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RESUMO

Efeito da dieta hipercaldrica e hiperlipidica rica em gordura poliinsaturada, 6mega 3 e 9, na
formagdo de criptas aberrantes em mucosa colica, induzidas por azoximetano em ratos.
IDALIA. MARIA BRASIL BURLAMAQUI. Po6s-Graduacdo Stricto Sensu,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara
(Grau de Mestre em Cirurgia). Novembro, 2008. Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras
Rodrigues.

O cancer colorretal (CCR) é a quinta neoplasia mais incidente no Brasil e sua frequéncia vem
aumentando em paises industrializados. A lesdo pré-neopléasica mais precoce com presenca
de displasia é o foco de cripta aberrante (FCA), estando relacionada como lesdo precursora
de adenomas colorretais e cancer em humanos. O entendimento destas lesdes é fundamental
para esclarecer os mecanismos da carcinogénese colorretal e sua prevencdo. O objetivo foi
verificar se a dieta hipercalérica (DH), hiperlipidica, interfere na formacdo de criptas
aberrantes na mucosa colica induzida por azoximetano (AOM), em ratos. Foram usados 36
ratos Wistar, machos, com peso médio inicial de 180g a 250g e 8 semanas de idade. Foram
distribuidos em 04 grupos com 09 animais cada: GI- Grupo com ratos submetidos a DH e
ndo expostos ao AOM, GlI- Grupo com ratos submetidos a dieta padrdo (DP) e ndo expostos
ao AOM, GUI- Grupo com ratos submetidos & DH e expostos ao AOM, GIV- Grupo com
ratos submetidos a DP e expostos ao AOM. Utilizou-se, a partir da 8a semana, nos grupos | e
Il uma dieta hipercalorica (4.250cal/kg), rica em gordura poliinsaturada, relacdo co-6: ®-3 =
3:1, acrescida de fibras, minerais e vitaminas. Os grupos Il e IV receberam uma dieta padrédo
(3.000cal/kg). Na 16a semana, GUI e GIV receberam injecdo de AOM 15mg/kg,
intraperitoneal (IP), 01 vez por semana, por 02 semanas, enquanto Gl e GII receberam
solucdo salina a 0,9%. Foram mortos na 15a semana apds a inducdo com carcinégeno ou
administracdo IP de solucdo estéril. Avaliaram-se 0s animais quanto ao peso, alteracéo
clinica, presenca de adenomas, FCA e o numero de criptas por foco (multiplicidade) de
acordo com a localizacdo colica (proximal, mediai e distai). Os resultados foram submetidos
aos testes de analise de variancia e estabelecido o nivel de 5% (p < 0,05) para a rejeicdo da
hipotese de nulidade. Verificou-se que a dieta hipercaldrica hiperlipidica promoveu um
incremento no peso no grupo I, quando comparado ao grupo IV e ndo apresentou aumento
significante no nimero total de FCA nos segmentos médio (p = 0,985) e distai (p = 0,854).
Analisando ambos os grupos em rela¢do a multiplicidade de FCA, ndo houve predominancia
da presenca de 01 a 04 criptas nos segmentos médio (p = 0,499) e distai (p = 0,244), como
também, de 05 ou mais criptas nos segmentos médio (p = 0,371) e distai (p = 0,820).
Verificando a presenca do numero total de criptas por foco em toda a mucosa cdlica, o teste
do qui-quadrado mostrou que o grupo IV apresenta, em propor¢do, um maior numero de
focos com 05 ou mais criptas do que o grupo Il (P= 0,043). Conclui-se que a dieta usada
aumenta o peso corporal, porém ndo interfere na quantidade de FCA, contudo reduz o
aparecimento de criptas aberrantes, quando > 5 criptas por foco, no colo de ratos Wistar,
induzido por azoximetano.

DESCRITORES: Dieta hipercaldrica hiperlipidica, Azoximetano, Cancer colorretal, Criptas
aberrantes.



ABSTRACT

Effect of a hypercaloric and hyperlipidic diet, rich in polyunsaturated fat, co-3 and to-9,
aberrant crypt on formation in colonic mucosa, azoxymethane-induced in rats. IDALIA
MARIA BRASIL BURLAMAQUI. Stricto Sensu Pos-Graduation, Department of
Surgery, Medicai School, Federal University of Ceara, (Degree of Master in Surgery).
November, 2008. Advisor: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

Colorectal cancer is the fifth most common type of cancer in Brazil and the incidence is
growing in developed countries. The earliest preneoplastic lesion presenting dysplasia is
aberrant crypt foci (ACF), a precursor of colorectal adenoma and cancer in humans.
Knowledge of ACF formation is crucial to understanding the mechanisms involved in
colorectal cancer and their inhibition. The objective of this study was to determine whether a
hypercaloric, hyperlipidic diet (HCD) affects azoxymethane (AOM)-induced ACF formation
in rat colonic mucosa. Thirty-six 8-week old male Wistar rats weighing 180-250g were
distributed into 4 groups of 9 animais each: Group I: HCD without AOM; Group II:
normocaloric diet (NCD) without AOM; Group Ill: HCD and AOM; Group IV: NCD and
AOM. From the eighth week onwards the animais in Groups | and Il were fed HCD (4,250
cal/kg; rich in polyunsaturated fat; ratio co6:co3=3:l, with addition of fiber, minerais and
vitamins). The animais in Groups Il and IV were fed NCD (3,000 cal/kg). At 16 weeks, the
animais in Groups 111 and IV were injected i.p. with 15 mg/kg AOM once a week for 2 weeks,
while the animais in Groups | and Il received 0.9% physiological saline. At 15 weeks after
AOM or saline administration, the animais were euthanized and their weight, clinicai changes,
adenomas, ACF and number of crypts per focus (multiplicity) according to colon section
(proximal, middle or distai) were registered. The findings were submitted to variance analysis
and the levei of statistical significance was set at 5% (/?<0.05). HCD was found to promote
weight increase in Group Il compared to Group IV. No significant increase in the total
number of ACF was observed for the middle and distai segments (p=0.985 and />=0.854,
respectively). The multiplicity of foci with 1-4 aberrant crypts was similar for tfle middle and
distai segments (p=0.499 and p=0.244, respectively). The corresponding figures for foci with
>5 aberrant crypts were £5=0.471 and £>=0.820. The total number of ACF in the colonic
mucosa differed significantly between Group 1V and Group 1 (%2 = 4.091; £5=0.043). It may
thus be concluded that HCD promotes weight increase and, while not affecting the total
number of ACF, reduces the proportion of foci with >5 aberrant crypts, thereby indirectly
preventing the emergence of preneoplastic lesions in rat colonic mucosa.

Key words: hypercaloric hyperlipidic diet, azoxymethane, colorectal cancer, aberrant crypts.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR), uma das neoplasias malignas mais frequentes no
ocidente, € considerado a quarta causa mais comum de cancer no mundo (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2005), e a terceira causa de incidéncia e mortalidade em ambos
0s sexos nos Estados Unidos da América (MAHAYRI; MOREIRA FILE10O, 2002). Em 2007,
foi diagnosticado em 153.760 norte-americanos, e aproximadamente 52.180 morreram por
esta afeccdo (JEMAL et al., 2003; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2007). No Brasil, ele
representa a quinta neoplasia mais diagnosticada e a quarta causa de 6bitos, sendo que cerca
de metade dos pacientes morre em menos de cinco anos, apos o tratamento (BIN, 2002).
Evidéncias epidemioldgicas indicam que essas diferencas séo influenciadas fortemente pela
area geografica, cultura e habitos alimentares (FORTUNATO; TRIGUEIRO; GOES, 2003;
DOMINGUEZ; GOMEZ; LEON, 2003).

A incidéncia do cancer colorretal apresenta padrGes bastante diferenciados
entre as distintas regides mundiais, 0 que sugere uma forte influéncia de fatores locais
(PINHO et al., 2003). Nos Estados Unidos da Ameérica, pode haver diferencas, quando se
compara populagdo urbana com a rural, imigrantes japoneses com americanos ou imigrantes
japoneses com japoneses que vivem no Japdo. Os japoneses imigrantes tém menor incidéncia
de CCR em relagdo aos americanos, no entanto é maior quando comparados aqueles que
vivem em sua terra natal (CQRMAN, 2002). Essa distingdo pode ser observada de forma
semelhante no Brasil, onde as regides Sul e Sudeste apresentam elevada incidéncia dessa
neoplasia em relacdo as regides Norte e Nordeste, possivelmente em consequéncia de
diferencas nos padrdes dietéticos e no desenvolvimento socioeconémico (PINHO et al.,
2003).

Mais de 90% dos canceres de colo e reto ocorrem em individuos com idade
superior a 50 anos, e 75% atingem individuos sem outros fatores de risco além da idade
(MALLMANN, et al., 2003).

A taxa de sobrevida em 5 anos, no caso de doenca localizada, é de 90,5%, mas,
para doenca metastatica, essa taxa fica em tomo de 10% (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2007). Mais de 90% dos tumores colicos sdo adenocarcinomas, e a maior parte das lesdes
surge de pélipos adenomatosos. A transformacao pdlipo-cancer passa por uma seqiiéncia de

varias mutacOes genéticas. Esse processo de transformacdo geralmente é lento e pode levar
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mais de 10 anos. Deste modo, a histdria natural do cancer propicia condi¢des ideais a sua
prevencao e deteccdo precoces (ARAUJO; ALVES; HABR-GAMA, 2001).

A etiologia do CCR ainda é desconhecida, poréem o aumento na incidéncia e
mortalidade pode estar relacionado com envelhecimento das populages e modificagdes no
estilo de vida, tanto em relagcdo a maior presenca do sedentarismo, como utilizacdo de dietas
industrializadas. Alguns autores enfatizam que o aumento da prevaléncia da obesidade nos
Gltimos anos podera estar relacionado a fatores ambientais, em especial a dieta e a atividade
fisica que, interagindo com fatores genéticos, poderiam explicar o acimulo de gordura
corporal na populagdo, levando a uma epidemia mundial. (WHO, 1998; POPKIN, 1998;
HILL, 1998).

