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RESUMO

Dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica com baixa relacdo 6mega 6/ dmega 3 e alta
dmega 9/ O6mega 6 na carcinogénese colica em ratos.IDALIA MARIA BRASIL
BURLAMAQUI. Po6s-Graduacao Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia, Faculdade
de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Doutor em Ciéncias Médico-
Cirurgicas). Fevereiro, 2014. Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

Cancer colorretal tem alta incidéncia, sendo influenciado por fatores genéticos e ambientais.
Estudos sugerem que &cidos graxos émegas 3, 6 e 9 estdo envolvidos na sua génese e
prevencdo. Objetivo foi verificar efeitos de dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica,
com baixa relacdo w-6:m-3 e alta ®-9:w-6 na carcinogénese colorretal induzida por
azoximetano (AOM). Foram usados 60 ratos Wistar, 3 semanas de idade, pesando 40 a 50g e
distribuidos em 5 grupos de 12 animais: Gl- Dieta Padrdo sem AOM; GlI- Dieta Padréo e
AOM,; GlII- Dieta Hiperlipidica e AOM; GIV- Dieta Normolipidica e AOM; GV- Dieta
Hipolipidica e AOM. Avaliados peso e ingesta 4 vezes por semana até a 362 Os colos foram
analisados quanto a presenca de tumores, focos de criptas aberrantes, nimero de criptas por
foco, incidéncia, invasdo, atipias e multiplicidade dos carcinomas. Determinaram-se
colesterol total e fracdes, triglicerideos, glicemia, ALT e AST, glutationa, TBARS,
interleucinas no plasma. indice apoptético e mitotico, NFkB, COX-2 e K-Ras foram medidos
em tecido tumora. Gl e GlI apresentaram aumento da massa corporal em relagéo aos GllI,
GIV e GV. Ingestas de Gl e GII foram maiores que em GllII, GIV e GV. Houve reducdo do
namero de criptas aberrantes e do total de focos com menos e mais de 5 criptas em GIV e GV
comparados com GIll. Houve diminui¢do na incidéncia dos tumores em GV. O indice de
carcinogénese foi superior no GIl em relacdo ao GV. Glutationa foi maior e TBARS
menor em GV. IL-10 no GlII foi maior que em GI. IFNy elevou-se em GIl em relagdo aos
Glll e GV. TNF-o aumentou em GIV e GV em relacdo ao GI. Apoptose aumentou nos
grupos V, IV, 111, em relacdo aos Gll e Gl. indice mitético foi menor em GV em relagdo aos
Gll, Glll e GIV. Conclui-se que dietas com baixa razdo »-6:®-3 e alta ®-9:®-6 reduzem a
ingesta, massa corporal e peroxidacdo lipidica; elevam a capacidade antioxidante e protegem
contra a carcinogénese colica.

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

Aberrantes. Ratos.



ABSTRACT

Hyperlipidic, normolipidic and hypolipidic diets with low ®-6:®-3 ratio and high ®-9:0-6
ratio on colorectal carcinogenesis in rats. IDALIA MARIA BRASIL BURLAMAQUI.
Post-Graduation Stricto Sensu, Department of Surgery, School of Medicine,
Universidade Federal do Ceara (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 w-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: GIl=Standard diet without AOM; GlI=Standard diet and AOM,;
GllI=Hyperlipidic diet and AOM; GIV=Normolipidic diet and AOM; GV=Hypolipidic diet
and AOM. Weight and ingestion were registered 4 times/week until the 36th week. Colons
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 Gl and GlI than in GllI, GIV and GV. Ingestion was greater
in Gl and GlI than in GllII, 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 GIl. In GV, the
incidence of tumors was reduced. The index of carcinogenesis was higher in Gll than in GV,
Glutathione was higher and TBARS was lower in GV. GllI was higher than in GI with regard
to IL-10. IFNy was higher in Gll than in GlIl and GV. TNF-a was higher in GIV and GV than
in GIl. Apoptosis increased in GV, GIV and GIII in relation to GIl and GI. The mitotic index
was lower in GV than in GlI, GIIl and GIV. In conclusion, hyperlipidic, normolipidic and
hypolipidic diets with low ®-6:®»-3 ratio and high ®-9:w-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. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) esta entre as neoplasias malignas mais frequentes no
mundo desenvolvido. E o terceiro cancer mais diagnosticado no sexo masculino e o segundo
no feminino. Tem alta incidéncia na Australia, Nova Zelandia, Europa e América do Norte
numa proporgdo de 30/100.000 habitantes. Na Asia, América do Sul e Oceania é de 13-
14/100.000 habitantes, enquanto que na Africa (exceto Africa do Sul), ocorrem baixas
incidéncias, 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 0 ano
de 2013, representando 9% das mortes para todos os tipos de cancer (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2013).

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o nimero de casos
novos de cancer 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. E o terceiro tipo de cancer mais frequente
em ambos os sexos, excluindo cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2013).

A prevaléncia do CCR apresenta padrdes bastante diferenciados entre as distintas
regides mundiais, o que sugere uma forte influéncia de fatores locais. Essa distin¢do pode ser
observada de forma semelhante no Brasil, onde as regides Sul e Sudeste apresentam elevada
incidéncia dessa neoplasia em relacdo as regides Norte e Nordeste, possivelmente em
consequéncia de diferencas nos padrdes dietéticos e no desenvolvimento socioecondmico
(PINHO; FERREIRA; BRIGO et al., 2003). As taxas brutas estimadas para 2014 s&o maiores
na regido Sudeste, com 23 casos a cada 100 mil habitantes para homens e 25 casos por 100
mil para mulheres, ocupando a segunda colocacdo no pais, seguida pela regido Sul com 20
casos no sexo masculino e 22 no feminino. J& na regido Nordeste, as estimativas para 0 ano de
2014 séo de 6 casos por 100 mil para homens e 8 para as mulheres e na regido Norte, 4 em
homens e 5 em mulheres (INCA, 2013).

A etiologia do CCR é resultado de uma complexa interacdo de variaveis
externas, como agentes ambientais e dietéticos, assim como fatores internos de natureza
genética ou hereditaria (SANTOS JR, 2007). Outros fatores de risco incluem o etilismo, o
tabagismo, a obesidade, o sedentarismo e a exposicdo a determinados agentes virdticos,
bacterianos e parasitarios, além do contato frequente com algumas substancias carcinogénicas
(defumados e agrotoxicos) (GAROFOLO; AVESANI; CAMARGO et al., 2004; DAVIES;
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BATEHUP; THOMAS, 2011). Sdo também considerados fatores de risco dieta com alto teor
de gordura, condimentos, carne vermelha e o baixo consumo de fibras, vitamina D, selénio,
antioxidantes, acido fdlico e calcio (ZANDONAI; SONOBE; SAWADA, 2012). Séo
considerados fatores de risco de natureza endogena: idade acima de 50 anos, histdria familiar
positiva para CCR, assim como o cancer colorretal ndo relacionado a polipose (HNPCC), os
polipos intestinais, polipose adenomatosa familiar (PAF), doengas inflamatdrias intestinais
(Retocolite ulcerativa e Doenca de Crohn), diabetes e antecedentes de cancer de ovario, mama
ou utero (SANTOS JR, 2007).

A carcinogénese é um processo dindmico, envolvendo uma gama de alteracGes
celulares, moleculares e morfoldgicas, sustentadas por modificacdes na expressdo de
oncogenes e genes supressores tumorais, que coordenam atividades essenciais da célula, como
proliferacdo, diferenciacédo e apoptose (KERR; WINTERFORD; HARMON, 1994).

A progresséo histoldgica da mucosa normal para adenomas de fase precoce foi
sugerida por Fearon e Vogelstein (1990). Estes autores demonstraram que o surgimento de
tumores colorretais € o resultado de um acumulo sequencial de quatro a cinco mutagdes
distintas (gene APC, ativacdo da proteina K-Ras e mutacdo das proteinas p53 e DCC),
correspondendo a um estagio diferente na sequéncia 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 individuos que desenvolvem a doenca de forma
hereditaria, porém suas mutacdes estdo intimamente relacionadas a génese das neoplasias
esporadicas (MORIN; VOGELSTEIN; KINZLER, 1996).

O gene APC apresenta-se mutado tanto em adenomas como em formas mais
avancadas do CCR e a incidéncia dessas mutacdes aumenta quanto mais avancada for a lesdo.
Em adenomas tubulares, o aparecimento de mutacdes situa-se em torno de 30%; esse numero
aumenta em adenomas vilosos e pode chegar a 80% nos casos de cancer colorretal. A proteina
APC desempenha um papel critico no equilibrio do ciclo proliferativo do epitélio intestinal e
sua disfuncdo resultante de mutacbes do gene APC, herdadas ou adquiridas, representa
possivelmente um dos primeiros fatores na cascata de alteracGes genéticas que levam ao
surgimento das neoplasias colorretais (PINHO; ROSSI, 1998; ROSSI; PINHO, 1999).

A proteina K-Ras (proteina reguladora da divisdo celular) possui a funcdo de
desencadear o processo de crescimento e diferenciacdo celular, responsavel por receber
estimulos extracelulares, como fatores de crescimento, horménios, neurotransmissores e

citocinas, e pela transmissdo desses estimulos pelo citoplasma até o ndcleo. A mutagdo do
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gene K-Ras pode estimular continuamente o nucleo, ocasionando permanente proliferacdo

celular.

O gene K-Ras é um proto-oncogene e esta localizado no cromossomo 12. Considera-
se gue este gene encontra-se presente em cerca de 40% a 60% dos carcinomas colorretais ou
adenoma maior que 1,0 cm. Essa mutacdo representa um passo inicial importante no
desenvolvimento da neoplasia colorretal, aumentando a incidéncia de mutagdes de acordo
com a progressdao do tamanho e grau da neoplasia em especial na transicdo de adenomas
pequenos para intermediarios, podendo, no entanto, apresentar uma tendéncia a uma menor
ativacdo em carcinomas em estagios mais avancados (PINHO; ROSSI, 1998; ROSSI,
PINHO, 1999).

O p53 (proteina protetora tumoral) é de todas as proteinas envolvidas na
carcinogénese, a de maior importancia e é formada a partir da codificacdo contida no gene
p53 situado no brago curto do cromossomo 17. Mutagdes desta proteina sdo 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 proteina p53 desempenha a funcdo de detectar eventuais falhas existentes no DNA (acido
desoxirribonucleico) de células prestes a se dividir e impedir que estas se propaguem a
linhagem celular subsequente. Esta proteina, quando identifica a existéncia de uma
anormalidade no DNA da célula em divisdo, promove uma parada do ciclo celular na fase G2,
proporcionando reparo da lesdo no DNA ou a inducdo da morte celular por apoptose (morte
celular programada) (VOGELSTEIN; SUR; PRIVE, 2010).

Ha pelo menos trés mecanismos pelo qual a p53 é ativada. O primeiro é através do
dano ao DNA, como o causado por radiacdo ionizante. A segunda via de ativacdo é
desencadeada por fatores de crescimento como os produtos dos oncogenes Ras. O terceiro
caminho € induzido por quimioterapicos, luz ultravioleta e inibidores de proteina-quinase
(MEEK, 2009). Todas essas vias inibem a degradacdo de p53, resultando em altas
concentragdes desta proteina (VOGELSTEIN; SUR; PRIVE, 2010).

A pesquisa da proteina p53 em neoplasias colorretais por técnicas de
imunohistoquimica tem sido amplamente utilizadas e estabelece relacdo entre sua detecgéo e
fatores diagndsticos ou prognosticos (FELIN; ROCHA; FELIN et al., 2008). Pelo fato da

forma mutante dessa proteina ter uma meia-vida longa quando comparada a sua forma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theodoropoulos%20GE%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 correlacdo significantemente positiva demonstrando que 0s
tumores com elevada incidéncia de mutagBes na proteina p53 apresentam uma maior
probabilidade de recidivas e menores indices de sobrevida. Assim, essa proteina se destaca
como elemento decisivo no processo de carcinogénese colorretal e um grande numero de

evidéncias aponta para sua crescente utilizacao na pratica clinica (PINHO; ROSSI, 1998).

Embora a proteina DCC (“deleted in colorectal cancer”) possa ser encontrada em
varios tecidos do organismo, apresenta-se em cerca de 70% dos tumores colorretais malignos.
O gene DCC, considerado supressor de tumor, esta localizado no cromossomo 18 e possui
importante funcao relacionada a adesao celular. Acredita-se que a proteina trans membrana do
DCC quando inativada compromete seriamente a adeséo celular, o que proporciona aumento
no potencial metastatico do tumor e, consequentemente, piora do progndstico (PINHO;
ROSSI, 1998; ROSSI; PINHO, 1999).

Outra via genética descrita é a encontrada em mais de 95% dos pacientes portadores
de CCR hereditario ndo-polipoide (HNPCC). Estes apresentam mutacdes nos genes capazes
de sintetizar proteinas com a funcdo de reparo do DNA (“mismatch repair genes”),
conhecidos como hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 e hMSH6 (proteinas com funcdo de
reparo). Estas proteinas possuem a capacidade de remocdo de segmentos alterados de DNA e
inser¢do de um novo segmento contendo a sequéncia correta. Existem evidéncias de que além
dos pacientes portadores de HNPCC, cerca de 20% dos CCR esporadicos apresentam esta
caracteristica genética (GEIERSBACH; SAMOWITZ, 2011).

O HNPCC, conhecido como Sindrome de Lynch, ocorre em 3% a 5% de todos
0s canceres colorretais, € autossdmico dominante e causado por uma mutacdo germinativa em
um dos genes de reparo de DNA. E caracterizado por um aumento do risco de varios tipos de
cancer, principalmente o colorretal (60% a 80%) (MEYER; BROADDUS; LU, 2009). A
instabilidade de microssatélites, mutacfes nas sequéncias de microssatélites no tecido tumoral
com perda de nucleotideos € o achado caracteristico de um funcionamento deficiente das
proteinas de reparo (“mismatch repair genes’). Nestes casos, 0 tumor é descrito como sendo

RER(+) para erros de replicagdo. Estes tumores apresentam aspectos bastante caracteristicos
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como uma tendéncia a localizagdo em colo direito e uma maior incidéncia em pacientes mais
jovens. Além disso, sdo mais frequentemente carcinomas pouco diferenciados e produtores de
muco com indice de sobrevida melhores quando CCR RER(+) (ARMAGHANY; WILSON;
CHU etal., 2012).

Além das duas vias descritas para explicar carcinogénese colorretal, alguns autores
descrevem que CCR pode também se desenvolver a partir de areas de mucosas desprovidas de
alteracdes macroscopicas prévias compativeis com adenomas, conhecidos como carcinomas
“de novo”. Nessas areas, identificou-se mucosa colorretal com discreta elevacdo de cor
avermelhada e, ocasionalmente, uma depressdo central compativel histologicamente com
adenoma tubular, apresentando atipias significativas e displasias de moderadas a graves,
denominadas adenomas planos. Atribui-se a existéncia de uma transmissao familiar como
sindrome do adenoma plano hereditario e que apresenta mutac@es relacionadas ao gene APC
(MUTO; KAMIYA; SAWADA et al.,1985; LYNCH; SMYRK; LANSPA, 1988). A
sindrome do adenoma plano é assim chamada porque os portadores tendem a desenvolver
multiplas lesbes, em média de cinco a dez, planas e elevadas principalmente na mucosa do
colo proximal (LYNCH; SMYRK; WATSON, 1992).

Dentre 0os modelos experimentais de cancer colico, a 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o
seu metabdlito, o azoximetano (AOM), sdo agentes carcinogénicos que induzem CCR em
roedores, por processo com multiplos passos, caracterizado pela formagdo sequencial de
lesbes histopatoldgicas similares aquelas observadas na carcinogénese espontanea em
humanos (CADERNI; FEMIA; GIANNINI et al.,2003).

O AOM induz lesbes pré-neoplasicas por aumento da expressdao do gene c-fos e
diminuicdo do gene c-myc, assim como a mutacdo do gene K-Ras (STOPERA; DAVIE;
BIRD, 1992). E metabolicamente ativado no figado por oxidacao, gerando compostos reativos
essenciais para a carcinogénese quimica (metilazoximetanol e ion metildiazdxido) sendo
levado ao colo pela corrente sanguinea ou via biliar como glucoronideo conjugado. Apds
ativacéo, o DNA é metilado principalmente nas posicdes N’- e O°- da guanina (SAFFHILL;
MARTGISON; O’CONNOR, 1985). O AOM causa proliferacdo de hepatocitos. Estes podem
ser pré-neoplasicos, quando ndo apresentam nenhum grau de crescimento auténomo,
designados por focos de hepatocitos alterados, espongioses e pelioses e também neoplasicos
como colangiomas, adenomas e carcinomas (BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES

et al., 2013). O AOM ¢é geralmente preferido em relagdo ao DMH por ser mais potente e
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requerer poucas reagdes para sua ativacdo (PAPANIKOLAOU; WANG; DELKER et al.,
1998).

As lesdes pré-neoplésicas, com seus varios graus de displasia, representam um passo
obrigatdrio na carcinogénese do colo, e muito esforco tem sido dedicado para identificacdo e
caracterizagdo  desses processos displadsicos em humanos e modelos animais
(WASHINGTON; POWELL; SULLIVAN et al., 2013).

Os focos de criptas aberrantes (FCA) sdo conceituados como criptas simples e
maultiplas que possuem a abertura luminar alterada, epitélio mais espesso e sdo maiores que as
criptas adjacentes (PRETLOW; O’RIORDAN; SOMICH et al.,1992; BIRD, 1995). FCA ¢é a
lesdo pré-neoplésica mais precoce com presenca 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 a acdo de substancias carcinogénicas no modelo experimental de Bird (1987).
Posteriormente, foram reconhecidos e identificados em humanos (PRETLOW; BARROW,
ASHTON et al., 1991) e desde entdo considerados como marcador bioldgico confiavel de
lesBes pré-neoplasicas e cancerosas no intestino grosso (MORI; YAMADA; TOSHIYA et al.,
2004).

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

Foram, identificados marcadores biologicos especificos para carcinogénese colica,
em roedores tratados com AOM ou DMH, 0 “mucin depleted foci” (MDF) ou foco depletado
de mucina, caracterizado pela formacéo de criptas com auséncia ou escassez na producédo de
muco, mostrando caracteristicas displasicas nos cortes histologicos (CADERNI; FEMIA;
GIANNINI et al.,2003; FEMIA; DOLARA; CADERNI, 2004). E também, “p-catenin-
accumulated crypts” (BCAC) ou criptas com acimulo de [B-catenina abrigando mutacdes

genéticas frequentes, com importante papel na carcinogénese (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 cancer colorretal em roedores continua sendo um valioso
instrumento para elucidar vias moleculares desta neoplasia. I1sso permite identificar novos
biomarcadores com elaboragdo de estratégias inovadoras para prevenir e tratar o cancer
colorretal. Na ultima década, desde o consenso de 2000, foram criados novos modelos de
CCR, com multiplas alteragdes geneticas que reproduzem tumores semelhantes aos
homdlogos humanos na morfologia, localizacdo e evolucdo da doenga. Alguns avancos foram
possiveis nestes modelos como, por exemplo, a possibilidade de estudar metéstase a distancia
e 0 desenvolvimento de tumores em outros 6rgdos (WASHINGTON; POWELL; SULLIVAN
etal., 2013).

Atualmente, se aceita que a inflamagdo cronica desempenha um papel
importante no desenvolvimento de neoplasias envolvendo mecanismos celulares e
moleculares. O aumento da sintese de mediadores imunoldgicos de resposta pré-inflamatoria,
com producdo exacerbada de citocinas, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucinas-18 e 6 (IL-18 e IL-6) e eicosanoides, tais como leucotrienos (LTB4),
tromboxanos A2 e B2 (TXA2 e TXB2) e prostaglandinas E2 e 12 (PGE2 e PGI2) afeta o
metabolismo das células causando danos estruturais ou até mesmo alteracfes no DNA
(TERZIC; GRIVENNIKOV; KARIN et al., 2010; HONG; LEE; KIM et al. 2010).

Em torno de 20% dos canceres humanos podem ser causados por inflamacgédo crénica
incluindo Ulcera gastrica (helicobacter pylori), carcinoma de colo uterino (virus do papiloma
humano), hepatite cronica (virus da hepatite B e C) e infeccBes parasitarias cronicas
(leishmania mansoni) (RAKOFF-NAHOUM, 2006). As doengas inflamatdrias intestinais
favorecem reacdo imune contra a flora intestinal e esta inflamacéo crénica pode aumentar o
risco de carcinoma colorretal (EADEN; ABRAMS; MAYBERRY, 2001).

Obesidade atua como fator de risco independente e significante na carcinogénese
colorretal, sendo véarios os mecanismos implicados como hiperinsulinemia, “insulin-like
growth factor” (IGF-1), leptina, adiponectina, microbiota e citocinas inflamatorias. Portanto,
portadores de CCR que sdo obesos apresentam normalmente um pior prognéstico (NA;
MYUNG, 2012).
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Atualmente, a obesidade é uma enfermidade caracterizada por uma inflamacéo crénica
no tecido adiposo, detectada por presenca de macrofagos infiltrados neste tecido e elevacao de
marcadores e citocinas inflamatorias.

Acredita-se que com o ganho de peso e hipertrofia dos adipdcitos haja compressao
dos vasos sanguineos no tecido adiposo, impedindo um suprimento adequado de oxigénio.
Ocorreria entdo, hipdxia local e morte de alguns adipdcitos. Esse quadro desencadearia a
quimiotaxia de macrdfagos, o processo de angiogénese com aumento do fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), a cascata da resposta inflamatoria (TNF-a, IFN-y, IL-13, IL-6,
PCR, Leptina e Resistina) e inducdo a expressao de genes pré-inflamatoria (WOOD; DE
HEREDIA; WANG et al.,2009).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a obesidade abdominal, representada
por aumento da circunferéncia abdominal e aumento da relagéo 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 incidéncia deste cancer em pacientes obesos tem
caracteristicas especificas em género e localizacdo, sendo mais alta em homens que em
mulheres e no colo que no reto. A relacdo entre IMC e CCR foi similar para a localizacéo
proximal e distal. Quanto ao cancer do reto, o risco aumentado se correlacionou com o
aumento do IMC em homens, enquanto nenhuma associacao foi observada nas mulheres
(LARSSON; WOLK, 2007).

Alguns autores afirmam que a perda de peso e mudancas no estilo de vida, tais
como alteracdes dietéticas podem reduzir o risco de CCR. E muito importante o
conhecimento que a obesidade é um fator de risco potencialmente modificavel e que pode
alterar a incidéncia e o desfecho do CCR (NA; MYUNG, 2012).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) também est4 envolvida na
etiologia de vérias neoplasias incluindo a colorretal. O epitélio do colo é um tecido
susceptivel a acdo das EROs, principalmente dos radicais hidroxila gerados a partir de
microorganismos da flora bacteriana e que atuam como promotores da carcinogénese (ROSE,
1997).

Os lipidios, especificamente os acidos graxos poliinsaturados, dmega-3 e 6, afetam
varios passos do processo de carcinogénese com efeitos diretos e indiretos no estresse
oxidativo. Ocorre potencializacdo da peroxidacdo das membranas celulares devido a presenca
de mais duplas ligagcGes apresentada principalmente pelo 0mega-3, levando a constante
estresse oxidativo e geracdo de espécies reativas de oxigénio, as quais podem causar dano ao

DNA. Ocorre também formagdo de eicosanoides, lipidios de vida curta que derivam
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principalmente do acido araquidénico geradores de radicais livres; efeitos sobre a proliferacéo
celular e sobre as vias de transducgdo de sinais, levando a expressdo alterada de genes; efeito
sobre enzimas, como o citocromo P450 e reducdo da atividade da superdxido dismutase
(SOD) com aumento das substancias reativas do &cido tiobarbitarico (TBARS); alteracfes
estruturais e funcionais nas membranas celulares, resultando em alteragdes nos receptores de
hormanios e fatores de crescimento (MARTINS; GRUENZO, 2009).

O persistente estresse oxidativo e a aumentada peroxidacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados, conduzindo ao dano macromolecular e interrup¢do das vias de sinalizacéo,
sdo conhecidos por estimular o desenvolvimento de malignidades. A peroxidacdo lipidica
gera diversos reativos que podem formar promutagénicos. O malonaldeido, um produto da
peroxidacdo lipidica, gerado a partir de danos nas membranas celulares, apresenta capacidade
de reacdo com proteinas e DNA, mostra-se mutagénico em bactérias e células de mamiferos e
carcinogénico em ratos (LOUREIRO; MASCIO; MARISA et al., 2002).

