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RESUMO

HENRIQUES, Viviana Teixeira, M. S. Universidade Federal de Vigosa, Marco
de 2004. Efeitos da suplementacao de dieta com O6mega-3 na
carcinogénese colorretal induzida por dimetilhidrazina em ratos
Wistar. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Conselheiras:

Cristina Maria Ganns Chaves Dias e Sylvia do Carmo Castro Franceschini.

O estudo de nutrientes dietéticos tem sido cada vez mais necessario para o
entendimento do seu papel nas doengas cronicas degenerativas nao
transmissiveis. Entre estas se encontra o cancer, sendo o cancer colorretal, um
dos tipos mais comuns em todo o mundo, contribuindo significativamente para
morbidade e mortalidade. O estudo do papel dos lipidios na etiologia e
prevencao da carcinogénese colorretal tem sido um grande desafio nos ultimos
anos. Evidéncias experimentais sugerem a possibilidade dos acidos graxos
polinsaturados 6&mega-3 terem um papel preventivo na carcinogénese
colorretal. Os efeitos dos acidos graxos édmega-3 podem ser pesquisados
através dos focos de criptas aberrantes (FCA), lesbes pré-neoplasicas, que
podem sofrer remodelagao, inibicdo do crescimento, regressao ou eliminagao
quando tratadas por agentes especificos. O desenvolvimento da carcinogénese
colorretal, através dos FCA, induzidos pela administracdo de quatro inje¢des
subcutédneas da DMH, na dose de 40mg/Kg de peso, foi avaliado em ratos
Wistar, machos, adultos, que receberam dieta AIN-93M suplementada com
acido graxo 6mega-3 (10g/100g de dieta), sendo comparados a animais
controle que tiveram o mesmo tratamento e consumiram dieta AIN-93M. O
peso e o consumo dietético dos animais foram monitorados semanalmente. Os
ratos foram sacrificados em diferentes periodos de intervencgao dietética, sendo
estes 62, 132 e 302 semanas. O intestino grosso dos animais foi retirado para
quantificacao, caracterizagao da distribuicdo e categorizagdo dos FCA em < ou
> que 3 criptas aberrantes. O figado e a gordura visceral foram retirados para
analise do perfil dos acidos graxos. O peso dos animais do grupo édmega-3
apresentou-se menor (p<0,05) em relagdo ao grupo controle em diversas

semanas experimentais, sendo verificado maior consumo de dieta pelo grupo

Xii



controle. Foram encontrados FCA nos dois grupos, sendo observada diferenca
estatistica (p<0,05) somente na 30% semana, na qual foi visualizada uma
porcentagem de reducdo de FCA de 55,34% e de FCA > 3 de 57,14% no grupo
Omega-3, em relagao ao grupo controle. O maior numero de FCA foi notado na
regido medial, seguido da regiado distal. Em relacao ao perfil lipidico dos acidos
graxos, foram observadas baixas concentragcbes de EPA e DHA na gordura
visceral dos animais 6mega-3, com 30 semanas experimentais e uma alta
conversao do acido EPA a DHA no tecido hepatico desses animais. Estes
resultados nos sugerem que o Omega-3 podera atuar na diminuicdo da
evolugdo na fase de promogéo da carcinogénese colorretal, prevenindo o seu

desenvolvimento.
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ABSTRACT

HENRIQUES, Viviana Teixeira, M. S. Universidade Federal de Vigosa, Margo
de 2004. Effects of diet supplementation with omega-3 on
dimethylhydrazine-induced colorectal carcinogenesis in wistar rats.
Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Committee members: Cristina

Maria Ganns Chaves Dias and Sylvia do Carmo Castro Franceschini.

It has been increasingly necessary to study diet nutrients so as to
understand their role in non-transmissible degenerative chronic diseases such
as malignancies. Among the latter, colorectal cancer is one of the most
common types worldwide, with significant morbidity and mortality. The role of
lipids in the etiology and prevention of colorectal cancer has been a great
challenge in recent years. Experimental evidence suggests that omega-3
polyunsaturated fatty acids might have a preventive role in colorectal
carcinogenesis. The effects of omega-3 fatty acids may be studied through the
analysis of aberrant crypt foci (ACF), premalignant lesions amenable to
remodelling, growth inhibition, regression, or elimination when treated with
specific agents. The development of colorectal carcinogenesis, through
dimethylhydrazine-induced ACF (40mg/Kg weight, 4 subcutaneous doses), was
studied in male adult Wistar rats receiving omega-3 fatty acid (10g/100g diet)
supplemented AIN-93M diet, with similarly treated animals receiving AIN-93M
diet as controls. Weight and diet intake were monitored every week. The rats
were sacrificed after 6, 13, and 30 weeks. The large bowel was removed for
ACF quantification, distribution description, and classification according to the
number of aberrant crypts (3 or fewer, and more than 3). The liver and visceral
fat were removed for analysis of fatty acid profile. The animals in the omega-3
group weighed less (p<0.05) than controls at several weeks, the latter having
had grater diet intake. ACF were found in both groups, statistically significant
differences (p<0.05) being noticed only after 30 weeks, with a 55.34% reduction
of ACF and a 57.14% reduction of ACF>3 in the omega-3 group compared with
controls. The greatest number of ACF was in the medial region, followed by the
distal one. As for the fatty acid lipid profile, low EPA and DHA concentrations

were noticed in the visceral fat of omega-3 animals after 30 weeks, with a high
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EPA to DHA conversion rate in the liver tissue of these animals. These results
suggest that omega-3 may prevent colorectal carcinogenesis by reducing

evolution of the promotion phase.
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1 Introdugao

Acompanhando a transigdo epidemioldgica, a frequéncia de doencgas
infecciosas diminuiu ao longo dos anos, dando lugar as doengas crénicas
degenerativas nao transmissiveis. Entre essas, encontra-se o cancer, que

figura como a segunda causa de morte no mundo ocidental.

O cancer colorretal € um dos tipos mais frequentes de cancer, e vem
contribuindo significativamente para a morbidade e a mortalidade (HUR et al.,
2000; RODRIGUES et al., 2002).

A transicdo nutricional vem ocorrendo ao longo dos séculos, com
mudangas nos padrbes alimentares das populacdes, relacionadas a fatores
econdmicos como a industrializacao, fatores sociais, demograficos e de saude.
Atualmente ha uma tendéncia em quase todo o mundo, ao consumo de uma
dieta rica em gorduras, particularmente as de origem animal e em carboidratos
simples, denominada “dieta ocidental’. Os habitos alimentares tém grande

correlagdo com as doencgas crénicas degenerativas nao transmissiveis.

Entre os habitos dietéticos atuais, a quantidade elevada de gordura na

dieta tem sido associada a grande incidéncia de cancer colorretal.

Nos paises industrializados, onde as transi¢des epidemioldgicas e
nutricionais ja se encontram estabelecidas, ha estimativa de que a maioria dos
casos de cancer de colon esteja associados a dieta ocidental (ROYNETTE et
al., 2004).

No entanto, o papel das gorduras na carcinogénese colorretal, depende
nao somente da quantidade da mesma, mas também do tipo de gordura
consumida. A composi¢ao dos acidos graxos dos lipidios da dieta parece ser
um dos fatores determinantes na promog¢ao do cancer colorretal (DOMMELS et
al., 2002).



Os efeitos causados pelos lipideos da dieta, nas doengas crbnicas e
entre essas na carcinogénese colorretal tém sido alvo de grande interesse,

durante os ultimos anos.

Em 1950, estudos demonstraram o efeito do 6leo de peixe, rico em
acidos graxos polinsaturados da familia émega-3, na reducdo do colesterol
sérico (AHRENS et al., 1954).

Houve um grande avango das pesquisas na década de 80, relacionando
os acidos graxos polinsaturados, particularmente o dmega-3, no papel de
prevencao e tratamento de doengas, como cardiopatias, artrites, hipertensao,
cancer e estados inflamatorios (TEITELBAUM e WALKER, 2000).

Durante a ultima década, varios estudos, tanto epidemiolégicos quanto
experimentais, foram conduzidos com o objetivo de avaliar a relagédo existente
entre os acidos 6mega-3 e a carcinogénese colorretal, concluindo-se que a alta
ingestdo dos mesmos exerce efeitos protetores contra a doenga (REDDY,
1994; GOOD et al.,, 1998; ROSE e CONNOLLY, 1999; PETRIK et al., 2000;
DOMMELS et al., 2002).

Os agentes preventivos ou de tratamento da carcinogénese irdo atuar
na regressao, inibicdo ou eliminagcao de lesdes pré-neoplasicas, quando estas
ja estiverem formadas, resultando na diminuigcdo da incidéncia de céancer
(BIRD e GOOD, 2000).

Componentes da dieta agem como agentes preventivos podendo atuar

distintamente nas varias fases de evolugédo da carcinogénese colorretal.

Com o objetivo de que sejam estabelecidos métodos de prevengao e
tratamento para o cancer colorretal em humanos, faz-se necessaria a
realizagcao de trabalhos experimentais, buscando entender o mecanismo da
carcinogénese, uma vez que o desenvolvimento do cancer colorretal envolve

varios processos de alteragdes patoldgicas, evoluindo, desde lesbes



microscopicas discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes
(FCA), a tumores malignos (RODRIGUES et al., 2002).



2 Revisao Bibliografica

2.1 Cancer Colorretal

2.1.1 Célon e Reto

O colon e o reto sdo constituintes do intestino grosso. O colon é
responsavel pela absorgdo de agua e eletrdlitos (aproximadamente 1400 mL
por dia) e pela compactagao e eliminagao das fezes (100 mL por dia). Constitui
a maior parte do intestino grosso e é dividido em partes denominadas: colon
ascendente, transverso, descendente e sigmoide. A superficie mucosa do trato
gastrointestinal é revestida por células absortivas e da origem as criptas de
Lieberkiihn por invaginacdo. A microscopia 6ptica, observa-se a presenga das
criptas de Lieberkihn em toda a mucosa do intestino grosso. Essas glandulas
sdo largas e caracterizadas pela grande presenga de células caliciformes e
pequena quantidade de células enteroenddcrinas. A renovacao celular das
criptas ocorre pela divisdo das células localizadas na parte basal. As células
migram e d&o origem aos varios tipos celulares presentes nas glandulas por
um processo de diferenciagdo progressiva (ROSS, 1993; GARTNER e HIATT,
1997).

O reto possui histologia bem semelhante a do célon, sendo que suas
criptas de Lieberkihn sdo menos numerosas, em unidade de area, e s&o mais
profundas (GARTNER e HIATT, 1997).

Devido a semelhanga anatémica e fisiolégica existente entre o célon e o
reto é dificil distinguir em que regido a carcinogénese surge. Com isto o cancer
presente nestes segmentos é frequentemente chamado “céncer colorretal’
(SCHARTKIN, 2003).



2.1.2 Fases da carcinogénese

O processo de carcinogénese envolve varios eventos que ocorrem nos
niveis molecular, celular e morfolégico e pode ser dividido em trés estagios

principais:

Iniciagao: envolve transformacdo do DNA celular, resultando em mutagdes de
genes relacionados a multiplicagdo e a sobrevivéncia da célula; é
caracterizada por mudangas genotipicas, acompanhadas ou nao de alteracdes

morfoldgicas.

Promocao: envolve expansao clonal das células iniciadas, sendo caracterizada

por alteracbes morfolégicas e/ou mudancas fenotipicas;

Progresséo: envolve mudangas genotipicas e fenotipicas, associadas com as
caracteristicas de malignidade e o desenvolvimento de metastases (BIRD,
1995).

2.1.3 Genes envolvidos na carcinogénese

A manutenc¢ao do corpo humano envolve a divisdo celular continua, com
0 objetivo de renovar as células envelhecidas, o tecido danificado e

desenvolver respostas imunes contra patdégenos invasores (PARHAM, 2001).

Um processo continuado de proliferagao celular regulado é balanceado

pela morte celular e mantém a homeostase do tecido normal.

Uma célula cancerosa desenvolve-se a partir de alteragdes nos
processos de regulacado da proliferagao celular ou da morte celular (PARHAM,
2001).



Varias mutagdes, alteracdes do DNA celular, devem ocorrem nos genes
relacionados ao controle da multiplicacdo e da sobrevivéncia celulares durante

o processo de carcinogénese (GOLDSBY et al, 2000).

Os genes mutados com alteragdes na sua expressdo que podem estar

envolvidos na transformag&o maligna da célula sao:

- Os oncogenes, que correspondem as formas mutadas dos pré-
oncogenes, envolvidos na regulagdo de divisdo celular, na codificacédo de
fatores de crescimento, de receptores de fatores de crescimento, de proteinas
envolvidas na transducdo de sinais e na regulacdo da transcricdo génica
(KUMAR et al., 1992; GOLDSBY et al., 2000; PARHAM, 2001).

- Os genes supressores de tumores, os quais codificam proteinas que
inibem a proliferacédo celular. A mutagdo genética mais comum nesse tipo de
gene € a do p53, que é responsavel por codificar uma proteina nuclear. Ha
relatos de que mais de 50% dos casos de cancer de célon estdo associados a
mutacdes do gene p53. O gen bcl-2 é também supressor da apoptose celular,
estes se encontram envolvidos na regulacdo da morte celular programada
(KUMAR et al., 1992; GOLDSBY et al., 2000; PARHAM, 2001).

Para que uma célula se torne cancerosa é estimado que ela acumule

pelo menos cinco ou seis mutagdes independentes (PARHAM, 2001).

Na figura 1 encontra-se um esquema da progressao da carcinogénese

do cancer de colon, demonstrando diferentes etapas e mutagdes.
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Figura 1 - Representagdo da progressdo da carcinogénese de colon,
apontando mutagdes e alteragdes genéticas em diferentes etapas

APC- gene supressor de tumor

K-ras — oncogene

p53- gene supressor de tumor

COX-2- cicloxigenase de classe 2

Fonte: WAITZBERG, 2003



2.1.4 Incidéncia e mortalidade

O cancer colorretal é responsavel por aproximadamente 150.000 mortes
a cada ano e vem mostrando um aumento anual de 3 a 7% em sua incidéncia
mundial (ROYNETTE et al., 2004).

Em 1996, foram estimados 875.000 novos casos de cancer colorretal
diagnosticados mundialmente, representando 8,5% dos canceres incidentes
(WALLACE e CASLAKE, 2001).

Aproximadamente 20.000 novos casos foram diagnosticados no Brasil e
ha uma estimativa de que 6.000 brasileiros morreram devido ao cancer
colorretal no ano de 1998 (ALMEIDA et al., 2000).

