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RESUMO

Estudos epidemiologicos revelam que o consumo regular de soja

reduz ou suprime o cancer de mama, sendo esse fato associado a

presenga de isoflavonas, fitoestrogenos contidos nesses graos.

Atribui-se ao estrogénio a facilitagdo do crescimento de neopla -
sias mamarias humanas e, por conseqiiéncia, o uso do fitoestro -
génio vem se mostrando uma terapia alternativa ao uso de estro -
génio. Neste estudo, avaliou-se a agdo das isoflavonas sobre o

crescimento do tumor de Ehrlich baseando-se nas determinagoes

de peso, area e proliferagdo celular. Para tanto, administrou-se

uma suspensao de isoflavona, via intraperitoneal, na dose de 20

mg/kg de peso, por 20 dias. Constatou-se que o tratamento com

isoflavona é capaz de interferir no ciclo de divisdo celular, pois o

numero de figuras de mitose foi significativamente reduzido no

grupo tratado. O peso e as dimensdes da massa tumoral ndo apre -
sentaram diferengas significativas entre os grupos, fato que mere -
ce investigado futura.
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Dentre as neoplasias mais freqiientes na espécie humana, des-
tacam-se os tumores mamarios, como o adenocarcinoma mamario.
O crescimento desses tumores ¢ influenciado por estrogenos, cuja
fungdo ¢ a indugao de mitoses em células iniciadas (EHRLICH, P,;
APLANT, H., 1905; LEE, D. S. et al., 2001).

Ha evidéncias de que esse hormoénio feminino interfira na
expressao do gene bcl-23, que controla o processo de apoptose. Sabe-
se que, em cé¢lulas tumorais, a apoptose ou morte celular programada
geneticamente ¢ atrasada e que a concentragdo do estrogénio ¢ res-
ponsavel pelo crescimento tumoral (CUEVAS, J.; SIRBASKU, D.,
2000; SUH, K. S., 2003).

Assim, o uso do estrogénio em terapias de reposi¢ao hormo-
nal passou a ser questionado. Um grande avango nessa area foi a
obtenc¢dao de um componente natural da soja: a genisteina, uma iso-
flavona agonista do estrogénio, que passou a ser utilizada em tera-
pias de reposicdo hormonal com sucesso, sem apresentar os efeitos
colaterais associados ao estrogénio (MESSINA, M. J. et al., 1994).

Estudos com esse flavondide revelaram seu efeito antitumo-
ral, quando associado a anticorpos especificos, no tratamento de
leucemia linfoide (UPADHYAY, S. et al., 2001). O emprego da
genisteina, em associacdo com droga antineoplasica, melhora a taxa
de maturacdo celular e inibe a proliferagao das células leucémicas
(LOWENTHAL, H.; JAHN, G., 1932).

Em estudos envolvendo tumores, cujo crescimento ¢ influen-
ciado por hormdnios, como os tumores mamarios e o de prostata,
a genisteina apresentou importante efeito quimiopreventivo (THIS
et al., 2001).

Seu uso também se mostrou capaz de reduzir a incidéncia de
metastases em tumores em fases avangadas (SHAO, Z. M. et al.,
1998). Em neoplasia de bexiga, o tratamento com isoflavona
demonstrou-se efetivo por meio de uma combinagao de efeitos dire-
tos nas células tumorais e efeitos indiretos na angiogénese do tumor
(ZAVA, D. T.; DUWE, G., 1997).

O mecanismo de agdo da genisteina esta relacionado a sua afi-
nidade pelo receptor b no epitélio glandular mamadrio, enquanto o
estrogénio se liga a dois tipos de receptores — a e b —, e tal mecanis-
mo de agdo pode levar a prote¢ao do cancer de mama devido a agao
na proliferagdo e diferenciacdo que exerce na glandula mamaria
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(CONTRONEDO et al., 2002). Acredita-se que a genisteina reduz os
niveis de hormonio ovariano circulante em mulheres na pré-meno-
pausa. A diminui¢ao dos niveis desses hormonios € capaz de reduzir
a proliferagdo das células da mama e de reduzir o risco de cancer de
mama (MAZZUR, W.; ADLERCREUTZ, H., 1998).

