-se, entdo, o exame macroscopico do mesmo. Por fim, foram
coletados fragmentos hepaticos fixados em formalina tamponada a 10% por 24 h e
seguidos para processamento histolégico ou congelados em nitrogénio liquido e
conservados em -80°C. Apds o processamento histoldgico (material fixado), cortes de 5
pum de espessura foram obtidos e utilizados para coloragdo com hematoxilina e eosina

(H&E), picrossirius e para marcagao imunoistoquimica.
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4.4 Exame Macroscopico dos Figados

O figado dos animais foi examinado individualmente quanto a presenca de
formacgdes nodulares de tamanhos variados em sua superficie, bem como quanto a
alteracdes na coloragdo em geral que se distinguiram do parénquima hepatico

(esbranquicada ou amarelada).

4.5 Imageamento das neoplasias dos animais eutanasiados na 182 semana (P3)

O imageamento dos animais, método utilizado na deteccdo de neoplasias, foi
realizado nas dependéncias do Departamento de Radiologia da Faculdade de
Medicina/USP, no Centro de Medicina Nuclear - LIN43 em colaborag¢&o com o professor
Dr. Fabio Luiz Navarro Marques e com a doutora Daniele de Paula de Faria.

Os animais dos grupos NT, OM e BI (n=5) foram anestesiados com isoflurano
5% e mantidos em isoflurano 2-3% em O para injecdo do radiofarmaco e durante
aquisicdo das imagens. O radiofarmaco, 2- [18F]-fluoro-2-desoxi-Dglucose [18F]FDG
(aproximadamente 1 mCi em até 1mL) foi administrado via endovenosa na veia peniana
sob anestesia e, entdo, metabolizado durante 45 minutos. Os animais foram entéo
posicionados com o figado no centro do campo de visdo do equipamento PET (Positron-
emission tomography) para pequenos animais (Triumph Trimodality, Gamma Medica
Ideias, California USA) e as imagens foram adquiridas por 45 minutos, sendo 3 posi¢des
de 15 minutos cada.

Durante todo o tempo de aquisi¢do das imagens os animais foram mantidos sob
anestesia e aquecidos (maca aquecida) e tiveram os batimentos cardiacos monitorados.
Apos finalizacdo da imagem PET, os animais foram reposicionados para aquisicdo da
imagem de tomografia computadorizada (CT), no mesmo equipamento, com aquisi¢do
de 2-4 min utilizando 45 kVp e 400 pA. Apos finalizagdo das imagens, 0s animais sob
anestesia profunda foram eutanasiados e tiveram o figado coletado para analise
histoldgica. As imagens de PET foram reconstruidas utilizando algoritmo OSEM
(Ordered Subsets Expectation Maximization) 3D e as imagens de CT foram reconstruidas
utilizando algoritmo FBP (Filtered Back Projection). As imagens foram analisadas no
software PMOD®, onde VOIs (volume of interest) foram desenhados em torno dos

nodulos identificados visualmente e os valores de captacdo maximos foram utilizados
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para calculo do SUV (Standardized Uptake Value) de cada les&o.

4.6 Quantificacéo de BI no figado

O conteudo de B-ionona nos tecidos foi determinado pelo professor Dr. Eduardo
Purgatto do Departamento de ciéncias dos Alimentos da FCF/USP, de acordo com Su et
al. (2004) com adaptacOes. As amostras hepéticas provenientes de 4 animais de cada
grupo foram homogeneizadas em um aparelho do tipo Potter com 200 L de etanol mais
10 ng de metil B-ionona (padréo interno — P1). Os homogenatos foram centrifugados por
15 minutes a 10.000 g (4°C). Os sobrenadantes foram coletados e transferidos para vials
de injecdo, dos quais 3 pL foram injetados um sistema de cromatografia a gas (modelo
HP6890) acoplado a um detector seletivo de massas (modelo HP5973). A coluna
empregada foi uma SupelcoWax 10 (30 mts x 0.25 mm diametro interno, 0.25 mm de
espessura de filme). A injecdo foi feita sem divisdo de amostra (Splitless) com
temperatura de 200°C. O gas de arraste utilizado foi hélio a um fluxo constante de 1ml /
min. A temperatura do forno foi inicialmente mantida a 50°C por 3 minutos e aumentada
até 250°C a 20°C/minuto. O monitoramento do efluente da coluna foi feito em um detector
do tipo quadrupolo usando uma fonte de ionizacdo do tipo impacto de elétrons a 70 eV
com temperatura de 230°C. Os ions monitorados foram 177 e 206 para a -ionona e 135
e 191 para o PI (padréo interno). Uma curva de calibragdo foi montada injetando-se de
0,1 a 10 ng de BI, em vials contendo 10 ng de PI cada. A relacdo de areas Bl /Pl foi
montada utilizando o cromatograma extraido para o ion 177. Os célculos do contetddo de

-ionona foram baseados na mesma relacéo.

4.7 Analise histopatoldgica

4.7.1 Grau de fibrose por H&E dos animais eutanasiados na 102 semana
(P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

Nos cortes de figado corados com H&E foi avaliado o grau de fibrose em escala
de I a IV de acordo com critérios estabelecidos por Bruck e colaboradores (Bruck et al.,
2007). Esta avaliacdo foi realizada pelo Professor Dr. Luis Fernando Barbisan do

Departamento de Morfologia da UNESP/Botucatu.
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4.7.2 ldentificacdo e avaliacdo de tipos de neoplasias dos animais
eutanasiados na 102 semana (P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

Os figados dos animais foram avaliados quanto a presenca e alteracdes
morfologicas das neoplasias em H&E, que foram classificadas como adenoma
hepatocelular (ADH), colangiocarcinoma (CCA) e carcinoma hepatocelular — low e high
(HCC- L; HCC- H). Esta avaliacdo foi realizada pelo Professor Dr. Luis Fernando
Barbisan do Departamento de Morfologia da UNESP/Botucatu.

4.7.3 Avaliacdo da apoptose no figado dos animais eutanasiados na 102
semana (P1) e 142 semana (P2)

Os hepatdcitos em apoptose e corpos apoptoticos foram quantificados pelo
método de H&E (Levin, 1998) utilizando-se microscépio (Axio Imager M2; Carls Zeiss;
Alemanha) (Anexo 5B). A leitura foi realizada varrendo-se 10 campos por lamina (cerca
de 1000 a 2000 hepatécitos) e o resultado foi expresso em porcentagem (indice

apoptatico).

4.8 Marcacao da coloracdo de picrossirius no figado dos animais eutanasiados na
102 semana (P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

As fibras colagenas dos tipos | e 11 foram avaliadas pela marcacgéo de picrossirius
(Anexo 5D). A quantificacdo da area ocupada por fibras de colageno tipos I e 11l coradas
por picrossirius foi realizada utilizando-se camera digital acoplada ao microscopio
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha) e software de analise de imagem Image-Pro Plus
4.5 (Media Cybernetics, USA).
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4.9 Imunoistoquimica

4.9.1 Imunoistoquimica para GST-P, PCNA, a-SMA e CD38 no figado dos
animais eutanasiados na 102 semana (P1) e 142 semana (P2)

Fragmentos representativos do figado foram submetidos a recuperagdo antigénica
em tampao citrato 0,01M (pH 6,0) a 120°C por 5 min em uma camara de pressao Pascal
(Dako Cytomation, Dinamarca). Posteriormente, foram submetidas ao bloqueio da
peroxidase endogena pela incubagdo com perdxido de hidrogénio (H202) a 3% em
solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS) a 1% por 20 minutos. As laminas passaram
pelo bloqueio de proteinas inespecificas por incubagdo em solugdo de leite em pd
desnatado (Molico®) a 3% em PBS 1% por uma hora.

Em seguida as laminas foram incubadas com anticorpos primarios especificos
anti-GST-P (1:1000; MBL, Japdo), anti-PCNA (diluicdo 1:100; Cell Signaling, EUA),
anti-a-SMA (diluicdo 1: 500, Abcam, UK) e anti-CD68 (dilui¢do 1: 1000, Abcam, UK)
em camara umida 4 ° C por 16 horas. As laminas marcadas com anti-GST-P e anti-PCNA
foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado (anti —mouse/rabbit) (DAKO,
Dinamarca) por uma hora. As laminas marcadas com anti-CD38 e anti-a-SMA foram
incubadas por 1 hora ou por 20 minutos com polimero-HRP (EasyPath - Erviegas, Brasil)
de uma etapa. As reacGes de imuno-histoquimica foram reveladas com o cromégeno 3'3-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, EUA) e contrastadas com hematoxilina de
Harris. Para montagem das laminas foi utilizado Faramount Aqueous (Dako, Dinamarca).