FILHO e MONCAU (2002) analisaram a mortalidade causada por cancer
no periodo de 1980-1995. Durante toda a década de 80 as taxas mantiveram-
se estaveis, mas entre 1989 e 1995, ocorreu um aumento de 14,5% na

mortalidade entre os homens e 10,2% entre as mulheres.

Para o ano de 2001, foram estimados 16.000 novos casos, com 9.600
6bitos e para 2002, 18.970 novos casos com 7.630 dbitos (MINISTERIO DA
SAUDE - SIM, 2003). Ao dividirem estas taxas de acordo com o sexo, ndo s&o
observadas grandes diferengas, sendo 9.170 novos casos e 3.535 O&bitos
estimados entre os homens e 9.800 novos casos e 4.095 oObitos entre as

mulheres.

O Brasil é dividido em cinco regides com caracteristicas fisicas,
econdmicas e sociais distintas, havendo discrepancias que sao observadas
com relacao a expectativa de vida, exposicao a fatores de risco e acesso a
servicos de saude. Com isso, os principais tipos de canceres encontram-se
distribuidos de forma desigual entre as regides brasileiras (KLIGERMAN, 2000;
FILHO e MONCAU, 2002).

Segundo dados obtidos pelo Sistema de Informagdo sobre Mortalidade,

do Ministério da Saude de 2003, houve grande diferenga entre as regides



brasileiras com relagdo as estimativas de incidéncia e mortalidade por cancer
colorretal para o ano de 2002, sendo a maior incidéncia na regido Sudeste com
12.830 novos casos e 4.710 obitos. A regido Sul aparece em segundo lugar
com 3.140 novos casos e 1.710 obitos, vindo apés o Nordeste com 1.460
casos incidentes e 680 6bitos, Centro Oeste com 1.310 casos incidentes e 360

Obitos e por ultimo a regido Norte com 230 novos casos e 170 obitos.

Nos Estados Unidos e na Europa, sao diagnosticados entre 130.000 a
180.000 novos casos, respectivamente, todos os anos (WALLACE e
CASLAKE, 2001).

Ao verificar as prevaléncias de cancer colorretal em 3 periodos distintos
e progressivos nos Estados Unidos, nota-se um aumento percentual da
doenga ao longo do tempo. De 1974 a 1976 foi encontrado que 50% dos casos
de cancer nos Estados Unidos corresponderam ao colorretal, de 1983 a 1985
este valor foi de 57%, aumentando ainda para 62% entre 1992 a 1999
(SOCIEDADE AMERICANA DO CANCER; 2004).

A probabilidade de desenvolver cancer, prevista entre 1998 a 2000 nos
Estados Unidos foi de 1 para cada 17 homens e 1 para cada 18 mulheres
(SOCIEDADE AMERICANA DO CANCER, 2004).

Correspondente ao ano de 2003, a mesma Sociedade estimou 147.300
novos casos e 571.00 obitos, sendo que para 2004 a estimativa da incidéncia é
de 150.482 casos, com 56.370 o6bitos. Na ultima estimativa, 76.951 novos

casos sao previstos para o sexo masculino e 73.531 para o feminino.

Ainda ocorrem diferengcas entre as ragcas na populacdo americana,
sendo esta de 10% entre os americanos brancos (63%) e americanos
africanos (53%) (SOCIEDADE AMERICANA DO CANCER, 2004).

Na Franga a incidéncia fica em torno de 33.400 novos casos a cada ano
(ANDRIEU et al., 2003).



Em Portugal, que durante os ultimos 25 anos vem passando por
reestruturagdo econémica e mudangas sociais, com maior urbanizagéo, a qual
tem interferéncia na qualidade de vida; como aumento no consumo de bebidas
e alimentos que podem ser fatores de risco que atuam elevando a incidéncia
de cancer, o cancer colorretal aumentou em 3,3% no periodo de 1988 a 1998,
sendo que no ano de 2000 foi o tipo mais comum entre os homens, com uma
incidéncia de 3.173 casos e o segundo entre as mulheres, com 2.541 casos
novos (PINHEIRO, 2003).

No Japéao, desde a Segunda Guerra Mundial, a incidéncia de cancer

colorretal vem aumentando progressivamente (KOYAMA e KOTAKE, 1997).

Dados registrados pela Sociedade Japonesa de Cancer Colorretal
demonstram que um total de 77.520 pacientes, 40.528 possuiam cancer de
célon e 36.992 céancer de reto, sendo estes registrados num periodo de 20
anos (1973-1993). A relagéo entre o cancer de célon e cancer de reto foi alta
em todos os periodos estudados, para ambos os sexos, sendo que os dois
apresentaram-se mais prevalentes nos homens do que nas mulheres (MUTO
et al., 2001).

Em 1999, o cancer de cdlon foi responsavel por 23.245 mortes no Japao
e o cancer de reto por 11.836 6bitos (KITAGAWA et al.,1999).

Neste mesmo pais, estimativas do numero de pacientes com cancer
existem até o ano de 2015, sendo que os canceres de colon e reto aumentam
ao longo dos anos, estimando-se 77.850 casos de cancer de colon e 38.147 de
reto entre os homens, e 58.544 de colon e 19.151 de reto entre as mulheres
(KITAGAWA et al.,1999).

Na india, & observada a menor proporgdo de incidéncia de cancer
colorretal, sendo de 1 a 3 casos a cada 100.000 pessoas (POTTER, 1995).
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2.1.5 Fatores de risco

O cancer colorretal possui etiologia complexa, que envolve fatores
genéticos e ambientais (ROYNETTE, 2004).

Poucos casos de céncer de colon (menos que 5%) sdo devido a
sindrome genética polipdide adenomatosa familial (FAP) e a cancer colorretal
nao polipdide hereditario (HNPCC) (ANDRIEU et al., 2003).

A alteracdo associada a FAP localiza-se no gen APC, mapeado do
cromossomo 5q. Constitui uma sindrome genética rara que se desenvolve
precocemente em criancgas, e € caracterizada por multiplos adenomas e de
poucos a varios polipos. Desenvolve cancer colorretal em 100% dos casos
(POTTER, 1995).

WALLACE e CASLAKE (2001) relataram que aproximadamente 25%
dos casos estdo relacionados a fatores hereditarios e 75% relacionados a
outros fatores de risco, como fumo, obesidade, sedentarismo, envelhecimento
e habitos dietéticos. Ja ROYNETTE et al. (2004) relataram que em 50 a 80%
dos casos de desenvolvimento de cancer colorretal estdo envolvidos fatores

ambientais e entre esses a dieta € o principal fator envolvido.

Entre os habitos dietéticos varios estudos tém sido realizados com
diversos componentes da dieta. Estes estudos tém observado que a baixa
ingestao de alimentos ricos em fibras e a alta ingestdo em alimentos ricos em

gorduras podem aumentar o risco de cancer colorretal.

A fibra como agente preventivo do cancer colorretal foi primeiramente
estudada por BURKITT (1969), que observou que os africanos, por
consumirem dieta rica em fibras, possuiam baixa incidéncia de cancer

colorretal.

No Japao, o aumento no consumo de gordura de aproximadamente
10% para 25% do valor energético total (VET) da dieta entre 1955 e 1985,
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provavelmente contribui para um aumento de 130% nas mortes por cancer de
colon (WILLET 1989; CHENG et al., 2002).

Os valores no consumo de lipidios no Japao sofreram um aumento
progressivo ao longo das décadas, sendo que em 1980 correspondia a 23,6%
do VET, em 1990 a 25,3% do VET e a 26,5% VET, em 1999 (NATIONAL
NUTRITION SURVEY - MINISTRY OF HEALTH, LABOUR e WELFARE,
2004).

Entre os americanos acima de 60 anos de idade, a incidéncia de cancer
de colon é quatro vezes maior em comparagcao aos que possuem idade entre
40 e 60 anos (MAGNUSON et al., 2000).

Um estudo desenvolvido pelo Harvard Center for Cancer Prevention
(1999), demonstrou, que o consumo de carne vermelha e a obesidade
determinaram um risco relativo de 1,5 vezes na incidéncia do cancer colorretal
(PINHO et al., 2003).

Varios estudos empregando modelos animais tem verificado forte
correlagdo entre o consumo de gordura da dieta e o cancer colorretal. Esses
estudos tém demonstrado valor inestimavel para testar e comprovar hipéteses
de correlagao entre a dieta e o desenvolvimento de cancer colorretal (GOOD et
al., 1998; BIRD e GOOQOD, 2000).

2.1.6 Focos de criptas aberrantes (FCA)

Os FCA foram primeiramente observados por BIRD (1987) em colon de
roedores tratados com carcindgenos. As criptas modificadas, denominadas
criptas aberrantes, somente foram demonstradas em roedores tratados com

agentes quimicos que promoviam a carcinogénese.

Os FCA sao lesdes da mucosa colonica que exibem alteragdes

morfolégicas como displasia, proliferagdo anormal e mutacbes de oncogenes
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envolvidos na indugéo do cancer de célon, distinguindo as mesmas das criptas
normais (JEN et al., 1994; PASSANI et al., 1998; BIRD e GOOD, 2000).

Cada FCA evolui de uma cripta alterada e podem ser observados,
quantificados microscopicamente, apos serem corados com azul de metileno.
O resultado da contagem dos FCA é tido como indicador da carcinogénese de
cblon. Os FCA encontram-se presentes em individuos que possuem alta
predisposi¢cao a desenvolver cancer de célon (BIRD et al., 1989; BIRD et al.,
1995; GHIA, 1996; BIRD, 1998; BIRD e GOOD, 2000; RODRIGUES et al.,
2002).

Os agentes carcinogénicos mais empregados em modelos
experimentais de carcinogénese de colon em roedores sado as drogas
azometilhidrazina (AOM) e dimetilhidrazina (DMH) (GENNARO et al., 1973;
CELIK et al.,1980; TILSON, 1980; SHETYE et al., 1990; LARANJEIRA et
al.,1998; MAGNUSON et al., 2000).

A indugao de cancer de colon, com o do uso da DMH, constitui uma boa
ferramenta para explorar a relagao entre FCA e cancer de célon (RODRIGUES
et al., 2002).

ONOSE et al. (2003) relatam que a DMH tem sido utilizada em modelos
experimentais para detec¢do da carcinogénese de colon num curto periodo de

tempo.

As criptas aberrantes se desenvolvem a partir de duas semanas apos

aplicagdes de carcinogenos, como a DMH (BIRD e GOOQOD, 2000).

A DMH induz a formagdo de tumores no codlon, especialmente no
sigmodide e reto, podendo também ocorrer ao redor da jungcado duodeno-jejunal;
provavelmente interferindo no processo de metilagdo do DNA via citocromo
P450 (CELIK et al., 1981; McGARRITY et al.,1988; LARANJEIRA et al.,1998).
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A maior parte dos estudos, para avaliar o impacto dos nutrientes da
dieta como agentes preventivos, utilizam as contagens dos FCA para medir o
desenvolvimento do cancer colorretal (WARGOVICH et al., 1996; GOOD et al.,
1998; MAGNUSON, et al., 2000).

O numero e o aspecto morfolégico das criptas evoluem com o tempo,
mostrando o aparecimento de sinais progressivos de multiplicagdo como a
multiplicidade de criptas nos FCA (BIRD et al., 1989; BIRD et al., 1995; BIRD e
GOOD, 2000; RODRIGUES, et al., 2002).

As caracteristicas dos FCA, como o numero de criptas nos focos,
podem ser usadas para identificar alteracbes celulares e moleculares que
conduzem ao desenvolvimento do tumor e para quantificar a evolugdo das
alteragbes que ocorrem ao longo do tempo no desenvolvimento do cancer de
célon (BIRD, 1995).

FCA avangadas, ou seja, apresentando multiplas criptas aberrantes,
parecem exibir maior resisténcia a morte celular por apoptose quando
comparada com FCA menos avangadas (MAGNUSON, 1994; BIRD, 1995;
GOOD, 1998).

O numero dos FCA varia com o tempo, podendo aumentar, ao sofrer
remodelagdes, ou podendo diminuir, sofrendo regressdes. No entanto, os
processos bioldégicos que causam remodelagdes ou regressdes nao estao bem
definidos (BIRD e GOOD, 2000).

BIRD (1995); TAKAYAMA et al, (1998); BIRD e GOOD (2000);
RODRIGUES et al., (2002), afirmaram que existem poucos estudos sobre os

estagios preneopasicos.
Os agentes quimicos ou nutrientes utilizados como preventivos do

cancer de célon podem exercer efeitos diferentes, dependendo do estagio de

desenvolvimento do cancer (GOOD et al., 1998).
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Além disso, varios aspectos influenciam o numero de FCA em um
modelo experimental. Entre estes estdo o sexo e a idade dos animais (BIRD e
GOOD, 2000).

MAGNASUM et al. (2000) desenvolveram um estudo no qual analisaram
o numero de FCA em ratas fémeas, em dois grupos: jovens, com 4 semanas
de vida e adultas, considerando 50 semanas de vida. Os animais foram
sacrificados apos 6 e 14 semanas do inicio da aplicagdo do carcinégeno
(AOM). O grupo jovem apresentou média e desvio padrdo de 87 £+ 7 FCA e 91+
8 FCA, respectivamente, em contrapartida o grupo adulto apresentou 211 £ 18
FCA e 206 £ 19 FCA, sendo observada uma grande diferenga estatistica no
numero de FCA entre os dois grupos, demonstrando que os animais mais
velhos s&o mais suscetiveis a desenvolver FCA de acordo com o modelo

carcinogénico empregado.

Por outro lado, ratos machos parecem mais suscetiveis a desenvolver
FCA que as fémeas (MOON e FRICKS, 1977; HAMILTON, 1989).

A regido do célon examinada e o tempo de progresséo da lesdo afetam
o numero de FCA, assim como, o modelo experimental empregado (BIRD e
GOOD, 2000).

Entre os fatores correspondentes do modelo experimental, a frequéncia
da exposigao ao carcinogénico pode afetar o numero de FCA (BIRD e GOQOD,
2000).

RODRIGUES et al. (2002) demonstraram que ratos submetidos a
indugao de carcinogénese por DMH apresentaram maior numero de FCA apds
30 semanas de experimentacdo em comparagao com 4 semanas, sendo esta
diferenga estatisticamente significante. A multiplicidade também aumentou de
8,5% FCA com 3 ou mais criptas na 4% semana, para 46,9% na 30? semana.
Houve diferenga ainda com relagdo aos fragmentos examinados do célon,
sendo que as regides denominadas médias e distais obtiveram maior numero

de FCA tanto na 42 como na 30% semana, em comparagao a regiao proximal.
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Ratos submetidos a aplicagdo de AOM, com variagdo do numero de
aplicagcdées de uma a quatro vezes por semana exibiram diferengas no numero
de FCA e na sua multiplicidade (BIRD, 1995; BIRD e GOOQOD, 2000).