O organismo humano esta bem adaptado para se proteger dos danos oxidativos
induzidos pela fracdo inspirada de oxigénio (FIO,) de 21% a pressdo atmosférica normal e em
condicdes fisiologicas. Os mecanismos de protecdo utilizados pelo organismo incluem os
oxidantes ndo enzimaticos, como a glutationa, vitamina E, vitamina C, f-caroteno, N-
acetilcisteina, proteinas de ligacdo da heme, e EPA/DHA, entre eles. Os sistemas enzimaticos
enddgenos removedores de residuos incluem superéxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase, com seus fatores associados, selénio, zinco, manganés e ferro
(HEYLAND; DHALIWAL; DAY et al., 2006).

O azeite de oliva (AO) é rico em &cido graxo émega-9 e vitamina E, conhecidos por
suas propriedades antioxidantes. O fato de a estrutura elementar do AO ter somente uma
dupla ligagéo, juntamente com a presenca da vitamina E, confere uma maior protecdo contra a
peroxidacdo lipidica (GRIMBLE, 2001). O AO reduz o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (OH; LEE; LEE et al., 2009).

O efeito da gordura no metabolismo e na carcinogénese ndo depende somente
da quantidade, como tambem da composicdo de acidos graxos especificos (CAMPOS;
WAITZBERG; LOGULLO et al., 2005). Muitos estudos tém demonstrado que os acidos
graxos poliinsaturados dmega-3 (»-3) e monoinsaturado 6mega-9 (®-9) desempenham um
papel protetor no desenvolvimento do cancer colorretal, enquanto os acidos graxos saturados
e os poliinsaturados 06mega-6 (w-6) promovem a carcinogénese (NORAT; BINGHAM,;
FERRARI et al., 2005).
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Os acidos graxos (AG), portanto sdo divididos em saturados, que ndo apresentam
duplas ligacbes em suas moléculas, e insaturados, os quais apresentam duplas ligaces, e
recebem nome de acordo com a posic¢éo da primeira dupla ligacdo a partir do terminal metil
da cadeia carbonica, tais como 6mega 3, 6 e 9. Estes podem ser poliinsaturados (PUFA),
constituidos pelos émegas 3 e 6, e monoinsaturados (MUFA), o 6mega-9. Os dmegas 3 € 6
sdo também chamados de Acidos Graxos Essenciais (AGE), pois ndo sdo sintetizados pelo
organismo e como sao imprescindiveis devem ser adquiridos por via exdgena. Os dmegas-6:
acido linoleico (AL, 18:2n-6) e &cido aracdbnico (AA, 20:4n-6) sdo encontrados em 0leos
vegetais como o de milho e soja; e os dmegas-3: acido alfa-linolénico (ALA, 18:3 n3), acido
eicosapentanoico (EPA, 20:5 n3) e acido docosahexandico (DHA, 22:6 n3), principalmente
nos Oleos de peixes de aguas frias e profundas como o salméo, arenque, atum e sardinhas; e
nos vegetais linhaca e soja. O dmega-9: acido oleico (AO, 18:1n-9) esta presente em maiores
propor¢oes no azeite de oliva e em nozes (ANDRADE; DO CARMO, 2006).

Atualmente, a adequacdo do balanco dietético de lipideos tem como propoésito
controlar a resposta inflamatdria exacerbada, por meio da relacdo entre os tipos de acidos
graxos poliinsaturados e monoinsaturados ingeridos (CALDER, 2003). Os AG sdo
importantes componentes dos fosfolipides nas membranas celulares de plantas e de animais e
sdo liberados pela enzima fosfolipase A2 para as reacOes de desaturagéo e elongacao, onde o
ALA precede o EPA e 0 DHA, e o éacido araquidénico procede do AL. Tanto os 6megas-3
como o0 dmega-6 ndo podem ser diretamente desaturados, porém podem ser alongados e
depois desaturados; e eles utilizam os mesmos tipos de enzimas. Importante saber que 0s 3
principais 4cidos graxos 6mega-3: ALA, EPA e DHA, suprimem a producdo de Acido
Araquidonico (AA) a partir do AL por competigdo 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,
acao antiinflamatdria e o segundo, em altas concentracdes, pode induzir resposta inflamatoria
(CALDER; YAQOOB; THIES et al.,, 2002; TAPIERO; BA; COUVREUR et al., 2002;
RUXTON; REED; SIMPSON et al., 2004).

Os PUFAs (EPA e AA) sdo precursores de eicosanoides: prostaglandinas (PG),
tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT); os quais sdo gerados, respectivamente, pelas vias da
enzima ciclooxigenase (COX) da lipooxigenase (LOX) e do citocromo 450. O EPA produz as
séries impares, PG/TX serie 3 e LT série 5, com propriedades antiinflamatorias, e 0 AA as
séries pares, PG/TX2 e LT4, pré-inflamatérias. Os EPA e DHA também podem elevar

mediadores lipidicos antiinflamatérios como as resolvinas e as protectinas. Esses mediadores
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podem direta ou indiretamente suprimir a atividade de alguns fatores de transcrigdo nuclear
como o NF-kB. Os eicosandides pares agem ao contrario promovendo a ativacdo desses
fatores de transcricdo. A ativacdo desses fatores de transcricdo pode elevar as citocinas IL-1,
TNF-0 ¢ a IL-6 que exercem importante papel na promocdo da resposta inflamatoria
(CALDER, 2006; CALDER, 2007; KANG; WEYLANDT, 2008).

Dietas enriquecidas de 4&cidos graxos -9 apresentam efeito protetor no
desenvolvimento tumoral por regular a expressdo e atividade de proteinas-chave envolvidas
na biossintese das prostaglandinas e na indugdo de apoptose (SCHWARTZ; BIRK; RAZ et
al.,2004). Controle glicémico, reducdo da inflamagdo sistémica, diminuicdo do risco
cardiovascular pela melhora do perfil lipidico e pela queda da pressdo arterial vem sendo
frequentemente relatados com o uso do AO (BUCKLAND; MAYEN; AGUDO et al., 2012).

O MUFA (®-9), considerado um lipideo estavel, embora com menos estudos em
relagdo ao -3 € -6, surge atualmente como importante elemento, atuando de forma
surpreendente como antiinflamatério. Ele pode aumentar a transcri¢do da potente interleucina-
10 (IL-10) que é transcrita em conjunto com outras moléculas prd-inflamatérias como as
interleucinas IL-6 e IL-1B e a citocina TNF-a. O 4cido oleico pode elevar de tal forma a
transcricdo da IL-10 que pode promover um mecanismo modulador com supressao das
moléculas pré-inflamatérias, mas a razdo entre a producdo de substdncia anti e pro-
inflamatorias ainda ndo esta claramente elucidada (MORANI; TORSONI; ANHE et al.,
2010).

Os estudos experimentais tém contribuido para a compreensao dos mecanismos de
acdo dos acidos graxos -3 no cancer, e as evidéncias indicam que podem modular a
formacdo dos eicosanoides e influenciar a expressdao de genes, moléculas transdutoras de
sinais e atividade de enzimas (ROYNETTE; CALDER; DUPERTUIS et al.,, 2004).
Consequentemente, a suplementagdo com acidos graxos ®-3 pode atenuar a resposta
inflamato6ria aguda, prevenir catabolismo, melhorar a utilizacdo de substratos energeticos,
diminuir angiogenese e ainda equilibrar apoptose, proliferacédo e diferenciacéo celular (KIM;
KIM; KANG et al., 2000; GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

A proporgéo de &cidos graxos (o-6, -3 € ®-9) na dieta € importante. A alta razéo w-
6/m-3 esta relacionada a patogénese de doencas cardiovasculares, canceres, doencas
inflamatdrias e imunologicas, enquanto a baixa razdo m-6/w-3 exerce efeitos preventivos. Ao

longo do tempo, tem ocorrido um aumento da ingestdo de gordura e substituicdo dos acidos
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graxos alimentares com maior consumo de -6 em relacdo ao ®-3 e 9 (BARTSCH; NAIR;
OWEN, 1999). A Organizacdo Mundial da Saude em seu relatério sobre dieta, nutricdo e
prevencdo de doengas crbnicas recomenda uma ingestdo de 5% a 7% das calorias totais
provenientes do w-6, enquanto 2% a 3% oriundas do ®-3 (FURST, 2002).

Considerando que essas duas familias de acidos graxos competem pelas mesmas
enzimas, o balanco entre m-6 e -3 na dieta é de grande importancia. Como consequéncia das
mudangas no padrdo dietético humano, a relacdo entre acidos graxos w-6:®-3 também sofreu
alteracbes no decorrer da historia. No passado, na era paleolitica, essa relagdo contemplava,
aproximadamente, 1:1 a 2:1, enquanto que o padrdo atual (dieta ocidental), onde o consumo
-3 é deficiente, esta relacdo varia de 17:1 a 20:1 e a incidéncia de CCR vem aumentando em
niveis alarmantes (SIMOPOULOS, 2006; CAMPQOS, 2007). Atualmente a relacdo entre
acidos graxos w-6/m-3 deve ser modulada em 2,5:1, para inibir a proliferacdo celular (efeito
antiinflamatério) e promover a apoptose de células cancerigenas. No entanto, a melhor

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

Ha& varios trabalhos que tém abordado aspectos dietéticos passiveis de interferir no
desenvolvimento do cancer colorretal, favorecendo de certa forma a sua detec¢do precoce e
possiveis estratégias preventivas. Assim, Simopoulos (2006) realizou um estudo clinico sobre
a importancia da razao entre acidos graxos ®-6 e -3 e concluiu que a baixa razdo w-6:®-3
foi capaz de reduzir o risco doencas crénicas. Burlamaqui et al. (2012) estudaram o efeito de
uma dieta hiperlipidica rica em émegas 3, 6 e 9 na formacéo de criptas aberrantes em mucosa
cdlica de ratos induzidos com AOM e concluiram que esta dieta exerceu redugdo nos FCA
com 5 ou mais criptas aberrantes, exercendo efeito atenuador na carcinogénese. Padidar e
colaboradores (2012) verificaram em ratos que dietas ricas em gorduras alteram multiplos
fatores moleculares aumentando o risco de cancer colorretal associado com obesidade.
Higurashi et al. (2012) mostraram que o acido eicosapentaenoico (EPA) suprimiu a
formacdo de FCA e a atividade proliferativa celular na mucosa normal em pacientes

portadores de pélipos colorretais.

Visto que o CCR tem alta prevaléncia e depende de fatores intrinsecos e ambientais,
sendo a alimentacdo inadequada um fator de risco importante, e como ndo se detectou na

literatura consultada estudo que utilizasse dietas com diferentes concentracBes de lipidios,
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ricas em gordura insaturadas e com alta razdo »-9:m-6 e baixa m-6:®-3, decidiu-se verificar

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

Verificar efeitos das dietas hiperlipidica, normolipidica e hipolipidica com baixa
relacdo ®-6/m-3 e alta ®-9/w-6 na carcinogénese colorretal induzida por azoximetano em

ratos

Analisar a acdo das diferentes dietas estudadas na ingesta e evolucdo da massa

corporal dos animais submetidos a carcinogénese célica
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3 METODO

A pesquisa foi realizada ap6s avaliagdo do Comité de Etica de Pesquisas em
Animais da Universidade Federal do Ceard (CEPA-UFC) sob o nimero de protocolo 09/09
em 27/05/2009 (Anexo A) e de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa
Biomeédica em Animais (Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciéncias Médicas,
1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638 que estabelece normas para pratica didatico-

cientifica da vivisse¢do 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 Ceara
(UFC). Peso médio entre 40-50g e com 3 semanas de vida.Os animais foram mantidos no
laboratdrio 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 condig¢des adequadas, umidade relativa do ar em
torno de 50 %, e temperatura média de 25° C, ciclo claro e escuro de 12/12 horas e ventilacdo

adequadas. Receberam agua e racao ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos contendo 12 animais cada,
identificados e pesados previamente. Os grupos | e 1l foram alimentados com racéo padréo da
Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos® (ANEXO B) e os grupos IlI, IV e V com ragdes
para ratos modificadas em trés tipos de dietas especificas, com calorias semelhantes,
concentracdes de lipideos e carboidratos diferentes, porém com a mesma alta razdo ®-9:m-6 e
baixa ®-6:»-3 (APENDICE A, B, C e D). Todos os animais foram alimentados com suas

respectivas dietas desde o desmame com trés semanas até a eutanasia (36 semanas).
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PADRAO HIPER NORMO HIPO
COMPOSICAO
Percentual em g/dia/cada rato 46,84 g 38,64 g 41,04 ¢ 46,84 ¢
Percentual de carboidratos 58% 45% 40% 58%
Percentual de proteinas 30% 30% 30% 30%
Percentual de lipidios 12% 45% 30% 12%
Total em calorias da dieta (Kcal) 176,17 176,57 171,11 176,17

Tabela 2 - Perfil lipidico e relacdo entre os 6megas 3,6 e 9

DIETAS PADRAO HIPERLIPIDICA NORMOLIPIDICA HIPOLIPIDICA
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%
Relacdow 3,6¢e9

w6:w3 8:1 14:1 14:1 14:1

w9:w6 04:1 32:1 32:1 3,2:1

Poli:Saturada 52:1 3,311 3,311 3,3:1

3.2 Inducédo da carcinogénese coélica

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

ampola (100mg) e diluido em &gua destilada para injecdo estéril, a fim de obter a dose de

20mg/kg de peso do animal, sendo administrado por via intraperitoneal (IP), na 10% e 11°

semana de vida dos animais nos grupos I, 111, IV e V. A eutanasia ocorreu 26 semanas ap0s
exposicdo ao AOM (BIRD,1987; BIRD, 1995; BOATENG; VERGHESE; CHAWAN et al.,

2006).
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3.3 Delineamento do experimento

3.3.1 Grupos controle

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

Grupo Il (PADRAO) — grupo controle contendo ratos que receberam dieta padréo 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 inje¢cdo de AOM, 20
mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas (Figura 1).

3.3.2 Grupos experimentos

Grupo 111 (HIPERLIPIDICO) — grupo estudo contendo ratos que receberam dieta
hiperlipidica (DH) e foram induzidos com azoximetano — Receberam diariamente DH, ad
libitum, composta de 30% PTN, 25% CHO e 45% LIP. Com 10 semanas de vida, receberam
injecdo de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas semanas (Figura 1).

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

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

injecdo de AOM, 20 mg/kg, IP, uma vez por semana por duas, semanas (Figura 1).
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Figura 1 — Delineamento do experimento: 60 ratos, 3 semanas de vida, distribuidos em 5 grupos conforme
dietas, Gl- Dieta Padrdo; Gll- Dieta Padréo; GllI- Dieta Hiperlipidica; GIV- Dieta Normolipidica; GV-
Dieta Hipolipidica. Na 10% e 11% semana o Gl foi exposto a SALINA e todos 0s outros grupos ao AOM.
Eutanasia ocorreu na 36 semana do experimento.

Semanas
3 1011 3%
1 4 1|

Dietas

Gl | Padrdo (SALINA)

u

Gll PADRAO

Gl | HIPERLIPIDICA

GIV | NORMOLIPIDICA

GV | HIPOLIPIDICA

1In|’cio ﬂSaIina 1 AOM ﬂ Eutanasia

3.4 Procedimento cirdargico

Os animais permaneceram 12h recebendo somente agua ad libitum, até o inicio do
ato operatdrio. Foram anestesiados com ketamina (80mg/kg/peso) e Xilasina (8mg/kg/peso)
por meio de injecdes IP e posicionados em decubito dorsal sobre prancha de madeira e
imobilizados pela fixagdo dos membros anteriores e caudais. Em seguida, submetidos a
laparotomia por incisdo mediana, Xxifo-pubiana com exposicdo da cavidade peritoneal.
Posteriormente, foram coletados 5 ml de sangue da aorta abdominal para analise bioquimica e
dosagem de citocinas inflamatdrias. Logo apés, foi realizada proctocolectomia total. O
especime foi medido e aberto em sua borda antimesocdlica. Lavado com soro fisiologico e
distendido sobre uma superficie plana para avaliagio macroscdpica. Posteriormente, 0s

animais foram mortos por choque hipovolémico ap6s seccdo da aorta abdominal.
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3.5 Paramétros avaliados

3.5.1 Massa corporea
Todos os animais foram pesados pelo mesmo examinador que utilizou a mesma
balancga (balanca analitica Ohaus AS 2600) no inicio do experimento em dias alternados até a

eutanasia.

3.5.2 Ingesta

A ingesta de todos os animais foi avaliada pela diferenga entre o alimento
oferecido e a sobra, a qual foi pesada pelo mesmo examinador, utilizando a mesma balanga
(balanca analitica Ohaus AS 2600) no inicio do experimento e em dias alternados até a

eutanasia.

3.5.3 Sinais Clinicos

Foram avaliadas, em dias alternados, manifestacOes intestinais como prolapso

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

3.5.4 Macroscopia

Logo apo6s a laparotomia, fez-se inventario da cavidade peritoneal, anotando-se a
presenca de tumores intestinais e extraintestinais, intussuscepcdo, dilatacdo de alcas
intestinais e metastases. Posteriormente, realizou-se proctocolectomia. O colon foi medido e
aberto em sua borda antimesocolica. Lavado com soro fisiologico e estendido sobre papel tipo
“Kraft”. Os tumores existentes eram anotados, mensurados e ressecados € postos em solucao
de formalina a 10% e enviados para o laboratério de Patologia do Departamento de Patologia
e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFC, para rotina de cortes histoldgicos e
coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE).

O colo restante foi dobrado em seu eixo longitudinal, de forma concéntrica, tipo
“rocambole” e fixado em solucdo de formalina tamponada a 10%. Vinte e quatro horas apos,
0 espécime foi distendido e dividido em trés partes iguais (distal, médio, proximal),
desprezando-se 1cm proximal ao &nus e encaminhado para quantificagdo 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 (solugdo tamponada
fosfatada) por 2 min. previamente a contagem das CA e dos FCA (BIRD, 1987;
BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, et al., 2010). A mucosa colica foi avaliada
por dois examinadores utilizando microscépio estereoscopico (M90 VASCONCELLOS da
DF VASCONCELLOS S.A.) com magnificacdo de 40X.

O numero de FCA e o numero de criptas por cada foco (multiplicidade) foram
avaliados de forma continua de acordo com a localizacéo colica.

Apo6s analise estereoscopica, 0s seguimentos cdlicos e tumores foram
encaminhados para rotina de preparo histologico, sendo feitos cortes de 5 p e coloragao pelo
HE. A analise das laminas foi feita por dois patologistas nos aumentos de 10, 50, 100 e 200X,
procurando-se classificar o0s tumores em adenomas hiperplasicos, tubulares ou
adenocarcinomas (Quadro 1), empregando-se escores para definir o grau de atipia, nimero de
mitoses, diferenciacdo e invasdo (Quadros 2, 3). Apds, analises histopatoldgicas, 0s tumores
malignos foram estadeados conforme a classificacdo TNM da “American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) e da “International Union Against Cancer” (UICC) publicados em 2009
(7%edicdo) para cancer colorretal (ANEXO D) e tabulados conforme o Indice de
Carcinogénese (DORNELAS modificado, 2009).

indice de Carcinogenese:
Para cada lesdo histopatoldgica evolutiva sequencial foi estabelecido um escore de
forma que sempre a lesdo subsequente recebesse um escore inicial igual ao somatério maximo

possivel de ser obtido nas lesGes anteriores (Tabela 1).

Quadro 1- Escore por lesdo histopatologica colica

LesBes Histopatologicas Escore Inicial
Adenoma Hiperplasico 0
Adenoma tubular 3
Carcinoma 9

DORNELAS modificado, 2009
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Graduacao Histoldgica (GH) — Diferenciacéo + Atipia + Numero de mitoses = Maximo 9

Diferenciagéo:
Bem diferenciado -1

Moderadamente diferenciado - 2

Indiferenciado 3
Atipia Celular
Baixo grau - 1

Altograu-2a3

NUmero de Mitoses

Ate 10 -1
10a20-2
>20 -

Invasdo -Maximo 6
Intramucosa -1
Submucosa - 2

Muscular - 3
Serosa - 4
Peritbnio -5

Metastase - 6

Escore Total: Escore inicial + [ GH ( Diferenciagcdo+ Atipia + Numero de mitoses) x invaséo]

Apos classificacdo das lesdes elas foram introduzidas em tabelas individuais para cada colon .

A lesdo que obteve maior escore foi computada como indice de carcinogénese alcangado pelo

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

individuais por grupo.

Tabela 2- Critério para avaliagdo do grau de atipia

Critérios para definir grau de atipia

Baixo grau (1)

Alto Grau (2e 3)

Aumento de celularidade

Células gigantes

Hipercromasia nuclear

Nucléolo proeminente

Pleomorfismo celular

Pleomorfismo nuclear

Presenca de mitose atipica

Se apresentar um Unico
critério

2- Se mais de um critério ou se
todos de leve a moderada
intensidade

3- Se todos de intensidade
acentuada

DORNELAS modificado, 2009
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3.5.6 Citocinas
Para avaliacdo do processo inflamatdrio, foram dosadas as seguintes citocinas
pelo kit “Milliplex Rat Cytokine”: IL-1p, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-18, TNF-a ¢ 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 a -

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

3.5.7 Estresse oxidativo
3.5.7.1 Dosagem da concentracdo das substancias reagentes do acido tiobarbiturico
(TBARS)

A avaliacdo de peroxidacdo lipidica foi realizada pela reagdo com &cido
tiobarbitarico (TBA) (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). Com esse fim, 5 ml de
sangue foram colhidos no procedimento cirurgico e submetidos a processos de centrifugacéo,

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

3.5.7.2 Dosagem da concentracdo da glutationa

Durante a eutanasia foram colhidos 5 ml de sangue, centrifugados e congelados
em nitrogénio liquido a —70°C, para posterior determinacdo da concentracdo de glutationa.
Utilizou-se 0 método de Sedlack e Lindsay (1968), que se baseia na reacdo do 2-&cido
nitrobenzoico com o tiol livre, originando um dissulfeto misto + &cido 2-nitro-5-tiobenzdico.
A medida do produto de formacdo da reacdo € feita em espectrofotbmetro de Beckman, por

leitura da absorbancia a 412 nm (Anexo F).

3.5.8 Imunohistoquimica

Para avaliacdo do processo inflamatorio foram analisados o NFkB e COX-2, da
morte celular, o TUNEL, da proliferacdo, o Ki-67 e da mutacdo do oncogene Ras, 0 K-Ras.

Cortes de 4u dos blocos de parafina estocados das pecas cirurgicas foram
seguidos para procedimentos de imunohistoquimica (Anexo H), utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-NFkB (anticorpo C-20, 200UG/ML, cédigo SC-372, Santa Cruz), anti-COX-
2 (anticorpo M-19, 200UG/ML, c6digo SC-1747, Santa Cruz), anti-Ki-67 (anticorpo M-19,
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200UG/ML, cbdigo SC-7846, Santa Cruz) e anti-K-Ras (anticorpo F234, 100UG/ML, cddigo
SC-30, Santa Cruz) (Anexo E).

O TUNEL é uma técnica utilizada para visualizar e localizar a presenca de morte
celular representada pela insercdo de Pl (iodeto de propidio) ou DAPI nas cadeias de DNA
danificadas pelo processo de morte celular. As laminas foram obtidas de emblocados em
parafina e montadas em laminas de vidro especifica para este fim (Anexo ).

3.5.9 Analise bioguimica

No dia da eutandsia 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), triglicerideos, 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 Andlise Estatistica

Os dados quantitativos (expressos em forma de média e erro-padrdo 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 pés-teste de Bonferroni ou
Kruskall-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. Varidveis semi-quantitativas (escores de
imuno-expressdao de COX) foram expostos em forma de Mediana (minima - maxima) e
analisados por meio do teste Kruskall-Wallis seguido do pés-teste de Dunn.

Variaveis qualitativas (incidéncia de metastases, estadiamento, entre outros)
foram expressas em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisadas por meio dos
testes Exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Todas as analises foram realizadas no software estatistico GraphPad Prism

5.0 para Windows e adotou-se uma confianca de 95% para todas as avaliaces.



43

4 RESULTADOS
4.1 Massa corpdrea

Até o primeiro més do experimento, ndo houve diferenca estatisticamente
significante na comparacdo do ganho de massa corporea entre 0s cinco grupos estudados. A
partir do 2° més até a eutanasia os animais alimentados com dietas experimentais mostraram
ganho de massa corporea significantemente menor que os grupos com dieta controle (p<0.05)
(Figura 2).

