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REsumO

MOREIRA, Ana Paula Boroni. M.S. Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2006.
Interferéncias de acidos graxos 6mega-3 e vitamina E na carcinogénese
experimental do cdélon. Orientadoras Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-
Orientadoras: Cristina Maria Ganns Chaves Dias e Céphora Maria Sabarense.

O cancer colorretal ocupa um lugar de destague mundial devido a sua alta incidéncia,
sendo um dos tipos de cancer mais afetado pela dieta. Estudos experimentais sustentam a
hipétese de que écidos graxos w-6 contribuem para o desenvolvimento do cancer colorretal,
engquanto os &cidos graxos da série »-3 possuem acdo protetora. Entretanto, acidos graxos
polinsaturados (AGPI) -3 sdo particularmente suscetivels ao atague de radicais livres o
gue pode exacerbar 0 estresse oxidativo. Antioxidantes como a vitamina E tém sido
utilizados para impedir a peroxidacéo lipidica. Este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do Oleo de peixe, rico em AGPI ®-3 (&cido eicosapentaendico e acido
docosahexaendico), e da vitamina E na carcinogénese colorretal. Foram utilizados ratos
Wistar adultos tratados com 1,2-dimetilhidrazina, na dose de 40 mg/Kg de peso corporal.
Os animais foram divididos em quatro grupos. 6leo de peixe e vitamina E (OPE), dleo de
peixe (OP), 6leo de soja e vitamina E (OSE) e 6leo de soja (OS). Cada dieta continha 18%
de dleo e avitamina E foi oferecida na dose de 400 mg/Kg de dieta. As dietas e agua foram
consumidas ad libitum pelos animais durante 36 semanas, incluindo o periodo de inducéo
da carcinogénese. O peso corporal e o consumo aimentar foram monitorados
semanalmente. Foram analisados os focos de criptas aberrantes (FCA), tumores formados
no intestino grosso e o perfil de acidos graxos do colon, tecido hepatico e fezes. Aminas
bioativas foram investigadas no tecido hepético dos grupos OPE e OSE. Foram ainda
determinadas as concentracGes de a-tocoferol no plasma, figado e fezes e pardmetros

bioquimicos (colesterol total e fragBes, triacilglicerdis, proteina C reativa e fosfatase

Vi



alcalina) no soro. O peso e consumo alimentar dos quatro grupos ndo apresentaram
diferencas significativas ao longo do experimento. Houve reducéo no numero total de FCA,
sendo de 53.3% para OP e de 49.2% para OPE comparados ao grupo OS. Em relacéo ao
OSE, areducdo foi de 51.2% para OP e 47.1% para OPE. A incidéncia (%) e multiplicidade
de tumores totais (média = desvio-padrdo) foram menores nos grupos OP (30% e 0.40 +
0.69) e OPE (30% e 0.40 + 0.69) em relagéo ao grupo OSE (100% e 1.50 + 0.97). Houve
uma tendéncia na reducdo da incidéncia e da multiplicidade de tumores nos grupos OPE e
OP quando comparados ao grupo OS (60% e 1.20 £ 1.30). O tamanho dos tumores foi
similar entre os grupos experimentais. A adi¢do da vitamina E ndo aterou os FCA,
incidéncia e multiplicidade dos tumores formados entre os grupos gue receberam 0 mesmo
tipo de 6leo. O perfil de &cidos graxos do célon e tecido hepatico demonstraram maior
incorporagéo dos AGPI »-3 nos grupos OPE e OP, enquanto nos grupos OSE e OS ocorreu
aumento na concentragdo dos AGPI ®-6. A excregdo dos AGPI -6 e -3 foi semelhante
entre os grupos. As aminas bioativas espermidina, espermina e triptamina, detectadas no
tecido hepético, foram semelhantes entre os grupos OPE e OSE. A concentracéo de a-
tocoferol no plasma foi semelhante entre os grupos, enquanto no figado verificou-se maior
concentracdo nos grupos OPE e OSE. A maior excrecdo fecal do a-tocoferol ocorreu no
grupo OSE. Os parametros colesterol tota e triacilglicerdis foram menores nos grupos OPE
e OP. Ja proteina C reativa e fosfatase alcalina foram semelhantes entre os grupos
experimentais. Esses resultados sugerem que o 6leo de peixe pode atuar de forma protetora
na carcinogénese colorretal entretanto, a vitamina E, na quantidade oferecida, nédo
demonstrou efeito. O éleo de peixe também reduziu a concentracdo sérica de colesterol

total etriacilglicerdis.
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ABSTRACT

MOREIRA, Ana Paula Boroni. M.S. Universidade Federal de Vicosa, July, 2006.
Interference of omega-3 fatty acids and vitamin E with experimental colon
carcinogenesis. Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-Advisers. Cristina
Maria Ganns Chaves Dias and Céphora Maria Sabarense.

The colorectal cancer has a high incidence in the world population as it is a of type of
cancer affected by diet. Experimental studies support the hypothesis that »-6 fatty acids
promotes the development of colorectal cancer, while »-3 fatty acids provide protective
actions. However »-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) are particularly susceptible to
free radical attacks, promoting oxidative stress. Antioxidants such as vitamin E have been
used to hinder lipid peroxidation. The aim of this study was to evaluate the effects of fish oil
(rich in eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids) and vitamin E on colorectal
carcinogenesis. Wistar adult male rats were treated with 1,2-dimetylhydrazine (40 mg/Kg
body). The animals were divided into four groups: fish oil and vitamin E (FOE), fish oil
(FO), soybean oil and vitamin E (SOE) and soybean oil (SO). Each diet containing 18% oil
and vitamin E was offered at 400 mg/Kg of diet. Animals had free access to water and diet
during 36 weeks, including the carcinogenesis induction period. Body weight and dietary
consumption were monitored weekly. Aberrant crypt foci (ACF) and tumors formed in the
large intestine, fatty acids profile of the colon, liver and feces were analyzed. Bioactive
amines were investigated in the liver of the FOE and SOE groups. The plasma, liver and
feces a-tocopherol concentrations and the serum biochemica parameters (total cholesterol
and fractions, triacylglycerol, C-reactive protein and akaline phosphatase) were determined.
The results showed that body weight and dietary consumption did not differ statistically
between groups during the experiment. The total reduction of ACF was of 53.3% for FO