Analises histologicas dos FCA revelaram que as criptas aberrantes
sofrem displasia ao longo do tempo. No entanto, varios FCA podem nao
apresentar displasia, sugerindo assim que, este pode ser um evento atrasado
na carcinogénese do coélon e que a expansao clonal e displasia podem ser

controlados por processos bioldgicos distintos (BIRD, 1995).

2.2 Acidos graxos 6mega-3

2.2.1 Definicao

Os acidos graxos 6mega-3 sao acidos graxos polinsaturados (PUFAs),
ou seja, possuem mais de uma dupla ligagdo. As classes dos acidos graxos
polinsaturados 6mega-3 e 6mega-6 sao distinguidos devido a localizagdo da
primeira dupla ligagédo a partir do grupamento metil, sendo que a primeira dupla
ligacdo dos acidos 6mega-3 se localiza entre o carbonos 3 e 4 a contar da
extremidade metilica (TEITELBAUM e WALKER, 2001).

Sao ditos essenciais, assim como os PUFAs pertencentes a familia
Omega-6, pois devem ser obtidos através da ingestdo dietética, devido a
incapacidade dos mamiferos em sintetiza-los, sendo esta capacidade
pertencente aos vegetais. Além disso, possuem papel fundamental em manter
a estrutura, fluidez e fungdes das membranas celulares (SPRECHER, 1989;
CALDER, 1998; TEITELBAUM e WALKER, 2001; DOMMELS et al., 2002).

Existe grande interesse em pesquisas relacionadas aos acidos graxos
PUFAs, particularmente sobre o acido graxo 6mega-3. O conhecimento atual
sobre este acido graxo define o seu possivel papel na prevencao e tratamento

de doengas cardiovasculares, hipertensao, artrite, doencas auto-imunes,
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cancer e doencas inflamatérias (WAITZBERG, 2000; TEITELBAUM e
WALKER, 2001; TAPIERO et al., 2002).

2.2.2 Nomenclatura

A nomenclatura dos acidos graxos caracteriza o comprimento da cadeia
carboxilica e o numero de duplas ligagbes, que aparece separado por dois
pontos. A posicado das duplas ligagcdes se da a partir da contagem do carbono
da carboxila e s&o representadas sobrescrita pela letra grega A (delta)
(LEHINGER, 1997; ROSE e CONNOLLY, 1999).

O acido graxo linolénico que possui a estrutura do esqueleto carbonico:
CH3;CH,CH=CHCH,;CH=CHCH,CH=CH(CH);COOH, recebe a denominacéo
de 18:3(A%'2"%) (LEHINGER et al.,1997). Este acido também é representado

estruturalmente, como demonstra a Figura 2.

— COOH

— — CHj

Figura 2- Representacao do esqueleto carbdnico do acido a-linolénico

As letras w (bmega) e n sdao também utilizadas para descrever a
estrutura quimica das moléculas de acidos graxos, sendo seguidas pelo
numero correspondente do carbono que possui a primeira dupla ligagao a partir
do grupo metil terminal do &acido graxo (ROSE e CONNOLLY, 1999;
TEITELBAUM e WALKER, 2001; DOMMELS et al., 2002).
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Os principais acidos da familias 6mega-3 sao assim representados:
acido a-linolénico (18:3w-3 ou 18:3n-3), acido eicosapentaendico —EPA
(20:5w-3 ou 20:5n-3) e acido docosahexaendico — DHA (22:6w-3 ou 22:6n-3).

2.2.3 Sintese dos acidos graxos

A sintese dos acidos graxos ocorre no citosol das células. Estes sao
sintetizados a partir da acetil-CoA, sendo o produto final das reacdes o
palmitato, que contém 16 atomos de carbono em sua cadeia carboxilica (16:0).
O palmitato pode sofrer alongamento e originar o estearato com 18 atomos de
carbono (18:0), que por sua vez é dessaturado, sendo catalizado pela enzima
A° — dessaturase, que encontra-se presente em plantas e animais. Esta enzima
introduz uma dupla ligagdo entre os carbonos 9 e 10 da cadeia carboxilica,
originando um acido graxo insaturado, o oleato (18:1n-9) (LEHINGER et al.,
1997; CALDER, 1998).

Os acidos graxos saturados normalmente sao supridos por adequadas
quantidades presentes na dieta (CALDER, 1998; TEITELBAUM e WALKER,
2001).

Os acidos que contém mais de uma dupla ligagdo sdo denominados
polinsaturados (PUFAs). Os PUFAs s&o sintetizados a partir do acido oleato.
No entanto, somente as plantas possuem as enzimas A'*>-dessaturase e A'® —
dessaturase, necessarias para que sejam realizadas as dessaturagbes que
originam o acido linoléico (18:3n-3) e a-linolénico (18:3n-3), respectivamente
(CALDER, 1998; ROYNETTE et al., 2004).

Na Figura 3 estdo demonstradas as sinteses dos acidos graxos a partir

do palmitato.
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Palmitato (16:0)

alongamento

AQ A12
Estearato (18:0)— Oleato 18:1(A%) —» Linoléico 18:2
(A9,12)

Linolénico 18:3(A*'%15)

Os respectivos simbolos correspondem as enzimas de dessaturagao:

A® = A° - dessaturase
A'? = A'?. dessaturase

A" = A" . dessaturase

Figura 3 -Esquema da sintese dos acidos graxos a partir do palmitato

2.2.4 Principais fontes dietéticas

Os acidos graxos 6mega-3 sao encontrados em 6leos de peixe, peixes e
frutos do mar (DOMMELS, 2002).

As algas marinhas unicelulares fazem alongamento e dessaturagdo dos
acidos linolénicos, formando EPA e DHA. As algas marinhas transferem estes
acidos através da cadeia alimentar aos peixes (CALDER, P. C. 1998;
TEITELBAUM e WALKER, 2001).

Os ¢6leos de peixe possuem elevadas concentragcdes dos acidos EPA e
DHA (ACKMAN e MAG, 1998; CONNOR, 2000).
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O acido a-linolénico é encontrado em sementes de linhaca, algumas
améndoas como as nozes inglesas, vegetais folhosos verdes escuros, 6leo de
oliva, de soja, canola e “perilla” (perilla frutescens) (SIMOPOULOS, 1996;
ROSE e CONNOLLY, 1999; BARTSCH et al., 1999; DOMMELS, 2002).

Diferencas nas concentragbes dos acidos graxos 6mega-3 em peixes
sao visualizadas em varias espécies, devido as influéncias de areas
geograficas, estacdo do ano, sendo que as melhores fontes sdo os peixes de
agua salgada, fria e profunda e os peixes de agua doce e fria (ZAMULA, 1986;
ROSE e CONNOLLY 1999; CASTRO, 2003).

2.2.5 Consumo dietético

Pesquisas tém demonstrado baixa incidéncia de cancer de célon na
Finlandia e outras areas do mediterraneo, entretanto, estas populacdes tém
alto consumo de gorduras, sendo que a principal fonte se origina de peixes e
Oleos de peixes ricos em acidos graxos polinsaturados, pertencentes a familia
Omega-3 (ESTEVE et al., 1993; LLOR et al., 2003).

Em populagdes de esquimds na Groelandia, o consumo dos PUFAs
Omega-3 de cadeia longa (EPA, DHA e docasapentaendico), € maior que 10
g/dia. Ao contrario da “dieta ocidental” onde o consumo destes acidos € de 1-2
g/dia (ROYNETTE et al., 2004).

Observou-se que os imigrantes japoneses nos Estados Unidos, que se
adaptam aos habitos alimentares da dieta ocidental, apresentam aumento na
incidéncia de cancer de colon em comparagdo aos seus contemporaneos
japoneses (BINGHAM, 1998). No Japao, o consumo dos acidos graxos 6mega-
3 é alto, devido ao grande consumo de peixes naquele pais (BARTSCH et al.,
1999).

Nao esta estabelecida uma quantidade ideal de ingestdo de dmega-3, no

entanto, a American Heart Association, recomenda que individuos adultos
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consumam peixe pelo menos 2 vezes por semana; e que a ingestao dos acidos
graxos 6mega-3 de 0,5 a 1,8g/dia dos acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), e 1,5 a 3g/dia do acido a- linolénico parece ser
benéfica, embora mais estudos sejam necessarios (KRIS-ETHERTON et al.,
2003).

Segundo ROYNETTE et al. (2004), até o momento, seria precoce fazer
qualquer recomendagdo de dosagem de dmega-3 com relagdo a terapia do

cancer de coélon.

2.2.6 Relagao omega-6:6mega-3 no consumo dietético humano

SIMOPOULOS (1991) relatou que durante o periodo de evolugdo do
Homo sapiens, em que a constituicdo genética humana foi programada em
resposta a influéncias dietéticas, a propor¢ado do consumo entre acidos 6mega-

6 e bmega-3 foi de aproximadamente um.

O Homo sapiens surgiu ha 40.000 anos atras e a constituigdo genética
humana permanece quase a mesma, no entanto ocorreram mudancas
dietéticas a partir da revolugao industrial, particularmente nos ultimos 150 anos,
marcado pelo desenvolvimento tecnoldgico; favorecendo as modernas técnicas
da agricultura e a industria de 6leo vegetal, no entanto, isto vem contribuindo
para o aumento da ingestdo de gordura e substituicdo dos acidos graxos
dietéticos com maior consumo dos acidos 6mega-6 em relagdo aos émega-3
(TEITELBAUM e WALKER, 2001; SABARENSE, 2003; MOREIRA, 2003).

Desde o inicio do século XX, ocorreu ma diminuicdo do consumo dos
acidos linolénico, EPA e DHA e um aumento da ingestao do acido linoléico e
araquidonico, sendo que atualmente a ingestdo do acido linoléico e do acido
araquidbénico € muito maior do que a quantidade necessaria ao organismo
humano (LEAF e WEBER, 1987; MOREIRA, 2003).
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Com o uso da hidrogenacao do oleo de soja, passou-se a reduzir a
quantidade de &cido linolénico, levando a uma alta concentragcdo do acido
linoléico neste produto (TEITELBAUM e WALKER, 2001).

Anteriormente a 1940, as criancgas ingeriam 6leo de figado de bacalhau,
como fonte de vitamina A e D. No entanto estas vitaminas comegaram a ser
sintetizadas farmacologicamente, provocando queda no consumo do mesmo
(MOREIRA, 2003).

A propor¢ao de 6mega-6:0mega-3 na dieta é importante, embora ainda
nao se tenha determinado uma propor¢ao ideal. Atualmente, na Europa, esta
proporgao € estimada em 10-14:1, em Israel chega a aproximadamente 22-
26:1 (BARTSCH, et al., 1999).

O acido linoléico encontra-se presente em altas concentragbes nos
oleos de soja, milho, girassol, acafrdo, sendo altamente consumidos através da
“dieta ocidental”. Isto ajuda a proporcionar este desbalango na relagdo dmega-
6:0mega-3 (DOMMELS, 2002; ROYNETTE et al., 2004). Tem-se associado
este desbalango na proporgdo 6mega-6:6mega-3, com o aumento do risco
para doengas cardiovasculares e alguns tipos de canceres, entre estes o
cancer de célon (ROSE e CONNOLLY, 1999).

VIOLA (1997) propbs que as proporgdes encontradas no azeite de oliva

de 6:1 — 10:1 sdo ideais para o consumo humano.
Segundo PEPPING (1999) e KRIS-ETHERTON, (2003) para que os

lipidios propiciem efeitos benéficos na dieta, a relagdo entre 6mega-3 e 6mega-
6 deve serde 2:1a4:1.
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2.2.7 Principais localizagées no organismo humano

O DHA é encontrado em grande quantidade no cortex cerebral, na
retina, nos testiculos, no esperma (O'BRIEN e SAMPSON, 1965; ANDERSON,
1970; POULOS et al., 1975; VIOLA, 1997).

Os acidos 6mega-3, bem como os O0mega-6 sado constituintes dos
fosfolipidios das membranas celulares. O DHA é o acido graxo PUFA de maior
concentracdo nas membranas, sendo o EPA, o PUFA que possui menor

proporcédo na mesma (CARRIE et al., 2000).

As proporgbes dos PUFAS nas membranas celulares podem ser
modificadas, refletindo as quantidades ingeridas pela alimentacédo (ROSE e
CONNOLLY, 1999).

Quando suplementado através da dieta, os acidos 6mega-3 concentram-

se também no musculo cardiaco, no pulmao e no figado (INNIS et al., 1995).

2.3 Metabolismo dos acidos graxos PUFAs e suas relagbes com a

carcinogénese colorretal

Utilizando uma cascata de reac¢des de dessaturagdo e alongamento, o
acido linolénico pode ser convertido em EPA (20:5n-3), este entdao é
novamente alongado e dessaturado a 24:6n-3, que passa por uma 3-oxidagao
dando origem ao DHA (22:6 n-3). Por uma série de reacdes similares, o acido
a-linoléico é convertido ao acido araquidénico (20:4 n-6), como ilustrado na
Figura 4. Estas reagdes metabdlicas ocorrem entre o grupo carboxillico e a
dupla ligacdo mais proxima. Os acidos derivados de uma classe de PUFA,
Omega-3 ou 6mega-6 possuem um fragmento terminal livre de insaturagao
idénticos (WAINWRIGHT, 1997; CALDER, 1998; ROYNETTE et al., 2004;
SABARENSE, 2003).
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O metabolismo dos acidos graxos polinsaturados € seguido por uma
série de competitivas reagdes de alongamento e dessaturagéo, que é limitada
pela enzima A®-dessaturase. Esta é uma proteina de membrana, que é
expressa em uma variedade de tecidos, incluindo o cérebro, figado, pulmao e
coragao e que tem como funcgao inserir uma dupla ligagao no carbono seis dos
PUFAs.

A A°S- dessaturase possui forte afinidade pela familia 6mega-3, mesmo
quando a dieta possui altas quantidades do mesmo, este é preferencialmente
metabolizado. Consequentemente, um aumento na ingestdo dietética de
Omega-3 (acido linolénico, EPA e DHA) diminui a reagdo de dessaturacdo do
acido linoléico e com isto, a producdo do acido araquiddnico. O &acido
araquidonico e seus metabdlitos parecem estar envolvidos num aumento da
produgcdo de sais biliares secundarios, que provavelmente aumentam a
proliferagdo celular (DOMMELS, 2002; HANSEN- PETRIK et al., 2002;
ROYNETTE et al., 2004).

