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RESUMO

Influéncia de dietas com diferentes concentracgdes lipidicas sobre o figado de ratos na vigéncia
da carcinogénese colica induzida por azoximetano. LARA BURLAMAQUI VERAS. Pés-
graduacdo Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara (Grau de Mestre em Ciéncias Médico-Cirargicas). Abril,

2015. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Cancer colorretal e o hepatico tém incidéncia crescente e sdo influenciados por fatores
genéticos e ambientais, sendo um dos mais importantes a dieta. O azoximetano (AOM) é
utilizado como iniciador da carcinogénese colica em modelos experimentais. No figado, o
AOM causa alteragdes celulares semelhantes as observadas em modelos de agressdo hepatica
cronica. Estudos sugerem que &cidos graxos 6megas 3, 6 e 9 estdo envolvidos na génese e
prevencdo da carcinogénese. Objetivo foi verificar as repercussdes hepaticas e sistémicas em
ratos alimentados com dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica com baixa relagdo -
6/m-3 e alta w-9/w-6 na vigéncia da carcinogénese cdlica induzida por AOM. Foram usados
60 ratos Wistar, 3 semanas de idade, peso médio de 50g e distribuidos em 5 grupos de 12
animais: Gl- Dieta Padrdo sem AOM; GlI- Dieta Padrdo e AOM; GllI- Dieta Hiperlipidica e
AOM; GIV- Dieta Normolipidica e AOM; GV- Dieta Hipolipidica e AOM. Avaliados peso e
ingesta 4 vezes por semana até a 362 Os colos e figados foram analisados quanto a presenca
de alteracbes macro e microscopicas. Determinaram-se colesterol total e fracdes,
triglicerideos, glicemia, ALT e AST, glutationa e TBARS. Ingestas de Gl e GIl foram
maiores que em GlII, GIV e GV. GI e GII apresentaram aumento da massa corporal em
relacdo aos GllI, GIV e GV. GV apresentou aumento da relacdo percentual entre o peso do
figado e o peso final do animal em relacdo aos demais grupos. Houve aumento na incidéncia
dos tumores coélicos e lesGes hepaticas pré-neoplasicas e neoplasicas benignas em Gl e
diminuicdo em GV. Concentragdo de glutationa foi maior e de TBARS menor em GV.
Conclui-se que dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica com baixa relacdo w-6/®-3 e
alta ®-9/w-6 reduzem a ingesta e massa corporal dos animais, o0 aparecimento de tumores
colicos e lesbes hepaticas pré-neoplésicas e neoplasicas, peroxidacdo lipidica e elevam a
capacidade antioxidante. A utilizacdo da dieta hipolipidica apresentou maior eficacia em

relacdo as dietas normo e hiperlipidica.

Palavras Chaves: Figado. Azoximetano. Carcinogénese. Ratos.



ABSTRACT

Influence of diets with different percentages of fat on the liver of rats in the presence of
colonic carcinogenesis azoxymethane-induced. LARA BURLAMAQUI VERAS. Post-
Graduation Stricto Sensu, Department of Surgery, School of Medicine, Universidade
Federal do Cearéa (Degree of Master in Surgery Medical Sciences). April, 2015. Advisor:
Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Colorectal and hepatic cancer have an increasing incidence and are influenced by genetic and
environmental factors, one of the most important is diet. Azoxymethane (AOM) is used to
induce colonic carcinogenesis in experimental models. In the liver, AOM cause cellular
changes similar to those seen in chronic liver injury models. Fatty acids ®-3, »-6 and ®-9 are
believed to be involved in the pathogenesis and prevention of carcinogenesis. The objective
was to evaluate the hepatic and systemic effects in rats fed hyperlipidic, normolipidic and
hypolipidic diets with low ®-6:®-3 ratio and high ®-9:-6 ratio in the presence of colonic
carcinogenesis AOM-induced. Sixty 3-week-old male Wistar rats weighing 50g were assigned
to 5 groups of 12 each: Gl=Standard diet without AOM; GlI=Standard diet and AOM,;
GllI=Hyperlipidic diet and AOM; GIV=Normolipidic diet and AOM; GV=Hypolipidic diet
and AOM. Weight and ingestion were registered 4 times/week until the 36th week. Colons
and livers were analyzed for macroscopic and microscopic changes. The levels of total and
fractionated cholesterol, triglycerides, glycemia, ALT, AST, glutathione, TBARS were
determined in plasma. Ingestion was greater in Gl and GlI than in GllIlI, GIV and GV. Body
mass was greater in Gl and GllI than in GlIl, GIV and GV. The ratio between liver’s weight
and animal’s final weight was higher in GV than all the other groups. In GV, the incidence
of colonic tumors and pre-neoplastic and benign neoplastic liver lesions were reduced.
Glutathione was higher and TBARS was lower in GV. In conclusion, hyperlipidic,
normolipidic and hypolipidic diets with low ®-6:0»-3 ratio and high ®-9:®-6 ratio reduce
ingestion, body mass, appearance of colonic tumors and pre-neoplastic and benign neoplastic
liver lesions, lipid peroxidation and increase the antioxidant capacity. Hypolipidic diet

Key words: Liver. Azoxymethane. Carcinogenesis. Rats.
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1 INTRODUCAO

Céncer € um problema de saude publica em todo o mundo. Sabe-se que sua origem
esta relacionada a condi¢des multifatoriais, como poluentes ambientais, fatores genéticos, novos
estilos de vida, o processo de “envelhecimento” da populagdo, entre outras, as quais podem agir
em conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover o cancer (HE et al., 2014; INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2014).

A maioria dos canceres se desenvolve por etapas ao longo dos anos. Dessa forma, a
eliminacdo ou diminuicdo da exposicdo aos fatores determinantes poderia evitar o aparecimento
de alguns tipos de cancer. Se a doenca for detectada em uma fase inicial, ou até mesmo antes de
se tornar maligna, tem-se uma condi¢do mais favoravel para seu tratamento e maior possibilidade
de cura (AHMEDIN et al., 2011; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014).

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), houve 14,1 milhdes de
casos novos de cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer em todo o mundo, em
2012. No Brasil, a estimativa para os anos de 2014 e 2015 aponta para a ocorréncia de 576 mil
casos novos, incluindo os de pele ndo melanoma. As estimativas para 2030 estdo em torno de
21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do
crescimento e do envelhecimento da populacdo, assim como da reducdo na mortalidade infantil e
nas mortes por doengas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

Nos paises desenvolvidos, os tipos mais frequentes de cancer na populacao
masculina sdo prostata, pulmao, colo e reto e, entre as mulheres, mama, colo e reto e pulméao.
Nos paises em desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes em homens foram pulmao,
estdmago e figado; e, em mulheres, mama, colo do Gtero e pulméo (INCA, 2014).

O céancer colorretal (CCR) apresenta incidéncia crescente com padrdes bastante
diferenciados entre as distintas regides mundiais, o que sugere uma forte influéncia de fatores
locais. Essa distingdo pode ser observada de forma semelhante no Brasil, onde as regides Sul e
Sudeste apresentam elevada incidéncia dessa neoplasia em relagdo as regiGes Norte e Nordeste,
possivelmente em consequéncia de diferencas nos padrbes dietéticos e no desenvolvimento
socioeconémico (PINHO et al., 2003).
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O desenvolvimento do CCR ¢é resultado da interacdo entre fatores enddgenos e
ambientais, sendo um dos mais notaveis a dieta. Os fatores protetores mais importantes séo a
atividade fisica e o consumo de alimentos que contém fibra, ou seja, aqueles de origem vegetal.
Por outro lado, sdo fatores de risco gorduras saturadas como a carne vermelha, carnes
processadas (mortadelas, presuntos, salsichas, linguicas), bebidas alcodlicas, tabagismo, gordura
corporal e abdominal. Outros fatores de risco sdo a historia familiar de CCR, a predisposi¢édo
genética ao desenvolvimento de doencas crénicas do intestino e a idade, uma vez que tanto a
incidéncia quanto a mortalidade aumentam com o passar dos anos (INCA, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta o carcinoma hepatocelular (CHC)
como a segunda causa de Obito por cancer na espécie humana, principalmente pela sua alta
incidéncia no Oriente, em &reas do continente africano e do Pacifico oeste. No Brasil, sua
incidéncia € baixa, sendo mais alta nos estados do Espirito Santo e Bahia. Segundo dados
divulgados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) em 2013, a incidéncia do cancer primario de
figado foi de 2,07/100.000 habitantes. A idade média dos doentes foi de 54,7 anos, existindo uma
relacdo masculino/feminino de 3,4:1. Raramente ocorre antes dos 40 anos e atinge pico
aproximadamente aos 70 anos (FERLAY et al., 2010; GOMES et al., 2013).

A incidéncia do céancer hepatico, apesar de ser mais comum em paises em
desenvolvimento, vem aumentando principalmente nos paises desenvolvidos da América do
Norte, Europa e Oceania (CENTER; JEMAL, 2011). Sua etiologia consiste de infeccdes virais,
consumo excessivo de alcool, dietas ricas em gorduras, fatores ambientais e hemocromatose
(FARAZI; DEPINHO, 2006; EL-SERAG; RUDOLPH, 2007). Recentemente, doencas
metabdlicas relacionadas a resisténcia a insulina (RI), reunidas em um grupo chamado esteatose
hepatica ndo alcodlica (EHNA) também foram relacionadas a etiologia do CHC (DELLA
CORTE; COLOMBO, 2012). Apesar disso, o real entendimento e compreensédo da patogénese
do céancer hepatico e dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento desse tumor permanecem
incompletos (FAUSTO; CAMPBELL, 2010; VUCUR et al., 2010).

O CHC constitui 70%-85% das neoplasias hepaticas primérias e € o tumor primario
mais comum no figado. O colangiocarcinoma, por sua vez, equivale a 10%-15%, e os restantes

5% sdo tumores incomuns como 0 angiossarcoma primario hepatico, o hemangioendotelioma



23

epitelioide hepatico, o hemangiopericitoma ou o linfoma hepatico primario (AHMEDIN et al.,
2011; GOMES et al., 2013).

A carcinogénese € um processo dindmico, envolvendo uma gama de alteracdes
celulares, moleculares e morfoldgicas, sustentadas por modificacfes na expressao de oncogenes
e genes supressores tumorais, que coordenam atividades essenciais da célula, como proliferacgéo,
diferenciacdo e apoptose (KERR; WINTERFORD; HARMON, 1994; WASHINGTON et al.,
2013).

Atualmente a doenca neoplésica apresenta relevancia inquestionavel e, para entender
com mais detalhes a fisiopatologia destas lesGes, a utilizacdo dos diversos modelos de
carcinogénese se fez necessaria.

O modelo de carcinogénese colorretal com carcingeno especifico, descrito por Bird
(1987, 1995), utilizou roedores por apresentarem aspectos genéticos, morfoldgicos e
histopatoldgicos similares aos seres humanos, favorecendo o estudo bioldgico da progressao
natural desta doenca e identificacdo de metas terapéuticas e desenvolvimento de novas
estratégias de prevencdo (WASHINGTON et al., 2013).

De forma semelhante aos humanos, nos quais o cancer hepatico se desenvolve como
consequéncia a longo prazo de uma doenca hepatica cronica, a ocorréncia espontanea de cancer
de figado no roedor é rara. Na maioria dos modelos de roedores, a carcinogénese hepatica é
induzida por intervencdes especificas com o objetivo de tornar-se a mais semelhante possivel
com a dos humanos, isto é, induzir doenca hepética cronica e/ou alteracBes genéticas no rato
(CAVIGLIA; SCHWABE, 2015).

Os modelos de carcinogénese hepatica variam em relagdo a laténcia do tumor e suas
caracteristicas, a depender se a neoplasia hepética serd induzida por manipulagdo genética,
doenca hepaética cronica ou transplante de células tumorais (CAVIGLIA; SCHWABE, 2015).

O azoximetano (AOM), metabdlito ativo da 1,2-dimetilhidrazina (DMH), utilizado
preferencialmente em modelos experimentais de cancer cdlico, apresenta também repercussao
sobre outros 6rgdos como figado, intestino delgado e peritdnio. (RONCUCCI et al., 2000;
BURLAMAQUI et al., 2013; LAHOUAR et al., 2014). E metabolicamente ativado no figado
por oxidacdo, gerando compostos reativos essenciais para a carcinogénese quimica

(metilazoximetanol e ion metildiazdxido) sendo levado ao colo pela corrente sanguinea ou via
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biliar como glucoronideo conjugado. Apos ativagdo, o DNA é metilado principalmente nas
posicdes N’- e O°- da guanina (SAFFHILL; MARTGISON; O'CONNOR, 1985; CADERNI et
al., 2003).

No figado, AOM induz proliferacdo de hepatdcitos e apoptoses, hiperplasia de ductos
biliares, expansdo de células ovdides, depositos de colageno, fibrose e nodulacdes e altera a
expressdo de citocinas e fatores reguladores da matriz extracelular. Estas alteracGes sdo
semelhantes aquelas observadas em outros modelos de agressdo hepética cronica (KHURANA et
al., 2010; KHURANA et al., 2013).

