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RESUMO

Cancer é a segunda causa de morte por doenca no Brasil e um dos fatores desencadeantes
é a presenca de radicais livres que resultam em mudangas na estrutura do DNA ocasionando
rearranjos génicos e o surgimento de oncogenes. O uso de substancias antioxidantes contribuem
para a neutralizacdo destes radicais, podendo ser utilizados para atividade terapéutica. Por
apresentar varios componentes com atividade antioxidante e antineoplasicos, o cacau
(Theobroma cacao L.) gera um grande interesse de ser estudado, ja que nele se encontram
substancias como os flavondides. Dentre estes se destacam as procianidinas, associadas a um
estimulo na producgdo do dxido nitrico, um derivado do oxigénio com potente efeito citotdxico e
muito estudado por suas propriedades antitumorais. Neste estudo avaliamos o efeito do
tratamento com solugéo de cacau em camundongos portadores do tumor de Ehrlich, para tanto
foram constituidos quatro grupos de 7 animais cada. Um grupo foi tratado por sete dias com
solucdo de cacau, 0,1mL 1x/dia, via oral e outro grupo com agua destilada, 0,1mL, 1x/dia via
oral. Decorridos os sete dias os quatro grupos foram inoculados com 0,1mL de suspensao
contendo 10* células tumorais por mL, por via intraperitoneal. Os grupos que ja haviam iniciado
0 tratamento seguiram 0 mesmo esquema por mais dez dias. Os outros dois grupos iniciaram o
tratamento 24h apds o implante, no mesmo esquema dos grupos ja citados e mantido o tratamento
por dez dias. Ao final do periodo de tratamento os animais foram eutanasiados com dose letal de
ketamina e xylasina. O tratamento prévio com solucdo aquosa de cacau mostrou uma tendéncia
em reduzir o nimero total de células presentes no lavado peritoneal e a produgdo de NO, reduziu
significativamente o nimero de células mononucleares e mostrou tendéncia a redu¢do no niamero
de células tumorais e aumento no espraiamento de macrofagos. O tratamento pos-implante
tumoral com solugdo aquosa de cacau mostrou uma tendéncia em reduzir o numero total de
celulas presentes no lavado peritoneal, ndo afetou a producdo de 6xido nitrico e o influxo de
celulas mononucleares, mostrou uma tendéncia ao aumento no nimero de células tumorais, ndo
afetando o espraiamento de macrofagos. O tratamento prévio com solugdo de cacau, em nosso
modelo experimental, foi mais efetivo no controle do crescimento tumoral, enquanto o tratamento
pos-implante apresentou efeito inverso, favorecendo o crescimento neoplésico.

Palavras-chave: Cacau (Theobroma cacao L.). Flavondides. Cancer. Oxido Nitrico.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death by disease in Brazil and a triggering factor is
the presence of free radicals that result in structural changes in DNA caused gene rearrangements
and the appearance of oncogenes. The use of antioxidants help to neutralize these radicals, which
can be used for therapeutic activity. By presenting various components with antioxidant and
anticancer activity, cocoa (Theobroma cacao L.) generates a great interest to be studied, since it
are substances such as flavonoids. Among these stand out procyanidins, a stimulus associated
with the production of nitric oxide, a byproduct of oxygen with potent cytotoxic and much
studied for their antitumor properties. This study evaluated the effect of treatment with a solution
of cocoa mice bearing the Ehrlich tumor, will consist of four for both groups of seven animals
each. One group was treated for seven days with a solution of cocoa, 1/day 0,1 mL orally and
another group with distilled water, 0,1 mL, oral 1/day. After seven days the four groups were
inoculated with 0,1 ml containing 10* tumor cells per mL, intraperitoneally. The groups that have
already started treatment follow the same pattern for another ten days. The other two treatment
groups will begin 24 hours after implantation, the same pattern of the groups mentioned and
maintenance of treatment for ten days. At the end of the treatment period the animals will be
euthanized with a lethal dose of ketamine and xylazine. Pretreatment with aqueous cocoa showed
a tendency to reduce the total number of cells present in the peritoneal cavity and reduced NO
production, significantly reduced the number of mononuclear cells and showed tendency to
decrease in the number of tumor cells and increase in the spreading of macrophages. Tumor
implantation after treatment with aqueous solution of cocoa showed a tendency to reduce the total
number of cells present in the peritoneal cavity, did not affect nitric oxide production and the
influx of mononuclear cells, showed a tendency to increase in the number of tumor cells, not
affecting the spreading of macrophages. Prior treatment with a solution of cocoa in our
experimental model, was more effective in controlling tumor growth, whereas treatment after
implantation showed the opposite effect, favoring neoplastic growth.

Keywords: Cocoa (Theobroma cacao L.). Flavonoids. Cancer. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O crescimento neoplasico corresponde a segunda causa de morte por doenca no Brasil e é
caracterizado por crescimento celular anormal e autbnomo. De acordo com o comportamento
biolégico das células neoplasicas, as mesmas podem ser classificadas como benignas ou malignas
e, estas Ultimas conhecidas popularmente como cancer em virtude de sua capacidade de infiltrar
0s tecidos vizinhos.

A iniciacdo e a progressdo do cancer podem ser desencadeadas por fatores como a
genética, o0 metabolismo, a dieta e 0 ambiente externo. Todos esses fatores podem determinar a
producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs), os radicais livres, que resultam em mudancas
na estrutura do DNA. Estas alteragcdes podem resultar na expressdo de oncogenes e determinam o
inicio de um processo anormal de proliferacdo celular, que podem resultar no desenvolvimento
do cancer. Para evitar os danos causados pelos radicais livres o0 uso de substancias com atividade
antioxidante apresenta-se como uma abordagem terapéutica promissora (MATEZ; SANCHEZ-
JIMENEZ, 2000).