Os sais biliares possivelmente encontram-se envolvidos na formacgao de
criptas aberrantes e regulagdo da apoptose. No entanto, os mecanismos pelos
quais os sais biliares agem no processo carcinogénico nao sao bem
compreendidos. Os sais biliares secundarios, derivados dos sais biliares
primarios, que sao desconjugados e deidroxilados pela flora col6nica intestinal,
parecem interagir com componentes celulares, conduzindo a alteragdes de
genes envolvidos na regulacdo de crescimento, na expressédo de fatores de
transcricdo como NFkB e modificagdo de genes promotores. Alteragdes do
DNA celular e de moléculas de superficie nos colonécitos, como, as moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), podem causar uma
desregulagéo do sistema imune com relagao as células tumorais (ALLGAYER
et al., 2002; ROYNETTE et al., 2004).

REDDY e WYNDER (1973) observaram uma maior excregdo de sais

biliares em pacientes com cancer colorretal quando comparados com

individuos saudaveis.
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Foi observado que a enzima 7-a-deidroxilase, responsavel pela
formagéo de acidos biliares secundarios, teve sua atividade diminuida ao ser
consumida uma dieta suplementada com émega-3 por ratos machos F344
(RAO et al., 1996).

Uma outra competigdo entre os acidos graxos polinsaturados ocorre na
presenca das enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e lipoxigenases
(ROYNETTE et al., 2004).

As COX sao encontradas na superficie do reticulo endoplasmatico e no
envoltério nuclear de células humanas. Estas enzimas estdo envolvidas nas
reagcdes de produgdo de eicosandides (SINGHER-RANGER e MOKBEL,
2002).

Prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos s&o eicosandides, que se
derivam dos acidos dihomo-gama-linoléico (20:3n-6), araquiddnico e
eicosapentaendico (Figura 4). O acido araquiddnico produz prostaglandinas de
série 2 (PGE), enquanto EPA é precursor das prostaglandinas de série 3
(PGE3). As prostaglandinas possuem importante papel na modulagdo, na
intensidade e duracdo da resposta imune. A PGE,; tem efeitos pro-
inflamatdrios, como febre, eritema, aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatagdo e edemas causados por histaminas. Tem-se observado em
doencas inflamatoérias crénicas, um aumento de linfécitos T supressores e
aumento na producdo de PGE, Os eicosandides produzidos a partir do EPA
possuem efeitos menos potentes no processo pro-inflamatério, quando
comparados aos eicosandides derivados do acido araquidénico.(TEITELBAUM
e WALKER, 2001; TAPIERO et al., 2002; DOMMELS, 2002; SINGH-RANGER
e MOKBEL, 2002; ROYNETTE et al., 2004).

A PGE; estimula o aumento na concentracao e atividade da COX-2. Em
lesbes neoplasicas pré-invasivas, de modelo animal, e neoplasias de cancer
de célon em humanos, foi demonstrado um aumento da indugao de sintese de
oxido nitrico, este também estimula a producdo de COX-2; sendo esta

observada em 90% dos tumores de coélon, bem como na presenca de FCA e
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adenomas colorretal (TAKASASHI et al., 1997a; LAGARES-GARCIA et al.,
2001; DOMMELS et al., 2003).

O aumento na atividade da COX-2 tem sido observado na
carcinogénese colorretal (OSTERSTROM, A. et al. 2002). Estudos in vitro, com
células intestinais demonstraram que uma maior concentracdo de COX-2,
resultava numa induc¢ao da sintese da proteina Bcl-2, diminuindo a apoptose
(TSUJIl e DUBOIS, 1995; LLOR et al., 2003).

O DHA parece regular a produgcdo de COX-2, diminuindo a expressao
da proteina Bcl-2, e como consequéncia induzindo a apoptose (CHEN e
ISTFAN, 2000; TAPIERO et al., 2002).

A apoptose € fundamental para regulagcdo do numero de células
epiteliais, e essencial para a prevencdo da divisdo celular de células mutadas
(LLOR et al., 2003).

CHENG et al. (2003) demonstraram um aumento na producdo da
proteina Bax na mucosa normal de pacientes colectomizados em
consequéncia de adenomas ou tumor colorretal. Essa proteina pode estar
envolvida na indugdo da apoptose pelo 6mega-3. No entanto, ainda nao esta

definida a relagao entre 6mega-3 e as proteinas Bcl-2 e Bax.
Uma maior ingestdo dos acidos graxos 6mega-3, EPA e DHA, por

humanos, parcialmente substitui os acidos dmega-6 presentes nas membranas
celulares (TEITELBAUM e WALKER, 2001).
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2.4 Estudos em animais relacionando cancer colorretal e PUFAs

GOOD et al. (1998) induziram cancer colorretal em ratos que apds
receberem dieta padrao por 12 semanas, tiveram a mesma suplementada com
6leo de milho e d6leo de peixe. Nas analises feitas na 6% e 122 semanas de
intervengao dietética, observaram que os intestinos dos animais que
consumiram dieta suplementada com O6leo de peixe apresentaram maior
numero de FCA em relacdo aos animais que consumiram as outras dietas
(p<0,05). Entretanto, na analise apés 12 semanas, nos ratos com dieta
suplementada com 6leo de milho foi encontrado um aumento no numero de
tumores coloretais, enquanto o numero de tumores encontrado nos animais
que receberam dieta suplementada com O6leo de peixe nao foi afetado
(p<0,05). Esses resultados demonstram que diferentes lipideos exercem

efeitos variados nos estagios da carcinogénese colorretal.

Ratos machos F344 foram alimentados com diferentes quantidades de
O0leo de oliva, 6leo de girrasol e “perilla”, uma semana apds receberem
aplicacao da AOM. Nos grupos estudados, os animais que consumiram 6leo
“perilla”, que possui alta concentragdo do acido linolénico, demonstraram um

menor numero de FCA, quando comparado aos demais (ONOGI et al., 1996).

Em modelo de carcinogénese com AOM, animais foram tratados com
acido graxo 6mega-3 (EPA) correspondendo a 16,0% do valor caldrico da
racao. Nos resultados foram observada a diminuicdo do numero de criptas
aberrantes e do numero de focos com mais de 3 criptas (DESCHNER et al.,
1990). Estes autores obtiveram resultados similares quando trataram animais
com EPA correspondente a 10,2% do valor cal6rico da ragao, nao sendo visto
o mesmo efeito em ratos tratados com ragdes contendo EPA nas quantidades

correspondentes a 4,4% do valor caldrico.
TAKAHASHI et al. (1993) demonstraram uma diminuigdo no numero de

FCA em animais submetidos a um carcinégeno e tratados com 0,7 mL de éster

metil DHA, dado na forma de gavagem, 5 vezes por semana.
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Estudos em ratos demonstraram que EPA e DHA diminuem o tamanho
e numero de tumores malignos, enquanto o acido linoléico aumenta ambos
(GALLI e BUTRUM, 1991; CAVE, 1991).

REDDY (1994) analisaram o efeito da dieta suplementada com déleo de
peixe, logo apos as injecbes do carcindgeno, observando a diminui¢do do
numero de tumores no coldn, enquanto, a intervengao com dieta suplementada

com 6leo de milho apresentou aumento do numero de tumores.

Em estudo realizado por PETRIK et al., 2000, os animais foram divididos
em 4 grupos experimentais, recebendo dietas diferenciadas suplementadas
com EPA, acido araquiddnico, ou EPA mais acido araquiddénico e um grupo de
animais utilizado como grupo controle, teve a ragao suplementada com azeite
de oliva. Ao compararem o0s grupos, verificou-se que apenas O grupo que
recebeu a dieta suplementada com EPA teve uma média de diminuigdo no

numero de tumores de 68,7% em relagéo ao grupo controle.

Mais estudos relacionando 6mega-3 e evolugao do cancer colorretal séo
necessarios para predizer se essa familia de PUFAs possui efeitos
anticarcinogénicos, contribuindo para a terapia dessa doencga, que apresenta

grande impacto nos indices de mortalidade em todo o mundo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial anticarcinogénico da suplementagcdo da dieta com acido
graxo 6mega-3 em diferentes estagios do desenvolvimento do cancer
colorretal em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficacia do modelo carcinogénico aplicado, observando os
efeitos causados pela 1,2-dimetilhidrazina no intestino grosso (célon e

reto) e na formagao de pré-lesdes neoplasicas.

e Avaliar o consumo dietético e o ganho de peso dos animais que

receberam dieta suplementada com dmega-3 durante o experimento.

e Avaliar os efeitos da suplementagdo de dieta com acido graxo 6mega-3
(10g/100g), na evolugcéo da carcinogénese colorretal, apos 6,13 e 30

semanas de intervengao dietética.

e Analisar os FCA com relagdo a presenca de lesdes pré-neoplasicas
(FCA); quantificacdo do numero total de FCA; quantificacdo dos FCA
nos diferentes fragmentos intestinais, denominados proximal, médio e
distal; categorizacdo dos focos em < e > 3 criptas aberrantes;
porcentagem de reducgédo dos FCA totais; porcentagem de reducao dos

focos com mais de 3 criptas aberrantes.

e Verificar o perfil lipidico de acidos graxos na dieta controle e na dieta
suplementada com 6mega-3, no tecido hepatico e na gordura visceral

dos animais controle e tratados com émega-3.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Animais

Cinguenta e trés ratos Wistar (Rattus norvergicus, variedade albinus,

Rodentia), machos com 11 semanas de idade, foram obtidos no Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biolodgicas e da Saude, da Universidade Federal

de Vigosa.

Os animais foram mantidos a temperatura de 23°C + 2°C em fotoperiodo
de 12 horas.

Foram divididos em 2 grupos experimentais, os quais foram divididos de
acordo com a dieta que recebiam em: grupo controle (n=25), recebendo dieta
AIN-93M; grupo tratado, denominado édmega-3 (n=28), recebendo dieta AIN-
93M suplementada com acido graxo 6mega-3 (10g/100g de dieta).

Os animais permaneceram no Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa, em gaiolas coletivas
de polietileno, cobertas com grade de metal, contendo de 4 a 6 animais, em
cada gaiola. Estes receberam dieta e agua ad libitum, por um periodo de 30

semanas.

4.2 Dietas

As dietas foram preparadas manualmente nos Laboratorios de Analise
Bioquimica dos Alimentos, Nutricdo Experimental e Higiene de Alimentos do

Departamento de Nutricdo e Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

Os ingredientes foram adicionados em quantidades determinadas, de
acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition for Rodents
(REEVES, et al. 1993), seguindo o protocolo AIN-93M, recomendada para a

manutencio de animais adultos.
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O 6mega-3 foi obtido através de capsulas de 6leo de peixe, adquiridas

pelo laboratério Galenas, Campinas, SP, Brasil.

O perfil dos acidos graxos da capsula de 6leo de peixe foi verificado

através de cromatografia gasosa e esta demonstrado na Tabela 2.

O Omega-3 foi adicionado a dieta AIN93M (10g/100g de dieta), sendo

feita a preparacdo em sala com auséncia de luz ultravioleta.

ApoOs a confecgao das ragdes na forma de pellets, estas foram mantidas
em geladeiras com temperatura entre 0 e 4°C, e protegidas da luz até o
momento de sua utilizacao.

Na Tabela 1 esta demonstrada a composigcao da dieta experimental (g/100g).

Tabela 1- Composig¢ao da dieta experimental (g/100g)

Componentes Controle
' Amido de milho (q.s.p.) 48,56
*Amido dextrinizado 15,50
'Sacarose 10,00
®Caseina 12,00
°Celulose 5,00
'Oleo de soja 4,00
2Mistura vitaminica 1,00
2Mistura mineral 3,50
3-cistina 0,18
“Bitartarato de colina 0,25

'Obtidos no comércio de Vicosa, MG

’Elaboradas segundo Reeves et al. (1993) no laboratério do departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vicosa

0Obtida da Rhoster Industria e Comércio LTDA - Vargem Grande Paulista -SP
*Obtida da Natural Pharma - Produtos Farmacéuticos- SP
°Obtido da Comprecel - Mingtai Chemical CO, LTD - SP

%Obtida da M.CASSAB Comércio e Industria LTDA -SP.
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Os animais do grupo dmega-3 receberam dieta AIN-93M suplementada

por 6leo de peixe (22g/100g de dieta), contendo 10g de dleo de peixe.

Tabela 2 — Perfil dos acidos graxos (%) da capsula de éleo de peixe

Acidos graxos (%)

Miristico C14:0 6,07
Pentadecandico C15:.0 0,41
Palmitico C16:0 13,53
Heptadecandico C17:0 0,5
Estearico C18:0 3,57
Araquidico C20:0 0,63
X Saturados 24,71
Palmitoléico C16:1 7,97
Oléico C18:1 10,69
Eicosenoico C20:1 1,28
X Monoinsaturados 19,94
Linoléico C18:2 3,12
*Linolénico C18:3 0,72
Eicosadienodico C20:2 3,68
Eicosatriendico C20:3 1,23
Araquiddnico C20:4 1,03
Docosadiendico C22:2 1
*EPA C20:5 25,28
*DHA C20:6 19,3
2 Polinsaturados 55,36

* pertencentes a familia dmega-3

4.3 Modo de preparo e aplicagao da 1,2-dimetilhidrazina

Os animais dos grupos controle e 6mega-3 receberam 4 injegdes
subcuténeas da droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH), em doses de 40mg/Kg de
peso. Esta droga foi obtida do laboratério SIGMA® (USA).

A DMH era preparada imediatamente antes do uso, dissolvida em NaCl

0,9% contendo 15% de EDTA como veiculo, e o pH final ajustado para 6,5.

A cada aplicagao foram pesadas 100mg de DHM para cada 100 mL de
solucao salina conforme método utilizado por RODRIGUES et al. (2002).
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As aplicacdes foram realizadas 2 vezes/semana, com intervalos entre os

dias de aplicagcao, durante 2 semanas.

4.4 Procedimento experimental

Durante as duas primeiras semanas de experimentagdo, foram
administradas 4 inje¢cdes subcuténeas da droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH) nos

animais dos grupos controle e dmega-3.

A intervencao dietética transcorreu todo o periodo experimental. Os
animais comegaram a consumir as dietas experimentais no primeiro dia de

experimento, coincidindo com a primeira aplicagao da DMH.

Dos cinquenta e trés animais iniciados no experimento, houve morte de
um animal do grupo controle e dois animais do grupo émega-3. Estas mortes

ocorreram nas primeiras trés semanas de estudo.