Figura 2 — Média de massa corpdrea (g) em cada grupo durante todo o experimento. *p<0.05, Salina e Padréo
versus Hiper, Normo e Hipolipidico. Os animais alimentados com dieta Padréo, expostos ou hdo ao AOM

tiveram aumento significante da massa corpérea em relacdo aos animais que receberam dietas Hiper, Normo e

Hipolipidica
500= .
o 400+
m
o
s 300+ —e— Salina
S —m— Padrio
2 200+ o
@ —a&— Dieta Hiperlipidica
p= 1004 —¥- Dieta Normolipidica
Lz Dieta Hipolipidica
0+
| | | |} | | |} | | |} | | | | ] |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Més

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

4.1.1 Média da massa corporea dos ratos com e sem cancer por grupos no final do

experimento

No final do experimento, foi avaliada a média da massa corpérea dos ratos com
cancer e sem cancer dentro do mesmo grupo e ndo houve diferenga significante entre os

animais com cancer e sem cancer nos grupos Padrdo (com cancer: 464,6+20,1; sem cancer:
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468+19,6); Hiper (com céncer: 380,5+20,1; sem cancer 428,9+14,6); Normo (com cancer:
431,3+4,7; sem cancer: 368,5+16,4) e Hipolipidica (com cancer: 400£21,6; sem cancer:
366,6+5,8) (p=0.165) (Figura 3).

Figura 3 — Média de massa corporea (g) dos ratos com e sem cancer em cada grupo experimental. Os animais

alimentados com dietas Padrdo, Hiper, Normo e Hipolipidica ndo mostraram diferenca significante na massa
corporea dos ratos com cancer e sem cancer dentro do mesmo grupo.

500+

mm Dieta Padrao

Em Dieta Hiperlipidica
B Dieta Normolipidica
= Dieta Hipolipidica

Massa Corpoérea (g)
g & §

g

o
1

Com Cancer Sem Cancer

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

4.2 Ingesta

A ingesta dos animais dos grupos experimentais foi significantemente menor
guando comparada a ingesta dos animais dos grupos controles (Padrdo e Salina) do inicio ao
final do experimento. Ndo se observou diferenca estatisticamente significante entre as
ingestas dos animais dos grupos controles. . Apenas nos dois Gltimos meses a média de

ingesta ndo mostrou diferenca significante entre o grupo Hipolipidico e o Padrdo 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 Padrdo, expostos ou ndo ao AOM em relagdo aos animais que receberam dietas
Hiper, Normo e Hipolipidica. Apenas nos dois Gltimos meses a média das ingestas ndo mostrou diferenca

significante entre o grupo Hipolipidico e o Padréo.
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4.3 Sinais Clinicos

No decorrer do experimento, observou-se que todos os ratos dos grupos Salina e
Padrdo apresentaram escore de diarreia grau 0. Por sua vez, os animais alimentados com dieta
Hiperlipidica apresentaram diarreia grau 3, valor significantemente superior aos grupos
Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidica. Os animais dos grupos Normo e Hipolipidico
apresentaram diarreia grau 2, valores significantemente superiores aos grupos Salina e Padrédo
(p<0.001) (Tabela 3).

Com relagéo ao prolapso retal, ocorreu em apenas um animal no grupo Padrao,

sem diferencga significante com os demais grupos (p=0.561) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Sinais clinicos apresentados pelos animais em todos os grupos. Os animais alimentados com
diferentes dietas lipidicas apresentaram aumento significante dos escores de diarreia em relacdo aos grupos
Padréo e Salina. O grupo alimentado com dieta Hiperlipidica apresentou aumento do grau de diarreia em relacdo
aos grupos com dieta Normo e Hipolipidica. Ndo houve diferenca significante no nimero de animais com

prolapso retal.

Grupos Numero de Ratos  Diarreia/Grau  Prolapso Retal**
Salina 12 0 (0-0) 0 (0.0%)
Padréo 12 0 (0-0) 1(8.3%)
Hiperlipidica 11 3(3-3)* 0 (0.0%)
Normolipidica 10 2 (2-2)*F 0 (0.0%)
Hipolipidica 11 2 (2-2)*F 0 (0.0%)
p-Valor <0.001 0.561

*p<0.05 em relagdo aos grupos Padrdo e Salina;  em relagdo ao grupo Hiperlipidico (Kruskall-Wallis/Dunn)

(mediana, minima-maxima). **p<0.05, Qui-Quadrado (Frequéncia absoluta e percentual).

4.4 Macroscopia

Os achados macroscopicos foram tumores intestinais (delgado e grosso),
intussuscepcOes, dilatacdes de algas intestinais e lesbes hepaticas com alguns noédulos

endurecidos e numerosos cistos, na grande maioria deles coalescentes (Tabela 4).
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Tabela 4 - Achados Macroscépicos. Houve aumento significante no grupo Padrdao na frequéncia de tumores
colicos, intussuscepcdo e lesdo hepatica em relacdo ao grupo Salina. Ocorreu reducdo significante da

intussuscepcdo nos grupos Hiper e Normolipidico e de lesdo hepatica no grupo Hipolipidico em relacdo ao

Padréo.
Tumores Intestinais Outros Achados
Grupos N Dilatacdo Lesbes
Célico Delgado Intussuscepcéo .
de algas Hepaticas
Salina 12 1 (8.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (8.3%)
Padrio 12 11 (91.7%) 1 (8.3%) 5 (41.7%)7 1 (8.3%) 10 (83.3%)t
Hiperlipidica 11 6 (54.5%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)} 0 (0.0%) 7 (63.6%)
Normolipidica 10 9 (90.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)} 0 (0.0%) 5 (50.0%)
Hipolipidica 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(Frequéncia absoluta e percentual); Tp<0.05, em relagdo ao grupo Salina; {p<0.05, em
relacdo ao Padrédo, Teste Exato de Fisher.

Com relacdo aos achados macroscopicos, houve aumento da frequéncia de
animais com tumores colicos no grupo Padrdo (11, 91,7%) em relacdo ao grupo Salina (1,
8,3%). Frequéncia 121,0 vezes (intervalo de confianca 6,7 — 2190,0) superior a este
(p<0.001). N&o houve diferenca entre os grupos alimentados com dietas Hiper (6, 54,5%,
p=0,069), Normo (9, 90,0%, p=1,000) e Hipolipidica (1, 9.1%, p=0,069) e o grupo Padrdo
(Tabela 4 e Figura 5).

O ndmero de animais com tumores no intestino delgado nos grupos Salina (0,
0.0%), Padrdo (1, 8.3%), Hiper (0, 0.0%), Normo (0, 0.0%) e Hipolipidica (1, 9.1%) néo
diferiu significantemente entre si (p=0,560) (Tabela 4 e Figura 8).

A presenca de intussuscepcdo mostrou variacdo significante nos quatro grupos
estudados (p=0,003). Houve aumento de 18,3 vezes (intervalo de confianca = 0,9 — 381,0) no
grupo Padréo (5, 41,7%) em relagéo ao grupo Salina (0, 0,0% p=0.037). N&o houve diferenca
significante entre os grupos Padrdo e Hipolipidico (1, 9,1%, p=0.155), porém, houve reducgéo
de sua frequéncia em 16,7 vezes (intervalo de confianga = 0,8 — 352,1) no grupo Hiper (0,
0,0% p=0.037) e 15,4 vezes (intervalo de confianca = 0,7 — 323,1), no grupo Normolipidico
(0,0,0% p=0.040) (Tabela 4 e Figuras 5, 6 e 7).
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Com relacdo a dilatacdo de alcas, ndo houve diferenca significante entre o nimero
de animais dos grupos estudados (p=0.432) ( Tabela 4 e Figura 9).

Houve variacdo significante no ndmero de animais exibindo lesbes hepéticas
(p=0.004). O aumento foi de 55,0 vezes (intervalo de confianca = 4,3 — 703,9) na frequéncia
de lesdo hepatica no grupo Padrdo (10, 83,3%) em relacdo ao Salina (1, 8,3%, p=0.001) e
reducdo significante de 8,7 vezes (intervalo de confianca = 1,2 — 61,7) no grupo de dieta
Hipolipidica (4, 36,4%, p=0.036) em relacdo ao Padrdo. Ndo houve diferenca significante
entre os grupos Hiper (7, 63,6%, p=0.371) e Normolipidico (5, 50,0%, p=0.172) em relagéo
ao Padréo (Tabela 4 e Figura 10).

Figura 5- Tumor vegetante e intussuscepcao

Duas intussuscepcdes - Lesdes tumorais vegetantes prolapsadas na regido anal. Grupo Padrdo, Rato 10



Figura 6 — Intussuscepcédo
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Intussuscepgao — Grupo Padrdo, Rato 7.

Figura 7- Carcinoma colorretal

CCR - Lesao vegetante, medindo 1,5x 1,0 x 0,4 cm, localizada no colo médio. Grupo Padrdo, Rato 11

49
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Figura 8 — Tumor de intestino delgado

Lesdo tumoral sélida, endurecida, arredondada, esbranquicada, medindo 0,8cm, localizada em alca de intestino
delgado infiltrando a parede. Grupo Hipolipidico, Rato 1.



51

Figura 9- Dilatago de alca intestinal

Dilatacdo de al¢a de colo com intussuscepcdo distal. Grupo Padrdo, Rato 10.

Figura 10 — Lesdes hepéticas
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Figado apresentando numerosas lesdes cisticas, algumas coalescentes e a maior delas medindo 0,7 cm de
diametro. Grupo Hipolipidico, Rato 11.



52

4.5 Microscopia

4.5.1Microscopia Estereoscopica

4.5.1.1 Criptas aberrantes forma classica e displasica

O grupo Salina (0,2+0,1) mostrou-se significantemente menor quanto ao nimero
de CA dos grupos Padrao (44,6+7,4) e Hiperlipidico (35,5+6,4). Houve reducéo significante
do numero de CA na forma classica no grupo Normolipidico (8,9+4,3) em relacdo ao Padréo,
ndo apresentando diferenca significante com os grupos Hiper (35,5+6,4) e Hipolipidico
(10,943,5) (p<0.001) (Tabela 5)

O grupo Padrdo (1,0+0,3) também apresentou significante aumento do ndmero
CA na forma displasica em relacdo ao grupo Salina (0,0+£0,0). Houve reducao significante do
namero de criptas aberrantes na forma displasica dos grupos com dietas Normo (0,1+0,1) e
Hipo (0,0+£0,0) em relacdo ao Padrdo, o qual ndo apresentou diferenca significante com o
grupo Hiperlipidico (0.2+0.1) (p<0.001) (Tabela 5).

Tabela 5- Achados da Microscopia Estereoscépica. O grupo Padrdo apresentou aumento significante do nimero
de criptas aberrantes na forma cléssica e displasica em relacdo ao grupo Salina. Houve redugdo do nimero de
criptas aberrantes na forma cléassica no grupo Normolipidico em relacdo ao Padrdo e também reducdo de criptas

aberrantes na forma displésica nos grupos Normo e Hipolipidico.

Criptas aberrantes

Grupos N
Forma classica Forma displéasica

Salina 12 0.2+0.1 0.0£0.0
Padréo 12 44.6+7 4t 1.0+0.3+
Hiperlipidica 11 35.5+6.4F 0.240.1
Normolipidica 10 8.9+4.31 0.1+0.1%
Hipolipidica 11 10.9£3.5 0.0+0.0%

p-Valor* <0.001+ <0.001+

*p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn (Média+EPM); 1p<0.05 em relagéo ao Salina, $p<0.05 em relagdo ao Padréo
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Figura 11 — Numero de criptas aberrantes (NCA) forma classica. Os grupos Padrdo e o Hiperlipidico
apresentaram aumento significante do NCA na forma classica em relacdo ao grupo Salina. Houve reducdo do

namero de criptas aberrantes no grupo Normolipidico em relacdo ao Padréo.
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*p<0.05, em relacdo a Salina; **p<0.05 em relacdo ao Padrdo (Kruskall-Wallis/Dunn, MédiatErro Padrdo da
Média)

Figura 12 — NUmero de criptas aberrantes (NCA) forma displésica. O grupo Padrdo apresentou aumento
significante no NCA na forma displasica em relacdo ao grupo Salina. Houve reducdo do ndmero de criptas

aberrantes nos grupos Normo e Hipolipidico em relacdo ao Padréo.
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*p<0.05, em relacdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Normo e Hipolipidico (Kruskall-Wallis/Dunn,
MédiaxErro Padrdo da Média).
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4.5.1.2 Multiplicidade dos FCA

O ndmero FCA com menos de cinco criptas no grupo Padrdo (29,0+5,7) se
mostrou significantemente superior aos grupos Salina (0,0+0,0), Normo (5,9+2,8) e
Hipolipidico (7,6+£2,6). O grupo Hiperlipidico (24,4+4,7) mostrou também aumento
significante de FCA com menos de cinco criptas em relagdo ao grupo Normolipidico
(5,9£2,8). Nao houve diferenca significante entre os animais com dieta Normo e Hipolipidica
(p<0.001) (Tabela 6).

Figura 13 — NFCA com menos de 5 criptas aberrantes. O Padrdo se mostrou significantemente superior aos
grupos Salina, Normo e Hipolipidico. Hiperlipidico mostrou aumento significante de FCA com menos de cinco
criptas em relagdo ao Normolipidico.

- T

NUmero de focos com menos
cinco criptas
N
(@]
1

Sal Padrdo Hiper Normo Hipo
AOM

*p<0.05 em relagdo a Salina, Normo e Hipolipidico; **p<0.05 em relagdo a Normolipidico (Kruskall-
Wallis/Dunn, MédiazErro Padrdo da Média).

O ndmero FCA com 5 ou mais criptas aberrantes (p<0.001) no grupo Salina
(0,1£0,1) se mostrou significantemente inferior ao Padrdo (6,3+0,9) e  Hiperlipidico
(6,8+£2,0). Nao houve diferenca entre o grupo Salina e os grupos com dieta Normo (1,4+0,7) e
Hipolipidica (1,1+0,6), porém o Padrdo mostrou nimero de focos com 5 ou mais criptas

aberrantes superior nos animais dos grupos Normo e Hipolipidico (p<0.0001) (Tabela 6).
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Figura 14 - NUmero de focos com 5 ou mais criptas aberrantes. Grupo Salina se mostrou
significantemente inferior ao Padrdo e Hiperlipidico. Ndo houve diferenca entre Salina e 0s grupos Normo e

Hipolipidico. Padrdo mostrou FCA com 5 ou mais criptas aberrantes superior aos grupos Normo e Hipolipidico.
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*p<0.05 em relagdo a Salina; **p<0.05 em relagdo a Normo e Hiperlipidico (Kruskall-Wallis/Dunn, MédiatErro
Padrao da Média).

4.5.2. Microscopia Optica

Os achados microscépicos consistiram de adenomas, microadenomas,
microcarcinomas e adenocarcinomas de colo e delgado, moderadamente diferenciados e
lesbes hepaticas dos tipos esteatose (leve, moderada e grave), focos de células alteradas
(clara, vacuolada, anfofilica, oncocitica, basofilica, tigroide), espongiose, peliose, colangioma,

adenoma e hepatocarcinoma (Figuras 15, 16, 17 €18 e Apéndice M).



56

Figura 15 — Corte histoldgico de tumoragdo de colo distal

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

Padrdo, Rato 10.
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Figura 16 - Corte histoldgico de tumoragdo entre alcas intestinais.

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, invadindo muscular, serosa ( A e B), peritonio e pancreas (C )
HE- 50x — Grupo Hiperlipidico, Rato 8.
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Figura 17 - Corte histolégico de tumoracao vegetante de colo distal.

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, invadindo submucosa e muscular — HE — 50x (A), 100x (B)
Grupo Hipolipidico,Rato 9.
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Figura 18 - Corte histologico de “rocambole” de alga de colo médio

T R e S 520 3 R = : :
ST ~ g

.

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado, invadindo tecido linfoide até a submucosa — HE — 50x (A),
200x (B). Grupo Hipolipidico, Rato 9.
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Tabela 6 - Achados Microscépicos. Houve aumento significante do nimero de FCA com menor e maior ou igual
a 5 criptas nos grupos Padrdo e Hiperlipidico em relacdo ao Salina e reducdo significante da média de FCA<5
no grupo com dieta Normo em relacdo ao Padrdo e reducdo dos FCA > 5 no grupo Hipolipidico em relacdo
Padrdo. Houve aumento significante do nimero de animais com adenomas nos grupos Normo e Hipolipidico em
relacdo ao Salina e de CCR do grupo Hipo em relacdo ao Padrdo. N&do houve diferenca significante entre os o

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

] ] FCA Carcinoma
Grupos Hiperplasia GIN Adenoma
<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%)
Padréo 12 1 (8.3%) 29.0+£5.8% 6.3+0.9% 1 (8.3%) 2 (16.7%) 7 (58.3%)% 1 (8.3%)
Hiperlipidica 11 0 (0.0%) 244+4.7%  6.8+2.0%  1(9.1%) 1 (9.1%) 4(36.4%)  0(0.0%)
0 (0.0%)

o 10 1 (10.0%) 5.9+2.88 1.4+0.78 1 (10.0%) 5(50.0%)1 2 (20.0%)
Normolipidica

Hipolipidica 11 0 (0.0%) 7.6+2.6 1.1£0.68 0 (0.0%) 5 (45.4%)% 1(9.1%)8§ 1(9.1%)

p-Valor 0.719* <0.0017 <0.0017 0.692* 0.016* 0.009* 0.560*

*p<0.05, Qui-Quadrado (Frequéncia absoluta e percentual); TKruskall-Wallis/Dunn (médiatEPM).{p<0.05 em relagdo ao salina;
8p<0.05 em relacéo ao Padréo; teste Exato de Fisher.

Ndo houve diferenca significante na frequéncia 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 numero de animais com adenomas variou significantemente entre 0s grupos
experimentais (p=0.016). Nao houve diferenca entre o percentual de animais com adenomas
nos grupos Padrdo (2, 16,7%) e Salina (0, 0,0%, p=0.478), nem diferenca entre 0s grupos
Hiperlipidico (1, 9,1%) e Padrdo (p=0.478). Houve diferenca entre os animais com adenomas
nos grupos Normo (5, 50,0%, p=0.001) e Hipolipidico (5, 45,4%, p=0.014),
respectivamente, 25,0 (intervalo de confianca = 1,2 — 535,6) e 21,1 (intervalo de confianca =
1,0 — 445,3) vezes superior ao grupo Salina (Tabela 6).

O ndmero de animais com CCR (p=0.009) do grupo Padrdo (7, 58,3%) mostrou-
se 34,1 (intervalo de confianca = 1,6 — 708,4) vezes superior ao grupo Salina (0, 0,0%,
p=0.005). N&o houve diferenca entre o padréo e os grupos Hiper (4, 46,4, p=0.414) e Normo
(2, 20,0%, p=0.099), porém, houve reducdo significante de 14,0 vezes (intervalo de confianca
= 1,3 — 147,5) de CCR em ratos com dieta Hipolipidica (1, 9,1%, p=0.027) em relacdo ao
grupo Padréo (Tabela 6).
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4.6 Carcinogénese Colica

4.6.1 Incidéncia

No grupo Padréo cinco ratos (41,7%) apresentaram CCR. No grupo Hiperlipidico
quatro ratos (36,4%) e nos grupos Normo e Hipolipidico apresentaram respectivamente 2
(20,0%) e 1 (9,1%). Nao houve diferenca significante entre os quatro grupos estudados
(p=0.282) (Tabela 7).

Tabela 7- Nimero de animais com CCR. Na&o houve diferenca significante no nimero de animais com

diagndstico de CCR nos grupos estudados.

Grupo N TU ausente TU presente p-Valor
Padrao (12) 12 7 (58.3%) 5 (41.7%) 0.282
Hiperlipidico(11) 1 7 (63.6%) 4 (36.4%)
Normolipidico(10) 10 8 (80.0%) 2 (20.0%)
Hipolipidico(11) 11 10 (90.1%) 1(9.1%)

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

4.6.2 Invasdo
A presenca de invaséo por continuidade dos CCR diagnosticados no grupo Padréo
foi de 2 ratos (28,7 %), no Hiper 1 rato (25,0%) e Normo e Hipolipidico de 0 (0,0%). Néo

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

Tabela 8- Presenca de invasdo nos CCR. N&o houve diferenca significante no nimero de tumores

que exibiram invasdo nos quatro grupos experimentais.

Grupo(CCR) Invasdo ausente Invasdo presente p-Valor
Padrdo (7) 5 (71.4%)T 2(28.7%) 0.787
Hiperlipidica (4) 3 (75,0%)1 1 (25.0%)

Normolipidica (2) 2 (100.0%) 0 (0.0%)
Hipolipidica (1) 1 (100.0%) 0 (0.0%)

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

tPancreas/Peritdnio. {Pancreas.
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4.6.3 Atipias

Com relacdo ao grau de atipia dos CCR diagnosticados ndo houve diferenca
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 relacdo ao Padrao (7, 100,0%). Porém o grupo
Hipolipidico (0, 0,0%) apresentou 45,0 vezes menos tumores com alto grau de atipia em
relagdo ao grupo Padrdo (intervalo de confianca = 0,6 — 3300,0) (p=0.003) (Tabela 9).

Tabela 9: Grau de atipia celular do CCR. O grupo com dieta Hipolipidica apresentou redugdo

significativa do nimero de tumores com alto grau em relagéo ao grupo Padréo.

Grupo Baixo grau Alto grau p-Valor
Padréo 0 (0.0%) 7 (100.0%) 0.003
Hiperlipidico 0 (0.0%) 4 (100.0%)
Normolipidico 0(0.0%) 2 (100.0%)

Hipolipidico 1(100.0%) 0 (0.0%)*

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

4.6.4 Multifocalidade

O nudmero de carcinomas por rato dos grupos Padrdo (0,6+0,2), Hiper (0,4+0,1),
Normo (0,2+0,1) e Hipolipidico (0,1+0,1) ndo mostrou diferenca significante entre si
(p=0.294) (Figura 19).
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Figura 19 — Numero de carcinomas por rato. Ndo houve diferenca estatisticamente significante no nimero de

carcinomas por rato nos quatro grupos experimentais.

NUmero de carcinomas
por rato

Padréao Hiper Normo Hipo
AOM

*p<0.05 (Kruskall-Wallis/Dunn, MédiaEPM)

4.6.5 Indice de Carcinogénese

O indice de carcinogénese do grupo Padrdo (16,3+5,9) ndo foi significantemente
diferente dos grupos Hiper (13,1+5,3), Normo (7,5%3,6) e Hipolipidico (3,0+1,8) ( p=0.546)
(Figura 20).

Figura 20 — indice de carcinogénese. No houve diferenca estatisticamente significante no indice

de carcinogénese entre 0s grupos estudados.

25+

indice de Carcinogénese

Padrao Hiper Normo Hipo
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*p<0.05 (Kruskall-Wallis/Dunn, MédiatEPM)
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4.6.6 Estadiamento TNM

Com relagdo ao estadiamento do CCR ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os quatro grupos estudados. Um animal (12,5%) do grupo Padrdo
apresentou tumor Tis, um (12,5%) T1, quatro ratos apresentaram tumores T2 (50,0%) e dois
(25,0%) tumores T4. No grupo da dieta Hiperlipidica, 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 Normolipidica, teve um rato (33,3%) com tumor T2 e dois (66,7%) com
tumores T1; no grupo com dieta Hipolipidica, ocorreu apenas um rato com tumor T1 (100%)
(p=0.698) (Tabela 10).

Com relacdo ao acometimento dos linfonodos no grupo Padrdo apenas um animal
(14,3%) apresentou um linfonodo acometido. Os demais grupos ndo apresentaram
acometimento linfonodal (0, 0,0%) (p=0.747) ) (Tabela 10).

Por sua vez, dois animais (28,6%) do grupo Padrdo apresentaram metéstase a
distancia, assim como um animal (16,7%) do grupo Hiperlipidico. Nenhum animal dos grupos
Normo e Hipolipidico (0, 0,0%), apresentou metastases a distancia (p=0.697) (Tabela 10).

O grupo Padrdo apresentou um animal (12,5%) com estégio 0, cinco (62,5%) com
estagio 1 e dois (25,0%) com estagio 4. O grupo com dieta Hiperlipidica apresentou um
animal (20,0%) com estagio 0, trés (60,0%) com estagio 1 e um animal (20,0%) com estagio
4. O grupo com dieta Normolipidica apresentou dois animais (100%) com estagio 1 e 0 grupo
com dieta Hipolipidica apenas um animal (100%) com estdgio 1 (p=0.932) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Estadiamento dos CCR. N&o houve diferenca estatisticamente significante no estadiamento tumoral
considerando o tamanho do tumor, acometimento linfonodal, metéstase e estagio dos CCR em todos 0s grupos

do experimento.