and 49.2% for FOE as compared to FOE group and of 51.2% for FO and 47,1% for FOE as
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compared to OSE group. The incidence (%) and tumor multiplicity (means £ standard error)
were lower in FO (30% and 0.40 £ 0.69) and FOE groups (30% and 0.40 + 0.69) than in
SOE group (100% and 1.50 + 0.97). There was a trend in the reduction of incidence and
tumor multiplicity in FOE and FO groups when compared with those of OS group (60% and
1.20 £ 1.30). The tumor size was similar among the experimental groups. The vitamin E
addition did not modify the ACF, incidence and tumor multiplicity in the groups that
received the same oil. The colon and liver fatty acid profile revealed a greater incorporation
of -3 PUFA in FOE and FO groups, while in SOE and SO groups occurred an increase in
the -6 PUFA concentration. The excretion of ®-6 and ®-3 PUFA was similar among
groups. The liver spermidine, spermine and tryptamine contents were similar in the OPE
and SOE groups. The plasma a-tocopherol concentrations were similar in the experimental
groups, while in the liver it was higher in FOE and SOE groups. The highest a-tocopherol
excretion occurred in OSE group. The total cholesterol and triacylglycerol were lower in the
FOE and FO groups. Protein C reative and alkaline phosphatase were similar among the
experimental groups. These results suggest that fish oil may act as a protection factor in the
colorectal carcinogenesis. However, vitamin E did not demonstrate any effect. The fish oil

also reduced the serum levels of total cholesterol and triacylglycerol.
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ARTIGO|:
Influéncia dos acidos graxos polinsatur ados m-3 no cancer colorretal

Resumo

O céancer colorretal ocupa um lugar de destaque no Brasil e no mundo. A etiologia deste
cancer € complexa, porém a sua ocorréncia tem grande correlacdo com fatores nutricionais.
O baixo consumo de vegetais frescos, cereais, peixe e 0 consumo elevado de calorias,
gorduras e carnes vermel has est&o associados ao maior risco de desenvolvimento do cancer
colorretal. O efeito da gordura na carcinogénese depende ndo somente da quantidade mas,
também, da sua composicdo em acidos graxos. Muitos estudos tém demonstrado que os
&cidos graxos w-3, especiamente o0 acido eicosapentaendico e o acido docosahexaendico,
desempenham um papel protetor no desenvolvimento do céancer colorretal, enquanto os
&cidos graxos da série w-6 promovem a carcinogénese. Os estudos experimentais tém
contribuido para a compreensdo dos mecanismos de agéo dos &cidos graxos -3 no cancer
colorretal e as evidéncias indicam que podem modular a formagdo dos eicosandides e
influenciar a expressdo de genes, mol éculas transdutoras de sinais e a atividade de enzimas.
Conseqlientemente, os &cidos graxos ®-3 podem afetar a proliferacdo e diferenciacéo
celular, apoptose e angiogénese. Esta revisdo tem como objetivo abordar aspectos
relevantes dos acidos graxos -3, bem como os mecanismos de acdo desses nutrientes no
desenvolvimento do cancer colorretal.

Termos de indexacdo: tumores colorretais, 6leo de peixe, acido eicosapentaendico, acido

docosahexaenadi co, &cido araquidonico.
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1. Introducéo

O cancer colorretal é a quarta causa mais comum de cancer no mundo, sendo a segunda
em paises desenvolvidos, com destague para os paises ocidentais. Os tumores malignos que
acometem o colon e o reto a cada ano somam cerca de 945 mil casos novos e a sobrevida
média mundial estimada € de 44%. No Brasil, 0 nimero de casos novos de cancer de colon
e reto estimado em 2006 pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) é de 11.390 casos em
homens e de 13.970 em mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 12
casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2005). Existe
uma marcante heterogeneidade na freqliéncia deste cancer entre as regides brasileiras por
causa das caracteristicas fisicas, econdmicas e sociais proprias de cada regido, havendo
discrepancias em relagcdo a expectativa de vida, exposi¢éo aos fatores de risco e acesso aos
servicos de salde.

A prevencdo do cancer colorretal tem tomado uma dimensdo importante no campo da
ciéncia, uma vez que a sua ocorréncia tem grande correlagdo com fatores nutricionais. As
evidéncias indicam que o elevado consumo de calorias, gorduras, carnes vermehas e
processadas e 0 baixo consumo de frutas, hortalicas, cereais e peixes associam-se a0
aumento no risco de desenvolvimento do cancer colorretal (Reddy, 1993; WHO, 2003;
INCA, 2005; Norat et al., 2005; Roberts & Barnard, 2005).

Alguns nutrientes, especificamente os &cidos graxos da familia -3, tém recebido
atencdo especial como possiveis agentes protetores na carcinogénese colorretal.
Considerando a importancia desses &cidos graxos na dieta, pretende-se com esta revisao
apresentar possiveis mecanismos por meio dos quais 0s &cidos graxos -3 interferem no

processo de carcinogénese colorretal.
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2. Cancer Colorretal

Neoplasia € definida como uma massa de tecido anormal, que ndo responde
adequadamente aos sinais que regulam o crescimento e diferenciacdo celulares cujo
crescimento, portanto, ocorre de forma desregulada em comparacéo com o tecido normal.
O termo cancer engloba as neoplasias ou tumores malignos que aém da desregulacdo do
crescimento e diferenciagdo celulares apresentam a capacidade de invadir tecidos vizinhos
e de crescer a distancia gerando as metastases.

No intestino grosso, podem ocorrer tanto neoplasias benignas (adenomas), quanto
neoplasias malignas (carcinomas). A sequéncia adenoma-carcinoma €é a base para o
desenvolvimento do cancer colorretal que origina-se a partir do epitélio das glandulas
intestinais apos acimulo de mutagdes em seu material genético. Em um trabalho de revisdo,
Cotti et a. (2000) citam alguns genes envolvidos com a carcinogénese colorretal:
supressores de tumores (APC, DCC, p53 e MCC), oncogenes (K-ras, src, c-myc), genes de
reparo do DNA (hMSH2, hMLH1, hMSH6, hPMS1, hPMS2) e outros genes (CD44v e
COX-2).

