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RESUMO 

Dietas hiperlipídica, normolipídica e hipolipídica com baixa relação ômega 6/ ômega 3 e alta   

ômega 9/ ômega 6  na carcinogênese cólica em ratos.IDÁLIA MARIA BRASIL 

BURLAMAQUI. Pós-Graduação Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia, Faculdade 

de Medicina, Universidade Federal do Ceará (Grau de Doutor em Ciências Médico-

Cirúrgicas). Fevereiro, 2014. Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues. 

Câncer colorretal tem alta incidência, sendo influenciado por fatores genéticos e ambientais. 

Estudos sugerem que ácidos graxos ômegas 3, 6 e 9 estão envolvidos na sua gênese e 

prevenção. Objetivo foi verificar efeitos de dietas hiperlipídica, normolipídica e hipolipídica, 

com baixa relação -6:-3 e alta -9:-6 na carcinogênese colorretal induzida por 

azoximetano (AOM). Foram usados 60 ratos Wistar, 3 semanas de idade, pesando 40 a 50g e 

distribuídos em 5 grupos de 12 animais: GI- Dieta Padrão  sem AOM; GII- Dieta Padrão e  

AOM; GIII- Dieta Hiperlipídica e  AOM; GIV- Dieta Normolipídica e  AOM; GV- Dieta 

Hipolipídica e  AOM. Avaliados peso e ingesta  4 vezes por semana até a 36ª. Os colos foram 

analisados quanto à presença de tumores, focos de criptas aberrantes, número de criptas por 

foco, incidência, invasão, atipias e multiplicidade dos carcinomas. Determinaram-se  

colesterol total e frações, triglicerídeos, glicemia, ALT e AST, glutationa, TBARS, 

interleucinas no plasma. Índice apoptótico e mitótico, NFkB, COX-2  e K-Ras foram medidos 

em tecido tumora. GI e GII apresentaram aumento da massa corporal em relação aos GIII, 

GIV e GV. Ingestas de GI e GII foram maiores que em GIII, GIV e GV. Houve redução do 

número de criptas aberrantes e do total de focos  com menos e mais de 5 criptas em GIV e GV 

comparados com GII. Houve diminuição na incidência dos tumores em GV. O índice de 

carcinogênese foi superior  no  GII em relação ao GV.  Glutationa foi  maior e TBARS  

menor em GV.  IL-10 no GIII foi maior que em GI. IFNγ  elevou-se em GII em relação aos 

GIII e  GV. TNF-α  aumentou em GIV e GV em relação ao GI.  Apoptose aumentou nos 

grupos V, IV, III, em relação aos GII e GI. Índice mitótico foi menor em GV em relação aos 

GII, GIII e GIV. Conclui-se que dietas  com baixa razão -6:-3 e alta -9:-6 reduzem  a 

ingesta,  massa corporal e peroxidação lipídica; elevam a capacidade antioxidante e protegem  

contra a carcinogênese cólica.                                   

 Palavras Chaves: Neoplasias Colorretais. Azoximetano. Dieta Hiperlipídica. Criptas  

Aberrantes. Ratos. 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 
 Hyperlipidic, normolipidic and hypolipidic diets with low -6:-3 ratio and high  -9:-6 

ratio on colorectal carcinogenesis in rats. IDÁLIA MARIA BRASIL BURLAMAQUI. 

Post-Graduation Stricto Sensu, Department of Surgery, School of Medicine, 

Universidade Federal do Ceará (Ph.D. in Surgery Medical Sciences). February, 2014. 

Advisor: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues. 

Colorectal cancer has a high incidence and is known to be influenced by dietary factors. The 

fatty acids -3, -6 and -9 are believed to be involved in its genesis and prevention. The 

objective was to evaluate the effect of hyperlipidic, normolipidic and hypolipidic diets with 

low -6:-3 ratio and high -9:-6 ratio on azoxymethane (AOM) induced colorectal 

carcinogenesis in rats. Sixty 3-week-old male Wistar rats weighing 40-50g were assigned to 5 

groups of 12 each: GI=Standard diet without AOM; GII=Standard diet and AOM; 

GIII=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 

were analyzed for tumors, aberrant crypt foci, number of crypts per focus, incidence, 

differentiation, invasion and carcinoma multiplicity. The levels of total and fractionated 

cholesterol, triglycerides, glycemia, ALT, AST, glutathione, TBARS, interleukins were 

determined in plasma. Apoptosis, mitosis, NFkB, COX-2 and K-Ras were measured in tumor 

tissue. Body mass was greater in GI and GII than in GIII, GIV and GV. Ingestion was greater 

in GI and GII than in GIII, GIV and GV. The number of aberrant crypts and the total number 

of foci with <5 and >5 crypts decreased in GIV and GV compared to GII. In GV, the 

incidence of tumors was reduced. The index of carcinogenesis was higher in GII than in GV. 

Glutathione was higher and TBARS was lower in GV. GIII was higher than in GI with regard 

to IL-10. IFNγ was higher in GII than in GIII and GV. TNF-α was higher in GIV and GV than 

in GI. Apoptosis increased in GV, GIV and GIII in relation to GII and GI. The mitotic index 

was lower in GV than in GII, GIII and GIV. In conclusion, hyperlipidic, normolipidic and 

hypolipidic diets with low -6:-3 ratio and high -9:-6 ratio reduce ingestion, body mass 

and lipid peroxidation; increase the antioxidant capacity and offer protection against 

colorectal carcinogenesis. 

Key words: Colorectal neoplasm. Azoxymethane. Hyperlipidic diet. Aberrant crypts. Rats. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O câncer colorretal (CCR) está entre as neoplasias malignas mais frequentes no 

mundo desenvolvido. É o terceiro câncer mais diagnosticado no sexo masculino e o segundo 

no feminino. Tem alta incidência na Austrália, Nova Zelândia, Europa e América do Norte 

numa proporção de 30/100.000 habitantes. Na Ásia, América do Sul e Oceania é de 13-

14/100.000 habitantes, enquanto que na África (exceto África do Sul), ocorrem baixas 

incidências, em torno de 1/100.000 habitantes (AHMEDIN; BRAY; CENTER et al., 2011).  
   

O CCR representa a terceira neoplasia mais diagnosticada nos Estados Unidos em ambos os 

sexos, com 142.820 casos novos ao ano e mortalidade prevista em torno de 50.830 para o ano 

de 2013, representando 9% das mortes para todos os tipos de câncer (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2013). 

 Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), o número de casos 

novos de câncer colorretal estimados para o Brasil, em 2014, é de 15.070 para homens e 

17.530 para mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 15 casos novos a 

cada 100 mil homens e 17 a cada 100 mil mulheres. É o terceiro tipo de câncer mais frequente 

em ambos os sexos, excluindo câncer de pele não melanoma (INCA, 2013). 

A prevalência do CCR apresenta padrões bastante diferenciados entre as distintas 

regiões mundiais, o que sugere uma forte influência de fatores locais. Essa distinção pode ser 

observada de forma semelhante no Brasil, onde as regiões Sul e Sudeste apresentam elevada 

incidência dessa neoplasia em relação às regiões Norte e Nordeste, possivelmente em 

consequência de diferenças nos padrões dietéticos e no desenvolvimento socioeconômico
 

(PINHO; FERREIRA; BRIGO et al., 2003). As taxas brutas estimadas para 2014 são maiores 

na região Sudeste, com 23 casos a cada 100 mil habitantes para homens e 25 casos por 100 

mil para mulheres, ocupando a segunda colocação no país, seguida pela região Sul com 20 

casos no sexo masculino e 22 no feminino. Já na região Nordeste, as estimativas para o ano de 

2014 são de 6 casos por 100 mil para homens e 8 para as mulheres e  na região Norte, 4 em 

homens e 5 em mulheres (INCA, 2013). 

 A etiologia do CCR é resultado de uma complexa interação de variáveis 

externas, como agentes ambientais e dietéticos, assim como fatores internos de natureza 

genética ou hereditária (SANTOS JR, 2007). Outros fatores de risco incluem o etilismo, o 

tabagismo, a obesidade, o sedentarismo e a exposição a determinados agentes viróticos, 

bacterianos e parasitários, além do contato frequente com algumas substâncias carcinogênicas 

(defumados e agrotóxicos) (GARÓFOLO; AVESANI; CAMARGO et al., 2004; DAVIES; 
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BATEHUP; THOMAS, 2011). São também considerados fatores de risco dieta com alto teor 

de gordura, condimentos, carne vermelha e o baixo consumo de fibras, vitamina D, selênio, 

antioxidantes, ácido fólico e cálcio (ZANDONAI; SONOBE; SAWADA, 2012). São 

considerados fatores de risco de natureza endógena: idade acima de 50 anos, história familiar 

positiva para CCR, assim como o câncer colorretal não relacionado à polipose (HNPCC), os 

pólipos intestinais, polipose adenomatosa familiar (PAF), doenças inflamatórias intestinais 

(Retocolite ulcerativa e Doença de Crohn), diabetes e antecedentes de câncer de ovário, mama 

ou útero (SANTOS JR, 2007).  

 A carcinogênese é um processo dinâmico, envolvendo uma gama de alterações 

celulares, moleculares e morfológicas, sustentadas por modificações na expressão de 

oncogenes e genes supressores tumorais, que coordenam atividades essenciais da célula, como 

proliferação, diferenciação e apoptose (KERR; WINTERFORD; HARMON, 1994). 

 A progressão histológica da mucosa normal para adenomas de fase precoce foi 

sugerida por Fearon e Vogelstein (1990). Estes autores demonstraram que o surgimento de 

tumores colorretais é o resultado de um acúmulo sequencial de quatro a cinco mutações 

distintas (gene APC, ativação da proteína K-Ras e mutação das proteínas p53 e  DCC), 

correspondendo a um estágio diferente na sequência adenoma-carcinoma (FEARON; 

VOGELSTEIN, 1990; FEMIA; LUCERI; TOTI et al.,2010). 

     O gene da polipose adenomatosa do colo (APC) localiza-se no cromossomo 5 

e é encontrado em todas as células de indivíduos que desenvolvem  a doença de forma 

hereditária, porém suas mutações estão intimamente relacionadas à gênese das neoplasias 

esporádicas (MORIN; VOGELSTEIN; KINZLER, 1996). 

 O gene APC apresenta-se mutado tanto em adenomas como em formas mais 

avançadas do CCR e a incidência dessas mutações aumenta quanto mais avançada for a lesão. 

Em adenomas tubulares, o aparecimento de mutações situa-se em torno de 30%; esse número 

aumenta em adenomas vilosos e pode chegar a 80% nos casos de câncer colorretal. A proteína 

APC desempenha um papel crítico no equilíbrio do ciclo proliferativo do epitélio intestinal e 

sua disfunção resultante de mutações do gene APC, herdadas ou adquiridas, representa 

possivelmente um dos primeiros fatores na cascata de alterações genéticas que levam ao 

surgimento das neoplasias colorretais (PINHO; ROSSI, 1998; ROSSI; PINHO, 1999). 

           A proteína K-Ras (proteína reguladora da divisão celular) possui a função de 

desencadear o processo de crescimento e diferenciação celular, responsável por receber 

estímulos extracelulares, como fatores de crescimento, hormônios, neurotransmissores e 

citocinas, e pela transmissão desses estímulos pelo citoplasma até o núcleo. A mutação do 
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gene K-Ras pode estimular continuamente o núcleo, ocasionando permanente proliferação 

celular.  

O gene K-Ras é um proto-oncogene e está localizado no cromossomo 12. Considera-

se que este gene encontra-se presente em cerca de 40% a 60% dos carcinomas colorretais ou 

adenoma maior que 1,0 cm. Essa mutação representa um passo inicial importante no 

desenvolvimento da neoplasia colorretal, aumentando a incidência de mutações de acordo 

com a progressão do tamanho e grau da neoplasia em especial na transição de adenomas 

pequenos para intermediários, podendo, no entanto, apresentar uma tendência a uma menor 

ativação em carcinomas em estágios mais avançados (PINHO; ROSSI, 1998; ROSSI; 

PINHO, 1999). 

O p53 (proteína protetora tumoral) é de todas as proteínas envolvidas na 

carcinogênese, a de maior importância e é formada a partir da codificação contida no gene 

p53 situado no braço curto do cromossomo 17. Mutações desta proteína são encontradas em 

cerca de 50% de todos os tumores malignos humanos, ocorrendo em 63% de 164 casos de 

adenocarcinoma colorretal (THEODOROPOULOS; KARAFOKA; PAPAILIOU et al., 2009). 

A proteína p53 desempenha a função de detectar eventuais falhas existentes no DNA (ácido 

desoxirribonucleico) de células prestes a se dividir e impedir que estas se propaguem à 

linhagem celular subsequente. Esta proteína, quando identifica a existência de uma 

anormalidade no DNA da célula em divisão, promove uma parada do ciclo celular na fase G2, 

proporcionando reparo da lesão no DNA ou a indução da morte celular por apoptose (morte 

celular programada) (VOGELSTEIN; SUR; PRIVE, 2010). 

    Há pelo menos três mecanismos pelo qual a p53 é ativada. O primeiro é através do 

dano ao DNA, como o causado por radiação ionizante. A segunda via de ativação é 

desencadeada por fatores de crescimento como os produtos dos oncogenes Ras. O terceiro 

caminho é induzido por quimioterápicos, luz ultravioleta e inibidores de proteína-quinase
 

(MEEK, 2009). Todas essas vias inibem a degradação de p53, resultando em altas 

concentrações desta proteína
 
(VOGELSTEIN; SUR; PRIVE, 2010).     

A pesquisa da proteína p53 em neoplasias colorretais por técnicas de 

imunohistoquímica tem sido amplamente utilizadas e estabelece relação entre sua detecção e 

fatores diagnósticos ou prognósticos (FELIN; ROCHA; FELIN et al., 2008). Pelo fato da 

forma mutante dessa proteína ter uma meia-vida longa quando comparada à sua forma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theodoropoulos%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karafoka%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Papailiou%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
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normal, também chamada de “selvagem”, essa técnica quase exclusivamente detecta a 

primeira forma, ou seja, a mutante (HORIUCHI; KAWAMATA; OMOTEHARA et al., 

2004). 

 Tem sido relatada uma correlação significantemente positiva demonstrando que os 

tumores com elevada incidência de mutações na proteína p53 apresentam uma maior 

probabilidade de recidivas e menores índices de sobrevida. Assim, essa proteína se destaca 

como elemento decisivo no processo de carcinogênese colorretal e um grande número de 

evidências aponta para sua crescente utilização na prática clínica (PINHO; ROSSI, 1998). 

Embora a proteína DCC (“deleted in colorectal cancer”) possa ser encontrada em 

vários tecidos do organismo, apresenta-se em cerca de 70% dos tumores colorretais malignos. 

O gene DCC, considerado supressor de tumor, está localizado no cromossomo 18 e possui 

importante função relacionada à adesão celular. Acredita-se que a proteína trans membrana do 

DCC quando inativada compromete seriamente a adesão celular, o que proporciona aumento 

no potencial metastático do tumor e, consequentemente, piora do prognóstico (PINHO; 

ROSSI, 1998; ROSSI; PINHO, 1999). 

Outra via genética descrita é a encontrada em mais de 95% dos pacientes portadores 

de CCR hereditário não-polipóide (HNPCC). Estes apresentam mutações nos genes capazes 

de sintetizar proteínas com a função de reparo do DNA (“mismatch repair genes”), 

conhecidos como hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 e hMSH6 (proteínas com função de 

reparo). Estas proteínas possuem a capacidade de remoção de segmentos alterados de DNA e 

inserção de um novo segmento contendo a sequência correta. Existem evidências de que além 

dos pacientes portadores de HNPCC, cerca de 20% dos CCR esporádicos apresentam esta 

característica genética (GEIERSBACH; SAMOWITZ, 2011). 

 O HNPCC, conhecido como Síndrome de Lynch, ocorre em 3% a 5% de todos 

os cânceres colorretais, é autossômico dominante e causado por uma mutação germinativa em 

um dos genes de reparo de DNA. É caracterizado por um aumento do risco de vários tipos de 

câncer, principalmente o colorretal (60% a 80%) (MEYER; BROADDUS; LU, 2009). A 

instabilidade de microssatélites, mutações nas sequências de microssatélites no tecido tumoral 

com perda de nucleotídeos é o achado característico de um funcionamento deficiente das 

proteínas de reparo (“mismatch repair genes”). Nestes casos, o tumor é descrito como sendo 

RER(+) para erros de replicação. Estes tumores apresentam aspectos bastante característicos 
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como uma tendência à localização em colo direito e uma maior incidência em pacientes mais 

jovens. Além disso, são mais frequentemente carcinomas pouco diferenciados e produtores de 

muco com índice de sobrevida melhores quando CCR RER(+) (ARMAGHANY; WILSON; 

CHU  et al., 2012). 

 Além das duas vias descritas para explicar carcinogênese colorretal, alguns autores 

descrevem que CCR pode também se desenvolver a partir de áreas de mucosas desprovidas de 

alterações macroscópicas prévias compatíveis com adenomas, conhecidos como carcinomas 

“de novo”. Nessas áreas, identificou-se mucosa colorretal com discreta elevação de cor 

avermelhada e, ocasionalmente, uma depressão central compatível histologicamente com 

adenoma tubular, apresentando atipias significativas e displasias de moderadas a graves, 

denominadas adenomas planos. Atribui-se a existência de uma transmissão familiar como 

síndrome do adenoma plano hereditário e que apresenta mutações relacionadas ao gene APC 

(MUTO; KAMIYA; SAWADA et al.,1985; LYNCH; SMYRK; LANSPA, 1988). A 

síndrome do adenoma plano é assim chamada porque os portadores tendem a desenvolver 

múltiplas lesões, em média de cinco a dez, planas e elevadas principalmente na mucosa do 

colo proximal (LYNCH; SMYRK; WATSON, 1992).  

             Dentre os modelos experimentais de câncer cólico, a 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o 

seu metabólito, o azoximetano (AOM), são agentes carcinogênicos que induzem CCR em 

roedores, por processo com múltiplos passos, caracterizado pela formação sequencial de 

lesões histopatológicas similares àquelas observadas na carcinogênese espontânea em 

humanos (CADERNI; FEMIA; GIANNINI  et al.,2003). 

 O AOM induz lesões pré-neoplásicas por aumento da expressão do gene c-fos e 

diminuição do gene c-myc, assim como à mutação do gene K-Ras (STOPERA; DAVIE; 

BIRD, 1992). É metabolicamente ativado no fígado por oxidação, gerando compostos reativos 

essenciais para a carcinogênese química (metilazoximetanol e íon metildiazóxido) sendo 

levado ao colo pela corrente sanguínea ou via biliar como glucoronídeo conjugado. Após 

ativação, o DNA é metilado principalmente nas posições N
7
- e O

6
- da guanina (SAFFHILL; 

MARTGISON; O’CONNOR, 1985). O AOM causa proliferação de hepatócitos. Estes podem 

ser pré-neoplásicos, quando não apresentam nenhum grau de crescimento autônomo, 

designados por focos de hepatócitos alterados, espongioses e pelioses e também neoplásicos 

como colangiomas, adenomas e carcinomas (BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES 

et al., 2013). O AOM é geralmente preferido em relação ao DMH por ser mais potente e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20JD%5Bauth%5D
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requerer poucas reações para sua ativação (PAPANIKOLAOU; WANG; DELKER et al., 

1998).  

  As lesões pré-neoplásicas, com seus vários graus de displasia, representam um passo 

obrigatório na carcinogênese do colo, e muito esforço tem sido dedicado para identificação e 

caracterização desses processos displásicos em humanos e modelos animais 

(WASHINGTON; POWELL; SULLIVAN et al., 2013).  