Sabe-se que 0 AOM, no figado, provoca alteracdes caracterizadas por proliferacdo de
hepatocitos considerados ainda pré-neoplasicos, antes do surgimento do CHC, designado por
focos e nodulos de hepatocitos alterados. Trés linhagens hepatociticas podem ser identificadas
durante a evolucdo para tumores hepaticos em roedores: glicogendtica-basofilica, anfofilica-
basofilica e xenomorfica-tigréide-basofilica (BANNASCH; NEHRBASS; KOPP-SCHNEIDER,
2001; BANNASCH; HAERTEL,; SU, 2003; NISHIHARA et al., 2008).

Focos consistem em lesdes hepaticas que ocupam menos de um lobulo, enquanto area
envolve porcdes de lébulos adjacentes. Trés tipos distintos principais dessas lesdes podem ser
encontrados no figado de ratos expostos a carcindgeno: focos de células claras, acidofilas e
basofilicas. Os demais focos (anfofilicas, tigroides, vacuolares, intermediarias, oncociticas e
pequenas) consistem em uma combinacdo de duas ou trés lesbes descritas acima. Apresentam
algumas caracteristicas importantes como deficiéncia das enzimas adenosina trifosfatase
(ATPase) e glicose-6-fosfatase, esta ultima sendo responsavel pelo depdsito anormal de
glicogénio nessas células e a reativagdo da y-glutamil transpeptidase, que normalmente nao esta
presente nos hepatdcitos de ratos adultos. Essas alteracBes celulares podem ocorrer como lesdes
Unicas ou mdltiplas, presentes simultaneamente no figado e coexistir com nodulos neoplasicos
e/ou CHC (STEWART et al., 1980; SU; BANNASCH, 2003).

No rato, focos de células claras, acidofilas e basofilicas tém sido considerados
estagios iniciais no desenvolvimento do CHC. Estudos mostram que focos e areas sdo
semelhantes aos elementos celulares do noédulo neoplésico quanto aos aspectos citoldgicos e
podem, desta forma, contribuir para a formacdo do mesmo (STEWART et al., 1980; SU;
BANNASCH, 2003).
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Espongiose é uma degeneracdo cistica das celulas estreladas de Ito (células de
gordura) preenchida por substancia acidéfila que pode ocupar extensas areas do parénquima
hepatico, porcdes de focos de hepatocitos alterados (FHA), adenomas e CHC. Origina-se das
celulas perisinusoidais hepéaticas e pode aparecer com o envelhecimento. Estudos sugerem que a
espongiose pode progredir para tumor mesenquimal maligno chamado pericitoma
(BANNASCH; BLOCK; ZERBAN, 1981; BANNASCH, 1983), porém, seu potencial neoplasico
é questionavel, pois estdo mais frequentemente associados a hipertrofia hepatocelular ou
hepatotoxicidade do que hepatocarcinogenicidade (KARBE; KERLIN, 2002).

Peliose € uma dilatacdo focal irregular dos sinusbéides hepaticos que,
macroscopicamente, é a mais visivel na superficie do figado. Esta frequentemente presente em
ratos com mais de dois anos de idade e em algumas infeccbes como tuberculose. Sua
coexisténcia com o0s adenomas é bastante comum. ObservacGes sugerem que peliose,
hemangioendotelioma e hemangiossarcoma podem representar estagios diferentes de uma
evolucdo patogenética continua (BANNASCH; ZERBAN, 1990).

O adenoma faz parte do processo de carcinogénese hepatica, € considerado uma
progressao dos focos e areas de células alteradas e uma neoplasia benigna do figado. Caracteriza-
se por uma marcante variagdo em sua composi¢do celular, porém € constituida,
predominantemente, de células acidéfilas ou basofilicas ou uma combinacdo delas
(BANNASCH; ZERBAN, 1990; PARADIS, 2013).

Colangiomas sé@o lesdes proliferativas benignas dos ductos biliares que podem ser
Unicas ou maltiplas, simples ou multiloculares e podem aparecer em qualquer porcéo do figado
de ratos submetidos a carcindgeno hepatico (STEWART et al., 1980).

Todas essas lesbes (focos de células alteradas: claras, vacuoladas, basofilicas,
anfofilicas, tigroides, oncociticas, pequenas, acidofilas, espongiose, peliose, colangiomas e
adenomas) podem ser distintas do tecido ndo-transformado ao seu redor por alteracbes na
expressao de varias enzimas e marcadores moleculares, incluindo a ATPase, glicose-6-fosfatase,
y-glutamiltranspeptidase, glutationa S-transferase forma placentaria (GST-P) (BANNASCH;
ZERBAN, 1990; DRAGAN et al., 1997; ITO et al.,, 2000; ROSKAMS; KOJIRO, 2010;
SALOMAO; MCMILLEN; LEFKOWITCH, 2012; JIN et al., 2013).
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Atualmente, sabe-se que a inflamacédo cronica desempenha um papel importante no
desenvolvimento de neoplasias envolvendo mecanismos celulares e moleculares. Uma vez que
dietas hiperlipidicas levam a obesidade, caracterizando-se por aumento do tecido adiposo e
consequente inflamacéo crénica, pode-se inferir que o risco de desenvolvimento de cénceres é
maior em pacientes obesos (TERZIC et al., 2010; HONG et al., 2010; NA; MYUNG, 2012).

Acredita-se que com o ganho de peso e hipertrofia dos adipdcitos haja compressao
dos vasos sanguineos no tecido adiposo, impedindo um suprimento adequado de oxigénio, com
consequente hipoxia local e morte de alguns adipécitos. Esse quadro desencadearia a
quimiotaxia de macrofagos, o processo de angiogénese com aumento do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), a cascata da resposta inflamatéria (TNF-a, IFN-y, IL-13, IL-6, PCR,
Leptina e Resistina) e inducdo a expressdo de genes pro-inflamatdrios (WOOD et al., 2009).

Em condigdes fisioldgicas, a homeostase lipidica requer a existéncia de interacdes
metabdlicas coordenadas entre o figado, musculo e o tecido adiposo atraves da acdo reguladora
da insulina. O figado tem um papel central no metabolismo dos lipidios: capta, principalmente,
os acidos graxos (AG) circulantes provenientes do tecido adiposo e, em menor quantidade, os da
absorcdo intestinal vindos da dieta. Além disso, os hepatocitos tém a capacidade de sintetizar
novos AG. Uma vez no figado, os AG tém dois caminhos principais: incorporar-se as vias de
oxidagdo intracelular para gerar adenosina trifosfato (ATP) e converter-se em triglicerideos
atraveés do processo de esterificacdo para, assim, formar lipoproteinas de muito baixa densidade.
Por isso, agqueles processos que aumentam a captacdo hepatica de AG alteram seu metabolismo
e, consequentemente, produzem acumulo de gordura no figado (DAY; JAMES, 1998; COLINA,;
MONZON, 2010).

Atualmente, considera-se que a RI constitui o pilar patogénico basico para a
formacédo da esteatose hepética. A RI produz um aumento do fluxo de AG ndo esterificados no
figado devido ao incremento da hidrdlise dos triglicerideos pela ativacdo mantida da lipase
adipocitaria. Além disso, a RI caracteriza-se por uma desregulacdo na taxa de captacdo hepatica
de AG nao esterificados (LEWIS et al., 2002)

O estresse oxidativo e, consequentemente, a peroxidacdo lipidica mediada pelas

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e as citocinas (em especial a TNF-a) sdo os principais
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responsaveis pela evolucdo de esteatose simples para esteatohepatite com todas suas lesdes
histologicas caracteristicas (PESSAYRE et al., 2001; FELDSTEIN et al., 2003).

As células dos tecidos adiposos, que incluem os adipdcitos, pré-adipécitos e 0s
macrofagos, sdo capazes de secretar multiplas moléculas bioativas que sdo denominadas
adipoquinas. Entre estas incluem-se 0 TNF-a, a adiponectina, a leptina, resistina, IL-6,
angiotensina 1l, norepinefrina, adipsina, visfatina, entre outras. Evidéncias experimentais
mostraram que a leptina e adiponectina desempenham papel importante no desenvolvimento da
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica. Enquanto as concentracdes séricas de leptina estdo
elevadas de maneira proporcional ao grau de esteatose hepética, as de adiponectina sao
inversamente proporcionais. Desta forma, a adiponectina € um horménio anti-esteatético que
possui um efeito anti-inflamatério provavelmente devido a sua capacidade de inibir a sintese e a
secrecdo de TNF-a por parte dos macrofagos que infiltram 0 tecido adiposo na obesidade (HUI
et al., 2004; BUGIANESI et al., 2005; HUTLEY; PRINS, 2005).

Desta forma, dieta hiperlipidica e obesidade estdo relacionadas com o
desenvolvimento da carcinogénese hepatica ao fazer parte de suas fases evolutivas, que vao
desde a esteatose hepética gordurosa ndo alcodlica (leve, moderada e grave) passando para
esteatohepatite, cirrose (fibrogénese) e CHC (COLINA; MONZON, 2010).

Os lipidios, especificamente os acidos graxos poliinsaturados, 6mega-3 e 6, afetam
varios passos do processo de carcinogénese com efeitos diretos e indiretos no estresse oxidativo.
Ocorre potencializacdo da peroxidagdo das membranas celulares devido a presenga de mais
duplas ligacdes apresentada principalmente pelo dmega-3 (®»-3), levando a constante estresse
oxidativo e geracdo de EROs, as quais podem causar dano ao DNA (MARTINS; GRUENZO,
2009).

O efeito da gordura no metabolismo e na carcinogénese nao depende somente da
quantidade, como também da composicdo de acidos graxos especificos (CAMPOS et al., 2005).
Muitos estudos tém demonstrado que os &cidos graxos poliinsaturados 0mega-3 e
monoinsaturados dmega-9 (®-9) desempenham um papel protetor no desenvolvimento do cancer
colorretal, enquanto os acidos graxos saturados e os poli-insaturados dmega-6 (®-6) promovem a
carcinogénese (NORAT et al., 2005).
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Os acidos graxos (AG), portanto sdo divididos em saturados, que ndo apresentam
duplas ligacbes em suas moléculas, e insaturados, os quais apresentam duplas ligacdes, e
recebem nome de acordo com a posi¢cdo da primeira dupla ligagéo a partir do terminal metil da
cadeia carbOnica, tais como Omega 3, 6 e 9. Estes podem ser poliinsaturados (PUFA),
constituidos pelos 6megas 3 e 6, e monoinsaturados (MUFA), o 6mega-9. Os dmegas 3 e 6 sdo
também chamados de Acidos Graxos Essenciais (AGE), pois ndo sdo sintetizados pelo
organismo e como sdo imprescindiveis devem ser adquiridos por via exdgena. Os dmegas-6:
acido linoleico (AL, 18:2n-6) e &cido aracddnico (AA, 20:4n-6) sdo encontrados em Oleos
vegetais como o de milho e soja; e os 6megas-3: acido alfa-linolénico (ALA, 18:3 n3), acido
eicosapentanoico (EPA, 20:5 n3) e &cido docosahexandico (DHA, 22:6 n3), principalmente nos
6leos de peixes de aguas frias e profundas como a cavala, o salmdo, arenque, atum e sardinhas; e
nos vegetais linhaca e soja. O 6mega-9: acido oleico (AO, 18:1n-9) estd presente em maiores
proporcdes no azeite de oliva, 6leo de buriti e em nozes (ANDRADE; DO CARMO, 2006).

O MUFA (®-9), considerado um lipideo estavel, embora com menos estudos
em relacdo a0 ®-3 € -6, surge atualmente como importante elemento, atuando de forma
surpreendente como antiinflamatério. Ele pode aumentar a transcri¢do da potente interleucina-10
(IL-10) que ¢é transcrita em conjunto com outras moléculas pro-inflamatérias como as
interleucinas IL-6 e IL-1p e a citocina TNF-a. O AO pode elevar de tal forma a transcri¢éo da
IL-10 que pode promover um mecanismo modulador com supressdo das moléculas pro-
inflamatorias, mas a razdo entre a producdo de substancias anti e pré-inflamatorias ainda ndo esta
claramente elucidada (MORANI et al., 2010).