Neste estudo, avaliamos o efeito das isoflavonas no crescimen-
to do tumor sélido de Ehrlich (GOODMAN, G. et al., 1996; LU, L. et
al., 2000), tumor murino, originalmente mamario, transplantado com
sucesso para o tecido subcutaneo.

Foram utilizados camundongos sui¢os, machos, com idade
entre 30 e 45 dias, procedentes do biotério da Universidade do
Sagrado Coragdo, Bauru.

Ap6s ter sido empregado o tumor de Ehrlich, as células neo-
plasicas foram mantidas in vivo por repiques semanais nos camun-
dongos, para o implante de 107 células tumorais nos camundongos
pela via subcutanea. Na obtencdo de indculos para implante do
tumor, o fluido ascitico foi retirado, por puncao, da cavidade peri-
toneal, e a suspensao foi lavada com solugdo salina tamponada api-
rogénica (1500 rpm, 10 minutos) e ajustada concentragdo de 10 *
células/mL.

Para investigar a viabilidade celular, utilizou-se o teste de
exclusdo pelo azul de Tripan. Em todos os protocolos, foram
empregadas somente as suspensdes que apresentaram viabilidade
superior a 95%.

A isoflavona foi administrada diariamente, via intraperito-
neal, na dose didria de 20 mg/kg (EHRLICH; APOLANT, 1905),
durante 20 dias.

Os tumores foram removidos dos animais, fixados e proces-
sados rotineiramente para H.E.

A avaliagdo do crescimento tumoral procedeu-se por meio
dos seguintes itens: peso tumoral — foi avaliado por pesagem em
balanga analitica; dimensoes da massa tumoral — foram verificadas
com o auxilio de um paquimetro, tomando-se como base o com-
primento da maior extensdo do tumor; contagem do numero de
mitoses — foi realizada pela microscopia de cortes de tecidos tumo-
rais corados pelo H.E.

Utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney e os
resultados foram discutidos com 5% de significancia.



Verificamos que, em nossas condigdes experimentais, nao
houve variagao significativa no peso tumoral entre o grupo tratado
e o controle (TABELA 1).

TABELA 1 — Efeito do tratamento com isoflavona no peso do tumor
solido de Ehrlich.

Tratamento
Isoflavona Controle Teste estatistico
0,2510,05* 0,30 10,35
Peso O, G7* **
(0,10; 0,60)** (0,05; 1,10)

* Mediana semi-amplitude interquartilica.
** Valor minimo; valor maximo.
**% P>(),05.

Da mesma forma, ndo foram constatadas diferencas entre as
dimensdes da massa tumoral ao comparar o grupo tratado com o
grupo controle, dados que podem ser observados na TABELA 2.

TABELA 2 — Efeito do tratamento com isoflavona nas dimensdes
do tumor solido de Ehrlich.

Tratamento
Vari avel Isofl avona Controle Teste estatistico
1,00 1 0,16* 1,20 1 0,50
D maior 0,44***
(0,60; 3,00)** (0,60; 2,00)
0,75 10,11 0,90 10,30
D menor 1,55
(0,50; 1,00) (0,40; 1,90)
; 0,64 10,17 0,85 10,53
Area 0,96
(0,28; 1,41) (0,19; 2,69)

* Mediana semi-amplitude interquartilica.
** Valor minimo; valor maximo.
*%% P>(),05.

O tratamento com isoflavona afetou significativamente o
nimero de figuras de mitoses no parénquima tumoral, € o grupo tra-
tado apresentou o menor nimero de células em fase mitdtica quan-
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do comparado ao numero de mitoses encontradas nas células do
tumor do grupo controle, conforme TABELA 3. O fato sugere que
o tratamento com isoflavona interferiu no ciclo celular, afetando,
conseqiientemente, o crescimento tumoral no modelo empregado
neste estudo.

TABELA 3 — Efeito do tratamento com isoflavona no numero de
mitoses presentes no tecido tumoral.

Tratamento
o | Teste
Isoflavona Controle estatistico
Ndmero 8,5011,50% | 17,00 11,50 3,965 *
de mitoses | (5,00; 14,00)** | (5,00; 20,00)

* Mediana + semi-amplitude interquatilica.
** Valor minimo; valor maximo.
**% P<0,0001.