            Os focos de criptas aberrantes (FCA) são conceituados como criptas simples e 

múltiplas que possuem a abertura luminar alterada, epitélio mais espesso e são maiores que as 

criptas adjacentes (PRETLOW; O’RIORDAN; SOMICH et al.,1992; BIRD, 1995).  FCA é a 

lesão pré-neoplásica mais precoce com presença de displasia e é considerada precursora de 

adenomas e carcinomas colorretais em humanos (CUMMINGS, 2000; RONCUCCI; 

PEDRONI; VACCINA et al., 2000; TAKAYAMA; OHI; HAYASHI et al., 2001; ADLER; 

GOSTOUT; SORBI et al., 2002). 

                       Os FCA foram inicialmente identificados na mucosa colorretal de roedores 

expostos à ação de substâncias carcinogênicas no modelo experimental de Bird (1987).
 

Posteriormente, foram reconhecidos e identificados em humanos (PRETLOW; BARROW; 

ASHTON et al.,  1991) e desde então considerados como marcador biológico confiável de 

lesões pré-neoplásicas e cancerosas no intestino grosso (MORI; YAMADA; TOSHIYA et al.,  

2004).  

 Shirtiliff e Bird (1996) sugeriram que os focos com maior número de criptas 

aberrantes possuem maior risco de se transformar em neoplasia de colo, pois refletem o 

processo de proliferação das lesões iniciais. Desta maneira, o numero de criptas por foco é um 

parâmetro que pode indicar, com certa precisão, risco para o desenvolvimento tumoral 

(PRETLOW; O’RIORDAN; SOMICH et al.,1992).  

     Foram, identificados marcadores biológicos específicos para carcinogênese cólica, 

em roedores tratados com AOM ou DMH, o “mucin depleted foci” (MDF) ou foco depletado 

de mucina, caracterizado pela formação de criptas com ausência ou escassez na produção de 

muco, mostrando características displásicas nos cortes histológicos (CADERNI; FEMIA; 

GIANNINI  et al.,2003; FEMIA; DOLARA; CADERNI, 2004). E também, “β-catenin-

accumulated crypts” (BCAC) ou criptas com acúmulo de β-catenina abrigando mutações 

genéticas frequentes, com importante papel na carcinogênese (YAMADA; YOSHIMI; 
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HIROSE et al., 2000; YAMADA; YOSHIMI; HIROSE et al., 2001; HIROSE; KUNO; 

YAMADA et al., 2003; HATA; YAMADA; KUNO et al., 2004; MORI; YAMADA; 

TOSHIYA et al., 2004; TAKETO; EDELMANN, 2009). 

 O modelo de câncer colorretal em roedores continua sendo um valioso 

instrumento para elucidar vias moleculares desta neoplasia. Isso permite identificar novos 

biomarcadores com elaboração de estratégias inovadoras para prevenir e tratar o câncer 

colorretal.  Na última década, desde o consenso de 2000, foram criados novos modelos de 

CCR, com múltiplas alterações genéticas que reproduzem tumores semelhantes aos 

homólogos humanos na morfologia, localização e evolução da doença. Alguns avanços foram 

possíveis nestes modelos como, por exemplo, a possibilidade de estudar metástase a distancia 

e o desenvolvimento de tumores em outros órgãos (WASHINGTON; POWELL; SULLIVAN 

et al., 2013). 

Atualmente, se aceita que a inflamação crônica desempenha um papel 

importante no desenvolvimento de neoplasias envolvendo mecanismos celulares e 

moleculares. O aumento da síntese de mediadores imunológicos de resposta pró-inflamatória, 

com produção exacerbada de citocinas, como o fator de necrose tumoral-α  (TNF-α) e 

interleucinas-1  e 6 (IL-1  e IL-6)  e eicosanoides, tais como leucotrienos (LTB4), 

tromboxanos A2 e B2 (TXA2 e TXB2) e prostaglandinas E2 e I2 (PGE2 e PGI2) afeta o 

metabolismo das células causando danos estruturais ou até mesmo alterações no DNA 

(TERZIC; GRIVENNIKOV; KARIN et al., 2010; HONG; LEE; KIM et al. 2010).  

 Em torno de 20% dos cânceres humanos podem ser causados por inflamação crônica 

incluindo úlcera gástrica (helicobacter pylori), carcinoma de colo uterino (vírus do papiloma 

humano), hepatite crônica (vírus da hepatite B e C) e infecções parasitárias crônicas 

(leishmania mansoni) (RAKOFF-NAHOUM, 2006). As doenças inflamatórias intestinais 

favorecem reação imune contra a flora intestinal e esta inflamação crônica pode aumentar o 

risco de carcinoma colorretal (EADEN; ABRAMS; MAYBERRY, 2001). 

 Obesidade atua como fator de risco independente e significante na carcinogênese 

colorretal, sendo vários os mecanismos implicados como hiperinsulinemia, “insulin-like 

growth factor” (IGF-1), leptina, adiponectina, microbiota e citocinas inflamatórias. Portanto, 

portadores de CCR que são obesos apresentam normalmente um pior prognóstico (NA; 

MYUNG, 2012). 
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 Atualmente, a obesidade é uma enfermidade caracterizada por uma inflamação crônica 

no tecido adiposo, detectada por presença de macrófagos infiltrados neste tecido e elevação de 

marcadores e citocinas inflamatórias. 

Acredita-se que com o ganho de peso e hipertrofia dos adipócitos haja compressão 

dos vasos sanguíneos no tecido adiposo, impedindo um suprimento adequado de oxigênio. 

Ocorreria então, hipóxia local e morte de alguns adipócitos. Esse quadro desencadearia a 

quimiotaxia de macrófagos, o processo de angiogênese com aumento do fator de crescimento 

do endotélio vascular (VEGF), a cascata da resposta inflamatória (TNF-α, IFN-γ, IL-1   IL-6, 

PCR, Leptina e Resistina) e indução à expressão de genes pró-inflamatória (WOOD; DE 

HEREDIA; WANG et al.,2009).  

 Evidências epidemiológicas sugerem que a obesidade abdominal, representada 

por aumento da circunferência abdominal e aumento da relação cintura-quadril pode ser mais 

preditiva para o risco de CCR do que a obesidade universal, evidenciada por um alto IMC 

(LIU; HSU; LI et al., 2010). A incidência deste câncer em pacientes obesos tem 

características específicas em gênero e localização, sendo mais alta em homens que em 

mulheres e no colo que no reto. A relação entre IMC e CCR foi similar para a localização 

proximal e distal. Quanto ao câncer do reto, o risco aumentado se correlacionou com o 

aumento do IMC em homens, enquanto nenhuma associação foi observada nas mulheres 

(LARSSON; WOLK, 2007). 

  Alguns autores afirmam que a perda de peso e mudanças no estilo de vida, tais 

como alterações dietéticas podem reduzir o risco de CCR. É muito importante o 

conhecimento que a obesidade é um fator de risco potencialmente modificável e que pode 

alterar a incidência e o desfecho do CCR (NA; MYUNG, 2012). 

                 A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) também está envolvida na 

etiologia de várias neoplasias incluindo a colorretal. O epitélio do colo é um tecido 

susceptível à ação das EROs, principalmente dos radicais hidroxila gerados a partir de 

microorganismos da flora bacteriana e que atuam como promotores da carcinogênese (ROSE, 

1997). 

 Os lipídios, especificamente os ácidos graxos poliinsaturados, ômega-3 e 6,  afetam 

vários passos do processo de carcinogênese com efeitos diretos e indiretos no estresse 

oxidativo. Ocorre potencialização da peroxidação das membranas celulares devido a presença 

de mais duplas ligações apresentada principalmente pelo ômega-3, levando à constante 

estresse oxidativo e geração de espécies reativas de oxigênio, as quais podem causar dano ao 

DNA. Ocorre também formação de eicosanoides, lipídios de vida curta que derivam 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsu%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20CI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
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principalmente do ácido araquidônico geradores de radicais livres; efeitos sobre a proliferação 

celular e sobre as vias de transdução de sinais, levando à expressão alterada de genes; efeito 

sobre enzimas, como o citocromo P450 e redução da atividade da superóxido dismutase 

(SOD) com aumento das substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS); alterações 

estruturais e funcionais nas membranas celulares, resultando em alterações nos receptores de 

hormônios e fatores de crescimento (MARTINS; GRUENZO, 2009).   

O persistente estresse oxidativo e a aumentada peroxidação dos ácidos graxos 

poliinsaturados, conduzindo ao dano macromolecular e interrupção das vias de sinalização, 

são conhecidos por estimular o desenvolvimento de malignidades. A peroxidação lipídica 

gera diversos reativos que podem formar promutagênicos. O malonaldeído, um produto da 

peroxidação lipídica, gerado a partir de danos nas membranas celulares, apresenta capacidade 

de reação com proteínas e DNA, mostra-se mutagênico em bactérias e células de mamíferos e 

carcinogênico em ratos (LOUREIRO; MASCIO; MARISA et al., 2002). 

O organismo humano está bem adaptado para se proteger dos danos oxidativos 

induzidos pela fração inspirada de oxigênio (FIO2) de 21% à pressão atmosférica normal e em 

condições fisiológicas. Os mecanismos de proteção utilizados pelo organismo incluem os 

oxidantes não enzimáticos, como a glutationa, vitamina E, vitamina C,  -caroteno, N-

acetilcisteína, proteínas de ligação da heme, e EPA/DHA, entre eles. Os sistemas enzimáticos 

endógenos removedores de resíduos incluem superóxido dismutase (SOD), catalase e 

glutationa peroxidase, com seus fatores associados, selênio, zinco, manganês e ferro 

(HEYLAND; DHALIWAL; DAY et al., 2006). 

O azeite de oliva (AO) é rico em ácido graxo ômega-9 e vitamina E, conhecidos por 

suas propriedades antioxidantes. O fato de a estrutura elementar do AO ter somente uma 

dupla ligação, juntamente com a presença da vitamina E, confere uma maior proteção contra a 

peroxidação lipídica (GRIMBLE, 2001). O AO reduz o acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (OH; LEE; LEE et al., 2009). 

            O efeito da gordura no metabolismo e na carcinogênese não depende somente 

da quantidade, como também da composição de ácidos graxos específicos (CAMPOS; 

WAITZBERG; LOGULLO et al., 2005). Muitos estudos têm demonstrado que os ácidos 

graxos poliinsaturados ômega-3 (-3) e monoinsaturado ômega-9 (-9) desempenham um 

papel protetor no desenvolvimento do câncer colorretal, enquanto os ácidos graxos saturados 

e os poliinsaturados  ômega-6 (-6) promovem a carcinogênese (NORAT; BINGHAM; 

FERRARI et al., 2005).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heyland%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dhaliwal%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Day%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
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Os ácidos graxos (AG), portanto são divididos em saturados, que não apresentam 

duplas ligações em suas moléculas, e insaturados, os quais apresentam duplas ligações, e 

recebem nome de acordo com a posição da primeira dupla ligação a partir do terminal metil 

da cadeia carbônica, tais como ômega 3, 6 e 9. Estes podem ser poliinsaturados (PUFA), 

constituídos pelos ômegas 3 e 6, e monoinsaturados (MUFA), o ômega-9. Os ômegas 3 e 6 

são também chamados de Ácidos Graxos Essenciais (AGE), pois não são sintetizados pelo 

organismo e como são imprescindíveis devem ser adquiridos por via exógena. Os ômegas-6: 

ácido linoleico (AL, 18:2n-6) e ácido aracdônico (AA, 20:4n-6) são encontrados em óleos 

vegetais como o de milho e soja; e os ômegas-3: ácido alfa-linolênico (ALA, 18:3 n3), ácido 

eicosapentanóico (EPA, 20:5 n3) e ácido docosahexanóico (DHA, 22:6 n3),  principalmente 

nos óleos de peixes de águas frias e profundas como o salmão, arenque, atum e sardinhas; e 

nos vegetais linhaça e soja. O ômega-9: ácido oleico (AO, 18:1n-9) está presente em maiores 

proporções no azeite de oliva e em nozes (ANDRADE; DO CARMO, 2006). 

Atualmente, a adequação do balanço dietético de lipídeos tem como propósito 

controlar a resposta inflamatória exacerbada, por meio da relação entre os tipos de ácidos 

graxos poliinsaturados e monoinsaturados ingeridos (CALDER, 2003). Os AG são 

importantes componentes dos fosfolípides nas membranas celulares de plantas e de animais e 

são liberados pela enzima fosfolipase A2 para as reações de desaturação e elongação, onde o 

ALA precede o EPA e o DHA, e o ácido araquidônico procede do AL. Tanto os ômegas-3 

como o ômega-6 não podem ser diretamente desaturados, porém podem ser alongados e 

depois desaturados; e eles utilizam os mesmos tipos de enzimas. Importante saber que os 3 

principais ácidos graxos ômega-3: ALA, EPA e DHA, suprimem a produção de Ácido 

Araquidônico (AA) a partir do AL por competição mais eficaz que o AL pelas enzimas delta-

5 desaturase e delta-6 desaturase. O ALA e o AL possuem efeitos opostos, tendo o primeiro, 

ação antiinflamatória e o segundo, em altas concentrações, pode induzir resposta inflamatória 

(CALDER; YAQOOB; THIES et al., 2002; TAPIERO; BA; COUVREUR et al., 2002; 

RUXTON; REED; SIMPSON et al., 2004).  

Os PUFAs (EPA e AA) são precursores de eicosanoides: prostaglandinas (PG), 

tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT); os quais são gerados, respectivamente, pelas vias da 

enzima ciclooxigenase (COX) da lipooxigenase (LOX) e do citocromo 450. O EPA produz as 

séries impares, PG/TX série 3 e LT série 5, com propriedades antiinflamatórias, e o AA as 

séries pares, PG/TX2 e LT4, pró-inflamatórias. Os EPA e DHA também podem elevar 

mediadores lipídicos antiinflamatórios como as resolvinas e as protectinas. Esses mediadores 
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podem direta ou indiretamente suprimir a atividade de alguns fatores de transcrição nuclear 

como o NF-κB. Os eicosanóides pares agem ao contrário promovendo a ativação desses 

fatores de transcrição. A ativação desses fatores de transcrição pode elevar as citocinas IL-1β, 

TNF-α e a IL-6 que exercem importante papel na promoção da resposta inflamatória 

(CALDER, 2006; CALDER, 2007; KANG; WEYLANDT, 2008).  

Dietas enriquecidas de ácidos graxos -9 apresentam efeito protetor no 

desenvolvimento tumoral por regular a expressão e atividade de proteínas-chave envolvidas 

na biossíntese das prostaglandinas e na indução de apoptose (SCHWARTZ; BIRK; RAZ  et 

al.,2004). Controle glicêmico, redução da inflamação sistêmica, diminuição do risco 

cardiovascular pela melhora do perfil lipídico e pela queda da pressão arterial vem sendo 

frequentemente relatados com o uso do AO (BUCKLAND; MAYEN; AGUDO et al., 2012). 

              O MUFA (ω-9), considerado um lipídeo estável, embora com menos estudos em 

relação ao ω-3 e  ω-6, surge atualmente como importante elemento, atuando de forma 

surpreendente como antiinflamatório. Ele pode aumentar a transcrição da potente interleucina-

10 (IL-10) que é transcrita em conjunto com outras moléculas pró-inflamatórias como as 

interleucinas IL-6 e IL-1β e a citocina TNF-α. O ácido oleico pode elevar de tal forma a 

transcrição da IL-10 que pode promover um mecanismo modulador com supressão das 

moléculas pró-inflamatórias, mas a razão entre a produção de substância anti e pró-

inflamatórias ainda não esta claramente elucidada (MORANI; TORSONI; ANHÊ et al., 

2010).   

Os estudos experimentais têm contribuído para a compreensão dos mecanismos de 

ação dos ácidos graxos -3 no câncer, e as evidências indicam que podem modular a 

formação dos eicosanóides e influenciar a expressão de genes, moléculas transdutoras de 

sinais e atividade de enzimas (ROYNETTE; CALDER; DUPERTUIS et al., 2004). 

Consequentemente, a suplementação com ácidos graxos -3 pode atenuar a resposta 

inflamatória aguda, prevenir catabolismo, melhorar a utilização de substratos energéticos, 

diminuir angiogenese e ainda equilibrar apoptose, proliferação e diferenciação celular (KIM; 

KIM; KANG et al., 2000; GARÓFOLO; PETRILLI, 2006). 

A proporção de ácidos graxos (-6, -3 e -9) na dieta é importante. A alta razão -

6/-3 está relacionada à patogênese de doenças cardiovasculares, cânceres, doenças 

inflamatórias e imunológicas, enquanto a baixa razão -6/-3 exerce efeitos preventivos. Ao 

longo do tempo, tem ocorrido um aumento da ingestão de gordura e substituição dos ácidos 
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graxos alimentares com maior consumo de -6 em relação ao -3 e 9 (BARTSCH; NAIR; 

OWEN, 1999). A Organização Mundial da Saúde em seu relatório sobre dieta, nutrição e 

prevenção de doenças crônicas recomenda uma ingestão de 5% a 7% das calorias totais 

provenientes do -6, enquanto 2% a 3% oriundas do -3
 
(FÜRST, 2002). 

Considerando que essas duas famílias de ácidos graxos competem pelas mesmas 

enzimas, o balanço entre -6 e -3 na dieta é de grande importância. Como consequência das 

mudanças no padrão dietético humano, a relação entre ácidos graxos -6:-3 também sofreu 

alterações no decorrer da historia.  No passado, na era paleolítica, essa relação contemplava, 

aproximadamente, 1:1 a 2:1, enquanto que o padrão atual (dieta ocidental), onde o consumo 

-3 é deficiente, esta relação varia de 17:1 a 20:1 e a incidência de CCR vem aumentando em 

níveis alarmantes (SIMOPOULOS, 2006; CAMPOS, 2007). Atualmente a relação entre 

ácidos graxos -6/-3 deve ser modulada em 2,5:1, para inibir a proliferação celular (efeito 

antiinflamatório) e promover a apoptose de células cancerígenas. No entanto, a melhor  

proposta, com base em experimentação animal, é de 1:1 (SIMOPOULOS, 2006). 

 Há vários trabalhos que têm abordado aspectos dietéticos passíveis de interferir no 

desenvolvimento do câncer colorretal, favorecendo de certa forma à sua detecção precoce e 

possíveis estratégias preventivas. Assim, Simopoulos (2006) realizou um estudo clínico sobre 

a importância da razão entre ácidos graxos -6 e -3 e concluiu que a baixa razão -6:-3 

foi capaz de reduzir o risco doenças crônicas.  Burlamaqui et al. (2012) estudaram o efeito de 

uma dieta hiperlipídica rica em ômegas 3, 6 e 9 na formação de criptas aberrantes em mucosa 

cólica de ratos induzidos com AOM e concluíram que esta dieta exerceu redução nos FCA 

com 5 ou mais criptas aberrantes, exercendo efeito atenuador na carcinogênese. Padidar e 

colaboradores (2012) verificaram em ratos que dietas ricas em gorduras alteram múltiplos 

fatores moleculares aumentando o risco de câncer colorretal associado com obesidade. 

Higurashi  et al. (2012)  mostraram que o ácido eicosapentaenoico (EPA) suprimiu a 

formação de FCA e a atividade proliferativa celular na mucosa normal  em pacientes 

portadores de pólipos colorretais. 