Os estudos experimentais tém contribuido para a compreensdo dos mecanismos de
acdo dos acidos graxos ®-3 no cancer, e as evidéncias indicam que podem modular a formagéo
dos eicosandides e influenciar a expressao de genes, moléculas transdutoras de sinais e atividade
de enzimas (ROYNETTE et al., 2004). Consequentemente, a suplementacdo com &cidos graxos
®-3 pode atenuar a resposta inflamatoria aguda, prevenir catabolismo, melhorar a utilizacdo de
substratos energeéticos, diminuir angiogénese e ainda equilibrar apoptose, proliferacdo e
diferenciago celular (KIM et al., 2000; GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

A proporcao de AG (w-6, ®-3 e ®-9) na dieta é importante. A alta razdo w-6/w-3 esta

relacionada a patogénese de doencas cardiovasculares, canceres, doencas inflamatdrias e
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imunoldgicas, enquanto a baixa razdo w-6/m-3 exerce efeitos preventivos. Ao longo do tempo,
tem ocorrido um aumento da ingestdo de gordura e substituicdo dos acidos graxos alimentares
com maior consumo de ®-6 em relagcdo ao -3 e 9 (BARTSCH; NAIR; OWEN, 1999). A OMS
em seu relatdrio sobre dieta, nutricdo e prevencdo de doencas crénicas recomenda uma ingestao
de 5% a 7% das calorias totais provenientes do ®-6, enquanto 2% a 3% oriundas do ®-3
(FURST, 2002).

Como consequéncia das mudancas no padrdo dietético humano, a relacdo entre AG
w-6:»-3 também sofreu alteracBes no decorrer da historia. No passado, na era Paleolitica, essa
relacdo contemplava, aproximadamente, 1:1 a 2:1, enquanto que o padrédo atual (dieta ocidental),
onde o consumo ®-3 é deficiente, esta relacdo varia de 17:1 a 20:1 e a incidéncia de CCR vem
aumentando em niveis alarmantes (SIMOPOULQS, 2006; CAMPQOS, 2007). Atualmente a
relacdo entre acidos graxos w-6/w-3 deve ser modulada em 2,5:1, para inibir a proliferacdo
celular (efeito antiinflamatério) e promover a apoptose de células cancerigenas. No entanto, a
melhor proposta, com base em experimentacao animal, é de 1:1 (SIMOPOULOQS, 2006).

A grande importancia do cancer nos dias atuais leva a necessidade de estudos
continuos de seus varios aspectos. O CCR e o CHC, ambos muito prevalentes, tornam essas
pesquisas extremamente necessarias. A utilizacdo de modelos experimentais de carcinogénese
tem sido uma ferramenta essencial na elucidacdo e identificacdo dos mecanismos e fatores
envolvidos neste processo (BURLAMAQUI et al., 2011; WARD; TREUTING, 2014;
CAVIGLIA; SCHWABE, 2015). Dentre os modelos, o que utiliza o0 AOM, é um dos mais
empregados na carcinogénese colorretal. Alem de induzir a formagéo de leses neoplasicas nos
colos, 0 AOM tem varios efeitos sobre o figado (KHURANA et al., 2010; BURLAMAQUI et
al., 2013; KHURANA et al., 2013). Diante disso, decidiu-se verificar a influéncia de dietas com
diferentes concentracdes lipidicas contendo elevadas concentragdes de 6leos 6megas 3 e 9 e
menor concentracdo de 6leos 6mega 6 sobre as alteracGes hepaticas induzidas pelo AOM.
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2 OBJETIVO

1. Verificar se dietas com diferentes concentracGes lipidicas (hiper, normo e
hipolipidica), com elevada relacdo 6mega 9/ dmega 6 e baixa relacdo dmega 6/ 6mega 3,
influenciam as repercussdes hepaticas e sistémicas em ratos na vigéncia da carcinogénese colica

induzida por azoximetano

2. Analisar a acdo das diferentes dietas estudadas na ingesta, massa corporal e hepatica

dos animais submetidos a carcinogenese cdlica
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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 os numeros de protocolos 09/09 em
27/05/2009 e 53/12 em 28/11/2012, de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa
Biomédica em Animais (Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciéncias Médicas, 1990)
e a Lei Federal n° 6.638 que estabelece normas para préatica didatico-cientifica da vivisseccao de
animais, de 27 de maio de 2009 (Anexo A).

3.1 Amostra

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia, Muridae)
da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC).
Os animais tinham 3 semanas de vida e peso médio de 50g. Foram mantidos no laboratério de
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFC, em
gaiolas de polipropileno com tampa de arame galvanizado com zinco, forradas com maravalhas.
Permaneceram alojados em condic¢des adequadas, umidade relativa do ar em torno de 50%, e
temperatura média de 25° C, ciclo claro e escuro de 12/12 horas e ventilacdo adequadas.
Receberam agua e racdo ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos contendo 12 animais
cada, identificados e pesados previamente. Os grupos | e Il foram alimentados com ragdo padrao
da Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos® (Anexo B) e os grupos Ill, IV e VV com racles para
ratos modificadas em trés tipos de dietas especificas, com calorias semelhantes, concentra¢tes de
lipideos e carboidratos diferentes, porém com a mesma alta razdo ®-9:-6 e baixa ®w-6:m-3
(APENDICE A, B, C e D). Todos os animais foram alimentados com suas respectivas dietas

desde o desmame com trés semanas até a eutanasia (36 semanas).

3.2 Delineamento do experimento
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3.2.1 Grupos controle

Grupo | (SALINA) — grupo contendo ratos que receberam dieta padrao (DP), e nédo
foram induzidos com azoximetano — Receberam diariamente DP, ad libitum, composta de 30%
de proteinas (PTN), 58% de carboidratos (CHO) e 12% de lipidios (LIP). Com 10 semanas de
vida, receberam injecdo de 1,0ml de solucédo salina 0,9% (SS) esteéril, IP, uma vez por semana
por duas semanas consecutivas (Figura 1).

Grupo Il (PADRAO) — grupo contendo ratos que receberam dieta padrdo e foram
induzidos com azoximetano — Receberam diariamente DP, ad libitum, composta de 30% PTN,
58% CHO e 12% LIP. Com 10 semanas de vida, receberam injecdo de AOM, 20 mg/kg, IP, uma

vez por semana por duas semanas consecutivas (Figura 1).

3.2.2 Grupos experimentos

Grupo Il (HIPERLIPIDICO) — grupo contendo ratos que receberam dieta
hiperlipidica (DH) e foram induzidos com azoximetano — Receberam diariamente DH, ad
libitum, composta de 30% PTN, 25% CHO e 45% LIP. Com 10 semanas de vida, receberam
injecdo de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas consecutivas (Figura 1).

Grupo IV (NORMOLIPIDICO) — grupo contendo ratos que receberam dieta
normolipidica (DN) e foram induzidos com azoximetano — Receberam diariamente DN, ad
libitum, composta de 30% PTN, 40% CHO e 30% LIP. Com 10 semanas de vida, receberam
injecdo de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas consecutivas (Figura 1).

Grupo V (HIPOLIPIDICO) — grupo contendo ratos que receberam dieta hipolipidica
(Dh) e foram induzidos com azoximetano — Receberam diariamente Dh, ad libitum, composta de
30% PTN, 58% CHO e 12% LIP. Com 10 semanas de vida, receberam injecdo de AOM, 20

mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas consecutivas (Figura 1).



33

Figura 1 — Delineamento do experimento: 60 ratos, 3 semanas de vida, distribuidos em 5 grupos conforme dietas,
GI- Dieta Padréo; GlI- Dieta Padrdo; GllII- Dieta Hiperlipidica; GIV- Dieta Normolipidica; GV- Dieta Hipolipidica.
Na 10% e 11° semana o GI foi exposto a SALINA e todos os outros grupos ao AOM. Eutanasia ocorreu na 36°

semana do experimento.
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Fonte: elaborada pelo autor.

o
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3.3 Inducéo da carcinogénese colica
O azoximetano (Wako Chemicals USA) foi adquirido na apresentacdo em frasco-
ampola (100mg) e diluido em &gua para injecéo esteéril, a fim de obter a dose de 20mg/kg de peso

do animal, sendo administrado por IP, na 10%e 11% semana de vida dos animais nos grupos I, 11,
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IV e V. A eutanésia ocorreu 26 semanas ap0s exposicdo ao AOM (BIRD,1987; BIRD, 1995:
BOATENG; VERGHESE; CHAWAN et al., 2006).

3.4 Procedimento cirurgico

Os animais permaneceram 12h recebendo somente agua ad 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 fixacdo dos membros anteriores e caudais. Em seguida, submetidos a laparotomia por
incisdo mediana, xifo-pubiana com exposicdo da cavidade peritoneal. Posteriormente, foram
coletados 3ml de sangue da aorta abdominal para analise bioquimica. Logo apds, foram
realizadas proctocolectomia e hepatectomia total. Em seguida, os animais foram mortos por
choque hipovolémico, apés seccdo da aorta abdominal.

Estes 6rgdos foram medidos, pesados e avaliados quanto a presenca de lesdes
macroscopicas. Amostras dos lobos hepaticos direito, esquerdo e médio foram clivadas e
encaminhadas para o laboratério de Patologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Faculdade de Medicina da UFC, para rotina de cortes histolégicos e coloracdo pela

Hematoxilina-Eosina (HE).

3.5 Parametros avaliados
3.5.1 Avaliacao clinica
3.5.1.1 Ingesta
Foi avaliada pela diferenca entre o alimento oferecido e a sobra, a qual foi pesada
pelo mesmo examinador, utilizando a balanca analitica Ohaus AS 2600 no inicio do experimento

e em dias alternados até a eutanasia.

3.5.1.2 Massa corpérea
Todos os animais foram pesados pelo mesmo examinador que utilizou a mesma

balanca (analitica Ohaus AS 2600) no inicio do experimento e em dias alternados até a eutanasia.
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3.5.1.3 Massa do figado
Na eutandsia, apds hepatectomia total, o figado de cada animal foi pesado pelo
mesmo examinador que utilizou a balanca analitica Ohaus AS 2600. Posteriormente, foi

calculada a relacdo percentual entre a massa do figado e a massa final do animal.

3.5.1.4 Diarréia

Todos os animais foram avaliados, em dias alternados, quanto a presenca e
intensidade da diarréia e classificados conforme escore de Kurita et al., 2000 (Grau 0=fezes com
aspecto normal; Grau 1=fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2=fezes Umidas

com pouca sujidade perianal; Grau 3=fezes imidas com bastante sujidade perianal).

3.5.2 Macroscopia

Logo apds laparotomia, fez-se inventario da cavidade peritoneal, proctocolectomia e
hepatectomia total, anotando-se a presenca de tumores intestinais, cistos e nédulos hepaticos. As
lesOes existentes eram mensuradas, ressecadas, postas em solucéo de formalina a 10% e enviadas

para o laboratdrio de Patologia, para rotina de cortes histoldgicos e coloracdo pela HE.

3.5.3 Microscopia
Os fragmentos colhidos dos lobos hepéticos e colo foram fixados em solugdo de
formalina a 10% e, posteriormente, submetidos a processo histotécnico com emblocamento em

parafina, cortes de 5 1 de espessura e coloracgdo pela HE.

3.5.4 Andlise laboratorial
3.5.4.1 Estresse oxidativo

Durante a eutanasia foram colhidos 3 ml de sangue, centrifugados e congelados em
nitrogénio liquido a —70°C, para posterior determinacdo da concentracao de glutationa. Utilizou-
se 0 método de Sedlack e Lindsay (1968), que se baseia na reacdo do 2-acido nitrobenzoico com

o tiol livre, originando um dissulfeto misto + acido 2-nitro-5-tiobenzéico. A medida do produto
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de formacdo da reacéo € feita em espectrofotdmetro de Beckman, por leitura da absorbéancia a
412 nm (Anexo C).

A avaliacdo de peroxidacdo lipidica foi realizada pela reacdo com é&cido
tiobarbitarico (TBA) (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). Com esse fim, 3 ml de
sangue foram colhidos no procedimento cirdrgico e submetidos a processos de centrifugacéo,

sendo o plasma imediatamente congelado em nitrogénio liquido a —70°C (Anexo C).

3.5.4.2 Anélise bioquimica

Foram realizadas dosagens séricas de glicose, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GAMA-GT), colesterol total, “High
density Lipoprotein” (HDL), “Low density Lipoprotein” (LDL), triglicerideos (Anexo C).

A glicose foi dosada utilizando-se fitas reativas, “One Touch Ultra®” e uma gota de

sangue fresco colhido da cauda do animal antes do procedimento cirargico.

3.6 Analise estatistica

Os dados quantitativos (expressos em forma de média e erro-padrdo) foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analisados por meio do teste
ANOVA (1-way ou 2-way) seguido do pos-teste de Bonferroni ou Kruskall-Wallis seguido do
pos-teste de Dunn. Varidveis semi-quantitativas (escores de intensidade de lesdo hepética) foram
expostos em forma de Mediana (minima - maxima) e analisados por meio do teste Kruskall-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn.

Variaveis qualitativas foram expressas em forma de frequéncia absoluta e percentual
e analisadas por meio dos testes Exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Todas as analises foram realizadas no software estatistico GraphPad Prism 5.0 para

Windows e adotou-se uma confianca de 95% para todas as avaliagoes."
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram tabulados inicialmente e, apds andlise estatistica,

expressos em graficos abaixo apresentados.

4.1 Ingesta
A ingesta dos animais dos grupos experimentos foi significantemente menor quando

comparada a ingesta dos animais dos grupos controles (Padrdo e Salina). Nos dois ultimos
meses, a média de ingesta ndo mostrou diferenca significante entre o grupo Hipolipidico e o
Padrdo (p<0.001) Néo se observou diferenca estatisticamente significante entre as ingestas dos

animais dos grupos controles (Figura 2).