As primeiras alteracOes epiteliais na sequéncia adenoma-carcinoma experimental
foram denominadas criptas aberrantes (Bird, 1987). Os focos de criptas aberrantes (FCA)
s80 lesbes pré-neoplésicas localizadas na mucosa coldnica que exibem alteracOes
morfologicas como displasia e proliferacdo anormal. Os FCA podem ser observados e
guantificados microscopicamente, sendo a contagem destes focos um marcador para o risco
de desenvolvimento do cancer colorretal (Bird, 1995).

Com o crescimento, as criptas aberrantes podem originar uma lesdo polipdide visivel

que com o tempo pode apresentar alteracdes morfol dgicas, tornando-se menos diferenciada
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e mais displasica até adquirir o fenétipo de um carcinoma, apresentando metéstases. A
progressdo da doenca €, geramente, lenta, podendo levar décadas para que os tumores
sejam detectaveis. O cancer colorretal ocorre com maior freqiéncia nos segmentos distais
do cdlon, e a maioria dos casos é diagnosticada em fases avangadas da doenca (Saad-
Hossne et a., 2005). Nesta fase, as células cancerosas podem expandir através da camada
muscular e formar metéstase em outros tecidos, como figado, pulméo e linfonodos (Kato et
al., 2004). Aproximadamente 80% dos casos de cancer colorretal séo esporadicos e 0s

outros 20% sdo hereditarios (Casimiro, 2002).

Fatores de Risco

Apesar da existéncia de fatores de risco de natureza heredité&ria na carcinogénese
colorretal, a variabilidade mundial na sua incidéncia e mortalidade sugerem a existéncia de
outros fatores de grande impacto, como: idade (acima da quinta década de vida), dieta,
obesidade e sedentarismo. Entre esses fatores, o de origem alimentar apresenta-se como o
principal determinante de risco (Sachse et al., 2002; INCA, 2003; Lima & Gomes-da-Silva,
2005).

Alguns aspectos da chamada “dieta ocidental”, tais como ato consumo de calorias,
gorduras, carnes vermelhas, acidos graxos trans e baixo consumo de frutas e hortalicas,
estdo relacionados com o risco de desenvolvimento do cancer colorretal (Terry et al.,
2001a; Slattery et a., 2002), justificando o alto indice desta doenga em paises ocidentais.

A gordura vem recebendo consideravel atencdo como um possivel fator de risco na
etiologia do cancer colorretal. A gordura contribui com uma parte importante na

alimentacdo humana e pode suprir cerca de 40% da ingestdo energética na dieta ocidental.



Revisdo da Literatura

Contudo, o efeito da gordura depende ndo somente da quantidade, mas também da sua
composi¢cdo, pois evidéncias cientificas sugerem que certos é&cidos graxos tém um papel

importante na etiologia do cancer colorretal (Reddy, 1993; Nkondjock et al., 2003a).

3. Acidos Graxos o-3

Existem trés importantes familias de acidos graxos insaturados, cuja nomenclatura
refere-se a posicdo da primeira dupla ligagdo, a partir do termina metil da cadeia
carboénica: 6mega-3 (n-3), dmega-6 (n-6) e 6mega-9 (n-9). A letra grega o também é
utilizada no lugar daletran, para descrever a contagem a partir da terminagdo metil.

Os principais acidos graxos polinsaturados (AGPl) da familia »-3 sdo: écido a-
linolénico (a-LNA, 18:3w-3), acido eicosapentaendico (EPA, 20:50-3) e o &cido
docosahexaendico (DHA, 22:6w-3) (Figura 1). O organismo humano ndo consegue
sintetizar o acido a-linolénico e o acido linoléico (18:2w-6) devido a auséncia das enzimas
delta-15 e delta-12 dessaturases que sdo capazes de inserir duplas ligagdes no terceiro e
sexto carbono, respectivamente, contados a partir do terminal metil. Dessa forma, €
necessario obté-los através da dieta para manter um pool adequado no organismo, sendo
denominados como é&cidos graxos “essenciais’. Esta capacidade de sintese pertence ao

reino vegetal.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos principais &cidos graxos da familia o-3.

O 0leo de peixe possui elevada concentracdo dos écidos graxos EPA e DHA. Peixes e
frutos do mar também sdo fontes desses AGPI. As vérias espécies de peixes possuem
diferencas quanto as concentragdes dos &cidos graxos w-3, devido as influéncias ambientais
(temperatura, salinidade e profundidade na qual vivem), sendo um reflexo também da sua
alimentacdo. Peixes com maior conteldo de EPA e DHA sdo aqueles de &gua fria e
profunda (Rose & Connolly, 1999; Larsson et al., 2004). Ja o &cido a-linolénico é
encontrado em sementes de linhaga, vegetais folhosos de coloracéo verde-escuro, 6leos de
oliva, soja, canola e perila. Os 0leos vegetais como o de milho, girassol, acafréo e sojatém
o acido graxo linoléico como componente principal (Bartsch et al., 1999; Roynette et al.,
2004).

Quando ingeridos, os acidos graxos essenciais podem ser elongados até cadeias de pelo

menos 20 ou 22 carbonos e dessaturados pela introducéo de dupla ligagdo na cadeia
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carbbnica, dando origem a outros &cidos graxos de cadeia longa. Estas reacdes sdo
mediadas pelas enzimas elongases e dessaturases. O &cido linoléico é precursor do &cido y-
linoléico (GLA, 18:3w-6), &cido dihomo-y-linoléico (DGLA, 20:3w-6) e do &cido
araquidonico (AA, 20:4m-6), enquanto o &cido a-LNA pode ser convertido em EPA e
DHA.