4.9.1.2 Avaliacdo das LPNs GST-P positivas dos animais eutanasiados na 102

semana (P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

O nimero (n/cm?), tamanho médio (mm?) e a porcentagem da area do corte
ocupada por LPNs GST-P positivas (Anexo 5A) (Dagli et al., 1998), bem como a area
total dos fragmentos hepéaticos foram determinados utilizando-se o sistema de analise de

imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha).
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4.9.1.3 Avaliacéo da proliferacdo celular dos animais eutanasiados na 10?2

semana (P1) e 142 semana (P2)

A proliferagdo celular foi avaliada pela contagem de ntcleos marcados para
PCNA positivos em fase S (fortemente marcados) no surrounding ¢ em LPNs varrendo-
se 10-20 campos por lamina (cerca de 1000 a 2000 hepatocitos). Para essa andlise
utilizou-se o sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha) e
Image J (National Institutes of Health, EUA). O resultado foi expresso em porcentagem

(indice de proliferagao celular) (Anexo SE).

4.9.1.4 Avaliacéo e quantificagdo da marcacgao de CD38 e a-SMA dos animais

eutanasiados na 102 semana (P1) e 142 semana (P2)

Para a andalise semiquantitativa de CD68, 10 campos aleatorios no figado foram
avaliados compreendendo tanto areas portais quanto centrolobulares. Os macrofagos
CD68+ (Anexo 5F) foram contados e divididos pela area do figado (mm?). Essas analises
foram realizadas nos softwares Olympus CellSens (Olympus Corporation, Japdo) e Image
J (National Institutes of Health, EUA).

Na analise de a-SMA (Anexo 5C) utilizou-se o software Leica QWin V3 (Leica
Microsystems, Alemanha), também avaliando-se 10 campos aleatorios que

compreendiam &reas portais e centrolobulares.

4.10 Processamento de zimografias para MMP-2 e MMP-9 dos animais eutanasiados
na 102 semana (P1) e 142 semana (P2)

Foram utilizados fragmentos hepaticos (~ 300 mg) congelados em nitrogénio
liquido e, posteriormente, armazenados a —70°C. O processamento da zimografia foi
realizado seguindo-se o protocolo descrito por Kossakowska et al. (1998), com
modificagdes. Resumidamente, os fragmentos hepaticos foram homogeneizados em
tampéo de extragéo (Tris-HCI 50 mM pH 7,6; NaCl 0,2 M; Triton X-100 1%; CaCl2 10
mM; coquetel de inibidor de protease 2ul/100ml Sigma CO, Sant Louis USA) na
proporcéo de 30 mg de tecido/100pl de tampé&o e mantidos a 4°C durante 2 horas. Apds
este procedimento, o material extraido foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos a 4°C

e 0 sobrenadante coletado para dosagem de proteina, que foi realizada pelo método de
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Bradford em 595 nm utilizando-se leitor de Elisa.

Em seguida, as amostras e um padréo de peso molecular (Biorad, USA — 250, 150,
100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 Kda) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% contendo 0,1% de gelatina, em condic¢des ndo-redutoras (2 horas a 100
V a4°C). Apos a corrida, os géis foram lavados em Triton X-100 2,5% (2x de 15 min)
e em tampéo tris-HCI 50mM, pH 7,5 (2x de 5 min). Posteriormente, os géis foram
incubados na mesma solugéo tampéo tris-HCI contendo 5 mM de CaCl2 e 1 uM de ZnCI2
por 22 horas a 37°C.

O peso molecular relativo das bandas foi determinado de acordo com o padréo de
peso molecular que foi utilizado na corrida eletroforética. Analises semiquantitativas
foram realizadas por densitometria das bandas utilizando-se software Quantity-one (BI1O-
RAD, USA).

4.11 Western blotting na 102 semana (P1) e 142 semana (P2)

Proteina total foi extraida com tampédo de lise (NP-40 1%, NaCl 150mM, Tris
500mM pH=8) adicionado de inibidores de fosfatase e proteinase 0,001% (Sigma) e
PMSF 1mM e quantificadas com Bio Rad protein Assay (Bio-Rad, USA). As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE),
transferidas para membrana de nitrocelulose com Trans-Blot® TurboTM Blotting System
(Bio Rad, USA) e blogueadas com Blotting-Grade Blocker (Bio Rad, USA). As
membranas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios especificos: anti-p65
(diluig&o 1:1000, Cell Sinagling, USA), anti-p53 (diluigdo 1:1000, Cell Sinagling, USA),
anti-p21 (diluicdo 1:200, Santa Cruz, USA), anti-AKT fosforilada (diluicdo 1:2000, Cell
Sinagling, USA), anti-AKT total (diluicdo 1:2000, Cell Sinagling, USA), anti-ERK1/2
fosforilada (dilui¢do 1:1000, Cell Sinagling, USA), anti-ERK1/2 total (dilui¢do 1:1000,
Cell Sinagling, USA), anti-PTEN fosforilada (diluicdo 1:1000, Cell Sinagling, USA) e
anti-PTEN total (diluicdo 1:1000, Cell Sinagling, USA).

Em seguida foi realizada marcagdo com o anticorpo secundario especifico (anti-
rabbit ou anti-mouse 1:10000, Santa Cruz, USA). Na sequéncia ocorreu a incubagdo com
o segundo anticorpo primario anti 3-actina (1:5000, Sigma, EUA), que consiste em um
controle constitutivo, e seu anticorpo secundario especifico (anti-mouse 1:10000, Santa
Cruz, USA).

A imunodeteccdo foi realizada usando sistema de quimiluminescéncia ECL (GE
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Healthcare, UK) e o sinal captado pelo sistema de aquisi¢do de imagem ImageQuant 400
(GE Healthcare, UK). A densidade 6tica das bandas foi analisada utilizando o software
Quantity-one (BIO-RAD, USA).

4.12 Avaliacdo das concentracbes hepaticas de hidroxiprolina dos animais
eutanasiados na 142 semana (P2)

A determinacdo das concentracGes de hidroxiprolina foi realizada segundo kit
comercialmente disponivel MAKO008 (Sigma-Aldrich, EUA). Resumidamente,
aproximadamente 10 mg de figado foram homogeneizados em 100ul de &gua.
Posteriormente, adicionou-se 100ul de solucdo concentrada de &cido cloridrico (HCL,
~12M) para digestdo a 120° por 3 horas, as amostras foram entdo centrifugadas, o
sobrenadante coletado e transferido para placa de 96 pogos para secagem em estufa 60°C.
Em seguida foi adicionado em cada po¢o 100pl de solucdo de Cloramina T/Tampéo de
Oxidacdo (MAKOOB8A-008B; Sigma-Aldrich, EUA) e a placa foi incubada por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, 100ul de solucio de DMAB/Acido percldrico-
Isopropanol (MAKOO08C-D; Sigma-Aldrich, EUA) foi acrescentado a cada pogo e
incubado por 90 minutos em estufa a 60°C. A placa foi analisada em leitor de Elisa
(Biotek Synergy H1, EUA) na absorbancia de 560 nm. Para os calculos das concentracoes

utilizou-se a seguinte férmula:

Sa/Sv=C
Onde:
S, é dada pela equacdo:

Sa = [(A560) / (A560) controle — (A560) amostra] x 0,41g.

S, = Concentracéo de hidroxiprolina de uma amostra desconhecida
Sy = Volume da amostra adicionada no pogo

C= Concentracéo de hidroxiprolina na amostra
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4.13 Analise estatistica

Os dados obtidos foram testados quanto a distribuicdo normal (teste de Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Brown-Forsythe). Quando atendidos
esses requisitos, as comparagoes foram realizadas com o teste paramétrico t de Student.
Quando néo foi observada distribuicdo normal e, principalmente, a homogeneidade das
variancias, adotou-se teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a anélise
macroscopica foi utilizado o teste exato de Fischer. Em todos os casos foi adotado o nivel
de significancia de 5%. O software utilizado foi 0o STATISTICA 8.0.
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5. Resultados

5.1 Evolucéo de peso corporal

Os animais dos grupos OM e Bl ndo demonstraram diferencas em relacdo ao
ganho de peso corporal durante todo o experimento. No entanto, como esperado 0 grupo
NT, que ndo foi submetido a nenhum protocolo experimental, apresentou maior ganho de

peso quando comparado aos demais grupos a partir da 52 semana (Figura 3).
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Figura 3: Evolugdo do peso corporeo dos animais dos grupos: ndo tratado (NT),
submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou f3-

ionona (BI).
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5.2 Consumo de racao