Figura 2 — Média de ingesta em cada grupo durante todo o experimento. ANOVA multifatorial para medidas
repetidas/Bonferroni, média + EPM (p<0.001).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.2 Massa corporea
Até o primeiro més do experimento, ndo houve diferenca estatisticamente

significante na comparacdo do ganho de massa corpoOrea entre 0s cinco grupos estudados. A
partir do 2° més até a eutandsia os animais alimentados com dietas experimentais mostraram
ganho de massa corporea significantemente menor que os grupos com dieta controle (p<0.05)
(Figura 3).
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Figura 3 — Média de massa corpdrea (g) em cada grupo durante todo o experimento. Salina e Padrdo versus
Hiper, Normo e Hipolipidico. *p<0.05, (ANOVA multifatorial para medidas repetidas /Bonferroni, média +

EPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.1 Massa hepética
N&o houve diferenca significante na massa do figado entre os grupos controles e

experimentos (Salina = 14.4+0.7; Padrdo = 14.3+0.5; Hiper = 13.2+0.3; Normo = 12.5+0.7; Hipo
= 13.52£0.9mgq) (p=0.247) (Figura 4).

Figura 4 — Média do peso do figado (g) em cada grupo durante todo o experimento. Salina e Padrdo versus Hiper,
Normo e Hipolipidico. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; ANOVA/Bonferroni

(MédiatEPM).

Salina Padréo Hiy')er NoFmo Hi'po
AOM

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.2.2 Relacéo percentual entre a massa do figado e a massa final do animal

O grupo tratado com a dieta hipolipidica apresentou aumento significante da relacao
percentual entre a massa do figado e a massa final do animal em relacdo aos demais grupos
(Salina = 2.9£0.1; Padréo = 3.1+0.1; Hiper = 3.2+0.1; Normo = 3.1+0.2) (p<0.001) (Figura 5).

Figura 5 — Relacdo percentual entre o peso do figado (g) e o peso final do animal (g) em cada grupo durante todo o
experimento. Salina e Padrdo versus Hiper, Normo e Hipolipidico. *p<0.05 em relacdo aos demais grupos;
ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).

4.0- *
3.5+
3.0-
2.5+
2.0+
1.54
1.04
0.5+
0.0~

Peso Figado/Peso Final Animal (%)

Salina Padrao Hi;.)er NoFmo Hi.po

AOM

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 Diarréia

No decorrer do experimento, observou-se que 0s animais alimentados com diferentes
dietas lipidicas apresentaram aumento significante dos escores de diarréia em relagdo aos grupos
Padrdo e Salina. O grupo alimentado com dieta Hiperlipidica apresentou aumento do grau de
diarreia em relacdo aos grupos com dieta Normo e Hipolipidica. Todos os ratos dos grupos
Salina e Padrdo apresentaram escore de diarreia grau 0. Por sua vez, os animais alimentados com
dieta Hiperlipidica apresentaram diarreia grau 3, valor significantemente superior aos grupos
Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidica. Os animais dos grupos Normo e Hipolipidico
apresentaram diarreia grau 2 (p<0.001) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Diarréia apresentada pelos animais em todos os grupos. *p<0.05 em relacdo aos grupos Padrdo e Salina;
+ em relagdo ao grupo Hiperlipidico (Kruskall-Wallis/Dunn) (mediana, minima-maxima). **p<0.05, Qui-Quadrado
(Frequéncia absoluta e percentual).

Grupos NUmero de Ratos  Diarreia/Grau
Salina 12 0(0-0)
Padréo 12 0(0-0)
Hiperlipidico 11 3(3-3)*
Normolipidico 10 2 (2-2)*t
Hipolipidico 1 2 (2-2)*%

p-Valor <0.001

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4 Macroscopia

Houve aumento significante de tumores colicos nos animais do grupo Padrdo em
relacdo ao grupo Salina (p<0.001). N&do houve diferenca entre os grupos alimentados com dietas
Hiper (p=0,069), Normo (p=1,000) e Hipolipidica (p=0,069) e o grupo Padréo (Tabela 2 e Figura
6).

Houve variagcdo significante no nimero de animais exibindo lesbes hepaticas
(p=0.004), aumento na frequéncia de lesdo hepéatica no grupo Padrdo em relacdo ao Salina
(p=0.001) e reducéo significante no grupo de dieta Hipolipidica (p=0.036) em relacdo ao Padrao.
Né&o houve diferenca significante entre os grupos Hiper (p=0.371) e Normolipidico (p=0.172) em
relacdo ao Padrdo (Tabela 2 e Figura 7).
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Tabela 2 - Achados Macroscopicos. *p<0.05, Qui-Quadrado (Frequéncia absoluta e percentual); Tp<0.05, em
relagdo ao grupo Salina; $p<0.05, em relacdo ao Padrao, Teste Exato de Fisher.

Grupos N Tumores colicos Lesdes hepaticas
Salina 12 1(8.3%) 1(8.3%)
Padrédo 12 11 (91.7%)t 10 (83.3%) T
Hiperlipidico u 6 (54.5%) 7 (63.6%)
Normolipidico 10 9 (90.0%) 5 (50.0%)

Hipolipidico 1 6 (54.5%) 4 (36.4%)1
p-Valor* <0.001 0004

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 6- Carcinoma colorretal. Lesdo vegetante, medindo 1,5 x 1,0 x 0,4 cm, localizada no colo médio. Grupo
Padréo, Rato 11
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 7 — LesBes hepaticas. Figado apresentando numerosas lesdes cisticas, algumas coalescentes e a maior delas

medindo 0,7 cm de didmetro. Grupo Hipolipidico, Rato 11.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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4.5 Microscopia colica

Os achados microscopicos consistiram em adenomas, microadenomas,
microcarcinomas e adenocarcinomas de colo, moderadamente diferenciados (Tabela 3 e Figura
8).

O numero de animais com adenomas variou significantemente entre 0s grupos
experimentais (p=0.016). Ndo houve diferenca entre o percentual de animais com adenomas nos
grupos Padrdo e Salina (p=0.478), nem diferenca entre os grupos Hiperlipidico e Padrdo
(p=0.478). Houve aumento significante entre os animais com adenomas nos grupos Normo
(p=0.001) e Hipolipidico (p=0.014) em relacdo ao grupo Salina (Tabela 3).

Houve aumento no nimero de animais com CCR (p=0.009) do grupo Padrdo em
relacdo ao grupo Salina (p=0.005). N&o houve diferenca entre o Padréo e os grupos Hiper
(p=0.414) e Normo (p=0.099), porém houve reducéo significante de CCR em ratos com dieta

Hipolipidica (p=0.027) em relacdo ao grupo Padréo (Tabela 3).

Tabela 3 — Achados Microscépicos do colo. *p<0.05, Qui-Quadrado (Frequéncia absoluta e percentual); tKruskall-
Wallis/Dunn (médiatEPM). {p<0.05 em relagdo ao salina;§p<0.05 em relacdo ao Padrdo; teste Exato de Fisher.

Grupos N Adenoma CCR
Salina 12 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Padréo 12 2 (16.7%) 7 (58.3%)%
Hiperlipidico 1 1(9.1%) 4 (36.4%)
Normolipidico 10 5 (50.0%)1 2 (20.0%)

Hipolipidico 1 5 (45.4%)1 1(9.1%)8
p-Valor* 0.016* 0009*

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 8 — Corte histolégico de tumoragéo de colo distal. Adenocarcinoma polipoide, moderadamente diferenciado,
invadindo a muscular (seta menor). HE — 50x - Grupo Padréo, Rato 10.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6 Microscopia hepatica

Os achados microscépicos consistiram em esteatose (leve, moderada e grave), focos
de células alteradas (claras, anfofilicas, tigréides, aciddfilas, vacuolares, intermediarias,
basofilicas, oncociticas e pequenas), espongiose, peliose, colangioma, adenoma e atipias
celulares (Tabela 4; Figuras 9-29; Apéndice J).
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Tabela 4 - Achados Microscépicos do figado. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Padrdo; Qui-
quadrado (%). 'p<0.05 em relagdo a Salina; T1p<0.05 em relacdo a Padrdo; ANOVA-1-way/Bonferroni
(Média+EPM). *p<0.05 em relagdo a Salina; 11p<0.05 em relacdo a Padréo; Kruskall-Wallis/Dunn (Mediana
(Minima-maxima)).

AOM

Salina Padréo Hiper Normo Hipo p-Valor

Esteatose leve 8 9 9 6 9 0.735
66.7% 75.0% 81.8% 60.0% 81.8%

Esteatose moderada 0 1 1 3 1 0.243
0.0% 8.3% 9.1% 30.0% 9.1%

Esteatose grave 0 0 0 1 1 0.483
0.0% 0.0% 0.0% 10.0% 9.1%

Adenoma 0 3 Trx* THREx 4 0.003
0.0% 25.0% 63.6% 70.0% 36.4%

Espongiose 0 8* 9* 9* 6* <0.001
0.0% 66.7% 81.8% 90.0% 54.5%

Peliose 0 6* T* T* 4 0.006
0.0% 50.0% 63.6% 70.0% 36.4%

Colangioma 0 6* 6* 7* 6* 0.010
0.0% 50.0% 54.5% 70.0% 54.5%

FC Claras 0 6* 3 4 6* 0.040
0.0% 50.0% 27.3% 40.0% 54.5%

FC Vacuolares 0 5 4 4 2 0.109
0.0% 41.7% 36.4% 40.0% 18.2%

FC Intermediarias 0 2 0 0 0 0.107
0.0% 16.7% 0.0% 0.0% 0.0%

FC Basofilicas 1 3 4 0 1 0.141
8.3% 25.0% 36.4% 0.0% 9.1%

FC Anfofilicas 0 8* 2%* 2%* 1** 0.001
0.0% 66.7% 18.2% 20.0% 9.1%

FC Tigrdides 0 7 4 2 2* 0.020
0.0% 58.3% 36.4% 20.0% 18.2%

FC Oncociticas 0 2 2 4 4 0.135
0.0% 16.7% 18.2% 40.0% 36.4%

FC Aciddfilas 0 3 B*** 0 0 0.001
0.0% 25.0% 54.5% 0.0% 0.0%

FC Pequenas 0 0 0 1 2 0.201
0.0% 0.0% 0.0% 10.0% 18.2%

NUmero de Atipias 01201  5.2+05 4.9+0.8 4.7+05"  3.0£0.37 <0.001

Intensidade da Atipia 0(0-0) 25(1-3 1(1-2% 1(1-2)% 0 (0-0) * <0.001

Fonte: elaborada pelo autor.
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4.6.1 Esteatose

N&o houve diferenca significante entre o nimero de animais que exibiram esteatose
leve nos grupos Salina (n=8, 66.7%), Padrdo (n=9, 75.0%) e tratados com dietas hiper (n=9,
81.8%), normo (n=6, 60.0%) e hipolipidico (n=9, 81.8%) (p=0.735) (Figura 9).

Com relacdo a esteatose moderada, ndo houve variagdo no nimero de animais que
exibiram essa alteracdo nos grupos Salina (n=0, 0.0%) e tratados com dietas padrao (n=1, 8.3%),
hiper (n=1, 9.1%), normo (n=3, 30.0%) e hipolipidica (h=1, 9.1%) (p=0.243) (Figura 10).

N&o houve variagéo significante no perfil de esteatose grave nos grupos Salina (n=0,
0.0%), Padrdo (n=0, 0.0%), Hiper (n=0, 0.0%), Normo (n=1, 10.0%) e Hipolipidico (n=1, 9.1%)
(p=0.483) (Figura 11).

Figura 9 — Esteatose leve. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relacéo a Padréo; Qui-quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 10 — Esteatose moderada. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relac¢do a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Figura 11 — Esteatose grave. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.2 Focos de células claras

A presenca de focos de células claras foi observada significantemente superior no
grupo Padrdo (n=6, 50.0%) e Hipolipidico (n=6, 54.5%) em relacdo ao grupo Salina (p=0.040).
Os grupos Hiper (n=3, 27.3%) e Normo (n=4, 40.0%) ndo diferiram significantemente dos

demais (Figura 12).

Figura 12 — Focos de células claras. *p<0.05 em relacéo a Salina; **p<0.05 em rela¢do a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.3 Focos de células anfofilicas

Houve aumento significante do nimero de animais exibindo focos de células

anfofilicas no grupo Padrdo (n=8, 66.7%) em relacdo ao Salina (n=0, 0.0%) e reducéo
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significante nos grupos tratados com dietas hiper (n=2, 18.2%), normo (n=2, 20.0%) e

hipolipidica (n=1, 9.1%) em relacdo ao Padrdo (p=0.001) (Figura 13).