              Visto que o CCR tem alta prevalência e depende de fatores intrínsecos e ambientais, 

sendo a alimentação inadequada um fator de risco importante, e como não se detectou na 

literatura consultada estudo que utilizasse dietas com diferentes concentrações de lipídios, 
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ricas em gordura insaturadas e com alta razão -9:-6 e baixa -6:-3, decidiu-se verificar 

se essas dietas interferem na carcinogênese  colorretal induzida por azoximetano em ratos.  
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2 OBJETIVO 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Verificar efeitos  das dietas hiperlipídica, normolipídica e hipolipídica  com baixa 

relação -6/-3 e alta  -9/-6 na carcinogênese colorretal induzida por azoximetano em 

ratos 

            Analisar a ação das diferentes dietas estudadas na ingesta e evolução da massa 

corporal dos animais submetidos à carcinogênese cólica 
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3 MÉTODO 

 

A pesquisa foi realizada após avaliação do Comitê de Ética de Pesquisas em 

Animais da Universidade Federal do Ceará (CEPA-UFC) sob o número de protocolo 09/09 

em  27/05/2009 (Anexo A)  e de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa 

Biomédica em Animais (Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciências Médicas, 

1990) e de acordo com a Lei Federal nº. 6.638 que estabelece normas para prática didático-

científica da vivisseção de animais, de 8 de maio de 197927/05/2009.  

 

3.1 Amostra 

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia, Muridae) 

da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará 

(UFC). Peso médio entre 40-50g e com 3 semanas de vida.Os animais foram mantidos no 

laboratório 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 condições adequadas, umidade relativa do ar em 

torno de 50 %, e temperatura média de 25º C, ciclo claro e escuro de 12/12 horas e ventilação 

adequadas. Receberam água e ração ad libitum.  

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 5 grupos contendo 12 animais cada, 

identificados e pesados previamente. Os grupos I e II foram alimentados com ração padrão da 

Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos (ANEXO B) e os grupos III, IV e V com rações 

para ratos modificadas em três tipos de dietas específicas, com  calorias semelhantes,  

concentrações de lipídeos e carboidratos diferentes,  porém com a mesma alta razão -9:-6 e  

baixa  -6:-3 (APÊNDICE A, B, C e D). Todos os animais foram alimentados com suas 

respectivas dietas desde o desmame com três semanas até a eutanásia (36 semanas).  
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Tabela 1 - Composição das dietas 

   

COMPOSIÇAO  

PADRÃO  HIPER  NORMO  HIPO  

Percentual em g/dia/cada rato  46,84 g  38,64 g  41,04 g  46,84 g  

Percentual de carboidratos  58%  45%  40%  58%  

Percentual de proteínas  30%  30%  30%  30%  

Percentual de lipídios  12%  45%  30%  12%  

Total em calorias da dieta (Kcal)  176,17  176,57  171,11  176,17  

 

 

 

 

 

Tabela 2 - Perfil lipídico e relação entre os ômegas 3, 6 e 9 

 

               DIETAS  

     

    

PADRÃO  HIPERLIPÍDICA  NORMOLIPÍDICA  HIPOLIPÍDICA  

    Gordura              

   Poliinsaturada  54%  26,50%  26,50%  26,50%  

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

   Saturada  15%  23,30%  23,30%  23,30%  

                  

     Relação w 3, 6 e 9              

             w6:w3  8 : 1  1,4 : 1  1,4 : 1  1,4 : 1  

             w9:w6  0,4 : 1  3,2 : 1  3,2 : 1  3,2 : 1  

             Poli:Saturada  5,2 : 1  3,3:1  3,3:1  3,3 : 1  

 

 

 

 

3.2 Indução da carcinogênese cólica 

O azoximetano (Wako Chemicals USA) foi adquirido na apresentação em frasco-

ampola (100mg) e diluído em água destilada para injeção estéril, a fim de obter a dose de 

20mg/kg de peso do animal, sendo administrado por via intraperitoneal (IP), na 10
a 

e 11
a
 

semana de vida dos animais nos grupos II, III, IV e V. A eutanásia ocorreu 26 semanas após  

exposição ao AOM (BIRD,1987; BIRD, 1995; BOATENG; VERGHESE; CHAWAN et al., 

2006). 

 

 



36 

 

3.3 Delineamento do experimento 

 

 

3.3.1 Grupos controle 

Grupo I (SALINA) – grupo controle contendo ratos que receberam dieta padrão (DP),  

e não foram induzidos com azoximetano – Receberam diariamente DP, ad libitum, composta 

de 30% de proteínas (PTN), 58% de carboidratos (CHO) e 12% de lipídios ( LIP). Com 10 

semanas de vida, receberam injeção de 1,0ml de solução salina 0,9% (SS) estéril, IP, uma vez 

por semana por duas semanas (Figura 1).  

Grupo II (PADRÃO) – grupo controle contendo ratos que receberam dieta padrão 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 injeção de AOM, 20 

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

 

 

3.3.2 Grupos experimentos 

Grupo III (HIPERLIPÍDICO) – grupo estudo contendo ratos que receberam dieta 

hiperlipídica (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 

injeção de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas (Figura 1).  

Grupo IV (NORMOLIPÍDICO) - grupo estudo contendo ratos que receberam 

dieta normolipídica (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 injeção de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas (Figura 1).  

Grupo V (HIPOLIPÍDICO) - grupo estudo contendo ratos que receberam dieta 

hipolipídica (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 

injeção de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas, semanas (Figura 1). 
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Figura 1 – Delineamento do experimento: 60 ratos, 3 semanas de vida, distribuídos em 5 grupos conforme 

dietas, GI- Dieta Padrão; GII- Dieta Padrão; GIII- Dieta Hiperlipídica; GIV- Dieta Normolipídica; GV- 

Dieta Hipolipídica. Na 10
a
 e 11

a
 semana o GI foi exposto a SALINA e todos os outros grupos ao AOM. 

Eutanásia ocorreu na 36
a 
semana do experimento. 
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3.4 Procedimento cirúrgico 

Os animais permaneceram 12h recebendo somente água ad libitum, até o início do 

ato operatório. Foram anestesiados com ketamina (80mg/kg/peso) e Xilasina (8mg/kg/peso) 

por meio de injeções IP e posicionados em decúbito dorsal sobre prancha de madeira e 

imobilizados pela fixação dos membros anteriores e caudais. Em seguida, submetidos à 

laparotomia por incisão mediana, xifo-pubiana com exposição da cavidade peritoneal. 

Posteriormente, foram coletados 5 ml de sangue da aorta abdominal para análise bioquímica e 

dosagem de citocinas inflamatórias. Logo após, foi realizada proctocolectomia total. O 

espécime foi medido e aberto em sua borda antimesocólica. Lavado com soro fisiológico e 

distendido sobre uma superfície plana para avaliação macroscópica. Posteriormente, os 

animais foram mortos por choque hipovolêmico após secção da aorta abdominal. 

 

Padrão (SALINA) 

PADRÃO 

HIPERLIPÍDICA 

NORMOLIPÍDICA 

HIPOLIPÍDICA 
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3.5 Paramêtros avaliados 

 

3.5.1 Massa corpórea 

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

balança (balança analítica Ohaus AS 2600) no início do experimento em dias alternados até a 

eutanásia. 

 

3.5.2 Ingesta 

 

A ingesta de todos os animais  foi avaliada pela diferença entre o alimento 

oferecido e a sobra, a qual foi pesada pelo mesmo examinador, utilizando a mesma balança 

(balança analítica Ohaus AS 2600) no início do experimento e em dias alternados até a 

eutanásia. 

 

3.5.3 Sinais Clínicos  

Foram avaliadas,  em dias alternados,  manifestações intestinais  como prolapso 

retal e diarreia,  esta classificada conforme escore de Kurita et al., 2000. 

 

3.5.4 Macroscopia 

 

Logo após a laparotomia, fez-se inventário da cavidade peritoneal, anotando-se a 

presença de tumores intestinais e extraintestinais, intussuscepção, dilatação de alças 

intestinais e metástases. Posteriormente, realizou-se proctocolectomia. O colon foi medido  e 

aberto em sua borda antimesocólica. Lavado com soro fisiológico e estendido sobre papel tipo 

“Kraft”. Os tumores existentes eram anotados, mensurados e ressecados e postos em solução 

de formalina a 10% e enviados para o laboratório de Patologia do Departamento de Patologia 

e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFC, para rotina de cortes histológicos e 

coloração pela Hematoxilina-Eosina (HE). 

O colo restante foi dobrado em seu eixo longitudinal, de forma concêntrica, tipo 

“rocambole” e fixado em solução de formalina tamponada a 10%. Vinte e quatro horas após, 

o espécime foi distendido e dividido em três partes iguais (distal, médio, proximal), 

desprezando-se 1cm proximal ao ânus e encaminhado para quantificação dos FCA pelo 

método de Bird (1987). 
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3.5.5 Microscopia 

O colo foi corado com azul de metileno a 0,1% em PBS (solução tamponada 

fosfatada) por 2 min. previamente à contagem das CA e dos FCA  (BIRD, 1987; 

BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, et al., 2010). A mucosa cólica foi avaliada 

por dois examinadores utilizando microscópio estereoscópico (M90 VASCONCELLOS da 

DF VASCONCELLOS S.A.) com magnificação de 40X.  

O número de FCA e o número de criptas por cada foco (multiplicidade) foram 

avaliados de forma contínua de acordo com a localização cólica. 

Após análise estereoscópica, os seguimentos cólicos e tumores foram 

encaminhados para rotina de preparo histológico, sendo feitos cortes de 5 μ e coloração pelo 

HE. A análise das lâminas foi feita por dois patologistas nos aumentos de 10, 50, 100 e 200X, 

procurando-se classificar os tumores em adenomas hiperplásicos, tubulares ou 

adenocarcinomas (Quadro 1), empregando-se escores para definir o grau de atipia, número de 

mitoses, diferenciação e invasão (Quadros 2, 3). Após, análises histopatológicas, os tumores 

malignos foram estadeados conforme a classificação  TNM da “American Joint Committee on 

Cancer” (AJCC) e da “International Union Against Cancer” (UICC) publicados em  2009 

(7ªedição)  para câncer colorretal (ANEXO D) e tabulados conforme o Índice de 

Carcinogênese (DORNELAS modificado, 2009).   

 

Índice de Carcinogenese:  

 

Para cada lesão histopatológica evolutiva sequencial foi estabelecido um escore de 

forma que sempre a lesão subsequente recebesse um escore inicial igual ao somatório máximo 

possível de ser obtido nas lesões anteriores (Tabela 1).  

 

 

Quadro 1- Escore por lesão histopatológica cólica 

 

Lesões Histopatológicas Escore Inicial 

Adenoma Hiperplásico  0 

Adenoma tubular 3  

Carcinoma 9  

 

                                                                                                     DORNELAS modificado, 2009 
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Graduação Histológica (GH) – Diferenciação + Atipia + Número de mitoses = Máximo 9 

 

Diferenciação:  

Bem diferenciado  - 1 

Moderadamente diferenciado - 2 

Indiferenciado  3 

 

Atipia  Celular 

Baixo grau - 1 

Alto grau - 2 a 3  

 

Número de Mitoses 

Até 10  - 1 

10 a 20 - 2 

>20 -  
 

Invasão -Máximo 6          

Intramucosa   - 1            

Submucosa  - 2           

Muscular -  3            

Serosa  -  4            

Peritônio  - 5            

Metástase -  6  

           

Escore Total: Escore inicial +  [ GH ( Diferenciação+ Atipia + Numero de mitoses) x invasão] 
             

Após classificação das lesões elas foram introduzidas em tabelas individuais para cada colon . 

A lesão que obteve maior escore foi computada como índice de carcinogênese  alcançado pelo 

colo. Uma vez analisada todos os colos de um grupo os índice foram introduzidos em tabelas 

individuais por grupo. 

 

Tabela 2- Critério para avaliação do grau de atipia  

 

Critérios para definir grau de atipia Baixo grau ( 1 ) Alto Grau ( 2 e 3 ) 

 

Aumento de celularidade Se apresentar um único  

critério 

2- Se mais de um critério ou se 

todos de leve a moderada 

intensidade 

 

3- Se todos de intensidade 

acentuada 

Células gigantes 

Hipercromasia nuclear 

Nucléolo proeminente 

Pleomorfismo celular 

Pleomorfismo nuclear 

Presença de mitose atípica 

                                                                                                                 

                                                                                                                    DORNELAS modificado, 2009 
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3.5.6 Citocinas 

Para avaliação do processo inflamatório, foram dosadas as seguintes citocinas 

pelo kit “Milliplex Rat Cytokine”: IL-1β, IL-6, IL-10, IFN-γ, IL-18, TNF-α e VEGF. 

Coletadas amostras de sangue da aorta abdominal, sendo 1,5 ml do sangue 

colocado em tubo de eppendorf com EDTA (3 gotas). Em seguida as amostras foram 

centrifugadas por 10 minutos a 1000xg. O plasma foi removido e imediatamente estocado à -

80°C para posteriormente seguir as técnicas padronizadas (Anexo G). 

 

 

3.5.7 Estresse oxidativo 

3.5.7.1 Dosagem da concentração das substâncias reagentes do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) 

A avaliação de peroxidação lipídica foi realizada pela reação com ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). Com esse fim, 5 ml de 

sangue foram colhidos no procedimento cirúrgico e submetidos a processos de centrifugação, 

sendo o plasma imediatamente congelado em nitrogênio líquido a –70°C (Anexo F). 

 

3.5.7.2 Dosagem da concentração da glutationa 

Durante a eutanásia foram colhidos 5 ml de sangue, centrifugados e congelados 

em nitrogênio líquido a –70°C, para  posterior determinação da concentração de glutationa. 

Utilizou-se o método de Sedlack e Lindsay (1968), que se baseia na reação do 2-ácido 

nitrobenzóico com o tiol livre, originando um dissulfeto misto + ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. 

A medida do produto de formação da reação é feita em espectrofotômetro de Beckman, por 

leitura da absorbância a 412 nm (Anexo F). 

  

3.5.8  Imunohistoquímica 

Para avaliação do processo inflamatório foram analisados o NFkB e COX-2, da 

morte celular, o TUNEL, da proliferação, o Ki-67 e da mutação do oncogene Ras, o K-Ras. 

Cortes de 4μ dos blocos de parafina estocados das peças cirúrgicas foram 

seguidos para procedimentos de imunohistoquímica (Anexo H), utilizando-se anticorpo 

monoclonal anti-NFkB (anticorpo C-20, 200UG/ML, código SC-372, Santa Cruz),  anti-COX-

2 ( anticorpo M-19, 200UG/ML, código SC-1747, Santa Cruz),  anti-Ki-67 (anticorpo M-19, 
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200UG/ML, código SC-7846, Santa Cruz) e anti-K-Ras (anticorpo F234, 100UG/ML, código 

SC-30, Santa Cruz) (Anexo E ).  

O TUNEL é uma técnica utilizada para visualizar e localizar a presença de morte 

celular representada pela inserção de PI (iodeto de propidio) ou DAPI nas cadeias de DNA 

danificadas pelo processo de morte celular. As lâminas foram obtidas de emblocados em 

parafina e montadas em lâminas de vidro especifica para este fim (Anexo I). 

 

3.5.9 Análise bioquímica 

No dia da eutanásia foi colhido sangue para  realizar as dosagens séricas de 

glicose, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama 

glutamiltransferase (GAMA-GT), colesterol total, “High density Lipoprotein” (HDL), “Low 

density Lipoprotein” (LDL), triglicerídeos, TBARS e Glutationa reduzida. 

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

de sangue fresco colhido da cauda do animal. 

 

 

 

 

 

3.5.10 Análise Estatística 

Os dados quantitativos (expressos em forma de média e erro-padrão da 

média) foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e analisados 

por meio do teste ANOVA (1-way ou 2-way) seguido do pós-teste de Bonferroni ou 

Kruskall-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. Variáveis semi-quantitativas (escores de 

imuno-expressão de COX) foram expostos em forma de Mediana (mínima - máxima) e 

analisados por meio do teste Kruskall-Wallis seguido do pós-teste de Dunn.  

Variáveis qualitativas (incidência de metástases, estadiamento, entre outros) 

foram expressas em forma de frequência absoluta e percentual e analisadas por meio dos 

testes Exato de Fisher ou Qui-quadrado. 

Todas as análises foram realizadas no software estatístico GraphPad Prism 

5.0 para Windows e adotou-se uma confiança de 95% para todas as avaliações. 
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4  RESULTADOS 

4.1 Massa corpórea 

Até o primeiro mês do experimento, não houve diferença estatisticamente 

significante na comparação do ganho de massa corpórea entre os cinco grupos estudados. A 

partir do 2° mês até a eutanásia os animais alimentados com dietas experimentais mostraram 

ganho de massa corpórea significantemente menor que os grupos com dieta controle (p<0.05) 

(Figura 2). 

 

Figura 2 – Média de massa corpórea (g) em cada grupo durante todo o experimento. *p<0.05,  Salina e Padrão 

versus  Hiper, Normo e Hipolipídico. Os animais alimentados  com dieta Padrão, expostos ou não ao AOM 

tiveram aumento significante da massa corpórea em relação aos animais que receberam dietas Hiper, Normo e 

Hipolipídica 

 

                        *p<0.05, (ANOVA multifatorial para medidas repetidas /Bonferroni, média ± EPM )  

 

 

4.1.1 Média da massa corpórea dos ratos com e sem câncer por grupos no final do 

experimento 

No final do experimento, foi avaliada a média da massa corpórea dos ratos com 

câncer e sem câncer dentro do mesmo grupo e não houve diferença significante entre os 

animais com câncer e sem câncer nos grupos Padrão (com câncer: 464,6±20,1; sem câncer: 
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468±19,6); Hiper (com câncer: 380,5±20,1; sem câncer 428,9±14,6); Normo (com câncer: 

431,3±4,7; sem câncer: 368,5±16,4) e Hipolipídica (com câncer: 400±21,6; sem câncer: 

366,6±5,8) (p=0.165) (Figura 3). 

 

  

Figura 3 – Média de massa corpórea (g) dos ratos com e sem câncer em cada grupo experimental. Os animais 

alimentados com dietas Padrão, Hiper, Normo e Hipolipídica não mostraram diferença significante na massa 

corpórea dos ratos com câncer e sem câncer dentro do mesmo grupo. 

 

 

                      *p<0.05, ANOVA/Bonferroni, média ± EPM.  

 

 

 

4.2 Ingesta 

 A ingesta dos animais dos grupos experimentais foi significantemente menor 

quando comparada à ingesta dos animais dos grupos controles (Padrão e Salina) do início ao 

final do experimento. Não se observou diferença estatisticamente significante entre as 

ingestas dos animais dos grupos controles. . Apenas nos dois últimos meses a média de 

ingesta não mostrou diferença significante entre o grupo Hipolipídico e o Padrão com 

(p<0.001) (Figura 4). 

. 
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Figura 4 – Média de ingesta em cada grupo durante todo o experimento. A ingesta mostrou média superior nos 

animais alimentados com dieta Padrão, expostos ou não ao AOM em relação aos animais que receberam dietas 

Hiper, Normo e Hipolipídica. Apenas nos dois últimos meses a média das ingestas não mostrou diferença 

significante entre o grupo Hipolipídico e o Padrão. 

 

 
           ANOVA multifatorial para medidas repetidas/Bonferroni, média ± EPM 

 

4.3 Sinais Clínicos  

No decorrer do experimento, observou-se que todos os ratos dos grupos Salina e 

Padrão apresentaram escore  de diarreia grau 0. Por sua vez, os animais alimentados com dieta 

Hiperlipídica apresentaram diarreia grau 3, valor significantemente superior aos grupos 

Salina, Padrão, Normo e Hipolipídica.  Os animais dos grupos Normo e Hipolipídico 

apresentaram diarreia grau 2, valores significantemente superiores aos grupos Salina e Padrão 

(p<0.001) (Tabela 3). 