Estadiamento Padrao Hiperlipidica Normolipidica  Hipolipidica  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
NO 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%)
Metéstase
MO 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%)
Estagio
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 (Frequéncia absoluta e percentual).

4.7 Citocinas

4.7.11L-1B

A concentracgéo de IL-1p nao diferiu significantemente entre os grupos Salina (123,2+6,5),
Padrdo (153,6+13,2), Hiper (158,0+9,5), Normo (157,2+16,1) e Hipolipidico (123,3+24,7)
(p=0.1869)(Figura 21).
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Figura 21 — Niveis de Interleucina 1B. N&o houve diferenca estatisticamente significante nos niveis

de IL- B nos grupos estudados.
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*p<0.05, ANOVA / Bonferroni (MédiatEPM).

4.7.2 1L-6

A concentracdo de IL-6 ndo diferiu significantemente entre os grupos Salina
(38,9+11,4), Padrdo (45,1+18,1), Hiper (14,8+2,6), Normo (40,0+17,8) e Hipolipidico
(17,2+3,6) (p=0.3336)(Figura 22).

Figura 22 — Niveis de Interleucina 6. Ndo houve diferenca estatisticamente significante nos niveis de IL-6 nos
grupos estudados.
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*p<0.05, Kruskall-Wallis / Dunn (MédiaxzEPM).

4.7.3 1L-10

Os niveis de IL-10 no grupo Hiperlipidico (65,1£2,1) mostraram-se
significantemente superiores aos niveis de IL-10 no grupo Salina (56,4+1,3) embora sem
diferenga significante com os grupos Padrdo (64,2+4,0), Normo (65,2+2,3) e Hipolipidico
(60,045,5) (p=0.0077)(Figura 23).
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Figura 23 — Niveis de Interleucina 10. Os niveis de IL-10 do grupo hiperlipidico se mostraram significantemente

superiores ao grupo Salina, sem diferenga com os demais grupos.
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*p<0.05 em relagdo ao grupo Salina (Kruskall-Wallis/Dunn (MédiatEPM)

4.7.4 1L-18

Os niveis de IL-18 ndo diferiram significantemente entre os grupos Salina
(313,2+234,9), Padrdao (770,3+540,3), Hiper (453,4+248,3), Normo (274,8+80,3) e
Hipolipidico (207,8+138,9) (p=0.0855)( Figura 24).

Figura 24 — Niveis de Interleucina 18. Nao houve diferenga estatisticamente significante nos niveis de IL-18 nos

grupos estudados.
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*p<0.05, Kruskall-Wallis / Dunn (MédiatEPM).
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4.75 Interferon-A

Os niveis de Interferon-A mostraram-se significantemente elevados no grupo
Padrdo (110,3+30,8) em relacdo ao grupo Hiper (32,6+4,5) e Hipolipidico (39,0£7,7), porém
ndo diferiu significantemente com os grupos Salina (40,6+8,0) e Normolipidico (61,5+15,9)
(p=0.0094)(Figura 25).

Figura 25 — Niveis de Interferon-gama. O grupo Padrdo apresentou niveis de IFN-A significantemente superiores
aos grupos Hiper e Hipolipidico.
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*p<0.05 versus Hiper e Hipolipidico, ANOVA/Bonferroni (MédiaxtEPM).

4.7.6 Fator de necrose tumoral-a

A expressdo de TNF-a mostrou-se significantemente aumentada nos grupos
Normo (23,0+1,8) e Hipolipidico (18,0+1,5) em relacdo ao grupo Salina (17,2+1,0), embora
sem diferenca significante com os grupos Padrdo (19,3+0,9) e Hiperlipidico (20,9+0,8)
(p=0.0082)(Figura 26).
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Figura 26 — Niveis de fator de necrose tumoral. Os niveis de TNF-a mostraram-se significantemente maiores nos

grupos Normo e Hipolipidico que no grupo Salina.
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*p<0.05 versus Salina, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).

4.7.7 Fator de crescimento de células vasculares
N&o houve diferenca significante entre a expressdao de VEGF entre os grupos
Salina (26,0+£1,8), Padrdo (29,8+2,7), Hiper (24,1+0,7), Normo (24,5+0,9) e Hipolipidico

(24,620,6) (p=0.1102)(Figura 27).

Figura 27 — Niveis de VEGF. N&o houve diferenca nos niveis de VEGF nos grupos do estudo.
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*p<0.05, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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4.8 Estresse oxidativo

4.8.1 Glutationa

A média de glutationa reduzida no grupo Hipolipidico (84,5+11,2) foi
significantemente superior a média de glutationa de todos os grupos estudados: Salina
(54,0£5,4), Padrdo (47,0+7,3), Hiper (34,3+4,2) e Normolipidico (39.8+3.5) (p<0.0001,
ANOVA/Bonferroni)(Figura 28).

Figura 28 — Niveis de glutationa reduzida. Apenas o grupo Hipolipidico apresentou aumento significativo dos
niveis de GSH em relagdo aos demais grupos.
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*p<0,05 em relacdo aos demais grupos (ANOVA/Bonferroni, MédiatEPM)

4.8.2 TBARS

A média de TBARS observada nos grupos Padrdo (129,7+12,9), Hiper
(160,0£55,1) e Normolipidico (91,5+5,8) mostraram-se significantemente superiores ao grupo
Salina (13,6+3,6) e Hipolipidico (18,3+5,2) (p<0.0001)(Figura 29).
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Figura 29 — Niveis de TBARS. Houve aumento significativo dos niveis de TBARS nos grupos Padrao, Hiper e
Normolipidico em relacdo ao Salina e reducdo dos niveis de TBARS no grupo Hipolipidico em relacdo aos

grupos Padréo, Hiper e Normolipidico.
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*p<0.05 versus Salina; **p<0.05 versus Padréo, Hiper e Normolipidico (Kruskall-Wallis/Dunn, Média£tEPM).

4.9 IMUNOHISTOQUIMICA
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 Hiperlipidico (35,6+2,9) em relacdo ao Padrdo (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 Hipolipidica apresentaram quantidade

de células TUNEL+ significantemente superiores aos grupos Salina e Padrao.
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*p<0.05 versus Salina e Padrdo, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Figura 31 — Marcacao de células TUNEL +

4.9.2 KI-67

A contagem de células KiI-67 no colo normal do grupo Salina mostrou reducédo
significante em relacéo ao tecido tumoral nos demais grupos (p<0.001). O grupo Hipolipidico
também mostrou diminuicdo significante desta marcacdo quando comparado aos grupos

Padrdo, Hiper e Normolipidico (p<0.05) (Figura 32).

Figura 32 — Contagem de células KI-67+. Grupo Salina mostrou reducdo significante em relagdo aos demais
grupos. Grupo Hipolipidico apresentou quantidade de células KI-67+ significantemente reduzidas em relagdo aos

rupos Padrdo, Normo e Hiperlipidico.
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*p<0.001 em relagdo ao Salina; **p<0.05 em rela¢do ao Hipolipidico; ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Figura 33 - Marcacéo de células KI-67 +
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4.10 Avaliagdo bioquimica

4.10.1 Glicemia

A média da glicemia foi ndo significante na comparacao entre os grupos (Figura 34).

Figura 34 — Média de glicemia por grupo. N&o houve diferenca significante nos indices glicémicos nos grupos
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*p<0.05 ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).



74

4.10.2 Perfil lipidico

4.10.2.1 Colesterol Total

Apenas o grupo Hiperlipidico (220,4+13,9) mostrou aumento significante do
colesterol total em relacdo aos demais grupos Salina (170,9+9,3), Padrdo (170,2+11,3),
Normo (169,9+10,2) e Hipolipidico (170,6+11,9) (p=0.0128)(Figura 35).

Figura 35 — Média de colesterol total por grupo. O grupo Hiperlipidico apresentou média de colesterol total

significantemente mais elevada em relacdo aos demais grupos.
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*p<0,05 em relagdo aos demais grupos, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).

4.10.2.2 Colesterol LDL

A média de colesterol LDL nos grupos Salina (117,7+10,0), Padrdo (117,8+16,0),
Hiper (152,1+11,4), Normo (113,9+10,3) e Hipolipidico (120,4+13,5) ndo diferiu
significantemente (p=0.1933)(Figura 36).

Figura 36 — Média de colesterol LDL por grupo. Nao houve diferenga estatisticamente significante na média de

colesterol LDL nos grupos experimentais.
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*p<0.05, ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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4.10.2.3 Colesterol HDL

O grupo Hiperlipidico apresentou média de colesterol HDL (24,9+3,7)
significantemente inferior ao grupo Padréo (48,7+7,2), embora ndo tenha diferido dos demais
grupos Salina (44,3%5,3), Normo (38,8+4,8) e Hipolipidico (39,3+4,6) (p=0.0376)(Figura 36).

Figura 37 — Média de colesterol HDL por grupo. O grupo hiperlipidico apresentou reducéo significante da média
de HDL em relacéo aos demais grupos do estudo.
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*p<0.05 em relagdo ao Padrdo (ANOVA/Bonferroni, médiatEPM).

4.10.2.4 Triglicerideos

O total de triglicerideos do grupo Hiperlipidico (225,3+13,5) mostrou-se
significantemente superior aos grupos Salina (132,7+8,5), Normo (147,0+13,7) e Hipolipidico
(132,3+£11,8), porém, ndo diferiu significantemente do grupo Padrdo (183,1+21,6)
(p<0.0001)(Figura 37).

Figura 38 — Média de triglicerideos por grupo. A média de triglicerideos do grupo Hiperlipidico apresentou-se
significantemente mais elevada em relagdo aos grupos Salina, Normo e Hipolipidico, porém, ndo houve
diferenca significante com o grupo Padréo.
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*p<0.05 em relagéo ao Salina, Normo e Hipolipidico (ANOVA/Bonferroni, médiatEPM).
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4.10.3 Enzimas hepaticas (AST e ALT)

Os niveis de ALT no grupo Hiperlipidico (64,9+12,5) mostraram-se
significantemente superior aos grupos Salina (35,2+4,7), Padrdo (36,7+4,9), Normo
(34,1£6,0) e Hipolipidico (36,0+5,7) (p=0.0263). Porém ndo houve diferenca significante
entre 0s niveis de AST dos grupos Salina (28,3+4,5), Padrdo (29,8+6,1), Hiper (35,8+5,7),
Normo (37,0+3,7) e Hiperlipidico (36.8+5.5) (p=0.6531)(Figura 38)..

Figura 39 — Média de ALT e AST por grupo. Ndo houve diferenca estatisticamente significante nos niveis de
AST nos grupos estudados, porém, os niveis de ALT do grupo Hiperlipidico se mostraram significantemente
superiores aos demais grupos.
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5 DISCUSSAO

O CCR é causa importante de mortalidade por cancer no mundo, afetando
igualmente homens e mulheres. Sua incidéncia pode ser reduzida quando os fatores de risco,
tais como genética, estilo de vida e fatores ambientais sdo modificados. Fatores ambientais,
especialmente alimentos com alto contetdo de gordura, foram epidemiologicamente
mostrados estar intimamente associados ao CCR humano (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2008).

Estudos antropologicos, epidemiologicos e moleculares indicam que 0s seres
humanos evoluiram de uma dieta com uma proporcdo de Omega-6/6mega-3 de
aproximadamente 1, enquanto que nas dietas atuais esta relacdo é de 15/1 até 20/1,
promovendo a patogénese de muitas doencgas, incluindo a doenca cardiovascular, cancer,
osteoporose e doencas inflamatdrias e autoimunes (SIMOPOULCQS, 2006).

Considerando a relevancia da doenca neoplasica e a importancia de uma dieta
saudavel com baixa razdo Omega-6/6mega-3 e alta 6mega-9/6mega-6, como proposta
preventiva no surgimento de lesdes precoces na carcinogénese colorretal, houve necessidade
da utilizacdo de modelos experimentais para sua comprova¢do (FEARON; VOGELSTEIN,
1990; CAMPOS, 2007).

O modelo de carcinogénese com AOM, descrito por Bird (1987, 1995), utilizou
roedores por sua semelhanca genética, morfoldgica e histopatoldgica aos seres humanos,
favorecendo o estudo bioldgico da progressdo natural desta doenca e identificacdo de metas
terapéuticas e desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo (WASHINGTON;
POWELL; SULLIVAN et al., 2013).

Dietas ricas em lipidios saturados e monoinsaturados do tipo émega-6 favorecem
a carcinogénese (NORAT; BINGHAM; FERRARI et al., 2005), porém ndo ha pesquisas que
demonstrem que dietas com diferentes concentracdes lipidicas (Hiper, Normo e Hipolipidica)
e com a mesma baixa relacdo dmega-6/6mega-3 e alta relacdo dmega-9/6mega-6 apresentem
alguma protecdo contra a carcinogénese colorretal, o que motivou a utilizagdo do modelo
descrito por Bird para o presente estudo.

Desde o inicio do experimento até a eutanasia, observou-se que a massa corporea
dos animais dos grupos Salina e Padrdo foi significantemente maior quando comparada a
massa dos animais dos grupos Hiper, Normo e Hipolipidico. Os grupos Salina e Padréo,
alimentados com a mesma dieta padrédo (Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos®) ndo

apresentaram diferenca significante da massa corporal no inicio, & administracdo de AOM,
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nem no final do experimento (Figura 2). Concluiu-se que o AOM ndo interferiu na ingesta
dos animais e consequentemente na massa corporal final.

Uma explicacdo para o achado de baixo peso nos grupos das dietas experimentais
é que a quantidade da ingesta foi superior nos grupos alimentados com dieta padrdo (Salina e
Padrdo) que nos grupos das dietas Hiper, Normo e Hipolipidica (Figura 2 e 4).
Provavelmente, isto ocorreu porque estas dietas fugiam do paladar comum aos roedores, ja
que eram de manipulacdo caseira e, principalmente no grupo Hiperlipidico, a dieta continha
grande quantidade de lipideos favorecendo a saciedade (Apéndice F) (SANDE-LEE,
VELLOSO, 2012).

Estudo recente demonstrou que dietas ricas em gorduras saturadas lesionam o
hipotdlamo e provocam uma inflamacdo local que pode causar a morte de neurbnios e
consequente perda da capacidade de percepcdo entre o momento de sinalizar para o
organismo a estocagem ou queima de energia. A ingestdo de dmega-3 e 6mega-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 concentracfes de
0mega-3 e dmega-9 foram os que apresentaram maior reducdo na inflamacdo hipotalamica,
possivelmente restaurando 0s desarranjos metabdlicos, alimentares e termogénicos
(CINTRA; ROPELLE; MORAES et al.,, 2012). Esses achados foram semelhantes aos
encontrados nos animais do grupo Hipolipidico, que apresentou ingestdo superior aos grupos
Hiper e Normolipidico (Figura 4), onde em valores absolutos possuiram menores quantidades
de dmega-3 e 6mega-9 apesar da relagdo entre os 6megas (baixa w-6:®-3 e alta ®-9: -6) se
manter constante em todos os grupos estudados (Apéndice E e H).

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

Sdo bem conhecidos os efeitos benéficos dos PUFAs no tecido adiposo tais como
prevencdo de hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo, inducdo de biogénese mitocondrial
em adipdcitos, inducdo da secrecdo de adiponectina e reducdo da inflamacdo do tecido
adiposo. A acdo da adiponectina ¢ mais acentuada na gordura epididimal no abdémen do
gue na gordura subcutdnea, contribuindo para aumentar a sensibilidade a insulina
(KOPECKY; ROSSMEISL; FLACHS et al.,2009).
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Outro fato, € que os animais dos grupos das dietas manipuladas apresentaram
diarreia desde o inicio, contribuindo para o baixo peso apresentado (Figura 2). Os animais
alimentados com dieta Hiperlipidica apresentaram diarreia grau 3, valor significantemente
superior aos grupos Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidica. Os animais dos grupos Normo e
Hipolipidico apresentaram diarreia grau 2, valores significantemente superiores aos grupos
Salina e Padréo (p<0.001)(Tabela 3). Sabe-se que altas doses de dmega-3 apresentam poucos
efeitos colaterais, sendo o principal deles a diarreia (CARMO; CORREIA, 2009).

Quando é comparada a ingesta dos grupos Salina e Padrdo nao houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,997), mas entre o grupo Salina e os grupos Hiper, Normo e
Hipolipidico houve diferenca significante (p < 0,001). Na comparacdo das ingestas do grupo
Padrdo com os grupos Hiper e Normolipidico também houve diferenca significante (p <
0,001), porém nos dois Ultimos meses do experimento a média da ingesta do grupo
Hipolipidico ndo mostrou diferenca significante com o Padrdo (p>0.05) (Figura 4).

Os ratos portadores de CCR ndo apresentaram diminuig@o do peso em relagéo aos
animais sem essa afeccdo dentro do mesmo grupo no final do experimento Padréo (p=0,887);
Hiper (p=0,098); Normo (p=0,204); e Hipolipidico (p=0,221) (Figura 3). Esse achado é
concordante com a literatura, pois o cancer colorretal, em fase inicial, é assintomatico e nao
compromete o estado geral dos individuos afetados (CONTINENTE; PLUVIUS;
MARTINEZ, 2002; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, 2013).

Dados antropométricos indicaram prevaléncia de eutrofia (45,71%), sobrepeso
(35,71%), obesidade (12,86%) e magreza (5,71%) em portadores de cancer colorretal
(FORTES; RECOVA; MELO et al., 2007). Os achados do presente estudo vdo de encontro a
literatura, uma vez que desnutricdo ndo é frequente nesta afeccdo, o que pode ser explicado
pelo ndo comprometimento da ingestdo alimentar, auséncia de distarbios absortivos e de
fatores obstrutivos.

Os achados macroscopicos consistiram em tumores nos colons e intestino
delgado, intussuscepcOes colocdlicas, dilatacdo de algas e lesbes hepaticas solidas e cisticas
(Tabela 4).

Os tumores colicos foram mais frequentes nos animais do grupo Padrdo (11,
91,7%) em relacdo ao grupo Salina (1, 8,3%) (p<0.001). Nao houve diferenca entre o grupo
Padrdo e os grupos alimentados com dietas Hiper (6, 54,5%, p=0,069), Normo (9, 90,0%,
p=1,000) e Hipolipidica (1, 9.1%, p=0,069)(Tabela 4). Estes achados comprovam o valor do
modelo de carcinogénese utilizado, onde todos 0s animais expostos ao AOM apresentaram

aumento significante na frequéncia de tumores em relacdo ao grupo Salina.
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O numero de animais com tumores no intestino delgado nos grupos Salina (0,
0.0%), Padrdo (1, 8.3%), Hiper (0, 0.0%), Normo (0, 0.0%) e Hipolipidica (1, 9.1%) néo
diferiu significantemente entre si (p=0,560) (Tabela 4). O achado de tumores isolados no
intestino delgado comprova o descrito em outros estudos, que o0 AOM atua além dos célons
em outros 6rgdos como intestino delgado, figado e peritonio (BEMEUR; DESJARDINS;
BUTTERWORTH, 2010; BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES et al., 2013).

A intussuscepcdo teve variacdo significante nos quatro grupos estudados
(p=0,003). Grupo Padrao (5, 41,7%) apresentou aumento significante em relagdo aos grupos
Salina (0, 0,0%; p=0.037), Hiper (0, 0,0%; p=0.037) e Normolipidico (0, 0,0% p=0.040),
porém ndo houve diferenca significante entre os grupos Padrdo e Hipolipidico (1, 9,1%;
p=0.155) (Tabela 4). A intussuscepcdo € uma complicacdo de tumores intestinais, localizada
com mais frequencia nas juncdes dos segmentos moveis (regido ileocecal) e ocorre
proporcionalmente ao tamanho dos tumores. Quando esta presente no intestino grosso, do tipo
colocodlica, ao contrario do delgado, sugere etiologia maligna (LUCENA; APEL; SILVA,
2005).

Com relacdo a dilatacdo de alcas, ndo houve diferenca significante entre os
grupos estudados (p=0.432) (Tabela 4), mas sabe-se que é decorrente de obstrugdo causada
pelos préprios tumores ou por intussuscepcdo decorrente dos mesmos. Nesta pesquisa €
provavel que, no decorrer do tempo, com o crescimento tumoral maior nimero de alcas
dilatadas ocorreriam (MAIA; FERREIRA-JUNIOR; VIEGAS et al., 2013).

As lesbes hepaticas encontradas consistiram em esteatose leve, moderada e grave,
lesbes pré-neoplasicas (focos de células anfofilicas, oncociticas, claras, vacuoladas,
espongiose e peliose), lesdes neoplasicas benignas (colangiomas e adenomas) e malignas
(carcinomas in situ e hepatocarcinomas) (BURLAMAQUI; DORNELAS; RODRIGUES, et
al., 2011 e Apéndice M). Encontrou-se variacao significante entre os grupos (p=0.004), com
aumento na frequéncia no grupo Padrdo (10, 83,3%) em relacdo aos grupos Salina (1, 8,3%;
p=0.001) e Hipolipidico (4, 36,4%; p=0.036), porém nao houve diferenca significante entre os
grupos Hiper (7, 63,6%); p=0.371) e Normolipidico (5, 50,0%; p=0.172) (Tabela 4).

O AOM é metabolicamente ativado no figado por oxidacdo, gerando compostos
reativos essenciais para a carcinogénese quimica sendo levado ao colo pela corrente
sanguinea ou via biliar como glucoronideo conjugado. O AOM causa proliferagdo de
hepatdcitos, que pode ser pré-neoplésica, quando ndo apresenta nenhum grau de crescimento
auténomo, designada por focos de hepatdcitos alterados, espongioses e pelioses e também

neoplasica 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 microscopicos que resultaram de analise estereoscépica foram as
criptas aberrantes classicas e displasicas e os focos de criptas aberrantes com < de 5 criptas e
> 5 criptas por foco.

O grupo Salina apresentou reducdo significante no nimero de criptas aberrantes
na forma classica em relacdo ao Padrédo e Hiperlipidico, embora sem diferenca estatistica com
Normo e Hipolipidico. No grupo Padréo foi significantemente maior que no Normolipidico
(Tabela 5 e Figura 11). Na forma displésica o numero de criptas aberrantes no grupo Salina
persistiu significantemente reduzido em relacdo ao Padrdo e este apresentou aumento
significante em relacdo aos grupos Normo e Hipolipidico (Tabela 5 e Figura 12). Todos 0s
grupos expostos ao AOM apresentaram maior numero de CA classicas e displasicas.

As criptas aberrantes tém como caracteristicas serem induzidas por agente
carcinogénico especifico de modo dose dependente e s&o vistas na mucosa colica, de 2 a 4
semanas apés a dose de iniciagdo. A ocorréncia espontanea em ratos tem uma frequéncia
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 Padrdo e Hiperlipidico. Esses
grupos também tiveram maior quantidade desses focos que os grupos Normo e
Hipolipidico (Tabela 6 e Figuras 13 e 14). Desta forma, demonstrou-se que as dietas
manipuladas somente diminuiram o aparecimento de FCA com <5 ou > 5 criptas por foco nos
grupos onde a quantidade de lipideos foi menor, embora a razdo ideal entre os émegas
permanecesse a mesma. O maior numero de criptas por foco é um parametro 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 a microscopia 6ptica foram hiperplasias, neoplasias intra-epitelial
gastrointestinal (GIN), adenomas e adenocarcinomas de colo e de intestino delgado. Nao
houve diferenca significante na frequéncia de animais com hiperplasia (p=0.719), GIN
(p=0.692) ou carcinoma em intestino delgado (p=0.560) (Tabela 6).

O numero de animais com adenomas variou significantemente entre 0s grupos
experimentais (p=0.016). N&o houve diferenca entre o percentual de animais com adenomas
nos grupos Padréo (2, 16,7%) e Salina (0, 0,0%, p=0.478), nem diferenca entre 0S grupos

Hiperlipidico (1, 9,1%) e Padrdo (p=0.478). Porém, houve diferenca entre 0s animais com
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adenomas nos grupos Normo (5, 50,0%, p=0.001) e Hipolipidico (5, 45,4%, p=0.014),
respectivamente, superior ao grupo Salina (Tabela 6).

O ndmero de CCR (p=0.009) presente no grupo Padrdo (7, 58,3%) mostrou-se
superior ao grupo Salina (0, 0,0%, p=0.005). Nao houve diferenca entre o0 Padrdo e 0s grupos
Hiper (4, 46,4, p=0.414) e Normo (2, 20,0%, p=0.099), porém, houve reducdo significante
nos ratos com dieta Hipolipidica (1, 9,1%, p=0.027) em rela¢do ao grupo Padrdo
(Tabela 6).