Figura 13 — Focos de células anfofilicas. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-quadrado
(%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.4. Focos de células tigréides

O numero de animais com focos de células tigréides no grupo Padrdo (n=5, 58.3%)
foi significantemente superior ao grupo Salina (n=0, 0.0%), mas n&o diferiu significantemente
dos grupos tratados com dietas hiper (n=4, 36.4%) ou normolipidica (n=2, 20.0%) (p=0.020). O
grupo tratado com dieta hipolipidica apresentou reducdo significante do numero de animais

exibindo essa alteracdo (n=2, 18.2%) em relacdo ao Padrdo (Figura 14).

Figura 14 — Focos de células tigréides. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padréo; Qui-quadrado
(%).
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4.6.5 Focos de células acidofilas
O grupo tratado com dieta hiperlipidica apresentou aumento significante do nimero

de animais apresentando focos de células aciddfilas (n=6, 54.5%) em relacdo aos grupos Padréo

(n=3, 25.0%), Salina, Normo e Hipolipidico (n=0, 0.0%) (p=0.001) (Figura 15).

Figura 15 — Focos de células acidéfilas. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Padrdo; Qui-quadrado
(%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.6 Focos de células vacuolares, intermedidrias, basofilicas, oncociticas e pequenas

N&o houve diferenca significante entre 0 nimero de animais que exibiram focos de
células vacuolares (Salina, n=0 (0.0%), Padrédo, n=5 (41.7%); Hiper, n=4 (36.4%); Normo, n=4,
(40.0%); Hipo, n=2, (18.2%)) (p=0.109), intermediarias (Padrdo, n=2 (16.7%), Salina, Hiper e
Normolipidico, n=0 (0.0%)) (p=0.107) e basofilicas ((Salina, n=1 (8.3%), Padrao, n=3 (25.0%);
Hiper, n=4 (36.4%); Normo, n=0, (0.0%); Hipo, n=1, (9.1%)) (p=0.141) (Figuras 16, 17, 18).

Né&o houve diferenga no nimero de animais exibindo focos de células oncociticas
(Salina, n=0 (0.0%), Padrdo, n=2 (16.7%); Hiper, n=2 (18.2%); Normo, n=4, (40.0%); Hipo,
n=4, (36.4%)) (p=0.135) e pequenas (Salina, Padrdo e Hiperlipidico, n=0 (0.0%); Normo, n=1,
(10.0%); Hipo, n=2, (18.2%)) (p=0.443) (Figuras 19 e 20).



49

Figura 16 — Focos de células vacuolares. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-quadrado
(%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 17 — Focos de células intermediarias. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-
quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 18 — Focos de células basofilicas. *p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Padrdo; Qui-quadrado
(%).
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Figura 19 — Focos de células oncociticas. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-
quadrado(%).
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Figura 20 — Focos de células pequenas. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Padrdo; Qui-quadrado
(%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.7 Numero total de focos de células alteradas

O numero total de focos de células alteradas no grupo Padréo (3.0+0.4) foi
significantemente maior que o nimero de focos de células no grupo Salina (0.1+£0.1). Nao houve
diferenca significante entre o grupo Padrdo e os tratados com dietas hiper (2.3£0.6) e normo
(1.7£0.5), porém o grupo tratado com dieta hipolipidica (1.3£0.3) apresentou uma reducéao

significante desses valores (p<0.001) (Figura 21).
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Figura 21 — Numero total de focos de células alteradas. *p<0.05 em relacdo ao Salina; **p<0.05 em relagdo ao
padrdo; ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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4.6.8 Espongiose

Todos os grupos (Padréo, n=8 (66.7%); Hiper, n=9 (81.8%); Normo, n=9, (90.0%);
Hipo, n=6, (54.5%)) apresentaram espongiose de forma significantemente superior ao grupo
Salina (n=0, 0.0%) (p<0.001) (Figura 22 e 23).

Figura 22 — Espongiose. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Figura 23 — Espongiose, HE — 10X, Grupo Hiperlipidico, Rato 6.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.9 Peliose

Os grupos Padrdo (n=8, 66.7%) e tratados com dietas hiper (n=7, 63.6%) e
normolipidica (n=7, 70.0%) apresentaram aumento significante do nimero de animais exibindo
peliose em relacdo ao grupo Salina (n=0, 0.0%) (p=0.006). O grupo Hipolipidico (n=4, 36.4%)

ndo diferiu significantemente do grupo Padrdo (Figura 24).

Figura 24 — Peliose. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em rela¢do a Padréo; Qui-quadrado (%).
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4.6.10 Colangioma

A presenca de colangioma foi observada em todos os grupos (Padrao, n=6 (50.0%);
Hiper, n=6 (54.5%); Normo, n=7, (70.0%); Hipo, n=6, (54.5%)) significantemente superior ao
grupo Salina (n=0, 0.0%) (p=0.010) (Figura 25 e 26).

Figura 25 — Colangioma. *p<0.05 em rela¢do a Salina; **p<0.05 em relagdo a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 26 — Colangioma cistico, HE - 10x, Grupo Normolipidico, Rato 4.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.11 Adenoma

A presenca de adenomas hepaticos foi observada em sete animais dos grupos tratados
com dieta hiper (63.6%) e normolipidica (70.0%), valores significantemente superiores aos
grupos Salina (n=0, 0.0%) e Padrdo (n=3, 25.0%) (p=0.003). O grupo Hipolipidico ndo diferiu

significantemente do grupo Padréo (Figura 27)
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Figura 27 — Adenoma. *p<0.05 em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Qui-quadrado (%).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.12 Atipias

Houve aumento significante de atipias no grupo Padrdo (2.5; 1-3) em relacdo ao
grupo Salina (0; 0-0) e houve reducdo significante nos grupos com dietas hiper (1; 1-2), normo

(1; 1-2) e hipolipidica (0; 0-0) em relacdo ao grupo Padrdo (p<0.001) (Figura 28).

Figura 28 — Atipias. *p<0.05 em relacdo ao Salina; **p<0.05 em relacdo a Padrdo; Kruskall-Wallis/Dunn
(MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.13 Numero total de altera¢es microscopicas

O ndmero total de alteracbes microscopicas hepaticas, excetuando-se esteatose
mostrou-se significantemente superior no grupo Padréo (5.2+0.5) em relacdo ao Salina (0.1+0.1),
sem mostrar diferenca com os grupos Hiper (4.9£0.8) ou Normolipidico (4.7+0.5). O grupo
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tratado com dieta hipolipidica (3.0£0.3) apresentou reducdo significante do namero total de

alteracdes hepaticas em relacdo ao Padrdo (p<0.001) (Tabela 5; Figura 29).

Tabela 5 - NUmero total de focos de células alteradas e de alteragdes microscépicas hepaticas. *p<0.05 em relacéo a
Salina; **p<0.05 em relacéo a Padrdo; ***p<0.05 em relagdo ao grupo tratado com dieta hiperlipidica; ANOVA-1-
way/Bonferroni (MédiatEPM).

AOM
Salina Padréo Hiper Normo Hipo p-Valor
cNengsm de focos de 44497  30:04%  2.3:06 1.7¢05 1.3:0.3%* <0.001
Total de alteragdes
hepaticas excetuando-se  0.0+0.0 1.9+0.3* 3.0£0.2 2.6+£0.4 1.8+0.3*** <0.001
esteatose

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 29 — NUmero total de alteracGes microscépicas hepéticas. *p<0.05 em relacdo ao Salina; **p<0.05 em
relagdo ao padrdo; ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.7 Estresse oxidativo

4.7.1 Glutationa

A média de glutationa reduzida no grupo Hipolipidico (84,5£11,2) foi
significantemente superior a média de glutationa de todos os grupos estudados: Salina
(54,045,4), Padrdo (47,0+7,3), Hiper (34,3%x4,2) e Normolipidico (39.8+3.5) (p<0.0001,
ANOVA/Bonferroni) (Figura 30).
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Figura 30 — Niveis de glutationa reduzida. *p<0,05 em relacdo aos demais grupos (ANOVA/Bonferroni,
MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.7.2 TBARS

A média de TBARS observada nos grupos Padrdo (129,7+12,9), Hiper (160,0+55,1)
e Normolipidico (91,5+5,8) mostraram-se significantemente superiores ao grupo Salina
(13,6+3,6) e Hipolipidico (18,3+5,2) (p<0.0001). Houve reducédo dos niveis de TBARS no grupo
Hipolipidico em relacdo aos grupos Padrdo, Hiper e Normolipidico (p<0.0001) (Figura 31).

Figura 31 — Niveis de TBARS. *p<0.05 versus Salina; **p<0.05 versus Padrdo, Hiper e Normolipidico (Kruskall-
Wallis/Dunn, MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.8 Avaliacéo bioquimica
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4.8.1 Glicemia

A média da glicemia foi ndo significante na comparacdo entre os grupos (Figura 32).

Figura 32 — Média de glicemia por grupo. *p<0.05 ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor

4.8.2 Perfil lipidico

4.8.2.1 Colesterol Total

Apenas o grupo Hiperlipidico (220,4+13,9) mostrou aumento significante do
colesterol total em relacdo aos demais grupos Salina (170,949,3), Padrdo (170,2+11,3), Normo
(169,9+10,2) e Hipolipidico (170,6+11,9) (p=0.0128) (Figura 33).

Figura 33 — Média de colesterol total por grupo. *p<0,05 em relagdo aos demais grupos, ANOVA/Bonferroni
(MédiatEPM).
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4.8.2.2 Colesterol LDL
A média de colesterol LDL nos grupos Salina (117,7+£10,0), Padrdo (117,8+16,0),

Hiper (152,1+11,4), Normo (113,9+10,3) e Hipolipidico (120,4+13,5) ndo diferiu
significantemente (p=0.1933) (Figura 34).

Figura 34 — Média de colesterol LDL por grupo. *p<0.05, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.8.2.3 Colesterol HDL

O grupo Hiperlipidico apresentou média de colesterol HDL (24,9+3,7)
significantemente inferior ao grupo Padrdo (48,7+7,2), embora ndo tenha diferido dos demais
grupos Salina (44,3+5,3), Normo (38,8+4,8) e Hipolipidico (39,3+4,6) (p=0.0376) (Figura 35).

Figura 35 — Média de colesterol HDL por grupo. *p<0.05 em relacdo ao Padrdo (ANOVA/Bonferroni,
médiatEPM).
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4.8.2.4 Triglicerideos

O total de triglicerideos do grupo Hiperlipidico (225,3+13,5) mostrou-se
significantemente superior aos grupos Salina (132,7+8,5), Normo (147,0+13,7) e Hipolipidico
(132,3+11,8), porém, ndo diferiu significantemente do grupo Padrdo (183,1+21,6) (p<0.0001)
(Figura 36).

Figura 36 — Média de triglicerideos por grupo. *p<0.05 em relacdo ao Salina, Normo e Hipolipidico
(ANOVA/Bonferroni, médiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.8.3 Enzimas hepaticas (AST e ALT)

Os niveis de ALT no grupo Hiperlipidico (64,9+12,5) mostraram-se
significantemente superior aos grupos Salina (35,2+4,7), Padréo (36,7+4,9), Normo (34,1+6,0) e
Hipolipidico (36,0£5,7) (p=0.0263). Porém ndo houve diferenca significante entre os niveis de
AST dos grupos Salina (28,3+4,5), Padréo (29,8+6,1), Hiper (35,8+5,7), Normo (37,0+£3,7) e
Hiperlipidico (36.8+5.5) (p=0.6531) (Figura 37).

Figura 37 — Média de ALT e AST por grupo. *p<0.05 em relagdo aos demais grupos (ANOVA/Bonferroni,
médiatEPM).
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Fonte: elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

As dietas atuais dos seres humanos tém uma propor¢do de 6mega-6/0mega-3 que
varia de 15/1 a 20/1, que promove a patogénese de doencas cardiovasculares, inflamatdrias,
autoimunes e varios tipos de canceres como o0 CCR e o CHC, quando em comparagdo com a
proporcao de aproximadamente 1:1 no passado (SIMOPOULCQS, 2006).

Dietas ricas em lipidios saturados e poliinsaturados do tipo 6mega-6 favorecem a
carcinogénese (NORAT et al., 2005). A quantidade de w-6 e ®-3 na dieta e suas raz0es ideais
ttm um importante papel na supressdo da ciclooxigenase, blogueando a formacdo dos
eicosandides pro-inflamatérios (HARDMAN, 2004). Os acidos graxos -3 diminuem a
capacidade das células mononucleares de produzir TNF- alfa, sendo a chave dos efeitos anti-
inflamatorios, prevenindo assim a carcinogénese colorretal (CARMO; CORREIA, 2009).

Estudos epidemioldgicos e experimentais tém mostrado que dietas ricas em lipidios e
com alta taxa de calorias contribuem significantemente para o desenvolvimento da obesidade e
esteato-hepatite gordurosa ndo alcodlica, uma vez que podem induzir peroxidacdo lipidica e
consequente dano ao DNA. Desta forma, essas dietas sdo consideradas fator de risco para a
carcinogénese hepatica (CUl et al., 2012; GOLDFARB et al., 2012; DUAN et al., 2014).