Existem relatos de que em vérias bebidas e alimentos consumidos pelo homem
encontram-se substancias naturais com poder antioxidante, portanto capazes de neutralizar
radicais livres, como os chas produzidos com diferentes ervas e o vinho. Segundo Morais et al.,
(2009) o bom poder antioxidante dos chds pode ser explicado pela presenca de substancias
capazes de inibir os radicais livres, sendo 0s mais importantes os compostos fendlicos, dentre eles
os flavonoides como a catequina.

Estudos realizados com outro vegetal, o cacau - Theobroma cacao L., apontam para o
fato de que o mesmo possui maior capacidade antioxidante do que o vinho tinto e o cha verde e
preto, relacionando esse efeito com o teor de flavonoides (Lee et al., 2003). Cerca de 60% dos
fendis totais nos grdos de cacau sdo representados por monémeros flavanol (epicatequina e
catequina) e oligdmeros procianidinas (Dreosti, 2000). As propriedades bioldgicas dos
flavondides estdo relacionadas com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre 0 meio
em que se encontra, sendo dependente da sua estrutura quimica (MAMEDE e PASTORE, 2004).

Nas sementes do cacau sdo encontrados diversos componentes bioativos, principalmente
compostos polifendlicos, representados pelos flavonodides, como flavan-3-ols, catequina,

epicatequina e dimeros procianidina B1 e B2, que sdo 0s compostos presentes em maiores
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concentragdes. Os flavonoides seguintes também foram identificados e quantificados: quercetina,
quercetina-3-O-glicosideo  (isoquercetina),  quercetina-3-O-galactosideo,  quercetina-3-O-
arabinosideo, bem como as flavonas apigenina, apigenina-8 - C-glicosideo (vitexina), apigenina-
6-C-glicosideo (isovitexina), luteolina e luteolina-7-O-glicosideo (SANCHEZ-RABANEDA et
al., 2003).

Apos a ingestdo de bebidas a base de cacau ha uma répida absor¢do de compostos
antioxidantes resultando em um répido aumento nas suas concentragdes plasmaticas e
consequente efeito antioxidante dos flavonodides presentes como as catequinas, epicatequinas e
procianidinas (ZHU et al., 2002).

Em estudo realizado por Wang et al. (2000), ha sugestdo de que o consumo de cacau ou
chocolate melhora a capacidade antioxidante do plasma e diminui o contetdo dos produtos de
oxidacdo lipidica no plasma humano, fato atribuido pelos autores ao elevado teor de
procianidinas e epicatequinas, flavondides presentes no cacau. Outro composto encontrado no
cacau teve seu efeito antioxidante comprovado em estudo in vivo onde foram empregados
roedores alimentados com cacau: a quercetina (MORAND et al., 1998).

A avaliacdo da acdo de flavondides em processos neoplasicos aponta para uma relagdo
inversa entre o consumo de diversos flavondides e a incidéncia de céancer (Garcia-Closas et
al.,1999), fato comprovado em diferentes tipos de neoplasias como nas neoplasias gastricas (Arts
et al., 2002), no adenocarcinoma colon-retal em mulheres pds-menopéusicas (Peterson et al.,
2003), em neoplasias da mama. Segundo Peterson e Dwyer (1998), os flavondides inibem
proteinas responsaveis pelo controle da proliferacdo celular que ativam a carcinogénese; reduzem
a formacdo de estrogénio do tipo Il que esta envolvido com a regulacéo do crescimento celular; a
genotoxicidade das radiagdes gama; a formacdo de DNA defeituoso quando submetido a
exposi¢édo de benzopireno.

As catequinas, um dos tipos de flavonodides presentes no cacau, apresentaram efeitos
benéficos tanto na inibicdo e iniciacdo do cancer, quanto na supressdo do crescimento de células
tumorais (Ramarathanam et al.,1995), enquanto a procianidina derivada do cacau inibiu
seletivamente a proliferacdo de diversas linhagens de células de cancer de mama humano,
sugerindo que a inibicdo da proliferacdo celular por este composto esta associado com o sitio
especifico de defosforilagdo de proteinas reguladoras do ciclo celular (Ramljak et al.,2005). Ja a

atividade anticarcinogénica da quercetina parece ser devido a sua acdo em diferentes estagios de
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desenvolvimento tumoral como a inibigdo de proteinas tradutoras de sinais (Kang; Liang, 1997),
reducdo da atividade enzimética das células tumorais (Rodgers & Grant, 1998), inibicdo da
angiogénese (lgura et al., 2001), inducdo da apoptose (Richter et al., 1999; Xiao et al., 1997), ou
inibicdo da expressdo de oncogenes (Ranelletti et al., 2000). Ha indicios de apresentar atividade
anti metastatica, como foi observado in vitro onde a quercetina inibiu a mobilidade de células de
melanoma murino (ZHANG et al., 2000).

A instalagdo e desenvolvimento de uma neoplasia € acompanhada de uma resposta de
defesa que, até certo ponto, é capaz de controlar o crescimento neoplasico. Porém, um ponto
critico do desenvolvimento tumoral é o escape tumoral as defesas do hospedeiro, as células
tumorais sdo capazes de modular a resposta de defesa com a finalidade de favorecer o seu
crescimento.

Vérios fatores enddgenos se somam na modulacdo da resposta de defesa do organismo e,
alguns desses fatores como o 6xido nitrico (NO), podem ser influenciados por substancias que
compde a dieta do individuo.