Ocorreu CCR em cinco ratos (41,7%) no grupo Padrdo, em quatro no grupo
Hiperlipidico (36,4%), em dois no grupo Normo (20,0%) e um no Hipolipidico (9,1%). N&o
houve diferenca significante entre os quatro grupos estudados (p=0.282) (Tabela 7).

Houve invasdo por continuidade dos CCR em dois ratos no grupo Padrdo (28,7 %),
em um no Hiper (25,0%) e nenhum nos grupos Normo e Hipolipidico. Ndo houve diferenca
significante entre os grupos (p=0.787) (Tabela 8).

Com relacéo ao grau de atipia do CCR diagnosticado ndo houve diferenga significante
entre alto e moderado e baixo grau observados no grupo Padrdo (7, 100,0%) em relacdo aos
grupos Hiper (4, 100,0%, p=1.000) e Normo (2, 100,0%, p=1.000). Porém, o grupo com dieta
Hipolipidica (0, 0,0%) apresentou reducdo dos tumores de alto grau em relacdo ao grupo
Padrdo (p=0.003) (Tabela 9).

O ndmero de carcinomas por rato (Multiplicidade) nos grupos Padrdo (0,6+0,2), Hiper
(0,4£0,1), Normo (0,2+0,1) e Hipolipidico (0,1+0,1) ndo mostrou diferenca significante entre
si (p=0.294) (Figura 19).

O indice de carcinogénese no grupo Padrdo (16,3+5,9) ndo foi significantemente
diferente dos grupos Hiper (13,1+5,3), Normo (7,5+3,6) e Hipolipidico (3,0+1,8) ( p=0.546)
(Figura 20).

De todos os parametros analisados nos animais portadores de CCR nenhum se
mostrou significante, porém no grupo Padréo verificou-se uma maior incidéncia de cancer, de
multiplicidade e disseminacdo tumoral com atipias de alto grau, enquanto que 0 grupo
Hipolipidico foi o que apresentou mais protecdo contra carcinogénese. Possivelmente, este
fato ocorreu devido a alta relacdo w-6:®-3 e uma baixa relagdo m-9:m-6 presente no grupo
Padrdo, a qual poderia interferir no processo de carcinogénese, principalmente nos estagios
mais iniciais (CALDER, 2006; CALDER, 2007).

O grupo alimentado com dieta Hipolipidica apresentou todos os indices avaliados
reduzidos e assim conseguiu uma visivel tendéncia a protecdo contra a carcinogénese

colorretal, possivelmente porque aléem da menor quantidade absoluta de acidos graxos -3, ®-
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6 e ®-9, apresentava também baixa razdo w-6/w-3 e alta w-9/w-6, caracteristicas consideradas
antineoplasicas (Apéndices E e H).

Estudos relacionam o -6 como fator de risco e 0 w-3 como fator de protecédo
para 0 CCR (ROYNETTE; CALDER; DUPERTUIS et al., 2004; MARTINS; GRUEZO,
2009). A guantidade de -6 e ®-3 na dieta e suas razdes ideais ttm um importante papel na
supressao da ciclooxigenase, blogueando a formacdo dos eicosanoides pro-inflamatdrios
(HARDMAN, 2004). Os acidos graxos -3 diminuem a capacidade das células
mononucleares de produzir TNF- alfa, sendo a chave dos efeitos antiinflamatorios,
prevenindo assim o desenvolvimento tumoral (CARMO; CORREIA, 2009).

A carcinogénese colorretal € um processo complexo e multifatorial incluindo até
mesmo um microambiente inflamatério envolvendo principalmente mediadores bioldgicos
como as citocinas (MEYDANI, 1996).

No presente estudo, as dietas com alta razdo -9:®-6 e baixa w-6:®»-3 diminuiram
a producdo de IL-1B (p=0.1869), IL-6 (p=0.3336), IL-18 (p=0.0855), VEGF (p=0.1102) e
INFy (p=0.0094) somente no grupo Hipolipidico, porém sem valor significante em relacdo ao
grupo Padrdo, com excecdo e do INFy.Houve aumento da IL-10 (p=0.0077) no grupo
Hiperlipidico em relagdo ao grupo Salina, mas sem diferenca significante com os demais
grupos. A expressdo de TNF-a mostrou-se significantemente aumentada nos grupos Normo e
Hipolipidico em relacdo ao grupo Salina (p=0.0082), embora sem diferenca significante com
0s grupos Padrdo e Hiperlipidico (Figuras 21 a 27).

As dietas manipuladas apresentavam a mesma relacdo w-6/w-3= 1,4:1, ®-9/w-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 diferenca estava no total de gorduras (g)
saturadas e insaturadas, presente em cada grupo: Hiperlipidico (Sat=2,2; Insat=7,3)=9,5¢;
Normolipidico (Sat=1,4; Insat=4,8)=6,2g e Hipolipidico (Sat=0,6; Insat=1,9)=2,5¢
(Apéndices E, F, G e H). A menor quantidade no total de gorduras apresentada na dieta
Hipolipidica, possivelmente foi responsavel por uma menor inflamacéo e consequentemente
reducdo nas citocinas presentes deste grupo.

A dieta utilizada pelo grupo Padréo apresentava relacdo w-6/®-3=8:1, »-9/w-6=
0,4:1 e Poli:Saturada=5,2:1, percentual de gordura poliinsaturada (54%), monoinsaturada
(24%) e saturada (15%) (Apéndice E e Anexo B). Apesar de esta dieta ter apresentado baixo
percentual de lipideos (12%), semelhante ao grupo Hipolipidico, a sua alta relacéo de m-6/®-3
e a baixa w-9/w-6 pode ter favorecido aos maiores indices de carcinogénese apresentados por

este grupo.
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A produgdo das citocinas sofre a influéncia da ingestdo aumentada de &cidos
graxos insaturados. Estudos recentes indicaram que fatores de transcri¢cdo nuclear induzidos
por genes de citocinas sdo regulados por esses mediadores lipidicos e por produtos de sua
peroxidacdo. O sinal de transducéo e a subsequente expressdo génica podem ser modificados
pelos niveis aumentados de EPA e DHA. O excesso de &cidos graxos saturados na
alimentacdo também esta associado ao aumento de varios marcadores inflamatorios pela
ativacdo do fator de transcrigdo NF«B e consequente aumento da expressao dos marcadores
inflamatdrios TNF-a, IL-1B e IL-6 e pela diminui¢do da expressdo do PPARYy, outro fator de
transcricdo, e da adiponectina (GERALDO; ALFENAS, 2008; BRESSAN, 2009).

Em pacientes com alteragdes das respostas metaboélicas, o equilibrio entre os
lipidios da dieta tem como propdsito controlar o estresse oxidativo e a resposta inflamatoria
exacerbada, por meio da relagcdo entre os tipos de acidos graxos insaturados ingeridos, que
afetam a sintese de eicosanodides, atuando como mensageiros intermediérios de fatores de
crescimento, controlando a proliferagdo e a diferenciagdo celular (CALDER, 2003).

O estresse oxidativo, fendmeno também envolvido na carcinogénese e
influenciado por dieta com equilibrio entre os lipidios, foi mensurado pela dosagem da
glutationa reduzida e do acido tiobarbitarico (TBARS). A glutationa foi maior nos animais do
grupo Hipolipidico, sendo este significante quando comparado com todos 0s outros grupos
(Figura 28). Embora a relagdo entre os dmegas permanecesse a mesma, a menor quantidade
de gordura no grupo Hipolipidico em relacdo aos outros contribuiu para esta diferenca. O
grupo Salina também foi significante em relacdo ao Padrdo, onde a Unica variavel entre eles
foi a exposi¢do ao AOM no grupo Padro.

O écido tiobarbitdrico (TBARS) foi significantemente mais alto nos grupos de
maior incidéncia de carcinogénese (Padrdo, Hiper e Normolipidico) em relacdo ao grupo
Salina e Hipolipidico. No entanto, entre Salina e Hipolipidico ndo houve diferenca
significante (Figura 29). Concluindo-se que a dieta pobre em gordura do grupo Hipolipidico
com alta razdo ®-9:m-6 e baixa w-6:®-3 foi eficaz na prevencdo de carcinogénese colica por
diminuir a peroxidacdo lipidica.

O mecanismo no qual os acidos graxos poliinsaturados induzem efeitos
genotoxicos, envolve varios intermediarios reativos. Os radicais hidroxila (OHs) e outras
especies reativas de oxigénio (HO2, NO2, RO, RO2) sdo gerados durante o processo de
peroxidacao lipidica ou aumentam diretamente a partir da decomposicdo do acido linoléico.
Esses radicais livres formados podem ser mediadores do processo de dano de biomembranas,

enzimas ou outras proteinas e acidos nucléicos. Essa oxidacdo desencadeia uma cascata
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autocatalitica que gera vérias substancias genotoxicas com grandes implicacbes para a
integridade do DNA (MEYDANI, 1996; SIMOPOULOQS, 2010).

Os &cidos graxos poliinsaturados aumentam a geracgdo do radical superdxido (O,)
e peroxido de hidrogénio (H,0;) nas células tumorais provocando a sua morte por apoptose
ou necrose, dependendo da poténcia oxidante. Os radicais livres e os peroxidos lipidicos
suprimem a expressdo do Bcl-2, ativam as caspases e encurtam os telomeros e assim induzem
apoptose das celulas neoplésicas (FELIPPE, 2005).

Os 4&cidos graxos ®-3 apresentam efeito modulador sobre as citocinas pro-
inflamatdrias, as proteinas hepaticas de fase aguda, eicosandides e sistema enzimatico
enddgeno, como superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase. Uma dieta
rica em gordura insaturada apresenta diminuicdo 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 &cidos graxos poliinsaturados, por serem essenciais, sdo indispensaveis na
alimentagdo, mas 0 consumo excessivo ou mais importante ainda, uma alta relagdo entre ®-
6:®-3 ¢ uma baixa relacdo ®-9:0-6 vem sendo investigada como participante do processo de
carcinogénese, principalmente nos estagios mais iniciais. Os lipidios, especificamente o0s
acidos graxos -6, podem ser coadjuvantes no processo de carcinogénese a partir da producao
de eicosandides, derivados das vias da lipoxigenase (LOX) e ciclooxigenase (COX); da
formagé&o de radicais livres e outros compostos reativos liberados de uma intensa peroxidagédo
lipidica que podem causar dano ao DNA (PINOTTI; SILVA; SUGIZAKI et al., 2007).

Os acidos ®-3 suprimem a biossintese dos eicosanoides derivados do &cido
araquidénico, modulando a inflamagdo com impacto na proliferacdo celular e apoptose. Os
produtos das COX e LOX derivados do AA estimulam a mitose, proliferagcdo celular e
angiogénese, enquanto que os produtos dessas duas enzimas sobre o EPA e DHA ndo
somente impedem a estimulacdo da angiogénese, como provocam a sua diminuicdo,
aumentam a apoptose e reduzem o crescimento tumoral (LOUREIRO; MASCIO; MARISA
et al., 2002; WEN; DEUTSCH; OPOLON et al., 2003).

O estudo da carcinogénese envolve também proliferacdo celular e apoptose,
mensuradas na presente pesquisa pela utilizacdo da expressdo imunohistoquimica do TUNEL
e Ki-67. TUNEL é um método para detectar a fragmentacdo do DNA, que resulta da cascata
apoptotica, e é expresso pela marcagédo da extremidade terminal de acidos nucléicos. Os ratos
alimentados com a dieta Hipolipidica, com menor concentra¢do de gordura, possivelmente

apresentaram menor hiperinsulinemia, inflamacdo, concentracdo circulante de IGFs,
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proliferacéo celular e consequentemente maior apoptose. Por outro lado, os ratos alimentados
com dieta Padrdo e induzidos com AOM, com alta relagdo w-6:m-3 e baixa ®-9:0-6,
apresentaram maior inflamacéo e proliferacédo celular e menor apoptose.

As dietas normolipidica e hipolipidica 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 relacdo m-9:w-6 e baixa w-6:®»-3. Os tecidos tumorais do
colo de ratos alimentados com dieta hipolipidica mostraram os mais altos indices de apoptose
celular quando comparados aos ratos alimentados com dieta padrdo, no entanto, a dieta
hiperlipidica ndo aumentou significantemente a apoptose em relacdo ao grupo Padrdo. Um
aumento significante de células apoptoticas também foi observado em ratos alimentados com
dieta hipolipidica em relacdo com a hiperlipidica e a normolipidica (Figura 30 e 31). O DHA
inativa a familia Bcl-2 de genes antiapoptéticos e aumenta a transcri¢do de genes e fatores de
transcricdo que induzem a apoptose. O DHA ativa fosfatases protéicas envolvidas na
inativacdo do Bcl-2 e na ativacdo da caspase-3, fatores que de forma independente promovem
0 aumento de apoptose (SIDDIQUI; SHAIKH; SECH et al., 2004).

A contagem de células KiI-67 no colo normal do grupo Salina mostrou reducédo
significante em relacéo ao tecido tumoral nos demais grupos (p<0.001). O grupo Hipolipidico
também mostrou diminuicdo significante desta marcacdo quando comparado aos grupos
Padrdo, Hiper e Normolipidico (p<0.05) (Figuras 32 e 33, Apéndice I). A dieta rica em EPA e
DHA diminui a mitose celular por reverter a atividade da proteina C kinase (PKC) na
carcinogénese do colo, diminui a atividade dos oncogenes Ras e da proteina ativadora 1(AP-
1), que frequentemente estdo ativos nos tumores malignos humanos e estimulam a mitose,
suprimir a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NFKB de um modo dose dependente e
diminuir também a proliferacdo celular e angiogénese e aumentar a apoptose (FELIPPE JR,
2011).

No que diz respeito ao perfil lipidico, o grupo Hiperlipidico apresentou 0s maiores
indices de colesterol total, colesterol LDL e triglicerideos e o0 menor de colesterol HDL em
relagdo aos grupos Salina, Padrdo, Normo e Hipolipidico. A media da glicemia e AST nédo
diferiram entre os grupos do estudo, mas ALT foi significantemente maior no grupo
Hiperlipidico em relacdo aos demais grupos (Figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39).

Estes resultados ndo foram os encontrados em outros trabalhos, onde uma dieta rica
em &cidos graxos 6megas 3 reduz os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e aumenta
o colesterol HDL (AGUILERA; DIAZ; BARCELATA et al., 2004; ROBERT, 2005).

Buckland et al. (2012) mostraram que dietas com alta concentracdo de ®-9 controlava a
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glicemia, reduzia a inflamag&o sistémica, diminuia o risco cardiovascular pela melhora do
perfil lipidico.

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

Nas condicdes e modelo do estudo realizado, a administracdo de dietas hiperlipidicas,
normolipidicas e hipolipidicas, com baixa razdo ®-6/®-3 e alta razdo ®-9/ ®-6 reduziu a
formagdo de CA classicas e displasicas, FCA com < e > 5 criptas por foco, multiplicidade de
focos, indice mitotico, atipia e peroxidacdo lipidica estresse oxidativo e aumentou apoptose
de células tumorais do colo e capacidade antioxidante, favorecendo, pois, efeito protetor, ou
seja, uma atenuacdo da carcinogénese cdlica. Contudo, essas acOes benéficas parecem ter
sofrido mais influéncia da quantidade de gordura existente em cada uma das dietas do que das
razdes ideais entre os acidos graxos émegas 3, 6 e 9.

Mais estudos serdo necessarios, inclusive com a utilizacdo de dietas similares
em outros modelos com maior nimero de animais, no sentido de identificar a real acdo dessas
dietas na carcinogénese colorretal, podendo vir a contribuir no futuro para medidas

preventivas do CCR.
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CONCLUSAO

. As dietas hiperlipidicas, normolipidicas e hipolipidicas com baixa relacdo w-6/®-3 e alta
®-9/m-6 reduzem a ingesta e massa corporal dos animais.

. As dietas hiperlipidicas, normolipidicas e hipolipidicas com baixa relagcdo ®-6/®-3 e alta
®-9/w-6 reduzem a peroxidacgdo lipidica e elevam a capacidade antioxidante.

. As dietas hiperlipidicas, normolipidicas e hipolipidicas com baixa relacdo w-6/®-3 e alta
®-9/w-6, no modelo estudado, protegem contra a carcinogénese cdlica.



89

7 REFERENCIAS

ADLER, D.G.; GOSTOUT, C.J.; SORBI, D.; BURGART, L.J.; WANG, L.; HARMSEN,
W.S. Endoscopic identification and quantification of aberrant crypt foci in the human colon.
Gastrointest. Endosc. v. 56, n.5, p. 657-662, 2002.

AGUILERA, A.A; DIAZ, G. H.; BARCELATA, M.L.; GUERREIRO, O.A.; ROS, R.M.O.
Effects of fish oil on hypertension, plasma lipids and tumor necrosis factor-o in rats with

sucrose-induced metabolic syndrome. J. Nutr. Biochem. v.15, n.6, p.350-357, 2004.

AHMEDIN JEMAL, D.V.M.; BRAY, F.; CENTER, M.M.; JACQUES FERLAY, M.E,;
WARD, E.; FORMAN, D. Global Cancer Statistics. CA: A Cancer Journal for Clinicians.
v. 61, n. 2, p. 69-90, 2011.

AMERICAN CANCER SOCIETY. Cancer Facts&Figures 2008. Atlanta: American
Cancer Society, 2008.

AMERICAN CANCER SOCIETY. Colorectal Cancer Facts&Figures 2013. Atlanta:

American Cancer Society, 2013.

ANDRADE, P. M. M.; DO CARMO, M. G. T. Acidos graxos n-3: um link entre

eicosandides, inflamacédo e imunidade. Rev.Mn-Metabdlica. v. 8, n.3, p. 135-143, 2006.

ARMAGHANY, T.; WILSON,J.D.; CHU, Q.; MILLS,G.Genetic Alterations in Colorectal
Cancer. Gastrointest Cancer Res. v.5, n.1, p. 19-27, 2012.

BANNASCH, P.; ZERBAN, H. Tumor of the liver. In: Turosov V.S., Mohr U., editors.
Pathology of tumor in laboratory animals. Lyons: IARC; p.199-240, 1990.

BARTSCH, H.; NAIR, J.; OWEN, RW. Dietary polyunsaturated fatty acids and cancers of
the breast and colorectum: emerging evidence for their role as risk modifiers.
Carcinogenesis. v. 20, n. 12, p. 2209-2218, 1999.

BEMEUR, C.; DESJARDINS, P.; BUTTERWORTH, R.F. Antioxidant and anti-
inflammatory effects of mild hypothermia in the attenuation of liver injury due to

azoxymethane toxicity in the mouse. Metab Brain Dis. v.25, n.1, p.23-29, 2010.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.3322/%28ISSN%291542-4863
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.3322/caac.v61:2/issuetoc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20JD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chu%20Q%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mills%20G%5Bauth%5D

90

BERNHEIM F.; BERNHEIM M. L. C.; WILBUR K. M. J. The reaction between
thiobarbituric acid and the oxidation products on certain lipids. J. Biol. Chem. v. 174, p.257-
264, 1948.

BIRD, R.P. Observation and quantification of aberrant crypts in the murine colon treated with

a colon carcinogen: preliminary findings. Cancer lett. v. 37, p.147-151, 1987.

BIRD, R.P. Role of aberrant crypt foci in understanding the pathogenesis of colon cancer.
Cancer Lett. v. 93, n.1, p.55-71, 1995.

BIRD, R.P.; GOOD, C.K. The significance of aberrant crypt foci in understanding the
pathogenesis of colon cancer. Toxicol Lett, v.15, n.112, p.395-402, 2000.

BOATENG, J.; VERGHESE, M.; CHAWAN, C.B.; SHACKELFORD, L.; WALKER, L.T;
KHATIWADA, J.; WILLIAMS, D.S. Red palm oil suppresses the formation of
azoxymethane (AOM) induced aberrant crypt foci (ACF) in fisher 334 male rats. Food
Chem. Toxicol. v. 44, p.1667-1673, 2006.

BODDAERT, A.S.; GERRITSEN, W.R.; PINEDO, H.M. On our way to targeted therapy for
cachexia in cancer? Current Opinion on Oncology. v.18, p. 335-340, 2006.

BRESSAN, J. Impacto hormonal e inflamatério de diferentes composicdes dietéticas: énfase
em padrdes alimentares e fatores dietéticos especificos. Arq Bras Endocrinol Metab, v. 53,
n. 5, p. 572-581, 20009.

BUCKLAND, G.; MAYEN, A. L.; AGUDO, A.; TRAVIER, N.; NAVARRO, C.; HUERTA,
J.M.; CHIRLAQUE, M.D.; BARRICARTE, A.; ARDANAZ, E.; MORENO-IRIBAS, C,;
MARIN, P.; QUIROS, JR.; REDONDO, M-L.; AMIANO, P.; DORRONSORO, M.;
ARRIOLA, L.; MOLINA, E.; SANCHEZ, M-J.; GONZALEZ, C.A. Olive oil intake and
mortality with in the Spanish population (EPIC_SPAIN). Am J Clin Nutr. v. 96, p. 142-149,
2012,

BURLAMAQUI, I.M.B.; DORNELAS, C.A.; ESCALANTE, R. D.; MOTA, D.M.C;
MESQUITA, F. J. C.; CARVALHO, E. R.; VERAS, L. B.; RODRIGUES, L.V. Optimization



91

of visibility and quantification of aberrant crypt foci in colonic mucosa in Wistar rats. Acta
Cir. Bras. v. 25, n.2, p.148-152, 2010.

BURLAMAQUI, I.M.B.; DORNELAS, C.A.; VALENCA JUNIOR, J.T.; MESQUITA,
FJ.C.; VERAS, L. B.; RODRIGUES, L.V. Hepatic and biochemical repercussions of a
polyunsaturated fat-rich hypercaloric and hyperlipidic diet in Wistar rats. Arq Gastroenterol.
v.48, n.2, p.153-158, 2011.

BURLAMAQUI, I.M.B.; DORNELAS, C.A.; VALENCA JUNIOR, J.T.; MOTA, D.M.C,;
MESQUITA, F.J.C.; VERAS, L. B.; VASCONCELOS, P.R.L.; RODRIGUES, L.V. Effect of
a hyperlipidic diet rich in omegas 3, 6 and 9 on aberrant crypt formation in rat colonic
mucosa. Acta Cir. Bras., v.27, n.1, p. 30-35, 2012.

BURLAMAQUI, I.M.B.; DORNELAS, C.A.; ALMEIDA, P.R.C.; JAMACARU, F.V.F,
MOTA, D.M.C.; MESQUITA, FJ.C.; BRITO, L.A.,VERAS, L.B.; RODRIGUES, L.V.
Hepatic repercussions of azoxymethane-induced colorectal carcinogenesis. Rev. Col. Bras.
Cir.v.40,n.2, p. 137-141, 2013.

BURLAMAQUI, I.M.B.; DORNELAS, C.A; VERAS, L.B.; BRITO, LA.; TRIDADE
JUNIOR, JW.M.; SUCUPIRA, R. M.; AZEVEDO, O.G.R.; VASCONCELOS, P.R.L;
RODRIGUES, L.V. Ponderal behavior of rats fed an omegas 3, 6 and 9 enriched diet
submitted to colon carcinogenesis induced by azoxymethane. Acta Cir. Bras., v.28, n.10, p.
721-727, 2013.

CADERNI, G.; FEMIA, A.P.; GIANNINI, A.; FAVUZZA, A.; LUCERI,C.; SALVADORI,
M.; DOLARA, P. Identification of mucin-depleted foci in the un sectioned colon of
azoxymethane treated rats: correlation with carcinogenesis. Cancer Res. v. 63, p. 2388-2392,
May, 2003.

CALDER, P. C.; YAQOOB, P.; THIES, F; WALLACE F. A.; MILES E. A. Fatty acids and
lymphocyte functions. BJM. v. 87 n.1, p. 31-48, 2002.

CALDER, P.C. Long-chain n-3 fatty acids and inflammation: potential application in surgical
and trauma patients. Braz j Medbiol Res. v.36, p.433, 2003.



92

CALDER, P.C. n-3 Polyunsaturated fatty acids, inflammation, and inflammatory diseases.
Am J Clin Nutr, v. 83, n. 6, p.1505-1519, 2006.

CALDER, P.C. Immunomodulation by omega-3 fatty acids. PLEFA, v.77, n.5-6, p. 327-335,
2007.

CAMPOS, F.G.; WAITZBERG, D.L.; LOGULLO WAITZBERG, A.F.; HABR-GAMA, A.;
KISS, D.R.; GAMA-RODRIGUES, J. Diet and colorectal cancer: current evidence for
etiology and prevention. Nutr Hosp. v.20, n.1, p.18-25, 2005.