 Com relação ao prolapso retal, ocorreu em apenas um animal no grupo Padrão, 

sem diferença significante com os demais grupos (p=0.561) (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Sinais clínicos apresentados pelos animais em todos os grupos. Os animais alimentados com 

diferentes dietas lipídicas apresentaram aumento significante dos escores de diarreia em relação aos grupos 

Padrão e Salina. O grupo alimentado com dieta Hiperlipídica apresentou aumento do grau de diarreia em relação 

aos grupos com dieta Normo e Hipolipídica. Não houve diferença significante no número de animais com 

prolapso retal. 

 

Grupos Número de Ratos Diarreia/Grau Prolapso Retal** 

Salina 12 0 (0-0) 0 (0.0%) 

Padrão 12 0 (0-0) 1 (8.3%) 

Hiperlipídica 11 3 (3-3)* 0 (0.0%) 

Normolipídica 10 2 (2-2)*† 0 (0.0%) 

Hipolipídica 11 2 (2-2)*† 0 (0.0%) 

p-Valor  <0.001 0.561 

*p<0.05 em relação aos grupos Padrão e Salina; † em relação ao grupo Hiperlipídico (Kruskall-Wallis/Dunn) 

(mediana, mínima-máxima). **p<0.05, Qui-Quadrado (Frequência absoluta e percentual).  

 

 

4.4 Macroscopia 

Os achados macroscópicos foram tumores intestinais (delgado e grosso), 

intussuscepções, dilatações de alças intestinais e lesões hepáticas com alguns  nódulos 

endurecidos e numerosos cistos, na grande maioria deles coalescentes (Tabela 4).  
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Tabela 4 - Achados Macroscópicos. Houve aumento significante no grupo Padrão na frequência de tumores 

cólicos, intussuscepção e lesão hepática em relação ao grupo Salina. Ocorreu redução significante da 

intussuscepção nos grupos Hiper e Normolipídico e de lesão hepática no grupo Hipolipídico em relação ao 

Padrão. 

 

 

Grupos N 

Tumores Intestinais Outros Achados 

Cólico Delgado Intussuscepção 
Dilatação 

de alças 

Lesões 

Hepáticas 

Salina 12  1 (8.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (8.3%) 

Padrão 12 11 (91.7%)† 1 (8.3%) 5 (41.7%)† 1 (8.3%) 10 (83.3%)† 

Hiperlipídica 11  6 (54.5%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)‡ 0 (0.0%) 7 (63.6%) 

Normolipídica 10  9 (90.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)‡ 0 (0.0%) 5 (50.0%) 

Hipolipídica 11  6 (54.5%) 1 (9.1%) 1 (9.1%) 0 (0.0%) 4 (36.4%)‡ 

p-Valor*  <0.001 0.560 0.003 0.432 0.004 

 

*p<0.05, Qui-Quadrado(Frequência absoluta e percentual); †p<0.05, em relação ao grupo Salina; ‡p<0.05, em 

relação ao Padrão, Teste Exato de Fisher.  

 

Com relação aos achados macroscópicos, houve aumento da frequência de 

animais com tumores cólicos no grupo Padrão (11, 91,7%) em relação ao grupo Salina (1, 

8,3%). Frequência 121,0 vezes (intervalo de confiança 6,7 – 2190,0) superior a este 

(p<0.001). Não houve diferença entre os grupos alimentados com dietas Hiper (6, 54,5%, 

p=0,069), Normo (9, 90,0%, p=1,000) e Hipolipídica (1, 9.1%, p=0,069) e o grupo Padrão 

(Tabela 4 e Figura 5).  

O número de animais com tumores no intestino delgado nos grupos Salina (0, 

0.0%), Padrão (1, 8.3%), Hiper (0, 0.0%), Normo (0, 0.0%) e Hipolipídica (1, 9.1%) não 

diferiu significantemente entre si (p=0,560) (Tabela 4 e Figura 8). 

A presença de intussuscepção mostrou variação significante nos quatro grupos 

estudados (p=0,003). Houve aumento de 18,3 vezes (intervalo de confiança = 0,9 – 381,0) no 

grupo Padrão (5, 41,7%) em relação ao grupo Salina (0, 0,0%  p=0.037). Não houve diferença 

significante entre os grupos Padrão e Hipolipídico (1, 9,1%, p=0.155), porém, houve redução 

de sua frequência em 16,7 vezes (intervalo de confiança = 0,8 – 352,1) no grupo  Hiper (0, 

0,0%  p=0.037) e 15,4 vezes (intervalo de confiança = 0,7 – 323,1), no grupo Normolipídico 

(0, 0,0%   p=0.040) (Tabela 4 e Figuras 5, 6 e 7). 
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Com relação à dilatação de alças, não houve diferença significante entre o número 

de animais dos grupos estudados (p=0.432) ( Tabela 4 e Figura 9).  

Houve variação significante no número de animais exibindo lesões hepáticas 

(p=0.004). O  aumento foi de 55,0 vezes (intervalo de confiança = 4,3 – 703,9) na frequência 

de lesão hepática no grupo Padrão (10, 83,3%) em relação ao Salina (1, 8,3%, p=0.001) e 

redução significante de 8,7 vezes (intervalo de confiança = 1,2 – 61,7) no grupo de dieta 

Hipolipídica (4, 36,4%, p=0.036) em relação ao Padrão. Não houve diferença significante 

entre os grupos Hiper (7, 63,6%, p=0.371) e Normolipídico (5, 50,0%, p=0.172) em relação 

ao Padrão (Tabela 4 e Figura 10).  

 

 

Figura 5- Tumor vegetante e intussuscepção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Duas intussuscepções - Lesões tumorais vegetantes  prolapsadas  na região anal. Grupo Padrão,  Rato 10 
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Figura 6 – Intussuscepção  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                                             Intussuscepção – Grupo Padrão, Rato 7.  

 

 

 

 

Figura 7- Carcinoma colorretal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

CCR - Lesão vegetante,  medindo 1,5 x 1,0 x 0,4 cm , localizada no colo médio. Grupo Padrão, Rato 11 
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Figura 8 – Tumor de intestino delgado  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lesão tumoral sólida, endurecida, arredondada, esbranquiçada, medindo 0,8cm, localizada em alça de intestino 

delgado infiltrando a parede.  Grupo Hipolipídico, Rato 1. 
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Figura 9- Dilatação de alça  intestinal

  
Figura 10 – Lesões hepáticas 

 

 

 
 

Fígado apresentando numerosas lesões císticas, algumas coalescentes e a maior delas medindo 0,7 cm de 

diâmetro. Grupo Hipolipídico, Rato 11.  

Dilatação de alça de colo com intussuscepção distal. Grupo Padrão, Rato 10. 
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4.5 Microscopia 

4.5.1Microscopia Estereoscópica 

 

             4.5.1.1 Criptas aberrantes forma clássica e displásica 

 

O grupo Salina (0,2±0,1) mostrou-se significantemente menor quanto ao número 

de CA dos grupos Padrão (44,6±7,4) e Hiperlipídico (35,5±6,4). Houve redução significante 

do número de CA na forma clássica no grupo Normolipídico (8,9±4,3) em relação ao Padrão, 

não apresentando diferença significante com os grupos Hiper (35,5±6,4) e Hipolipídico 

(10,9±3,5) (p<0.001) (Tabela 5) 

O grupo Padrão (1,0±0,3) também apresentou significante aumento do número 

CA na forma displásica em relação ao grupo Salina (0,0±0,0). Houve redução significante do 

número de criptas aberrantes na forma displásica dos grupos com dietas Normo (0,1±0,1) e 

Hipo (0,0±0,0) em relação ao Padrão, o qual não apresentou diferença significante com o 

grupo Hiperlipídico (0.2±0.1) (p<0.001) (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5- Achados da Microscopia Estereoscópica. O grupo Padrão apresentou aumento significante do número 

de criptas aberrantes na forma clássica e displásica em relação ao grupo Salina. Houve redução do número de 

criptas aberrantes na forma clássica no grupo Normolipídico em relação ao Padrão e também redução de criptas 

aberrantes na forma displásica nos grupos  Normo e Hipolipídico. 

 

 

 

Grupos N 
Criptas aberrantes 

Forma clássica Forma displásica 

Salina 12 0.2±0.1 0.0±0.0 

Padrão 12 44.6±7.4† 1.0±0.3† 

Hiperlipídica 11 35.5±6.4† 0.2±0.1 

Normolipídica 10 8.9±4.3‡ 0.1±0.1‡ 

Hipolipídica 11 10.9±3.5 0.0±0.0‡ 

p-Valor*  <0.001† <0.001† 

*p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn (Média±EPM); †p<0.05 em relação ao Salina, ‡p<0.05 em relação ao Padrão 
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Figura 11 – Número de criptas aberrantes (NCA) forma clássica. Os grupos Padrão e o Hiperlipídico 

apresentaram aumento significante do NCA na forma clássica em relação ao grupo Salina. Houve redução do 

número de criptas aberrantes no grupo Normolipídico em relação ao Padrão. 

 

Sal Padrão Hiper Normo Hipo
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55 *

**

*

AOM

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

ri
p

ta
s
 a

b
e
rr

a
n

te
s

fo
rm

a
 c

lá
s
s
ic

a

 

*p<0.05, em relação a Salina; **p<0.05 em relação ao Padrão (Kruskall-Wallis/Dunn, Média±Erro Padrão da 

Média) 

 

 

Figura 12 – Número de criptas aberrantes (NCA) forma displásica. O grupo Padrão apresentou aumento 

significante no NCA na forma displásica em relação ao grupo Salina. Houve redução do número de criptas 

aberrantes nos grupos  Normo e Hipolipídico em relação ao Padrão. 
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 *p<0.05, em relação a Salina; **p<0.05 em relação a Normo e Hipolipídico (Kruskall-Wallis/Dunn, 

Média±Erro Padrão da Média). 
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                 4.5.1.2 Multiplicidade dos FCA 

 

O número FCA com menos de cinco criptas no grupo Padrão (29,0±5,7) se 

mostrou significantemente superior aos grupos Salina (0,0±0,0), Normo (5,9±2,8) e 

Hipolipídico (7,6±2,6). O grupo Hiperlipídico (24,4±4,7) mostrou também aumento 

significante de FCA com menos de cinco criptas em relação ao grupo Normolipídico 

(5,9±2,8). Não houve diferença significante entre os animais com dieta Normo e Hipolipídica 

(p<0.001) (Tabela 6). 

 

 

Figura 13 – NFCA com menos de 5 criptas aberrantes.  O Padrão se mostrou significantemente superior aos 

grupos Salina, Normo e Hipolipídico. Hiperlipídico mostrou aumento significante de FCA com menos de cinco 

criptas em relação ao Normolipídico.   
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*p<0.05 em relação a Salina, Normo e Hipolipídico; **p<0.05 em relação a Normolipídico (Kruskall-

Wallis/Dunn, Média±Erro Padrão da Média). 

 

 

O número FCA com 5 ou mais criptas aberrantes (p<0.001) no grupo Salina  

(0,1±0,1) se mostrou significantemente inferior ao  Padrão (6,3±0,9) e   Hiperlipídico 

(6,8±2,0). Não houve diferença entre o grupo Salina e os grupos com dieta Normo (1,4±0,7) e 

Hipolipídica (1,1±0,6), porém o Padrão mostrou número de focos com 5 ou mais criptas 

aberrantes superior nos animais dos grupos Normo e Hipolipídico (p<0.0001) (Tabela 6).  
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Figura 14 - Número de focos com 5 ou mais criptas aberrantes. Grupo Salina  se mostrou 

significantemente inferior ao  Padrão e Hiperlipídico. Não houve diferença entre Salina e os grupos Normo e 

Hipolipídico. Padrão mostrou FCA com 5 ou mais criptas aberrantes superior aos grupos Normo e Hipolipídico.  
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*p<0.05 em relação a Salina; **p<0.05 em relação a Normo e Hiperlipídico (Kruskall-Wallis/Dunn, Média±Erro 

Padrão da Média). 

 

 

 

4.5.2. Microscopia óptica 

 Os achados microscópicos consistiram de adenomas, microadenomas, 

microcarcinomas e adenocarcinomas de colo e delgado, moderadamente diferenciados e 

lesões hepáticas dos tipos esteatose (leve, moderada e grave), focos de células alteradas  

(clara, vacuolada, anfofílica, oncocítica, basofílica, tigróide), espongiose, peliose, colangioma, 

adenoma e hepatocarcinoma  (Figuras 15, 16, 17 e18 e Apêndice M). 
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Figura 15  –  Corte histológico de tumoração de colo distal 

 

 

 
 

 
 

Adenocarcinoma polipoide, moderadamente diferenciado, invadindo a muscular (seta menor). HE – 50x - Grupo 

Padrão, Rato 10. 
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Figura 16 - Corte histológico de tumoração  entre alças intestinais. 

 
  

 

      
   
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, invadindo muscular, serosa ( A e B), peritônio e pâncreas (C ) 

HE– 50x – Grupo Hiperlipídico, Rato 8.  
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Figura 17 - Corte histológico de tumoração vegetante de colo distal.   

 

 

 

 
 

 

 
 

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, invadindo submucosa e muscular – HE – 50x (A), 100x (B)   

Grupo Hipolipídico,Rato 9.  

 

B 
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Figura 18 - Corte histológico de “rocambole” de alça de colo médio 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado,  invadindo tecido linfoide  até  a submucosa – HE – 50x (A), 

200x (B). Grupo Hipolipídico, Rato 9.  
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Tabela 6 - Achados Microscópicos. Houve aumento significante do número de FCA com menor e maior ou igual 

a 5 criptas nos grupos Padrão e  Hiperlipídico em relação ao Salina e redução significante da média de FCA<5 

no grupo com dieta Normo em relação ao Padrão e redução dos FCA ≥ 5 no  grupo Hipolipídico em  relação 

Padrão. Houve aumento significante do número de animais com  adenomas nos grupos Normo e Hipolipídico em 

relação ao Salina e de CCR do grupo Hipo em relação ao Padrão. Não houve diferença significante entre os o 

número de animais exibindo hiperplasia, GIN e carcinoma em intestino delgado. 

 

 

 

      Grupos  Hiperplasia 
FCA 

GIN Adenoma 
Carcinoma 

< 5 ≥ 5 CCR Delgado 

      Salina 12 1 (8.3%) 0.0±0.0 0.1±0.1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 

      Padrão 12 1 (8.3%) 29.0±5.8‡ 6.3±0.9‡ 1 (8.3%) 2 (16.7%) 7 (58.3%)‡ 1 (8.3%) 

     Hiperlipídica 11 0 (0.0%) 24.4±4.7‡ 6.8±2.0‡ 1 (9.1%) 1 (9.1%) 4 (36.4%) 0 (0.0%) 

     

Normolipídica 
10 1 (10.0%) 5.9±2.8§ 1.4±0.7§ 1 (10.0%) 5 (50.0%)‡ 2 (20.0%) 

0 (0.0%) 

     Hipolipídica 11 0 (0.0%) 7.6±2.6 1.1±0.6§ 0 (0.0%) 5 (45.4%)‡ 1 (9.1%)§ 1 (9.1%) 

     p-Valor  0.719* <0.001† <0.001† 0.692* 0.016* 0.009* 0.560* 

          *p<0.05, Qui-Quadrado (Frequência absoluta e percentual); †Kruskall-Wallis/Dunn (média±EPM).‡p<0.05 em relação ao salina; 

                            §p<0.05 em  relação ao Padrão; teste Exato de Fisher.  

 

Não houve diferença significante na frequência de animais com hiperplasia 

(p=0.719), neoplasia intra-epitelial gastrointestinal (GIN) (p=0.692) ou carcinoma em 

intestino delgado (p=0.560) (Tabela 6). 

O número de animais com adenomas variou significantemente entre os grupos 

experimentais (p=0.016). Não houve diferença entre o percentual de animais com adenomas 

nos grupos Padrão (2, 16,7%) e Salina (0, 0,0%, p=0.478), nem diferença entre os grupos 

Hiperlipídico (1, 9,1%) e Padrão (p=0.478). Houve diferença entre os animais com adenomas 

nos grupos Normo (5, 50,0%,  p=0.001) e Hipolipídico (5, 45,4%,  p=0.014), 

respectivamente, 25,0 (intervalo de confiança = 1,2 – 535,6) e 21,1 (intervalo de confiança = 

1,0 – 445,3) vezes superior ao grupo Salina (Tabela 6). 

O número de animais com CCR (p=0.009) do grupo Padrão (7, 58,3%) mostrou-

se 34,1 (intervalo de confiança = 1,6 – 708,4) vezes superior ao grupo Salina (0, 0,0%,  

p=0.005). Não houve diferença entre o padrão e  os grupos Hiper (4, 46,4, p=0.414) e Normo 

(2, 20,0%, p=0.099), porém, houve redução significante de 14,0 vezes (intervalo de confiança 

= 1,3 – 147,5) de CCR em ratos com dieta Hipolipídica (1, 9,1%,  p=0.027) em relação ao 

grupo Padrão (Tabela 6). 
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4.6 Carcinogênese Cólica 

 

4.6.1 Incidência 

No grupo Padrão cinco ratos (41,7%) apresentaram CCR. No grupo Hiperlipídico 

quatro ratos (36,4%) e nos grupos Normo e Hipolipídico apresentaram respectivamente 2 

(20,0%) e 1 (9,1%). Não houve diferença significante entre os quatro grupos estudados 

(p=0.282) (Tabela 7). 

 

Tabela 7- Número de animais com CCR.  Não houve diferença significante no número de animais com 

diagnóstico de CCR nos  grupos estudados. 

 

*p<0.05, Teste Qui-Quadrado (Frequência absoluta e percentual). 

 

4.6.2 Invasão 

A presença de invasão por continuidade dos CCR diagnosticados no grupo Padrão 

foi de 2 ratos (28,7 %), no Hiper 1 rato (25,0%) e Normo e Hipolipídico de 0 (0,0%). Não 

houve diferença significativa entre os grupos (p=0.787) (Tabela 8). 

 

Tabela 8- Presença de invasão nos CCR.  Não houve diferença significante no número de tumores 

que exibiram invasão nos quatro grupos experimentais. 

 

Grupo(CCR)  Invasão ausente Invasão presente p-Valor 

Padrão (7) 5 (71.4%)† 2 (28.7% ) 0.787 

Hiperlipídica (4) 3 (75,0%)‡ 1 (25.0%)  

Normolipídica (2) 2 (100.0%) 0 (0.0%)  

Hipolipídica (1) 1 (100.0%) 0 (0.0%)  

                             *p<0.05, Qui-Quadrado(Frequência absoluta e percentual) 

                             †Pâncreas/Peritônio. ‡Pâncreas.  

 

Grupo  N TU ausente TU presente p-Valor 

Padrão (12) 12 7 (58.3%) 5 (41.7%) 0.282 

Hiperlipídico(11) 
11 

7 (63.6%) 4 (36.4%) 
 

Normolipídico(10) 
10 8 (80.0%) 2 (20.0%)  

Hipolipídico(11) 
11 

10 (90.1%)     1 (9.1%) 
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4.6.3 Atipias 

 

Com relação ao grau de atipia dos CCR diagnosticados não houve diferença 

significante entre alto e moderado e baixo grau observados nos grupos Hiper (4, 100,0%, 

p=1.000) e Normo (2, 100,0%, p=1.000) em relação ao Padrão (7, 100,0%). Porém o grupo 

Hipolipídico (0, 0,0%) apresentou 45,0 vezes menos tumores com alto grau de atipia em 

relação ao grupo Padrão (intervalo de confiança = 0,6 – 3300,0) (p=0.003) (Tabela 9). 