O NO é um gas com meia vida curta (11s) produzido através da acdo da enzima Oxido
nitrico sintetase utilizando como substrato o aminoacido semi-essencial L-arginina. O NO é
produzido por células endoteliais e apresenta efeito relaxante do musculo liso, sendo importante
na manutencgdo da pressdo arterial. Também é produzido por células de defesa durante o processo
inflamatorio e apresenta efeitos citotdxicos e capacidade de modulagdo da atividade de células de
defesa.

Mann et al (2007) observaram que polifendis contidos no vinho tinto, cha verde e preto e
chocolate escuro ativam rapidamente proteinas tradutoras de sinais presentes no citoplasma
(cinases), resultando na ativacdo da enzima éxido nitrico sintetase - NOS e aumento da sintese de
NO. De acordo com Grassi et al (2005) o consumo de chocolate escuro rico em flavonol reduz a
pressao arterial e a resisténcia a insulina, melhorando o relaxamento vascular dependente do NO.
O efeito de vasodilatagdo endotélio-dependente através do uso de chocolate escuro também foi
visto por Engler et al (2004) que relatou que este efeito estd associado ao aumento nas
concentragdes plasmaticas de epicatequina em adultos saudaveis. A epicatequina induz
relaxamento vascular agindo no endotélio e aumentando o nivel de NO (Chen et al., 2002). As
procianidinas do cacau também demonstraram aumentar a producdo de NO através da ativacdo

endotelial da NOS e induzir o relaxamento dependente do endotélio (Karim; MCCormick;
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Kappagoda, 2000). Um estudo realizado com adultos saudaveis, mas com excesso de peso,
mostrou que a ingestdo aguda de qualquer chocolate escuro ou liquido de cacau melhorou
significativamente a funcdo endotelial e diminuiu a pressdo arterial (Faridi et al., 2008). A
protecdo antioxidante conferida pelos flavondides no endotélio vascular pode reduzir o risco de
aterosclerose, incluindo sua ac¢do de inibir a conversdo oxidativa do NO a peroxinitrito (PRYOR
e SQUADRITO, 1995).

No sistema imunitério e na inflamacdo, o NO enddgeno exerce efeitos pro e anti-
inflamatorios (Nathan, 1992). Os efeitos pro-inflamatérios do NO ndo sdo evidentes sob
condigdes fisioldgicas agudas, podendo, nestes casos, mediar fungdes anti-inflamatorias, como a
inibicdo de adesdo de neutrdfilos, atividade da cicloxigenase, formagéo de citocinas e reabsor¢ao
6ssea (SCHMIDT e WALTER, 1994).

Durante a resposta imunitaria celular, a maioria das células adquire a capacidade de
expressar a forma de NOS induzida - INOS (Nathan e Xie, 1994). A acdo do NO depende da
celula T reconhecer um antigeno especifico, embora sua a¢do na resposta imune mediada por
células ndo seja especifica (Schmidt e Walter, 1994). A expressdo dos antigenos la por
macrofagos murinos torna-se crucial para que haja a interagdo com linfocitos T e consequente
secrecdo de IFN-y, um importante co-indutor da sintese de NO (XIE et al., 1992; THOMPSON et
al., 1998).

O NO também apresenta acdo antitumoral (Murta et al., 1999), sendo esta dependente da
quantidade de NO gerada e da interagdo das células do hospedeiro com as do tumor. Esta
interacdo pode gerar efeito ora estimulante ora inibitério na imunidade antitumoral
(O'SULLIVAN e LEWIS, 1994; MURTA et al., 1999).

A anélise em conjunto dos fatos citados anteriormente deram sustentacdo para realizagdo
de um estudo mais aprofundado sobre os efeitos do tratamento pré e pds — implantagdo do tumor
de Ehrlich em sua forma ascitica. O tumor de Ehrlich é um dos poucos tumores murinos
transplantaveis e, por este motivo muito empregado em estudos sobre oncologia experimental.
Trata-se de um tumor de origem mamaria transplantado com sucesso para a cavidade peritoneal
onde é mantido por repiques semanais até os dias atuais (Lowenthal e Jahn, 1932), portanto um
bom modelo experimental para estudos sobre o desenvolvimento neoplasico e compreensédo dos

mecanismos envolvidos na interagdo tumor/hospedeiro.



14

Dois fatos importantes levaram ao desenvolvimento deste trabalho. Em primeiro lugar a
pesquisa foi realizada com uma substancia de baixo custo e que faz parte da dieta de grande parte
da populacdo e em segundo lugar, na atualidade h&a uma busca por terapias alternativas para uma
série de doencas, dentre elas o cancer, e que esta terapia além de efetiva apresente menor taxa de
efeitos colaterais.

Desta forma neste trabalho buscou-se elucidar os efeitos do tratamento com cacau sobre o

desenvolvimento tumoral, comparando o efeito dos tratamentos pré e pos-implante tumoral.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Avaliar o tratamento via oral com cacau sobre o tumor ascitico de Ehrlich em fase de pré

e pés-implantagdo do tumor.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o crescimento tumoral;

e Esclarecer os efeitos do cacau sobre a resposta inflamatoria: quantificagdo de células
mononucleares presentes no lavado peritoneal e espraiamento de macréfagos;

e Quantificar a producdo de 6xido nitrico;