A evolucao do consumo de ragdo esté representada na Figura 4.Nao foi observada
diferenca entre a ingestdo de racdo dos animais pertencentes aos grupos OM e Bl. Além
disso, constatou-se reducao no consumo médio de racdo por parte desses animais nos trés
grupos experimentais apds a 22 semana quando se iniciou a administracdo de DEN. O

grupo NT demonstrou maior consumo médio de racdo em relacdo ao demais grupos.
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Figura 4: Evolucdo do consumo médio de ra¢do dos animais dos grupos: ndo tratado
(NT), submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou
B-ionona (BI).
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5.3 Pesos iniciais, finais, hepaticos absoluto e relativo dos animais eutanasiados na
102 semana (P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

N&o houve diferenca entres os grupos BIP1 e OMP1 quanto a Seus pesos
corporeos iniciais e finais (p>0,05). Porém o grupo BIP1 apresentou maiores (p<0,05)
pesos hepéticos absoluto e relativo quando comparado ao grupo OMP1. De maneira
semelhante, no ponto 2 nao foi observada diferenga (p>0,05) entre os pesos iniciais e
finais dos animais dos grupos BIP2 e OMP2. Entretanto, o grupo BIP2 apresentou
menores (p<0,05) pesos hepaticos absoluto e relativo quando comparado ao grupo OMP2.
(Tabela 2). Em relacdo aos pesos iniciais, finais, hepaticos absoluto e relativo néo foi

possivel observar diferengas (p>0,05) entre os grupos OMP3 e BIP3.

Tabela 2: Pesos corpéreos iniciais e finais e hepaticos absoluto e relativo dos animais
submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou f3-

ionona (BI) na 10? semana (P1), 14% semana (P2) e 18 semana (P3).

NC de o _ Pesq Pesc_)

Grupo animais Peso inicial ~ Peso Final Hepatico hepét_lco

Absoluto Relativo

" OMPL 7 7641%123 34527£17,14 740£034  215:0,03

BIP1 5 76,06£1,90 344,26+16,54 9,526+0,64a 2,76+0,04a
OMP2 13 78,5+2,02  350,55+10,83 20,26+1,30  5,74+0,32
BIP2 10 77,40+2,77 352,33£13,85 15,72+0,83b 4,48+0,21b
OMP3 9 78,33£3,8  321,82+7,32  26,86+2,70  8,13+0,52
BIP3 11 76,40£2,69 352,91+9,41 24,28+2,81  7,14+0,74

Dados expressos como média £ EPM; a — diferente de OMPL1, b — diferente de OMP2
(p<0,05), teste t de Student para amostras independentes.
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5.4. Macroscopia

N&o foram observados nédulos macroscdpios nos animais dos grupos OMP1 e
BIP1 (Anexo 2A-B). No entanto, observou-se incidéncia de 100% de nddulos tanto nos
animais dos grupos OMP2 como nos do grupo BIP2 eutanasiados na 142 semana (Anexo
2C-D) (Tabela 3). N&o foi observada diferenga (p>0,05) em relagdo ao nUmero médio de
nddulos entre os animais dos grupos OMP2 e BIP2. Entretanto, observou-se que o nimero
total de nddulos macroscépicos foi menor (p<0,05) nos animais do grupo BIP2 quando
comparados aos do no grupo OMP2. Os animais dos grupos OMP3 e BIP3 também
demonstraram incidéncia de 100%, porém sem diferengas (p>0,05) em relagdo ao numero

médio e ao numero total de nddulos macroscopicos (Anexo 2E-F) (Tabela 3).

Tabela 3: Incidéncia, nimero médio e nimero total de nédulos macroscépicos dos
animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM)

ou B-ionona (BI) na 10% semana (P1), 14* semana (P2) e 18%semana (P3).

.. e . o Ne total de ndédulo
Grupo N°deanimais Incidéncia NuUmero médio

Macroscopicos

OMP1 7 0 - -
BIP1 5 0 - -
OMP2 13 100% 22,76 296
BIP2 10 100% 13,8 138b
OMP3 9 100% 3,09 25
BIP3 11 100% 2,77 34

Dados expressos como média, b — diferente de OMP2 (p<0,05) teste estatistico ndo
paramétrico de Mann-Whitney.
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5.5 Quantificacio hepatica de pI dos animais eutanasiados na 102 semana (P1), 142
semana (P2) e 182 semana (P3)

Em relagdo as concentragdes hepaticas de I observou-se que os grupos B1P1,
B1P2 e B1P3 apresentaram concentragdes maiores (p<0,05) que a de seus respectivos
controles OMP1, OMP2 e OMP3 (Figura 5).
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Figura 5: Concentragdo hepatica de B-ionona dos animais submetidos a modelo de
hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10% (P1), 14?
(P2) e 18% semana (P3); n= 5. Dados expressos como média = EPM. a — diferente de
OMP1, b- diferente de OMP2, c-diferente de OMP3 (p<0,05) teste t de Student para

amostras independentes.

5.6. Grau de fibrose dos animais eutanasiados na 102 semana (P1), 142 semana (P2)
e 182 semana (P3)

Nao foram observadas diferencas em relagdo ao grau de fibrose (p>0,05)
apresentado pelos animais dos grupos OMP1 e BIP1 (Figura 6). Porém os animais do

grupo BIP2 demonstraram menor (p<0,05) grau de fibrose quando comparado ao do
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grupo OMP2. De maneira semelhante, os animais do grupo BIP3 apresentaram menor

(p<0,05) grau de fibrose quando comparados aos do grupo OMP3 (Figura 6).
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Figura 6: Grau de fibrose hepética dos animais submetidos a modelo de
hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10? (P1; n=5-
7), 142 (P2; n=10-13) e 18 semana (P3; n=9-11). Dados expressos como média + EPM.b-
diferente de OMP2, c-diferente de OMP3 (p<0,05) teste estatistico ndo paramétrico de
Mann-Whitney.

5.7. Avaliagdo das neoplasias

5.7.1 Imageamento das neoplasias observadas nos animais eutanasiados na
182 semana (P3)

As células neoplasicas, de modo geral, consomem maior quantidade de glicose
guando comparadas as células normais de tecidos adjacentes. O analogo da glicose, 18F-
FDG, é um indicador da utilizacdo e do grau de funcGes especificas no cancer, facilitando
o diagnostico de lesdes suspeitas com grande especifidade (Park et al., 2015). Nao foram
observadas diferencas (p>0,05) quando ao nimero de neoplasias entre os grupos OMP3
e BIP3 (Anexo 2G-H).
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5.7.2.Classificacdo das neoplasias observadas nos animais eutanasiados na
102 semana (P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3)

Né&o foram observadas neoplasias nos animais dos grupos OMP1, BIP1, OMP2 e
BIP2 (Tabela 4). No entanto, na 182 semana (P3) foram observadas neoplasias benignas
(ADH) e malignas (CCA, HCC — L e HCC - H) tanto no grupo OMP3 quanto no BIP3.
Né&o foi observada diferenca (p > 0,05) em relagdo ao nimero de neoplasias entre 0s
grupos OMP3 e BIP3. A incidéncia de HCC — L foi maior (p< 0,05) no grupo BIP3
comparado ao grupo OMP3. Em relacdo ao numero de ADH, CCA e HCC-H nédo
observou-se diferengas ponto de vista estatistico (p > 0,05) entre os grupos OMP3 e BIP3
(Tabela 4).

Tabela 4: Incidéncia de neoplasias observadas no figado dos animais submetidos a
modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na
10%semana (P1), 14%semana (P2) e 18? semana (P3).

Neoplasias
Grupo N°de
animais ADH CCA HCC-L HCC-H  Total
OMP1 7 0 0 0 0 0
OBIP1 5 0 0 0 0 0
OMP2 13 0 0 0 0 0
BIP2 10 0 0 0 0 0

OMP3 9 5(2272%) 3(1363%) 2(9,09%) 12 (54,54%) 22
BIP3 11 6(16,21%) 4(10,81%) 16 (4324%)a 9 (24,32%) 35

Dados expressos como média a — diferente de OMP3 (p<0,05) teste t de Student para

amostras independentes.

5.8 Analise de LPNs GST-P positivas dos animais eutanasiados na 102 semana (P1),
142semana (P2) e 182semana (P3)

Em relagdo as LPNs GST-P positivas, observou-se no grupo BIP1 menor (p<0,05)
ndmero e porcentagem da area do corte ocupada por LPNs em comparagdo ao grupo
OMP1. Niao houve diferenga (p>0,05) no tamanho médio das LPNs entre 0s grupos
OMP1 e BIP1 (Tabela 5). O grupo BIP2 apresentou menor (p<0,05) tamanho médio das
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LPNs e porcentagem da area do corte ocupada por LPNs quando comparado ao seu
respectivo controle OMP2 (Tabela 5). Nao foi observada diferencga estatistica (p=>0,05)
em relacdo ao nimero de LPNs entre os grupos OMP2 e BIP2. N&o foi observada
diferenca do ponto de vista estatistico (p=>0,05) quanto ao nimero, tamanho médio e
porcentagem da area do corte positiva para GST-P entre os grupos OMP3 e BIP3. A
marcarcdo positiva no ponte 3 compreendeu também regides de lesdes neoplésicas e ndo

apenas LPNs.