No Brasil, as mudan¢as demograficas, sécioeconémicas e epidemioldgicas, ao
longo do tempo, permitiram que ocorresse a denominada transi¢cdo nos padrdes nutricionais,
com a diminui¢do progressiva da desnutricdo e 0 aumento da obesidade, tornando-se um
problema de salde publica (MONTEIRO et al., 1995; FRANCISCHI; PEREIRA; LANCHA
JUNIOR, 2001). As conseqiiéncias da obesidade sdo muitas e variam do risco aumentado de
morte prematura a graves doencas que afetam diretamente a qualidade de vida, como
dislipidemia, hipertenséo arterial, diabetes melito tipo Il e varios tipos de cancer, dentre eles,
o colorretal (DEFRONZO; FERRANNINI, 1991). Atualmente, existe a hipdtese de que a
hiperinsulinemia, ou fatores associados & resisténcia a insulina, tais como obesidade,
hiperglicemia ou hipertrigliceridemia, podem ter um papel na carcinogénese colorretal
(McKEOWN-EYSSEN, 1994)>

Estudos epidemioldgicos realizados na década de 70 mostraram que a obesidade
contribui para o aumento da incidéncia e/ou mortalidade por céncer de colo, mama,
endomeétrio, rim, esdfago, estbmago, pancreas, vesicula biliar e figado. Atualmente, acredita-
se que a obesidade seja a causa de 15% a 20% de todos os canceres nos Estados Unidos da
Ameérica, constituindo-se no principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer em
individuos ndo fumantes (CALLE; KAAKS, 2004).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (LARC) realizou uma extensa
revisao com base em estudo epidemioldgico e concluiu que evitar 0 aumento de peso reduz o
risco de desenvolver cancer de colo, mama, endométrio, rim e esdfago. Esse estudo foi
realizado em individuos com sobrepeso e obesos, comparados a magros. (IARC, 2002).

Os mecanismos que relacionam a obesidade com o risco aumentado de
desenvolver cancer envolvem os efeitos endocrinos e metabolicos da obesidade e as

consequentes alteraces que eles induzem na producdo de peptideos e hormonios esteroides.
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Neste contexto, destacam-se a hiperinsulinemia cronica, alteracdo na secrecdo de hormoénios
esterdides sexuais e esteatohepatite ndo-alcoolica (CALLE; KAAKS, 2004).

A associacdo entre obesidade e cancer € clara, uma vez que 0 excesso de insulina
promove o crescimento de tumores. Os efeitos da hiperinsulinemia podem ser mediados
diretamente nos receptores de insulina das células pré-neoplasicas e neoplasicas, estimulando
0 seu crescimento. Conseqlientemente, individuos muito acima do peso apresentam risco
aumentado de contrair cdncer. Outro mecanismo comum € a resisténcia a insulina,
ocasionando uma inflamac&o crénica subclinica com o aumento de citocinas inflamatérias, as
quais atuariam como agente promotor do crescimento tumoral (CARVALHEIRA; SAAD,
2006).

A ocorréncia de lesdes pré-neoplésicas e neoplasicas no colo e reto esta associada
com a biotransformacdo, bem como & ativacdo ou detoxicacdo de produtos quimicos
exogenos ingeridos na dieta. O entendimento destas relagdes toma-se fundamental para o
esclarecimento dos mecanismos da carcinogénese colorretal e de sua prevengdo (MORI et
al,, 2004).

Alguns componentes da dieta sdo conhecidos como moduladores do
desenvolvimento de tumores em modelos experimentais. Estudos epidemiolégicos
demonstraram que uma ingesta alta em folato, micronutriente abundante em vegetais e frutas,
reduz o risco de CCR. Dietas ricas em gorduras saturadas e carnes vermelhas aumentam a
producdo de acidos biliares, os quais podem causar a proliferacdo do epitélia colorretal e
promover a formagdo de turpores. O célcio apresenta um efeito protetor, porque age
diretamente nas células epiteliais do colo, diminuindo sua proliferacdo, e também se liga aos
acidos biliares e gordurosos do Iimen intestinal, inibindo a carcinogénese (PASI; MAYER,
2000).

A relagdo entre o risco do desenvolvimento de CCR e habitos dietéticos é
importante. Pesquisas sugerem que dieta rica em fibras reduz o risco desta afecgdo. Os
mecanismos de acdo das fibras, especialmente as fermentaveis envolvem eventos fisicos, tais
como alteracdo do tempo de transito intestinal, diluicdo do bolo fecal, aderéncia fisica ou
quimica a agentes mutagénicos e efeitos secundarios (geracdo de produtos da fermentacao
bacteriana, especialmente &cidos graxos de cadeia curta, e alteracdo do pH luminar)
(CAMPOS et ai, 2005; WEICKERT; PFEIFFER, 2008).

Em paises ocidentais, 0 consumo excessivo de calorias (gorduras saturadas e
carboidratos refinados) é fortemente relacionado com altos indices de CCR. Os mecanismos

incriminados sdo: aumento do tempo de trénsito intestinal, aumento das concentracdes de
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acidos biliares fecais, aumento da proliferacdo epitelial, hiperinsulinemia e o0
desenvolvimento da resisténcia a insulina. As altas concentracbes de insulina sérica
circulante apresentam acdo mitogénica para colonocitos, proliferacdo celular e apoptose,
além de aumentar a biodisponibilidade do fator de crescimento insulina-simile (IGF-1),
promotor de proliferacéo celular (GIOVANNUCI, 2002).

Em paises com alta incidéncia de CCR, o teor de gorduras da dieta representa
cerca de 40% do total de calorias, em contraste com regifes de baixa incidéncia onde este
teor é de apenas 15% a 20%. Evidéncias sugerem que dietas gordurosas parecem estar
associadas ao CCR, no entanto esta correlagdo ndo depende somente da quantidade, como
também da composicao de acidos graxos especificos (CAMPOS et al., 2005).

Existem trés importantes familias de &cidos graxos insaturados, cuja
nomenclatura refere-se a posicdo da primeira dupla ligagdo, a partir do terminal metil da
cadeia carbonica: 6mega 3 (co-3), 6mega 6 (co-6) e dmega 9 (co-9).

Os principais acidos graxos poliinsaturados (AGPI) da familia co-3 sdo: acido a-
linolénico (a-LNA, 18:3 co-3), &cido eicosapentandico (EPA, 20:5 co-3), e 0 &cido
docosahexaenoico (DHA, 22: 6 co-3). O organismo humano ndo consegue sintetizar o acido
a-linolénico e o acido linoléico (18:2 co-6) em virtude da auséncia das enzimas delta-15 e
delta-12 dessaturases, que sdo capazes de inserir duplas ligacdes no terceiro e sexto carbono,
respectivamente, contados a partir do terminal metil. Dessa maneira, é necc™ario obté-los
através da dieta para manter um pool adequado no organismo, sendo denominados como
acidos graxos “essenciais”. ¥

A proporcdo de co-6 e co-3 na dieta é importante, embora ainda ndo se tenha
determinado uma relagdo 6tima. Ao longo do tempo tem ocorrido um aumento da ingestdo de
gordura e substituicdo dos acidos graxos alimentares com maior consumo do co-6 em relacédo
ao c0-3 (BARTSCH; NAER; OWEN, 1999). A Organizacdo Mundial da Saude (2003), em
seu relatdrio sobre dieta, nutricdo e prevencao de doencas crénicas recomenda uma ingestdo
de 5% a 8% das calorias totais provenientes do co-6, enquanto 1% a 2% do co-3.

Muitos estudos tém demonstrado que os acidos graxos co-3, especialmente 0 EPA
e 0 DHA desempenham um papel protetor no desenvolvimento do céncer colorretal,
enguanto os acidos da serie co-6 promovem carcinogénese. Os estudos experimentais tém
contribuido para a compreensdo dos mecanismos de acdo dos acidos graxos co-3 no CCR e as
evidéncias indicam que podem modular a formacdo dos eicosandides e influenciar a

expressdo de genes, moléculas transdutoras de sinais e a atividade de enzimas. Os PPARs
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(“peroxisome proliferator activating receptors”) sdo receptores nucleares ativados por
substancias lipofilicas como &cidos graxos, esteroides, vitaminas A e D, eicosandides e
drogas. O EPA oxidado é um agonista do PPAR a e y com acdo hipolipémica e
antiinflamatoria por inibir o NFkB. Conseqientemente, os acidos graxos co-3 podem afetar a
proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose e angiogénese (ROYNETTE et al., 2004).

Atualmente a relacdo entre acidos graxos dmega 6 (co-6)/ 6mega 3 (co-3) deve ser
modulada em 2.5:1, para inibir a proliferacdo celular (efeito antiinflamatorio) e promover a
apoptose de células cancerigenas. A distorcdo desta relacdo interfere na patogénese de
doencas cardio-vasculares, cancer, doencas inflamatorias e imunoldgicas. Em paises
ocidentais, onde o consumo de co-3 é deficiente, esta relacdo varia de 15:1 a 20:1 e a
incidéncia de CCR vem aumentando de forma alarmante (CAMPQOS, 2007).

Pesquisas mostram o efeito preventivo dos flavondides e de outras substancias,
como o cha verde, com atividade bioldgica, incluindo propriedades anti-oxidantes e anti-
inflamatdrias na carcinogénese colica (FORMICA; REGELSON, 1995; TANAKA;
KOHNO; MORI, 2001).

A carcinogénese é um processo dinamico, envolvendo uma gama de alteracdes
celular, molecular e morfoldgica, sustentadas por modificacGes na expressdo de oncogenes e
genes supressores tumorais, que coordenam atividades essenciais da célula, como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (KERR; WINTERFORD; HARMON, 1994).

O processo de carcinogénese quimica pode ser dividido em (;uatro etapas:
iniciacdo, promocao, progressdo e manifestacdo, sendo esta Ultima diferente das demais, pois
se refere a manifestacdo clinica do cancer (MURAD, 1996).

A iniciacdo corresponde a interacdo de uma substancia (carcin6geno) com o
DNA da célula alvo, levando, ap6s um ciclo de divisdo celular, a dano permanente e
irreversivel, que se caracteriza por alteracdo do material genético (mutacdo), resultando em
mudancas no genoma, o0 que leva a um crescimento seletivo das células. Nesta etapa, ndo ha
alteragdes fenotipicas evidentes (MURAD, 1996).