e Analisar os parametros acima frente ao tratamento pré e pds-implantagdo do tumor de
Ehrlich.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram constituidos quatro grupos de 7 animais cada. Os animais foram alojados em
gaiolas de propileno e receberam racdo comercial para camundongos e agua “ad libitum”. Um
grupo foi tratado por sete dias com solucdo de cacau, 0,1mL, uma vez ao dia, por via oral e outro
grupo foi tratado com agua destilada, 0,1mL, uma vez ao dia, por via oral. Decorridos os sete dias
os quatro grupos foram inoculados com suspensdo contendo 10* células tumorais por mL, por via
intraperitoneal. Os grupos que ja haviam iniciado o tratamento seguiram 0 mesmo esquema por
mais dez dias. Os outros dois grupos iniciaram o tratamento 24h ap6s o implante, no mesmo
esquema dos grupos ja citados e mantido o tratamento por dez dias. Ao final do periodo de
tratamento os animais foram eutanasiados com ketamina e xylasina (0,1mL de cada) e foi enté&o
recolhido o lavado peritoneal para subsequente avaliacdo: a) contagem do n° total de células; b)
producdo de NO; c) quantificacdo de células tumorais; d) quantificacdo de células
mononucleares; €) espraiamento de macrofagos.

Este protocolo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Sagrado Coracéo (protocolo n° 053/10), encontrado no anexo B.
3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, com idade entre 30 e 45 dias
e procedentes do Biotério da Universidade Sagrado Coracdo - USC. Durante 0s experimentos 0s
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (7 animais por caixa), com ingestdo de dgua

"ad libitum" e racdo comercial especifica para camundongos.
3.3 NEOPLASIA
Neste estudo foi empregado o tumor de Ehrlich, mantido no Biotério da Universidade

Sagrado Coracdo - USC. As celulas neoplasicas foram mantidas “in vivo” por repiques semanais

em camundongos suicos, através do implante de 10’ células tumorais por via intraperitoneal. Na
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obtencdo de inoculos para implante do tumor, o fluido ascitico foi retirado, por pungdo da
cavidade peritoneal, e a suspensdo foi lavada por duas vezes em solucdo fisiolgica a 1500 rpm,
10 minutos. A determinacdo do numero total de células neoplasicas foi realizada através da
contagem em Camara de Neubauer, e a concentracdo desejada foi obtida mediante diluicdo em
PBS estéril.

3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Com o objetivo de se determinar a viabilidade celular a um volume de suspenséo de
celulas, foi acrescido um volume de Azul de Trypan na concentragdo de 0,2%. A seguir, uma gota
da suspensdo foi colocada entre lamina e laminula, e procedida a contagem percentual,
considerando-se vivas as células que excluirem o corante e mortas as que incorporarem o Azul de
Trypan. O percentual de células vivas foi determinado através de contagem de 200 células. Em
todos os protocolos foram empregadas somente as suspensGes que apresentaram viabilidade

superior a 95%.
3.5 IMPLANTE TUMORAL

Apbs a obtencdo das células tumorais, foi estabelecida a concentracéo de 10%/mL e cada

animal foi inoculado por via intraperitoneal com volume de 0,1mL da suspensao.
3.6 TRATAMENTO

Os animais foram tratados com solugdo de cacau na dose de 0,4g/kg de peso, num volume
de 0,1mL, por via oral, uma vez ao dia. Um dos grupos teste foi tratado sete dias antes do
implante tumoral e o outro 24h apo6s o implante. Os grupos controle foram tratados no mesmo
esquema citado, porém receberam agua destilada num volume de 0,1mL, uma vez ao dia.

O certificado de andlise do cacau utilizado no preparo da solugdo oral administrada se

encontra no anexo A.
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3.7 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados com dose letal de ketamina (0,1mL) e xylasina (0,1 mL),
administrada por via intraperitoneal com auxilio de seringa hipodérmica. Durante este

procedimento todo o cuidado foi observado para restringir ao minimo o sofrimento do animal.

3.8 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL

Com auxilio de seringa descartavel foram inoculados 3 mL de solucdo fisioldgica na
cavidade peritoneal. O abdome do animal foi massageado e posteriormente foi realizada uma
incisdo no abdome com o objetivo de se introduzir uma pipeta Pasteur e recolher o lavado

peritoneal. Todo este procedimento foi realizado apds o sacrificio do animal.

3.9 CONTAGEM DE CELULAS PRESENTES NO LAVADO PERITONEAL

Apos a remocdo do lavado peritoneal, a suspensdo de células foi diluida na proporcao de
1:100, uma aliquota de 0,5mL foi separada. A esta aliquota foi adicionado um volume de 0,05mL
do corante Cristal Violeta. Posteriormente as células tumorais e mononucleares foram contadas

em camara de Neubauer.

3.10 CONTAGEM DIFERENCIAL DE CELULAS MONONUCLEARES E TUMORAIS

Foram realizadas distensdes da suspensdo obtida do lavado peritoneal e coradas pelo
método da hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente, através de microscopia, foram avaliados

cinco campos microscépios aleatdrios e ndo coincidentes.
3.11 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO (NO)
A determinagdo da concentragdo de nitrito € uma forma indireta de se determinar a

concentracdo de oxido nitrico (NO). Este procedimento foi feito utilizando-se 0 método de Griess

que quantifica indiretamente a producdo de NO pela determinagdo de nitritos e nitratos
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acumulados no sobrenadante das células, apos o tratamento (MOSHAGE, 1995). Para tanto a
cada 0,2mL de lavado peritoneal foi acrescido de 1,8mL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%
em &cido fosforico a 5% e Naphtylenediamina a 0,1% em &gua destilada). Como branco do teste
foi empregado 1,8 mL de solucéo fisiologica acrescido de 0,2 mL do lavado peritoneal. A reacéo
ocorreu num periodo de 20 min, apés o qual foi realizada a leitura em espectrofotémetro (CELM)
em comprimento de onda 540nm. O célculo dos resultados foi realizado através da comparagéo
do comprimento de onda dos testes com 0 comprimento de onda de um padrdo com 100 ug de
nitrito/mL.