O tratamento com genisteina, um dos componentes da isofla-
vona, inibe a proliferagdo de receptores estrogénicos positivos e
negativos em linhagens de células cancerosas de mama, caracteri-
zada, dentre outros fatores, pela contengdo especifica na fase G2/M
do ciclo celular (CONSTANTINOU, 1998), acompanhado pela
diminui¢do do numero de células na fase G1 ¢ S (SHAO, 1998).

Neste estudo, constantou-se que o tratamento com isoflavo-
na afirmou a capacidade inibitéria do crescimento tumoral por
sua propriedade antimitotica.

O peso e as dimensdes tumorais ndo se alteraram, porém, os
tipos celulares foram encontrados em proporcdes diferentes, ou
seja, houve maior numero de células em mitose encontradas no
grupo controle do que no grupo tratado, fato que se deve, provavel-
mente, ao bloqueio da progressao do ciclo celular e, possivelmente,
associado a ativagio do gene p21™" o qual, juntamente com a ina-
tivagdo do gene bcl-2, induz a apoptose (CONSTANTINOU, 1998,
UPADHYAY, 2001). Essa apoptose ¢ a via comum pela qual todas as
células tumorais tratadas com genisteina sdo destruidas, contendo,
assim, o crescimento tumoral (ZHOU, 1998, CONSTANTINOU,
1998, UPADHYAY, 2001, SUH, 2003).



A diminui¢ao de células viaveis, como observada nos tumo-
res dos camundongos do grupo tratado e associada ao fendmeno
apoptotico, em neoplasias metastdticas, reduz a incidéncia de
metastases. Conforme Setchell (1998), a genisteina ¢ capaz de redu-
zir a disseminagdo metastatica em tumores em fases avangadas,
como no tumor de bexiga de ratos, em que Zhou (1998) verificou
que as isoflavonas da soja, além do potencial de inibi¢ao do cresci-
mento tumoral pelo fendmeno apoptdtico, é capaz de conter a
angiogénese, contendo a proliferagdo das células tumorais e a neo-
vasculatura tumoral.

Outra propriedade da genisteina, apontada por Conklin
(2000), parece garantir a inibi¢do do crescimento tumoral, ou seja,
a inativagdo das enzimas: tirosina-quinase, responsavel pela prote-
¢ao das células contra o fendmeno apoptdtico (NEDLIKOVIAE,
2001, CLARCK, 1996) e topoisomerase II, essencial a replicagao
de células cancerosas, especialmente as da mama (CONKLIN,
2000). O modelo tumoral empregado neste estudo ¢ um tumor ori-
ginalmente mamario e espontaneo que, ao ser transplantado para a
cavidade peritoneal, adaptou-se, perdendo algumas de suas caracte-
risticas genéticas originais; porém, supostamente, ainda péde man-
ter algumas de suas caracteristicas primarias.

Sendo assim, pode-se, também, atribuir a atividade antiproli-
ferativa de células tumorais da genisteina devido a essas duas pro-
priedades, acima descritas.

Outro fato a ser destacado ¢ que, no grupo tratado com iso-
flavona, a area de necrose aparenta ser mais extensa do que a dos
tumores do grupo-controle, fazendo-se necessaria uma avaliagao da
area de necrose em estudos posteriores, para constatagcdo se o fato
observado ¢ estatisticamente significativo.

Embora em nossa pesquisa ndo tenha sido avaliado o efeito da
isoflavona em fémeas, estudos posteriores também sdao necessarios
para esclarecer a capacidade da genisteina em competir com o estro-
génio por receptores estrogénicos.

O tratamento com isoflavona foi capaz de influenciar no cres-
cimento do tumor sélido de Ehrlich. O fato pode ser evidenciado
pelo reduzido numero de mitoses presentes no tecido tumoral quan-
do os animais receberam a suspensao de isoflavonas.

Estudos posteriores sdo necessarios para quantificar as areas
de necrose e qual a sua influéncia no peso e nas dimensdes tumo-
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rais, pois, neste estudo, a despeito do reduzido numero de mitoses
no grupo tratado com isoflavona, ndo se constatou diferengas em
relagdo a esses parametros.
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