A promocgdo caracteriza-se pela expressdo fenotipica da mutacdo induzida na
iniciagdo. A célula modificada prolifera sem controle do crescimento como resultado das
alteracbes genéticas sofridas na etapa anterior. Desta forma, 0s agentes promotores
estimulam a proliferacdo celular, o que resulta em expansdo clonal das células iniciadas
(WARGOVICH; PUREWAL, 1995). A expansdo clonal de uma populacdo de células é
geralmente denominada lesdo pré-neoplasica (BIRD; GOOD, 2000).
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Na progressao, a neoplasia maligna é expressa fenotipicamente, caracterizando-se
pela instabilidade do genoma. As alteragOes estruturais do genoma verificadas nesta fase
estdo diretamente relacionadas a taxa elevada de proliferacdo, a invasividade, a capacidade
de produzir metastases e a determinadas alteracdes bioquimicas (BIRD, 1995).

Dentre os modelos propostos para carcinogénese colorretal, a progressao
histolégica da mucosa normal para adenomas de fase precoce foi sugerida no modelo de
Fearon e Vogelstein em 1990. Estes autores demonstraram que 0 surgimento de tumores
colorretais é o resultado de um acumulo sequencial de quatro a cinco mutagGes distintas
correspondendo a um estagio diferente na sequéncia adenoma-carcinoma. Neste modelo
ocorrem mutacdes do gene APC (adenomatous polyposis coli), ativacdo da proteina k-ras e
mutacdo das proteinas DCC e p53 (FEARON; VOGELSTEIN, 1990). (Figuras | e 2)

FIGURA 1 - Modelo de carcinogénese cdlica

MUCOSANORMAL ----------- » ADENOMA CARCINOMA

FIGURA 2 - Progressdo histoldgica da mucosa normal para carcinoma.
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Um outro modelo descrito sdo os encontrados em pacientes portadores de cancer
colorretal hereditario ndo-polipdide (HNPCC). Estes apresentam mutacfes nos genes
reparadores de defeitos de replicacdo de DNA (“mismatch repair genes”), conhecidos como
hMSH2, hMLHI, hPMSI, hPMS2 e hMSHG. Existem evidéncias de que além dos pacientes
portadores de HNPCC, cerca de 15% dos carcinomas colorretais esporddicos sdo formados a
partir deste mesmo caminho (ROSSI; PINHO, 1999). Apesar das duas vias descritas para
explicar a carcinogénese colorretal, alguns autores descrevem que carcinomas colorretais
podem também se desenvolver a partir de areas de mucosa desprovidas de alteracdes
macroscépicas prévias compativeis com adenomas, conhecidos como carcinomas “de novo”.
Essas areas foram estudadas, e identificou-se mucosa colorretal com discreta elevacao
acompanhada de coloracdo avermelhada e, ocasionalmente, contendo uma depressao central
compativel histologicamente com adenoma tubular, apresentando atipias significativas
denominadas adenomas planos. Atribui-se a existéncia de uma transmissdo familiar como
sindrome do adenoma plano hereditéario, embora com indice de malignizacéo elevado, ainda
existem controvérsias quanto a sua real incidéncia e importancia na carcinogénese colorretal.
Evidéncias sugerem mutagdes relacionadas ao gene APC em portadores desta sindrome, mas
ndo sdo capazes de explicar esse processo de carcinogénese “de novo” em bases de biologia
molecular (MUTO; KAMIYA; LANSPA, 1985; LYNCH; SMYRK; LANSPA, 1988).

As lesbes pré-neoplésicas, com seus varios graus de displasia, representam um
passo obrigatério na carcinogénese do colo, e muito esforco tem sido dedicado para
identificacdo e caracterizacdo £0s processos displasicos em humanos e em modelos animais
(FEMLA; DOLARA; CADERNI, 2004).

A lesdo pré-neoplésica mais precoce com presenca de displasia € o foco de cripta
aberrante (FCA); esta alteracdo esta relacionada como lesdo precursora de adenomas
colorretais e cancer em humanos (CUMMINGS, 2000; RONCUCCI et al., 2000;
TAKAYAMA et al., 2001; ADLER et al., 2002).

Focos de criptas aberrantes (FCA), inicialmente identificados na mucosa
colorretal de roedores expostos a a¢do de substancias carcinogénicas (BIRD, 1987), foram
também reconhecidos e identificados em humanos (PRETLOW et al., 1991) e desde entdo
considerados como um marcador bioldgico confidvel de lesbes pré-cancerosas ou pré-
neoplasicas do intestino grosso (MORI et al., 2004).

Os FCA sdo conceituados como criptas simples e multiplas que possuem a
abertura luminar alterada, epitélio mais espesso e sdo maiores que as criptas adjacentes

(PRETLOW et al., 1992). Os FCA aumentam com os indutores carcinogénicos em mucosa
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célica de hamsters e camundongos, mas sdo praticamente evidenciados no colo de todos os
animais expostos a carcinogenos especificos (PRETLOW et al., 1991).

A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o0 azoximetano (AOM) sdo agentes
carcinogénicos que induzem cancer célico em roedores, em um processo de multiplos passos,
caracterizado pela formacdo seqliencial de lesdes histopatoldgicas similares aquelas
observadas na carcinogénese espontanea em humanos (CADERNI et al., 2003). O AOM ¢
um metabdlito da 1,2-dimetilhidrazina, cujo mecanismo de inducéo de lesbes pré-neoplésicas
é atribuido ao aumento da expressdo do gene c-fos e & diminuicdo do gene c-myc, assim
como a mutacdo do gene k-ras. (STOPERA; DAVIE; BIRD, 1992).

Recentemente, identificaram-se novos marcadores bioldgicos especificos para
carcinogénese colica, em roedores tratados com AOM ou DMH, denominados “mucin
depleted foci” (MDF) ou foco depletado de mucina, caracterizada pela formacdo de criptas
com auséncia ou escassez na producdo de muco. Segundo alguns autores, esta lesdo mostra
claramente caracteristicas displasicas nos cortes histolégicos (CADERNI et al., 2003;
FEMLA; DOLARA; CADERNI, 2004) e “P-catenin-accumulated crypts” (BCAC) ou criptas
com acumulo de p-catenina; o acumulo desta proteina no nucleo e/ou citoplasma abriga
mutacdes genéticas frequentes, tendo um importante papel na carcinogénese (YAMADA et
al., 2000; YAMADA et al., 2001; HIROSE et al., 2003; HATA et al., 2004).

O AOM ¢ ativado metabolicamente no figado, sendo levado ao colo pela corrente
sanguinea ou via biliar como glucoronideo conjugado. Apoés ativacao, o0 DI\TA é metilado
principalmente nas posicbe§ NI- e O6- da guanina (SAFFHILL; MARTGISON;
O’CONNOR, 1985). O AOM ¢ geralmente preferido em relacdo a DMH por ser mais
potente, baseado na sua molaridade e pelo realce na estabilidade quimica das solugdes
(PAPANIKOLAOU etal., 1998).

Neste contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de modelos experimentais
que permitam o estudo da carcinogénese, favorecendo a identificacdo de fatores de risco que
auxiliem na deteccao precoce do cancer e de estratégias preventivas.

Sabe-se que a obesidade e dietas hipercaldricas constituem fatores de risco no
aparecimento do cancer colorretal, portanto faz-se necessario um estudo para verificar se
uma dieta hipercal6rica e hiperlipidica, rica em gordura poliinsaturada (6megas 3 e 9),
interfere no desenvolvimento do céncer colorretal, em modelo de carcinogénese induzida

pelo AOM, em ratos Wistar.



24

2 OBJETIVO

Verificar se uma dieta hipercalérica e hiperlipidica, rica em gordura
poliinsaturada (6megas 3 e 9), interfere na formacéo de focos de criptas aberrantes induzidos
*

por azoximetano na mucosa colica de ratos Wistar.
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3 METODO

A pesquisa foi realizada ap6s avaliagdo do Comité de Etica de Pesquisas em
Animais da Universidade Federal do Ceard (CEPA/UFC) sob nimero de protocolo 11/06 e
de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa Biomédica em Animais (Consejo de
Organizaciones Intemacionales de Ciéncias Médicas, 1990) e de acordo com a Lei Federal
n°. 6.638 que estabelece normas para pratica didatico-cientifica da vivissec¢do de animais, de
8 de maio de 1979 (Anexo A).

3.1 Amostra

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia,
Muridaé) da linhagem Wistar, machos, adultos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara, com 8 semanas de vida e peso entre 180 e 250g. Os animais
foram mantidos no laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard e separados individualmente em
gaiolas de polipropileno com tampa de arame galvanizado com zinco, forradas com
maravalhas. Permaneceram alojados sob umidade relativa do ar em tomé de 50%, e
temperatura média de 25° C, ilpminacdo com turno de 12h claro/escuro e ventilagdo mantida
por ventiladores axiais. Receberam agua e racdo ad libitum. Durante o periodo de adaptacéo,
todos os animais foram previamente tratados com anti-helmintico de uso veterinario, Iml/Kg

de peso do animal (Basken®- Pamoato de Pirantel e Pamoato de Oxantel).
3.2 Delineamento do experimento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos contendo 9

animais cada, identificados e pesados previamente, e foram denominados:

GRUPO | - (Gl): Grupo estudo com ratos que receberam dieta hipercaldrica e
hiperlipidica e ndo expostos ao azoximetano - Com 8 semanas de vida, foram separados
individualmente e colocados em gaiolas. Foi administrada dieta hipercaldrica e hiperlipidica,

composta de 159 de dieta padrdo + 20g de Nutri Diabetic® + 5ml de 6leo de canola,
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perfazendo um total de 4250kcal/kg. Com 16 semanas (4 meses), receberam injecdo de 1,0ml
de solucdo salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), | vez por semana por 2 semanas (15a
e 16a semanas) e continuaram recebendo a dieta citada até os dias estabelecidos para a
eutanasia. Os animais foram mortos na 31a semana do experimento (15 semanas apos a

administracao de salina).

GRUPO Il - (GII): Grupo controle com ratos que receberam dieta padrdo e néo
expostos ao azoximetano - Os animais, desde o desmame, foram alimentados com dieta
padréo, da Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos®, com 3000kcal/kg, e com 8 semanas de
vida, foram separados e cada animal colocado em uma gaiola. Com 16 semanas, receberam
injecdo de 1.Oml de solucédo salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), | vez por semana
por 2 semanas (15a e 16a semanas) e continuaram recebendo a dieta citada até os dias
estabelecidos para a eutanasia. Os animais foram mortos na 31a semana do experimento (15

semanas apos a administracdo de salina).