A propor¢do de ®-6 e ®-3 na dieta é importante, embora ainda ndo se tenha
determinado uma relagdo 6tima. Ao longo do tempo tem ocorrido um aumento da ingest&o
de gordura e substituicdo dos &cidos graxos alimentares com maior consumo do -6 em
relacdo ao -3 (Bartsch et al., 1999). Entre os &cidos graxos dafamilia m-3, o &cido a-LNA
€ 0 mais consumido na dieta ocidental, sendo 1-5 g/dia (Burdge & Wootton, 2002). A
Organizagdo Mundia da Saude (2003) em seu relatério sobre dieta, nutricdo e prevencéo de
doencas cronicas recomenda uma ingestdo de 5% a 8% das calorias totais provenientes do
-6, enquanto 1% a 2% oriundas do o-3.

Tem sido sugerida a combinagéo de AGPI -3 com a vitamina E, um dos principais
antioxidantes lipossol Uveis, como forma de evitar a peroxidacéo lipidica, umavez que esses
AGPI sdo propensos ao atague de radicais livres. A peroxidacdo lipidica esta associada ao
desenvolvimento do cancer por acentuar 0 estresse oxidativo, causando danos ao DNA
(Gasche et a., 2001; Fang et al., 2002). Contudo, sdo necessarios estudos que avaliem essa

interacdo entre AGPI ®-3 e vitamina E na prevencdo do cancer colorretal.

4. Acidos Graxos »-3 e Cancer Colorretal
Diversos estudos ja foram conduzidos com o objetivo de verificar o efeito dos acidos

graxos -3 no desenvolvimento do cancer colorretal. A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o
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azoximetano (AOM) sdo drogas que tém sido frequentemente utilizadas em modelos de
carcinogénese colorretal em roedores. Essas substéncias podem interferir no processo de
metilagdo do DNA e sdo capazes de induzir tumores no célon e reto semelhantes aos
encontrados em seres humanos (Pories et a., 1993).

Chang et a. (1997) constataram uma menor incidéncia de adenocarcinomas em ratos
tratados com o6leo de peixe (56,1%) em relagdo ao Oleo de milho (70,3%), durante 36
semanas apos a administracdo do AOM. O efeito do 0leo de peixe também foi examinado
por Latham et al. (1999) em ratos Wistar apos administragdo da DMH. Houve um aumento
da apoptose no tecido coldnico, supressdo da proliferagdo das criptas coldnicas e reducéo
no ndamero e multiplicidade dos FCA nos animais pertencentes ao grupo 6leo de peixe,
guando comparados aos animais que receberam 6leo de milho.

Rao et a. (2001) demonstraram que uma dieta tipicamente ocidental com 20% de
lipidio rico em &cidos graxos saturados e AGPI »-6 tem um potencial quatro vezes maior
de promover a formagédo de cancer no colon de roedores, submetidos & administracéo de
AOM, do que dietas com uma quantidade equivalente de lipidio proveniente do 6leo de
peixe.

Coleman et a. (2002) avaliaram o efeito da combinacdo de diferentes tipos de fibras
com Oleo de peixe e 0 6leo de semente de girassol. Ao término do experimento, foi
verificado que o 6leo de peixe associado a a-celulose forneceram maior protecdo aos ratos
submetidos a carcinogénese colorretal com AOM. Davidson et a. (2004) estudaram o
efeito de trés dietas em ratos submetidos as aplicacdes de AOM. Cada dieta continha um

tipo de dleo (6leo de peixe, oliva ou milho). O menor numero de FCA encontrado foi no
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grupo que recebeu 6leo de peixe, sendo significativamente diferente do 6leo de milho e do
Oleo deoliva

Llor et a. (2003) suplementaram as células humanas Caco-2 e HT-29 (células
cancerosas do colon) com 6leo de oliva, 6leo de peixe, acido oléico e 0 &cido linoléico. A
suplementacdo com O6leo de peixe ou de oliva resultou na indugdo da apoptose e
diferenciacéo celular. O écido oléico e linoléco também induziram esses efeitos, porém de
forma mais discreta. Reducdo na proliferac@o das células foi promovida somente pelo 6leo
de peixe.

Cheng et a. (2003) redlizar)am uma intervencdo dietética em pacientes
polipectomizados com cancer colorretal. Os pacientes do grupo experimental foram
recomendados a reduzir a ingestdo de gordura para 20% do total de energia ingerida,
diminuir o consumo de alimentos ricos em &cidos graxos m-6 e aumentar a ingestdo de
alimentos que sdo fontes dos acidos graxos -3, além de consumirem cpsulas de 6leo de
peixe. O grupo controle recebeu o aconselhamento para reduzir a ingestéo de gordura para
20% do total. Apds 2 anos, foi constatado no grupo experimental um aumento significativo
da apoptose ha mucosa coldnica.

Estudos observacionais como os de Fernandez et al. (1999), Nkondjock et al. (2003Db),
Kojima et al. (2005) e Norat et al. (2005) encontraram associacOes entre 0 consumo de
&cidos graxos -3 e a reducdo no risco de desenvolvimento do cancer colorretal.
Entretanto, Slattery et al. (1997), Terry et a. (2001b) e Lin et a. (2004) ndo encontraram
nenhuma associagao entre o0s &cidos graxos »-3 e o risco do cancer colorretal.

Estudos experimentais tém contribuido para a compreensdo da relacéo entre nutricdo e

cancer e mostram evidéncias de que os acidos graxos m-3 podem inibir a carcinogénese



Revisdo da Literatura

colorretal através de diversos mecanismos. Entretanto, os estudos observacionais que
tentam associar acidos graxos »-3 e cancer colorretal sdo muitas vezes inconclusivos e ndo
encontram nenhuma associagdo. E importante ressaltar que alguns destes estudos possuem
limitaghes que devem ser consideradas a0 se analisar 0s seus resultados. Larsson et al.
(2004) citam estas limitagdes envolvendo &cido graxo »-3 e a prevencao do cancer, entre as
quais. a idade da populacdo estudada, a quantidade de &cido graxo w-3 ingerida e a
variabilidade na ingestdo dentro de uma populagdo. Alguns trabalhos avaliaram a
quantidade total de peixe ingerida e ndo o seu conteldo de »-3. Existe uma grande variagdo
no teor de w-3 entre as espécies e até na parte do peixe gue é consumida. Em um estudo
realizado por Visentainer et al. (2000) com peixes marinhos da costa brasileira, pode-se
constatar essa variagao. Outra limitac&o seria 0 consumo de nutrientes como por exemplo, o
AGPl ®-6, arelagdo o-6/w-3 e as vitaminas antioxidantes que n&o sdo considerados e que

podem influenciar a acéo do »-3.