Com 6 semanas de experimentacao foi realizado o sacrificio, de 3

animais do grupo controle e 3 animais do grupo dmega-3.

Procedeu-se o segundo sacrificio, com 13 semanas de experimentagao,

em 11 animais do grupo controle e 11animais do grupo 6mega-3.

O terceiro sacrificio foi feito com 30 semanas de experimentagdo, 10

animais pertencentes ao grupo controle e 12 animais do grupo émega-3.

4.5 Realizagao dos sacrificios

Os animais foram sacrificados em trés periodos diferentes. Os ratos

permaneciam em jejum por 12 horas. Os sacrificios eram realizados por asfixia

com CO,. O 1° sacrificio foi realizado com 6 semanas experimentais, o 2° com

13 semanas e o 3° com 30 semanas, sendo que estes tempos correspondiam
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ao tempo de intervengao dietética e respectivamente a 42, 112 e 282 semanas

apos a ultima aplicagao da DMH.

O 1° sacrificio foi realizado com o propdsito de se verificar a acdo da

DMH. Tendo sido denominado como “tempo zero”.

Foram removidos dos animais o intestino grosso, o figado e a gordura
visceral. O figado e a gordura visceral foram congelados logo apds a sua

retirada e mantidos em freezer a -20°C, até a analise.

4.6 Consumo dietético e peso dos animais

A ingestdo das dietas e o peso dos animais foram monitorados
semanalmente, durante todo o experimento. Estes eram realizados em balanga

mecanica da marca Filizola.

Foram analisadas a evolugdo do consumo dietético e a evolugdo do

peso dos grupos experimentais semanalmente.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi obtido através do ganho
de peso dos animais (g) (peso final — peso inicial) dividido pela média do

consumo de dieta (g) em cada grupo experimental:

CEA = ganho de peso dos animais (q)
consumo da dieta (Q)

4.7 Remocgao do intestino grosso

O intestino grosso foi removido apos o sacrificio dos animais, sendo
retirado desde o ceco até o anus. Apds a remocao foi lavado em solugao salina
fisioldgica, aberto longitudinalmente pela banda contra mesentérica, colocado

em placas de madeira revestidas por parafina, com a mucosa voltada para a
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parte superior da placa, tendo as extremidades fixadas por alfinetes e entéao
fixado em formol a 10% por 24 horas, para posterior analise (Figura 5).

Figura 5 — Intestino grosso apdés remocgéo, abertos pela margem contra

mesentérica, fixados em solugdo tamponada de formol a 10%.

4.8 Analise microscoépica

Depois de fixados em formol por 24 horas, os intestinos grossos foram
medidos e divididos em trés fragmentos iguais denominados de fragmento
proximal, médio e distal, em relagdo ao ceco. Em seguida foram corados em
solucao de azul de metileno a 1%, por 2 minutos e lavados em tampao fosfato
(PBS).

A superficie mucosa intestinal foi observada com o auxilio de
microscopico optico de luz, com aumento de 100x, para identificagcdo dos focos
de criptas aberrantes (FCA) e das criptas aberrantes, de acordo com a técnica
de BIRD (1987).

Os FCA foram contados por 2 observadores, independentes e treinados.
A contagem foi feita em toda a superficie mucosa do intestino grosso, do célon
ao reto. Esta contagem foi realizada de forma cega. Foi realizada analise das

contagens entre os observadores (Tabela 3) e nao foi verificada diferenga
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estatistica, sendo entdo, considerada a média entre as contagens dos

observadores, para posterior analise.

A categorizacao dos FCA foi realizada de maneira que eram contados os
focos contendo 3 ou menos criptas aberrantes focos com mais de 3 criptas

aberrantes.

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do

Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa.

A porcentagem de reducéo dos FCA totais e dos focos com mais de 3
criptas aberrantes nas diferentes semanas estudadas foi obtida da seguinte
forma:

- Primeiro foi calculado a porcentagem de FCA apresentada pelo grupo
Omega-3 através de uma regra de trés, onde se considera os FCA do grupo
controle como 100%.

- Depois de obtido este resultado, o mesmo €& subtraido de 100%,
resultando na porcentagem de redugao do grupo 6mega-3 em relagao ao grupo

controle.

As imagens dos FCA foram digitalizadas com o uso do microscopio de
luz Olympus AX 70, com aumento de 100X, acoplado a camara digital
analdgica e conectado a um computador. A captura de imagem também foi
realizada através do software Image Pro-plus. Este procedimento foi realizado
no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da

Universidade Federal de Vigosa.
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Tabela 3 - Contagem dos FCA pelos observadores

Controle
Observador 1 Observador 2
Semanas Média * DP Mediana Média * DP Mediana p*
6 (n=3) 94,66 + 26,27 104 103,33 + 27,06 112 0,7
13 (n=11) 180,18 + 102,46 203 225,18 + 84,03 203 0,51
30 (n=10) 189,10 + 90,29 199 243,80 + 94,26 250 0,27
Omega-3
6 (n=3) 105,33 + 25,93 94 113,00 + 23,64 103 0,4
13 (n=11) 143,36 + 81,35 186 185,09 + 69,48 186 0,37
30 (n=12) 95,25 + 36,54 104 94,58 + 42,46 104 0,9

*Teste de Mann-Whitney

4.9 Extracao dos lipidios

O figado e a gordura visceral foram utilizados para extragdo dos lipidios
totais.

Os lipidios hepaticos, da gordura visceral, e das dietas, foram extraidos
utilizando-se o método de FOLCH et al. (1957).

Foram pesados cem miligramas das amostras: dos figados, das
gorduras viscerais e das dietas. Estas foram colocadas em tubos de ensaio, ao
quais posteriormente foi adicionada 1,9mL de solugao cloroférmio: metanol
(2:1) e as amostras foram triturados com o auxilio de bastdo de vidro, sendo a
seguir homogeneizadas em vortex, por 3 minutos. Posteriormente, 400uL de
metanol foram adicionados as misturas e centrifugadas por 10 minutos, a 3000
rom. Os sobrenadantes das misturas foram retirados por micropipetas

transferidos para tubos de ensaio. Estes foram levados a estufa por 20 minutos
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e apos ao dessecador. Depois 800 uL de cloroféormio e em seguida 640 uL de
NaCl a 0,73% foram adicionados as misturas para serem centrifugadas por 10
minutos, tendo apds a fase superior desprezada. Foi utilizada a solucdo de
Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a
0,29%) para lavar internamente as paredes dos tubos de ensaio. Os extratos

lipidicos foram secos em estufa.

4.10 Saponificacao e esterificagao dos lipidios

Apods a extragao, 50mg dos extratos foram saponificados e esterificados,
para preparar os ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando-se a técnica de
HARTMAN e LAGO (1986).

Em 50mg dos extratos foram adicionados 4 mL do reagente
saponificante (hidréxido de sodio 0,5 N em metanol). As misturas foram
aquecidas em banho-maria a 80°C por 15 minutos; apds foi adicionado as
misturas, 10 mL de reagente de esterificacdo (2g de cloreto de amobnia, 3 mL
de acido sulfurico e 6 mL de metanol), sendo a seguir aquecidas em banho-
maria a 80°C durante 10 minutos, e resfriadas a temperatura ambiente até
40°C. Apo6s o resfriamento foram adicionadas as misturas 0,5 mL de hexano
(grau HPLC) e 5 mL de solugao de cloreto de sddio a 20% e homogeneizadas
em vortex. Os sobrenadantes, acidos metilicos, foram retirados através do
auxilio de micropipetas e transferidos para frascos ambar. Os ésteres metilicos
foram novamente extraidos, repetindo a adigao de 0,5 mL de hexano a mistura
e homogeneizadas em vértex, sendo retirado o sobrenadante e posteriormente
reservados nos frascos ambar. A seguir os ésteres metilicos foram evaporados
com N congelados e ressuspensos em 1mL de hexano para analise

cromatografica.
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4.11 Analise dos acidos graxos

A anadlise dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, pela comparagao dos tempos de retencéo dos ésteres
das amostras com padrdes de metil ésteres (SIGMA®), utilizando o
cromatégrafo a gas GC 17 A Shimadzu/Class GC 10, equipado com coluna
cromatografica de silica fundida SP-2560 de 100m e 0,25mm de diametro

interno e detector de ionizagdo de chama, injetor split.

Os parametros utilizados foram: temperatura de detector 270°C;
temperatura do injetor 250°C; temperatura da coluna: aquecimento a
10°C/minuto de 180 a 240°C, permanecendo nesta temperatura por 10

minutos.

O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, fluxo da coluna de
0,6mL/minuto; velocidade linear de 14 cm/segundo, razdo da divisdo da
amostra no injetor de 1:75, fluxo total de 52 mL/minuto e pressao da coluna de
167Kpa.

4.12 Analise estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat, na versdo 2.03, para analise

estatistica, sendo empregados testes nao-paramétricos.

Para comparacao de dois grupos independentes, foi utilizado o teste de
Mann-Whitney e para comparacédo de trés grupos independentes o teste de
Kruskal-Wallis, complementado pelo procedimento de comparagdes multiplas

de Dunn’s.
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O valor de p foi fixado em 5% (p<0,05), com o intuito de obter uma

confiabilidade de 95% as comparacdes.
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Mediana dos pesos (g)

5 Resultados

5.1 Peso dos animais

entre

No inicio do experimento o peso dos animais apresentou-se semelhante

os dois grupos, sendo que a diferenca entre eles n&o ultrapassava 10g.

Ao longo do experimento o grupo controle apresentou maior peso em relagao

ao grupo 6mega-3, com excegdo na 112 semana experimental. Diferencas

estatisticas foram observadas entre os grupos da 22 a 6% semana, na 122 e 152

semana e da 282 semana até o final do experimento na 30? semana. A Figura 6

demonstra a evolug&o do peso dos animais de ambos os grupos.

600 -

Evolucao do Peso dos Animais

400

200 -

/A_‘*"W

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031

Semanas
—e— Controle Omega-3

Teste de Mann-Whitney (p<0,05) -semanas:2, 3, 4, 5, 6, 12, 15, 28, 29,30.

Figura 6- Evolugédo do peso dos animais
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5.2. Ganho de peso

Na Figura 7 esta demonstrado o ganho de peso dos animais a cada

semana experimental.

Ganho de peso (g)

Ganho de Peso dos Animais

70
0 07 \ v’A\« ‘ : é& N
12345678 910111213141516/1718192021222324252627282930
-70 -

Semanas

—e— Controle Omega-3

Figura 7 — Ganho de peso dos animais
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Mediana do consumo alimentar

5.3 Consumo de dietas

Conforme observado na Figura 8 houve um maior consumo de dieta
pelos animais do grupo controle em relagdo aqueles do grupo émega-3, com
diferencga estatistica significante da 1? a 3% semana, na 5% semana, da 92 a 132

semana, na 232 e na 292 e 302 semanas.

Evolucao do Consumo Alimentar dos
Animais

250 -

. /NV‘\/\/*‘\/)\/\V/N

(9)

50 T T T T T T T T 1
1234567891011

12131415161718192021222324 252627282930

—e— Controle Omega-3

Teste de Mann-Whitney (p<0,05) semanas: 1, 2, 3, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 23,
29,30.

Figura 8- Evolugcdo do consumo alimentar
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5.4 Coeficiente de eficiéncia alimentar
Através do ganho de peso e consumo alimentar de ambos os grupos, foi

calculado o coeficiente de eficiéncia alimentar. O grupo controle obteve maior

coeficiente de eficiéncia alimentar em relagdo ao grupo 6mega-3 (Figura 9).

Coeficiente de Eficiéncia Alimentar

nN-QO7
0,97

Controle Omega-3

Figura 9 — Coeficiente de eficiéncia alimentar
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5.5 Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

5.5.1 Numero de FCA

No exame da mucosa coldnica dos animais foram observados FCA nos

grupos controle e dmega-3 (Figura 10).
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Figura 10 - FCA no intestino grosso de ratos Wistar, submetidos ao tratamento
com DMH. a) Area de mucosa coldnica normal (+) e presenca de seis FCA: um
com duas criptas, dois com trés criptas, um com quatro criptas, um com cinco e
um com nove criptas aberrantes localizados no centro da figura (40 X); b) FCA
com 4 criptas aberrantes (100 X); ¢) FCA um com 4 criptas e um com 2 criptas
(100 X); d) FCA com 4 criptas (100X); e) FCA um com 3 criptas e um com 8
criptas (100X); f) FCA com 10 criptas ao centro e um com duas criptas a direita
do campo (100X). Azul de metileno.
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Os resultados de FCA obtidos apés 6 semanas de intervencao dietética

foram utilizados como “tempo zero”, confirmando a eficacia da droga (DMH).

Apos 13 e 30 semanas de intervencao dietética, os intestinos dos
animais foram examinados (célon e reto), e entdo se procedeu a contagem dos
FCA, comparado-os em relagao aos resultados obtidos no “tempo zero” e entre
0s grupos controle e dmega-3. Pela Tabela 6 observa-se que ocorreu diferencga

estatistica apdés 30 semanas de intervengao dietética.

Tabela 4 — Numero de focos de criptas aberrantes (FCA)

Controle Omega-3

Semanas n MédiaxDP Mediana® n MédiazDP  Mediana® p?
6 6 99,00+2432 108,00 6 109,16+ 22,58 99,50 0,818
13 22 161,77 +£92,22 137,50 22 205,13+77,98 192,50 0,069

30 20 216,45+94,11 234,00 24 94,91+ 38,73 104,50 0,001

® Teste de Mann-Whitney
® Teste de Kruskal-Wallis (p=0,015). Teste de comparacgdes multiplas de Dunn's: 6 < 30

°Teste de Kruskal-Wallis (p=0,001). Teste de comparagdes muiltiplas de Dunn's: 6<13; 13>30
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5.5.2 Porcentagem de redugéao dos focos de criptas aberrantes

O calculo da porcentagem de reducédo dos FCA foi realizado com base
nos resultados apresentados na Tabela 6, utilizando-se a mediana. Verifica-se
que houve uma redugao de 55,34% nos FCA com 30 semanas de experimento,
enquanto nao ocorreu reducdo com 13 semanas e apenas 7,87% de reducao
no tempo zero (Figura 11).

% de Reducao dos FCA

100,0%

55,34%

% de Reducao
50,0%

0,0%

6 semanas 30 semanas

-50,0%

Figura 11: Porcentagem de reducéo dos FCA, do grupo émega-3 em relacéo
ao controle com 6,13 e 30 semanas de intervencao dietética.
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5.5.3 Categorizagao das criptas aberrantes

Os resultados das criptas aberrantes sao apresentado nas Tabelas 5 e

Pela Tabela 5, verifica-se que ocorreu diferenca estatisticamente
significante entre o numero de FCA com trés ou menos criptas aberrantes, com

30 semana, havendo uma diminui¢do no grupo 6mega-3.