GRUPO 11l - (GUI): Grupo estudo com ratos que receberam dieta hipercaldrica e
hiperlipidica e expostos ao azoximetano - Com 8 semanas de vida, foram separados e cada
animal colocado em uma gaiola. Foi administrada dieta hipercaldrica e hiperlipidica,
composta de 15g de dieta padrdo + 20g de Nutri Diabetic® + 5ml de dleo de canola,
perfazendo um total de 4250kcal/kg. Com 16 semanas, receberam injecdo de agoximetano na
dose de 15mg/kg, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas (15a e 16a semanas) e
continuaram recebendo a dieta citada até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais
foram mortos na 3la semana do experimento (15 semanas apds a indugdo com o

carcin0geno).

GRUPO 1V - (G IV): Grupo controle com ratos que receberam dieta padrao e expostos
ao azoximetano - Os animais, desde o desmame, foram alimentados com dieta padrdo, da
Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos®, com 3000kcal/kg, e com 8 semanas de vida, foram
separados individualmente em gaiola. Com 16 semanas, receberam injecdo de azoximetano
na dose de 15mg/kg, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas (15a e 16a
semanas) e continuaram recebendo a dieta citada até os dias estabelecidos para a eutanasia.
Os animais foram mortos na 31a semana do experimento (15 semanas apds a indugdo com o

carcinogeno). (Figura 3)
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FIGURA 3 - Dclincamcnto do experimento: Grupo | - Dieta Hipcrcalorica e Hiperlipidica (DH) + Solugéo

Salina (SF) a 0,9%; Grupo Il - Dieta Padrdo (DP) + Solucdo Salina (SF) a 0,9%; Grupo Il - Dieta
Hipercalorica e Hiperlipidica (DH) + Exposicdo ao Azoximetano (AOM) 15mg/kg; Grupo IV - Dieta Padrao
(DP) + Exposicdo ao Azoximetano (AOM) 15mg/kg ; Eutanasial

3.3 Procedimentos

- Carcindgeno

O Azoximetano (Wako Chemicals USA) foi adquirido na apresentacéo de firasco-
ampola (I00mg) e diluido em agua para injecdo estéril, a fim de obter a dose de 15mg/kg de
peso do animal, sendo administrado por via intraperitoneal uma vez por semana por duas

semanas (Figura 4).

SE1U%77 -
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FIGURA 4 - AOM (15mg/Kg,) IP, 2x semana. Rato 8, GUI.

- Pesagem dos animais
Todos os animais foram pesados duas vezes por semana até o dia determinado

para a eutanasia. Este procedimento foi realizado por um Gnico examinador, que utilizou a

mesma balanca (balanca analitica Ohaus AS 2600).

- Alimentacao

Os animais alimentaram-se das dietas hipercal6rica e hiperlipidica, padrdo e agua
“ad libidum’ (Figura 5 e Tabelas ! e 2).

FIGURA 5 - Alimento Padrdo X Alimento Hipercal6rico ¢ Hipcrlipidico
(3.000 Kcal /Kg) (4.250 Kcal/Kg)



TABELA 1 -

ALIMENTO

Biobase Bio-tec®

TOTAL

Distrib.Total Calorias

Calorias (%)

TABELA 2 -

Composicdo da dieta
hiperprotéica e hipolipidica.

QUANT.(g)

40

40

hiperlipidica e hipoglicidica.

ALIMENTO

Biobase Bio-tec®
Nutri Diabetic®
Oleo de Canola

TOTAL

Distrib.Total Calorias

Calorias (%)

>

QUANT.(g)

15

20

5

40

KCAL

120

120

padrdo (Biobase Bio-tec®):

CHO (g)

17,6

17,6

70,4

58,66%

Composicdo da dieta hipercalérica e hiperlipidica:

KCAL CHO (g)
45 6,6
80 11
45 0
170 16,6

70,4
41,36%

29

normoglicidica.

PTN(g) LIP (9)
8,8 1,6
8,8 16

35,2 144

29,34% 12,00%

normoproteéica,

PTN (g) LIP (9)
33 0,6
3,2 2,6

0 5
6,5 8.2
26 73,8

15,28% 43,36%
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TABELA 3 — Perfil Lipidico da Dieta Padrdo e da Dieta Hipercaldrica e Hiperlipidica.

Gordura Dieta Dieta Hipercalorica

Padrdo Hiperlipidica
Poliinsaturada 54% 19%
Monosaturada 24% 29%
Saturada 15% 6%

TABELA 4 - Relacdo entre dmegas 3, 6 e 9, na Dieta Padrdo e da Dieta Hipercaldrica e
Hiperlipidica.

Dieta Dieta Hipercal6rica
Padréo Hiperlipidica
4)6:0)3 8:1 301 4
®9:®6 *0,4: 1 151
Poli:Sat 52:1 76:1
> 60% de tt)6 > 50% de CA9 :

- Avaliacéo clinica

Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico diariamente. Foram
observadas mudangas no peso (2 vezes por semana), comportamento (reatividade,
imobilidade), contrages involuntarias, respiracdo, diarréia, anorexia, piloerecdo, queda de

pélos e ulceragdes.
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- Procedimento operatério

Os animais permaneceram 12h recebendo somente &gua cid libitum, até o inicio
do ato operatorio.

Foram anestesiados com ketamina (80mg/kg/peso) e Xilasina (8mg/kg/peso) por
meio de injecdes IP e posicionados em decubito dorsal sobre prancha de madeira e
imobilizados pela fixagdo dos membros anteriores e caudais. Em seguida, submetidos a
laparotomia por incisdo mediana xifo-pubiana com exposi¢éo da cavidade abdominal (Figura
6). Inicialmente, realizou-se coleta de 5ml de sangue da aorta abdominal para anélise
bioquimica (Figura 7). Posteriormente, realizou-se a proctocolectomia. Esse segmento foi
medido e pesado. A peca foi aberta na borda anti-mesocolica, lavada com solugdo salina e
distendida sobre uma superficie plana para avaliagdo macroscopica. Os animais foram mortos

por choque hipovolémico apds sec¢do da aorta abdominal.

FIGURA 6 - Laparotomia com incisdo mediana FIGURA 7 - Coleta de 5ml de sangue da aorta
xifo-pubica. Rato 9, GllII. abdominal. Rato 3, GIV.

- Avaliagdo macroscopica

Apb6s a remocdo do colo, este foi aberto longitudinalmente na borda anti-
mesocolica e lavado com solucéo salina. O mesmo foi cuidadosamente estendido em papel
tipo “kraftendo sido avaliada a presenca de adenomas ou tumores colicos (Figura 8).

Posteriormente, o colo foi dobrado em seu eixo de forma concéntrica, no intuito
de reduzir a presenca de pregas na mucosa coélica, 0 que interferiria na visualizacdo das

criptas. O material foi submerso em solucdo de formalina a 10% para fixagdo (Figura 9).
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FIGURA 8 - Exposicdo longitudinal do colo aberto em papel “kraft”. Rato 5, GIV.

FIGURA 9 - Espécime em papel “kraft”, ap6s ser dobrada em seu eixo de forma concéntrica. Rato 5, GIV.

- Avaliagdo microscopica

Os focos de cripta aberrante foram quantificados de acordo com Eird (1987). A
peca foi corada com azul de metileno a 0,1% em PBS (solugdo tamponada fosfatada) por 2
min previamente a contagem (Figura 10). A mucosa cdlica foi avaliada por dois
examinadores utilizando-se do microscopio estereoscopico (M90 VASCONCELLOS da DF
VASCONCELLOS S.A.) com magnificagdo de 40X.

FIGURA 10 - Mucosa colica ao microscopio estereoscopico com magnificacdo de 40X. Rato 8 GIV
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O numero de focos de cripta aberrante e 0 numero de criptas por cada foco
(multiplicidade) foram avaliados de forma continua de acordo com a localizagdo colica. O
colo, apds desprezar-se | cm proximal ao anus, foi dividido em trés segmentos iguais: distai,

médio e proximal (regido cecal) (Figura 11).

+/- Sciti ‘ +/- 8cm +/- 10cm
REGIAQ REGIAO REGIAQ
DISTAL MEDIA PROXIMAL
(CECO)

FIGURA 11 - Esquema de segmento colico corado com azul de metileno 0,1 % de acordo com a localizag&o.

Cada segmento colico foi subdividido em fragmentos de 0,5cm $ encaminhado
para o laboratorio de Patologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara para rotina de cortes histologicos e

coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (Figura 12).

FIGURA 12 - Segmento cdlico subdividido em fragmentos de 0,5cm. Rato 3, GlII.
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- Avaliacédo bioquimica

No dia da eutanasia, os animais foram avaliados através das dosagens sericas de
glicose, proteina C reativa (PCR), transaminase oxalacética (TGO), transaminase pirdvica
(TGP), gama-glutamil-transferase (gama-GT), triglicerideos, colesterol total, “High-density
Lipoprotein” (HDL) e &cido urico. A glicose foi dosada utilizando fitas reativas, “One Touch
Ultra®”, usando 1| gota de sangue fresco colhido da cauda do animal. Todos os outros
marcadores foram analisados pelo equipamento modular P 800/ ROCHE HITACHI e pelos
seguintes métodos de analise: TGO e TGP - cinético; acido Urico - cinético enzimatico;
gama-GT, triglicerideos e colesterol total - calorimétrico enziméatico; HDL - enzimatico;

PCR - imunoturbidimetria.

- Avaliacdo estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software estatistico SPSS vI6.0 “for
Windows”. Realizou-se a andlise descritiva das diversas varidveis, utilizando-se a média
como medida de tendéncia central e o desvio padrdo como medida de dispersdo. O teste de
Kolmogorov-Smimov foi aplicado para verificar a normalidade da distribuicdo dos pesos e
dos numeros de focos de criptas aberrantes nos diversos grupos.