 

 

Tabela 9: Grau de atipia celular do CCR. O grupo com dieta Hipolipídica apresentou redução 

significativa do número de tumores com alto grau em relação ao grupo Padrão. 

 

Grupo Baixo grau Alto grau p-Valor 

Padrão 0 (0.0%) 7 (100.0%) 0.003 

Hiperlipídico 0 (0.0%) 4 (100.0%)  

Normolipídico 0(0.0%) 2 (100.0%)  

Hipolipídico 1(100.0%) 0 (0.0%)*  

                                   *p<0.05, Qui-quadrado (Frequência absoluta e percentual) 

 

 

 

4.6.4 Multifocalidade 

               O número de carcinomas por rato dos grupos Padrão (0,6±0,2), Hiper (0,4±0,1), 

Normo (0,2±0,1) e Hipolipídico (0,1±0,1) não mostrou diferença significante entre si 

(p=0.294) (Figura 19). 
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Figura 19 – Número de carcinomas por rato. Não houve diferença estatisticamente significante no número de 

carcinomas por rato nos quatro grupos experimentais. 
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                     *p<0.05 (Kruskall-Wallis/Dunn, Média±EPM)  

 

4.6.5 Índice de Carcinogênese 

O índice de carcinogênese do grupo Padrão (16,3±5,9) não foi significantemente 

diferente dos grupos Hiper (13,1±5,3), Normo (7,5±3,6) e Hipolipídico (3,0±1,8) ( p=0.546) 

(Figura 20). 

Figura 20 – Índice de carcinogênese. Não houve diferença estatisticamente significante no índice 

de carcinogênese entre os grupos estudados. 
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            *p<0.05 (Kruskall-Wallis/Dunn, Média±EPM) 
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4.6.6 Estadiamento TNM 

 

 

Com relação ao estadiamento do CCR não houve diferença estatisticamente 

significante entre os quatro grupos estudados.  Um animal (12,5%) do grupo Padrão 

apresentou tumor Tis, um (12,5%) T1, quatro ratos apresentaram tumores T2 (50,0%) e dois 

(25,0%) tumores T4. No grupo da dieta Hiperlipídica, teve um animal com tumor Tis 

(20,0%), um com T1 (20,0%), outro com   T4 (20,0%)  e dois ratos (40,0%) com tumores T2. 

No grupo com dieta Normolipídica, teve um rato (33,3%) com tumor T2 e dois (66,7%) com 

tumores T1;  no grupo com dieta Hipolipídica, ocorreu apenas um rato com tumor T1 (100%) 

(p=0.698) (Tabela 10). 

Com relação ao acometimento dos linfonodos no grupo Padrão apenas um animal 

(14,3%) apresentou um linfonodo acometido. Os demais grupos não apresentaram 

acometimento linfonodal (0, 0,0%) (p=0.747) ) (Tabela 10). 

 Por sua vez, dois animais (28,6%) do grupo Padrão apresentaram metástase à 

distância, assim como um animal (16,7%) do grupo Hiperlipídico. Nenhum animal dos grupos 

Normo e Hipolipídico (0, 0,0%), apresentou metástases à distância (p=0.697) (Tabela 10). 

O grupo Padrão apresentou um animal (12,5%) com estágio 0, cinco (62,5%) com 

estágio 1 e dois (25,0%) com estágio 4. O grupo com dieta Hiperlipídica apresentou um 

animal (20,0%) com estágio 0, três (60,0%) com estágio 1 e um animal (20,0%) com estágio 

4. O grupo com dieta Normolipídica apresentou dois animais (100%) com estágio 1 e o grupo 

com dieta Hipolipídica apenas um animal (100%) com estágio 1 (p=0.932) (Tabela 10). 
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Tabela 10 - Estadiamento dos CCR. Não houve diferença estatisticamente significante no estadiamento tumoral 

considerando o tamanho do tumor, acometimento linfonodal, metástase e estágio dos CCR  em todos os grupos 

do experimento. 

 

 

  

Estadiamento Padrão Hiperlipídica Normolipídica Hipolipídica p-Valor 

Tamanho      

Tis 1 (12.5%) 1 (20.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.698 

T1 1 (12.5%) 1 (20.0%) 2 (66.7%) 1 (100.0%)  

T2 4 (50.0%) 2 (40.0%) 1 (33.3%) 0 (0.0%)  

T3 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

T4 2 (25.0%) 1 (20.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

Linfonodo      

N0 6 (85.7%) 4 (100.0%) 3 (100.0%) 1 (100.0%) 0.747 

N1 1 (14.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

Metástase      

M0 5 (71.4%) 5 (83.3%) 3 (100.0%) 1 (100.0%) 0.697 

M1 2 (28.6%) 1 (16.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

Estágio      

0 1 (12.5%) 1 (20.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.932 

1 5 (62.5%) 3 (60.0%) 2 (100.0%) 1 (100.0%)  

2 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

3 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

4 2 (25.0%) 1 (20.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)  

                         *p<0.05, Qui-Quadrado (Frequência absoluta e percentual).  

 

 

 

 

4.7 Citocinas 

 

4.7.1 IL-1β 

A concentração de IL-1β não diferiu significantemente entre os grupos Salina (123,2±6,5), 

Padrão (153,6±13,2), Hiper (158,0±9,5), Normo (157,2±16,1) e Hipolipídico (123,3±24,7) 

(p=0.1869)(Figura 21). 
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Figura 21 – Níveis de Interleucina 1β. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis 

de IL- β nos grupos estudados. 
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                 *p<0.05, ANOVA / Bonferroni (Média±EPM).  

 

 

4.7.2 IL-6 

A concentração de IL-6 não diferiu significantemente entre os grupos Salina 

(38,9±11,4), Padrão (45,1±18,1), Hiper (14,8±2,6), Normo (40,0±17,8) e Hipolipídico 

(17,2±3,6) (p=0.3336)(Figura 22). 

 

Figura 22 – Níveis de Interleucina 6. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis de IL-6 nos  

grupos estudados. 

 

                                                *p<0.05, Kruskall-Wallis / Dunn (Média±EPM). 

  

4.7.3 IL-10 

Os níveis de IL-10 no grupo Hiperlipídico (65,1±2,1) mostraram-se 

significantemente superiores aos níveis de IL-10 no grupo Salina (56,4±1,3) embora sem 

diferença significante com os grupos Padrão (64,2±4,0), Normo (65,2±2,3) e Hipolipídico 

(60,0±5,5) (p=0.0077)(Figura 23). 
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Figura 23 – Níveis de Interleucina 10.  Os níveis de IL-10 do grupo hiperlipídico se mostraram significantemente 

superiores ao grupo Salina, sem diferença com os demais grupos.     

 

 

Sal Padrão Hiper Normo Hipo
0

10

20

30

40

50

60

70

AMO

*

IL
-1

0 
(p

g/
m

g)

 

*p<0.05 em relação ao grupo Salina (Kruskall-Wallis/Dunn (Média±EPM) 

 

 

 

4.7.4  IL-18 

 

Os níveis de IL-18 não diferiram significantemente entre os grupos Salina 

(313,2±234,9), Padrão (770,3±540,3), Hiper (453,4±248,3), Normo (274,8±80,3) e 

Hipolipídico (207,8±138,9) (p=0.0855)( Figura 24). 

 

Figura 24 – Níveis de Interleucina 18. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis de IL-18 nos  

grupos estudados. 
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                                                *p<0.05, Kruskall-Wallis / Dunn (Média±EPM).  
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4.7.5  Interferon-λ 

 

Os níveis de Interferon-λ mostraram-se significantemente elevados no grupo 

Padrão (110,3±30,8) em relação ao grupo Hiper (32,6±4,5) e Hipolipídico (39,0±7,7), porém 

não diferiu significantemente com os grupos Salina (40,6±8,0) e Normolipídico (61,5±15,9) 

(p=0.0094)(Figura 25). 

 

 

Figura 25 – Níveis de Interferon-gama. O grupo Padrão apresentou níveis de IFN-λ significantemente superiores 

aos grupos Hiper e Hipolipídico. 
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*p<0.05 versus Hiper e Hipolipídico, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM).  

 

 

 

4.7.6 Fator de necrose tumoral-α 

 

A expressão de TNF-α mostrou-se significantemente aumentada nos grupos 

Normo  (23,0±1,8) e Hipolipídico (18,0±1,5) em relação ao grupo Salina (17,2±1,0), embora 

sem diferença significante com os grupos Padrão (19,3±0,9) e Hiperlipídico (20,9±0,8) 

(p=0.0082)(Figura 26). 

 

 

 

 

 



69 

 

Figura 26 – Níveis de fator de necrose tumoral. Os níveis de TNF-α mostraram-se significantemente maiores nos 

grupos Normo e Hipolipídico que no grupo Salina. 
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                                                 *p<0.05 versus Salina, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM). 

 

 

4.7.7 Fator de crescimento de células vasculares 

 

Não houve diferença significante entre a expressão de VEGF entre os grupos 

Salina (26,0±1,8), Padrão (29,8±2,7), Hiper (24,1±0,7), Normo (24,5±0,9) e Hipolipídico 

(24,6±0,6) (p=0.1102)(Figura 27). 

 

Figura 27 – Níveis de VEGF. Não houve diferença nos níveis de VEGF nos grupos do estudo. 
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                                                 *p<0.05, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM).  
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4.8 Estresse oxidativo 

4.8.1 Glutationa 

A média de glutationa reduzida no grupo Hipolipídico (84,5±11,2) foi 

significantemente superior a média de glutationa de todos os grupos estudados: Salina 

(54,0±5,4), Padrão (47,0±7,3), Hiper (34,3±4,2) e Normolipídico (39.8±3.5) (p<0.0001, 

ANOVA/Bonferroni)(Figura 28). 

 

Figura 28 – Níveis de glutationa reduzida. Apenas o grupo Hipolipídico apresentou aumento significativo dos 

níveis de GSH em relação aos demais grupos. 
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*p<0,05 em relação aos demais grupos (ANOVA/Bonferroni, Média±EPM) 

 

4.8.2 TBARS 

A média de TBARS observada nos grupos Padrão (129,7±12,9), Hiper 

(160,0±55,1) e Normolipídico (91,5±5,8) mostraram-se significantemente superiores ao grupo 

Salina (13,6±3,6) e Hipolipídico (18,3±5,2) (p<0.0001)(Figura 29). 
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Figura 29 – Níveis de TBARS. Houve aumento significativo dos níveis de TBARS nos grupos Padrão, Hiper e 

Normolipídico em relação ao Salina e redução dos níveis de TBARS no grupo Hipolipídico em relação aos 

grupos Padrão, Hiper e Normolipídico. 
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*p<0.05 versus Salina; **p<0.05 versus Padrão, Hiper e Normolipídico (Kruskall-Wallis/Dunn, Média±EPM).  

 

 

4.9 IMUNOHISTOQUÍMICA 

4.9.1 TUNEL 

A contagem de células TUNEL(+) no colo normal no grupo Salina e no tecido 

tumoral nos demais grupos mostrou aumento significante no grupo Hipo (118,0±15,0), 

Normo (69,0±6,7) e Hiperlipídico (35,6±2,9) em relação ao Padrão (20,4±5,3) e ao grupo 

Salina (0,0±0,0) (p<0.001)(Figura 30). 

 

Figura 30 – Contagem de células TUNEL(+). Os grupos Hiper, Normo e Hipolipídica apresentaram quantidade 

de células TUNEL+ significantemente superiores aos grupos Salina e Padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            *p<0.05 versus Salina e Padrão, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM). 
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Figura 31 – Marcação de células TUNEL + 

                         

 

4.9.2 KI-67 

 A contagem de células KI-67 no colo normal do grupo Salina mostrou redução 

significante em relação ao tecido tumoral nos demais grupos (p<0.001). O grupo Hipolipídico 

também mostrou diminuição significante desta marcação quando comparado aos grupos 

Padrão, Hiper e Normolipídico (p<0.05) (Figura 32).  

 

Figura 32 – Contagem de células KI-67+. Grupo Salina mostrou redução significante em relação aos demais 

grupos. Grupo Hipolipídico apresentou quantidade de células KI-67+ significantemente reduzidas em relação aos 

rupos Padrão, Normo e Hiperlipídico.                

 

*p<0.001 em relação ao Salina; **p<0.05 em relação ao Hipolipídico; ANOVA/Bonferroni (Média±EPM). 
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                                   Figura 33 - Marcação de células KI-67 + 

 

 

4.9.3  K-RAS- Apendice I 

4.9.4 NFkB-  Apendice I  

       4.9.5   COX-2- Apendice I 

 

4.10 Avaliação bioquímica 

 

4.10.1 Glicemia 

A média da glicemia foi não significante na comparação entre os grupos (Figura 34). 

Figura 34 – Média de glicemia por grupo. Não houve diferença significante nos índices glicêmicos nos grupos  

Sal Padrão Hiper Normo Hipo
0

20

40

60

80

100

120

AOM

G
lic

em
ia

 (
m

g
/d

L
)

 

 *p<0.05 ANOVA/Bonferroni (Média±EPM).  

CONTROLE (-) SALINA PADRÃO 

HIPER NORMO HIPO 



74 

 

4.10.2  Perfil lipídico 

 

4.10.2.1  Colesterol Total 

Apenas o grupo Hiperlipídico (220,4±13,9) mostrou aumento significante do 

colesterol total em relação aos demais grupos Salina (170,9±9,3), Padrão (170,2±11,3), 

Normo (169,9±10,2) e Hipolipídico (170,6±11,9) (p=0.0128)(Figura 35). 

 

Figura 35 – Média de colesterol total por grupo. O grupo Hiperlipídico apresentou  média de colesterol total 

significantemente mais elevada em relação aos demais grupos. 
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*p<0,05 em relação aos demais grupos, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM).  

 

4.10.2.2  Colesterol LDL 

A média de colesterol LDL nos grupos Salina (117,7±10,0), Padrão (117,8±16,0), 

Hiper (152,1±11,4), Normo (113,9±10,3) e Hipolipídico (120,4±13,5) não diferiu 

significantemente (p=0.1933)(Figura 36).  

  

 Figura 36 – Média de colesterol LDL por grupo. Não houve diferença estatisticamente significante na média de 

colesterol LDL nos grupos experimentais. 

    

         *p<0.05, ANOVA/Bonferroni (Média±EPM).  
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4.10.2.3  Colesterol HDL 

O grupo Hiperlipídico apresentou média de colesterol HDL (24,9±3,7) 

significantemente inferior ao grupo Padrão (48,7±7,2), embora não tenha diferido dos demais 

grupos Salina (44,3±5,3), Normo (38,8±4,8) e Hipolipídico (39,3±4,6) (p=0.0376)(Figura 36). 

 

Figura 37 – Média de colesterol HDL por grupo. O grupo hiperlipídico apresentou redução significante da média             

de HDL em relação aos demais grupos do estudo.  
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*p<0.05 em relação ao Padrão (ANOVA/Bonferroni, média±EPM).  

 

4.10.2.4 Triglicerídeos 

O total de triglicerídeos do grupo Hiperlipídico (225,3±13,5) mostrou-se 

significantemente superior aos grupos Salina (132,7±8,5), Normo (147,0±13,7) e Hipolipídico 

(132,3±11,8), porém, não diferiu significantemente do grupo Padrão (183,1±21,6) 

(p<0.0001)(Figura 37). 

 

Figura 38 – Média de triglicerídeos por grupo. A média de triglicerídeos do grupo Hiperlipídico apresentou-se 

significantemente mais elevada em relação aos grupos Salina, Normo e Hipolipídico, porém, não houve 

diferença significante com o grupo Padrão. 
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*p<0.05 em relação ao Salina, Normo e Hipolipídico (ANOVA/Bonferroni, média±EPM). 
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4.10.3 Enzimas hepáticas (AST e ALT) 

 

Os níveis de ALT no grupo Hiperlipídico (64,9±12,5) mostraram-se 

significantemente superior aos grupos Salina (35,2±4,7), Padrão (36,7±4,9), Normo 

(34,1±6,0) e Hipolipídico (36,0±5,7) (p=0.0263).  Porém não houve diferença significante 

entre os níveis de AST dos grupos Salina (28,3±4,5), Padrão (29,8±6,1), Hiper (35,8±5,7), 

Normo (37,0±3,7) e Hiperlipídico (36.8±5.5) (p=0.6531)(Figura 38)..  

 

Figura 39 – Média de ALT e AST por grupo. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis de 

AST nos grupos estudados, porém, os níveis de ALT do grupo Hiperlipídico se mostraram significantemente 

superiores aos demais grupos. 
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*p<0.05 em relação aos demais grupos (ANOVA/Bonferroni, média±EPM).  
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5  DISCUSSÃO 

 

O CCR é causa importante de mortalidade por câncer no mundo, afetando 

igualmente homens e mulheres. Sua incidência pode ser reduzida quando os fatores de risco, 

tais como genética, estilo de vida e fatores ambientais são modificados. Fatores ambientais, 

especialmente alimentos com alto conteúdo de gordura, foram epidemiologicamente 

mostrados estar intimamente associados ao CCR humano (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2008). 

Estudos antropológicos, epidemiológicos e moleculares indicam que os seres 

humanos evoluíram de uma dieta com uma proporção de ômega-6/ômega-3 de 

aproximadamente 1, enquanto que nas dietas atuais esta relação é de 15/1 até 20/1, 

promovendo a patogênese de muitas doenças, incluindo a doença cardiovascular, câncer, 

osteoporose e doenças inflamatórias e autoimunes (SIMOPOULOS, 2006). 

Considerando a relevância da doença neoplásica e a importância de uma dieta 

saudável com baixa razão ômega-6/ômega-3 e alta ômega-9/ômega-6, como proposta 

preventiva  no surgimento de lesões precoces na carcinogênese colorretal, houve necessidade 

da utilização de  modelos experimentais  para sua comprovação (FEARON; VOGELSTEIN, 

1990; CAMPOS, 2007). 

O modelo de carcinogênese com AOM, descrito por Bird (1987, 1995), utilizou 

roedores por sua semelhança genética, morfológica e histopatológica aos seres humanos, 

favorecendo o estudo biológico da progressão natural desta doença e identificação de metas 

terapêuticas e desenvolvimento de novas estratégias de prevenção (WASHINGTON; 

POWELL; SULLIVAN et al., 2013).  

Dietas ricas em lipídios saturados e monoinsaturados do tipo ômega-6 favorecem 

a carcinogênese (NORAT; BINGHAM; FERRARI et al., 2005), porém não há pesquisas que 

demonstrem que dietas com diferentes concentrações lipídicas (Hiper, Normo e Hipolipídica) 

e com a mesma baixa relação ômega-6/ômega-3 e alta relação ômega-9/ômega-6  apresentem 

alguma proteção contra a carcinogênese colorretal, o que motivou a utilização do  modelo  

descrito por Bird para o presente estudo.         

 Desde o início do experimento até a eutanásia, observou-se que a massa corpórea 

dos animais dos grupos Salina e Padrão foi significantemente maior quando comparada a 

massa dos animais dos grupos Hiper, Normo e Hipolipídico. Os grupos Salina e Padrão, 

alimentados com a mesma dieta padrão (Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos) não 

apresentaram diferença significante da massa corporal no início, à administração de AOM, 
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nem no final do experimento (Figura 2). Concluiu-se que o AOM não interferiu na ingesta  

dos animais e consequentemente na massa corporal final. 