Houve um aumento no numero de focos com mais de 3 criptas
aberrantes no grupo controle ao longo do tempo de experimentagdo. No grupo
Omega-3 este aumento foi observado apos 13 semanas e apesar de nao ter
sido obtida diferenga estatisticamente significante entre a analise feita com 13 e
30 semanas, houve uma redugdo apos 30 semanas, como demonstrado na
Tabela 6.

Tabela 5 - Nomero de Focos de Criptas Aberrantes < 3

Controle Omega-3

Semanas n MédiazDP Mediana® n Média + DP Mediana®
6 6 93,33+21,68 105,00 6 104 + 14,36 110,00
13 22 134 +747 109,00 22 156,36 + 51,41 150,00

30 20 147 +£51,38 157,50 24 74,45+ 26,07 76,00

0,4
0,29

0,004

@ Teste de Mann-Whitney
®Teste de Kruskal-Wallis p = 0,254

° Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparagdes multiplas de Dunn's: 13>30
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Tabela 6 - NUmero de Focos de Criptas Aberrantes > 3

Controle Omega-3
Semanas n MédiaxtDP Mediana® n  Média + DP Mediana®  p?
6 6 6,33+6,11 5,00 6  4,33+208 5,00 1

13 22 27,54 +159 21,00 22 48,72+42,67 32,00 0,178

30 20 68,6 +49,90 52,50 24 20,66+ 11,04 22,50 0,013

@ Teste de Mann-Whitney
® Teste de Kruskal-Wallis p = 0,006. Teste de comparagdes multiplas de Dunn's: 6 < 30

°Teste de Kruskal-Wallis p = 0,008. Teste de comparag¢des multiplas de Dunn's: 6 < 13
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5.5.4 Porcentagem de redug¢dao dos focos com mais de 3 criptas

aberrantes

O calculo de porcentagem de reducéao foi feito também para os focos
com mais de 3 criptas aberrantes, apds cada sacrificio, utilizando a mediana do
grupo 6mega-3 em relagdo ao controle. Somente apos 30 semanas, ocorreu
uma reducéo de 57,14%, como verificado na Figura 12.

% de Reducao dos FCA >3

100,0%

57,14%

50,0%

0,00%

-—

6 semanas B semandgs 30 semanas

% de Reducao
0,0%

-50,0%

-52,38%

-100,0%

Figura 12: Porcentagem de redugdo dos FCA > 3 do grupo émega-3 em
relagdo ao controle com 6,13 e 30 semanas de intervengéao dietética.
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5.5.5 Distribuicao do numero de FCA

As Tabelas 7 e 8 apresentam os numeros de FCA de acordo com as
regides analisadas na mucosa intestinal do coélon ao reto denominadas:

proximal, médio e distal, separadamente para os grupos controle e 6mega-3.

A maioria dos FCA foi encontrada nos fragmentos médios e distais em

ambos 0s grupos.

Na Tabela 7, € demonstrado que a mediana do numero de FCA/regiao
entre os grupos mostrou-se significantemente diferente em todas as regides em
relagdo as analises feitas apds 30 semanas de intervencao dietética. Porém, foi
observada apenas uma diferencga estatistica na 132 semana, na regido média

entre os grupos controle e 6mega-3.

Tabela 7 - Nomero de FCA/ regiao - grupo controle

Semanas 6 (n=6) 13 (n=22) 30 (n=20)

Regides @ XtDP  Mediana® X+DP  Mediana® XzDP Mediana®

Proximal 12+3,74 11,50 18,95 ++ 14,5 15,50 28,45+ 22,32 23,50
Médio 51,33+ 16,14 57,50 79,77 + 52,84 60,00 108,85+43,39 110,00
Distal 35,66+ 7,11 37,50 63,04 £42,22 62,50 79,15+46,16 88,50

*Teste de Kruskal-Wallis p = 0,002. Teste de comparagdes multiplas de Dunn's: proximal < médio
®Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparagdes multiplas de Dunn's: proximal < médio; distal

‘Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparacdes multiplas de Dunn's: proximal < médio; distal
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Tabela 8 - Numero de FCA/ regiao - grupo 6mega-3

Semanas 6 (n=6) 13 (n=22) 30 (n=24)

Regides XtDP Mediana® X DP Mediana® X +DP Mediana®

Proximal 7,5+*6,59 6,50 18,18 £ 15,20 11,50 9,87 +7,13 8,00
Médio 60,83+1588 55,00 110,81+50,53 95,50 56,08 + 28,34 63,00
Distal 40,83 + 8,01 42,50 76,13 + 45,07 72,50 28,95+ 18,76 27,00

#Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparagdes mdltiplas de Dunn's: proximal < médio
®Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparagdes multiplas de Dunn's: proximal < médio; distal

‘Teste de Kruskal-Wallis p = 0,001. Teste de comparacgdes multiplas de Dunn's: proximal < médio; distal

Tabela 9 - Mediana do numero de FCA/regiao - grupos controle e 6mega-3

Proximal Médio Distal

Semanas Controle Omega-3 p* Controle Omega-3 p* Controle Omega-3 p*

6 11,5 6,5 0,18 57,5 55 0,81 37,5 42,5 0,24
13 15,5 11,5 0,511 60 95,5 0,024 625 72,5 0,36
30 23,5 8 0,001 110 63 0,001 88,5 27 0,001

* Teste de Mann-Whitney
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5.6 Perfil dos acidos graxos

5.6.1 Perfil dos acidos graxos dos tecidos hepaticos do grupo controle e

6mega-3 na 62, 132 e 30° semanas

Na Tabela 10 sédo descritos o perfil dos acidos graxos das dietas controle

e Omega-3.

Na Tabela 11 encontra-se o perfil dos acidos graxos dos tecidos
hepaticos dos animais do grupo controle, na 6% 13% e 30% semanas do
experimento, sendo observada a relacdo entre os tecidos nas diferentes
semanas estudadas. Entre os acidos graxos saturados totais, ndo € detectada
diferenca estatistica, existindo esta com relacdo aos &cidos graxos

monoinsaturados e polinsaturados da 132 e 30? semana do experimento.

O mesmo em relagao ao perfil dos acidos graxos do tecido hepatico do
grupo 6mega-3 é observado na Tabela 12. E notavel que ndo houve diferenca

estatistica no somatorio entre os acidos graxos.

A mediana dos acidos graxos do tecido hepatico dos animais controle e
Omega-3 encontram-se na Tabela 13, sendo visualizada a sua relagéo entre os
grupos controle e &mega-3 em cada semana estudada. Diferencga estatistica é
observada entre os acidos saturados e polinsaturados totais na 13% e 302
semanas de estudo. Porém observou-se esta diferenca com relacdo aos acidos
monoinsaturados totais apenas na 132 semana do experimento. Nao foram
verificadas diferengas estatisticas quanto aos acidos graxos analisados na 62

semana de estudo.
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Tabela 10 - Perfil dos acidos graxos da dieta controle e da dieta suplementada com

6mega-3

Acidos graxos

Dieta Controle

Dieta Omega-3

(%) Média + DP Mediana Média + DP Mediana

C14 Miristico 3,5+1,93 3,5 5,6 +0,83 5,34
C16 Palmitico 17,74 + 1,63 17,23 13,13 + 0,64 13,13
C17 Heptadecanoéico 0,56 + 0,03 0,56
C18 Estearico 2,9+0,32 2,98 4,19 + 0,56 4.1

C20 Araquidico 0,32+ 0,09 0,32 0,52 +£ 0,05 0,52
Saturados 23,13 +1,21 22,74 23,66 + 24,42 24,42
C16:1 Palmitoléico 9,14 +1,83 10,15
C18:10léico 35,41 + 0,56 35,18 11,91+£1,31 12,21
C20:1Eicosaenodico 1,38 £ 0,27 1,24
Monoinsaturados 35,41 + 0,56 35,18 22,44 + 1,99 22,43
C18:2 Linoléico 40,43 + 0,98 40,69 12,08 + 0,79 12,17
C20:2 Eicosadienoico 2,92 £ 0,09 2,92
C22:2 Docosadiendico 0,59 £ 0,09 0,59
C18:3 Linolénico 0,49+ 0,04 0,49 1,7 £ 0,26 1,81

C20:3 Eicotrienodico 1,14 £ 0,33 1,2

C20:4 Araquiddnico 0,71 £0,29 0,63
C20:5 EPA 20,66 + 1,95 21,44
C20:6 DHA 15,27 + 2,08 15,27
Polinsaturados 40,76 £ 1,27 41,15 53,92 + 4,21 53,23
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5.6.2 Perfil dos acidos graxos das gorduras viscerais do grupo controle e

6mega-3 na 62, 132 e 30° semanas

Entre as comparagdes do perfil dos acidos graxos das gorduras viscerais do
grupo controle nas diferentes semanas avaliadas, € demonstrado diferencga
estatistica dos acidos graxos saturados e polinsaturados na 302 semana

experimental em relagdo as demais semanas (Tabela 14).

Na Tabela 15 é apresentado o perfil dos acidos graxos das gorduras
viscerais do grupo 6mega-3. Nesta € observada diferencga estatistica no somatério
dos acidos graxos saturados na 30% semana em relacdo a demais semanas e dos

acidos graxos polinsaturados entre a 132 e 30? semanas de intervengao dietética.

As comparagdes do perfil dos acidos graxos da gordura visceral entre os
grupos controle e dmega-3 nas diferentes semanas estudadas, sdo observadas na
Tabela 16, sendo verificada diferenga estatistica entre os acidos graxos saturados
e polinsaturados totais, tanto na 132 quanto na 30? semana de estudo. Ndo sendo

observada diferenca estatistica na 6 semana de intervencgao dietética.
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5.6.3 Perfil dos acidos graxos dos tecidos hepaticos e das gorduras

viscerais do grupo controle na 62, 13? e 30? semanas

Na Tabela 17, encontram-se as comparagdes do perfil dos acidos graxos
analisados no figado e na gordura visceral dos animais do grupo controle na 62,
132 e 30? semanas estudadas. Observou-se diferenga estatistica com relagdo ao
somatorio dos acidos saturados, monoinsaturados e polinsaturados na 13% e 302
semanas. Nao sendo verificada diferenga entre os acidos graxos na 6% semana

experimental.

5.6.4 Perfil dos acidos graxos dos tecidos hepaticos e das gorduras

viscerais do grupo 6mega-3 na 6%, 132 e 30 semanas

As comparagdes do perfil de acidos graxos dos tecidos do figado e da
gordura visceral nas diferentes semanas de estudo do grupo experimental &mega-
3, séo visualizadas na Tabela 18. Na 62 semana de estudo, ndo ¢é visto diferenca
estatistica entre os acidos graxos, sendo esta encontrada entre os acidos graxos
saturados, monoinsaturados e polinsaturados totais na 132 e 30? semanas de

estudo.
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6 Discussao

Os FCA presentes nos grupos tratados com DMH comprovaram a eficacia

do modelo de carcinogenése descrito por BIRD (1987).

Ao inicio do experimento o peso dos animais apresentava-se semelhante,
sem diferenca estatisticamente significante. No entanto ao visualizarmos a
evolugdo do peso dos animais € notado que o grupo controle apresenta maior

ganho de peso ao longo do experimento em relagao ao grupo 6mega-3.

O grupo 6mega-3 apresenta diminuicdo do peso em algumas semanas
experimentais, principalmente a partir da 152 semana, sendo observado que nas
semanas experimentais finais este comportamento se modifica e o grupo 6mega-3

comega a recuperar o peso.

Entretanto, devemos considerar que o grupo 6mega-3 estava sendo tratado
contra a carcinogénese e nao acompanhou a evolugdo ponderal do grupo
controle. Talvez possa ter havido um maior acumulo de gordura no grupo controle,
e apresentando uma adiposidade mais elevada, possa ter aumentado o risco de
cancer de colon. Segundo MARTINEZ et al. (1996), a adiposidade mais elevada

aumenta o risco de cancer de célon.

Percebe-se que a dieta suplementada com dleo de peixe, denominada dieta
Omega-3, apresenta alta porcentagem de PUFAs, como era de se esperar, devido
ao elevado conteudo de EPA (C20:5) e DHA (C20:6), presentes no 6leo de peixe,
utilizado na elaboragao da dieta. A proporcdo 6mega-6: 6mega-3 presente nesta

racao foi de 0,37:1.
Ja na dieta controle, esta relacdo apresenta-se na proporgdo de 82,5:1,

demonstrando uma alta concentracdo do acido linoléico, uma vez que nesta foi

utilizado somente 6leo de soja, rico neste PUFA édmega-6, como verificado pelas
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analises realizadas por SABARENSE (2003), detectando que 54,7% da

concentracao correspondia ao acido linoléico e somente 5,03 ao acido linolénico.

Quando se observa o consumo de dieta, nota-se um maior consumo pelo
grupo controle em comparagao ao 6mega-3, entretanto, a dieta suplementada com
Omega-3 apresenta maior densidade caldrica em relagdo a dieta controle. Entdo o
maior consumo de dieta pelo grupo controle ndo justifica o maior ganho de peso
desses animais, visto que em termos caldricos o consumo foi semelhante entre os

grupos.

As pré-lesbes cancerosas (FCA) apresentam-se diferentemente nos

diversos estagios ou fases da carcinogénese.