3.12 ESPRAIAMENTO DE MACROFAGOS

Foi removida uma aliquota de 200 uL do lavado peritoneal. A esta aliquota foram
acrescidos 200 uL de meio RPMI 1640. O material foi depositado em lamina de microscopia e
incubado a 37°C por 1h. Decorrido este periodo as laminas foram lavadas vigorosamente com
auxilio de pipeta automética para remogdo das células ndo aderentes. As laminas foram entdo
coradas pela HE e posteriormente contadas em microscépio éptico a proporcdo de macréfagos
espraiados e ndo espraiados.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foi empregado o teste de normalidade de Komogorov-Smirnov, no sentido
de certificar-se se as variaveis estavam normalmente distribuidas. Posteriormente, o teste de
hipdtese t de Student no modo pareado e de médias independentes, no sentido de analisar
comparativamente os valores médios do namero total de células presentes no lavado peritoneal,
células tumorais, células mononucleares, macrofagos espraiados. Para analisar os resultados
referentes a producdo de dxido nitrico foi empregado o teste ndo paramétrico de Man Whitney.
No estudo estatistico observaremos um nivel de significancia p<0,05. Os dados obtidos foram
avaliados com auxilio do software Sigma Stat versdo 3.1 (Jandel Scientific).
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4 RESULTADOS

Este estudo visou avaliar o efeito do tratamento com solucéo aquosa de cacau sobre o
crescimento do Tumor Ascitico de Ehrlich, assim como verificar se o tratamento prévio
influenciaria o crescimento tumoral de maneira similar ao tratamento pés-implante tumoral. Para
tanto, dois grupos receberam tratamento prévio com agua destilada ou solucdo de cacau sete dias
antes do implante tumoral e, outros dois grupos receberam o mesmo tratamento, porém apos o
implante tumoral. Os tratamentos foram entdo mantidos por mais dez dias.

Um dos parametros avaliados foi o numero total de células presentes no fluido ascitico,
que corresponde a somatoria do numero total de células tumorais e mononucleares, (dados
demonstrados na tabela 1 e figura 1). Nao foi possivel verificar efeito significante tanto no grupo
tratado previamente quanto no grupo que recebeu tratamento pos-implante tumoral. Porém os
resultados sugerem uma tendéncia nos dois grupos em reduzir o niamero total de células presentes

no lavado peritoneal.

Tabela 1 - Efeito do tratamento prévio e pos - implantagdo do tumor ascitico de Ehrlich com solugéo
aguosa de cacau sobre o numero total de células presentes no fluido ascitico.

Grupos ® NGmero total de células (x10%/mL)
CPR 495,14 + 92,86"°
PR 438,40 + 86,27
CPO 487,00 + 138,37
PO 438,57+ 127,91

a- CPR=animais tratados previamente por sete dias com agua destilada (0,1ml, VO, 1x/dia); PR= animais tratados previamente
por sete dias com solugéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia); CPO= animais tratados ap6s o implante tumoral com agua destilada
(0,1ml, VO, 1x/dia); PO= animais tratados apds o implante tumoral com solucéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia);

b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢- n=6 a 7 animais por grupo.
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Efeito do tratamento prévio e pds implantacdao do tumor ascitico
de Ehrlich com solu¢dao aquosa de cacau sobre o n° total de
células presentes no fluido ascitico.
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Figura 1 — Efeito do tratamento preévio e pds implantacéo do tumor ascitico de Ehrlich com solucéo
aquosa de cacau sobre o n° total de células presentes no fluido ascitico.

Com relagdo a produgdo de NO, constatamos que o tratamento prévio mostrou uma
tendéncia para reduzir a producdo deste mediador quimico. O mesmo néo foi observado no grupo
que recebeu o tratamento pos-implante. Estes resultados se encontram demonstrados na tabela 2 e

figura 2.

Tabela 2 - Efeito do tratamento prévio e pés-implantacéo do tumor ascitico de Ehrlich com solugéo
aquosa de cacau sobre a producdo de 6xido nitrico.

Grupos ? Oxido Nitrico — NO (ug/mL)
CPR 4,28 +3,31°°
PR 2,04+134
CPO 1,28 +£ 0,92
PO 2,90+ 2,25

a- CPR=animais tratados previamente por sete dias com agua destilada (0,1ml, VO, 1x/dia); PR= animais tratados previamente
por sete dias com solucao de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia); CPO= animais tratados ap6s o implante tumoral com &gua destilada
(0,1ml, VO, 1x/dia); PO= animais tratados apds o implante tumoral com solucéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia);

b- Resultados expressos em mediana + desvio padrao;

¢- n=6 a 7 animais por grupo.
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Efeito do tratamento prévio e pds implantacdao do tumor
ascitico de Ehrlich com solucdo aquosa de cacau sobre a
producdo de oxido nitrico.
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Figura 2 — Efeito do tratamneto prévio e pds implantacéo do tumor ascitico de Ehrlich com solucéo
aquosa de cacau sobre a producéo de 6xido nitrico.

Buscamos correlacionar o tratamento com a quantificacdo de células tumorais e
mononucleares presentes no lavado peritoneal, para tanto realizamos a contagem diferencial de
celulas em distensdes coradas pela hematoxilina-eosina. O tratamento prévio com solucéo aquosa
de cacau reduziu significativamente o nimero de células mononucleares, ja o tratamento pds-
implante tumoral ndo mostrou qualquer efeito sobre este pardmetro (dados demonstrados na

tabela 3 e figura 3).