Uma explicação para o achado de baixo peso nos grupos das dietas experimentais 

é que a quantidade da ingesta foi superior nos grupos alimentados com dieta padrão (Salina e 

Padrão) que nos grupos das dietas Hiper, Normo e Hipolipídica (Figura 2 e 4). 

Provavelmente, isto ocorreu porque estas dietas fugiam do paladar comum aos roedores, já 

que eram de  manipulação caseira e, principalmente no grupo Hiperlipídico,  a dieta continha 

grande quantidade de lipídeos favorecendo a saciedade (Apêndice F) (SANDE-LEE, 

VELLOSO, 2012). 

Estudo recente demonstrou que dietas ricas em gorduras saturadas lesionam o 

hipotálamo e provocam uma inflamação local que pode causar a morte de neurônios e 

consequente perda da capacidade de percepção entre o momento de sinalizar para o 

organismo a estocagem ou queima de energia. A ingestão de ômega-3 e ômega-9 recupera o 

controle neural da fome e aumenta o gasto energético, promovendo perda de peso. 

Demonstrou-se também que os animais que receberam dietas com menores concentrações de 

ômega-3 e ômega-9 foram os que apresentaram maior redução na inflamação hipotalâmica, 

possivelmente restaurando os desarranjos metabólicos, alimentares e termogênicos 

(CINTRA; ROPELLE; MORAES et al., 2012).  Esses achados foram semelhantes aos 

encontrados nos animais do grupo Hipolipídico, que apresentou ingestão superior aos grupos 

Hiper e Normolipídico (Figura 4), onde em valores absolutos possuíram menores quantidades 

de ômega-3 e ômega-9 apesar da relação entre os ômegas (baixa ω-6:ω-3 e  alta ω-9: ω-6) se 

manter constante em todos os grupos estudados (Apêndice E e H).  

A suplementação de PUFAs contribui para reduzir a gordura corporal com ação 

principalmente na adiposidade abdominal e estimula a oxidação lipídica em adultos sadios. 

EPA e DHA aumentam a perda de peso e regulam a expressão gênica do tecido adiposo de 

modo semelhante à restrição calórica independentemente da perda da massa gorda 

(SIMOPOULOS, 2010). 

São bem conhecidos os efeitos benéficos dos PUFAs no tecido adiposo tais como 

prevenção de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo, indução de biogênese mitocondrial 

em adipócitos, indução da secreção de adiponectina e redução da inflamação do tecido 

adiposo.    A ação da adiponectina é mais acentuada na gordura epididimal no abdômen do 

que na gordura subcutânea, contribuindo para aumentar a sensibilidade à insulina 

(KOPECKY; ROSSMEISL; FLACHS et al.,2009). 
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Outro fato, é que os animais dos grupos das dietas manipuladas apresentaram 

diarreia desde o início, contribuindo para o baixo peso apresentado (Figura 2).  Os animais 

alimentados com dieta Hiperlipídica apresentaram diarreia grau 3, valor significantemente 

superior aos grupos Salina, Padrão, Normo e Hipolipídica. Os animais dos grupos Normo e 

Hipolipídico apresentaram diarreia grau 2, valores significantemente superiores aos grupos 

Salina e Padrão (p<0.001)(Tabela 3). Sabe-se que altas doses de ômega-3 apresentam poucos 

efeitos colaterais, sendo o principal deles a diarreia (CARMO; CORREIA, 2009). 

Quando é comparada a ingesta dos grupos Salina e Padrão não houve diferença 

estatisticamente significante (p=0,997), mas entre o grupo Salina e os grupos Hiper, Normo e 

Hipolipídico houve diferença significante (p < 0,001). Na comparação das ingestas do grupo 

Padrão com os grupos Hiper e Normolipídico também houve diferença significante (p < 

0,001), porém nos dois últimos meses do experimento a média da ingesta do grupo 

Hipolipídico não mostrou diferença significante com o Padrão (p>0.05) (Figura 4).  

Os ratos portadores de CCR não apresentaram diminuição do peso em relação aos 

animais sem essa afecção dentro do mesmo grupo no final do experimento Padrão (p=0,887); 

Hiper (p=0,098); Normo (p=0,204); e Hipolipídico (p=0,221) (Figura 3). Esse achado é 

concordante com a literatura, pois o câncer colorretal, em fase inicial, é assintomático e não 

compromete o estado geral dos indivíduos afetados (CONTINENTE; PLUVIUS; 

MARTINEZ, 2002; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, 2013). 

Dados antropométricos indicaram prevalência de eutrofia (45,71%), sobrepeso 

(35,71%), obesidade (12,86%) e magreza (5,71%) em portadores de câncer colorretal 

(FORTES; RECÔVA; MELO et al., 2007). Os achados do presente estudo vão de encontro à 

literatura, uma vez que desnutrição não é frequente nesta afecção, o que pode ser explicado 

pelo não comprometimento da ingestão alimentar, ausência de distúrbios absortivos e de 

fatores obstrutivos. 

 Os achados macroscópicos consistiram em tumores nos cólons e intestino 

delgado, intussuscepções colocólicas, dilatação de alças e lesões hepáticas sólidas e císticas 

(Tabela 4).  

Os tumores cólicos foram mais frequentes nos animais do grupo Padrão (11, 

91,7%) em relação ao grupo Salina (1, 8,3%) (p<0.001). Não houve diferença entre o grupo 

Padrão e os grupos alimentados com dietas Hiper (6, 54,5%, p=0,069), Normo (9, 90,0%, 

p=1,000) e Hipolipídica (1, 9.1%, p=0,069)(Tabela 4). Estes achados comprovam o valor do 

modelo de carcinogênese utilizado, onde todos os animais expostos ao AOM apresentaram 

aumento significante na frequência de tumores em relação ao grupo Salina. 
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O número de animais com tumores no intestino delgado nos grupos Salina (0, 

0.0%), Padrão (1, 8.3%), Hiper (0, 0.0%), Normo (0, 0.0%) e Hipolipídica (1, 9.1%) não 

diferiu significantemente entre si (p=0,560) (Tabela 4). O achado de tumores isolados no 

intestino delgado comprova o descrito em outros estudos, que o AOM atua além dos cólons 

em outros órgãos como intestino delgado, fígado e peritônio (BÉMEUR; DESJARDINS; 

BUTTERWORTH, 2010; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES et al., 2013). 

A intussuscepção teve variação significante nos quatro grupos estudados 

(p=0,003). Grupo Padrão (5, 41,7%) apresentou aumento significante em relação aos grupos 

Salina (0, 0,0%; p=0.037),  Hiper (0, 0,0%;  p=0.037) e Normolipídico (0, 0,0%   p=0.040), 

porém não houve diferença significante entre os grupos Padrão e Hipolipídico (1, 9,1%; 

p=0.155) (Tabela 4). A intussuscepção é uma complicação de tumores intestinais, localizada 

com mais frequencia nas junções dos segmentos móveis (região ileocecal) e ocorre 

proporcionalmente ao tamanho dos tumores. Quando está presente no intestino grosso, do tipo 

colocólica, ao contrário do delgado, sugere etiologia maligna (LUCENA; APEL; SILVA, 

2005). 

 Com relação à dilatação de alças, não houve diferença significante entre os 

grupos estudados (p=0.432) (Tabela 4), mas sabe-se que é decorrente de obstrução causada 

pelos próprios tumores ou por intussuscepção decorrente dos mesmos. Nesta pesquisa é 

provável que, no decorrer do tempo, com o crescimento tumoral maior número de alças 

dilatadas ocorreriam (MAIA; FERREIRA-JUNIOR; VIEGAS et al., 2013).  

 As lesões hepáticas encontradas consistiram em esteatose leve, moderada e grave, 

lesões pré-neoplásicas (focos de células anfofílicas, oncocíticas, claras, vacuoladas, 

espongiose e peliose), lesões neoplásicas benignas (colangiomas e adenomas) e malignas 

(carcinomas in situ e hepatocarcinomas) (BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, et 

al., 2011 e Apêndice M).  Encontrou-se variação significante entre os grupos (p=0.004), com  

aumento na frequência  no grupo Padrão (10, 83,3%) em relação aos grupos Salina (1, 8,3%;  

p=0.001) e Hipolipídico (4, 36,4%; p=0.036), porém não houve diferença significante entre os 

grupos Hiper (7, 63,6%;  p=0.371) e Normolipídico (5, 50,0%;  p=0.172) (Tabela 4).   

O AOM é metabolicamente ativado no fígado por oxidação, gerando compostos 

reativos essenciais para a carcinogênese química sendo levado ao colo pela corrente 

sanguínea ou via biliar como glucoronídeo conjugado. O AOM causa proliferação de 

hepatócitos, que pode ser pré-neoplásica, quando não apresenta nenhum grau de crescimento 

autônomo, designada por focos de hepatócitos alterados, espongioses e pelioses e também 

neoplásica como colangiomas, adenomas e carcinomas (BANNASCH; ZERBAN, 1990; 
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MELO; SANTOS;  KIMURA et al., 2010;  PADIDAR; FARQUHARSON; WILLIAMS et 

al., 2012; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES et al., 2013).  

Os achados microscópicos que resultaram de análise estereoscópica foram as 

criptas aberrantes clássicas e displásicas e os focos de criptas aberrantes com < de 5 criptas e 

≥ 5 criptas por foco. 

 O grupo Salina apresentou redução significante no número de criptas aberrantes 

na forma clássica em relação ao Padrão e Hiperlipídico, embora sem diferença estatística com 

Normo e Hipolipídico. No grupo Padrão foi significantemente maior que no Normolipídico 

(Tabela 5 e Figura 11). Na forma displásica o número de criptas aberrantes no grupo Salina 

persistiu significantemente reduzido em relação ao Padrão e este apresentou aumento 

significante em relação aos grupos Normo e Hipolipídico (Tabela 5 e Figura 12). Todos os 

grupos expostos ao AOM apresentaram maior numero de CA clássicas e displásicas.  

 As criptas aberrantes têm como características serem induzidas por agente 

carcinogênico específico de modo dose dependente e são vistas na mucosa cólica, de 2 a 4 

semanas após a dose de iniciação. A ocorrência espontânea em ratos tem uma frequência 

baixa (BIRD; GOOD, 2000; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES et al., 2012). 

Os FCA com < de 5 e ≥ 5 criptas por foco foram ambos significantemente 

menores no grupo Salina quando comparados aos grupos Padrão e Hiperlipídico. Esses 

grupos  também tiveram  maior  quantidade desses focos  que os grupos Normo e 

Hipolipídico (Tabela 6 e Figuras 13 e 14). Desta forma, demonstrou-se que as dietas 

manipuladas somente diminuíram o aparecimento de FCA com <5 ou ≥ 5 criptas por foco nos 

grupos onde a quantidade de lipídeos foi menor, embora a razão ideal entre os ômegas 

permanecesse a mesma. O maior número de criptas por foco é um parâmetro que indica risco 

para desenvolvimento tumoral (PRETLOW, T.P.; O’RIORDAN, M.A.; SOMICH, G.A. et al., 

1992; RAO; STEELE; SWAMY. et al., 2009; VENNING; CLAESSON; KISSOW, 2013).  

Os achados à microscopia óptica foram hiperplasias, neoplasias intra-epitelial 

gastrointestinal (GIN), adenomas e adenocarcinomas de colo e de intestino delgado. Não 

houve diferença significante na frequência de animais com hiperplasia (p=0.719), GIN 

(p=0.692) ou carcinoma em intestino delgado (p=0.560) (Tabela 6). 

 O número de animais com adenomas variou significantemente entre os grupos 

experimentais (p=0.016). Não houve diferença entre o percentual de animais com adenomas 

nos grupos Padrão (2, 16,7%) e Salina (0, 0,0%, p=0.478), nem diferença entre os grupos 

Hiperlipídico (1, 9,1%) e Padrão (p=0.478). Porém, houve diferença entre os animais com 
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adenomas nos grupos Normo (5, 50,0%,  p=0.001) e Hipolipídico (5, 45,4%,  p=0.014), 

respectivamente,  superior ao grupo Salina (Tabela 6). 

O número de CCR (p=0.009) presente no grupo Padrão (7, 58,3%) mostrou-se 

superior ao grupo Salina (0, 0,0%,  p=0.005). Não houve diferença entre o Padrão e os grupos 

Hiper (4, 46,4, p=0.414) e Normo (2, 20,0%, p=0.099), porém, houve redução significante 

nos              ratos com dieta Hipolipídica (1, 9,1%,  p=0.027) em relação ao grupo Padrão 

(Tabela 6). 

Ocorreu CCR em cinco ratos (41,7%) no grupo Padrão, em quatro no grupo 

Hiperlipídico (36,4%),  em dois no grupo Normo (20,0%) e um no Hipolipídico (9,1%). Não 

houve diferença significante entre os quatro grupos estudados (p=0.282) (Tabela 7).  

Houve invasão por continuidade dos CCR em dois ratos  no grupo Padrão  (28,7 %), 

em um no Hiper  (25,0%) e nenhum nos grupos Normo e Hipolipídico. Não houve diferença 

significante entre os grupos (p=0.787) (Tabela 8). 

Com relação ao grau de atipia do CCR diagnosticado não houve diferença significante 

entre alto e moderado e baixo grau observados no grupo Padrão (7, 100,0%) em relação aos 

grupos  Hiper (4, 100,0%, p=1.000) e Normo (2, 100,0%, p=1.000). Porém, o grupo com dieta 

Hipolipídica (0, 0,0%) apresentou redução dos tumores de alto grau em relação ao grupo 

Padrão (p=0.003) (Tabela 9). 

O número de carcinomas por rato (Multiplicidade) nos grupos Padrão (0,6±0,2), Hiper 

(0,4±0,1), Normo (0,2±0,1) e Hipolipídico (0,1±0,1) não mostrou diferença significante entre 

si (p=0.294) (Figura 19).  

O índice de carcinogênese no grupo Padrão (16,3±5,9) não foi significantemente 

diferente dos grupos Hiper (13,1±5,3), Normo (7,5±3,6) e Hipolipídico (3,0±1,8) ( p=0.546) 

(Figura 20). 

De todos os parâmetros analisados nos animais portadores de CCR nenhum se 

mostrou significante, porém no grupo Padrão verificou-se uma maior incidência de câncer, de 

multiplicidade e disseminação tumoral com atipias de alto grau, enquanto que o grupo 

Hipolipídico foi o que apresentou mais proteção contra carcinogênese. Possivelmente, este 

fato ocorreu devido à alta relação ω-6:ω-3 e uma baixa relação ω-9:ω-6 presente no grupo 

Padrão, a qual poderia interferir no processo de carcinogênese, principalmente nos estágios 

mais iniciais (CALDER, 2006; CALDER, 2007). 

 O grupo alimentado com dieta Hipolipídica apresentou todos os índices avaliados 

reduzidos e assim conseguiu uma visível tendência à proteção contra a carcinogênese 

colorretal, possivelmente porque além da menor quantidade absoluta de ácidos graxos ω-3, ω-
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6 e ω-9, apresentava também baixa razão ω-6/ω-3 e alta ω-9/ω-6, características consideradas 

antineoplásicas (Apêndices E e H). 

 Estudos relacionam o ω-6 como fator de risco e o ω-3 como fator de proteção 

para o CCR (ROYNETTE; CALDER; DUPERTUIS et al., 2004; MARTINS; GRUEZO, 

2009). A quantidade de ω-6 e ω-3 na dieta e suas razões ideais têm um importante papel na 

supressão da ciclooxigenase, bloqueando a formação dos eicosanoides pró-inflamatórios 

(HARDMAN, 2004). Os ácidos graxos ω-3 diminuem a capacidade das células 

mononucleares de produzir TNF- alfa, sendo a chave dos efeitos antiinflamatórios, 

prevenindo assim o desenvolvimento tumoral (CARMO; CORREIA, 2009).  

A carcinogênese colorretal é um processo complexo e multifatorial incluindo até 

mesmo um microambiente inflamatório envolvendo principalmente mediadores biológicos 

como as citocinas (MEYDANI, 1996). 

 No presente estudo, as dietas com alta razão -9:-6 e baixa -6:-3 diminuíram 

a produção de IL-1β (p=0.1869), IL-6 (p=0.3336), IL-18 (p=0.0855), VEGF (p=0.1102) e 

INF  (p=0.0094) somente no grupo Hipolipídico, porém sem valor significante em relação ao 

grupo Padrão, com exceção e do INF   Houve aumento da IL-10 (p=0.0077) no grupo 

Hiperlipídico em relação ao grupo Salina, mas sem diferença significante com os demais 

grupos. A expressão de TNF-α mostrou-se significantemente aumentada nos grupos Normo e 

Hipolipídico em relação ao grupo Salina (p=0.0082), embora sem diferença significante com 

os grupos Padrão e Hiperlipídico (Figuras 21 a 27).  

As dietas manipuladas apresentavam a mesma relação ω-6/ω-3= 1,4:1, ω-9/ω-6= 

3,2:1 e Poli:Saturada=3,3:1, mesmo percentual de gordura poliinsaturada (26,50%), 

monoinsaturada (50,20%) e saturada (23,30%). A diferença estava no total de gorduras (g) 

saturadas e insaturadas, presente em cada grupo: Hiperlipídico (Sat=2,2; Insat=7,3)=9,5g; 

Normolipídico (Sat=1,4; Insat=4,8)=6,2g e Hipolipídico (Sat=0,6; Insat=1,9)=2,5g 

(Apêndices E, F, G e H). A menor quantidade no total de gorduras apresentada na dieta 

Hipolipídica, possivelmente foi responsável por uma menor inflamação e consequentemente 

redução nas  citocinas presentes deste grupo.  

A dieta utilizada pelo grupo Padrão apresentava relação ω-6/ω-3=8:1, ω-9/ω-6= 

0,4:1 e Poli:Saturada=5,2:1, percentual de gordura poliinsaturada (54%), monoinsaturada 

(24%) e saturada (15%) (Apêndice E e Anexo B). Apesar de esta dieta ter apresentado baixo 

percentual de lipídeos (12%), semelhante ao grupo Hipolipídico, a sua alta relação de ω-6/ω-3 

e a baixa ω-9/ω-6 pode ter favorecido aos maiores índices de carcinogênese apresentados por 

este grupo. 
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A produção das citocinas sofre a influência da ingestão aumentada de ácidos 

graxos insaturados. Estudos recentes indicaram que fatores de transcrição nuclear induzidos 

por genes de citocinas são regulados por esses mediadores lipídicos e por produtos de sua 

peroxidação. O sinal de transdução e a subsequente expressão gênica podem ser modificados 

pelos níveis aumentados de EPA e DHA. O excesso de ácidos graxos saturados na 

alimentação também está associado ao aumento de vários marcadores inflamatórios pela 

ativação do fator de transcrição NFκB e consequente aumento da expressão dos marcadores 

inflamatórios TNF-α, IL-1β e IL-6 e pela diminuição da expressão do PPARγ, outro fator de 

transcrição, e da adiponectina (GERALDO; ALFENAS, 2008; BRESSAN, 2009). 

Em pacientes com alterações das respostas metabólicas, o equilíbrio entre os 

lipídios da dieta tem como propósito controlar o estresse oxidativo e a resposta inflamatória 

exacerbada, por meio da relação entre os tipos de ácidos graxos insaturados ingeridos, que 

afetam a síntese de eicosanóides, atuando como mensageiros intermediários de fatores de 

crescimento, controlando a proliferação e a diferenciação celular (CALDER, 2003). 