5. Possiveis M ecanismos de Acéo dos Acidos Graxos o-3 no Cancer Colorretal

Varios mecanismos tém sido propostos para a agdo protetora do »-3 na carcinogénese
colorretal. Os AGPI possuem fungdes importantes no organismo humano, uma vez que
compdem e modulam a fluidez das membranas, sinalizacdo e interagdes celulares. Os AGPI
s80 mobilizados dos fosfolipidios que compfem as membranas celulares pela acdo das
fosfolipases A, e C, e subseqlentemente metabolizados em eicosandides pelas
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX). Os eicosandides como o0s prostanoides
(prostaglandinas e tromboxanos) e os leucotrienos s&o moduladores potentes das respostas

inflamatéria e imune, desempenhando um papel critico na agregagdo plaguetéria, no
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crescimento e na diferenciacdo celular. As COX ddo origem as prostaglandinas e
tromboxanos, enquanto as LOX aos leucotrienos. Os eicosandides sdo derivados de é&cidos

graxos com 20 &omos de carbono como 0 DGLA, AA e EPA (Larsson et al., 2004) (Figura

2).
AGPl o6 AGPl o3
LA (18:2-6) a-LNA (18:30r-3)
¢ <«—— N-Dessaturae——p ¢
GLA (18:30-6) 18:40»-3
4—— Elongase ——p
DGLA (20:3m-6) 20:40-3
J ¢ <4—— A’-Dessaturase——p ¢ Elongase DPA AS-Dessaturase DHA
PG . _
wriny A (@040) EPA (050-3) —» 22553) — ® (22:60-3)
v —
PGeTX srie2 PGeTX série3
LT séried LT série5

Figura 2 - Metabolismo dos AGPl ®-3 e w-6. LA (é&cido linoléico), GLA (&cido vy-
linoléico), DGLA (&cido dihomo-y-linoléico), AA (écido araquiddnico), a-LNA (acido a-
linolénico), EPA (&cido eicosapentaendico), DPA (acido docosapentaendico), DHA (&cido

docosahexaendico), PG (prostaglandina), TX (tromboxano) e LT (leucotrieno).

Existe uma competicéo entre -6 e w-3 pelas enzimas dessaturases e elongases que séo
comuns tanto na via metabdlica do -6 quanto na do w-3. Uma outra competicdo entre os
AGPI ocorre na presenca das COX e LOX. Entretanto, essas enzimas possuem uma maior
afinidade pelos AGPI »-3 que serdo preferencialmente metabolizados e consequentemente
formardo eicosandides da série 3 (prostaglandinas e tromboxanos) e 5 (leucotrienos) que

estdo associados a um aumento da apoptose e reducdo no crescimento tumoral e sdo menos
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reativos que os eicosanoides pro-inflamatorios derivados do AA (Roynette et al., 2004).
Lee et a. (1984) demonstraram que o leucotrieno Bs possui somente 5 a 10% da atividade
do leucotrieno B4, um fator quimiotético e de agregacdo para os neutrofilos.

Asisoformas da COX incluem a COX-1, constitutivamente expressa em muitos tecidos,
e aCOX-2, formainduzida da enzima. A expressao da COX-2 é baixa ou nula, porém ap0s
estimulos pode aumentar consideravelmente (Zha et al., 2004). Niveis elevados de COX-2
tém sido observados em tumores do célon em humanos e em animais submetidos
quimicamente a carcinogénese (Shao et al., 1999; Ceccarelli et a., 2005). Essa elevacéo da
COX-2 indica um aumento na capacidade para a producdo de PGE; na presenca do AA. A
PGE, pode promover a carcinogénese através da inibicdo da apoptose e inducdo da
proliferacéo celular e da angiogénese (Leahy et al., 2002; Pai et al., 2003). Rao et a. (2001)
constataram reducdo na expressao de COX-2 em tumores colorretais de animais tratados
com 6leo de peixe.

A propor¢do de AGPI nas membranas celulares é o fator primério naregulagéo de quais
eicosanoides serdo gerados, sendo que essa proporcgdo reflete a quantidade ingerida pela
alimentacéo (Rose & Connolly, 1999). Assim, 0 aumento na ingestdo de »-3 resulta na
diminuicdo dos eicosandides pro-inflamatérios derivados do AA.

Os &cidos graxos -3 também podem afetar a atividade de enzimas, moléculas
transdutoras de sinais ou a expressdo de genes que estdo associados com fungdes vitais das
células. Expressdo da proteina ras foi 13% maior na mucosa col 6nica de ratos tratados com
AOM e dimentados com dieta contendo 6leo de milho em comparagdo aos animais que
receberam o 6leo de peixe (Davidson et a., 1999). As proteinas ras ativadas desempenham

um papel importante na regulagcdo da mitose, ativando em cadela os reguladores da
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proliferagdo celular. Uma maior expressdo da proteina ras normal esta relacionada com o
desenvolvimento de tumores (Mangues et a., 1992).

A expressdo da proteina Bcl-2 foi reduzida nas células Caco-2 e HT-29 pela utilizagdo
do Oleo de peixe (Llor et a., 2003). Essa proteina esta envolvida com a inibicdo da
apoptose. Cheng et al. (2003) constataram uma elevacdo na expressdo da proteina Bax em
individuos com cancer colorretal que fizeram uso do 6leo de peixe. Essa proteina associa-se
a0 aumento da atividade apoptética das células.