Foi utilizado o teste t de Student para comparacdo da média de peso entre dois
grupos de ratos quando os mesmos apresentavam distribuicdo normal. Na analise de 3 ou
mais amostras emparelhadas com distribuicdo normal, utilizou-se o teste ANOVA para
medidas repetidas. Esse teste foi utilizado para a avaliacdo da média do nimero de focos de
criptas nos segmentos intestinais em cada grupo de ratos. No caso de 3 ou mais amostras
emparelhadas que ndo apresentavam distribuicdo normal, foi utilizado o teste ANOVA de
Friedman. Realizou-se o teste Kruskall-Wallis para a analise de 3 ou mais amostras ndo-
emparelhadas que ndo apresentavam distribuicdo normal, sendo utilizado para comparacédo
do numero de focos de criptas nos diversos grupos em cada segmento intestinal. O teste de
comparagdes multiplas foi realizado quando necessario, e utilizou-se o teste de Scheffé na
presenca de homogeneidade de variancias e o teste de Tamhane nos casos de auséncia da
mesma. O teste do qui-quadrado foi empregado para testar a homogeneidade dos grupos Il e
IV em relacdo a multiplicidade de focos de criptas.

Estabeleceu-se o0 nivel de significancia de 5% (p<0,05) para rejeicdo da hipotese

de nulidade, assinalando com asterisco os valores significantes.
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4 RESULTADOS

Foram realizados estudos comparativos entre 0s grupos em relagcdo ao peso,
achados clinicos, macroscépicos e microscopicos, quantificando focos de cripta aberrante e

sua multiplicidade.

4.1 Achados Clinicos

Ndo foram observadas mudancas espontaneas no comportamento dos animais
(reatividade, imobilidade), contra¢cBes involuntarias, piloerecdo, ptose ou alteracbes na

respiracao.

4.2 Distribuicéo do peso

TABELA 5 - Distribuicdo do peso (em gramas) dos grupos | e Il no inicio da dieta, com 2
meses, na administracdo do SF com 4 meses e no final (eutanasia) com 8 meses

Média do Peso (g) + Desvio Padrao

Grupos n Inicial Administracdo de SF Final
I 9 203,4 £17,0 363,2 = 27,6 431,6 + 20,1
1 9 200,8 + 111 335,6 £ 15,2 385,0+ 16,4

# O grupo | apresentou maior media dc peso do que o grupo Il no fim do experimento P=0,000

1 Grupo |
1 Grupo Il

FIGURA 13 - Média dc peso (g) dos grupos | e Il durante as diversas fases do estudo
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O grupo | recebeu dieta hipercalérica e hiperlipidica enquanto o grupo Il foi
alimentado com dieta padrao.

Realizou-se o teste t de student para amostras independentes e constatou-se que o
grupo | apresentou maior média de peso do que o grupo Il no momento da administracdo do
SF P=0,022 e no fim do experimento P=0,000. No inicio do experimento ndo houve

diferenca significante na média de peso entre os grupos P=0,711.

TABELA 6 - Distribuicdo do peso (em gramas) dos grupos Il e IV no inicio da dieta com 2
meses, na inducdo com AOM com 4 meses e no final (eutanasia) com 8 meses

Média do Peso (g) + Desvio Padrdo

Grupos n Inicial Indugdo (AOM/SF) Final
" 9 2457 + 19,9 391,5 +44,4 468,8 + 58,8
A\ 9 253,0 £ 16,6 368,6 +20,9 4171 £26,2

O grupo |11 apresentou maior media de peso do que o grupo 1V no fim do experimento P=0,028

FIGURA 14 - Média de peso (g) dos grupos Il e IV durante as diversas fases do estudo

Ambos os grupos foram expostos ao AOM, sendo que o grupo Il recebeu dieta
hipercalorica e hiperlipidica, enquanto que o grupo IV, a dieta padrdo.

Utilizando-se o teste t, verificou-se que o grupo Il apresentou maior média de
peso, com diferenca significante, no fim do experimento P=0,028. No inicio do experimento
7°=0,417 e no momento da inducdo com AOM P=0,1 81, ndo houve diferenca significante na

média de peso.
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4.3 Achados a macroscopia

Ndo foram observadas lesdes polipdides em quaisquer segmentos da mucosa

colica.

4.4 Achados a microscopia estereoscopica

FIGURA 15 - Focos dc criptas abcrrantes (setas indicam - FCA com 1, 2 ¢ 3 criptas abcrrantes). Rato 3, GIV.

4.4.1 Focos de criptas aberrantes

4.4.1.1 Contagem total dos focos de criptas aberrantes:

TABELA 7 - Média e desvio padrdo do numero total de FCA por segmento intestinal cm
cada grupo ¥

Segmentos Intestinais

Proximal Médio Distai
Grupo ! 0 0 0,22 £0,44
Grupo Il 0,67 + 1,32 0 0,22 + 0,66
Grupo Il 2,22 + 2,63 47,78 £ 20,45 * 42,44 + 4 4
Grupo IV 0,33 £ ! 57,44 #27 5 33,22+ 19,63f 0

* O grupo Il apresentou diferenca significantc P=0,000 entre os segmentos proximal e medio
# O grupo Il apresentou diferenca signiiicante P=(),000 entre os segmentos proximal ¢ distai

+ O grupo IV apresentou diferenca significante P=0,000 entre os segmentos proximal e médio
t O grupo IV apresentou diferenca significantc P=0.006 entre os segmentos proximal e distai

6 O grupo IV apresentou diferenca significantc P=0,048 entre os segmentos medio e distai
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Grupo |

Grupo Il
Grupo 111
Grupo IV

FIGURA 16 - Média do nimero total de FCA nos segmentos intestinais proximal, medio ¢ distai nos diferentes
grupos.

* O grupo Il apresentou diferenca significante P=0,000 entre os segmentos proximal e médio.

# O grupo Il apresentou diferenca significante P=0,000 entre os segmentos proximal ¢ distai.

+ O grupo IV apresentou diferenca significante P=0,000 entre os segmentos proximale médio.

t O grupolV apresentou diferenca significante P=Q,006 entreos segmentos proximal e distai.

d O grupo IV apresentou diferenca significante P=0,048 entre os segmentos médio e distai.

4.4.1,2 Distribuicdo segmentar dos focos:

100->
grupom
30- GRUPO IV
60-
40-
20-
PROXIMAL MEDIO DISTAL

FIGURA 17 - Média do numero total de FCA nos grupos Il ¢ IV cm relagdo aos segmentos proximal, médio ¢
distai.

Né&o ha diferenca significante entre os grupos Il e IV em relacdo ao nimero médio de FCA
no segmento proximal 7M),359.

Ndo ha diferenca significante entre os grupos Il e IV em relacdo ao nimero médio de FCA
no segmento médio P=0,985.

Né&o ha diferenca significante entre os grupos Il e IV em relacdo ao nimero médio de FCA

no segmento distai P=0,854.



39

4.4.1.3. Média do numero total de focos de cripta aberrante (NTFCA) e do total de criptas
aberrantes (NTCA) em todos 0s segmentos.

grupo lli
grupo IV

oo O

FIGURA 18 - Média do nimero total de focos de criptas aberrantes (NTFCA).

O NTFCA no grupo 11l variou de 37 a 144, com média de 92,44 e desvio padrao de 33,38.
O NTFCA no grupo IV variou de 44 a 167, com media de 91,00 com desvio padréo de 38,47.
Ndo hé diferenca significante no valor médio de NTFCA nos dois grupos P~ 0,933.

FIGURA 19 - Média do nimero total de criptas aberrantes (NTCA).

O NTCA no grupo Il variou de 76 a 291, com média de 191,44 com desvio padrdo de 64,76.
O NTCA no grupo 1V variou de 89 a 363, com média de 196,44 com desvio padrdo de 89,04.
Né&o ha diferenca significante na média do NTCA nos grupos Il e IV. FM),893.
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4.4.1.4 Multiplicidade dos focos de criptas aberrantes entre os grupos de estudo com

carcindgeno

TABELA 8 - Avaliacdo da multiplicidade dos focos de cripta, comparando o ndmero de
FCA com até 04 criptas em relacdo ao nimero de FCA com 05 ou mais criptas nos grupos 111
elV

Numero de Criptas Grupo I Grupo IV TOTAL
por Foco

Até 04 criptas 792 762 1554

05 ou mais criptas 40 (4,81%) 60 7,30%) 100

Total 832 822 1644

Teste do qui-quadrado com correcdo de Yatcs mostra que grupo IV apresenta, cm propor¢do, um maior nimero
de focos com 5 ou mais criptas do que o grupo I (%2cc = 4,091 e P= 0,043*)

Né&o foi possivel realizar o teste do qui-quadrado no segmento proximal nos grupos Il e 1V,
por que ndo foi encontrado foco com 5 ou mais criptas.

SEGMENTO MEDIO

mm ATE 4 CA
1> 5CA

GRUPO 111 GRUPO IV

FIGURA 20 - Avaliagdo da multiplicidade dos focos de cripta, comparando o nimero de FCA com ate 04
criptas (P=0,499) em relacdo ao nimero de FCA com 05 ou mais criptas (P=0,371) no segmento medio, nos
grupos Il e IV.



41

SEGMENTO DISTAL

mm ATE 4 CA
—1>5CA

GRUPO I GRUPO IV
FIGURA 21 - Avaliacdo da multiplicidade dos focos de cripta, comparando o nimero de FCA com ate 04
criptas (P=0,244) em relacdo ao nimero de FCA com 05 ou mais criptas (P~0,820) no segmento distai, nos

grupos Il c IV.

SEGMENTOS PROXIMAL, MEDIO E DLSTAL

mm ATE 4 CA
—1>5CA

GRUPO 111

FIGURA 22 - Avaliacdo da multiplicidade dos focos dc cripta, comparando o nimero de FCA com até 04

criptas cm relagdo ao nimero de FCA com 05 ou mais criptas nos grupos Il e IV. (P=0,043)

Constatou-se que a propor¢do de focos com 5 ou mais criptas aberrantes no
Grupo 1V (7,30%) foi significantemente maior (P = 0,043) que no Grupo Il (4,81%) (Teste

do qui-quadrado com correcdo de Yates).



42

4.5 Achados a microscopia Optica

Na anélise histopatoldgica pela hematoxilina e eosina dos grupos Il e IV foram
observadas varias criptas aberrantes hiperplasicas e exuberante quantidade de tecido linféide

(Figura 23). No grupo Ill, observaram-se 2 p6lipos adenomatosos (Figura 24).

FIGURA 23 - Cripta Aberrante, Rato 5, GUI. FIGURA 24 - Adenoma tubular, Rato 7, GIV.