Tabela 5: Andlise morfométrica para marcacdo com GST-P, demonstrando nimero de
LPN por cm?, tamanho médio das LPNs (mm?) e porcentagem de area hepética ocupada
pelas mesmas no figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese
tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10% semana (P1), 14% semana (P2)

e 18 semana (P3).

NUmero de LPNs Tamanho médio % de area do corte
GST-P positivas de LPNs GST-P  ocupada por LPNs

Grupos (cm2) positivas (mm2)  GST-P positivas (%)
OMP1 45,74+8,99 0,051+0,013 2,7340,81
BIP1 13,655,142 0,018+0,08 0,45+0,22a
OMP2 123,47+2,53 0,52+0,16 61,02+1,03
BIP2 165,83+3,00 0,24+0,14b 35,59+1,43b
OMP3 101,94+17,54 0,78+0,14 65,78+6,98
BIP3 105,60+41,86 0,64+0,23 45,93+2,18

Dados expressos como média £ EPM; n: 5-7; a — diferente de OMP1 (p<0,05) teste t de
Student para amostras independentes e b- diferente de OMP2 (p<0,05) teste estatistico

ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Embora a Bl tenha demostrado efetiva agédo quimiopreventiva nas etapas iniciais
da hepatocarcinogénese (Ponto 1 e Ponto 2), no modelo adotado ndo foi possivel
comprovar o mesmo efeito na fase mais avancada do processo (Ponto 3). Por este motivo,

as andlises subsequentes que procuraram elucidar os mecanismos de acdo desse
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isoprendide, foram realizadas apenas nos pontos em que a Bl demonstrou sua eficacia

quimioprotetora, ou seja, nas etapas iniciais da hepatocarcinogénese (Ponto 1 e 2).

5.9 Avaliacéo da proliferacdo celular no figado dos animais eutanasiados na
102 semana (P1) e 142 semana (P2)

Nao foi observada diferenca (p>0,05) na proliferacao celular no surrounding e nas
LPNs entre grupos OMP1 e BIP1. No entanto, no ponto 2 houve menor (p<0,05) indice
de proliferacdo de células na fase S no interior das LPNs do grupo BIP2 em relagdo ao
seu controle OMP2. Observou-se ainda maior (p<0,05) proliferagdo celular nas LPNs
quando comparadas ao surrounding (S) no OMP2. De maneira semelhante, as LPNs do
grupo BIP2 também demonstraram maior (p<0,05) proliferagdo celular quando

comparadas ao surrounding (Figura 7).
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Figura 7: Quantificacdo do indice de proliferacdo celular marcadas com PCNA do
figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo
de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10* (P1) e 14? (P2) semana. Dados expressos
como média + EPM, n: 5-7; a- diferente de OMP2 S (surrounding) (p<0,05) teste t
de Student para amostras independentes, b- diferente de OMP2 PNL e c- diferente
de BIP2 S (surrounding) (p<0,05) teste estatistico ndo paramétrico de Mann-

Whitney.
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5.10 Avaliacdo da apoptose no figado dos animais eutanasiados na 102
semana (P1) e 142 semana (P2)

N&o foi observada diferenca (p>0,05) entre os indices apoptoticos dos grupos
BIP1 e BIP2 quando comparado aos seus respectivos controles grupos OMP1 e OMP2
(Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo do indice apoptotico do figado dos animais submetidos a modelo
de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10% (P1) e

142 (P2) semana. Dados expressos como média + EPM; n: 5-7.
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5.11 Anédlise de macréfagos no figado dos animais eutanasiados na 102
semana (P1) e 142 semana (P2)

Foi possivel observar menor (p<0,05) nimero de macrdéfagos positivos para
CD68+ (Anexo 5F) no grupo BIP1 quando comparado ao grupo OMP1. Em relagéo ao
ponto 2, ndo houve diferencas entre os grupos OMP2 e BIP2 (p>0,05) quanto ao nimero
de macréfagos CD68+ (Figura 9).

1200

1000 -

=)

S

(=)
1

600 - mOM

H BI
400 -

Células CD68+/mm?

200 -

Ponto 1 Ponto 2

Figura 9: Quantificagdo do nimero de células CD68+/mm? do figado dos animais
submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou -
ionona (BI) na 10% (P1) e 14? (P2) semana. Dados expressos como média + EPM, n:5-6;

a — diferente de OMPL1 (p<0,05) teste t de Student para amostras independentes.
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5.12 Analise de picrosirius no figado dos animais eutanasiados na 102 semana (P1),
142 semana (P2) e 182 semana (P2)

Embora néo tenha sido encontrada diferenca (p>0,05) entre grupos BIP1 e OMP1
em relagdo a porcentagem de area marcada para picrosirius no ponto 1, foi observado que
0 grupo BIP2 apresentou menor (p <0,05) porcentagem de &rea marcada em relagdo ao
seu respectivo controle OMP2 (Figura 10). No ponto 3, o grupo BIP3 também
demonstrou menor (p <0,05) porcentagem de area marcada por picorsirius quando

comparada ao grupo OMP3,

mOM
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Porcentagem de area marcada (%)
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Figura 10: Quantificagdo da area marcada por picrosirius do figado dos animais
submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou f-
ionona (BI) na 10% (P1) e 14? (P2) semana. Dados expressos como média + EPM, n: 5-6;
a — diferente de OMP2 (p<0,05), b-diferente de OMP3 teste t de Student para amostras
independentes.
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5.13 Analise de a — SMA no figado dos animais eutanasiados na 102 semana
(P1) e 142 semana (P2)

Embora ndo tenha sido observada diferenga (p>0,05) entre os grupos OMP1 e
BIP1 quanto a porcentagem de area marcada por o—SMA (Anexo 5C), no ponto 2 o grupo
BIP2 apresentou menor (p<0,05) porcentagem de area positiva para a—SMA quando
comparada ao seu controle OMP2 (Figura 11).
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Figura 11: Quantificacdo da porcentagem de area positiva para oo — Sma do figado dos
animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM)
ou B-ionona (BI) na 10% (P1) e 14% (P2) semana. Dados expressos como média + EPM,

n:5-6; a — diferente de OMP2 (p<0,05) teste t de Student para amostras independentes.

5.14 Zimografia do figado dos animais eutanasiados na 102 semana (P1) e 142 semana
(P2)

Foi possivel identificar as MMPs 2 e 9 e suas subunidades (Anexo 6). Observou-
se que o grupo BIP1 apresentou menor atividade da banda ativa da MMP-9 em relagéo
ao seu controle OMP1 (p<0,05). Em relagdo as MMPs 2 (pro e ativa) e a subunidade pro-
MMP9 ndo observou-se diferencas do ponto de vista estatistico (p>0,05) entre 0s grupos

OMP1 e BIP1 (Figura 12). Nao foram observadas diferencas (p>0,05) em relagdo as
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MMPs 9 (pro e ativa) e a subunidade MMP 2 ativa entre os grupos OMP2 e BIP2. No
entanto, houve uma diminuicdo (p<0,05) da pro MMP2 no grupo BIP2 quando
comparado ao grupo OMP2 (Figura 12).
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Figura 12: Densitometria da atividade proteolitica das MMP-2 (Pro e ativa) e MMP-9
(Pro e ativa) do figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados
com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 102 (P1) e 142 (P2) semana. Dados expressos
como meédia + EPM; n=4; a diferente de OMP2, b — diferente de OMP1 (p<0,05), teste t
Student para amostras independentes.
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5.15 Concentragdes hepaticas de hidroxiprolina dos animais eutanasiados na 142
semana (P2)

Foram observadas menores concentracdes de hidroxiprolina (p<0,05) no figado
dos animais do grupo BIP2 quando comparados aos dos animais do grupo OMP2 (Figura
13).
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Figura 13: Concentracdo hepatica de hidroxiprolina no figados dos animais submetidos a
modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 142
(P2) semana. Dados expressos como media = EPM; n=5; a — diferente de OMP2 (p<0,05)

teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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5. 16 Westen blot do figado dos animais eutanasiados na 10% semana (P1) e 142
semana (P2)