Narayanan et al. (2003) demonstraram que o DHA pode reduzir a expressao da enzima
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) in vitro. Uma significativa correlagdo foi encontrada
entre expressdo de iINOS e COX-2. A producdo de PGE, também correlacionou com a
atividade de iNOS (Cianchi et al., 2004). Outra correlagdo encontrada foi entre expresséo
de iNOS e angiogénese em pacientes com carcinoma colorretal (Cianchi et al., 2003). Essa
enzima é responsavel pela sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina. O 6xido nitrico €
um mediador de processos intra e extracelulares, no entanto, é potencial mente toxico, pois
pode reagir com o0 oxigénio ou superdxidos, resultando em danos aos tecidos e ao DNA. A
ativacdo de iNOs com excesso na producéo de Oxido nitrico pode ainda inibir a atividade
das enzimas de reparo do DNA e modular a atividade das caspases e p53 (Jaiswal et a.,
2000).

O dleo de peixe também tem demonstrado influenciar a atividade da enzima ornitina
decarboxilase (ODC). Bartram et al. (1993) observaram reducdo na atividade da ODC no
colon de individuos saudaveis que fizeram uso do 6leo de peixe. Rao & Reddy (1993)
constataram que o 6leo de peixe suprimiu a atividade da ODC no figado e célon de ratos

submetidos a carcinogénese colorretal com AOM, quando comparados aos animais do
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grupo 6leo de milho. A ODC € uma enzima limitante na biossintese das poliaminas
(putrescina, espermidina e espermina) que, por sua vez, estdo envolvidas com o
crescimento, renovagdo e metabolismo celular. Poliaminas tém sido encontradas em
concentracOes elevadas nos tumores colorretais de ratos tratados com DMH e de humanos
devido ao aumento na atividade da ODC (Lamuraglia et al., 1986; Shigesawa et al., 1998).

Kim et al. (2000) encontraram um efeito dos &cidos graxos -3 sobre o fator de
crescimento semelhante a insulina-1l (IGF-11). O tratamento das células Caco-2 com EPA
ou DHA levou a uma diminuicdo na secrecdo do fator de crescimento semelhante a
insulina-ll (IGF-11) e aumento na secrecdo da proteina ligadora do IGF-6 (IGFBP-6), com
uma inibicdo da proliferagdo celular. Ja o acido linoléco aumentou o nivel de IGF-I1 sem
alteracdo na secrecdo de IGFBP-6, resultando em uma estimulagdo da proliferagdo das
células Caco-2. Os IGF promovem o crescimento de varias células com agdes autécerinas e
parécrinas, enquanto as proteinas ligadoras do IGF (IGFBP) modulam as ag¢les dos |GF.
Um aumento na expressao de IGF-1l foi demonstrada por Freier et al. (1999) em pacientes
com cancer colorretal.

Os AGPlI ®-3, EPA e DHA, tém demonstrado uma agdo protetora contra o
desenvolvimento do cancer colorretal por meio de varios mecanismos, afetando diversas
fases da carcinogénese. Como a formagéo de tumores colorretais pode levar décadas para
acontecer, torna-se necessario um consumo adequado e freqlente desses AGPI e desde
idades mais jovens para que possam proteger no desenvolvimento do cancer. Vale ressaltar
gue o consumo do acido a-LNA pode dar origem ao EPA e DHA no organismo, mas esta
conversao € limitada no homem (Hussein et al., 2005),, sendo assim, importante 0 consumo

de alimentos que sdo fontes de EPA e DHA.
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6. Conclusdes

Diversos mecanismos de acdo dos &cidos graxos o—3, EPA e DHA, tém sido descritos
na carcinogénese colorretal. Esses AGPI podem modular a biosintesse dos eicosandides,
influenciar a expressao de genes, moléculas transdutoras de sinais e a atividade de enzimas.
Como conseqliéncia, podem afetar a proliferacdo e diferenciacdo celular, apoptose e
angiogénese, sugerindo um acdo protetora desses nutrientes no desenvolvimento do cancer
colorretal. Assim, € importante um consumo adequado e frequente de AGPl -3,
principalmente na forma de EPA e DHA. Esse consumo deve ser estimulado, uma vez que
tem ocorrido um aumento na ingestéo de gordura com forte predominio dos AGPI o—6 em
relacdo aos AGPl o-3.

Considerando que grande parte dos estudos envolvendo AGPl »—3 e cancer colorretal
tem sido realizada com modelos animais ou in vitro, ha necessidade de mais trabalhos que
avaliem os mecanismos de ag&o desses AGPl ®—3 em humanos e a interagdo com outros

nutrientes.
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Resumo

ARTIGO I I:

Acidos graxos -3 e vitamina E: efeitos na car cinogénese experimental do célon

induzida por 1,2-dimetilhidrazina

Resumo

O cancer colorretal ocupa um lugar de destaque mundial devido a sua ata incidéncia,
sendo um dos tipos de cancer mais afetado pela dieta. O consumo da vitamina E e dos 6leos
de peixe e sojafoi avaliado naformagdo de focos de criptas aberrantes (FCA) e tumores em
ratos Wistar submetidos a carcinogénese colorretal pela aplicacdo da 1,2-dimetilhidrazina.
Os animais foram divididos em quatro grupos: 6leo de peixe e vitamina E (OPE), éleo de
peixe (OP), 6leo de soja e vitamina E (OSE) e 6leo de soja (OS). Cada dieta continha 18%
de d6leo e a vitamina E foi oferecida na dose de 400 mg/Kg de dieta. As dietas foram
consumidas pelos animais durante 36 semanas. Os grupos OPE e OP apresentaram reducéo
no nimero total de FCA quando comparados aos grupos OSE e OS. A incidéncia e
multiplicidade de tumores formados foram menores nos grupos OP e OPE, em relacéo ao
grupo OSE. Houve uma tendéncia na reducéo da incidéncia e multiplicidade de tumores
nos grupos OPE e OP quando comparados ao grupo OS. A adi¢do da vitamina E n&o
alterou os FCA, incidéncia e multiplicidade dos tumores entre 0s grupos gque receberam o
mesmo tipo de dleo. O perfil de &cidos graxos do colon e tecido hepéatico demonstraram
maior incorporacéo dos AGPI -3 nos grupos OPE e OP, enquanto nos grupos OSE e OS
ocorreu aumento na concentragdo dos AGPlI ®-6. A excre¢cdo dos AGPl ®-6 e -3 foi
semelhante entre os grupos experimentais. As aminas bioativas espermiding, espermina e

triptamina, detectadas no tecido hepatico, foram semelhantes entre os grupos OPE e OSE.
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Resumo

Verificou-se maior concentracdo de a-tocoferol no tecido hepatico dos grupos OPE e OSE.
Os pardmetros colesterol total e triacilgliceréis foram menores nos grupos OPE e OP. A
proteina C reativa e afosfatase alcalina foram semelhantes entre os grupos estudados. Esses
resultados sugerem que o 6leo de peixe pode atuar de forma protetora no desenvolvimento

do cancer colorretal, independente da vitamina E.