4.6 Achados laboratoriais

A média dos valores de triglicerideos, colesterol total e HDL foi maior no grupo
Il em relacdo ao grupo 1? com diferenca significante P=0,039; P=0,015; P=0,005,
respectivamente.

A média dos valores de colesterol total e de HDL foi maior no grupo IV em
relacdo ao grupo Ill, com diferenca significante P= 0,001 e P= 0,004, respectivamente.

Os ratos de todos os grupos apresentaram valores de PCR< 0,5 mg/dL e Gama-
GT < 3 UIL.
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TABELA 9 - Média, desvio padrdo e teste de significancia dos exames bioquimicos de Gl e

GTI.

Exames
Laboratoriais

ACIDO URICO (mg/dL)

TGO (U/L)

TGP (U/L)

TRIGLICERIDEOQS (mg/dL)
COLESTEROL TOTAL (mg/dL)

HDL (mg/dL)

* Representa valor de significAncia menor que 5% (P<0,05)

Grupo |

Média + Desvio padrao

1,15+ 0,36
66,64 + 19,1
33,36+ 11,71
59,44 + 181

53,44 £8,12

48,22 + 7,25

Grupo Il

Média + Desvio padréo

1,39 +0,36
87,54 + 35,27
42,31 + 12,39
80,09 + 22,36
70,91 + 18,08

62,55 + 11,75

valor p
0,165
0,129
0,117
6,039
6,015

6,005

TABELA 10 - Média, desvio padrao e teste de significancia dos exames bioquimicos de GUI

eGIV

Exames
Laboratoriais

GLICEMIA (mg/dL)

ACIDO URICO (mg/dL)
TGO (UIL)

TGP (U/L)
TRIGLICERIDEOS (mg/dL)

COLESTEROL TOTAL (mg/dL)

HDL (mg/dL)

* Representa valor de significancia menor que 5% (P<0,05)

Grupo Il

Média + Desvio padrdo

90,42 + 9,97
0,9 +0,71

95,09 +69,14

41,49 + 13,25
57,45 + 24,38

5591 +£7,24

53,27 £5,71

Grupo IV

Média + Desvio padrao

78,45 + 9,09
0,818 + 1,04
80 + 12.82
41,37 6,29
74,45 36,19

71,82 + 11,19

64,55 + 9,92

valor p
8,007
0,832
0,485
0,979
0,211

6,001

8,004



44

5 DISCUSSAO

A lesdo pré-neoplasica da mucosa coélica pode ser caracterizada por alteracdes
morfoldgicas e histoquimicas. O foco de cripta aberrante (FCA) tem sido implicado como a
lesdo pré-neoplasica mais precoce, estando relacionada como leséo precursora de adenomas
colorretais e cancer em humanos (BIRD, 1995; ADLER; DOLARA; CADERNI, 2002).

Inicialmente descritas por Bird (1987), em experimentos com colos de roedores
corados com azul de metileno e tratados com carcindgenos especificos, as criptas aberrantes
revelam-se com uma tonalidade mais escura que as criptas normais e encontram-se
aumentadas de tamanho, isoladas ou em grupos de duas ou mais criptas formando os FCA. A
morfologia da cripta aberrante é variada, podendo ser arredondada, fusiforme ou cbncava e
sdo mais largas que as criptas adjacentes. Apresentam como caracteristicas serem induzidas
por agente carcinogénico especifico de modo dose-dependente e sdo vistas na mucosa célica
precocemente, de 2 a 4 semanas apos a dose de iniciacdo. A ocorréncia espontanea de FCA
em ratos tem uma frequéncia baixa. Cada FCA evolui de uma cripta alterada e exibe
caracteristicas pré-neoplésicas (displasia, padrdo proliferativo anormal, mutacdo k-ras). O
tamanho e multiplicidade das criptas aumentam com o tempo e caracteristicas como
crescimento e numero predizem o desfecho tumoral (BIRD; GOOD, 2000).

Considerando a relevancia da doenca neoplasica e a importancia das propostas
preventivas, assim como a necessidade de entender o surgimento destas lesfes precoces na
carcinogénese  colorretal, “urgiram  véarios modelos experimentais (FEARON;
VOGELSTEIN, 1990; BIRD, 1995). O uso de modelos animais apresenta-se como
oportunidade para o estudo bioldgico da doenca e para testes de hipoteses ligadas a fatores
ambientais na etiologia e prevengdo do CCR (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002;
ANDRADE, 2007).

O desenvolvimento de estratégias para quimioprevencao do cancer colorretal tem
sido facilitado pelos relevantes modelos em animais de experimentacdo, que mimetizam o0s
processos neoplésicos que ocorrem em humanos, incluindo similaridades na histopatologia e
nas lesdes moleculares e genéticas, durante os estagios iniciais de promocao e manutencdo da
carcinogénese (REDDY, 2004).

Pesquisas que envolveram formacdo de FCA por carcindgenos quimicos se
mostraram adequadas utilizando varias espécies de roedores (hamsters, ratos e

camundongos). O rato foi escolhido para este estudo por ser de baixo custo, facil obtencéo e
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manutenc¢do, pequeno porte e elevada resisténcia a infeccdo e ao trauma, adequando-se assim
as condicdes da pesquisa (MORI et al., 2005; MARTINEZ-FERRER et al., 2006).

A escolha do modelo de formacdo de cripta aberrante por azoximetano foi pela
sua simplicidade, reprodutibilidade e facil aplicacdo aos animais de pequeno porte, sendo
amplamente utilizado em pesquisas experimentais (BIRD, 1987; BIRD, 1995; BIRD;
GOOD, 2000; MORI et al., 2005; MARTINEZ-FERRER et al., 2006). Nas leses induzidas
por AOM, mutacbes k-ras sdo freqilientes de modo semelhante ao cancer em humanos,
engquanto mutacGes Apc e p53 sdo raramente observadas (CADERNI et al., 1997; BIRD;
GOOD, 2000).

Estudos com azoximetano em ratos tém mostrado que determinadas substancias
naturais ou sintéticas podem influir de modo decisivo no aparecimento de lesbes pré-
neoplésicas, diminuindo ou abolindo suas manifestacfes. Estas substancias devem combinar
beneficios clinicos com minima toxicidade. A historia natural do cancer colorretal, desde as
criptas aberrantes displasicas até adenomas e adenocarcinomas, oferece multiplas
oportunidades para avaliar e intervir (REDDY, 2004).

O CCR ocupa papel de destaque por apresentar distribuicdo universal e
incidéncia crescente, principalmente nos paises desenvolvidos e industrializados; sofre a
influéncia do estilo de vida e de habitos alimentares em populacfes de diferentes culturas
(CAMPQS, 2007).

Investigagdes sobre a acdo dos componentes de uma dieta, atravéstia selecdo de
substancias toxicas e ndo-tdxicas, consistem no primeiro passo para a quimioprevencao.
Muitos carcindgenos estdo presentes nos alimentos diarios. Os efeitos desses agentes,
moduladores da carcinogénese do colo, devem ser cuidadosamente estudados e identificados
para obter um significante impacto na reducdo da mortalidade do CCR (TANAKA; KOHNO;
MORI, 2001).

Ha uma grande variedade de agentes cancerigenos presentes nos alimentos, 0s
quais foram identificados no desenvolvimento do cancer de colo em animais. Isto sugere que
0 CCR em humanos pode ser consequéncia da diversificagcdo do padréo alimentar, uma vez
que determinadas substancias presentes na dieta, como gorduras saturadas e &cidos graxos
c0-6 que favorecem o aparecimento de displasia nas criptas da mucosa célica e promovem a
carcinogénese. Por outro lado, dietas ricas em gordura poliinsaturada, &cidos graxos 6mega 3
(co-3) e 9 (co-9), fibras insoltveis, algumas vitaminas (D, A, C, E e P-caroteno), minerais
(célcio, selénio) e anti-oxidantes (folatos, flavonoides) podem reduzir a sua incidéncia
(TANAKA; KOHNO; MORI, 2001). Estima-se que 80% dos casos de CCR tém relacdo
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causai com fatores ambientais, principalmente aqueles relacionados a dieta (HIGGINSON,
1993).

Gordura saturada correspondente a mais de 20% das calorias ingeridas resulta em
um elevado risco para cancer e a ingestdo aumentada de acUcar refinado predispde ao
aparecimento de adenomas (MACQUART-MOULIN; RIBOLI; CORNEE, 1987).

A dieta rica em carboidrato refinado (sacarose e dextrina) promoveu o
desenvolvimento de FCA, aumentando o numero de lesdes pré-neoplasicas em ratos
iniciados com AOM (KRISTIANSEN; THORUP; MEYER, 1995; THORUP; MEYER,;
KRISTIANSEN, 1995).

A ingestdo de fibras insollveis e calcio parecem proteger contra CCR, segundo
alguns estudos (BURKITT , 1971; STEMMERMANN; NOMURA; CHYYOU, 1990).

A obesidade esta relacionada a um risco aumentado de desenvolver cancer em
varios 0rgdos, inclusive o colorretal. O mecanismo fisiopatolégico envolvido €é a
hiperinsulinemia agindo diretamente nos receptores de insulina presentes nas células pre-
neoplésicas, estimulando, assim, o seu crescimento. A resisténcia a insulina, secundaria a
hiperinsulinemia, gera uma inflamacdo crbnica subclinica com o aumento de algumas
interleucinas, prostaglandinas e varias citocinas, destacando-se o TNFa, por ser um
importante agente promotor do crescimento tumoral, contribuindo, também, para o
surgimento do cancer (CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

Carvalheira (2006) verificou essa associacdo entre resisténcia a insulina
(hiperinsulinemia) e a maior propensdo ao desenvolvimento de CCR em experimento com
dois grupos de camundongos. Os dois grupos receberam injecdes de azoximetano; um deles
consumiu uma dieta hipercaldrica, rica em gordura saturada e o outro recebeu uma dieta
balanceada e normocalérica. No final, o grupo que se alimentou com a dieta hipercaldrica
mostrou-se 50% mais susceptivel a desenvolver tumores, 0s quais eram 1,5 vez maiores.

Um outro estudo comparou a mortalidade de quase 8 mil obesos submetidos a
gastroplastia redutora, passando a comer com modera¢do, com outros 8 mil que ndo foram
operados. No primeiro grupo, a mortalidade caiu 92% por diabetes e 60% por cancer
(ADAMS et al., 2007).