5.16.1 Quantificacdo da proteina p21

A concentracdo da proteina p21 nos animais do grupo BIP1 foi menor (p< 0,05)
do que a observada no grupo OMP1. Por outro lado, o grupo BIP2 apresentou maiores
(p<0,05) niveis desta proteina quando comparado ao seu respectivo controle OMP2
(Figura 14).
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Figura 14: Imagem representativa de western blot e densitometria de p21 e B-actina do
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figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com Gleo de
milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10% (P1) e 14? (P2) semana. Dados expressos como média
+ EPM; n=4-5; a — diferente de OMP1, b — diferente de OMP2 (p<0,05) teste estatistico ndo
paramétrico de Mann-Whitney.
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5.16.2 Quantificacdo da proteina p53

Nao foi observada diferenca (p=>0,05) na concentragdo da proteina p53 entre os
grupos BIP1 e OMP1, ou entre os grupos BIP2 e OMP2 (p>0,05) (Figura 15).
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Figura 15: Imagens representativas de western blot e densitometria de p53 e B-actina do
figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com éleo de milho
(OM) ou B-ionona (BI) na 10%(P1) e 14 (P2) semana. Dados expressos como média + EPM;
n=4-5.
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5.16.3 Quantificacdo da NFkB (p65)

Nao foi observada diferenga (p>0,05) na concentracdao da proteina NFxB (p65)
entre os grupos BIP1 e OMP1. De maneira semelhante ndo se observou diferenca do
ponto de vista estatistico (p>0,05) entre os grupos BIP2 e OMP2 quanto & concentragdo
desta proteina (Figura 16).
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Figura 16: Imagens representativas de western blot e densitometria de NFxB e 3-actina

oM Bl

do figado dos animais submetidos a modelo de hepatocarcinogénese tratados com 6leo
de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10* (P1) e 14% (P2) semana. Dados expressos como
média £ EPM; n=4-5.
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5.16.4 Quantificacdo de ERK (Total e fosoforilada)

Em relacdo as concentracBes das proteinas ERK total e pERK e da razéo
pPERK/ERK néo foi observada diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos OMPL1 e
BIP1. Néo foi observada diferenca (p>0,05) entre as concentracdes da proteina pERK e
a razéo pERK/ERK entre os grupos OMP2 e BIP2 No entanto a ERK total apresentou
menores concentracdes desta proteina no grupo BIP2 comparada ao grupo OMP2, embora

essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante (p=0,056) (Figura 17).
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Figura 17: Imagens representativas de western blot e densitometria de ERK, pERK, da

razdo pERK/ERK e f-actina do figado dos animais submetidos a modelo de

hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10% (P1) e 142

(P2) semana. Dados expressos como média + EPM; n=4-5.
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5.16.5 Quantificacdo de PTEN (Total e fosoforilada)

Em relacdo a PTEN total, pPTEN e a razdo pPTEN/PTEN nédo se observou
diferenga (p>0,05) entre os grupos OMP1 e BIP1, e entre os grupos OMP2 e BIP2

(Figura 18).
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Figura 18: Imagens representativas de western blot e densitometria de PTEN, pPTEN, da

razdo pPTEN/PTEN e p-actina do figados dos animais submetidos a modelo de

hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) nas 10% (P1) e 142

(P2) semanas. Dados expressos como média + EPM; n=4-5.
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5.16.6 Quantificacdo de AKT (Total e fosoforilada)

Naio foi observada diferenca (p>0,05) em relagédo a expresséo a nivel proteico de
AKT total, pAKT e a razdo pAKT/AKT entre os grupos BIP1 e OMP1. De maneira
semelhante ndo se observou diferenga do ponto de vista estatistico (p>0,05) entre o0s
grupos BIP2 e OMP2 quanto a AKT total, pAKT e a razdo pAKT/AKT (Figura 19).

Ponto 1 (102semana) Ponto 2 (142semana)
oM BI OoM Bl
PAKT wawe o wa wows G wo— PAKT e D oo s O
B-ACHNE o o — — P-acting s - - — S —

AKT S S e e S e AKT I S S —

B-Cting oy e s — - — B-ACTNG e —— — — —
3,5 1,6
g =
3 X
0 Z 3 0 < 1,4
s~ =B
5 225 £ET12
- 285
- -
55 2 8% '
= o mOM T & 5 og
T ® g 2a 30
lg':'gl,S mBI 0T T
@ o2 iE :-30:5
$TE 1 03T T
gz 2 52 304
85 o5 35
-
s 3 0,2
0 0
pAKt Akt pAkt/Akt pAKt Akt PAkt/Akt

Figura 19: Imagens representativas de western blot e densitometria de AKT, pAKT, da
razdo pAKT/AKT e p-actina do figado dos animais submetidos a modelo de
hepatocarcinogénese tratados com 6leo de milho (OM) ou B-ionona (BI) na 10* (P1) e 142

(P2) semana. Dados expressos como média + EPM; n=4-5.
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6. Discussao

Doencas hepaticas cronicas sdo responsaveis por cerca de 2 milhdes de mortes por
ano no mundo. Essas doencas, de modo geral, apresentam fibrose hepatica considerada
um dos principais fatores de riscos para o HCC (O'rourke et al., 2018, Asrani et al., 2019).
Na literatura, diversos CBAs, como o resveratrol, 0mega 3, epigalocatequina galato e
cafeina (Furtado et al., 2014; Weiskirchen, 2015; Romualdo et al., 2019), demonstraram
atuar no desenvolvimento do processo fibrotico/cirrético. No entanto, até o presente nao
foram identificados estudos que avaliaram o efeito de isoprendides na fibrose, e na
hepatocarcinogénese a ela associada.

No presente trabalho utilizou-se 0 modelo de hepatocarcinogénese experimental
em ratos adaptado de Schiffer e colaboradores (2005). O protocolo aqui proposto
compreendia inicialmente um total de 24 semanas e 18 doses do carcindgeno (DEN).
Entretanto, apos a administracdo da 142 dose observou-se grande mortalidade nos animais
do grupo OMP3 (n=6). Assim, optou-se por interromper a administragédo da DEN na 162
semana e adiantar a eutanasia dos animais para a 182 semana, ap6s um periodo de washout
de 2 semanas.

Neste estudo observou-se incidéncia de 100% de nddulos macroscopicos no
figado dos animais dos grupos OM e BI, nos pontos 2 e 3. O numero total de ndédulos foi
menor no grupo Bl no ponto 2, sugerindo um efeito protetor do isoprendide nesta fase do
processo. No entanto, este efeito ndo foi observado no ponto 3, em que a
hepatocarcinogénese estd mais avancada (fase neoplasica).

As células neoplasicas consomem, de modo geral, maior quantidade de glicose
quando comparadas as células normais de tecidos adjacentes. O analogo da glicose, 18F-
FDG, é um indicador da utilizagdo de glicose nas células que permite o diagnéstico de
lesbes neoplasicas com grande especifidade (Park et al., 2015). Aqui, ndo foram
observadas diferencas em relacdo ao numero de neoplasias identificadas pelo
imageamento por 18F-FDG entre os grupos OM e Bl no ponto 3, o que esta de acordo
com a analise de nddulos macroscépicos.

Na microscopia, a Bl demonstrou atividade quimiopreventiva ao reduzir as LPNs
nos pontos 1 e 2. Esses dados corroboram estudos prévios do grupo em que o tratamento
com BI reduziu o nimero e o tamanho de LPNs nas fases de iniciacdo/promocéo (De

Moura Espindola et al., 2005; Miranda et al., 2019) e de selecdo/promoc¢do da

66



hepatocarcinogénese (Cardozo et al., 2011). Deste modo, esse isoprendide demonstrou
atividade quimiopreventiva mesmo em um contexto de fibrose em fases precoces da
carcinogénese hepatica (ponto 1 e 2). No entanto, ndo foi observada alteracdo em relagdo
ao numero ou tamanho das LPNs em fase mais avancada da hepatocarcinogénese (ponto
3). Este dado esta de acordo com a analise de incidéncia de neoplasias na qual ndo houve
diferengas entre os grupos OMP3 e BIP3. Ainda que ndo tenha sido possivel determinar
por meio deste estudo, o efeito protetor da Bl em relacéo a incidéncia de neoplasias, foi
possivel verificar que o isoprenodide aumentou a incidéncia de HCC low e diminuiu a de
HCC high. Isto sugere que esse CBA tenha inibido células tumorais mais agressivas,
atenuando o desenvolvimento do HCC. Além disso, no ponto 3 observou-se menor
mortalidade dos animais do grupo BIP3, sugerindo um efeito protetor deste isoprendide.
Assim, analises de marcadores de mau prognostico poderiam elucidar o efeito da Bl em
etapa mais avancada da hepatocarcinogénese.