Modelos animais ajudam a elucidar a fisiopatologia das doencas neoplésicas,
analisando inclusive fatores de riscos e contribuem, além do entendimento da sua formacéo, no
desenvolvimento de medidas terapéuticas a partir de pesquisas experimentais (CAVIGLIA;
SCHWARBE, 2015).

O AOM é uma substancia bem definida em modelo de carcinogénese colica pela sua
maior poténcia, praticidade, eficacia, além de produzir lesbes com semelhanga clinica,
histopatoldgica e molecular em relacdo ao CCR em humanos (PAPANIKOLAOU et al., 2000;
TAMMALLI et al., 2009; IMCHEN et al., 2013). Seu mecanismo de inducdo de lesGes pre-
neoplasicas € atribuido ao aumento da expressdo do gene c-fos e a diminuigdo do gene c-myc,
assim como & mutagdo do gene K-ras. E geralmente preferido em relagdo 8 DMH por ser mais
potente e requerer poucas reagdes para sua ativagdo (STOPERA; DAVIE; BIRD, 1992,
CADERNI et al., 2003).



61

Visto que dietas ricas em gorduras favorecem a carcinogénese célica e hepatica e que
0 AOM tem metabolizacdo e acdo sobre o figado, procurou-se neste estudo identificar as
repercussdes hepaticas e sistémicas em ratos alimentados com dietas de diferentes concentracoes
lipidicas (hiper, normo e hipolipidica) e com a mesma baixa relacdo 6mega-6/6mega-3 e alta
relacdo 6mega-9/6mega-6 e submetidos a inducao pelo AOM.

No presente estudo, a ingesta dos animais dos grupos controles (Padréo e Salina) foi
significantemente maior quando comparada a ingesta dos grupos experimentos (p<0,001).
Comparando-se os grupos Salina e Padrdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,997), mas entre o grupo Salina e os grupos Hiper, Normo e Hipolipidico houve diferenca
significante (p<0,001). Na comparagdo das ingestas do grupo Padrdo com o Hipolipidico ndo
houve diferenca significante nos dois Ultimos meses do experimento (p>0.05) (Figura 2).

Isto pode ter ocorrido porque estas dietas ndo eram palataveis aos roedores, ja que
eram de manipulacdo caseira e, principalmente no grupo Hiperlipidico, a dieta continha grande
quantidade de lipidios favorecendo a saciedade (Apéndice F) (SANDE-LEE, VELLOSO, 2012).
Cintra et al. (2012), em seu trabalho experimental com ratos para avaliar o papel dos &cidos
graxos na disfuncdo hipotalamica, demonstraram que injecGes diarias de AG dmega-3 ou 6mega-
9 reduziram significantemente a ingesta espontanea dos animais. EI-Gendy e Abbas (2014), ao
investigar o papel de lipidios no metabolismo de ratos, identificaram que dieta rica em AG
O6mega-3 diminuiu a ingesta em ratos e atribuiram este achado a sua acdo nos sistemas
mesocorticolimbico e endocanabindide, reduzindo o apetite, a ingesta, o sobrepeso e a obesidade.

Com relacdo a massa corporea dos ratos, houve aumento no decorrer do tempo,
apesar de ter ocorrido uma tendéncia a diminui¢do na velocidade de ganho de peso a partir do
quinto més. Esses dados estdo de acordo com o exposto por Lahouar et al. (2014), que em sua
pesquisa experimental usando o AOM para induzir carcinogénese colica associada a dieta rica
em fibras como protecdo contra o seu desenvolvimento também mostraram esse mesmo padrao
de ganho ponderal.

Esse ganho constante de massa corporea que, inicialmente, mostrou-se positivamente
acelerado, mas que, no decorrer dos dias, desacelerou-se gradativamente tendendo a uma relativa
estabilidade assintotica é a tendéncia conhecida na evolucdo ponderal de ratos Wistar (CURI et
al., 1984; TOMANARI; PINE; SILVA, 2003).
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Neste estudo, desde 0 seu inicio até a eutanasia, observou-se que a massa corpérea
dos animais dos grupos Salina e Padréo foi significantemente maior quando comparada a massa
dos animais dos grupos Hiper, Normo e Hipolipidico, o que pode ser explicado pela maior
quantidade de ingesta dos grupos alimentados com dieta padréo (Salina e Padrdo) quando em
comparagdo com os grupos das dietas experimentais (Figuras 2 e 3).

A suplementacdo de PUFAs contribui para reduzir a gordura corporal com acao
principalmente na adiposidade abdominal e estimula a oxidagdo lipidica em adultos sadios. EPA
e DHA aumentam a perda de peso e regulam a expressdo génica do tecido adiposo de modo
semelhante a restricdo calorica independentemente da perda da massa gorda (SIMOPOULOS,
2010).

Sao bem conhecidos os efeitos benéficos dos PUFAs no tecido adiposo tais como
prevencéo de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo, indugdo de biogénese mitocondrial em
adipdcitos, inducdo da secrecdo de adiponectina e reducdo da inflamacdo do tecido adiposo
(KOPECKY et al., 2009). Burlamaqui et al. (2013) verificaram reducdo da massa corporea em
ratos alimentados com dietas ricas em dmegas 3, 6 € 9 e submetidos a carcinogénese colica por
AOM.

Outro fato, é que os animais dos grupos das dietas manipuladas apresentaram
diarréia desde o inicio, contribuindo para a baixa massa corporea apresentada (Figura 3). Os
animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram diarréia grau 3, valor
significantemente superior aos grupos Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidico. Os animais dos
grupos Normo e Hipolipidico apresentaram diarréia grau 2, valores significantemente superiores
aos grupos Salina e Padrdo (p<0.001) (Tabela 1). Sabe-se que altas doses de 6mega-3 apresentam
poucos efeitos colaterais, sendo o principal deles a diarréia (CARMO; CORREIA, 2009).

Os grupos Salina e Padréo, alimentados com a mesma dieta padrédo (Biobase Bio-tec
Ratos e Camundongos®) nédo apresentaram diferenca significante da massa corporal no inicio, a
administracdo de AOM, nem no final do experimento (Figura 3). Desta forma, pode-se inferir
gue 0 AOM néo interferiu na ingesta dos animais e consequentemente na massa corporal final.

Esse dado estd de acordo com o observado nos estudos de Ghafar et al. (2012),
Zhong et al. (2012) e Lahouar et al. (2014), nos quais 0 AOM também nédo causou diferencas

significantes no peso corporal entre 0s grupos experimentos estudados. Por sua vez, Shimizu et
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al. (2008) demonstraram que o uso de AOM resultou em perda de peso em ratos com obesidade
e diabetes mellitus. Os autores atribuiram este achado a maior suscetibilidade de ratos diabéticos
a toxicidade do AOM.

N&o houve diferenca significante na massa do figado entre os grupos controles e
experimentos (p=0,247). No entanto, o grupo tratado com a dieta hipolipidica apresentou
aumento significante da relacdo percentual entre o peso do figado e o peso final do animal em
relacdo aos demais grupos (p<0,001) (Figuras 4 e 5).

Esse dado estd de acordo com a literatura, onde figado e rim de ratos tratados com
AOM néo sofreram alteracBes de peso quando alimentados com Kenaf (Hibiscus cannabinus)
(GHAFAR et al., 2012). Em animais tratados com dietilnitrosamina (DEN), para promocao da
carcinogénese hepatica, também ndo houve aumento estatisticamente significante no peso do
figado (UEHARA et al., 2013). Por outro lado, em estudo cujos ratos foram alimentados com
dieta rica em fibras (Barley “Rihane”) ¢ expostos a0 AOM, verificou-se aumento no peso do
figado (LAHOUAR et al., 2011).

Quanto a relacdo percentual entre a massa do figado e a massa final do animal, que
foi aumentada no grupo Hipolipidico, pode ser atribuida ao fato de os animais desse grupo terem
apresentado massa hepatica maior em relacdo aos demais grupos, apesar de ndo ter sido
estatisticamente significante.

Em relagdo a macroscopia, houve aumento significante no grupo Padrdo na
frequéncia de tumores colicos e lesdes hepaticas (cistos e nddulos) em relacdo ao grupo Salina.
Ocorreu reducdo significante das lesdes hepaticas no grupo Hipolipidico em relacdo ao Padrdo
(Tabela 2).

Estes achados comprovam o valor do modelo de carcinogénese utilizado, onde os
animais expostos ao AOM apresentaram aumento significante na frequéncia de tumores colicos e
lesOes hepaticas em relagdo ao grupo Salina (BURLAMAQUI et al., 2013). O grupo alimentado
com dieta hipolipidica apresentou uma possivel protecdo contra as lesdes hepéticas devido a
menor quantidade absoluta de &cidos graxos ®-3, ®-6 e ®-9 e baixa razdo m-6/m-3 e alta w-9/w-
6, caracteristicas consideradas antineoplasicas (Apéndices E e H) (ROYNETTE et al., 2004;
MARTINS; GRUEZO, 2009).
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Houve aumento significante do nimero de animais com adenomas colorretais nos
grupos Normo e Hipolipidico em relacdo ao Salina. Em relacdo ao CCR, verificou-se uma maior
incidéncia no grupo Padrdo, enquanto que o grupo Hipolipidico foi o que apresentou possivel
protecdo contra a carcinogénese (Tabela 3). Este fato provavelmente ocorreu devido a alta
relacdo w-6:m-3 e uma baixa relacdo w-9:m-6 presente no grupo Padréo, a qual poderia interferir
no processo de carcinogénese, principalmente nos estagios mais iniciais (CALDER, 2006;
CALDER, 2007; BURLAMAQUI et al., 2012). He et al., (2014), em um trabalho utilizando
ratos induzidos com AOM para a carcinogénese cdlica, mostraram o efeito antiinflamatério da
dieta com 0leo de canola, rica em &cidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados, ao reduzir
citocinas pro-inflamatérias, prevenindo a formacdo de focos de criptas aberrantes e o
desenvolvimento tumoral, confirmando os achados do presente estudo.

Quanto as alteracbes hepaticas, ndo houve diferenca significante entre 0s grupos em
relacdo a esteatose leve (p=0,735), moderada (p=0,243), grave (p=0,483) (Figuras 9-11; Tabela
4).

Sabe-se que a esteatose consiste no acumulo de lipideos nas células parenquimatosas
hepaticas, podendo ser macrovesicular, com distensdo do hepatocito por um Unico e volumoso
vactolo e deslocamento nuclear ou microvesicular, com numerosos e menos Volumosos
vacuolos, mantendo-se a localizacdo central do nucleo (DAY; JAMES, 1998). A macrovesicular
é associada a disturbio de longa duracdo do metabolismo hepéatico de lipideos, podendo ser
associada ao desenvolvimento da esteatohepatite, fibrose e cirrose (BACON et al., 1994
OLESZCZUK et al., 2007). E classificada em quatro graus, de acordo com o percentual de
acometimento dos hepatdcitos: 0 (auséncia), 1 — leve (>0% a 33%), 2 — moderada (>33% a 66%)
e 3 —grave (>66%) (BRUNT et al., 1999).

Esperava-se que os grupos Padréo e Hiperlipidico apresentassem um maior nimero
de animais com esteatose, uma vez que ambos foram expostos ao AOM e o Hiperlipidico
apresentou maior quantidade total de gordura (45%) com consequente deposi¢do lipidica no
figado, estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica, os quais poderiam levar a esteatose hepatica
(DIEHL, 2005; ITO et al., 2006). Porém, 0s grupos experimentos apresentaram uma baixa razao
0-6/w-3 e alta razdo »-9/w-6 (efeito protetor), enquanto o grupo Padrdo, com baixo teor de

gordura (12%), continha relagéo inversa entre 0os 6megas.
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No final do experimento, os animais atingiram 39 semanas de vida e, conforme
estudado por Sengupta (2011), aos 5-6 meses o rato Wistar € considerado adulto maduro e, a
partir de 10 meses, inicia-se o processo de senilidade. Desta forma, uma explicacdo para o grupo
Salina ter se comportado de maneira semelhante aos grupos induzidos com AOM foi porque o
figado de animais senis também pode apresentar degeneracao e areas de esteatose, com células
mais claras, vacuolizadas e abalonadas, ndcleos mais volumosos e de formato irregular
(GAGLIANONE et al., 1991; AYDIN et al., 2010).

A presenca de focos de células claras foi observada significantemente superior nos
grupos Padréo e Hipolipidico em relagdo ao Salina (p=0.040) (Figura 12).

Houve aumento significante do numero de animais exibindo focos de células
anfofilicas no grupo Padrdo em relacdo ao Salina e reducéo significante nos grupos tratados com
dietas hiper, normo e hipolipidica em rela¢do ao Padrdo (p=0.001) (Figura 13).

O numero de animais com focos de células tigroides no grupo Padrdo foi
significantemente superior ao grupo Salina (p=0.020). O grupo tratado com dieta hipolipidica
apresentou reducdo significante do nimero de animais exibindo essa alteracdo em relagcdo ao
Padréo (Figura 14).