Na presente pesquisa, foi utilizado azoximetano na dose de 15 mg/Kkg,
administrado por via IP, com intervalo de | semana entre as 2 administracdes. A dose de 15
mg/kg teve como base os trabalhos de Bird (1987) e Boateng et al., (2006) que utilizaram
entre 10 mg/kg a 20 mg/kg do carcindgeno, com efetiva producdo de FCA. A utilizacdo de 2

administracdes bascia-se em Bird (1995), que questionou sobre o efeito de uma ou multiplas
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administracdes na inducdo da carcinogénese cdlica e no aspecto dos FCA. Verificou-se que
multiplas exposic¢Ges do colo incrementaram a incidéncia de tumores e sua multiplicidade.

O tempo do experimento utilizado neste estudo foi de 31 semanas. Os grupos
foram submetidos as diferentes dietas a partir da 8a semana e, na 16a, foi administrado SF aos
grupos | e Il e AOM aos grupos Il e IV. Ap6s 15 semanas da iniciacdo, 0os animais foram
mortos para avaliacdo. Optou-se pelo modelo de Bird (1995) devido a facilidade de
realizacdo, ao desenvolvimento rapido das lesdes de FCA (2 a 4 semanas ap06s a inducdo com
carcindgeno) e ao pequeno nimero de animais envolvidos nos testes de modulagao de efeitos
quimicos e/ou dietéticos para carcinogénese (CADERNI et al., 1997).

No presente estudo, utilizou-se nos grupos | e Il uma dieta hipercalérica (4.250
kcal/kg), hiperlipidica, rica em gordura poliinsaturada, relagcdo co-6: co-3 = 3:1, c0-9: co-6 =
1,5:1, poli : sat = 7,6:1, acrescida de fibras, minerais e vitaminas (Tabelas 2 e 4). Os grupos Il
e TV receberam uma dieta padrdo, normocalérica (3.000 kcal/kg) da Biobase Bio-tec Ratos e
Camundongos®! relagéo co-6: co-3 = 8:1, c0-9: co-6 = 0,4:1, poli : sat = 5,2:1 (Tabelas 1 e 4).
A dieta hipercaldrica e hiperlipidica empregada se assemelha a dieta do Mediterraneo (rica
em &cidos graxos co-3, mais de 50% em co-9 e limitada em gordura saturada), isenta de
toxicidade e eficaz na protecdo do risco cardiovascular, figurando como uma opcao atraente
nas estratégias de prevencédo e tratamento do cancer ou na melhora da qualidade de vida em
pacientes com metastases ou em tratamento com quimioterapia. (Tabelas 3 e 4)

A “Agency of Healthcare Research and Quality” (AHRQ) estudou os efeitos dos
acidos graxos c0-3 no cancer e concluiu que uma dieta enriquecida com co-3 parece ter um
papel favoravel inibindo a proliferacdo de células cancerigenas e promovendo apoptose em
alguns modelos animais. Verificou-se também que o consumo aumentado de EPA e DHA
diminui a ocorréncia e a progressdo de tumores em colo, mamas e pr()sta'éa. Porém, em
humanos, poucos estudos tém demonstrado uma significante associa¢do entre &cidos graxos
co-3 e a incidéncia de cancer (AHRQ, 2005).

Recente estudo associou uma manipulacao nutricional rica em &cidos graxos co-3
a radio e quimioterapia e observou efeito preventivo no CCR, pois reduziu a angiogénese,
inflamacdo e inducdo de metéstase (DUPERTIUS; MEGUID; PICHARD, 2007).
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Calviello, Serini e Piccioni (2007) verificaram que &cidos graxos poliinsaturados
co-3 apresentam atividade anti-neoplasica por inibir proliferacdo celular e apoptose,
dificultando o desenvolvimento e a progressao do CCR.

Liang et al. (2008) mostraram que a suplementacdo parenteral de acidos graxos
c0-3 no pos-operatdrio de pacientes com CCR diminuiu a magnitude da resposta inflamatéria
e modulou a resposta imune.

Neste trabalho a média dos valores de triglicerideos, colesterol total e HDL foi
menor nos grupos que se alimentaram da dieta hipercaldrica e hiperlipidica. O efeito positivo
da dieta rica em acidos graxos co-3 na reducdo dos niveis séricos de triglicerideos e colesterol
total também foi constatado em outros trabalhos, tanto em animais quanto em humanos
(AGUILERA et al., 2004; ROBERT, 2005). Os é&cidos co-3 podem inibir a atividade da
diacilglicerol aciltransferase, enzima catalisadora na sintese de triglicerideos (RUSTAN et
al., 1988). Foi demonstrado que ratos alimentados com c0-3 apresentaram menor
concentracgdo serica de colesterol total devido ao aumento na excre¢do de colesterol pela bile.

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina produzida no figado, sendo sua
concentra¢do no soro um marcador ndo especifico de inflamacdo. Helzlsouer et al. (2006)
encontraram uma associagéo entre o nivel de PCR e o desenvolvimento do cancer de colo em
humanos, acumulando evidéncias de que a inflamacdo esta envolvida na etiologia do cancer
de colo. Os animais de todos os grupos apresentaram valores de PCR<0,5 mg/dL, mas o
esperado seria a PCR maior no grupo mais pesado, onde estd presente mais inflamacéo,
porém o efeito antiinflamat6fio dos &cidos graxos co-3 predominou e ndo se verificou
alteracdo deste marcador.

Os resultados referentes a evolugdo ponderai dos animais mostraram um ganho
de peso em todos 0s grupos, uma vez que se tratavam de animais adultos jovens (a partir de
02 meses de idade) e que normalmente ganham peso até por volta do 60 més de vida. A
média da evolucdo ponderai teve diferenca significante nos grupos I(DH) e Ill (DH + AOM)
quando comparada a dos grupos Il (DP) e IV(DP + AOM) no meio da avaliacdo (iniciacdo
com AOM) e no final do experimento (eutanasia). Deste modo, pode-se inferir que 0 AOM
nas doses empregadas ndo interferiu na ingestdo alimentar destes animais e,
consequentemente, no peso corporal final. A média da avaliacdo ponderai também teve
diferenca significante entre os grupos | (DH) e Il (DP) e entre os grupos Il (DH + AOM) e
IV (DP + AOM), confirmando que a dieta utilizada no experimento promoveu aumento de
peso. Os ratos do grupo Il apresentam peso significante maior que os do grupo IV (Tabelas
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5 e 6), mas ndo se verificou um aumento do nimero de FCA, apesar de o0s resultados na
literatura mostrarem que a obesidade é fator de risco para varios tipos de cancer, inclusive
para 0 CCR. Verificou-se no presente estudo que a dieta hipercal6rica e hiperlipidica, rica em
gordura poliinsaturada, promoveu um incremento no peso no grupo I, quando comparado
ao grupo 1V e ndo apresentou aumento significante no nimero total de FCA nos segmentos
médio (P = 0,985) e distai (P = 0,854), como também no nimero total de FCA e no total de
criptas em toda a mucosa colica, entre os grupos (P = 0,933 e P = 0,893 respectivamente).

Provavelmente a dieta empregada rica em &cidos graxos co-3 que € constituida
pelos acidos Alfa-linolénico (ALA), Eicosapentaenodico (EPA) e Doicosahexaendico (DHA),
0s quais sdo poliinsaturados com agfes antiinflamatorias e imunorreguladoras, pelo seu efeito
inibitério do NFkB, e o EPA, quando oxidado, ¢ um agonista do PPAR a e y com efeito
hipolipidémico.

Como a proporcdo de &cidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas
celulares determina o tipo dos eicosandides gerados, a reducdo de acido araquidonico (AA) e
da relacdo de AAJ/EPA leva a formagdo dos eicosandides, derivados do EPA e suprime a
formacdo dos eicosanoides derivados do AA, como a prostaglandina E2 (PGE2). Os
eicosandides derivados do EPA estdo associados a um aumento da apoptose e reducdo do
crescimento tumoral e sdo menos reativos que os eicosanoides pré-inflamatérios derivados
do AA (ROYNETTE et al.,, 2004). A PGE2 pode promover a carcinogénese através da
inibicdo da apoptose e inducdo da proliferacdo celular e da angiogénese (LEAHY et al.,
2002; PAI et al., 2003).

Tem sido demonstrado que o0s &cidos graxos co-3 e co-6 possuem efeitos
regulatorios opostos das proteinas k-ras (DAVIDSON, et al., 1999), Bcl-2 (LLOR, et al.,
2003) e Bax (CHENG et al., 2003) envolvidas na regulacdo da proliferacdo celular e
apoptose, além de efeitos na atividade da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS)
(ROYNETTE et al., 2004). A iNOS possui correlacdo positiva com a expressdo da COX-2 e
com a angiogénese (CIANCHI et al., 2003; CIANCHI et al., 2004). A ativacdo de iNOS com
excesso na producdo de 6xido nitrico pode ainda, inibir a atividade das enzimas de reparo do
DNA e modular a atividade das caspases e da p53 (JAISWAL et al., 2000). O DHA pode
reduzir a expressdo da enzima Oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) in vitro
(NARAYANAN et al., 2003).

Em diversos estudos em humanos e em animais, os FCA foram identificados

mais frequentemente no colo distai, sendo este, também, o segmento preferencial para o
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desenvolvimento de carcinomas (BIRD, 1995; BONONI et a/.,1999). Ao contrario dos
trabalhos citados, verificou-se mais FCA no segmento médio do que no distai dos animais
dos grupos Il e 1V, sendo o grupo IV com diferenga significante (P= 0,048).

Analisando os grupos Il e 1V em relacdo a multiplicidade de FCA, ndo houve
diferenca significante, quando as criptas foram agrupadas de ! a 4 nos segmentos medio (P =
0,4969) e distai (P = 0,244), como também, de 5 ou mais criptas nos segmentos médio (P =
0,371) e distai (P = 0,820). Porém, quando se avaliou a multiplicidade de FCA em todos 0s
segmentos, verificou-se uma maior propor¢do de 5 ou mais criptas nos grupo 1V em relacéo
ao grupo Il (P=0,043).