Neste trabalho, a Bl reduziu a proliferagdo celular no grupo BIP2 em relagéo a
controle OMP2. Alguns dos possiveis alvos da Bl na inibi¢do da proliferacdo poderiam
envolver as vias da PIBK/AKT e MAPK/ERK. Essas estdo relacionadas com o
crescimento e proliferacdo celular e se encontram desreguladas no HCC (Burotto et al.,
2014; Terracciano et al., 2019). No estudo de Liu e colaboradores (2012), a Bl reduziu
os niveis de pAKT em células SGC-7901 de adenocarcinoma géstrico (Liu et al., 2013).
Contudo, ndo foi observado no presente tabalho modulacéo desta proteina pela Bl. Além
disso, ndo foram observadas alteracbes quanto as concentracGes das proteinas PTEN
(regulador negativo de AKT) e ERK, sugerindo que a modulacdo da proliferacéo celular
aqui observada ocorra por outros mecanismos que nao pela modulacdo destas proteinas.

Assim, procurou-se avaliar a proteina p21 que atua na transi¢do da fase G1 para S
no ciclo celular (Galanos et al., 2016) inibindo sua progresséo e diminuindo o crescimento
(Zhang et al., 2009). No presente estudo, a Bl reduziu as concentragdes hepaticas de
proteina p21 dos animais eutanasiados no ponto 1 e aumentou as concentracfes desta
proteina no figado dos animais no ponto 2. E possivel que os diferentes efeitos da Bl
observados em relagdo a proteina, sejam consequéncia da etapa da hepatocarcinogénese
na qual esses animais se encontravam.

Em modelos de HCC induzido por DEN ocorre o dano no DNA, a liberacao de
ROS e a morte de hepatdcitos (Shang et al., 2018). Na tentativa de reparar os danos e
repor os hepatdcitos perdidos, ocorre a ativagdo da proliferacdo celular de células
envolvidas na cicatrizagdo (miofibroblastos), bem como de células ovais que podem se
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diferenciar em novas células hepaticas atuando na regeneracdo do 6rgdo (Xiang et al.,
2012). Nesse sentido a inibicdo da p21 no ponto 1, poderia estar correlacionada ao
aumento da proliferacdo celular na tentativa de reestabelecer a homeostase do figado.

No ponto 2, porém, o processo fibrotico ja estava bem estabelecido e a
carcinogénese mais avancada. Segundo estudo de Park e colaboradores (2009), a
administracdo de DEN em ratos Wistar 2x/semana durante por 12 semanas resultou em
maiores concentracdes de p21. O estudo também demonstrou que a maior concentragao
de p21 se manteve mesmo apds 10 semanas de interrupcdo da DEN e estava relacionada
a progressao neoplasica (Park et al., 2009). Deste modo, a inibicdo de p21 pela Bl no
ponto 2 representaria um efeito protetor da hepatocarcinogénese nestes animais. Porém,
outras proteinas estdo envolvidas na progressdo do ciclo celular, como as ciclinas (A, B,
D e E), ciclinas dependentes de quinase (CDKSs), além de reguladoras do ciclo como as
proteinas p53, p27 e p16 (Otto e Sicinski, 2017). No presente estudo, quando avaliou-se
a concentracdo da p53, este isoprendide ndo alterou os niveis da mesma em extratos de
proteina total. No entanto, sabe-se que a p53 se acumula no nucleo, onde pode regular os
seus alvos de transcricdo para induzir eventos como apoptose e parada do ciclo celular
(Meng et al., 2014; Galanos et al., 2016). Assim, outras analises, como a avaliacdo da
p53 nuclear, poderiam determinar a acdo deste isoprendide na proliferacdo celular.

A BI apresenta ainda a capacidade de induzir a apoptose em modelos in vitro. No
entanto, estudos prévios do grupo esse isoprendide ndo atuou na apoptose em modelos in
vivo (Cardozo et al., 2011; Scolastici et al., 2014; Miranda et al., 2019). No presente
estudo, ndo houve diferenca no indice apoptético do grupo Bl em relacdo ao grupo OM
nas LPNs em nenhum dos pontos avaliados (pontos 1 e 2), corroborando dados da
literatura.

O protocolo aqui utilizado possibilitou a observacdo do processo fibrotico em
diversos graus e, de maneira inédita na literatura, demonstrou que a Bl inibe o
desenvolvimento da fibrose hepatica em diferentes estagios da hepatocarcinogénese
(pontos 1, 2 e 3). Na injuria hepatica ocorre ativacdo das CHE resultando na
transdiferenciacdo destas em miofibroblastos (Zhou et al., 2014), que tém papel
fundamental na resposta ao dano e caracterizam-se pela expressdo diferenciada de
proteinas da MEC como colageno e a-SMA (He et al., 2015). Assim, a acdo inibitdria da
Bl no desenvolvimento da fibrose pode estar relacionada a sua capacidade de reduzir a
concentracdo hepatica de coldgeno, evidenciadas neste estudo pela reducdo da
porcentagem de area marcada por picrosirus (pontos 1, 2) bem como pela diminuicéo das
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concentracdes de hidroxiprolina (P2). No estudo de Wu e colaboradores (2010)
camundongos induzidos a fibrose por tioacetamida e tratados com extrato de Ganoderma
lucidum por quatro semanas também apresentaram reduzidas concentra¢fes hepéticas de
hidroxiprolina e de colageno (Wu et al., 2010). Essas alteracdes podem ser decorrentes
de um efeito inibitério na ativacdo das CHE e, consequentemente, na deposicao de
componentes de MEC. Além disso, a Bl reduziu a porcentagem de éarea positiva para a-
SMA, sugerindo outro possivel mecanismo de ac¢do do isoprendide no desenvolvimento
desta afeccéo.

As MMPs sdo proteinas envolvidas na degradacdo dos componentes da MEC
levando a restituicdo do parénquima hepatico apds o dano (Duarte et al., 2015). As MMP2
e MMP9 sdo gelatinases que utilizam como substrato o colageno desnaturado (gelatina),
além de colageno dos tipos 1V, V e VII (Tsukada et al., 2006). No processo fibrético a
MMP-2 esta constantemente expressa em miofibroblastos e parece desempenhar um
papel profibrogénico (limuro e Brenner, 2008). A MMP-9 esta associada a reducéo da
atividade inflamatdria em doencas hepaticas cronicas, aléem de participar da ativacéo das
CHE (Hemmann et al., 2007), da progressao tumoral, invasdo, metastase e angiogénese
(Roeb, 2018). Nesse sentido, a reducdo dessas MMPs poderia representar um possivel
alvo na prevencao da fibrose e, consequentemente, da carcinogénese hepatica.

O estudo de Huang e colaboradores (2012) demonstrou que o tratamento com BI
resultou na reducdo da atividade das MMP-2 e MMP-9 em células SK-Hep-1 de
hepatocarcinoma metastatico humano (Huang et al., 2012). No entanto, no presente
trabalho a Bl foi capaz de reduzir apenas as subunidades MMP-9 ativa no P1 e a pro-
MMP-2 no P2, ndo sendo observada, portanto, uma clara modulagéo durante a progressao
da fibrose. Assim, embora a Bl tenha modulado a ativacdo de subunidades de MMP-2 e
MMP-9, sdo necessérias analises complementares, como a avaliacdo da atividade das
colagenases, para definir o papel deste isoprendide nas endopeptidades em diferentes
etapas da fibrose hepatica.

Outro mecanismo que poderia explicar o efeito da Bl na fibrose seria sua
capacidade de modular o processo inflamatério. Em estudo prévio do grupo a Bl reduziu
0 namero de focos inflamatdrios quando administrada em ratos Wistar submetidos ao
modelo do RH associado a DHGNA (Miranda et al., 2019). Além disso, esse isoprendide
reduziu as concentracfes da proteina p65, uma das proteinas que compde o fator de
transcricdo NF«xB, em pLPN de ratos Wistar submetidos ao modelo do RH (Scolastici et

al., 2014). No entanto, aqui ndo observou-se modulacdo da proteina p65 pela Bl nas
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etapas avaliadas (pontos 1 e 2). Essa divergéncia poderia ser explicada pelas diferentes
doses de DEN administradas.

No trabalho de Scolastici e colaboradores apenas uma dose de DEN foi utilizada
na inducdo da carcinogénese (Scolastici et al., 2014), no entanto, no presente estudo a
administracdo do carcindgeno foi cronica, o0 que resultou em maior dano hepatico e,
possivelmente, em um microambiente mais inflamatério. Isto sugere que o efeito da BI
na modulacdo da p65 seja observado em microambientes de menor dano hepético e
inflamacdo. Assim, a acdo da Bl no processo fibrotico pode estar relacionado a outros
mecanismos que ndo pela modulacao da p65.