Termos de indexacdo: focos de criptas aberrantes, tumores, 6leo de peixe, acidos graxos

polinsaturados, vitamina E.
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Introducéo

1. Introducéo

O cancer colorretal destaca-se mundialmente pela morbidade e mortalidade elevadas
porém, situa-se entre 0s canceres mais passiveis de prevencdo por meio do rastreamento e
da adocdo de habitos alimentares adequados. A ocorréncia deste cancer tem grande
correlagdo com fatores nutricionais (Reddy, 1993; Slattery et al., 2002; WHO, 2003;
Roberts & Barnard, 2005). Estudos indicam que &cidos graxos especificos podem modular
o desenvolvimento do cancer colorretal (Nkondjock et al., 2003; Fernandez et al., 1999).
Em geral, dietas ricas em acidos graxos polinsaturados (AGPl) ®»-6 promovem o
desenvolvimento do cancer, enquanto dietas contendo principalmente -3 podem atenuar o
processo (Bartsch et al., 1999; Rose & Connolly, 1999; Larsson et al., 2004; Roynette et
al., 2004). Isso é preocupante, uma vez que dietas tipicamente ocidentais sdo ricas em
AGPI -6 e pobresem o-3.

O dleo de peixe é rico em AGPl ®»-3 e 0s mais comuns sa0 0 acido eicosapentaeniico
(EPA, 20:50-3) e o é&cido docosahexaendico (DHA, 22:6w-3). Esses AGPl estéo
envolvidos em varios processos biol dgicos e podem proteger contra o desenvolvimento do
cancer colorretal, uma vez que modulam a resposta inflamatoria e imune (Lands, 1992). A
composicdo de acidos graxos nos tecidos € reflexo do tipo de lipidio presente na
alimentacdo (Hendrickse et al., 1995). Conseqlentemente, a proporcdo de AGPI nas
membranas celulares sera o fator primério naregulacdo de quais eicosandides serdo gerados
(Rose & Connolly, 1999). Assim, aumento na ingestéo de »-3 resulta na diminuicdo da
formacao dos eicosandides pro-inflamatorios derivados do &cido araquidonico (AA, 20:4w-
6). Os AGPI »-3 também podem influenciar a expressao de genes, moléculas transdutoras

de sinais e a atividade de enzimas como a Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e a ornitina
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decarboxilase (ODC) (Lamuraglia et al., 1986; Davidson et a, 1999; Narayanan et al.,
2003; Cheng et d., 2003; Llor et al., 2003).

A enzima ODC promove a decarboxilacdo da ornitina, originando a putrescina e que
por sua vez, pode ser convertida em espermidina e espermina. Essas aminas sao essenciais
para o crescimento, renovagdo e metabolismo celular (Medina et al., 2003) e tem sido
sugerido que no ciclo celular regulam a degradacéo de ciclinas (Thomas & Thomas, 2001)
e o0s “checkpoints’ (Kramer et al., 2001; Oredsson, 2003). Células cancerosas tém
apresentado concentragoes elevadas de putrescina, espermidina e espermina devido ao
aumento da ODC e a inibicdo na biossintese dessas aminas tem sido utilizada como
estratégia de tratamento do cancer (Wallace et a., 2003)

Como os &cidos graxos »-3 possuem insaturagdes na molécula, tornam-se propensos a
peroxidagcdo que se inicia pelo atague de algumas espécies reativas, levando a formagédo de
radicais de &cidos graxos que ao reagirem espontaneamente com o oxigénio originam
radicais peroxila. A propagacéo da reacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica pode ocorrer
pela retirada dos atomos de hidrogénio e formacéo de hidroperdxidos e novos radicais de
&cidos graxos. Assim, ocorre oxidagdo de mais moléculas de &cidos graxos, acentuando o
estresse oxidativo (Fang et al., 2002). O estresse oxidativo tem sido considerado um fator
importante no desenvolvimento do cancer por causar danos ao DNA (Guyton & Kendler,
1993; Gasche et al., 2001).

A vitamina E atua como um dos principais antioxidantes lipossolUveis ao transferir seu
hidrogénio fendlico para o radical peroxila do AGPI peroxidado. Desta forma, essa
vitamina pode impedir a reacdo em cadeia e prevenir a peroxidagdo de outros AGPI nas

membranas celulares (Fang et a., 2002).
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O desenvolvimento do céncer colorretal envolve varios processos de ateracfes
genotipicas e fenotipicas, que morfologicamente podem se apresentar como ateracfes
microscépicas discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA). Os
FCA sdo considerados lesdes pré-neoplasicas da mucosa coldnica, utilizados como
marcadores para o risco de desenvolvimento do cancer colorretal e podem ser induzidos,
quimicamente, pela administragdo dos carcindgenos 1,2-dimetilhidrazina (DMH) ou
azoximetano (AOM) em animais de experimentacdo (Bird, 1987; Bird, 1995).