O grupo tratado com dieta hiperlipidica apresentou aumento significante do niamero
de animais com focos de células acidofilas em relacdo aos grupos Padrdo, Salina, Normo e
Hipolipidico (p=0.001) (Figura 15).

N&o houve diferenca significante entre os grupos em relacdo a quantidade de focos
de células vacuolares (p=0.109), intermediarias (p=0.107), basofilicas (p=0.141), oncociticas
(p=0.135) e pequenas (p=0.443) (Figuras 16-20).

O numero total de focos de células alteradas no grupo Padrdo foi significantemente
maior que o numero de focos de células no grupo Salina. N&o houve diferenca significante entre
0 grupo Padrdo e os tratados com dietas hiper e normo, porém o grupo tratado com dieta
hipolipidica apresentou uma reducéo significante desses valores (p<0.001) (Figura 21; Tabela 5).

Uma possivel contribuicdo para o aparecimento dessas lesdes no figado dos ratos
deste experimento € o fato de o AOM sabidamente induzir alteracfes histologicas hepaticas
nesses animais. Lahouar et al. (2014) mostraram que o figado de ratos submetidos ao AOM na

dose de 20mg/kg de peso apresentava grave degeneracdo gordurosa e infiltracdo de leucdcitos na
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veia porta. Khurana et al. (2013) verificaram que o AOM na dose de 10mg/kg de peso induziu
ativacdo de células estreladas hepaticas, deposicdo de colageno, proliferacdo dos ductos biliares,
nodulos e fibrose hepéticas. Burlamaqui et al. (2013) mostraram que, no modelo da
carcinogénese colorretal, as lesdes hepaticas pré-neoplasicas e neoplasicas apareceram e
evoluiram na proporcao do tempo e dose de exposicdo ao AOM (15 e 20mg/kg de peso).

A quantidade de focos de células claras, anfofilicas e tigréides se mostrou
significantemente maior no grupo Padrdo, o que pode ser explicado pela dieta utilizada por este
grupo no experimento, a qual apresentava relagdo -6/®w-3=8:1, ®-9/w-6= 0,4:1 e
Poli:Saturada=5,2:1, percentual de gordura poliinsaturada (54%), monoinsaturada (24%) e
saturada (15%) (Apéndice E; Anexo B). Apesar de esta dieta ter apresentado baixo percentual de
lipidios (12%), semelhante ao grupo Hipolipidico, a sua alta relacdo de m-6/w-3 e a baixa w-9/w-
6 pode ter favorecido os maiores indices de lesGes pré-neoplésicas apresentados por este grupo
(PADIDAR et al., 2012; IATROPOULOS et al., 2013; DUAN et al., 2014).

O numero de focos de células aciddfilas foi significantemente maior no grupo tratado
com dieta hiperlipidica. Esses focos caracterizam-se, juntamente com as células claras, por
apresentar deposito de glicogénio em excesso, uma vez que ha diminuicdo da atividade da
glicose-6-fosfatase. Sabe-se que o padrdo histoquimico enzimatico desses focos sofre influéncia
de muitos fatores, tais como estado nutricional dos animais, ritmo circadiano no metabolismo
dos hepatdcitos e localizacdo nos I6bulos hepaticos (BANNASCH; ZERBAN, 1990). Segundo
Aoki (2003), a suplementacdo lipidica, em ratos, promoveu reducdo da utilizacdo de carboidratos
no masculo e no figado, favorecendo o acimulo do glicogénio hepatico.

Estudos mostram que FHA no figado de ratos apresentam diferentes fenétipos e que
0s mesmos tendem a mudar sequencialmente durante a carcinogénese hepatica. Focos de células
vacuolares apresentam acumulo importante de gordura e, geralmente, surgem mais tardiamente
que as células caracterizadas pelo deposito de glicogénio, inclusive podendo desenvolver-se a
partir das mesmas. Estudos sugerem que focos de células intermediarias representam um estagio
intermediario entre focos de células acidéfilas e basofilicas (BANNASCH; ZERBAN, 1990).

Os focos de células basofilicas tém sido reconhecidos e largamente aceitos como um
estagio inicial do CHC. Seu citoplasma é pobre em glicogénio e difusamente basofilico devido a

abundéancia de ribossomos. Ocasionalmente, mostram células polimdrficas com atipias nucleares
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e mitoses frequentes (BANNASCH; ZERBAN, 1990). Apesar de existir uma diversidade
fenotipica consideravel e instabilidade dos FHA, estudos sugerem que 0S mesmos ndo ocorrem
de forma aleatéria, mas, sim, como partes integrais das trés linhagens pré-neoplésicas
hepatocelulares: glicogendtica-basofilica, sua variante xenomorfica-tigroide e anfofilica-
basofilica. A sequéncia celular predominante tem inicio com as células acidofilas ou claras ricas
em glicogénio, progredindo para células intermediarias, basofilicas e, por fim, culminando em
nodulos (adenomas) e CHC (BANNASCH; HAERTEL,; SU, 2003).

Focos de células oncociticas ocorrem principalmente em figados cirr6ticos cuja
etiologia principal é a infeccdo pelo virus da Hepatite B, 0 que ndo ocorreu no presente
experimento. Focos de células pequenas tém caracteristicas heterogéneas, tornando dificil a sua
identificacdo (SU; BANNASCH, 2003).

Bishayee et al., (2010) mostraram o efeito quimiopreventivo do Resveratrol na
hepatocarcinogénese experimental ao suprimir a cascata inflamatéria. Duan et al., (2014), em sua
pesquisa com ratos desnutridos e tratados com DEN, verificaram que dieta rica em lipidios
poderia atuar como inibidor da carcinogénese hepética possivelmente pelo seu efeito anti-
proliferativo e estimulador da apoptose.

Deve-se levar em consideracdo o fato de os ratos utilizados no presente trabalho
serem de idade mais avancada, uma vez que o figado de quase todos os animais senis contém
FHA. Essa diferenciacdo entre lesdes induzidas por substancia carcinogénica hepatica ou
decorrentes do processo natural de envelhecimento do animal s6 seria possivel se 0 nimero e
tamanho dos FHA fossem determinados através de estudos morfométricos (BANNASCH;
HAERTEL; SU, 2003).

Todos os grupos (Padrdo; Hiper; Normo; Hipo) apresentaram espongiose de forma
significantemente superior ao grupo Salina (p<0.001), mostrando efeito eminentemente do AOM
nestes achados (Figura 22).

Os grupos Padrdo e tratados com dietas hiper e normolipidica apresentaram aumento
significante do nimero de animais exibindo peliose em relacdo ao grupo Salina (p=0.006)
(Figura 24).

A presenca de colangioma foi observada em todos os grupos (Padrdo; Hiper; Normo;

Hipo) significantemente superior ao grupo Salina (p=0.010) (Figura 25).
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A presenca de adenomas hepaticos foi observada nos grupos tratados com dietas
hiper e normolipidica, valores significantemente superiores aos grupos Salina e Padrdo (p=0.003)
(Figura 27).

Houve um aumento significante de lesdes do tipo espongiose e peliose e neoplésica
(colangioma) nos grupos Padréo e nos que receberam a dieta experimental, o que esta de acordo
com a literatura, uma vez que o AOM favorece a agressdo hepatica (KHURANA et al., 2010;
KHURANA et al., 2013; LAHOUAR et al., 2014).

A quantidade de adenomas hepaticos foi significantemente superior nos grupos
tratados com dietas hiper e normolipidica. Uma possivel explicacdo estaria no fato de as células
acidofilas, ricas em glicogénio, serem componentes celulares importantes do adenoma hepatico.
O acumulo de glicogénio hepatico em ratos ocorre na vigéncia de suplementacdo lipidica, uma
vez que ha diminuicdo da captacdo periférica de glicose nos masculos (AOKI; BELMONTE;
SEELAENDER, 2003).

Houve aumento significante de atipias no grupo Padrdo em relacdo ao grupo Salina e
houve reducdo significante destas nos grupos com dietas hiper, normo e hipolipidica em relacao
ao grupo Padrdo (p<0.001) (Figura 28). Poudyal et al. (2012) verificaram, em ratos, que lesdes
hepaticas foram atenuadas por dieta baseada em semente de chia, rica em AG 0mega-3,
provavelmente devido os seus efeitos antiinflamatorios.

Atipias celulares hepaticas constituem-se na perda das caracteristicas tipicas das
células do figado. Podem ocorrer em lesGes neoplasicas e ndo-neoplasicas. Focos displasicos sao
lesBes microscopicas que medem menos de 1mm e constituem-se em alteracGes de grandes e
pequenas células. Nestas Ultimas, as alteragbes sdo consideradas lesGes precursoras mais
desenvolvidas quando em comparagdo com as de grandes células, cuja heterogeneidade da leséo
pode representar tanto alteragdes reativas como uma verdadeira pré-neoplasia. Nodulos
displasicos podem ser classificados em baixo e alto grau de acordo com atipia. Os de alto grau
mostram alteracfes moleculares semelhantes as do CHC e tém elevado risco de transformacéo
maligna. A deteccdo precoce de lesGes verdadeiramente pré-neoplésicas pode ser realizada pela
aplicagéo de marcadores através da imunohistoquimica (PARK, 2011).

O numero total de alteragbes microscopicas hepaticas excetuando-se esteatose

mostrou-se significantemente superior no grupo Padrdo em relagdo ao Salina. O grupo tratado
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com dieta hipolipidica apresentou reducao significante em relacdo ao Padrdo (p<0.001) (Figura
29; Tabela 5). Weylandt et al. (2011) mostraram diminuicdo significante da carcinogénese
hepéatica em camundongos alimentados com dieta rica em AG dmega-3, demonstrando o papel
protetor desta dieta no desenvolvimento tumoral hepético através do seu efeito anti-TNF-a.

Esses resultados mostraram que a dieta utilizada no presente estudo, com baixa razéo
O0mega-6/06mega-3 e alta razdo Omega-9/6mega-6 apresentou efeito protetor contra o
aparecimento de lesbGes hepéticas pré-neoplasicas e neoplasicas (adenoma e colangioma) em
ratos induzidos com AOM para o desenvolvimento de carcinogénese célica.

O estresse oxidativo, fenbmeno também envolvido na carcinogénese e
influenciado por dieta com equilibrio entre os lipidios, foi mensurado pela dosagem da glutationa
reduzida e do &cido tiobarbitlrico (TBARS).

Observou-se que a média de glutationa reduzida no grupo Hipolipidico foi
significantemente superior a média de glutationa de todos os grupos estudados: Salina, Padréo,
Hiper e Normolipidico (p<0.0001) (Figura 30). Embora a relacdo entre 0os dmegas permanecesse
a mesma, a menor quantidade de gordura no grupo Hipolipidico em rela¢do aos outros contribuiu
para esta diferenca. O grupo Salina também foi significante em relagdo ao Padrdo, onde a Unica
variavel entre eles foi a exposicdo ao AOM. Heyland et al. (2006) mostraram que pacientes
terminais apresentaram diminuicdo do estresse oxidativo e maior sobrevida quando
suplementados com glutamina.

A média de TBARS observada nos grupos Padrdo, Hiper e Normolipidico mostrou-
se significantemente superior ao grupo Salina e Hipolipidico (p<0.0001) (Figura 31). Uma
possivel explicacdo para este achado foi a dieta pobre em gordura do grupo Hipolipidico com
alta razdo »-9:»-6 e baixa w-6:m-3 eficaz na prevencdo de carcinogénese célica por diminuir a
peroxidacdo lipidica. Melo et al. (2010) verificaram, em ratos, que O0mega-3 agiu como
antioxidante na regeneracdo hepatica, enquanto Omega-6 apresentou acdes pro-oxidantes,
aumentando as concentragdes de TBARS no sangue e no figado.

No que diz respeito ao perfil lipidico, o grupo Hiperlipidico apresentou 0s maiores
indices de colesterol total, colesterol LDL e triglicerideos e o menor de colesterol HDL em

relacdo aos grupos Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidico. A média da glicemia e de AST nao
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diferiu entre os grupos do estudo, mas ALT foi significantemente maior no grupo Hiperlipidico
em relacdo aos demais grupos (Figuras 32-37).

Estes resultados ndo foram os encontrados em outros trabalhos, onde uma dieta rica em
acidos graxos 6mega-3 reduziu os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e aumentou o
colesterol HDL (AGUILERA et al., 2004; ROBERT, 2005; BURLAMAQUI et al., 2011).
Buckland et al. (2012) mostraram que dietas com alta concentracdo de ®-9 controlavam a
glicemia, reduziam a inflamagao sistémica e diminuiam o risco cardiovascular pela melhora do
perfil lipidico.

Uma explicacdo para estes achados é a maior quantidade total de gordura presente no
grupo Hiperlipidico (45%) em relacdo ao Padrdo (12%), Normolipidico (30%) e Hipolipidico
(12%). Outro fator que pode ter contribuido foi o percentual aumentado de gordura saturada
presente nas dietas manipuladas (23,30%) em relagdo a dieta Padrdo (15%) (Apéndice E; Anexo
B).