Tabela 3 - Efeito do tratamento prévio e pds implantagio do tumor ascitico de Ehrlich com solugéo
aquosa de cacau sobre o numero de células mononucleares presentes no fluido ascitico.

Numero de células mononucleares (média de cinco campos

Grupos ? ; o
Microscopicos)
CPR 20,43 + 12,52°¢
PR 7,17 + 5,49*
CPO 10,83 £4,17
PO 11,17+ 8,21

a- CPR=animais tratados previamente por sete dias com agua destilada (0,1ml, VO, 1x/dia); PR= animais tratados previamente
por sete dias com solugéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia); CPO= animais tratados ap6s o implante tumoral com agua destilada
(0,1ml, VO, 1x/dia); PO= animais tratados apds o implante tumoral com solucéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia);

b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢- n=6 a 7 animais por grupo;

* - P< 0,05 na comparagdo com o grupo controle.
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Efeito do tratamento prévio e pdés implantacio do tumor ascitico
de Ehrlich com solucdo aquosa de cacau sobre o n° de células
mononucleares presentes no fluido ascitico.
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Figura 3 — Efeito do tratamento prévio e pos implantagdo do tumor ascitico de Ehrlich com solucéo
aquosa de cacau sobre o n° de células mononucleares presentes no fluido ascitico.

Ao avaliarmos o namero de células tumorais observamos uma tendéncia do tratamento
prévio em promover uma reducdo destas células, porém tal efeito, em nossas condic¢Ges, ndo foi
estatisticamente significativo. JA o tratamento poés-implante mostrou uma tendéncia ao
favorecimento do crescimento tumoral. Estes resultados se encontram demonstrados na tabela 4 e

figura 4.

Tabela 4 - Efeito do tratamento prévio e pds implantagio do tumor ascitico de Ehrlich com solugéo
aquosa de cacau sobre o numero de células tumorais presentes no fluido ascitico.

Grupos ? Numero de células tumorais (média de cinco campos microscopicos)
CPR 107,71 + 45,01°¢
PR 89,15 + 48,14
CPO 93,00 + 63,00
PO 123,33+ 38,55

a- CPR=animais tratados previamente por sete dias com agua destilada (0,1ml, VO, 1x/dia); PR= animais tratados previamente
por sete dias com solugéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia); CPO= animais tratados ap6s o implante tumoral com agua destilada
(0,1ml, VO, 1x/dia); PO= animais tratados apds o implante tumoral com solucéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia);

b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢- n=6 a 7 animais por grupo.
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Efeito do tratamento prévio e pos implantacdo do tumor
ascitico de Ehrlich com solucdo aquosa de cacau sobre o n°
de células tumorais presentes no fluido ascitico.
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Figura 4 — Efeito do tratamento preévio e pds implantagio do tumor ascitico de Ehrlich com solucéo
aquosa de cacau sobre o n° de células tumorais presentes no fluido ascitico.

Outro parédmetro avaliado foi o efeito dos tratamentos sobre o espraiamento de
macrofagos peritoneais. Nenhum dos tratamentos realizados foi capaz de influenciar
significativamente o estado de ativacdo destas células, entretanto o tratamento prévio mostrou
uma tendéncia a0 aumento desta ativacdo, fato que pode ser constatado com os resultados

apresentados na tabela 5 e figura 5.

Tabela 5 - Efeito do tratamento prévio e pds implantagio do tumor ascitico de Ehrlich com solugéo
aquosa de cacau sobre o0 numero de macro6fagos espraiados presentes no fluido ascitico.

Grupos ? Numero de macrofagos espraiados/200uL do lavado peritoneal
CPR 16,28 + 11,64°¢
PR 22,71 +10,89
CPO 31,28 + 14,16
PO 30,00+ 13,92

a- CPR=animais tratados previamente por sete dias com agua destilada (0,1ml, VO, 1x/dia); PR= animais tratados previamente
por sete dias com solucao de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia); CPO= animais tratados ap6s o implante tumoral com &gua destilada
(0,1ml, VO, 1x/dia); PO= animais tratados apds o implante tumoral com solucéo de cacau (0,1ml, VO, 1x/dia);

b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢- n=6 a 7 animais por grupo.
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Efeito do tratamento prévio e pés implantacdo do tumor ascitico de
Ehrlich com solucdo aquosa de cacau sobre o n° de macréfagos
espraiados presentes no fluido ascitico.
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Figura 5 — Efeito do tratamento preévio e pds implantagio do tumor ascitico de Ehrlich com solucéo
aguosa de cacau sobre o0 n° de macrofagos espraiados presentes no fluido ascitico.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo pudemos constatar que o tratamento prévio com solugdo aquosa de cacau
mostrou uma tendéncia em reduzir o namero total de células presentes no lavado peritoneal. Esta
populacdo de células avaliadas corresponde a somatoria das células tumorais implantadas e
também das células de defesa presentes, como os macréfagos, linfocitos e suas subpopulagdes. O
fato deste tratamento reduzir a quantidade destas células ndo reflete de imediato um efeito
supressor sobre o crescimento tumoral e buscando esclarecer melhor este efeito foi realizada a
contagem diferencial das células presentes no lavado peritoneal. Paralelo a este resultado
observamos que o tratamento prévio mostrou uma tendéncia em reduzir a producdo de Oxido
nitrico, um mediador quimico importante no desenvolvimento neoplasico e que pode apresentar
um papel favoravel ao desenvolvimento tumoral ou inibitério do mesmo. Este efeito dubio estd
relacionado ao tipo de tumor e também a fase evolutiva em que 0 mesmo se encontra.