CAMPOS, F.G. Dieta e cancer colorretal: evidéncias atuais. Procto Site — Portal Interativo
de Coloproctologia. Edicdio n°® 1 - julho 2007. Disponivel em: <

http://www.proctosite.com/nwsletter/conteudo.phpid conteudo=19&id informativo=6&id in

formativo edicao=6>. Acesso em: 06 nov.2007.

CARMO, M.C.N.S.; CORREIA, M.I.T.D. The role of omega-3 fatty acids in cancer.
Revista Brasileira de Cancerologia. v.55, n.3, p.279-287, 2009.

CINTRA, D.E.;ROPELLE, E.R.; MORAES, J.C.; PAULI, J.R.; MORARI, J.; SOUZA,
C.T.; GRIMALDI, R.; STAHL, M.; CARVALHEIRA, J.B.; SAAD, M.J.; VELLOSO,
L.A. Unsaturated Fatty Acids Revert Diet-Induced Hypothalamic Inflammation in Obesity.
PLoS ONE. v.7, 2012.

CONTINENTE, A.J.C.; PLUVIUS, C.C.; MARTINEZ, C.V. Nutricion y neoplasias
digestivas. Rev Bras Nutr Clin. v.17, p. 53-63, 2002.

CUMMINGS, O.W. Pathology adenoma-carcinoma sequence: from aberrant crypt focus to

invasive carcinoma. Semin. Gastrointest. Dis. v.11, n.4, p. 229-237, 2000.

DAVIES, N.J.; BATEHUP, L.; THOMAS, R.; The role of diet and physical activity in breast,
colorectal, and prostate cancer survivorship: a review of the literature. Br J Cancer. v. 105, n.
11, p. 52-73, 2011.


http://www.proctosite.com/nwsletter/conteudo.phpid_conteudo=19&id_informativo=6&id_informativo_edicao=6%3e.%20Acesso
http://www.proctosite.com/nwsletter/conteudo.phpid_conteudo=19&id_informativo=6&id_informativo_edicao=6%3e.%20Acesso

93

DORNELAS, C.A. Efeitos da prdpolis verde na carcinogénese e angiogénese de tumores
de bexiga induzidos pelo BBN em ratas wistar. 332f. Tese ( Doutorado)- Universidade

Federal do Ceard, Departamento de Cirurgia, Fortaleza, 2009.

EADEN, J.A.; ABRAMS, K.R.; MAYBERRY, J.F. The risk of colorectal cancer in ulcerative
colitis: a meta-analysis. Gut, v. 48, p. 526-535, 2001.

FEARON, E.R.; VOGELSTEIN, B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell. v.
61, n. 5, p.759-767, 1990.

FELIN, C.R.; ROCHA, A.B.; FELIN, I.P.D.; REGNER, A.; GRIVICICH, I. Expressdo das
proteinas p53 e Cox-2 em Adenocarcinoma Intestinal e Mucosa Adjacente. Rev bras
Coloproct. v.28, n.1, p. 19-25, 2008.

FELIPPE J.J. Efeito dos Acidos Graxos Poli Insaturados no cancer: inducdo de apoptose,
inibicdo da proliferacdo celular e antiangiogénese. Revista Eletronica da Associacéo
Brasileira de Medicina Complementar. Disponivel em:

www.medicinacomplementar.com.br. Acesso em 2005.

FELIPPE JR. Oleo de peixe 6mega-3 e cancer: diminuicdo da proliferacdo celular maligna,
aumento da apoptose, inducdo da diferenciacdo celular e diminuicdo da neoangiogénese
Revista Eletronica da Associacdo Brasileira de Medicina Complementar. Disponivel em:
www.medicinacomplementar.com.br. Acesso em: 4/10/2011.

FEMIA, AP.; DOLARA, P.; CADERNI, G. Mucin-depleted foci ( MDF) in the colon of rats
treated with azoxymethane ( AOM) are useful biomarkers for colon carcinogenesis.
Carcinogenesis. v.25, n. 2, p. 277-281, 2004.

FEMIA, A.P.; LUCERI, C.; TOTI, S.; GIANNINI, A.; DOLARA, P.; CADERNI, G. Gene
expression profile and genomic alterations in colonic tumors induced by 1,2- dimethyldrazine
(DMH) in rats. Cancer. v. 11, n.10, p.194, 2010.


http://www.medicinacomplementar.com.br/
javascript:%20siteBiblio.Lista.Selecionar(1953,%20'ca-0379',%20'N',%20'Cancer/ca-0379.pdf'%20);
javascript:%20siteBiblio.Lista.Selecionar(1953,%20'ca-0379',%20'N',%20'Cancer/ca-0379.pdf'%20);
http://www.medicinacomplementar.com.br/

94

FORTES, R.C.; RECOVA, V.L.; MELO, A.L.; NOVAES, M.R.C.G. Hébitos Dietéticos de
Pacientes com Cancer Colorretal em fase Pds-operatoria. Rev Bras Cancer. v.53, n.3, p. 277-
289, 2007.

FOLEY E. F.; JAZAERI A. A.; SHUPNIK M. A.; JAZAERI O. & HICE L. W. Selective loss
of estrogen receptor beta in malignant human colon. Cancer Res. v.60 p.245-248, 2000.

FUJIMOTO, K.; FUKAGAWA, K.; SAKATA, T.; TSO, P. Suppression of food intake by
apolipoprotein A-1V is mediated through the central nervous system in rats. J Clin Invest.
v.91, n. 4, p.1830-1833, 1993.

FURST, P. The striking diet island of Crete: lipid nutrition from the palaeolithic to the
affluent modern society. Clin Nutr., v. 21, n. S2, p. 9-14, 2002.

GAROFOLO, A.; AVESANI, C.M.; CAMARGO, K.G.; BARROS, M.E.; SILVA, S.RJ;
TADDEI, J.A.A.C.; SIGULEM, D.M. Dieta e cancer: um enfoque epidemiolégico. Rev Nutr
Campinas. v. 17, n. 4, p. 491-505, 2004.

GAROFOLO, A.; PETRILLI, A.S. Balanco entre acidos graxos dmega-3 e 6 na resposta
inflamatdria em pacientes com cancer e caquexia. Rev Nutr Campinas , v. 19, n.5, p. 611-
625, 2006.

GARTEL, A.L.; TYNER, A.L. The role of the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 in
apoptosis. Mol Cancer Ther. v.1, p. 639-649, 2002.

GEIERSBACH, K.B.; SAMOWITZ, W.S. Microsatellite instability and colorectal cancer.
Arch Pathol Lab Med. v.135, n.10, p.1269-1277, 2011.

GERALDO, J. M.; ALFENAS, R. C. G. Papel da Dieta na Prevencdo e no Controle da
Inflamacdo Cronica — Evidéncias Atuais. Arq Bras Endocrinol Metab. v. 52, n.6, p.951-
967, 2008.


http://www.jci.org/articles/view/116395
http://www.jci.org/articles/view/116395
http://www.jci.org/91/4

95

GRIMBLE, R.F. Antioxidantes e radicais livres. In: Nutricdo oral, enteral e parenteral na
pratica clinica. Atheneu. p.1481-1494, 2001.

HARDMAN, W.E. ®-3 Fatty acids and cancer therapy. J Nutr. v.134, p. 3427-3430, 2004.

HATA, K.; YAMADA, Y.; KUNO, T.; HIROSE, Y.; HARA, A.; QIANG, S.H.; MORI, H.
Tumor formation is correlated with expression of P-catenin-accumulated crypts in
azoxymethane-induced colon carcinogenesis in mice. Cancer Sci. v. 95, n. 4, p. 316-320,
April, 2004.

HEYLAND, D.K.;DHALIWAL, R.;DAY, A.G.;MUSCEDERE, J.;DROVER,
J.; SUCHNER, U.; COOK, D. Reducing Deaths due to Oxidative Stress (The REDOXS
Study): Rationale and study design for a randomized trial of glutamine and antioxidant

supplementation in critically-ill patients. Proc Nutr Soc. v.65, n.3, p.250-263, 2006.

HIGURASHI, T.; HOSONO, K.; ENDO, H.; TAKAHASHI, H.; LIDA, H.; UCHIYAMA, T.;
EZUKA, A.; UCHIYAMA, S.; YAMADA, E.; OHKUBO, H.; SAKAI, E.; MAEDA, S,
MORITA, S.; NATSUMEDA, Y.; NAGASE H.; NAKAIJIMA, A. Eicosapentaenoic acid
(EPA) efficacy for colorectal aberrant crypt foci (ACF): a double-blind randomized controlled
Trial. BMC Cancer.v.12, n.413, p.3-9, 2012.

HIROSE, Y.; KUNO, T.; YAMADA, Y.; SAKATA, K.; KATAYAMA, M.; YOSHIDA, K
QIAO, Z.; HATA, K.; YOSHIMI, N.; MORI, H. Azoxymethane-induced beta-catenin-
accumulated crypts in colonic mucosa of rodents as an intermediate biomarker for colon

carcinogenesis. Carcinogenesis. v. 24, n. 1, p.107-111, 2003.

HONG, S.; LEE, H.J.; KIM, SJ.; HAHM, K.B. Connection between inflammation and
carcinogenesis in gastrointestinal tract: focus on TGF-beta signaling. World J.
Gastroenterol., v. 16, p.2080-2093, 2010.

HORIUCHI, H.; KAWAMATA, H.; OMOTEHARA, F.; FUJJI, S.; FUJIMORE, T. Negative
Immunohistochemical staining of p53 protein does not always reflect wild-type p53 gene in
cancer cells. J Gastroenterol. v. 39, p. 801-806, 2004.


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
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muscedere%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drover%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drover%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suchner%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cook%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16923310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16923310

96

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA). MINISTERIO DA SAUDE. BRASIL.
Estimativa 2014: incidéncia de cancer no Brasil / Intituto Nacional de Cancer. — Rio de
Janeiro: INCA, 2013.

KANG, J.X.; WEYLANDT, K.H. Modulation of inflamatory cytokines by omega-3 fatty
acids. Sub Cell Biochem. v. 49, p.133-143, 2008.

KERR, J.F.R.; WINTERFORD, C.M.; HARMON, B.V. lts significance in cancer and cancer
therapy. Cancer. v. 73, p. 2013-2026, 1994.

KIM, E.J.; KIM, W.Y.; KANG, Y.H.; HA, Y.L.; BACH, L.A.; PARK, J.H.Y. Inhibition of
caco-2 cell proliferation by n-3 fatty acids: possible mediation by increased secretion of
insulin-like growth factor binding protein-6. Nutrition Res. v. 20, n.10, p. 1409-1421, 2000.

KOJIMA, M.; WAKAI, K., TOKUDOME, S.; SUZUKI, K. TAMAKOSHI, K
WATANABE, Y. Serum levels of polyunsaturated fatty acids and risk of colorectal cancer: a
prospective study. Am J Epidemiol. v.161, n.5, p.462-471, 2005.

KOPECKY, J.; ROSSMEISL, M.; FLACHS, P.; KUDA, O.; BRAUNER,P.; JILKOVA, Z,
STANKOVA, B.; TVRZICKA, E.; BRYHN, M. n-3 PUFA: bioavailability and modulation
of adipose tissue function. Proceedings of the Nutrition Society. v.8, n.4, p. 361-369, 2009.

KURITA, A.; KADO, S.; KANEDA, N.; ONOUE, M.; HASHIMOTO, S.; YOKOKURA, T.
Modified irinotecan hydrochloloride (CPT-11) administration schedule improves induction of

delayed-onset diarrhea in rats. Cancer Chemother Pharmacol, v. 46, p. 211-220, 2000.

LARSSON, S.C.; WOLK, A. Obesity and colon and rectal cancer risk: a meta-analysis of
prospective studies. Am J Clin Nutr. v. 86, n. 3, p. 556-565, 2007.

LIU, M.;DOI, T.;SHEN, L.;WOODS, S.C.;SEELEY, R..;ZHENG, S.;JACKMAN,
A.; TSO, P. Intestinal satiety protein apolipoprotein AlV is synthesized and regulated in rat
hypothalamus. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. v.280, n.5, p.1382-1387, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woods%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seeley%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jackman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jackman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tso%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11294757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11294757

97

LIU, C.S.; HSU, H.S,; LI, C.I.; JAN, C.I,; LI T.C.; LIN, W.Y.; LIN, T.; CHEN, Y.C.; LEE,
C.C.; LIN, C.C. Central obesity and atherogenic dyslipidemia in metabolic syndrome are
associated with increased risk for colorectal adenoma in a Chinese population. BMC

Gastroenterology. v.10, p.1-7, 2010.

LOUREIRO, A.P.M.; MASCIO, P.; MARISA, H. G.; MEDEIROS, M.H.G. Formacéo de
adutosexociclicos com bases de DNA: implicacdes em mutagénese e carcinogénese. Quimica
Nova. v.25, n.5, p.777-793, 2002.

LUCENA, M.T.; APEL, A.; SILVA, M.J.M. Intussuscepcdo no Adulto. Rev bras Coloproct.
v.25, n.2, p.158-161, 2005.

LYNCH, H.T.; SMYRK, T.; LANSPA, S.J. Flat adenoma in a colon cancer-prone kindred. J.
Natl. Cancer Inst. v. 80, p. 278-282, 1988.

LYNCH, H.T.; SMYRK, T.C.; WATSON, P. Hereditary flat adenoma syndrome: A variant of
familiar adenomatous polyposis. Dis. Colon Rectum. v.35, p.411-421, 1992.

MAIA, D.S.; FERREIRA-JUNIOR, M.; VIEGAS, R.G.; SILVA, E.E.C.; OLIVEIRA, P.T.V,;
SILVA, R.C.A.; CAETANO, A.J.; FERREIRA, N.G. Obstrucao intestinal por diverticulo de
Meckel. Arg Bras Dig. v.26, n.3, p.244-245, 2013.

MARTINS, J.M.; GRUENZO, N.D. N-6 fatty acid and colorectal cancer. Revista Brasileira
de Cancerologia. v.55, n.1, p.69-74, 20009.

MELO, J.U. S,; SANTOS, J.M.V. KIMURA,O.S.; CAMPOS-JUNIOR, M.M.; MELO, R.B;;
VASCONCELOS, P.R.L. Effects of fatty acids on liver regeneration in rats. Rev. Col. Bras.
Cir. v.37, n.5, p.351-357, 2010.

MEEK, D.W. Tumor suppression by p53: A role for the DNA damage response? Nat Rev
Cancer. v.9, p.714-723, 2009.

MEYDANI, S.N. Effect of (n3) polyunsaturated fatty acids on cytokine production and their
biologic function. Nutrition. v.12, n.1, p.8-14, 1996.


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
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jan%20CI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20WY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20507579

98

MEYER, L.A.; BROADDUS, R.R.; LU, K.H. Endometrial cancer and Lynch syndrome:
clinical and pathologic considerations. Cancer Control. v.1, n.1, p.14-22, 2009.

MIHARA, M.; UCHIYAMA, M. Determination of malonaldehyde in tissues by thiobarbituric
acid test. Anal Biochem. v. 86, n.1, p.271-278, 1978.

MORANI, J.; TORSONI, A. S.; ANHE, G. F.. ROMAN, E. A.; CINTRA, D. E.; WARD, L.
S.; BORDIN, S.; VELLOSO, L. A. The role of proliferator-activated receptor y coactivator—
lo in the fatty-acid—dependent transcriptional control of interleukin-10 in hepatic cells of
rodents. Metabolism. v. 59, p. 215-223, 2010.

MORI, H.; YAMADA, Y.; TOSHIYA, K.; YOSHINOBU, H. Aberrant crypt foci and B-
catenin accumulated crypts; significance and roles for colorectal carcinogenesis. Mut. Res. v.
566, n. 3, p. 191-208, 2004.

MORIN, P.J.; VOGELSTEIN, B; KINZLER, K.W. Apoptosis and APC in colorectal
tumorigenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. v.93, n.15, p.7950-7954, 1996.

MORITA, S.; NATSUMEDAY.; NAGASE, H.; NAKAJIMA, A. Eicosapentaenoic acid
(EPA) efficacy for colorectal aberrant crypt foci ( ACF): a double-blind randomized
controlled trial. BMC Cancer. v. 12, n. 414, p. 2407-2413, 2012.

MUTO, T.; KAMIYA, J.; SAWADA, T.; KONISHI, F.; SUGIHARA, K.; KUBOTA, Y,
ADACHI, M.; AGAWA, S.; SAITO, Y.; MORIOKA, Y.; TANPRAYOON M.D.T. Small
"flat adenoma" of the large bowel with special reference to its clinic pathologic features. Dis.
Colon Rectum. v.28, n.11, p.847-851, 1985.

NA, S.Y.; MYUNG, S.J. Obesity and colorectal cancer. Korean J Gastroenterol. v. 59, n. 1,
p.16-26, 2012.

NORAT, T.; BINGHAM, S.; FERRARI, F.; SLIMANI, N.; JENAB, M.; MAZUIR, M. Meat,
fish and colorectal cancer risk: the European prospective investigation into cancer and
nutrition. J Natl Cancer Inst. v. 97, n.12, p. 906-916, 2005.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+Tanprayoon+M.D.%22

99

OH, Y.T.; LEE, J.Y.; LEE, J.; KIM, H.; YOON, K.S.; CHOE, W.; KANG, I. Oleic acid
reduces lipopolysaccharide-induced expression of INOS and COX-2 in BV2 murine
microglial cells: possible involvement of reactive oxygen species, p38 MAPK, and IKK/NFKk-
B signaling pathways. Neuro Sci Lett. v.464, n.2, p.93-97, 2009.

PADIDAR, S.; FARQUHARSON, A.J.; WILLIAMS, L.M.; KEARNEY, R.; ARTHUR, J.R,;
DREW, J.E. High-fat alters gene expression in the liver and colon: links to increased
development of aberrant crypt foci. Dig Dis Sci, v.57, p. 1866-1874, 2012

PAPANIKOLAOQU, A.; WANG, O.; DELKER, D.A.; ROSENBERG, D.W. Azoxymethane-
induced colon tumors and aberrant crypt foci in mice of different genetic susceptibility.
Cancer Lett. v. 130, n. 1-2, p. 29-34, 1998.

PINHO, M.S.L.; FERREIRA, L.C.; BRIGO, M.J.K.; PEREIRA FILHO, A,
WENGERKIEVICZ, A.; PONATH, A; SALMORIA L. Incidéncia do cancer colorretal na
regido de saude de Joinville (SC). Rev Bras Coloproctol., v. 23, n. 2, p.73-76, 2003.

PINHO, M.S.L; ROSSI, B.M. As proteinas envolvidas na carcinogénese colorretal . Ver Bras
Coloproct. v.18. n.4. p.278-282,1998.

PINOTTI, M. F.; SILVA, M. D. ; SUGIZAKI, M. M.; NOVELLI, Y. S. D.; SANT'ANA L.
S.; ARAGON, F. F; PADOVANI, C.R.; NOVELLLI, E.L.B.; CICOGNA, A. C. Influéncias de
dietas ricas em &cidos graxos saturados e insaturados sobre o miocérdio de ratos. Arq. Bras.
Cardiol. v.88, n.3, p.346-353, 2007.

PRETLOW,T.P.; BARROW, B.J.; ASHTON, W.S.; O’ RIORDAN, M.A.; PRETLOW, T.G.;
JURCISEK, J.A.; STELLATO, T.A. Aberrant crypts: putative preneoplasic foci in human
colonic mucosa. Cancer Res., V. 51, p. 1564-1567, 1991.

PRETLOW, T.P.; O’RIORDAN, M.A.; SOMICH, G.A.; AMINI, S.B.; PRETLOW, T.G.
Aberrant crypts correlate with tumor incidence in F344 rats treated with azoxymethane and
phytate. Carcinogenesis. v. 13, p.1509-1512, 1992.

RAKOFF-NAHOUM, S. Why cancer and inflammation? Yale J. Biol. Med., v.79, p.123-
130, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oh%20YT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoon%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choe%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kang%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19699266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19699266

100

RAO, C.V.; STEELE, V.F.; SWAMY, M.V.; PATLOLLA, J.M.R.; GURUSWAMY, S,;
KOPELOVICH, L. Inhibition of azoxymethane-induced colorectal cancer by CP-31398, a
TP53 modulator, alone or in combination with low doses of celecoxib in male F344 rats.
Cancer Res. v.69, n. 20, p.8175-8182, 2009.

RAO, C.V.; STEELE, V.F.; JANAKIRAM, N.B.; MOHAMMED, A.; ZHANG,Y.; CHOI,
C.; WOODWARD, C.; COLLIN, P. Chemopreventive effects of frondanol A5, a Cucumaria
frondosa extract, against rat colon carcinogenesis and inhition of human colon cancer cell
growth. Cancer Prev Res. v.3, n.1, p. 82-91, 2010.

ROBERT, O. Pratical applicantions of fish oil (-3 fatty acids) in primary care. J. Am.
Board Fam Pract. v. 18, n.1, p. 28-36, 2005.

RONCUCCI, L.; PEDRONI, M.; VACCINA, F.; BENATTI, P.; MARZONA, L.; DE POL,
A. Aberrant crypt foci in colorectal carcinogenesis. Cell and crypt dynamics. Cell Prolif. v.
33,n.1, p. 1-18, 2000.

ROSSI, B.M.; PINHO, M.S.L. Genética e biologia molecular para o cirurgido. Sao Paulo:
Lemar, p.143-166, 1999.

ROSE, D. P. Dietary fatty acids and cancer. Am J Clin Nutr. v.66, n.4, p.998-1003, 1997.

ROYNETTE, C.E.; CALDER, P.C.; DUPERTUIS, Y.M.; PICHARD, C. N-3 polyunsaturated
fatty acids and colon cancer prevention. Clin Nutr. v. 23, n.2, p.139-51, 2004.

RUXTON, C.H.S.; REED, S.C.; SIMPSON, M.J.A.; MILLINGTON, K.J. The health benefits
of omega-3 polyunsaturated fatty acids: a review of the evidence. J Hum Nutr Diet. v.17, p.
449-459, 2004.

SAFFHILL, R.; MARTGISON, G.P.; O’ CONNOR, P.J. Mechanisms of carcinogenis
induced by alkylating agents. Biochem. Biophys. Acta. v. 823, p. 111-145, 1985.

SANDE-LEE, S.V.; VELLOSO, L.A. Disfungdo hipotalamica na obesidade. Arq Bras
Endocrinol Metab. v.56, n.6, p.341-350, 2012.



101

SANTOS JR, J.C.M. Cancer Ano-Reto-Colico: Aspectos Atuais Il —Cancer Colorretal —
Fatores de risco e Prevencdo. Rev Bras Coloproct. v. 27, n. 4, p.459-473, 2007.

SCHWARTZ, B.; BIRK, Y., RAZ, A, MADAR, Z. Nutritional-pharmacological
combinations: A novel approach to reducing colon cancer incidence. Eur J Nutr. v. 43, p.
221-229, 2004.

SEDLAK, J.; LINDSAY, R.H. Estimation of total protein-bound, non-protein sulphydril
group in tissue with Ellman’s reagent. Anal Biochem. v. 25, p.192-205, 1968.

SHIROTA, T; HAJI, S.; YAMASAKI, M.; IWASAKI, T.; HIDAKA, T.; TAKEYAMA,
Y.;SHIOZAKI, H.; OHYANAGI, H. Apoptosis in human pancreatic cancer cells induced by
eicosapentaenoic acid. Nutrition. v. 21, n.10, p.1010-1017, 2005.

SHIRTLIFF, N.; BIRD, R.P. Growth features of aberrant crypt foci that resist modulation by
cholic acid. Carginogenesis. v. 17, p. 2093-2096, 1996.

SIDDIQUI, R A.; SHAIKH, S. R.; SECH, L. A.; YOUNT, H. R.; STILLWELL, W.;
ZALOGA, G. P. Omega-3 fatty acids: health benefits and cellular mechanisms of action.
Mini Rev Med Chem. v.4, n.8, p.859-871, 2004.

SIMOPOULQS, A.P. Evolutionary aspects of diet, the omega-6/omega-3 ratio and genetic
variation: nutritional implications for chronic diseases. Biomedicine & Pharmacotherapy. v.
60, p.502-507, 2006.

SIMOPOULOQOS, A.P. Genetic variants in the metabolism of omega-6 and omega-3 fatty
acids: their role in the determination of nutritional requirements and chronic disease.
Experimental Biology and Medicine. v.235, p.785-795, 2010.