O modelo de carcinogénese empregado favoreceu o aparecimento de lesdes neoplasicas
cdlicas e causou repercussdes hepaticas tais como: focos de células alteradas (claras, anfofilicas,
tigroides e acidofilas), espongiose, peliose, colangioma, adenomas e atipias. Por outro lado, a
utilizacdo de dietas hiperlipidicas, normolipidicas e hipolipidicas, com baixa razdo w-6/®-3 e alta
razdo -9/w-6 reduziu o aparecimento de lesdes pré-neoplasicas, neoplésicas, atipias,
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, promovendo, pois, o efeito protetor contra as alteracoes
hepaticas.

O presente estudo apresentou limitacGes tais como a ndo realizacdo de testes
imunohistoquimicos, fundamentais na identificagdo de lesdes neoplasicas pela utilizacdo de
marcadores tumorais especificos. (TOMMASO et al., 2009; SALOMAO; MCMILLEN;
LEFKOWITCH, 2012; JIN et al., 2013; FITZMORRIS; SINGAL, 2015; CANZONIERI et al.,
2015). Este método diagnostico seria necessario para definicdo da origem das atipias
encontradas, o que néo foi realizado neste trabalho.

Mais estudos serdo necessarios, utilizando-se o modelo do AOM com o objetivo de
descobrir novas dietas para identificar sua verdadeira acdo na carcinogénese colorretal e suas

possiveis repercussdes hepaticas.
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6 CONCLUSAO

Dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica, com elevada relacdo émega 9/ 6mega 6 e
baixa relagdo 6mega 6/ 6mega 3, em modelo de carcinogénese colica e toxicidade hepatica

causam:

1. Reducdo das les6es displasicas no figado, diminuicdo da peroxidacdo lipidica e elevacdo
da capacidade antioxidante em ratos alimentados com dieta hipolipidica.
2. Reducdo da ingesta alimentar e da massa corpOrea em animais alimentados com dietas

hiper, normo ou hipolipidica.
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Alimento
Dieta Padrao
BiobaseBio-tec
Total

Total de calorias (%)

Dieta Hiperlipidica
Nutri dextrin
Oleos (mix)

Nutri Protein HWP
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Total de calorias (%)

Dieta Normolipidica
Nutri dextrin

Total de calorias (%)

Dieta Hipolipidica
Nutri dextrin
Oleos (mix)
HWP
Total

Total de calorias (%)

APENDICE A - COMPOSICAO DAS DIETAS

Quantidade(g)

27
27

118
95
16,5
37,8

18
5151
51,2
171

27
25
16,5

Calorias

120
120

44,84
7892

52,8
176,57

68,4
00
012,8
12,8

1026
20,77
52,8

176,17

Carboidratos(g) Proteinas(g)  Lipidios(g)
17,6 8.8 16
17,6 8.8 16

144
70,4 (58,7%) 35,2 (29,3%) (12,0%)
12 0 0
0 0 8,77
0 13,2 0
121 13,2 8,77
789
44,84 (254%) 52,8 (29,9%) B47%)
171 000leos (mix) 6,2
5,7 Nutri Protein HWP 16
OTotal 171,11
57
515
68,4 (40,0%) 51,2 (29,9%) (30,1%)
25,65 0 0
0 02,31 Nutri Protein
0 13,2 0
25,65 13,2 231
20,8
102,6 (58,2%) 52,8 (30%) (11,8%)



APENDICE B - COMPOSICAO DA DIETA HIPERLIPIDICA

ALIMENTO QUANTIDADE CALORIAS CARBOIDRATOS (G) | PROTEINAS(G) LIPIDIOS(G)
Nutri dexri 118 4484 1121 0 0
Oleos (MiX) 95 7892 0 0 876945
Nutri Protein HWP 165 528 0 132 0
Total em gramas/mg/mcg 11,21 132 8,76945
Distribui¢&o total de calorias 4484 528 78,9251
Total de calorias 176,57

Percentual/calorias 25,3957 29,904 44,7003
Mix de vitaminas e minerais 084

Total em gramas por dia/cada rato 38,649

Percentual de Carboidratos 2%

Percentual de Proteinas %

Percentual de Lipidios 45%

Total em calorias da dieta 176,57kcal




APENDICE C - COMPOSICAO DA DIETA NORMOLIPIDICA

Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (g) Proteinas (Q) Lipidios(q)
Nutri dextri 18 684 171 0 0

Oleos (mix) 62 51,51 0 0 572322
Nutri Protein HWP 16 512 0 128 0

Total em gramas/mg/mcg 171 1238 572322
Distribuic&o total de calorias 684 512 51,509
Total de calorias 171,11

Percentual/calorias 39,9745 2002205 30,103
Mix de vitaminas e minerais 084

Total em gramas por dia/cada

rato 411049
Percentual de Carboidratos 4%
Percentual de Proteinas 3%
Percentual de Lipidios 3%

Total em calorias da dieta 171,11kcal




APENDICE D - COMPOSICAO DA DIETA HIPOLIPIDICA

Alimento Quantidade(g) Calorias Carboidratos () Proteinas () Lipidios(q)
Nutri dextri 27 1026 25,65 0
00eos(Mmif) 25 20,77 0 0
230775
Nutri Protein HWP 165 528 0 132 0
Total em gramas/mg/mcg 2565 132 230775
Distribuic&o total de calorias 1026 528 20,7698
Total de calorias 176,17
Percentual/calorias 58,2393 299711 11,7896
Mix de vitaminas e minerais 034
TOTAL EM GRAMAS POR DIA/CADA RATO 46,849
PERCENTUAL EM CARBOIDRATOS 58%
PERCENTUAL DE PROTEINA 3%
PERCENTUAL DE LIPIDIOS 12%

TOTAL EM CALORIAS DA DIETA

176,17KCAL




APENDICE E - PERFIL LIPIDICO DAS DIETAS ERELACAO ® 3,6 € 9

Dieta Dieta Dieta Dieta
Padrdo  Hiperlipidica Normolipidica Hipolipidica

Gordura

Polinsaturada 5% 26,50% 26,50% 26,50%

Monoinsaturada 24% 50,20% 50,20% 50,20%

Saturada 15% 2330% 2330% 2330%
Relacdo [1113,6e9

[6:03 8:1 14:1 14:1 14:1

[19:116 04:1 32:1 32:1 32:1

Poli:Saturada 52:1 331 331 33:1




APENDICE F - PERFIL LIPIDICO DA DIETA HIPERLIPIDICA

Gramas O6mega 6 O6mega 3 Omega 9 Gordura saturada
142 533 2 125
Oleo de Linhaca 114 0,16188 0,60762 0,228 0,1425
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
2 10 58 6
Oleo de Canola 418 1,0868 0418 24244 0,2508
Gramas Omega 6 O6mega 3 Omega 9 Gordura saturada
8 1 7 14
Oleo de Oliva 2,755 02204 0,024795 212135 0,3857
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 1,425 0 0 0 1,425
Gramas Omega 6 O6mega 3 Omega 9 Gordura saturada
Total em gramas 95 1,469 1,050415 477375 2204
Total em gramas 2519495 477375 2,204
Total em Calorias 22,675455 4296375 19,836
POL MONO SATURADA
Total de
Omega6 | Omega3 Omega 9 Omegas
146908 | 1050415 477375 73
Relacdo(16:113 14
Relacdo(19:116 32

12%

4%

2%

15%



APENDICE G - PERFIL LIPIDICO DA DIETA NORMOLIPIDICA

Gramas omega 6 Omega 3 Omega9 Gordura saturada
142 533 2 125
Oleo de Linhaca 0,744 0,105648 0,396552 0,1483 0,093
Gramas Omega 6 O6mega 3 O6mega 9 Gordura saturada
2 10 58 6
Oleo de Canola 2,728 0,70928 02728 158224 0,16368
Gramas O0mega 6 Omega 3 Omega9 Gordura saturada
8 1 7 14
Oleo de Oliva 1,798 0,14384 0,016182 1,38446 025172
Gramas O0mega 6 omega3 Oomega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 093 0 0 0 093
Gramas Omega 6 Omega 3 O6mega 9 Gordura saturada
Total em gramas 6.2 0959 0,685534 31155 14334
Total em gramas 1,644302 31155 14384
Total em Calorias 14,798718 28,0395 12,9456
POL MONO SATURADA
Total de
Omega6 | Omega3 Omega9 | Gmegas
0958768 | 0,685534 31155 48
Relacdo16:13 14
Relagdo19:716 32Tota de
Gorduras: 62

12%

4%

2P

15%



APENDICE H - PERFIL LIPIDICO DA DIETA HIPOLIPIDICA

Gramas | Omega6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
142 533 2 125
Oleo de Linhaca 03 0,0426 0,1599 0,06 0,0375
Gramas | 6mega6 O6mega 3 Omega 9 Gordura saturada
2 10 58 6
Oleo de Canola 11 0,286 011 0,638 0,066
Gramas | 6mega6 O6mega 3 Omega 9 Gordura saturada
8 1 7 14
Oleo de Oliva 1,725 0,058 0,006525 0,55825 0,1015
Gramas | Gmega6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 0375 0 0 0 0375
Gramas | Gmega6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
Total em gramas 25 0,387 0,276425 1,25625 058
Total em gramas 0,663025 1,25625 058
Total em Calorias 5,967225 11,30625 522
POL MONO SATURADA
Total de
Omega6 | 6mega3 Omega9 | Gmegas
03866 | 0276425 1,25625 19
Relagéo 16:73 14
Relagéo 19:116 32
\ Total de Gorduras: 25

12%

44%

2%

15%






APENDICE | - CARCINOGENESE
COLORRETAL

Sitios de carcinogénese pelo modelo de Azoximetano
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2. GRUPO HIPERLIPIDICO
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ANEXO B - COMPOSICAO DA DIETA PADRAO

Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (Q) Proteinas (g) Lipidios(q)
Nutri dextri 18 684 171 0 0
Oleos (Mix) 62 51,51 0 0 572322
Nutri Protein HWP 16 512 0 128 0

Total em gramas/mg/mcg 171 128 5,72322
Distribui¢&o total de calorias 684 512 51,509
Total de calorias 17111

Percentual/calorias 399745 29,9225 30,103
Mix de vitaminas e minerais 084

Total em gramas por

dia/cadarato 46,849

Percentual de Carboidratos 58%

Percentual de Proteinas A%

Percentual de Lipidios 12%

Total em calorias da dieta 176,17kcal



ANEXO C - ESTRESSE OXIDATIVO

1. Dosagem da concentracdo das TBARS
Posteriormente, a amostra foi levada a temperatura ambiente, retiraram-se 100

pL de plasma e adicionaram-se4 ml de KCI gelado a 1,15%, de forma que a amostra
ficasse homogénea, resultando em uma solucéo &cida concentrada. Retirou-se uma
aliquota de 0,5 ml da amostra e acrescentou-se 1 ml da solugédo aquosa de TBA a 0,6%
e 3 ml da solucéo de &cido fosforico (H3PO4) a 1%. A mistura foi colocada em banho
fervente, pois o malondialdeido (MDA) é capaz de reagir, sob aquecimento em meio
acido, com o TBA originando composto de cor rosa. Adicionaram-se entdo, 4 ml de n-
butanol. Apos isso, a mistura foi agitada por 2 minutos e entdo centrifugada por 10
minutos a 3000 rpm.

A absorbancia da fase sobrenadante foi medida em espectrofotometro
Beckman (520 nm a 535 nm), mensurando-se a concentracao plasmatica das
Substancias Reagentes do Acido Tiobarbitdrico (TBARS) em unidade de nmol
MDA/mL plasma (MIHARA; UCHIYAMA, 1978).

2. Dosagem da concentracdo de Glutationa

Utilizaram-se os reagentes: Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Acido
tricloroacético (ATA) a 50%, Tampao hidroximetilaminometano (TRIS) 0,4 M, pH 8,9,

pH 8,9, 2-&cido nitrobenzoico (DTNB) 0,5 M, Metano e Glutationa (GSH), 1mg/ml.
Apdbs a amostra ser submetida a processo de centrifugacdo, o plasma imediatamente
é congelado em nitrogénio liquido a - 70°C. Posteriormente, o plasma foi levado a
temperatura ambiente, retiraram-se 100 UL e realizou-se a homogeneizacdo em 5 ml de
EDTA 0,02M. Retiraram-se 4 ml do homogenato e misturaram-se 3,2 ml de agua
destilada e 0,8 ml de &cido tricloroacético a 50%. O tubo foi agitado e centrifugado a
3000 rpm por 25 minutos. Em seguida, retiraram-se 2 ml do sobrenadante e
acrescentaram-se 4 ml de TRIS 0,4M (pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01M. Agitou-se a
mistura para homogeneizacéo e ap6s foram lidas as absorbancias no espectrofotdmetro a
412 nm. A concentracdo final da glutationa, em pmol/ml, foi obtida comparando-se o

valor da absorbancia de tabela padréo.
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