Apo6s quatro semanas da ultima aplicacdo da DMH, ou seis semanas de
intervencao dietética, denominado “tempo zero” foi verificada a presenca de FCA
no intestino (célon e reto) dos animais sacrificados. No nosso estudo foi utilizada a
DMH, que segundo ANISIMOV et al. (2002), € um dos carcinébgenos mais
freqientemente utilizado em modelo experimental. As transformacdes malignas,
nos diversos estagios da carcinogénese e os carcinomas de colon induzidos por
essa droga, sédo similares aos que ocorrem naturalmente em humanos. No
modelo empregado, foi verificada a eficacia da DMH, no tempo zero, em induzir
FCA. No entanto, com relagcdo a intervencédo dietética com 6mega-3, nao foi
observada diferenga em relagédo ao numero de FCA do grupo controle. Ja, ONOGI
et al. (1996) notaram menor numero de FCA nos animais tratados com éleo de
perilla, rico em &cido linolénico, (p<0,001) em comparagao aos que consumiam
dieta com 6leo de girassol e 6leo de oliva, sendo que estes resultados foram
obtidos apods duas semanas da aplicagcdo da AOM. Ha de se considerar que,
apesar do autor ter trabalhado com um oleo rico em dmega-3, o modelo nao serve
para compararmos os resultados por terem utilizado tempos diferentes. Apenas

pode-se confirmar a importancia do uso do 6mega-3.
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Com treze semanas de intervencao dietética foi demonstrado um aumento
no numero de FCA, em ambos os grupos, nao havendo diferenga estatistica entre
eles. Verificando a porcentagem de reducdo dos FCA, do grupo 6mega-3 em
relacdo ao controle, é notado que até entdo o dmega-3 ndo causou diminuigao no
nuamero de FCA dos intestinos. GOOD et al. (1998) detectaram em seu estudo
que, apos dezenove semanas da indugao da carcinogénese, que foi realizada por
trés injecbes de AOM (15mg/kg de peso), ocorreu um maior numero de FCA no
grupo tratado com oleo de peixe (18g/100g de dieta), sendo este de 586,9 +
140,5, em relagdo aos demais grupos, que correspondiam ao grupo tratados com
baixa concentracao de 6leo de milho (5g/100g de dieta), onde o numero de FCA
encontrado foi de 486,0 + 89,5, e ao grupo tratado com alta concentracéo de dleo
de milho (23g/100g de dieta), onde FCA foi igual a 507,6 £+ 120,9. No entanto,
neste estudo, a intervencdo dietética se deu a partir de 122 semana apds a
aplicagao do carcinégeno, sendo que neste estagio o numero médio de FCA dos

animais era de 350,1 + 61,0.

E possivel que o agente utilizado com o objetivo de alterar o
desenvolvimento da carcinogénese, tenha gerado diversos resultados, ao ser
empregado em tempos diferentes em relagdo ao carcinbgeno, como antes,

durante ou apds a aplicacdo do mesmo.

Um vez que foi encontrado maior numero de FCA na 13? semana
experimental no grupo 6mega-3, apesar de n&o ter sido verificada diferenga
estatistica em relacdo ao grupo controle é notado que neste periodo,
coincidentemente comecga a ocorrer diminuigdo do peso dos animais no grupo
6mega-3. Pode ser que tenha ocorrido maior gasto energético pelos animais do

grupo 6mega-3.
O ganho de peso dos animais apresentou-se bem variado, entre as

semanas experimentais em ambos os grupos. Foi visualizado menor consumo de

dieta no grupo émega-3 nas primeiras semanas experimentais, o que pode ter
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contribuido para diminuicdo do peso nas duas primeiras semanas, sendo que

esses animais podem ter demorado a se adaptar a palatabilidade da dieta.

Através do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) se observa o
aproveitamento da dieta pelo organismo. Foi avaliado o CEA dos animais de
ambos os grupos. Observou-se um comportamento diferente entre os grupos.
Sendo que o grupo controle apresentou maior CEA em relagéo ao grupo controle.

Observa-se pelos dados obtidos, que o ganho de peso através do consumo
dietético € uma variavel importante a ser considerada na evolugdo da

carcinogénese.

O menor peso dos animais do grupo 6mega-3, talvez possa ter contribuido
para a redugao do numero de FCA. Entretanto, em relacdo ao consumo caldrico,
nao € possivel supor o mesmo, pois apesar do menor consumo dietético do grupo
Omega-3, o valor calérico da dieta consumida pelo grupo émega-3 correspondia

ao valor caldrico consumido pelo grupo controle.

Com 30 semanas de intervencédo dietética no nosso experimento foi
verificado que no grupo tratado com édmega-3 ocorreu uma diminuigdo no numero

de FCA em comparagéo ao grupo controle.

No estudo de Good et al. (1998), foi encontrado apds 24 semanas da ultima
aplicagdo do carcinégeno, no grupo tratado com oleo de peixe, aumento do
numero de FCA, em relagédo aos grupos tratados com baixa concentragédo de 6leo
de milho e aquele que recebeu alta concentracdo de 6leo de milho. No entanto, o
numero de tumores em cada grupo apresentou-se na seguinte ordem
decrescente: grupo com dieta com alta concentragdo de 6leo de milho, grupo com
baixa concentracdo de 6leo de milho e grupo tratado com 6leo de peixe. E
possivel supor que a displasia pode nado ocorrer em varios FCA, como relatam
BIRD (1995) e MCLELEN et al. (1991), podendo justificar o menor aparecimento

70



de tumores no grupo tratado por 6leo de peixe no estudo de GOOD, C.K. et al.
1998.

No presente estudo, detectou-se um aumento significante no numero de
FCA encontrado no grupo controle entre a 62 e a 302 semana de experimento. O
grupo 6mega-3 apresentou um aumento no numero de FCA da 62 para a 132
semana, contudo da 13% a 302 ocorreu uma diminuicdo no numero de FCA. Estes

resultados mostraram-se estatisticamente significantes.

Na categorizacao do numero de FCA, é notada diferenca estatistica, entre o
numero de FCA com numero de criptas aberrantes <3, na 30? semana de
experimentagao, entre os grupos controle e 6mega-3. A mediana do grupo dmega-
3 apresentou-se maior, com treze semanas, do que a mediana com trinta
semanas, ou seja, um menor numero de focos < 3 criptas aberrantes foram
visualizados ao final de experimento, devido a uma diminuigdo do mesmo neste
grupo. No entanto, apesar de nao ter sido estatisticamente significante, percebe-

se um aumento na mediana do grupo controle ao longo do experimento.

Com relacdo aos FCA com numero de criptas aberrantes >3, também foi
verificada diferenca estatistica na 30? semana de estudo, entre os grupos controle
e 6mega-3. Ja nesta categorizagdo, o grupo controle apresentou-se com menor
namero na 62 semana em relagao a 302 semana, mostrando que o numero de
criptas nos focos aumenta ao longo do tempo. No entanto, ocorreu o contrario no
grupo 6mega-3, que obteve o numero diminuido na 30% semana em comparagao a

62 semana. Sendo estes resultados estatisticamente significantes.

RODRIGUES et al. (2002) observaram em seu estudo sobre avaliagdo de
FCA, em curto e médio tempo, que o numero de criptas aberrantes >3 nos focos
aumenta de quatro semanas (28,4 + 8,5) para trinta semanas (280,4 + 83,4) apos

quatro aplicagdes da DMH (40mg/kg de peso).
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Foi observada uma porcentagem de redugdo (57,14%), dos FCA com
numero de criptas aberrantes > 3 com trinta semanas de experimento, no grupo
Omega-3, em relagcdo ao controle. Esses resultados podem indicar um papel do
Omega-3 na prevengao do cancer de colon, uma vez que, € sugerido que quanto
maior o numero de criptas nos focos mais resistentes a morte celular (apoptose)
estes se encontram e consequentemente, podem ser conduzidos ao
desenvolvimento de tumor (BIRD, 1995; MAGNUSON, 1994; BIRD, 1995; GOOD,
1998). A apoptose € essencial na regulagdo do numero de células e € um dos
mecanismos responsaveis pela destruicdo de células mutadas (LLOR et al.,
2003).

Quando se obteve os resultados nos grupos dividindo o numero de FCA, de
acordo com a categorizagédo, observou-se que um numero maior de FCA com
numero de criptas aberrantes < 3 ocorrem durante todo o experimento e em

ambos 0s grupos.

O cdlon intestinal possui intensa proliferagao celular, devido a isto, a DMH
induz neoplasias quase que especificamente neste segmento do intestino
(LARANJEIRA et al., 1998).

Em relagdo as regides intestinais (célon e reto) analisados, que foram
denominadas: proximal, média e distal, foi observado maior nimero de FCA na
regiao media, vindo a distal em segundo plano, tanto na 62, 132 e 30 semanas em
ambos os grupos. Resultados semelhantes também foram encontrados por
RODRIGUES et al. (2002) e suportam a idéia de que os FCA representam
alteragdes morfoldgicas induzidas pela DMH na mucosa colbénica e provavelmente

sejam os passos iniciais da carcinogénese.
Ao se analisar o numero de FCA de acordo com as regides e entre os

grupos, verificou-se diferenca estatisticamente significante na 132 semana, com

um maior numero de FCA no grupo 6mega-3. Entretanto com relagdo a 30?2
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semana, este grupo apresentou-se com menor niumero de FCA (p<0,05), em todas
as regides, em relagdo ao controle, 0 que vem a comprovar mais uma vez a

diminuicdo do numero de FCA pelo 6mega-3 nesta fase da carcinogénese.

Com relacao a fase da carcinogénese, podemos considerar que o 6mega-3
teve sua atuagdo benéfica, diminuindo o desenvolvimento de lesdes pré-

neoplasicas durante a promoc¢ao da doenca.

Perfil dos acidos graxos

Tecido hepatico - grupo controle

A deposicao dos acidos graxos nos tecidos € influenciada pela composigao
dos lipidios da dieta (SABARENSE e MANCINI FILHO, 2003).

No tecido hepatico dos animais do grupo controles, ndo foram observadas
diferenca estatistica em relacdo aos acidos saturados. Entretanto foi detectada
diminuicdo (p<0,05) do &acido palmitico da 13% semana para a 30% semana.
Ocorrendo o contrario com relagdo ao acido estearico que aumentou
significantemente da 13% para a 30% semana, extrapolando estes resultados
possivelmente em funcdo da conversdao metabdlica do acido palmitico ao acido

estearico.

Percebe-se uma redu¢cdo dos monoinsaturados da 13 semana para a 302
semana, supondo que estes possam ter sido utilizados para producéo de energia,
visto que a dieta recebida por estes animais ofereceu boa quantidade do acido
oléico. Foi observado ainda, um aumento no numero de FCA nos intestinos dos
animais do grupo controle, ou seja, ocorreu um maior desenvolvimento da
carcinogénese colorretal, sugerindo maior gasto energético devido ao estresse
metabdlico que a doenca pode ocasionar. Tem sido argumentado que células

danificadas induzem resposta inflamatdria, conduzida pelos radicais livres e
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espécies reativas de oxigénio, levando a uma ativagao das células fagocitarias e
estimulando o aumento do “brust” respiratério nas mesmas (ROBERFROID e
CALDERON, 1995).

Dos acidos graxos PUFAs totais, verificou-se um aumento na concentragao
hepatica da 132 para 30? semana. No entanto, o acido linoléico apresentou-se
reduzido e um aumento concomitante na concentragdo do acido araquidonico,
permitindo deduzir desta forma, que ocorreu maior eficiéncia na conversdo do
acido linoléico a &acido araquidénico. Constatado pela raz&do linoléico
(C18:2)/araquidbnico (C20:4) de 1,89 e 0,68 respectivamente na 13? e 30°
semanas de intervengao dietética. Resultados semelhantes sdo verificados em
estudos com ratos que tiveram alta ingestdo de acido linoléico através da dieta,
sendo registrado uma elevada producédo de acido araquidbénico no figado dos
animais (LANDS et al.,1990; MARANGONI et al., 1992).

Na 302 semana em nosso estudo verificou-se um aumento no numero de
FCA no grupo controle. Ha hipétese de que o aumento de acidos graxos 6mega-6,
particularmente o acido araquidénico acelera o desenvolvimento da carcinogénese
colorretal por aumentar a producdo de eicosanodides derivados do acido
araquidonico, que possuem efeitos pro-inflamatérios. As enzimas COX -1 e COX-2
introduzem dois atomos de oxigénio no acido araquidonico para formar a
hidroperoxi-endoperoxidase (PGG;) que ¢é entdo reduzida a hidroxi-
endoperoxidase (PGH;). A PGH, é substrato para varias enzimas, incluindo a PGE
sintetase que forma a PGE; (FISCHER, 1997).

A COX-2 é normalmente ausente na maioria das células, mas & altamente
induzida em resposta a estimulos inflamatorios, sendo expressa na maioria dos
carcinomas do colon. Nos adenocarcinomas de célons humanos foi verificado um
aumento no nivel de COX-2 de duas a cinquenta vezes mais alto do que o nivel

em ceélulas adjacentes da mucosa intestinal normal.
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A oxidagdo do acido araquidonico pelas COXs gera outras espécies
oxidativas, elevando o estado oxidativo da célula, podendo consequentemente,
afetar o funcionamento celular (KARGMAN et al., 1995; ROSE e CONNOLLY,
1999; TAPIERO et al., 2002). NICHOLSON et al. (1991) relataram que a
quantidade de acido araquidénico presente na membrana celular de ratos

encontra-se aumentada em células de tumores colorretal.

A PGE; formada a partir do acido araquidénico através das enzimas COX-1
e COX-2 estimula a proliferagdo celular no célon (TAPIERO et al, 2002;
DOMMELS, et al. 2003). Estudos in vitro com células Caco-2, demonstraram que
0 acido araquidbnico aumenta a producao de PGE; ao serem tratadas por fonte
exdégena do mesmo (DOMMELS, et al. 2003). A inducédo da producdo de PGE;
leva ao aumento progressivo da expressao de COX-2 (YAMAMOTO et al., 1995).
Estudo in vitro, com células intestinais, demonstrou uma inducédo de sintese da
proteina Bcl-2 devido a maior concentragdo de COX-2 (TSUJII e DUBOIS, 1995).
A proteina Bcl-2 inibe desta forma a inducdo da apoptose celular, facilitando o
desenvolvimento da carcinogénese colorretal por estimular a progressdo e a
sobrevida das células mutadas (LLOR et al., 2003).

Tecido hepatico - grupo 6mega-3

No tecido hepatico do grupo émega-3, nota-se uma elevada incorporagao
de PUFAs no tecido hepatico, o que pode ser explicado devido a sua alta

concentracido na dieta.

Segundo INNIS et al. (1995), quando estes acidos sao suplementados na
dieta podem apresentar alta concentragdo no figado dos animais. Além disso, sdo
considerados como importantes biomarcadores (ARUB, 2003). Ao observarmos o
acido graxo EPA, este se encontra em maior quantidade na dieta do que o acido

graxo DHA, entretanto o DHA aparece em maior porcentagem no tecido hepatico
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do grupo 6mega-3, supondo que o EPA foi o substrato preferencial da acao da
enzima A®° — dessaturase, na conversdo a DHA, confirmando a maior afinidade
pelos PUFAs da familia dmega-3, principalmente quando estes estdo em maior
concentragao que os PUFAs bmega-6 (ROYNETTE et al., 2004).