O estresse oxidativo, fenômeno também envolvido na carcinogênese e 

influenciado por dieta com equilíbrio entre os lipídios, foi mensurado pela dosagem da 

glutationa reduzida e do ácido tiobarbitúrico (TBARS). A glutationa foi maior nos animais do 

grupo Hipolipídico, sendo este significante quando comparado com todos os outros grupos 

(Figura 28). Embora a relação entre os ômegas permanecesse a mesma, a menor quantidade 

de gordura no grupo Hipolipídico em relação aos outros contribuiu para esta diferença. O 

grupo Salina também foi significante em relação ao Padrão, onde a única variável entre eles 

foi à exposição ao AOM no grupo Padrão. 

O ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi significantemente mais alto nos grupos de 

maior incidência de carcinogênese (Padrão, Hiper e Normolipídico) em relação ao grupo 

Salina e Hipolipídico. No entanto, entre Salina e Hipolipídico não houve diferença 

significante (Figura 29). Concluindo-se que a dieta pobre em gordura do grupo Hipolipídico 

com alta razão -9:-6 e baixa -6:-3 foi eficaz na prevenção de carcinogênese cólica por 

diminuir a peroxidação lipídica. 

O mecanismo no qual os ácidos graxos poliinsaturados induzem efeitos 

genotóxicos, envolve vários intermediários reativos. Os radicais hidroxila (OHs) e outras 

espécies reativas de oxigênio (HO2, NO2, RO, RO2) são gerados durante o processo de 

peroxidação lipídica ou aumentam diretamente a partir da decomposição do ácido linoléico. 

Esses radicais livres formados podem ser mediadores do processo de dano de biomembranas, 

enzimas ou outras proteínas e ácidos nucléicos. Essa oxidação desencadeia uma cascata 
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autocatalítica que gera várias substâncias genotóxicas com grandes implicações para a 

integridade do DNA (MEYDANI, 1996; SIMOPOULOS, 2010). 

Os ácidos graxos poliinsaturados aumentam a geração do radical superóxido (O2) 

e peróxido de hidrogênio (H2O2) nas células tumorais provocando a sua morte por apoptose 

ou necrose, dependendo da potência oxidante. Os radicais livres e os peróxidos lipídicos 

suprimem a expressão do Bcl-2, ativam as caspases e encurtam os telomeros e assim induzem 

apoptose das células neoplásicas (FELIPPE, 2005). 

Os ácidos graxos -3 apresentam efeito modulador sobre as citocinas pró-

inflamatórias, as proteínas hepáticas de fase aguda, eicosanóides e sistema enzimático 

endógeno, como superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase. Uma dieta 

rica em gordura insaturada apresenta diminuição da atividade da catalase e aumento da 

glutationa, enquanto uma dieta rica em gordura saturada ocorre o inverso (HEYLAND; 

DHALIWAL; DAY et al., 2006). 

Os ácidos graxos poliinsaturados,  por serem essenciais, são indispensáveis  na 

alimentação, mas o consumo excessivo ou  mais importante ainda, uma alta relação entre ω-

6:ω-3 e uma baixa relação ω-9:ω-6 vem sendo investigada como participante do processo de 

carcinogênese, principalmente nos estágios mais iniciais. Os lipídios, especificamente os 

ácidos graxos ω-6, podem ser coadjuvantes no processo de carcinogênese a partir da produção 

de eicosanóides, derivados das vias da lipoxigenase (LOX) e ciclooxigenase (COX); da 

formação de radicais livres e outros compostos reativos liberados de uma intensa peroxidação 

lipídica que podem causar dano ao DNA (PINOTTI; SILVA; SUGIZAKI  et al., 2007). 

Os ácidos ω-3 suprimem a biossíntese dos eicosanóides derivados do ácido 

araquidônico, modulando a inflamação com impacto na proliferação celular e apoptose. Os 

produtos das COX e LOX derivados do AA estimulam a mitose, proliferação celular e 

angiogênese, enquanto que os produtos dessas duas enzimas sobre o EPA e DHA não 

somente impedem a estimulação da angiogênese, como provocam a sua diminuição, 

aumentam a apoptose e reduzem o crescimento tumoral (LOUREIRO; MASCIO; MARISA  

et al., 2002; WEN; DEUTSCH; OPOLON et al., 2003). 

O estudo da carcinogênese envolve também proliferação celular e apoptose, 

mensuradas na presente pesquisa pela utilização da expressão imunohistoquímica do  TUNEL 

e Ki-67. TUNEL é um método para detectar a fragmentação do DNA, que resulta da cascata 

apoptótica, e é expresso pela marcação da extremidade terminal de ácidos nucléicos. Os ratos 

alimentados com a dieta Hipolipídica, com menor concentração de gordura, possivelmente 

apresentaram menor hiperinsulinemia, inflamação, concentração circulante de IGFs, 
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proliferação celular e consequentemente maior apoptose. Por outro lado, os ratos alimentados 

com dieta Padrão e induzidos com AOM, com  alta  relação ω-6:ω-3 e baixa ω-9:ω-6, 

apresentaram maior inflamação e proliferação celular e menor apoptose. 

As dietas normolipídica e hipolipídica aumentaram significantemente (p<0,05) a 

apoptose de células tumorais do colo dependendo mais da quantidade de gordura existente em 

cada uma das dietas do que da alta relação -9:-6 e baixa -6:-3. Os tecidos tumorais do 

colo de ratos alimentados com dieta hipolipídica mostraram os mais altos índices de apoptose 

celular quando comparados aos ratos alimentados com dieta padrão, no entanto, a dieta 

hiperlípidica não aumentou significantemente a apoptose em relação ao grupo Padrão. Um 

aumento significante de células apoptóticas também foi observado em ratos alimentados com 

dieta hipolipídica em relação com a hiperlipídica e a normolipídica (Figura 30 e 31). O DHA 

inativa a família Bcl-2 de genes antiapoptóticos e aumenta a transcrição de genes e fatores de 

transcrição que induzem a apoptose. O DHA ativa fosfatases protéicas envolvidas na 

inativação do Bcl-2 e na ativação da caspase-3, fatores que de forma independente promovem 

o aumento de apoptose (SIDDIQUI; SHAIKH; SECH et al., 2004).  

                   A contagem de células KI-67 no colo normal do grupo Salina mostrou redução 

significante em relação ao tecido tumoral nos demais grupos (p<0.001). O grupo Hipolipídico 

também mostrou diminuição significante desta marcação quando comparado aos grupos 

Padrão, Hiper e Normolipídico (p<0.05) (Figuras 32 e 33, Apêndice I). A dieta rica em EPA e 

DHA  diminui a mitose celular por reverter a atividade da proteína C kinase (PKC) na 

carcinogênese do colo, diminui a atividade dos oncogenes Ras e da proteína ativadora 1(AP-

1), que frequentemente estão ativos nos tumores malignos humanos e estimulam a mitose, 

suprimir a ativação do fator de transcrição nuclear NFkB de um modo dose dependente e 

diminuir também a proliferação celular e angiogênese e aumentar a apoptose (FELIPPE JR, 

2011).  

No que diz respeito ao perfil lipídico, o grupo Hiperlipídico apresentou os maiores 

índices de colesterol total, colesterol LDL e triglicerídeos e o menor de colesterol HDL em 

relação aos grupos Salina, Padrão, Normo e Hipolipídico. A média da glicemia e AST não 

diferiram entre os grupos do estudo, mas ALT foi significantemente maior no grupo 

Hiperlipidíco em relação aos demais grupos (Figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39).  

Estes resultados não foram os encontrados  em outros trabalhos, onde uma dieta rica 

em ácidos graxos ômegas 3 reduz os níveis séricos de colesterol total, triglicerídeos e aumenta 

o colesterol HDL (AGUILERA; DÍAZ; BARCELATA et al., 2004; ROBERT, 2005). 

Buckland et al. (2012) mostraram que dietas com alta concentração de ω-9 controlava a 
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glicemia, reduzia a inflamação sistêmica, diminuía o risco cardiovascular pela melhora do 

perfil lipídico. 

Uma explicação para estes achados é a maior quantidade total de gordura presente no 

grupo Hiperlipídico (45%) em relação ao Padrão (12%), Normolipídico (30%) e Hipolipídico 

(12%). Outro fator que pode ter contribuído foi o percentual aumentado de gordura saturada 

presente nas dietas manipuladas (23,30%) em relação à dieta Padrão (15%) (Apêndice E e 

Anexo B).               

  Nas condições e modelo do estudo realizado, a administração de dietas hiperlipídicas, 

normolipidícas e hipolipídicas, com baixa razão ω-6/ω-3 e alta razão ω-9/ ω-6  reduziu a 

formação de CA clássicas e displásicas, FCA com < e ≥ 5 criptas por foco, multiplicidade de 

focos, índice  mitótico, atipia  e peroxidação lipídica estresse oxidativo e aumentou  apoptose 

de células tumorais  do colo e capacidade antioxidante, favorecendo, pois, efeito protetor, ou 

seja, uma atenuação da carcinogênese cólica. Contudo, essas ações benéficas parecem ter 

sofrido mais influência da quantidade de gordura existente em cada uma das dietas do que das 

razões ideais entre os ácidos graxos ômegas 3, 6 e 9.  

                Mais estudos serão necessários, inclusive com a utilização de dietas similares 

em  outros modelos com maior número de animais, no sentido de identificar a real ação dessas 

dietas na carcinogênese colorretal, podendo  vir a  contribuir no futuro para medidas 

preventivas do CCR. 
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6  CONCLUSÃO  

 

1. As dietas hiperlipídicas, normolipídicas e hipolipídicas  com baixa relação -6/-3 e alta 

-9/-6 reduzem a ingesta e massa corporal dos animais. 

2. As dietas hiperlipídicas, normolipídicas e hipolipídicas  com baixa relação -6/-3 e alta 

-9/-6 reduzem a peroxidação lipídica e elevam a capacidade antioxidante. 

3. As dietas hiperlipídicas, normolipídicas e hipolipídicas  com baixa relação -6/-3 e alta 

-9/-6,  no modelo estudado,  protegem  contra a carcinogênese cólica. 
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APÊNDICE A – COMPOSIÇÃO DAS DIETAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alimento Quantidade(g) Calorias Carboidratos(g) Proteinas(g) Lipidios(g) 

Dieta Padrão           
  BiobaseBio-tec 27 120 17,6 8,8 1,6 
  Total  27 120 17,6 8,8 1,6 

  Total de calorias (%)     70,4 (58,7%) 35,2 (29,3%) 
14,4 

(12,0%) 
              
Dieta Hiperlipídica           
  Nutri dextrin 11,8 44,84 11,21 0 0 
  Óleos (mix) 9,5 78,92 0 0 8,77 
  Nutri Protein HWP 16,5 52,8 0 13,2 0 
  Total 37,8 176,57 11,21 13,2 8,77 

  Total de calorias (%)     44,84 (25,4%) 52,8 (29,9%) 
78,9 

(44,7%) 
              
Dieta Normolipídica           
  Nutri dextrin 18 68,4 17,1 0 0 
  Óleos (mix) 6,2 51,51 0 0 5,7 
  Nutri Protein HWP 16 51,2 0 12,8 0 
  Total   171,11 17,1 12,8 5,7 

  Total de calorias (%)     68,4 (40,0%) 51,2 (29,9%) 
51,5 

(30,1%) 
              
Dieta Hipolipídica           
  Nutri dextrin 27 102,6 25,65 0 0 
  Óleos (mix) 2,5 20,77 0 0 2,31 
  Nutri Protein HWP 16,5 52,8 0 13,2 0 
  Total   176,17 25,65 13,2 2,31 

  Total de calorias (%)     102,6 (58,2%) 52,8 (30%) 
20,8 

(11,8%) 



105 

 

APÊNDICE B – COMPOSIÇÃO DA DIETA HIPERLIPÍDICA 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ALIMENTO QUANTIDADE CALORIAS CARBOIDRATOS (G) PROTEINAS (G) LIPIDIOS(G) 

Nutri dextri 11,8 44,84 11,21 0 0 

Óleos (mix) 9,5 78,92 0 0 8,76945 

Nutri Protein HWP 16,5 52,8 0 13,2 0 

            

Total em gramas/mg/mcg     11,21 13,2 8,76945 

            

Distribuição total de calorias     44,84 52,8 78,9251 

Total de calorias 176,57 

    
Percentual/calorias     25,3957 29,904 44,7003 

Mix de vitaminas e minerais 0,84         

 
 

    

      Total em gramas por dia/cada rato 38,64g 
   Percentual de Carboidratos 

 
25% 

   Percentual de Proteínas 
 

30% 
   Percentual de Lipídios 

 
45% 

   Total em calorias da dieta 
 

176,57kcal 
   



106 

 

APÊNDICE C – COMPOSIÇÃO DA DIETA NORMOLIPÍDICA 

 
 

 

 

 

 

 

Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (g) Proteinas (g) Lipidios(g) 

Nutri dextri 18 68,4 17,1 0 0 

Óleos (mix) 6,2 51,51 0 0 5,72322 

Nutri Protein HWP 16 51,2 0 12,8 0 

            

Total em gramas/mg/mcg     17,1 12,8 5,72322 

            

Distribuição total de calorias     68,4 51,2 51,509 

Total de calorias 171,11 

    
Percentual/calorias     39,9745 29,9225 30,103 

Mix de vitaminas e minerais 0,84         

 
 

    

      Total em gramas por dia/cada 
rato 

 
41,04g 

   Percentual de Carboidratos 
 

40% 
   Percentual de Proteínas 

 
30% 

   Percentual de Lipídios 
 

30% 
   Total em calorias da dieta 

 
171,11kcal 
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APÊNDICE D – COMPOSIÇÃO DA DIETA HIPOLIPÍDICA 
 

 

 

 

Alimento Quantidade(g) Calorias Carboidratos (g) Proteinas (g) Lipidios(g) 

Nutri dextri 27 102,6 25,65 0 0 

Óleos (mix) 2,5 20,77 0 0 2,30775 

Nutri Protein HWP 16,5 52,8 0 13,2 0 

            

Total em gramas/mg/mcg     25,65 13,2 2,30775 

            

Distribuição total de calorias     102,6 52,8 20,7698 

Total de calorias 176,17 
    Percentual/calorias     58,2393 29,9711 11,7896 

Mix de vitaminas e minerais 0,84         

 

 

 

 
 

TOTAL EM GRAMAS POR DIA/CADA RATO       46,84g 

PERCENTUAL EM CARBOIDRATOS                      58% 

PERCENTUAL DE PROTEINA                                  30% 

PERCENTUAL DE LIPÍDIOS                                     12% 

TOTAL EM CALORIAS DA DIETA                     176,17KCAL 
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APÊNDICE E –PERFIL LIPÍDICO DAS DIETAS E RELÃÇAO  3, 6 e 9 

 
 

 
 

 

  

Dieta Dieta Dieta Dieta 

Padrão Hiperlipídica Normolipídica Hipolipídica 

Gordura         

  Poliinsaturada 54% 26,50% 26,50% 26,50% 

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

  Saturada 15% 23,30% 23,30% 23,30% 

            

Relação 3, 6 e 9         

  6:3 8 : 1 1,4 : 1 1,4 : 1 1,4 : 1 

  9:6 0,4 : 1 3,2 : 1 3,2 : 1 3,2 : 1 
  Poli:Saturada 5,2 : 1 3,3:1 3,3:1 3,3 : 1 
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APÊNDICE F – PERFIL LIPÍDICO DA DIETA HIPERLIPÍDICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 

     14,2 53,3 20 12,5 
 Óleo de Linhaça 1,14 0,16188 0,60762 0,228 0,1425 12% 

       
         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 

     26 10 58 6 
 Óleo de Canola 4,18 1,0868 0,418 2,4244 0,2508 44% 

       
         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 

     8 1 77 14 
 Óleo de Oliva 2,755 0,2204 0,024795 2,12135 0,3857 29% 

                Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     0 0 0 100 
 TCM 1,425 0 0 0 1,425 15% 

       
         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 

 Total em gramas 9,5 1,469 1,050415 4,77375 2,204 
 Total em gramas   2,519495   4,77375 2,204 
 Total em Calorias   22,675455   42,96375 19,836 
     POLI   MONO SATURADA 
 

              

  ômega 6 ômega 3 ômega 9 
        Total de 
ômegas   

   1,46908 1,050415 4,77375 7,3   
 Relação 6:3 1,4         
 Relação 9:6 3,2         
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APÊNDICE G – PERFIL LIPÍDICO DA DIETA NORMOLIPÍDICA 
 

 

 

     

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     14,2 53,3 20 12,5 
 Óleo de Linhaça 0,744 0,105648 0,396552 0,1488 0,093 12% 

       
         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 

     26 10 58 6 
 Óleo de Canola 2,728 0,70928 0,2728 1,58224 0,16368 44% 

                Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     8 1 77 14 
 Óleo de Oliva 1,798 0,14384 0,016182 1,38446 0,25172 29% 

                Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     0 0 0 100 
 TCM 0,93 0 0 0 0,93 15% 

                Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
 Total em gramas 6,2 0,959 0,685534 3,1155 1,4384 
 Total em gramas   1,644302   3,1155 1,4384 
 Total em Calorias   14,798718   28,0395 12,9456 
     POLI   MONO SATURADA 
 

       

       

  ômega 6 ômega 3 ômega 9 
        Total de 
ômegas   

   0,958768 0,685534 3,1155 4,8   
 Relação 6:3 1,4         
 Relação 9:6 3,2         
 Total de Gorduras: 6,2 
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                       APÊNDICE H – PERFIL LIPÍDICO DA DIETA HIPOLIPÍDICA 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     14,2 53,3 20 12,5 
 Óleo de Linhaça 0,3 0,0426 0,1599 0,06 0,0375 12% 

       

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     26 10 58 6 
 Óleo de Canola 1,1 0,286 0,11 0,638 0,066 44% 

       

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     8 1 77 14 
 Óleo de Oliva 1,725 0,058 0,006525 0,55825 0,1015 29% 

       

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
     0 0 0 100 
 TCM 0,375 0 0 0 0,375 15% 

       

         Gramas ômega 6 ômega 3 ômega 9 Gordura saturada 
 Total em gramas 2,5 0,387 0,276425 1,25625 0,58 
 Total em gramas   0,663025   1,25625 0,58 
 Total em Calorias   5,967225   11,30625 5,22 
     POLI   MONO SATURADA 
 

       

       

  ômega 6 ômega 3 ômega 9 
        Total de 
ômegas   

   0,3866 0,276425 1,25625 1,9   
 Relação 6:3 1,4         
 Relação 9:6 3,2         
 

       

      Total de Gorduras: 2,5 
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                                      APÊNDICE  I - IMUNOHISTOQUÍMICA 
1. K-RAS 
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2.NFkB 
 

Controle Negativo                             GI                                                       GII 

           
GIII                                                      GIV                                                     GV 
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3. Expressão de COX-2 

 

A expressão imunohistoquímica de COX-2 mostrou que apenas o grupo 

hipolipídico (10, 8-12) mostrou maior intensidade de marcação em relação ao grupo salina (0, 

0-0). Não houve diferença significante entre os demais grupos padrão (8, 8-8) e com dietas 

hiper (8, 8-8) e normolipídica (4, 4-9) (p=0.0224, Kruskall-Wallis/Dunn) 

 

Tabela 8: Expressão imuno-histoquímica 

de COX-2. 