Shirtiliff e Bird (1996) sugeriram que os focos com maior nimero de criptas
aberrantes possuem maior risco de se transformar em neoplasia de colo, pois refletem o
processo de proliferacdo das lesdes iniciais. Desta maneira, 0 nimero de criptas por foco é
um parametro que pode indicar, com certa precisdo, o risco para 0 desenvolvimento tumoral
(CORPET etal.,1990; PRETLOW et al., 1992).

Desse modo, demonstrou-se que a dieta usada, apesar de aumentar 0 peso
corporal, ndo interferiu no surgimento e na proliferacdo dos FCA em toda a mucosa colica,
mas diminuiu de modo significante o aparecimento de focos com 5 ou mais criptas,
sugerindo uma agdo protetora contra 0 aparecimento das células neoplésicas.

Nas condicdes e modelo do estudo realizado, a administracdo de dieta
enriquecida com 4&cidos graxos poliinsaturados co-3 e co-9, ndo foi capaz de interferir na
formacdo de FCA, contudo foi capaz de reduzir sua multiplicidade, exercendo, pois, algum
efeito benéfico, ou seja, atenuador da carcinogénese colorretal.

No entanto, faz-se necessério a realizacdo de mais estudos, inclusive com a
utilizacdo de dietas similares e outros modelos animais, no sentido de identificar a real acdo
das dietas na carcinogénese, podendo no futuro contribuir para a prevengdo do aparecimento

do cancer colorretal.
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6 CONCLUSAO

1. A dieta hipercaldrica e hiperlipidica, rica em gordura poliinsaturada (ca-3 e c0-9)
favoreceu o ganho de peso dos animais, porém ndo interferiu no nimero total de focos de

criptas aberrantes no colo de ratos Wistar, induzido por azoximetano.

2. A dieta hipercal6rica e hiperlipidica, rica em gordura poliinsaturada (ca-3 e ca-9)
S
reduziu o numero de criptas aberrantes, quando maior ou igual a 5 criptas por foco, no colo

de ratos Wistar, induzido por azoximetano.
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APENDICE A- PROTOCOLO CLINICO

GRUPO RATO

SEMANAS/DAT PESO () ALTERACOES
A CLINICAS

10
1
12 ¢
13

14

15
16

ALTERACOES CLINICAS: PILOERECAO, MUDANCAS ESPONTANEAS NO
COMPORTAMENTO (REATIVIDADE, IMOBILIDADE), CONTRACOES INVOLUNTARIAS, PTOSE,
RESPIRACAO, CANIBALISMO.



GRUPO:

APENDICE B - PROTOCOLO FOCO DE CRIPTA ABERRANTE

RATO:

LOCALIZACAO

DISTAL

TOTAL
MEDIA

TOTAL
PROXIMAL

TOTAL
TOTAL

N° TFCA N°TCA

C/IF

Eoco
ICA

Foco
2CA

Foco
3CA

Foco
ACA

61

Foco >
5CA



62

APENDICE C - PROTOCOLO DE AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

RATO )
DISTAL MEDIO PROXIMAL

Displasia ~ Microadenam  Adenorn Ciiikk Displasii ~ Mizraaderem. Aderem Outras Dispiasia  MiciGaderonja Adenonu  Outras
(Cripta  (Foco da cripta (Cripta  (Focod» sripta (Cnpta  (Foccde cripta
Abemade)  Absnsrte) Abenaute)  Abenanie) Abanarie)  Abertide)

»
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ANEXO A - DECLARACAO DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ANIMAL

Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366-8338 Fax (85) 3366-8333

DECLARACAO

Declaramos que o0 protocolo para uso de animais em
experimentacdao n° 11/06, sobre o projeto intitulado: “Obesidade
como fator de risco de céncer colorretal em ratos wistar
induzidos por azoximetano” esta de acordo com os Principios Eticas
na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda te o referido projeto foi aprovado pela

Comissdo de Etica em Pesquisa Animal CEPA em reunido realizada

em 17 de maio de 2006.

Fortaleza, 23 de maio de 2006

Profa. Dra. Gis"la Costa Camarao
Coordenadora da Comissdo dé Etica em Pesquisa Animal - CEPA



ANEXO B - COMPOSICAO DO NUTRI DIABETIC® PO

Nutrientes

Valor Energetico
Carboidratos (g)
Proteinas (g)
Gorduras Totais (g)
Gorduras Saturadas (g)
Gorduras Trans (g)
Colesterol (mg)
Fibra Alimentar ()
Sodio (mg)
Caélcio (mg)
Ferro (mg)
Cloro (mg)
Potassio (mg)
Fésforo (mQ)
Magnésio (mg)
lodo (mcg)
Cobre (mcg)
Zinco (mg)
Manganés (mg)
Selénio (mcQ)
Cromo (mcg)
Molibdénio (mcg)
Vitamina A (mcg RE)
Vitamina D (mcg)
Vitamina E (mg)
Vitamina K (mcg)
Vitamina C (mg)
Vitamina Bl (mg)
Vitamina B2 (mg)
Niacina (mg)
Vitamina B6 (mg)
Acido Fdlico (mcg)
Acido Pantoténico (mg)
Vitamina B12 (mcg)
Biotina (mcg)
Colina (mg)
Camitina (mg)
Taurina (mg)

Informacéo Nutricional
Porcao de 20g
80Kkcal

11
3,2
2,6

0,56

0

0
12
60
90

0,62
101
114

68

24

0,12
0,9
0,3
6,6
s ., =,
7.8
90
0,6
14
7,4
4,2
0,09
0,1
1,2
0,12
24
0,6
0,2

16
9,4
9,4



ANEXO C - PERFIL LIPIDICO DO NUTRI DIABETIC® PO

NUTRI DIABETIC®
TCM
Oleo de Canola

Oleo de Girassol

Gordura

TCM

Oleo de Canola

g)leo de Girasol

Gordura
Total (g)
Total (g)

Total em Calorias

Saturada
80
5,28372

Valores de referéncia

DIABETIC — 2,69 de Lipideo

2,6 100 — —
17 0,442 — —
71 1,846 — —
12 0,312 — —
Total (g) 2,6 — —

Poliinsaturada
Monoinsaturada (g)

65

Saturada (g)

Total (g) C0-6(g) CO-3 (g)

0,442 0 0 0 0,442
Total (g) 0-6(9) C0-3 (g) Monoinsaturada (g) Saturada (g)
1,846 0,47996 0,1846 1,07068 0,11076
Total (g) 0-6 (9) C0-3 (9) Monoinsaturada (g) Saturada (g)
0,312 0,21528 0 0,0624 0,03432

«
— Poliinsaturada Monoinsaturada Saturada
2,6 *0,69524 0,1846 1,13308 0,58708
— 0,87984 1,13308 0,58708
— 7,91856 10,19772 5,28372
% Gordura
Monoinsaturada Poliinsaturada
100% 80 100% 80 100%
6,60% 10,19772 12,75% 7,91856 9,90%
(<7%) (10-15%)
Saturada Monoissaturada (<10%) Saturada



ANEXO D - COMPOSIGCAO DO OLEO DE CANOLA

Nutrientes

Valor energético
Gordura total (g)
Gorduras Saturadas ()
Gorduras Trans (g)

Colesterol (mg)

Informacdo Nutricional - Porcao 5ml
45 kcal
5

0,3

66



ANEXO E - PERFIL LIPIDICO DO OLEO DE CANOLA

Gordura Total (g)

Oleo de Canola 5
Total (9) 5
Total (g)

Total em Calorias

Saturada
45 100%
2,7 6,00%
(<7%)
(<7%)
Valores de referéncia Saturada

Oleo de Canola - 5ml de Lipideo

Poliinsaturada

(0-6 (9) C0-3 (9)
13 05
13 05

18
16,2

% Gordura

Monoinsaturada

45 100%
26,1 58,00%
(10-15%)
(10-15%)
Monossaturada

Monoinsaturada

Saturada (g)

29 0,3
29 0,3
2,9 0,3
26,1 2,7

Poliinsaturada

45 100%
16,2 36,00%
(<10%)

(£10%) Saturada



ANEXO F - COMPOSICAO DA DIETA PADRAO
BIOBASE BIO-TEC RATOS E CAMUNDONGOS ®

Dieta Padrao

Informacé&o Nutricional

Nutrientes
Em 40 g de Dieta Padréo
Valor Energético 120 Calorias Percentual
Carboidratos (g) 17,6 70,4 58,66%
Proteinas (g) 8,8 35,2 29,34%
Gorduras Totais () 16 14,4 12,00%

12,0 100%

68
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ANEXO G - PERFIL LIPIDICO DO NUTRI DIABETIC® + OLEO DE CANOLA +
DIETA PADRAO

Gordura Poliinsaturada (g) Monoinsaturada (g) Saturada (g)
Total Lipidio (g) 7,6 2,67984 4,03308 0,88708
Total cm Calorias 24,11856 36,29772 7,98372

% Gordura

Saturada Monoinsaturada Poliinsaturada
1259 100% 125g 100% 1259 100%
7,98372 6,39% 36,29772 29,04% 24,11856 19,29%
0,18 0,15 0,27
(<7%) (10-15%) (<10%)
Valores de referéncia Saturada Monossaturada Saturada

>

Relag&o CO-6 : CO-3 NUTRI DIABETIC® + Oleo de Canola + Dieta Padr&o

Total CO-6 1,99524
Total C0-3 0,6846

Relacdo CO-6 : C0-3 3:.01



Total (9)
Total (g)

Total em calorias

ANEXO H - PERFIL LIPIDICO DA DIETA PADRAO
BIOBASE BIO-TEC RATOS E CAMUNDONGOS ®

Gordura
Total (g)

1,6

40g de Dieta Padréo - 0,6g de Oleo de Soja

G)-6(9)

20

0,32%

0,32

1209

6,48¢g
>

®-3 (g) Momosaturada (g)
25 25
0,4% 0,4%
Poliinsaturada Monossaturada
0,4 0,4
0,72 0,4
6,48 3,60
% e (g) de Gordura
Poliinsaturada Monossaturada
100% 1209 100%
5,40% 3,69 3,00%
(<10%) (10-15%)
Saturada Monossaturada

70

Saturada (g)

30

0,48%

Saturada
0,48
0,48

4,32

Saturada

i20g 100%

4,329 3,60%

Valores de
referéncia

(<7%)
Saturada