Apesar de nao ter sido observada diferenga estatistica entre as
concentragbes de DHA na 132 e 30% semanas em relagdo a 6% semana do
experimento, os resultados absolutos sao importantes, principalmente quando
verificamos a razao EPA (C20:5)/DHA(C20:6), que resultou em 0,27; 0,23 e 0,29
na 62 13% e 30 semanas, respectivamente. Ja para a razdo de C18:2/C20:4,
detecta-se 1,67; 1,66 e 1,54 na 62, 132 e 302 semanas respectivamente. Nota-se
que houve maior conversdo de EPA a DHA do que o &acido linoléico (C18:2) a

acido araquidénico (C20:4).

Na 302 semana experimental foi verificada uma diminuicdo do numero de
FCA no grupo 6mega-3. Varios estudos experimentais tém apresentado inibicdo
da carcinogénese colorretal através do aumento no consumo de éleo de peixe e
oleo “perilla” (DESCHNER et al., 1990; REDDY et al., 1991; ONOGI et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 1997b).

DOMMELS et al. (2002) relatam que a competicdo enzimatica existente
entre os acidos 6mega-3 e O6mega-6 e que estd € aumentada quando feita
suplementacdo com EPA, o que podera inibir o metabolismo do acido

araquidoénico, bem como, a producao de seus metabdlitos como a PGE..

Os derivados eicosandides do EPA, PGE; e LTss apresentam efeitos
antiinflamatorios, que podem estar envolvidos na diminuicdo da producao de
substancias antiinflamatérias como leucotrienos B, e fatores de ativacao
plaquetaria (FAP) que s&o liberados pela ativagcdo da sintese da PGE; e
tromboxanos B,, derivados a partir do acido araquidénico (ROSE e CONNOLY
1999; TAPIERO et al., 2002).
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Quanto ao DHA, também utilizado em grande concentragao na dieta, sabe-
se que ele reduz a expressao da COX-2 e induz a apoptose (CHEN e ISTFAN,
2000).

Recente estudo em animais demonstrou que os acidos graxos 6mega-3
inibem a proliferagcdo e promovem apoptose em células normais da mucosa
colénica (GALVIELLO et al., 1999). Cheng et al. (2003) observaram um aumento
da expressdo da proteina Bax na mucosa de células normais de pacientes
colectomizados devido a adenomas ou tumor colorretal, apés consumirem 8
capsulas de oleo de peixe (equivalentes a 100mg/dia de EPA e 400mg/dia de
DHA) durante dois anos. Além disso, apds os dois anos de intervengéao dietética, a
proporgao das proteinas Bax-Bcl-2 foi significativamente diminuida. Os resultados
indicaram que a elevada producdo da proteina Bax € um dos caminhos pelos
quais ha promocgao da apoptose, e que esta proteina pode inibir a expressédo da
Bcl-2. Os autores sugerem desta forma, ser o &mega-3 um componente dietético

candidato a intervencao e ou quimioprevencgao do cancer de célon humano.

O 6mega-3 sendo um componente dietético que diminui os niveis do acido
araquidénico nos fosfolipidios das membranas dos colondcitos e assim a
diminui¢cdo da liberagdo dos mesmos das membranas, diminuindo a expressao de
enzimas envolvidas na sintese de PGE, é provavelmente eficaz na prevengéao e

tratamento da carcinogénese colorretal (ROYNETTE et al., 2004).

Comparacgao entre os tecidos hepaticos dos grupos controle e 6mega-3

Vale notar que ocorreu maior concentragdo do acido palmitico no tecido

hepatico do grupo controle na 13% semana, sendo a diferenga em relagdo ao grupo

Omega-3 foi estatisticamente significante. Ja na 30 semana ndo é visualizada

esta diferenca. Em contrapartida houve um aumento na concentracdo do acido
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estearico no grupo controle (p<0,05), o que demonstra que o acido palmitico

serviu como substrato para o metabolismo do acido estearico.

Os monoinsaturados apresentam-se diferentes estatisticamente na 132
semana de intervencao dietética, sendo observada maior concentragao no tecido
hepatico do grupo controle. Com 30 semanas nao foi obtida diferenga estatistica,
entre os acidos graxos monoinsaturados entre o grupo controle e 6mega-3, no
entanto, houve diferenca com relacdo ao acido palmitoléico, que apresentou-se
responsavel pela concentragdo dos acidos graxos monoinsaturados diminuida no

tecido hepatico do grupo controle.

O acido linoléico apresenta-se em menor porcentagem no tecido hepatico
do grupo 6mega-3 na 13? e 30 semana, sendo que este fato pode ser explicado
em fungdo da menor concentragdo na dieta em relagdo ao grupo que recebeu

dieta controle.

Foi observado que o &cido araquidénico apresenta-se em menores
concentragbes no grupo 6mega-3, sendo esta diferenca em relagdo ao grupo
controle estatisticamente significante na 30? semana. Estes dados também s&o
observados por TASHIRO et al (1998) em ratos que receberam infusdo de uma
emulsdo contendo os acidos EPA e DHA, corroborando a prioridade da
A® — dessaturase para os PUFAs da familia dmega-3 (ROYNETTE et al., 2004).

Sendo que foi visualizada na 30 semana aumento do numero de FCA pelo
grupo controle e redugdo das mesmas pelo grupo émega-3, é possivel supor que
os acidos 6mega-6 aumentem o desenvolvimento da carcinogénese colorretal,

enquanto os acidos 6mega-3 diminuem o mesmo.
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Gordura Visceral —grupo controle

Os acidos graxos saturados da gordura visceral dos animais do grupo
controle tiveram suas concentragdes diminuidas na 30% semana do experimento
(p<0,005) em relacdo as demais. O acido palmitico apresentou porcentagem
diferente estatisticamente da 62 para a 30 semana, provavelmente este foi
mobilizado para ser utilizado como fonte energética.

As concentracbes dos acidos monoinsaturados sofreram diminuicido ao

longo do experimento, apesar de nao ter sido verificada diferenga estatistica.

O &cido linoléico apresentou um aumento nas concentragées dos grupos
avaliados, sendo maior na 30 semana em relacdo as demais. Sugerindo a
possibilidade de modulagao da deposicdo em fungcédo da duragdo do consumo da

dieta.

Com relagdo aos PUFAs émega-3, o estoque na gordura visceral do acido

linolénico € minimo, sendo visualizado apenas na 30 semana do experimento.

Gordura Visceral —grupo 6mega-3

Houve diminuicdo na concentragdo dos lipidios saturados na gordura

visceral do grupo 6mega-3 na 30 semana em relagdo as demais (p<0,005).

Ao longo do experimento ocorreu diminuigdo dos acidos graxos

monoinsaturados, apesar de nao ter sido estatisticamente significante.

Diferentemente do ocorrido com os tecidos dos animais do grupo controle, o
acido graxo linoléico apresentou-se com valores similares durante toda
intervencao dietética, nao indicando deposi¢cdao em fungcédo do prolongamento no

consumo da dieta.
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Nao foram encontrados PUFAs 6mega-3 estocados na 62 e 132 semanas do
experimento, como era de se esperar, uma vez que estes acidos possuem papeis
fundamentais no organismo como constituintes das membranas celulares e séo
frequentemente utilizados para as fungbes proprias da membrana (ROYNETTE, et
al. 2003). Contudo, estes acidos graxos, EPA e DHA aparecem na gordura
visceral na 302 semana. Provavelmente este estoque ocorreu em funcédo da sua

alta concentragao na dieta, refletida em longo prazo pela mesma ingestao.

Ao se analisar estes dados em comparagdo aos resultados de FCA,
apresentados na Tabela 6 foi possivel supor que maior quantidade dos acidos
Omega-3 estiveram presentes em membranas dos colondcitos, quando 0 numero
de FCA encontrava-se maior no grupo 6mega-3, particularmente na 13 semana.
Essa particularidade pode ter favorecido a diminuigdo desses FCA visualizados na
30? semana de intervencao dietética. Até entdo, estes acidos ndo haviam sido
estocados na gordura visceral. Segundo TEITELBAUM e WALKER (2001), um
elevado consumo dos acidos EPA e DHA, por humanos, substitui parcialmente os

acidos 6mega-6 presentes nas membranas celulares.

Comparacgao entre gordura visceral dos grupos controle e 6mega-3

Os dados obtidos nos tecidos de gordura visceral dos grupos controle e
Omega-3 apresentam diferengas estatisticas em relagdo aos lipidios saturados a
partir da 132 semana do experimento. O grupo 6mega-3 apresenta maior
concentragdo desses acidos em relacéo ao grupo controle. E possivel que maior
quantidade desses acidos tenham sido utilizados como fonte de energia no grupo
controle. Apesar de ter sido observada reducéo desses acidos saturados no grupo
Omega-3 na 30% semana em comparagao a 13? semana do experimento, ainda
assim suas concentragbes permaneceram mais altas que no grupo controle
(p<0,05).
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Em relacdo aos acidos monoinsaturados nao foi detectada diferenca

estatistica entre os grupos.

O 4&cido linoléico apresenta-se em maior concentragdo, estocado na
gordura visceral do grupo controle em relagdo ao dmega-3, sendo estatisticamente

significante a partir da 13 semana do experimento.

Foi observado pequeno estoque do acido linolénico na 132 e 302 semanas e
do araquidbnico na 302 semana, pelo grupo controle e ja os acidos graxos que
aparecem estocados no grupo 6mega-3, na 30 semana sao os acidos EPA e
DHA.

Comparagcao da mediana do tecido hepatico e da gordura visceral do grupo

controle

Os acidos saturados nao apresentaram diferenga estatistica com seis
semanas de experimento, sendo nesta encontrada maior concentragao na gordura

visceral.

Na 132 semana foi identificada uma maior concentragdao do acido palmitico
no tecido hepatico e menor do acido estearico, em relagdo a 6% semana, sendo
que nesta fase do estudo, os acidos saturados encontraram-se em maiores

porcentagens no figado em relagdo a gordura visceral (p<0,005).

Ja com 30 semanas de experimento nota-se maior concentragao do acido
estearico no tecido hepatico, e ocorreu uma diminuicdo do acido palmitico da 132
a 30% que provavelmente serviu como substrato no metabolismo lipidico neste
tecido. E visualizada maior concentracéo dos acidos saturados no tecido hepatico,

em comparacao a gordura visceral (p<0,005).
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Os acidos monoinsaturados apresentaram-se sempre em maiores
concentragbes na gordura visceral, sendo a diferenga em relagdo ao tecido

hepatico significante a partir da 132 semana.

O acido linoléico se comportou com uma concentragcdo menor no tecido
hepatico em relagdo a gordura visceral na 62 semana. No entanto, a partir da 132
semana este resultado se inverteu, sendo apresentada maior concentragédo na
gordura visceral, e sendo esta diferenga estatisticamente significante na 302

semana.

E verificada uma alta quantidade de acido araquidénico no tecido hepatico,
0 que nao é visto com relagdo a gordura visceral. Provavelmente, porque o acido
linoléico foi utilizado como substrato para a sintese do acido araquidénico no

figado.

Comparacgao da mediana do tecido hepatico e da gordura visceral do grupo

6mega-3

N&do houve diferenga estatistica entre os acidos graxos, entre o tecido
hepatico e a gordura visceral do grupo 6mega-3, com seis semanas de

experimento.

Entretanto a partir da 132 semana do experimento, estas diferencas se
fazem notar. Houve maior estoque dos lipideos saturados na gordura visceral em
comparagao ao tecido hepatico (p<0,05), tanto na 132 como na 302 semana do
experimento indicado pelo aumento na sintese de acido estearico no tecido

hepatico, e depositado na gordura visceral.

O contrario ocorreu com relagao aos acidos monoinsaturados, que tiveram

sua maior concentracdo na gordura visceral. Possivelmente estes acidos graxos
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foram utilizados como fontes energéticas porque néo foram identificados outros
acidos graxos monoinsaturados com cadeia carbdnica maior na gordura visceral,
por isso, nota-se menor concentragao no tecido hepatico, tanto na 132 quanto na

30? semana do experimento.

O acido linoléico apresentou-se sempre em maior concentragdo na gordura
visceral, no entanto apresentou diferenga estatistica significante apenas na 302
semana em comparac¢ao ao tecido hepatico. No entanto, o acido araquiddnico
permanece com quantidades constantes no tecido hepatico ao longo do

experimento no tecido hepatico.

Os acidos graxos EPA e DHA sao visualizados no tecido hepatico em
concentragbes semelhantes ao longo do experimento. Na gordura visceral sao
encontrados apenas na 30% semana, ao final do experimento, onde & percebido
que sua concentragdo é menor que no tecido hepatico (p<0,005). Sendo
observado que nesta semana o numero de FCA encontrados no grupo 6mega-3

sofreu redugao.

83



7 Conclusoes

Os resultados obtidos nos permitem concluir que o grupo émega-3 obteve

menor peso em relagao ao grupo controle.

O grupo 6mega-3 também apresentou menor ingestdo da dieta em relagao

ao grupo controle durante quase todo o experimento.

A suplementacdo da dieta de ratos Wistar com édmega-3 (10g/100g de
dieta) pode ter contribuido para a redugao no numero total de FCA na 30? semana

de intervengéao dietética, evidenciada uma porcentagem de redugéao de 55,34%.

A suplementacdo da dieta de ratos Wistar com édmega-3 (10g/100g de
dieta) pode ter contribuido para a redugcdo do niumero de focos contendo mais de
trés criptas na 30 semana de intervencgao dietética. A reducdo do numero total de

FCA na 302 semana de intervencgao dietética foi de 57,14%.

A intervencéo dietética, por 6 e 13 semanas, nao reduziu o niumero de FCA

nos animais com dieta com 6mega-3.

Foram observadas baixas concentragcbes de EPA e DHA na gordura

visceral dos animais do grupo 6mega-3, com 30 semanas experimentais.

Ocorreu maior conversdo do acido EPA a DHA no tecido hepatico quando

comparada a conversao de linoléico a araquidonico no grupo 6mega-3.

Ocorreu maior eficacia da conversdo do acido linoléico a araquidénico no
tecido hepatico do grupo controle, pois n&o havia outro substrato (dmega-3) para
acdo da A® dessaturase, conseqlientemente conduzindo ao aumento do nuimero

de FCA no grupo controle.
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O menor ganho de peso pelo grupo 6mega-3 talvez possa ter interferido,

contribuindo para o menor desenvolvimento no numero de FCA neste grupo.

Mais trabalhos, com diferentes quantidades de édmega-3 na dieta, talvez
sejam necessarios para verificar sua atuagcao benéfica no desenvolvimento da

carcinogénese colorretal.
No presente estudo, possivelmente, o dmega-3 teve atuacédo benéfica,

diminuindo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas durante a fase de

promogao da doencga.
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