STOPERA, S.A.; DAVIE, J.R.; BIRD, R.P. Colonic aberrant crypt foci are associated with
increased expression of c-fos: the possible role of modified c-fos expression in preneoplastic

lesions in colon cancer. Carcinogenesis. v.13, p.573-578, 1992.



102

TAKAYAMA, T.; OHI, M.; HAYASHI, T.; MIYANISHI, K., NOBUOKA, A,
NAKAJIMA, T.; SATOH, T.; TAKIMOTO, R.; KATO, J.; SAKAMAKI, S.; NIITSU,Y.
Analysis of K-Ras, APC, and beta-catenin in aberrant crypt foci in sporadic adenoma, cancer,

and familial adenomatous polyposis. Gastroenterology. v.121, n. 3, p. 599-611, 2001.

TAKETO, M.M.; EDELMANN, W. Reviews in Basic and Clinical Gastroenterology-Mouse
Models of Colon Cancer. Gastroenterology, v. 136, p.780-798, 2009.

TAPIERO, H.; BA, G. N.; COUVREUR, P.; TEW, K. D. Polyunsaturated fatty acids (PUFA)
and eicosanoids in human health and pathologies. Biomed Pharmacother. v.56, p.215-222,
2002.

TERZIC, J.; GRIVENNIKOV, S.; KARIN, E.; KARIN, M. Inflammation and colon cancer.
Gastroenterology, v. 138, p. 2101-2114, 2010.

THEODOROPOULOS, G.E.; KARAFOKA, E.;PAPAILIOU, J.G.;STAMOPOULQS,
P.; ZAMBIRINIS,  C.P.; BRAMIS, K.;PANOUSSOPOULOS, S.G.; LEANDROS,
E.; BRAMIS, J. P53 and EGFR expression in colorectal cancer: a reappraisal of old tissue

markers in patients with long follow-up. Anticancer Res. v.29, n.2, p.785-791, 2009.

VEENNING, F.A.; CLAESSON, M.H.; KISSOW, H. The carcinogenic agent azoxymethane
(AOM) enhances early inflammation-induced colon crypt pathology. J Cancer Sci Ther. v.
5,n.11, p.377-383, 2013.

VOGELSTEIN, B.; SUR, S.; PRIVES, C. p53: The Most Frequently Altered Gene in Human
Cancers. Nature Education. v.3, n.9, p.6, 2010.

WASHINGTON, M.K.; POWELL, A. E.; SULLIVAN, R.; SUNDBERG, J.P.; WRIGHT, N.;
COFFEY, R.J.; DOVE, W. F. Reviews in Basic and Clinical Gastroenterology and
Hepatology-Pathology of Rodent Models of Intestinal Cancer: Progress Report and
Recommendations. Gastroenterology. v.144, p.705-717, 2013.

WEIHUA Z.; MAKELA S.; ANDERSSON L. C.; SALMI S.; SAJI S.; WEBSTER 1J. I.;
JENSEN E V.; NILSSON S.; WARNER M. & GUSTAFSSON J. A. A role for estrogen
receptor b in the regulation of growth of the ventral prostate. Proc Natl Acad Sci U.S.A. v.98
p.6330-6335, 2001.


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
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stamopoulos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stamopoulos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zambirinis%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bramis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Panoussopoulos%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leandros%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leandros%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bramis%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19331236

103

WEN B.; DEUTSCH E.; OPOLON P.; AUPERIN A.; FRASCOGNA V.; CONNAULT E,;
BOURHIS J. N-3 polyunsaturated fatty acids decrease mucosal/epidermal reactions and
enhance antitumor effect of ionizing radiation with of tumor angiogenesis. Br J Cancer. v.89,
n.6, p.1102-1107, 2003.

WOOQOD, |.S.; DE HEREDIA, F.P.; WANG, B.; TRAYHURN, P. Cellular hypoxia and
adipose tissue dysfunction in obesity. Proc Nutr Soc. v.68, n.4, p. 370-377, 2009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Diet, nutrition and prevention of chronic
diseases. Report of a joint WHO/FAO expert consultation. Geneva, 2003.

YAMADA, Y.; YOSHIMI, N.; HIROSE, Y.; KAWABATA, K.; MATSUNAGA, K
SHIMIZU, M..; MORI, H. Frequent B-catenin gene mutations and accumulations of the
protein in the putative preneoplasic lesions lacking macroscopic aberrant crypt foci

appearance, in rat colon carcinogenesis. Cancer Res. v.60, p.3323-3327, 2000.

YAMADA, Y.; YOSHIMI, N.; HIROSE, Y.; MATSUNAGA, K., KATAYAMA, M,
SAKATA, K.; SHIMIZU, M.; KUNO, T.; MORI, H. Sequential analysis of morphological
and biological properties of B-catenin-accumulated crypts, provable premalignant lesions
independent of aberrant crypt foci in rat carcinogenesis. Cancer Res. v.61, p.1874-1878,
2001.

ZANDONAI, A.P.; SONOBE, H.M.; SAWADA, N.O.; The dietary risk factors for colorectal

cancer related to meat consumption. Rev Esc Enferm. v.46, n.1, p. 234-239, 2012.



APENDICE A — COMPOSICAO DAS DIETAS
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Alimento Quantidade(g) Calorias Carboidratos(g) Proteinas(g) Lipidios(g)
Dieta Padrdo
BiobaseBio-tec 27 120 17,6 8,8 1,6
Total 27 120 17,6 8,8 1,6
14,4
Total de calorias (%) 70,4 (58,7%) 35,2 (29,3%) (12,0%)
Dieta Hiperlipidica
Nutri dextrin 11,8 44,84 11,21 0 0
Oleos (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
78,9
Total de calorias (%) 44,84 (25,4%) 52,8 (29,9%) (44,7%)
Dieta Normolipidica
Nutri dextrin 18 68,4 17,1 0 0
Oleos (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
51,5
Total de calorias (%) 68,4 (40,0%) 51,2 (29,9%) (30,1%)
Dieta Hipolipidica
Nutri dextrin 27 102,6 25,65 0 0
Oleos (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
20,8
Total de calorias (%) 102,6 (58,2%) 52,8 (30%) (11,8%)




APENDICE B — COMPOSICAO DA DIETA HIPERLIPIDICA

ALIMENTO QUANTIDADE CALORIAS CARBOIDRATOS (G) PROTEINAS (G) LIPIDIOS(G)
Nutri dextri 11,8 44,84 11,21 0 0
Oleos (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
Distribuicdo 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 Proteinas 30%

Percentual de Lipidios 45%

Total em calorias da dieta

176,57kcal
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APENDICE C — COMPOSICAO DA DIETA NORMOLIPIDICA
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Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (g) Proteinas (g) | Lipidios(g)
Nutri dextri 18 68,4 17,1 0 0

Oleos (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
Distribuicdo 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 Proteinas 30%

Percentual de Lipidios 30%

Total em calorias da dieta

171,11kcal




APENDICE D — COMPOSICAO DA DIETA HIPOLIPIDICA
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Alimento Quantidade(g) Calorias Carboidratos (g) | Proteinas (g) Lipidios(g)
Nutri dextri 27 102,6 25,65 0 0
Oleos (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
Distribuigdo 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 46,849

PERCENTUAL EM CARBOIDRATOS 58%
PERCENTUAL DE PROTEINA 30%
PERCENTUAL DE LIPIDIOS 12%

TOTAL EM CALORIAS DA DIETA 176,17KCAL




APENDICE E —-PERFIL LIPIDICO DAS DIETASE RELACAO ® 3,6 e 9

Dieta Dieta Dieta Dieta
Padrdao Hiperlipidica Normolipidica Hipolipidica
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%
Relagdo®w 3,6 €9
6:m3 8:1 14:1 14:1 1,4:1
®9:m6 04:1 3,2:1 3,2:1 3,2:1
Poli:Saturada 52:1 3,3:1 3,3:1 3,3:1
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APENDICE F — PERFIL LIPIDICO DA DIETA HIPERLIPIDICA

Gramas Omega 6 Omega 3 6mega 9 Gordura saturada
14,2 53,3 20 12,5
Oleo de Linhaca 1,14 0,16188 0,60762 0,228 0,1425
Gramas Omega 6 Omega 3 6mega 9 Gordura saturada
26 10 58 6
Oleo de Canola 4,18 1,0868 0,418 2,4244 0,2508
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
8 1 77 14
Oleo de Oliva 2,755 0,2204 0,024795 2,12135 0,3857
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 1,425 0 0 0 1,425
Gramas Omega 6 Omega 3 6mega 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
Total de
Omega 6 | Omega3 Omega 9 Omegas
1,46908 | 1,050415 4,77375 7,3
Relagdo w6:m3 1,4
Relagdo ®9:m6 3,2

109

12%

44%

29%

15%



APENDICE G - PERFIL LIPIDICO DA DIETA NORMOLIPIDICA

Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
14,2 53,3 20 12,5
Oleo de Linhaca 0,744 0,105648 0,396552 0,1488 0,093
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
26 10 58 6
Oleo de Canola 2,728 0,70928 0,2728 1,58224 0,16368
Gramas Omega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
8 1 77 14
Oleo de Oliva 1,798 0,14384 0,016182 1,38446 0,25172
Gramas Omega 6 Omega 3 O6mega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 0,93 0 0 0 0,93
Gramas Omega 6 Omega 3 O6mega 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
Total de
Omega 6 | Omega3 Omega9 | 6megas
0,958768 | 0,685534 3,1155 4,8
Relacdo w6:m3 1,4
Relagdo ®9:06 3,2
Total de Gorduras: 6,2
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APENDICE H - PERFIL LIPIDICO DA DIETA HIPOLIPIDICA

Gramas | 6mega 6 Omega 3 O6mega 9 Gordura saturada
14,2 53,3 20 12,5
Oleo de Linhaca 0,3 0,0426 0,1599 0,06 0,0375
Gramas | 6mega 6 Omega 3 O6mega 9 Gordura saturada
26 10 58 6
Oleo de Canola 1,1 0,286 0,11 0,638 0,066
Gramas | 6mega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
8 1 77 14
Oleo de Oliva 1,725 0,058 0,006525 0,55825 0,1015
Gramas | 6mega 6 Omega 3 Omega 9 Gordura saturada
0 0 0 100
TCM 0,375 0 0 0 0,375
Gramas | 6mega 6 Omega 3 Omega 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
Total de
Omega 6 | 6mega 3 Omega9 | 6megas
0,3866 | 0,276425 1,25625 1,9
Relacdo w6:m3 1,4
Relagdo ®9:w6 3,2
Total de Gorduras: 2,5
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APENDICE | - IMUNOHISTOQUIMICA
1. K-RAS

Controle
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2.NFkB

Controle Negativo
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3. Expressdo de COX-2

A expressdao imunohistoquimica de COX-2 mostrou que apenas 0 grupo
hipolipidico (10, 8-12) mostrou maior intensidade de marcagdo em relacdo ao grupo salina (0,
0-0). Nao houve diferenca significante entre os demais grupos padrdo (8, 8-8) e com dietas
hiper (8, 8-8) e normolipidica (4, 4-9) (p=0.0224, Kruskall-Wallis/Dunn)

Tabela 8: Expressdo imuno-histoquimica
de COX-2.

Grupo Expressdo de COX p-Valor

Salina 0 (0-0) 0.0224
Padréo 8 (8-8)
Dieta
o 8 (8-8)
Hiperlipidica
Dieta

. 4 (4-9)
Normolipidica
Dieta
o 10 (8-12)*
Hipolipidica

*p<0.05 em relagdo a Salina, Kruskall-
Wallis/Dunn.



APENDICE J — LESOES MALIGNAS

ESTUDO DA CARCINOGENESE COLORRETAL DE RATOS WISTAR INDUZIDOS COM AZOXIMETANO ALIMENTADOS COM DIETA RICA EM OMEGA 3 e 9

GRUPO RATO
LESOES MALIGNAS
Carcinomas Invasdo N2 Observagoes
Total | Subtipos/outros
de Tu
Gradagdo Histopatolégica Gradag@o Histopatoldgica
Adenocarcinomas Subtipos/outros M sM | Mmus s
Diferenciagdo atipia mitoses diferenciagio atipia mitoses (in situ)
Be | Mo In Ba | Al <10 10 | >20 Be | Mo In Ba | Al <10 10 | >20
a a
20 20
AE
R
o &
X
I
wl?
A
NE
1
M
€2
D
113
o
a4
D1
I
s [2
:
A3
L
a

Be — Bem diferenciado, Mo — Moderadamente, In — Indiferenciado, Ba - baixo grau, Al- alto grau, IM — intramucoso, SM — submucoso, MUS — muscular, S

Serosa, P- Peritonial, M- Metastase.

Observagoes:
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APENDICE K — LESOES BENIGNAS

ESTUDO DA CARCINOGENESE COLORRETAL DE RATOS WISTAR INDUZIDOS COM

GRUPO RATO

OXEMETANO ALIMENTADOS COM DIETA RICA EM OMEGA 3 e 9

LESOES BENIGNAS

Estereoscopia
Histopatologia

Focos de Criptas Aberrantes

Criptas Aberrantes Adenoma
Pélipo
Classicas Displdsicas Multiplicidade Hiperplasico Tubular Tuabulo/ Viloso Plano
de Focos de Cléssicas Displasicas Viloso

Criptas SD cD SD CcD SD cD SD [¢h)

~r»Z-x0®7v

o-omz
w

~>40n-0

SD — sem displasia, CD — Com displasia, Observagdes:



APENDICE L - CARCINOGENESE

Sitios de carcinogénese pelo modelo de Azoximetano
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LESOES GRUPOS
G-1 G-11 G-111 G-V G-V
‘ Classico 3 535 391 89 109 B
g
! § é E Displasico 0 11 2 1 0
€ %2 [Vlopicdss & S cipasioon) 1 76 75 14 11
Polipo hiperplasico 1 2 0 0 0
£ é 2 Adenoma tubular 0 2 1 4 2
© &
§ E Adenoma tubulo-viloso 0 0 0 0 0
Adenoma viloso 0 0 0 0 0
Carcinoma in situ 0 1 0 1 0
|
r !
Adenocarcinoma 0 T" 4 a2 L 4
. | Delgado
g2
& 7 Figado
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APENDICE M — LESOES HEPATICAS

1.GRUPO PADRAO

LESOES RATOS

(]
w
-
w
>

Leve x xx x x

Moderada
Severa

F.C. Claras b4
F.C. Vacuoladas \
F.C. Basofilicas
FC.
Intermediarias
F.C. Anfofilicas
F.C. Tigroide
F.C. Oncocitica

Esteatose

X
XX

XX

X| X XXX | [~

XX X | X

Lesdes Pré malignas

,

b€ PU0p/ab CL

X| X X
X
X

F.C. Pequenas
F.C. Acidofilas

Espongiose )(
>

X

Peliose

X

Colangioma

X|X (X X |X
X
XX
X

UL OPLo H @,

an

Adenoma

XX
X IXXX| (X

Atipias L

Atipias M
Atipias S % 4 o X X
Niicleos vacuolados
Displasia BG
Displasia AG

Carcinoma in situ

Hepatocarcinoma

Infiltrado de eosinéfilos \ >< X

Microabscessos

XX

Outros




2. GRUPO HIPERLIPIDICO

!

LESOES

12

Leve

Moderada

Severa

Esteatose

F.C. Claras

F.C. Vacuoladas

F.C. Basofilicas

KX

F.C.
Intermediarias

F.C. Anfofilicas

Lesdes Pré malignas

F.C. Tigroide

F.C. Oncocitica

F.C. Pequenas

X[

F.C. Aciddfilas

Espongiose

Peliose

Xx[x

Colangioma

2 ‘

Adenoma

Atipias L

XX X%

Atipias M

Atipias S

Nicleos vacuolados

| x| XXX XXX

Displasia BG

Displasia AG

Carcinoma in situ

Hepatocarcinoma

Infiltrado de eosinofilos

Microabscessos

Outros
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3.GRUPO NORMOLIPIDICO

LESOES RATOS

Leve oo, XX X X X
Moderada X X .
Severa (. cavdluy X

F.C. Claras X

F.C. Vacuoladas X X
F.C. Basofilicas
F.C.
Intermediérias
F.C. Anfofilicas
F.C. Tigroide
F.C. Oncocitica

F.C. Pequenas x
F.C. Acidofilas

Esteatose

XX
<

Lesdes Pré malignas

X
<

Espongiose

X
X
X

Peliose

Colangioma

S XX
X

Adenoma

Atipias L

[ XX X 3]

XX XXX
X
X XX | X
X
X

Atipias M

Atipias S

Nucleos vacuolados
Displasia BG
Displasia AG

Carcinoma in situ

Hepatocarcinoma

Infiltrado de eosindfilos

Microabscessos

Outros
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4.GRUPO HIPOLIPIDICO

LESOES RATOS

Leve )( X X )(
Moderada X
Severa X

F.C. Claras X
F.C. Vacuoladas
F.C. Basofilicas
E.C.
Intermediarias
F.C. Anfofilicas
F.C. Tigroide X
F.C. Oncocitica
F.C. Pequenas
F.C. Acidéfilas

Espongiose x x |
Peliose X
Colangioma X
Adenoma

i~
X

X
X
X

Esteatose

XX
o
A

Lesdes Pré malignas

X XXX
X

X X
X ix

Atipias L
Atipias M

Atipias S

Nucleos vacuolados
Displasia BG
Displasia AG

Carcinoma in situ

Hepatocarcinoma

Infiltrado de eosindfilos

Microabscessos

Outros




ANEXOA
DECLARAGAO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ANIMAL

A: 4.4
Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo

Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARAGCAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacéo
n° 09/09, sobre o projeto intitulado: “DIETAS HIPERLIPIDICA,
NORMOLIPIDICA E HIPOLIPIDICA, RICAS EM OMEGAS 3 E 9, NO
ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMAGAO E FORMAGAO DE CRIPTAS
ABERRANTES INDUZIDAS POR AZOXIMETANO EM MUCOSA COLICA DE
RATOS, de responsabilidade de IDALIA MARIA BRASIL BURLAMAQUI e esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comiss&o
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 27 de maio
de 2009.

Fortaleza, 16 de junho de 2009.

a Nunes de Alencar
tica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nylan
Coordenadora da Comissao d
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ANEXO B - COMPOSICAO DA DIETA PADRAO
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Alimento Quantidade Calorias Carboidratos (g) Proteinas (g) Lipidios(g
Nutri dextri 18 68,4 17,1 0 0

Oleos (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
Distribuicdo 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 Proteinas 30%

Percentual de Lipidios 12%

Total em calorias da dieta

176,17kcal
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ANEXO C - CLASSIFICACAO DA DIARREIA

A diarreia sdo atribuidos escores de acordo com a intensidade. Grau 0= fezes com aspecto
normal; Grau 1= fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2= fezes imidas com

pouca sujidade perianal; Grau 3= fezes Umidas com bastante sujidade perianal (Kurita et al.,
2000).

Representacéo dos graus de diarreia
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ANEXO D: EstadiamentoTNM (AJCC/UICC, 2009)

Tumor Primario (T)

Linfonodos Regionais (N)

Metéstases a Distancia (M)

(TX) Tumor primario
Inacessivel

(TO) Sem evidéncias do
Tumor primario

(Tis) Carcinoma in situ
intraepitelial ou invasao
da lamina prépria

(T1) Tumor invadindo a
Submucosa

(T2) Tumor invadindo a
muscular prépria

(T3) Tumor invadindo
através da muscular
propria até a subserosa

(T4) Tumor invadindo
diretamente outros
6rgaos

(NX) Linfonodos regionais
Inacessiveis

(NO) Sem evidéncia de
Linfonodos regionais

(N1) Metéastases em até trés
linfonodos pericolicos
ou perirretais

(N2) Metéastases em quatro
ou mais linfonodos
pericolicos/ perirretais

(N3) Metastase em qualquer
linfonodo ao longo da
cadeia vascular

(MX) Presenca de metastases a
distancia ndo pode ser observada

(MO0) Sem metéastases a
distancia

(M1) Metastase a distancia

» Estadio 0 — TisNOMO

« Estadiol - TINOMO/ T2NOMO

« Estadioll- T3NOMO/ TANOMO

» Estadio llI-Qualquer TN1IMO0/ N2MO
« Estadio IV- Qualquer T/qualquer NM1



ANEXO E : ANTICORPOS UTILIZADOS

.

[BACKGROUND =

[STORAGE

|

Ki-67 is a nuclear protein that is expressed in proliferating cells and may be
required for maintaining cell proliferation. Ki-67 has been used as a marker
for cell proliferation of solid tumors and some hematological malignancies. A
correlation has been demonstrated between Ki-67 index and the histopatho-
logical grade of neoplasms. Assessment of Ki-67 expression in renal and
ureter tumors shows a correlation between tumor proliferation and disease
progression, thus making it possible to differentiate high-risk patients. Ki-67

expression may also prove to be important for distinguishing between malig-

nant and benign peripheral nerve sheath tumors.

[CHROMOSOMAL LOCATION

Genetic locus: Mki67 (mouse) mapping to 7 F3.

[SOURCE

Store at 4° C, **DO NOT FREEZE**. Stable for one year from the date of
shipment. Non-hazardous. No MSDS required.

|DATA

- K67

241K~

Ki-67 (M-19) sc-7846. Western blot analysis of Ki-67
in Raji whale cell lysate.

Ki-67 (M-19) is an affinity purified goat‘polyclonal antibody raised against
a peptide mapping near the C-terminus of Ki-67 of mouse oriain

[PRODUCT

Each vial contains 200 pg IgG in 1.0 ml of PBS with < 0.1% sodium azide
and 0.1% gelatin.

Blocking peptide available for competition studies, sc-7846 P, (100 pg peptide
in 0.5 ml PBS containing < 0.1% sodium azide and 0.2% BSA).

Available as phycoerythrin (sc-7846 PE), PerCP (sc-7846 PerCP) or PerCP-Cy5.5
(sc-7846 PCPCS) conjugates for flow cytometry, 100 tests; as fluorescein
(sc-7846 FITC) or rhodamine (sc-7846 TRITC) con-jugates for immunofluo-
rescence, 200 pg/ml; as Alexa Fluor® 405 (sc-7846 AF405), Alexa Fluor®
488 (sc-7846 AF488) or Alexa Fluor® 647 (sc-7846 AFB47) conjugates for
immunofluorescence; 100 pg/2 ml.

Alexa Fluor® is a trademark of Molecular Probes, Inc., Oregon, USA

[APPLICATIONS

Ki-67 (M-19) is recommended for detection of Ki-67 of mouse, ratand, to a

lesser extent, human origin by Western Blotting (starting dilution 1:200, dilu-
tion range 1:100-1:1000), immunoprecipitation |1-2 pg per 100-500 yg of total
protein (1 ml of cell lysate)], immunofluorescence (starting dilution 1:50, dilu-
tion range 1:50-1:500), flow cytometry (1 ug per 1 x 106 cells) and solid phase
ELISA (starting dilution 1:30, dilution range 1:30-1:3000).

Suitable for use as control antibody for Ki-67 siRNA (h): sc-37613, Ki-67 siRNA

(m): sc-37614, Ki-67 shRNA Plasmid (h): sc-37613-SH, Ki-67 shRNA Plasmid
(m): sc-37614-SH, Ki-67 shRNA (h) Lentiviral Particles: sc-37613-V and Ki-67
shRNA (m) Lentiviral Particles: sc-37614-V.

Molecular Weight of Ki-67 isoforms: 335/345 kDa.

Positive Controls: MCF7 nuclear extract: sc-2149, Raji whole cell lysate or
K-562 whole cell lysate: sc-2203.

|RESEARCH USE

For research use only, not for use in diagnostic procedures.

831.457.3800

Santa Cruz Biotechnology, Inc.  1.800.457.3801

|SELECT PRODUCT CITATIONS

1. Weihua, Z., et al. 2000. Estrogen receptor (ER) B, a modulator of ERct in
the uterus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 5936-5941.

2. Eggan, K., et al. 2004. Mice cloned from olfactory sensory neurons.
Nature 428: 44-49.

3. Hill, R., et al. 2005. Selective evolution of stromal mesenchyme with p53
loss in response to epithelial tumorigenesis. Cell 123: 1001-1011.

4. Wagner, N., et al. 2005. A splice variant of the Wilms' tumour suppressor
W11 is required for normal development of the olfactory system.
Development 132: 1327-1336.

5. lyengar, P., et al. 2005. Adipocyte-derived collagen VI affects early mam-
mary tumor progression in vivo, demonstrating a critical interaction in the
tumor/stroma microenvironment. J. Clin. Invest. 115: 1163-1176.