A acéo anti-tumoral do NO (Murta et al., 1999) depende da quantidade de NO gerada e
também da interacdo das células de defesa do hospedeiro com as células tumorais. Esta interagdo
pode gerar efeito ora estimulante ora inibitorio das células envolvidas na resposta imune anti-
tumoral (O'Sullivan e Lewis, 1994; Murta et al., 1999), como o0s macréfagos e os linfocitos
natural killer.

O efeito de inducédo tumoral pelo NO pode ocorrer devido este ser o mediador final da
angiogénese estimulada pelo VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular), o maior
implicado na angiogénese nas neoplasias humanas (Veikkola et al. 2000), sendo a angiogénese
um dos fatores que favorecem a manutencdo do crescimento tumoral, através do fornecimento de
nutrientes e oxigénio as células tumorais.

Constatamos também uma reducéo significativa no nimero de células mononucleares e
uma tendéncia a reducdo no numero de células tumorais e, uma tendéncia do tratamento prévio
com cacau em aumentar o numero de macrdofagos espraiados. Estes fatos revelam que o
tratamento influenciou o namero de células, porém nao podemos afirmar que interferiu no estado
de ativacdo das células de defesa, pois houve concomitante reducdo das células tumorais e, tal
efeito ocorreu a0 mesmo tempo em que houve reducdo na producdo de 6xido nitrico e aumento
do espraiamento de macréfagos. Estes fatos apontam para um papel facilitador do crescimento

tumoral relacionado a producdo de NO e fica ainda mais evidente quando constatamos que o
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tratamento prévio reduz o crescimento tumoral e que, paralelo a isto, hd uma diminui¢do do NO e
um discreto aumento no espraiamento de macrofagos, sugerindo que o NO seria produzido por
outras células ndo somente macréfagos e, estudos futuros seriam necessarios para esclarecer estes
dados.

Portanto em nosso modelo experimental fica evidente este envolvimento do NO na
facilitagdo do crescimento tumoral, enquanto que os macrofagos se mostram associados a
contencdo do crescimento tumoral.

O tratamento pos-implante tumoral com solucdo aquosa de cacau mostrou uma tendéncia
em reduzir o nimero total de células presentes no lavado peritoneal e ndo afetou a producdo de
6xido nitrico, corroborando os achados anteriores. Este tratamento ndo afetou o influxo de células
mononucleares e mostrou uma tendéncia ao aumento no nimero de células tumorais, ndo
afetando o espraiamento de macrofagos.

Estes dados mostram que este tratamento pds-implante ndo foi capaz de controlar o
crescimento tumoral e direcionam firmemente para um efeito pro-tumor do éxido nitrico.

O efeito antitumoral observado com o tratamento prévio vem sendo amplamente
investigado. Ha sugestdo de que o consumo de cacau ou chocolate melhora a capacidade
antioxidante do plasma e promove reducdo na producdo de radicais livres originados pela
oxidacdo lipidica, fato atribuido pelos autores ao elevado teor de procianidinas e epicatequinas,
flavonoides presentes no cacau (WANG et el. 2000). Outro componente do cacau teve seu efeito
antioxidante comprovado em estudo in vivo onde foram empregados roedores alimentados com
cacau: a quercetina (MORAND et al., 1998).

A acdo de flavondides em processos neoplasicos mostram relacdo inversa entre seu
consumo e a incidéncia de cancer (Garcia-Closas et al.,1999), como nas neoplasias gastricas
(Arts et al., 2002), no adenocarcinoma colon-retal em mulheres p6s-menopausicas (Peterson et
al., 2003), em neoplasias da mama. Os flavondides inibem proteinas responsaveis pelo controle
da proliferacdo celular que ativam a carcinogénese; reduzem a formagéo de estrogénio do tipo Il
que esta envolvido com a regulagdo do crescimento celular; a genotoxicidade das radiacfes
gama; a formacdo de DNA defeituoso quando submetido & exposicdo de benzopireno
(PETERSON e DWYER ,1998).

As catequinas, um dos tipos de flavonodides presentes no cacau, apresentaram efeitos

benéficos tanto na inibicdo e iniciacdo do cancer, quanto na supressdo do crescimento de células
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tumorais (Ramarathanam et al.,1995), enquanto a procianidina derivada do cacau inibe a
proliferagdo de diversas linhagens de células de cancer de mama humano, sugerindo que a
inibicdo da proliferacdo celular por este composto estd associado com o sitio especifico de
defosforilacdo de proteinas reguladoras do ciclo celular (Ramljak, et al.,2005). Ja a atividade
anticarcinogénica da quercetina parece ser devido a sua acdo em diferentes estagios de
desenvolvimento tumoral como a inibigdo de proteinas tradutoras de sinais (Kang; Liang, 1997),
reducdo da atividade enzimética das células tumorais (Rodgers & Grant, 1998), inibicdo da
angiogénese (lgura et al., 2001), inducdo da apoptose (Richter et al., 1999; Xiao et al., 1997), ou
inibicdo da expressdo de oncogenes (Ranelletti et al., 2000). Ha indicios de apresentar atividade
anti metastatica, como foi observado in vitro onde a quercetina inibiu a mobilidade de células de
melanoma murino (ZHANG et al., 2000).

Portanto, o tratamento prévio com solucéo de cacau, em nosso modelo experimental, foi
mais efetivo no controle do crescimento tumoral, enquanto o tratamento pos-implante apresentou
efeito inverso, favorecendo o crescimento neoplasico. Estudos adicionais sdo fundamentais para
esclarecer as tendéncias observadas neste estudo e o estado de ativagdo das células envolvidas na
resposta de defesa contra o crescimento neoplasico.