O dano hepético promove ainda a ativacdao de células do sistema imunoldgico
como as células de Kupffer (macréfagos) que podem atuar na inflamacdo, na promocéo
e manutencdo do processo fibrotico, bem como na degradacdo do coladgeno na fase de
resolucdo (Li, H. et al., 2016). Além disso, seu fendtipo, é altamente influenciado pelos
sinais do microambiente (Beljaars et al., 2014). A ativacdo dos macréfagos inclui as vias
classica e alternativa, que irdo gerar macréfagos dos tipos M1 e M2, respectivamente, que
sdo positivos para CD68 (Li, H. et al., 2016). No presente trabalho a Bl reduziu 0 nimero
de células positivas para CD68 no ponto 1, no entanto, no ponto 2 esse marcador ndo se
mostrou diferente entre os grupos OM e Bl. Deste modo, sugere-se que a Bl possa atuar
inibindo a ativacdo de macréfagos na fase inicial do processo fibrético. Porém, para
confirmar essa hipOtese € necessdria uma avaliagdo mais profunda do processo
inflamatdrio hepético visando esclarecer mecanismos envolvidos na progressdo da
fibrose.

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que a Bl apresenta
efeito inibitério no desenvolvimento da fibrose hepatica, atuando principalmente na
reducdo das concentragdes de colageno e a-SMA no figado. Além disso, mesmo em
modelo de hepatocarcinogénese associado a fibrose esse isoprenodide demonstrou efeito
quimiopreventivo nas etapas iniciais da carcinogénese hepética, atuando no nimero e
tamanho de LPNs e inibindo a proliferacdo celular. A Bl parece também selecionar as
células neoplasicas por reduzir a incidéncia de HCC high, sugerindo que este CBA possa
atuar na agressividade tumoral. Contudo, sdo necessarias analises complementares que
elucidem mecanismos pelos quais o isoprendide atua na hepatocarcinogénese associada

a fibrose.
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Anexo 1 —Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comiss3o de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUAFCF 87.2015-P507

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de Sédo Paulo,
CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “‘Eventual efeito
quimiopreventivo da Beta-lonona na hepatocarcinogénese
associada a cirrose hepatica” (Protocolo CEUAIFCF/507), de
responsabilidade do(a) pesguisador(a) Mayara Lilian Paulino
Miranda, sob orientagdo do(a) Prof. Dr. Fernando Salvador Moreno,
esta de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal (CONCEA) e foi APROVADO em reunido de
18 de setembro de 2015. Conforme a legislacdo vigente, devera ser
apresentado, no encerramento deste Projeto de Pesquisa, ©
respectivo relatério final

Séao Paulo, 17 de novembro de 20 f5.

Prof. Dr. Joilsofrdé Oliveira Martins
Cooraenaac( a CEUA/FCFIUSP
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Anexo 2 — Imagens representativas do figado dos animais eutanasiados na 102 semana
(P1), 142 semana (P2) e 182 semana (P3) e de neoplasias identificadas por 18F-FDG

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
(10 semanas) (14 semanas) (18 semanas)

Grupo OM : ‘. Grupo BI

Anexo 2: Imagens macroscopicas representativas dos figados de animais dos grupos OM e Bl
eutanasiados na 102, 142 e 18? semanas (28-F). Imagens representativas (2G-H) da quantificacdo
do namero de neoplasias identificadas por 18F-FDG PET no figado dos animais eutanasiados na

18% semana dos grupos OM e BI.
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Anexo 3 — Imagens representativas do grau de fib

Anexo 3- Imagens representativas de cortes histolégicos de figado corado pela HE de do figado
de animais dos grupos OMP1(A), BIP1(B), OMP2 (C) e BIP2 (D), OMP3 (E) e BIP3(F),
(objetiva 20x).




Anexo 4 — Imagens representativas de ADH, CCA e HCC (low e high)

Anexo 4: Imagens representativas de cortes histologicos de figado corado pela H&E 4A-
Adenoma hepatocelular (objetiva 4x); 4B- Colangioma (objetiva 40x). Imagens representativas
de Carcinoma hepatocelular (HCC) de baixo 4C (objetiva 20x) e 4D (objetiva 40x); e HCC de
alto grau baixo 4E (objetiva 20x) e 4F (objetiva 40x).
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Anexo 5 — Imagens representativas de GST-P, Apoptose, PCNA, Picrosirius, CD68+ e a- SMA.
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Anexo 5: Imagens microscopicas representativas de: 5A- marcacao para GST-P (Objetiva 40x); 5B— hepatécito em apoptose (Objetiva
40x); 5C- marcagdo para a. — SMA (Objetiva 20x); 5D- marcacdo para picrosirius (Objetiva 20x); 5E- dupla marcacdo GST-P e PCNA

(Objetiva 20x); 5F- marcacao para CD68+ (Objetiva 20x).
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Anexo 6 — Imagens representativas de gel de zimografia.

OMP1 BIP1

<€ Complexos MMPs+TIMPs

<« Pro-MMP9 (92 kDa)
€= MMP9 ativa (81 kDa)

<« Pro-MMP2 (72 kDa)
<€-MMP2 ativa (57 kDa)

OMP2 BIP2

<€ Complexos MMPs+TIMPs

<« Pro-MMP9 (92 kDa)
€= MMP9 ativa (81 kDa)
& Pro-MMP2 (72 kDa)

<€— MMP2 ativa (57 kDa)

Anexo 4: Imagens representativas de géis de zimografia identificadas as MMPs 2 e 9 e

suas subunidades.
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Anexo 8 - Curriculo Lattes

Endereco Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias
Profissional: Farmacéuticas.
Avenida Professor Lineu Prestes
Butanta CEP:05508000 - Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone: (11) 30913630
Endereco mayaralpm@usp.br
eletronico: mlpmiranda@gmail.com

Formacéao académica/titulacdo

2015-2019 Doutorado em Alimentos e Nutricao Experimental.

Universidade de Sao Paulo, FCF-USP, Brasil

Titulo: Eventual efeito quimiopreventivo da Beta-ionona na
hepatocarcinogénense associada a cirrose hepatica

Orientador: Fernando Salvador Moreno

Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior

2013 - 2015 Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Eventual efeito quimiopreventivo da p-ionona na
hepatocarcinogénese associada ao desenvolvimento de
esteatohepatite ndo alcdolica em ratos Wistar, Ano de obtengao:
2015

Orientador: Fernando Salvador Moreno

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico

2009 - 2012 Graduagao em Nutrigao.

Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil
Titulo: Indugdo da apoptose em xenoenxerto tumoral de células
de melanoma em camundongos por meio da suplementacao de
oleo de peixe

Orientador: Maria Carolina Santos Mendes
http://lattes.cnpq.br/81855570
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Formacéo complementar

2018 - 2018 Short Course Next Generation Sequencing in diagnostics.
(Carga horaria: 35h). Centro de Pesquisa sobre o Genoma
Humano e Células-Tronco, CEGH-CEL, Brasil

2018 - 2018  Curso de curta duragao em Nutrigenetics, Nutrigenomics and
Precision Nutrition Short Course. (Carga horaria: 40h). University
of North Carolina, Charlotte, UNC, Estados Unidos

2016 - 2016 Extensdao Universitaria em Obesidade e Diabetes:
Fisiopatologia e Sinalizagdo Celular. (Carga horaria: 40h).
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil

2014 - 2014 Biologia Molecular da Transformacao Maligna. (Carga
horaria: 210h).
Instituto de Quimica - Universidades de Sao Paulo, IQ - USP,
Brasil

2012 - 2012  Curso de curta duracao em Treinamento em Biosseguranca.
(Carga horaria: 4h). Universidade Estadual de Campinas,
UNICAMP, Campinas, Brasil

2010 - 2010 Curso de curta duracdao em Nutricao Clinica 1: Triagem e
Avaliacdo do Estads. (Carga horaria: 3h).  Mega Evento
Nutricdao, MEN, Brasil

Atuacao profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao
Paulo FCF/USP

Vinculo institucional

2015 — Atual Vinculo:  Bolsista, Enquadramento  funcional:
Doutoranda, Regime: Dedicagao exclusiva

Atividades

07/2018 - 11/2018 Aperfeicoamento

Especificacao:

Programa de Aperfeicoamento Didatico - Disciplina de
Bromatologia e Tecnologia de Alimentos - FCF/USP
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02/2016 - 07/2016 Aperfeicoamento
Especificacdo:
Programa de Aperfeicoamento Didatico - Disciplina Nutricdo
Humana - FCF/USP

2. Universidade Municipal de Sao Caetano do Sul - USCS
Vinculo institucional

2019 - 2019 Vinculo:  Professor Visitante, = Enquadramento
funcional: Professora convidada, Regime: Parcial
Outras informag0es:

Pos Graduagdo Alimentos Funcionais Aplicados a Clinica, Esporte e

Nutrigendmica Modulo: Nutrigendmica Aplicada a Pratica Clinica I e II

2018 - 2018 Vinculo:  Professor Visitante, = Enquadramento
funcional: Professora Convidada, Regime: Parcial
Outras informacgoes:

Pos Graduagdo Alimentos Funcionais Aplicados a Clinica, Esporte e

Nutrigendmica Modulo: Nutrigendmica Aplicada a Pratica Clinica I e II

Areas de atuacdo
1. Nutricdo

2. Nutrigendmica
3. Bioquimica da Nutricdo

Prémios e titulos

2017 Mengado honrosa, XXII Semana Farmacéutica de Ciéncias e
Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ USP

2012 40 PREMIO LINDL’-\ JORGE KALII_~ BUSSADORI PARA
ESTUDANTES DE GRADUACAO EM NUTRICAO EXPERIMENTAL,
Conselho Regional de Nutricao 3@ Regiao SP-MS

94



Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periodicos

1. MIRANDA, M. L. P.; KAMIJI, M. M.; TOREZZAN, C.: MORAES, A.
E. A. Avaliacao antropométrica e andlise do consumo alimentar de
universitarios da Faculdade de Ciéncias Aplicadas — UNICAMP. Revista
Seguranca Alimentar e Nutricional. v.21, p.461 - 468, 2014.

2. HEIDOR, R.; FURTADO, K. S.; ORTEGA, J. F.; OLIVEIRA, T. F.;
TAVARES, P. E. L. M.; VIERA, A.; MIRANDA, M. L. P.; PURGATTO,
E.; MORENO, F. S. The chemopreventive activity of the histone
deacetylase inhibitor tributyrin in colon carcinogenesis involves the
induction of apoptosis and reduction of DNA damage. Toxicology and
Applied Pharmacology. v.276, p.129 - 135, 2014.

Artigos aceitos para publicacao

1. MIRANDA, MAYARA LILIAN PAULINO; FURTADO, KELLY
SILVA; DE OLIVEIRA ANDRADE, FABIA; HEIDOR, RENATO; DA CRUZ,
RAQUEL SANTANA; NOGUEIRA, MARINA SAYURI; DE CASTRO, INAR
ALVES; PURGATTO, EDUARDO; BARBISAN, LUIS FERNANDO;
MORENO, FERNANDO SALVADOR B-ionone inhibits nonalcoholic fatty
liver disease and its association with hepatocarcinogenesis in male
Wistar rats. CHEMICO-BIOLOGICAL INTERACTIONS, 2019.

2. ANDRADE, FABIA DE OLIVEIRA; FURTADO, KELLY SILVA; HEIDOR,
RENATO; SANDRI, SILVANA; HEBEDA, CRISTINA BICHELS;
MIRANDA, MAYARA LILIAN PAULINO; FERNANDES, LAURA
HELENA GASPARINI; YAMAMOTO, ROBERTO CARVALHO; HORST,
MARIA ADERUZA; FARSKY, SANDRA HELENA POLISELLI; MORENO,
FERNANDO SALVADOR Antiangiogenic effects of the chemopreventive
agent tributyrin, a butyric acid prodrug, during the promotion phase
of hepatocarcinogenesis. CARCINOGENESIS, 2018.

Capitulos de livros publicados

1. MIRANDA, M. L. P.; FURTADO, K. S.; MORENO, F. S.Vitamina A
e B-Caroteno In: As vitaminas e suas interacoes com o0 genoma
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humano. International Life Sciences Institute-ILSI, 2014, v.1, p. 11-
22.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. MENDES, M. C. S.; PIMENTEL, G. D.; PAULINO, D. S. M.;
MIRANDA, M. L. P.; CAMARGO, J. A.; QUARESMO, P. G.; ROPPELE,
E. R.; SAAD, M. J. A,; CARVALHEIRA, J]. B. C. Fish Qil reduces
inflammation and induces apoptosis in mice xenografted murine
melanoma cell line In: 34th ESPEN Congress, 2012, Barcelona.
Clinical Nutrition Supplements, 2012. v.7. p.154 - 154

Apresentacao de trabalho e palestra

1. Miranda, Mayara Lilian Paulino Efeito quimiopreventivo da 8-
ionona na hepatocarcinogénese associada a fibrose hepatica, CONAN-
2019. (Apresentacao de Trabalho)

2 Miranda, Mayara Lilian Paulino Alimentos e nutrientes:
Dialogando com nossos genes, FCF/USP-2018. (Palestra)

3. Miranda, Mayara Lilian Paulino Conceitos basicos em
Nutrigendmica e Nutrigenética, FCM/UNICAMP-2018. (Palestra)

4. Miranda, Mayara Lilian Paulino Introducdo ao Cancer,
FCA/UNICAMP-2018. (Palestra)

5. Miranda, Mayara Lilian Paulino Conceitos basicos em
nutrigenémica e nutrigenética, FCM/UNICAMP-2017. (Palestra)

6. Miranda, Mayara Lilian Paulino. I Congresso Nacional de
Nutrigao, SaNL'lde e Sustentabilidade - I CONNUTSS; V SENUT; III FEIRA
DE NUTRICAO - II FENUT, UFPI - 2016. (Palestra)

7. Miranda, Mayara Lilian Paulino. Implicacbes da Vitamina A e
Beta- Caroteno no genoma humano, GANEPAO-2016. (Palestra)

8. MIRANDA, M. L. P.; FURTADO, K. S.; HEIDOR, R.; NOGUEIRA, M.
S., CASTRO, I. A.; BARBISAN, L. F., MORENO, F. S.
CHEMOPREVENTIVE EFFECT OF BETA-IONONE IN
HEPATOCARCINOGENESIS ASSOCIATED OF NOT TO THE
DEVELOPMENT OF NON-ALCOHOLIC STEATOHEPATITIS IN WISTAR
RATS, 2014. (Apresentacao de Trabalho)

9. Miranda, Mayara Lilian Paulino. Hepatocarcinogénese
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modulada por carotendides, FCA/UNICAMP-2014. (Palestra)

10. Miranda, Mayara Lilian Paulino. Nutricao na Pesquisa do
Cancer, FCA/UNCAMP-2014. (Palestra)

11. MIRANDA, M. L. P.; SILVA, M. D.; VIDAL, J. A.; MORAES, A. E. A.
PERFIL ANTROPOMETRICO E AVALIACAAO DO CONSUMO ALIMENTAR
DE ALUNOS DA FACULDADE DE CIENCIAS APLICADAS/UNICAMP,
2011. (Apresentacao de Trabalho)

12. MIRANDA, M. L. P.; LANA, C. C.; FANTE, T.; BORIN, J. P.;
MORAES, A. E. A. PERFIL ANTROPOMETRICO DOS ALUNOS DA
FACULDADE DE CIENCIAS APLICADAS/UNICAMP, 2010.
(Apresentacao de Trabalho)

Participacao em eventos

1. Avangos em nutricdo: Nutricao Clinica e Epidemiologia Nutricional,
2012. (Simposio)

2. Modelos de Assisténcia Nutricional Hospitalar no Século XXI, 2012.
(Simpaésio)

3. Férum de Obesidade e Diabetes, 2011. (Simpdsio)
4. I Simposio Académico de Diabetes Mellitus, 2011. (Simposio)

5. IV Congresso de Mineiro de Alimentagao e Nutricao e do I Congresso
Nacional de Alimentos e Nutricao, 2011. (Congresso)

6.XIX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP, 2011.
(Congresso).

7. 39 Simpdsio sobre Obesidade na Infancia e Adolescéncia do HC-USP
Faculdade de Medicina e Liga e Obesidade Infantil, 2010. (Simpésio)

8. Mega Evento em nutricao 2010. (Congresso)

9. V Jornada de Nutricao e Metabolismo realizada pelo curso de Nutricao
e Metabolismos da Faculdade de Medicina de Riberao Preto FMRP-
USP, 2010. (Congresso)

10. XVIII Congresso Interno de Iniciacao Cientifica da UNICAMP, 2010.
(Congresso)
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11. Coma para Alimentar seus Genes: uma abordagem personalizada
da nutrigenémica, 2009. (Simpadsio)

12. IV Congresso de Nutricao da Faculdade de Nutricdo de Riberao
Preto, 2009. (Congresso)

13. IV Jornada de Nutricdo e Metabolismo realizada pelo curso de

Nutricao e Metabolismo da Faculdade de Medicina de Riberao Preto
FMRP-USP, 2009. (Congresso)
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