6. Grimm, S., et al. 2005. Abstract cell cycle defects contribute to a block in
hormone-induced mammary gland proliferation in CCAAT/enhancer-binding
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7. Schwertfeger, K., et al. 2006. A critical role for the inflammatory response
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fax 831.457.3801 Europe +00800 4573 8000 49622145030 www.scbt.com
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The mammalian Ras (also designated v-Ha-Ras, Harvey rat sarcoma viral on-
cogene homolog, HRAS1, K-Ras, N-Ras, RASH1 or c-bas/HAS) gene family
consists of the Harvey and Kirsten Ras genes (c-H-Ras1 and c-K-Ras2), an
inactive pseudogene of each (c-H-Ras2 and c-K-Ras1) and the N-Ras gene.
The three Ras oncogenes, H-Ras, K-Ras and N-Ras, encode proteins with GTP/
GDP binding and GTPase activity. Ras proteins alternate between an inactive
form bound to GDP and an active form bound to GTP, activated by a guanine
nucleotide-exchange factor (GEF) and inactivated by a GTPase-activating pro-
tein (GAP). Ras nomenclature originates from the characterization of human
DNA sequences homologous to cloned DNA fragments containing oncogenic
sequences of a type C mammalian retrovirus, the Harvey strain of murine
sarcoma virus (HaMSV), derived from the rat. Under normal conditions, Ras
family members influence cell growth and differentiation events in a subcel-
lular membrane compartmentalization-based signaling system. Oncogenic Ras
can deregulate processes that control both cell proliferation and apoptosis.
The Ras superfamily of GTP hydrolysis-coupled signal transduction relay
proteins can be subclassified into Ras, Rho, Rab and ARF families.

to 6 G3.

SOURCE

K-Ras (F234) is a mouse monoclonal antibody raised against recombinant
encompassing amino acids 54-189 of K-Ras protein of rat origin.

PRODUCT , i N L
Fach vial contains 100 pg lgGy, in 1.0 ml of PBS with < 0.1% sodium azide
and 0.1% gelatin.

APPLICATION: .
K-Ras (F234) is recommended for detection of c-K-Ras and v-K-Ras of mouse,
rat and human origin by Western Blotting (starting dilution 1:200, dilution
range 1:100-1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total
protein (1 ml of cell Iysate)] and immunofluorescence (starting dilution 1:50,
dilution range 1:50-1:500); may cross-react with c-H-Ras and c-N-Ras.

e

Suitable for use as control antibody for K-Ras siRNA (h): sc-35731, K-Ras
SiRNA (m): sc-43876, K-Ras shRNA Plasmid (h): sc-35731-SH, K-Ras shRNA
Plasmid (m): sc-43876-SH, K-Ras shRNA (h) Lentiviral Particles: sc-35731-V
and K-Ras shRNA (m) Lentiviral Particles: sc-43876-V.

Molecular Weight of K-Ras: 21 kDa.

Positive Controls: K-Ras (h): 293 Lysate: sc-111225, KNRK whole cell lysate:
sc-2214 or Hela whole cell lysate: sc-2200.

STORAGE (
Store at 4° C, **D0O NOT FREEZE**. Stable for one year from the date of
shipment. Non-hazardous. No MSDS required.

K-Ras (F234) sc-30. Western blot analysis of K-Ras
expression in NRK (A} and KNRK (B) whole cell

K-Ras (F234): sc-30. Western blot analysis of K-Ras
expression in non-transfected: sc-110760 (A) and
human K-Ras transfected: sc-111225 (B) 293 whole
cell lysates.

lysates.
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Proteins encoded by the v-Rel viral oncogene and its cellular homolog, c-Rel,
are members of a family of transcription factors that include the two subunits
of the transcription factor NFxB (p50 and p65) and the Drosophila maternal
morphogen, dorsal. Bath proteins specifically bind to DNA sequences that are
the same or slight variations of the 10 bp kB sequence in the immunoglobulin
x light chain enhancer. This same sequence is also present in a number of
other cellular and viral enhancers. The DNA binding activity of NFxB is acti-
vated and NF«B is subsequently transported from the cytoplasm to the nucleus
in cells exposed to mitogens or growth factors. cDNAs encoding precursors
for twao distinct proteins of the same size have been described, designated
p105 and p100. The p105 precursor contains p50 at its N-terminus and a
C-terminal region that when expressed as a separate molecule, designated
pdl, binds to p50 and regulates its activity.

[CRROMOSOMAL LOCATION _

Genetic locus: RELA (human) mapping to 11q13 1; Rela (mouse) mapping
to 19A

S e AR

NFxB p65 (C- 20) is available as either rabbn (sc-372) or goat (sc~372-G)
polyclonal affinity purified antibody raised against a peptide mapping at
the C-terminus of NFxB p65 of human origin.

Each vial cummsZOOpgigG in 1.0 mi of PBS with < 0.1% sodium azide
and 0.1% gelatin.

Blocking peptide available for competition studies, sc-372 P, (100 g
peptide in 0.5 ml PBS containing < 0.1% sodium azide and 0.2% BSA).

Available as agarose conjugate for immunoprecipitation, sc-372 AC,
500 pg/0.25 ml agarose in 1 ml; and as TransCruz reagent for Gel Supershift
and ChiP applications, sc-372 X, 200 pg/0.1 ml.

{APPIICATIONS oo oo i o]

NFxB p65 (C-20) is recommended for detection of NFkB p65 of mouse, rat
and human origin by Western Blotting (starting dilution 1:200, dilution range
1:100-1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 yg of total protein
{1 mi of cell lysate)], immunofiuorescence (starting dilution 1:50, dilution
range 1:50-1:500) and solid phase ELISA (starting dilution 1:30, dilution range
1:30-1:3000).

NFxB p65 (C-20) is also recommended for detection of NFkB p65 in additional
species, including equine, canine, bovine and porcine.

Suitable for use as control antibody for NFxB p65 siRNA (h): sc-29410,
NFxB p65 siRNA (m): sc-29411, NFxB p65 shRNA Plasmid (h): sc-29410-SH,
NF«B p65 shRNA Plasmid (m): sc-29411-SH, NFxB p65 shRNA (h) Lentiviral
Particles: sc-29410-V and NFxB p65 shRNA {m) Lentiviral Particles: sc-29411-V.

NFxB p65 (C-20) X TransCruz antibody is recommended for Gel Supershift
and ChiP applications.

Molecular Weight of NFkB p65: 65 kDa.

Store at4° C, **D0 NOTFREEZE“ Stableformwamnﬂndmof
shipment. Non-hazardous. No MSDS required.
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INFxB p65 (C-20}: s¢-372. Immunofiuorescence staining

Westemn blot analysis of NFxB pb5 in NIH/3T3 (A.D),
A-431 (B E} and K-562 (€.F) whole cell lysates. Anti-
bodies tested include NFxB p65 (C-20): sc-372 (A-C)
and NFxB p65 (C-20}-6: sc-372-G (D-F).

staining (A). L)
fixed A-431 cells showing cytoplasmic staining (B).
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Prostaglandins are a diverse group of autocrine and paracrine hormones that
mediate many cellular and physiologic processes. Prostaglandin H2 (PGH2) is
an intermediate molecule in formation of the prostaglandins. Cyclooxygen-
ase-1 (Cox-1) and cyclooxygenase-2 (Cox-2) are prostaglandin synthases
that catalyze the formation of PGH2 from arachidonic acid (AA). Cox-1 and
Cox-2 are isozymes of prostaglandin-endoperoxidase synthase (PTGS). Cox-1
is constitutively expressed in most tissues and is thought to serve in general
“housekeeping” functions. Cox-Z is efficiently induced in migratory cells
responding to pro-inflammatory stimuli and is considered to be an important
mediator of inflammation. Both enzymes are targets for the nonsteroidal
therapeutic anti-inflammatory drugs, NSAIDs.

For research use only, not for use in diagnostic procedures.

to1G1.

Cox-2 (M-18) is available as either goat (sc-1747) or rabbit (sc-1747-R) poly-
clonal affinity purified antibody raised against a peptide mapping at the
C-terminus of Cox-2 of mouse origin.

=

| of PBS with < 0.1% sodium azide

Each vial contains 200 pg IgG in 1.0 m
and 0.1% gelatin.

Blocking peptide available for competition studies, sc-1747 P, (100 yg peptide
in 0.5 ml PBS containing < 0.1% sodium azide and 0.2% BSA).

Available as PE conjugate for flow cytometry, sc-1747 PE, 100 tests.

Cox-2 (M-19) is recommended for detection of Cox-2 of mouse, rat and
human origin by Western Blotting (starting dilution 1:200, dilution range
1:100-1:1000). immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total protein
{1 ml of cell lysate]], immunofluorescence (starting dilution 1:50, dilution
range 1:50-1:500) and immunohistochemistry fincluding paraffin-embedded
sections) (starting dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500).

Suitable for use as control antibody for Cox-2 siRNA (h): sc-29279, Cox-2
siRNA (m}: sc-29278, Cox-2 shRNA Plasmid (h): sc-29273-SH, Cox-2 shRNA
Plasmid (m): sc-29278-SH, Cox-2 shRNA (h) Lentiviral Particles: sc-29279-V
and Cox-2 shRNA (m) Lentiviral Particles: sc-29278-V.

Molecular Weight of Cox-2: 70-72 kDa.

Positive Controls: CCD-1064Sk cell lysate: sc-2263, A549 cell lysate: sc-2413
or RAW 264.7 + LPS/PMA cell lysate: sc-2212.

]

Store at 4° C, **D0 NOT FREEZE**. Stable for one year from the date of
shipment. Non-hazardous. No MSDS required.
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Westem blot analysis of Cox-2 expression in Cox-2 (M-19%: sc-1747. Immunoperoxidase staining of
i (A.C} and LPS + PMA-treated (B.D) RAW fined, human lung tumor
264.7 whole cell lysates. Antibodies tested include showing membrane and cytoplasmic staining (A}
Cox-2 {C-20): sc-1745 (A.B) and Cox-2 {M-19): Immunofivorescence staining of

staining of methanol-fixed
264.7 cells induced with LPS and PMA showing
cytoplasmic vesicle localzation (B) and untreated
control RAW 264 7 cells (€).
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ANEXO F - ESTRESSE OXIDATIVO

1. Dosagem da concentracdo das TBARS

Posteriormente, a amostra foi levada a temperatura ambiente, retiraram-se 100 pL
de plasma e adicionaram-se4 ml de KCI gelado a 1,15%, de forma que a amostra ficasse
homogénea, resultando em uma solucédo acida concentrada. Retirou-se uma aliquota de 0,5
ml da amostra e acrescentou-se 1 ml da solu¢do aquosa de TBA a 0,6% e 3 ml da solucgéo
de &cido fosférico (H3PO4) a 1%. A mistura foi colocada em banho fervente, pois o
malondialdeido (MDA) é capaz de reagir, sob aquecimento em meio &cido, com o TBA
originando composto de cor rosa. Adicionaram-se entdo, 4 ml de n-butanol. Apds isso, a
mistura foi agitada por 2 minutos e entéo centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm.

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

2. Dosagem da concentracdo de Glutationa

Utilizaram-se os reagentes: Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Acido
tricloroacético (ATA) a 50%, Tampdo hidroximetilaminometano (TRIS) 0,4 M, pH 8,9,
pH 8,9, 2-acido nitrobenzoéico (DTNB) 0,5 M, Metano e Glutationa (GSH), 1mg/ml.

Ap0s a amostra ser submetida a processo de centrifugacdo, o plasma imediatamente é
congelado em nitrogénio liquido a — 70°C. Posteriormente, o plasma foi levado a
temperatura ambiente, retiraram-se 100 pL e realizou-se a homogeneizacdo em 5 ml de
EDTA 0,02M. Retiraram-se 4 ml do homogenato e misturaram-se 3,2 ml de dgua destilada
e 0,8 ml de &cido tricloroacetico 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 homogeneizag¢ao
e apos foram lidas as absorbancias no espectrofotémetro a 412 nm. A concentragao final da

glutationa, em pmol/ml, foi obtida comparando-se o valor da absorbancia de tabela padré&o.



131

ANEXO G - CITOCINAS

Preparo dos reagentes para imunoensaio (Milliplex Map Kit)

Os anticorpos imobilizados em Beads: o frasco com os anticorpos (anti-I1L-1p,
anti-1L-6, anti-1L-10, anti-1L-18, anti-TNF-a, anti-INF-y e anti-VEGF) imobilizado no Beads
por 30 seg e agitado vigorosamente por 1 min antes do uso. Adicionado 60 puL da solucdo
contendo de Beads em 2.58 mL de diluente para Beads.Reconstituido controle de qualidade 1
e 2 em 250 pL de agua deionizada.Diluido 30 mL de Wash Buffer (solugdo estoque 10x) em
270 mL de agua deionizada.

Reconstituido o frasco Standard com 250 plL agua deionizada para uma
concentragdo final de 20.000 pg/mL. Preparados6 tubos de microcentrifugas com 120 pL de
Assay Buffer e adicionado solucdo Standard reconstituida conforme quadro abaixo.

Diluigéo da curva padréo

Solucdo Standard Vol. de Assay Buffer Concentracdo Standard
(Adicionar) (Adiciononar) (pg/mL)

40 pL do original 120 uL 1:4

40 uL de 1:4 120 L 1:16

40 pL de 1:16 120 pL 1:64

40 pL de 1:64 120 uL 1:256

40 pL de 1:256 120 uLb 1:1.024

40 pL de 1:4.096 120 pL 1:4.096

Procedimento para imunoensaio
Descongeladas as amostras uma Unica vez, foi centrifugada a 3000xg por 5 min
antes de iniciar as reages. As amostras foram diluidas na proporcéo de 1:4 de soro diluente
(disponivel no kit).
Montada a placa de filtro com 200 pLde Assay Buffer em cada poco. Selado e
misturado no agitador para placa por 10 min na temperatura ambiente.Removido o Assay

Bufferem camara com vacuo, adicionado 25 pL de cada amostra padrao (Standard disponivel
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no kit) ou controle de reacdo (disponivel no kit) em cada poco apropriado. Po¢o sem standard
ou controle contendo Assay Buffer foi considerado como 0 pg/mL standard (Background).

Foram adicionados 25 pL de Assay Buffer em todos os pocos das amostras,
colocados 25 pL da amostra diluida em cada pogo correspondente. Acrescentados 25 pL de
solugdo com Beads em cada pogo. Foi vedada a placa e colocada em agitador para placas,
deixando-a em incubagdo “overnight” por 18 horas. Removido o contetido liquido com vacuo
e lavado a placa 2 vezes com 200 plL/pocos de solugao de lavagem apropriada, removida a
solugdo de lavagem a vacuo. Foram adicionados 25 ul/pogo de detector de anticorpo. Foram
vedados e incubados em agita¢do por 2 h a temperatura ambiente. Acrescentados 25 pL/poco
de Streptavidin-Phycoerythrine incubado por 30 min a temperatura ambiente. Foi removido
todo excesso a vacuo, lavada a placa 2 vezes com 200 pL/pogo com liquido de lavagem,
filtrado a vacuo em cada lavagem. Foram adicionados 150 pL/poco de solu¢do 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 deteccdo simultanea de multiplos analitos com pequena quantidade
de amostras baseadas na combinacdo de diferentes conceitos tecnoldgicos de comprovada
resolucdo, sendo analisada a mediana da intensidade de fluorescéncia de cada analito usando
0 método de curva de calibracdo (parametro logaritmico).

Utilizou-se o kit Lincoplex para as dosagens plasmaticas IL-1p, IL-6, IL-10, 11-18,
INF-y, TNF-a e VEGF por imunoensaio Multiplex.

Trata-se de um processo exclusivo de imunoensaio tipo “sanduiche” que cora
internamente micro esferas de poliestireno (anticorpos) com dois fluoro cromos espectrais
distintos. Cada esfera é conjugada a um anticorpo analito especifico e tem um “codigo de cor”
e sua assinatura. O plasma é incubado com as micro esferas e depois se adiciona ao conjunto
0 anticorpo de deteccdo biotinilado (conjugado com biotina, uma vitamina com alta afinidade
por estreptoavidina, que emite sinal fluorescente). As micro esferas sdo lidas no equipamento
chamado Luminex® atraves de um sistema duplo de lasers que incide sob as micro esferas a
medida que essas fluem pelo fluxo celular (citometria de fluxo). Um feixe de laser detecta a
micro esfera (pelo cddigo de cor especifico para o ensaio) e o outro quantifica o sinal em cada
micro esfera e faz a contagem das variaveis separadamente. O teste tem controle de qualidade

e, para cada variavel, tem curva controle diferente.
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ANEXO H — IMUNOHISTOQUIMICA

Procedimentos: Sequéncia do 1° dia: Aqueceram-se as laminas na estufa
(temperatura em torno de 60°C) por 3 h. Primeiro esperou-se a estufa chegar a temperatura
desejada para somente entdo comecar a colocar as laminas, as quais foram postas separadas
no xilol. Bateria de hidratacdo: 3 banhos de xilol & temperatura ambiente por 3 min cada, 2
banhos no &lcool a 100% de 5 min cada, 1 banho no alcool 70% de 5 min). Banho em agua
corrente (10 min). Aplicacdo da proteinase K por 30min (700pL da solucdo stock + 175 ml
de PBS). Bloqueio da peroxidase endogena (peroxido de hidrogénio a 3% - 180mL de agua
destilada + 20mL de agua oxigenada 30%) 2 banhos de 10 min cada. Lavou-se em PBS por 5
min. Diluicdo do anticorpo primario (1:200):-12 pL foram diluidos em 2.400 pL de BSA a
5%. O controle negativo recebeu apenas o BSA. Antes de aplicar o anticorpo primario,
secaram-se as ladminas com papel de filtro recortados. Foi feita incubacdo “overnight”com
anticorpo primario. Sequéncia do 2° dia: Retiraram-se as laminas da geladeira e esperou-se 10
min antes de incubar com o anticorpo secundério. Diluicdo do anticorpo secundério rabbit
santa cruz biotechnology (1:200): 13uL diluidos em 2.600 uL de BSA. O controle negativo
também recebeu o anticorpo secundario. Lavado em PBS por 5 min. Foi feita a secagem das
laminas com papel de filtro, aplicacdo do anticorpo secundario e incubacdo por 30 min.
Preparacdao do complexo ABC (Immuno Cruz rabbit ABC Staining System: SC-2018): 2,5mL
PBS + 50 uLA +50 pLB e deixou-se descansar por 30 min. Lavou-se em PBS por 5 min e
fez-se a incubacdo com o complexo ABC por 30 min. Antes de aplicar o ABC, as laminas
foram secas com papel de filtro. Em seguida, lavadas com PBS por 3 min.Secagem das
laminas para a aplicacdo do DAB peroxidase, e colocadas sobre papel branco para observar
melhor a marcacdo acastanhada do DAB. Preparacdo do DAB: retiraram-se2ml e
adicionaram-se 15 pL de agua oxigenada 3%, a qual foi adicionada imediatamente antes do
uso e preparada com 10uL de dgua oxigenada + 90 pL de dgua destilada. A luz foi protegida
com papel aluminio. Esse passo ndo teve tempo estipulado, porém foi monitorado no
microscopico. Contra coloracdo com Metilgreen por 10min + controle negativo: 3 banhos de
agua destilada, mergulhando 10x no 1° e 2°, seguido de 30 seg sem agitacdo na 3% lavagem. 3
trocas de 100% N-Butanol, mergulhando 10x na 12 e 22 e deixando 30 seg, sem agitag¢do no 3°
banho. Montagem das laminas- 3 banhos de xilol (2 min cada), retirada do xilol para

montagem das I&minas sem deixar secar.
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ANEXO | - IMUNOFLUORESCENCIA

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 estabilizacdo para preservar a atividade, a qual foi diluida com
tampdo de reacdo antes da utilizacdo. Os reagentes foram misturados numa proporcao de
Tampdo de reacao de 70% a 30% da enzima TdT em um tubo de microcentrifuga fresco. Este
reagente pode ser preparado antecipadamente e guardado em gelo durante ndo mais do que 6
horas. Além destes reagentes, a enzima digestdo proteina ou proteinase K foi utilizada
diluindo-se o estoque 200 ug / mL de Proteinase K (N. ° de Catalogo 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 solugdo de 200 mg / mL estoque de Proteinase K (N. ° de
Catalogo 21627) e 35 mL de PBS suficientes para um volume da diluicdo apropriada.A
quantidade total de 35 mL foi suficiente para tratar (aplicacédo direta) 5 slides em uma jarra de
Coplin. Este reagente pode ser preparado antecipadamente e guardado em um recipiente de
vidro ou de plastico a 4 ° C. Usou-se uma nova porcdo para cada experimento. A solugdo de
anticorpo fluoresceina foi fornecida em um tampéo de estabilizagdo para preservar a atividade
e teve de ser diluida com solucdo de bloqueio antes de ser utilizada. Para preparar foi
necessario, adicionar em um tubo de microcentrifuga fresco: 68 pL de solugdo de bloqueio e
62 uL de anti-digoxigenina conjugado perfazendo um total de 130 pL. Misturou-se bem e
manteve-se no gelo. Evitou-se a exposicdo a luz. Este reagente pode ser preparado
antecipadamente e guardado em gelo por até 3 horas. Contra colorac¢do nuclear com iodeto de
propidio ou DAPI: o lodeto de propidio (P1) ou DAPI foi usado com fluoresceina (FITC). O
brilho do contra corante foi igual ou menor do que a do FITC. A concentracdo ideal do
corante variou no intervalo de 0,5-1 pg / mL em meio de montagem, apds preparada foi
imediatamente espalhada na lamina até cobrir toda a area do tecido. Foram utilizadas
laminulas de plastico com a finalidade de espalhar uniformemente os reagentes pela acéo da
capilaridade sobre uma area definida. Camara umida: foi utilizada nos momentos necessarios
a protecdo contra a luz. Tempo Total: o tempo total do protocolo foi cerca de 3,5 h.
Desparafinizou-se seccdo de tecido (em um frasco Coplin): lavou-se a amostra em 3
mudangas de xileno, durante 5 min cada lavagem; lavou-se a amostra com 2 mudangas 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 mudancga de PBS durante
5 min. Pré-tratamento de tecido: aplicou-se a solucéo contendo a enzima recentemente diluida
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 0 Tampao de Equilibrio: bateu-se suavemente para retirar o0 excesso
de liquido e cuidadosamente, aspirou-se ao redor da seccdo com um papel toalha ou bomba de
vacuo; aplicou-se imediatamente 75 uL do tampao de equilibrio diretamente sobre o
espécime; incubou-se durante pelo menos 10 seg a temperatura ambiente. Aplicou-se a
solucdo de trabalho da enzima TdT: bateu-se suavemente para retirar 0 excesso de liquido e
cuidadosamente aspirou-se ao redor da sec¢do com um papel toalha ou bomba de véacuo e
imediatamente pipetou-se para a sec¢do de 55uL da solugdo de trabalho da enzima TdT;
incubou-se em uma camara umidificada a 37 ° C durante 1 h. Aplicou-se o tampéo de Parada
| Tampéo de lavagem: colocou-se a solucdo de parada de trabalho sobre a amostra, e
incubou-se por 10 min, a temperatura ambiente; removeu-se uma aliquota da solugdo de anti-
digoxigenina conjugada dos frascos de estoque; esperou-se descongelar a temperatura
ambiente, evitando-se a exposicdo a luz. Aplicou-se a solucdo de trabalho anti-digoxigenina:
lavou-se a amostra em trés lavagens de PBS durante 1 min de cada lavagem; removeu-se 0
excesso de liquido e cuidadosamente aspirou-se ao redor da seccdo; aplicou-se a solugdo de
trabalho anti-digoxigenina conjugada no slide e usou-se cerca de 65 pul em cada amostra;
incubou-se em cdmara Umida durante 30 min a temperatura ambiente. Evitou-se a exposi¢do a
luz. Lavou-se a amostra com 4 mudancas de PBS em um frasco Coplin, durante 2 min por
lavagem, a temperatura ambiente. Apds a contra coloracdo, montou-se a coloracdo de
fluoresceina: aplicou-se 0 meio de montagem contendo 0,5-1,0 mg / mL de iodeto de propidio
ou DAPI. Utilizaram-se 15 pL em sob uma laminula de vidro e armazenou-se a -20 ° C no
escuro. Para ver Fluoresceina e contra coloracdo, utilizou-se microscopio adequado de
fluorescéncia com excitacdo adequada e filtros de emissao.

Interpretacdo dos resultados - A marcacdo ocorreu em virtude da incorporagdo das
bases nitrogenadas marcadas no DNA de células que sofreram processo de morte celular

devido a desorganizagdo dos nacleos e cromatina.
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