Grupo  Expressão de COX p-Valor 

Salina 0 (0-0) 0.0224 

Padrão 8 (8-8)  

Dieta 

Hiperlipídica 
8 (8-8)   

Dieta 

Normolipídica 
4 (4-9)  

Dieta 

Hipolipídica 
10 (8-12)*  

*p<0.05 em relação a Salina, Kruskall-

Wallis/Dunn. 
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APENDICE J – LESÕES MALIGNAS 
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                                          APENDICE K – LESÕES BENIGNAS  
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APENDICE L - CARCINOGÊNESE 
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APENDICE M – LESÕES HEPÁTICAS 

 

 

1.GRUPO PADRÃO 
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2. GRUPO HIPERLIPÍDICO 
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3.GRUPO NORMOLIPÍDICO 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



121 

 

 

4.GRUPO HIPOLIPÍDICO 
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                                                               ANEXO A 

DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA         

ANIMAL 

 

 
 
 

 

 

 
 



123 

 

 

ANEXO B – COMPOSIÇÃO DA DIETA PADRÃO 
 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (g) Proteínas (g) Lipídios(g) 

Nutri dextri 18 68,4 17,1 0 0 

Óleos (mix) 6,2 51,51 0 0 5,72322 

Nutri Protein HWP 16 51,2 0 12,8 0 

            

Total em gramas/mg/mcg     17,1 12,8 5,72322 

            

Distribuição total de calorias     68,4 51,2 51,509 

Total de calorias 171,11 

    
Percentual/calorias     39,9745 29,9225 30,103 

Mix de vitaminas e minerais 0,84         

 
 

    

      Total em gramas por 
dia/cada rato 

 

46,84g 
   Percentual de Carboidratos 

 

58% 
   Percentual de Proteínas 

 

30% 
   Percentual de Lipídios 

 

12% 
   Total em calorias da dieta 

 

176,17kcal 
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ANEXO C - CLASSIFICAÇÃO DA DIARREIA 

 

 

 

 

 

À diarreia são atribuídos escores de acordo com a intensidade. Grau 0= fezes com aspecto 

normal; Grau 1= fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2= fezes úmidas com 

pouca sujidade perianal; Grau 3= fezes úmidas com bastante sujidade perianal (Kurita et al., 

2000). 
 

 

 

 

 

 

 
 
                                            Representação dos graus de diarreia 
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ANEXO D: EstadiamentoTNM (AJCC/UICC, 2009) 

 

Tumor Primário (T) Linfonodos Regionais (N) Metástases à Distância (M) 

(TX) Tumor primário  

         Inacessível 

 

(T0) Sem evidências do 

        Tumor primário 

 

(Tis) Carcinoma in situ 

intraepitelial ou invasão 

da lâmina própria 

(NX) Linfonodos regionais  

         Inacessíveis 

 

(N0) Sem evidência de  

        Linfonodos regionais 

(MX) Presença de metástases a 

distância não pode ser observada 

 

(M0) Sem metástases à 

distância 

 

(T1) Tumor invadindo a 

        Submucosa 

 

 

(T2) Tumor invadindo a  

muscular própria 

 

(N1) Metástases em até três 

linfonodos pericólicos 

ou perirretais 

 

(N2) Metástases em quatro  

ou mais linfonodos        

pericólicos/ perirretais 

 

 

(M1) Metástase à distância 

(T3) Tumor invadindo  

através da muscular  

própria até a subserosa 

 

(T4) Tumor invadindo  

diretamente outros  

órgãos 

 

(N3) Metástase em qualquer 

linfonodo ao longo da 

cadeia vascular 

 

 

 

 

• Estádio 0 – TisN0M0 

• EstádioI -  T1N0M0/ T2N0M0 

• EstádioII-  T3N0M0/ T4N0M0  

• Estádio III-Qualquer TN1M0/ N2M0  

• Estádio IV- Qualquer T/qualquer NM1 
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ANEXO E : ANTICORPOS UTILIZADOS 

 

1. Ki-67  
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2.K-Ras 

 
 

 



128 

 

 

 

3.NFkB 
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4.COX-2 
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 ANEXO F - ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 

1. Dosagem da concentração das TBARS 

Posteriormente, a amostra foi levada à temperatura ambiente, retiraram-se 100 µL 

de plasma e adicionaram-se4 ml de KCl gelado a 1,15%, de forma que a amostra ficasse 

homogênea, resultando em uma solução ácida concentrada. Retirou-se uma alíquota de 0,5 

ml da amostra e acrescentou-se 1 ml da solução aquosa de TBA a 0,6% e 3 ml da solução 

de ácido fosfórico (H3PO4) a 1%. A mistura foi colocada em banho fervente, pois o 

malondialdeído (MDA) é capaz de reagir, sob aquecimento em meio ácido, com o TBA 

originando composto de cor rosa. Adicionaram-se então, 4 ml de n-butanol. Após isso, a 

mistura foi agitada por 2 minutos e então centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. 

A absorbância da fase sobrenadante foi medida em espectrofotômetro Beckman 

(520 nm a 535 nm), mensurando-se a concentração plasmática das Substâncias Reagentes 

do Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) em unidade de nmol MDA/mL plasma (MIHARA; 

UCHIYAMA, 1978). 

 

 

2. Dosagem da concentração de Glutationa 

 

Utilizaram-se os reagentes: Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), Ácido 

tricloroacético (ATA) a 50%, Tampão hidroximetilaminometano (TRIS) 0,4 M, pH 8,9, 

pH 8,9, 2-ácido nitrobenzóico (DTNB) 0,5 M, Metano e Glutationa (GSH), 1mg/ml. 

Após a amostra ser submetida a processo de centrifugação, o plasma imediatamente é 

congelado em nitrogênio líquido a – 70°C. Posteriormente, o plasma foi levado à 

temperatura ambiente, retiraram-se 100 µL e realizou-se a homogeneização em 5 ml de 

EDTA 0,02M. Retiraram-se 4 ml do homogenato e misturaram-se 3,2 ml de água destilada 

e 0,8 ml de ácido 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 homogeneização 

e após foram lidas as absorbâncias no espectrofotômetro à 412 nm. A concentração final da 

glutationa, em µmol/ml, foi obtida comparando-se o valor da absorbância de tabela padrão. 
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ANEXO G - CITOCINAS 

 

 Preparo dos reagentes para imunoensaio (Milliplex Map Kit) 

Os anticorpos imobilizados em Beads: o frasco com os anticorpos (anti-IL-1β, 

anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IL-18, anti-TNF-α, anti-INF-γ e anti-VEGF) imobilizado no Beads 

por 30 seg e agitado vigorosamente por 1 min antes do uso. Adicionado 60 μL da solução 

contendo de Beads em 2.58 mL de diluente para Beads.Reconstituído controle de qualidade 1 

e 2 em 250 μL de água deionizada.Diluído 30 mL de Wash Buffer (solução estoque 10x) em 

270 mL de água deionizada. 

Reconstituído o frasco Standard com 250 μL água deionizada para uma 

concentração final de 20.000 pg/mL. Preparados6 tubos de microcentrífugas com 120  μL de 

Assay Buffer e adicionado solução Standard reconstituída conforme quadro abaixo. 

     Diluição da curva padrão 

Solução Standard 

(Adicionar) 

Vol. de Assay Buffer 

(Adiciononar) 

Concentração Standard 

(pg/mL) 

40 μL do original 120 μL 1:4 

40 μL de 1:4 120 μL 1:16 

40 μL de 1:16 120 μL 1:64 

40 μL de 1:64 120 μL 1:256 

40 μL de 1:256 120 μL 1:1.024 

40 μL de 1:4.096 120 μL 1:4.096 

 

 

Procedimento para imunoensaio 

                Descongeladas as amostras uma única vez, foi centrifugada a 3000xg por 5 min 

antes de iniciar as reações. As amostras foram diluídas na proporção de 1:4 de soro diluente 

(disponível no kit). 

Montada a placa de filtro com 200 μLde Assay Buffer em cada poço. Selado e 

misturado no agitador para placa por 10 min na temperatura ambiente.Removido o Assay 

Bufferem câmara com vácuo, adicionado 25 μL de cada amostra padrão (Standard disponível 
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no kit) ou controle de reação (disponível no kit) em cada poço apropriado. Poço sem standard 

ou controle contendo Assay Buffer foi considerado como 0 pg/mL standard (Background). 

Foram adicionados 25 μL de Assay Buffer em todos os poços das amostras, 

colocados 25  μL da amostra diluída em cada poço correspondente. Acrescentados 25 μL de 

solução com Beads em cada poço. Foi vedada a placa e colocada em agitador para placas, 

deixando-a em incubação “overnight” por 18 horas. Removido o conteúdo líquido com vácuo 

e lavado a placa 2 vezes com 200 μL/poços de solução de lavagem apropriada, removida a 

solução de lavagem à vácuo. Foram adicionados 25 μL/poço de detector de anticorpo. Foram 

vedados e incubados em agitação por 2 h à temperatura ambiente. Acrescentados 25 μL/poço 

de Streptavidin-Phycoerythrine incubado por 30 min à temperatura ambiente. Foi removido 

todo excesso a vácuo, lavada a placa 2 vezes com 200 μL/poço com líquido de lavagem, 

filtrado a vácuo em cada lavagem. Foram adicionados 150 μL/poço de solução contendo no 

kit denominado “Sheath Fluid”, reconstituindo os “beads” na placa e agitando por 5 min. 

A leitura da placa foi realizada na plataforma Luminex 100TM v 2.3 (Bio-Plex) e 

se baseia na tecnologia de detecção simultânea de múltiplos analitos com pequena quantidade 

de amostras baseadas na combinação de diferentes conceitos tecnológicos de comprovada 

resolução, sendo analisada a mediana da intensidade de fluorescência de cada analito usando 

o método de curva de calibração (parâmetro logarítmico). 

Utilizou-se o kit Lincoplex para as dosagens plasmáticas IL-1β, IL-6, IL-10, Il-18, 

INF-γ, TNF-α e VEGF por imunoensaio Multiplex. 

Trata-se de um processo exclusivo de imunoensaio tipo “sanduíche” que cora 

internamente micro esferas de poliestireno (anticorpos) com dois fluoro cromos espectrais 

distintos. Cada esfera é conjugada a um anticorpo analito específico e tem um “código de cor” 

e sua assinatura. O plasma é incubado com as micro esferas e depois se adiciona ao conjunto 

o anticorpo de detecção biotinilado (conjugado com biotina, uma vitamina com alta afinidade 

por estreptoavidina, que emite sinal fluorescente). As micro esferas são lidas no equipamento 

chamado Luminex® através de um sistema duplo de lasers que incide sob as micro esferas à 

medida que essas fluem pelo fluxo celular (citometria de fluxo). Um feixe de laser detecta a 

micro esfera (pelo código de cor específico para o ensaio) e o outro quantifica o sinal em cada 

micro esfera e faz a contagem das variáveis separadamente. O teste tem controle de qualidade 

e, para cada variável, tem curva controle diferente.
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            ANEXO H – IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Procedimentos: Sequência do 1º dia: Aqueceram-se as lâminas na estufa 

(temperatura em torno de 60°C) por 3 h. Primeiro esperou-se a estufa chegar à temperatura 

desejada para somente então começar a colocar as lâminas, as quais foram postas separadas 

no xilol. Bateria de hidratação: 3 banhos de xilol à temperatura ambiente por  3 min cada, 2 

banhos no álcool a 100% de 5 min cada, 1 banho  no álcool 70% de 5 min). Banho em água 

corrente (10 min). Aplicação da proteinase K por 30min  (700µL da solução stock + 175 ml 

de PBS). Bloqueio da peroxidase endógena   (peróxido de hidrogênio a 3% - 180mL de água 

destilada + 20mL de água oxigenada 30%) 2 banhos de 10 min cada. Lavou-se em PBS por 5 

min. Diluição do anticorpo primário (1:200):-12 µL foram diluidos em 2.400 µL de BSA a  

5%. O controle negativo recebeu apenas o BSA. Antes de aplicar o anticorpo primário, 

secaram-se as lâminas com papel de filtro recortados. Foi feita incubação “overnight”com 

anticorpo primário. Sequência do 2° dia: Retiraram-se as lâminas da geladeira e esperou-se 10 

min antes de incubar com o anticorpo secundário. Diluição do anticorpo secundário rabbit 

santa cruz biotechnology (1:200): 13µL diluídos em 2.600 µL de BSA. O controle negativo 

também recebeu o anticorpo secundário. Lavado em PBS por 5 min. Foi feita a secagem das 

lâminas com papel de filtro, aplicação do anticorpo secundário e incubação por 30 min. 

Preparação do complexo ABC (Immuno Cruz rabbit ABC Staining System: SC-2018): 2,5mL 

PBS + 50 µLA +50 µLB e deixou-se descansar por 30 min. Lavou-se em PBS por 5 min e 

fez-se a incubação com o complexo ABC por 30 min. Antes de aplicar o ABC, as lâminas 

foram secas com papel de filtro. Em seguida, lavadas com PBS por 3 min.Secagem das 

lâminas para a aplicação do DAB peroxidase, e  colocadas sobre papel branco para observar 

melhor a marcação acastanhada do DAB. Preparação do DAB: retiraram-se2ml e 

adicionaram-se 15 µL de água oxigenada 3%, a qual foi adicionada imediatamente antes do 

uso e  preparada com 10µL de água oxigenada + 90 µL de água destilada. A luz foi protegida 

com papel alumínio. Esse passo não teve tempo estipulado, porém foi monitorado no 

microscópico. Contra coloração com Metilgreen por 10min + controle negativo: 3 banhos de 

água destilada, mergulhando 10x no 1º e 2º, seguido de 30 seg sem agitação na 3ª lavagem. 3 

trocas de 100% N-Butanol, mergulhando 10x na 1ª e 2ª e deixando 30 seg, sem agitação no 3º 

banho. Montagem das lâminas- 3 banhos de xilol (2 min cada), retirada do xilol para 

montagem das lâminas sem deixar secar.  
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                  ANEXO I – IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

O procedimento utilizou os reagentes Equilibration Buffer, Working Strenght 

TdT, Anti-Digoxigenin-Fluorescein e Anti-Digoxigenin-Rhodamine, a enzima de trabalho 

(TdT) fornecida em umbuffer estabilização para preservar a atividade, a qual foi diluída com 

tampão de reação antes da utilização. Os reagentes foram misturados numa proporção de 

Tampão de reação de 70% a 30% da enzima TdT em um tubo de microcentrífuga fresco. Este 

reagente pode ser preparado antecipadamente e guardado em gelo durante não mais do que 6 

horas. Além destes reagentes, a enzima digestão proteína ou proteinase K foi utilizada 

diluindo-se o estoque 200 ug / mL de Proteinase K (N. º de Catálogo 21627) e 20 ug / mL em 

PBS imediatamente antes de usar na jarra Coplin. Esse passo foi realizado em um frasco 

Coplin, adicionando-se 3,9 mL da solução de 200 mg / mL estoque de Proteinase K (N. º de 

Catálogo 21627) e 35 mL de PBS  suficientes para um volume da diluição apropriada.A 

quantidade total de 35 mL foi suficiente para tratar (aplicação direta) 5 slides em uma jarra de 

Coplin. Este reagente pode ser preparado antecipadamente e guardado em um recipiente de 

vidro ou de plástico a 4 ° C. Usou-se uma nova porção para cada experimento. A solução de 

anticorpo fluoresceína foi fornecida em um tampão de estabilização para preservar a atividade 

e teve de ser diluída com solução de bloqueio antes de ser utilizada. Para preparar foi 

necessário, adicionar em um tubo de microcentrífuga fresco: 68 μL de solução de bloqueio e 

62 μL de anti-digoxigenina conjugado perfazendo um total de 130 μL. Misturou-se bem e 

manteve-se no gelo. Evitou-se a exposição à luz. Este reagente pode ser preparado 

antecipadamente e guardado em gelo por até 3 horas. Contra coloração nuclear com iodeto de 

propídio ou DAPI: o Iodeto de propídio (PI) ou DAPI foi usado com fluoresceína (FITC). O 

brilho do contra corante foi igual  ou menor do que a do FITC. A concentração ideal do 

corante variou no intervalo de 0,5-1 μg / mL em meio de montagem, após preparada foi 

imediatamente espalhada na lâmina até cobrir toda a área do tecido. Foram utilizadas 

lamínulas de plástico  com a finalidade de espalhar uniformemente os reagentes pela ação da 

capilaridade sobre uma área definida. Câmara úmida: foi utilizada nos momentos necessários 

à proteção contra a luz. Tempo Total: o tempo total do protocolo foi cerca de 3,5 h. 

Desparafinizou-se secção de tecido (em um frasco Coplin): lavou-se a amostra em 3 

mudanças de xileno, durante 5 min cada lavagem; lavou-se a amostra com 2 mudanças de 

etanol absoluto para 5 min cada lavagem; lavou-se a amostra uma vez em etanol a 95% e uma 
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vez em 70% por 3 min cada lavagem; lavou-se a amostra com uma mudança de PBS durante 

5 min. Pré-tratamento de tecido: aplicou-se a solução contendo a enzima recentemente diluída 

de Proteinase K (20 ug / mL) para a amostra de 15 min, em temperatura ambiente diretamente 

no slide; lavou-se  a amostra com duas mudas de PBS em um frasco Coplin, durante 2 min 

cada lavagem. Aplicou-se o Tampão de Equilíbrio: bateu-se suavemente para retirar o excesso 

de líquido e cuidadosamente, aspirou-se ao redor da secção com um papel toalha ou bomba de 

vácuo; aplicou-se imediatamente 75 uL do tampão de equilíbrio diretamente sobre o 

espécime; incubou-se durante pelo menos 10 seg à temperatura ambiente. Aplicou-se a 

solução de trabalho da enzima TdT: bateu-se suavemente para retirar o excesso de líquido e 

cuidadosamente aspirou-se ao redor da secção com um papel toalha ou bomba de vácuo e 

imediatamente pipetou-se  para a secção de 55μL da solução de trabalho da enzima TdT; 

incubou-se em uma câmara umidificada a 37 ° C durante 1 h.  Aplicou-se  o tampão de Parada 

/ Tampão de lavagem: colocou-se a  solução de parada de trabalho sobre a amostra, e 

incubou-se por 10 min, à temperatura ambiente; removeu-se uma alíquota da solução de anti-

digoxigenina conjugada dos frascos de estoque; esperou-se descongelar à temperatura 

ambiente, evitando-se a exposição à luz. Aplicou-se a solução de trabalho anti-digoxigenina: 

lavou-se a amostra em três lavagens de PBS durante 1 min de cada lavagem; removeu-se o 

excesso de líquido e cuidadosamente aspirou-se ao redor da secção; aplicou-se a solução de 

trabalho anti-digoxigenina conjugada no slide e usou-se  cerca de 65 μL em cada amostra; 

incubou-se em câmara úmida durante 30 min à temperatura ambiente. Evitou-se a exposição à 

luz. Lavou-se a amostra com 4 mudanças de PBS em um frasco Coplin, durante 2 min por 

lavagem, à temperatura ambiente. Após a contra coloração, montou-se a coloração de 

fluoresceína: aplicou-se o meio de montagem contendo 0,5-1,0 mg / mL de iodeto de propídio 

ou DAPI. Utilizaram-se 15 μL em sob uma lamínula de vidro e armazenou-se  a -20 ° C no 

escuro. Para ver Fluoresceína e contra coloração, utilizou-se microscópio adequado de 

fluorescência com excitação adequada e filtros de emissão. 

Interpretação dos resultados -  A marcação ocorreu em virtude da incorporação das 

bases nitrogenadas marcadas no DNA de células que sofreram processo de morte celular 

devido à desorganização dos núcleos e cromatina.        
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