29

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos com o desenvolvimento deste estudo podemos concluir

que:

O tratamento prévio com solu¢do aquosa de cacau mostrou uma tendéncia em
reduzir o nimero total de células presentes no lavado peritoneal e a produgéo de
Oxido nitrico. Provocou reducéo significativa no namero de células mononucleares
e uma tendéncia a reducdo no numero de células tumorais e aumento no
espraiamento de macrofagos;

O tratamento pds-implante tumoral com solu¢do aquosa de cacau mostrou uma
tendéncia em reduzir o namero total de células presentes no lavado peritoneal e
ndo afetou a producdo de 6xido nitrico. Este tratamento ndo afetou o influxo de
celulas mononucleares e mostrou uma tendéncia ao aumento no nimero de células
tumorais, ndo afetando o espraiamento de macrofagos;

O tratamento prévio com solucdo de cacau, em nosso modelo experimental, foi
mais efetivo no controle do crescimento tumoral, enquanto o tratamento pos-

implante apresentou efeito inverso, favorecendo o crescimento neoplasico.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE ANALISE DO CACAU UTILIZADO NO PREPARO
DA SOLUCAO ORAL ADMINISTRADA NOS GRUPOS DE TRATAMENTO.

GRUPO CERTIFICADO DE ANALISE
CENTROFLORA Aprovado

© Mwoerias pare am winde mellion

N2 171309 Data da Aprovacao: 080%09 Unidade I Rev. 3 - 20609

CACAU ESPECIAL

Produto: 20061 - Cacau Especial 10,0-12,0% Teobromina Lote
Nome Cientifico: Theobroma cacso Linné
Solvente de Extrag@o: EtanolAgua (1:1) 190809.1713
Parte Usada: Sementes S =
Processo de Produgéo: Extragao Cacau Desengordurada/Padronizagao Fabricagao | Validade
Excipientes Utilizados: Nenhum 08/2009 | 08/2011
Origem da Droga Vegetal: Brasil - BA
Fabricado no: Brasil
Ratio: 5- 7:1:

ANALISE ESPECIFICACAO RESULTADO METODO
Eisico-Quimico
Aspecto Pé Fino Higroscopico P& Fino Higroscopico IT2-100
Cor Pardo a Pardo Escuro Pardo IT2-100
Odor Caracteristico Caracteristico IT2-100
Umidade (%) Max 6,00 3,420 IT2-100
Sabor Caracteristico Caracteristico IT2-100
Teor - Teobromina (%) 10,000 - 12,000 10,610 IT2-115
Aflatoxina Bt (pg'Kg) Max 2,00 0,100 IT2-3RD
Aflatoxina B1+B2:G14G2  (ug/Kg) Max 4,00 0,400 IT2-3RD
Metais Pesados - Cd  (ppm) Max 0,50 0,320 IT2-3RD
Metais Pesados - Hg  (ppm) Max 0,10 0,060 IT2-3RD
Metais Pesados - Pb  (ppm) Max 3,00 0,270 IT2-3RD
Residuos de Pesticdas De acordo com Lei ECe EP 2.8.13 De Acordo IT2-3RD
Solvente Residual De acordo com EP 5.4 De Acordo IT2-3RD
Ocratoxina A  (pg'Kg) Max 2,00 0,600 IT2-3RD
Metais Pesados - As  (ppm) Max 1,00 0,040 IT2-3RD
Teor Cafeina (HPLC) (%) 0,200 - 1,500 0,330 IT2-115
Cinzas Insol. em Acido (%) Informativo 2,340 1T2-003
Cinzas Totais (%) Informativo 7,030 1T2-003
Microbioldgico
Bactérias Totais < 1000 UFC4g < 10 UFC/g IT2-048
Fungos e Leveduras < 100 UFCq < 10 UFCig IT2-048
Pseudomonas asruginosa Ausenteem 10g Ausente 1T2-047
Eschericchia coli Ausenteem 10 g Ausente IT2-047
Salmonella sp Ausenteem 10g Ausente 1T2-047
Staphylococcus aureus Ausenteem 10g Ausente 1T2-047
Enterobactérias Tolerantes a Bile Ausente 10g Ausente IT2-047

QBSERVACOES
Produto ndo destinado ao consumidor final.

Impresso em:
24/11/2010

162422
Reinaldo Aparecido de Souza Pagna 1/1

Responsavel Técnico CRF/SP 24.284 RO2-021 Rav.01

GRUPO CENTROFLORA - Escritieio Comerial Rod. Eduardo Zuccar, Km 21,5 CEP 18603-970 Cx. Postal 264 Botucatu SP Fono: 14 3811 3520 Fac 14 3811 3506
E-Mai- sao@co ntroflora.com br Wib: www controfiora.com b
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE
AUTORIZANDO A REALIZAGCAO DA PESQUISA.

UNIVERSIDADE

SAGRADO PRPPG

CORACAO Pro-reitoria

Lideres com corac@io de Uisa e
5 uacdo

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIFICADO

Baseado em parecer competente este Comité de Etica em Pesquisa analisou 0
Projeto “AVALIACAO DO TRATAMENTO COM CACAU- THEOBROMA CACAO.
L. SOBRE CRESCIMENTO DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH EM FASE DE
PRE E POS-IMPLANTACAO TUMORAL EM CAMUDONGUS SUICOS”, Protocolo
n® 053/10, tendo como responsavel a Pesquisadora DULCE CONSTANTINO e o
considerou APROVADO.

Bauru, 24 de fevereiro de 2011.

Pro&;ﬁs da Cunha Lopes Virmond

Presidente Comité de Etica em Pesquisa — USC