Este estudo investigou o efeito do 6leo de peixe e vitamina E na carcinogénese
colorretal induzida pela DMH em ratos Wistar, comparado com o do 6leo de soja em
guantidades isocal 6ricas. Foram feitas andlises dos FCA e dos tumores. O perfil de acidos
graxos do cdlon, figado e fezes foi tragado e aminas bioativas e outros biomarcadores

foram avaliados
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2. Materiaise M étodos

2.1. Animais e Dietas

Foram utilizados no estudo 36 ratos Wistar (Rattus norvergicus, variedade albinus,
Rodentia), com 11 semanas de idade e peso médio de 248,55 + 520 g. Os animais
permaneceram no Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federa de Vigosa durante todo o periodo experimental, recebendo dieta e
agua ad libitum. Foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, contendo 3 a 4
animais por gaiola, em ciclos de claro/escuro de 12 horas a temperatura de 23,7 £ 1,6°C e
umidade relativade 70,2 + 7,5%.

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais de acordo com a dieta recebida:

e Oleo de peixe + vitamina E: OPE (n=10);
e Oleo de peixe: OP (n=10);

e Oleo de soja+ vitamina E: OSE (n=10);
e Oleodesoja: OS (n=6).

A composicdo das dietas experimentais (Tabela 1) foi baseada no American Institute of
Nutrition (Reeves et a., 1993), seguindo o protocolo AIN-93M, recomendado para a
manutencdo de animais adultos. O contelido de AGPI -3 baseou-se na recomendacéo da
Organizacdo Mundial da Salide (2003) de 1% das calorias totais provenientes desses acidos
graxos, correspondendo a 2 g de »-3. Todas as dietas apresentaram 0 mesmo percentual
lipidico, 18%, simulando a dieta ocidental. O ®»-3 foi obtido na forma de cdpsulas de 500
mg de dleo de peixe (All Chemistry®, Brasil). A composicéo de &cidos graxos dos 6leos
utilizados (peixe e soja) € mostrada na Tabela 2. Para 0s grupos que receberam vitamina E,

foram acrescentados 400 mg/K g de dieta da vitamina (All Chemistry®, Brasil). A vitamina
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E e os 6leos foram adicionados as dietas na auséncia de luz ultravioleta. Apo6s a confecgdo
das dietas na forma de pellets, estas foram armazenadas entre 0 a4°C, protegidas daluz até
0 momento de sua utilizagdo. As dietas foram consumidas por um periodo de 36 semanas.
O consumo das dietas e 0 peso dos animais foram monitorados semana mente, ao longo de

todo o experimento.

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais utilizadas (g/100 g de dieta)

Ingredientes g/100 g
Amido de milho (gsp) 31,47
Amido dextrinizado 15,5
Sacarose 10,0
Caseina 15,1
Oleo (peixe ou soja) 18,0
Celulose 50
Mistura de vitaminas 1,0
Mistura de minerais 3,5
L-cistina 0,18
Bitartarato de colina 0,25

Fonte: Reeves et al., (1993).
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Tabela 2. Composicéo de acidos graxos dos 6leos de peixe e soja (%)

Acidos graxos Oleo de Peixe Oleo de Soja
Ci14.0 5,86 £ 0,06 NI
C15.0 0,22 £ 0,00 NI
Ci16.0 10,76 £ 0,30 7,75+ 0,16
C17.0 0,50+ 0,01 NI
C18.0 3,60+ 0,10 3,01+ 0,07
C20:.0 0,48 £ 0,03 NI
C22.0 NI 0,34+ 0,00
Cle:1l 6,60 = 0,15 NI

C18:1»-9 9,98 + 0,56 21,36 = 0,50
C20:1 1,08 + 0,20 NI
C20:2 3,05+0,17 NI

C18:2m0-6 2,78 £ 0,09 60,75+ 1,79

C20:40-6 0,73+ 0,04 NI

C22:20-6 0,87 £ 0,02 NI

C18:3m-3 0,80+ 0,04 6,93+0,11

C20:5m-3 24,01+ 1,07 NI

C22:6m-3 190,82+ 1,15 NI

Total m-6 4,37+ 0,15 60,75+ 1,79

Total -3 44,63 £ 2,24 6,93+0,11

A composicdo de acidos graxos foi determinada conforme descrito em Materiais e

Métodos. Resultados expressos como média + desvio-padréo de 3 repeticbes. NI = N&o

identificado.

2.2. Inducéo da Carcinogénese Colorretal

O agente quimico utilizado para a inducdo da carcinogénese colorretal foi 1,2-

dimetilhidrazina — DMH (Aldrich®, EUA), preparado imediatamente antes do uso, sendo

dissolvido em solugdo de NaCl 0,9% com 1,5% de EDTA e o pH final gjustado para 6,5
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com uma solucéo de NaOH 1 N (Larangeira et al., 1998). Todos os animais receberam
quatro injecdes subcutaneas de DMH, em doses de 40 mg/kg de peso corporal, sendo duas
aplicagbes por semana em dias aternados (Rodrigues et al., 2002). Os animais foram
eutanasiados na trigésima quarta semana contada a partir da ultima aplicagdo da DMH,
apos jgum de 12 horas, por asfixia com gas carbdnico. O desenho experimental esta

esguematizado na Figura 1.

FCA, Tumores
Perfil de acidos graxos
Andlises bioquimicas
Ratos Wistar
com 11 sem

36 sem
Dietas experimentais (OPE. OP. OSE e OS)

Dietas experimentais: OP, 18% de 0leo de peixe;
OS, 18% de Gleo de soja;
OPE, 18% de 0leo de peixe + vitamina E (400 mg/Kg de dieta);
OSE, 18% de 6leo de soja + vitamina E (400 mg/Kg de dieta).

Figura 1 — Desenho experimental. Ratos Wistar com 11 semanas, foram divididos nos
grupos OPE (n=10), OP (n=10), OSE (n=10) e OS (n=6). A DMH foi administrada durante

duas semanas em quatro aplicacdes de 40 mg/kg de peso corporal cada.

O intestino grosso e o figado foram removidos dos animais. Foi retirado um fragmento
de 1,5 cm do intestino grosso para a andlise do perfil de acidos graxos. Esse fragmento do

intestino e o figado foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a 80 °C negativos,
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até as andlises. O sangue foi coletado para obtencdo do soro e plasma. As fezes foram

coletadas durante cinco dias que antecederam a eutanasia e mantidas a 20 °C negativos.

2.3. Contagem e Categorizagdo dos FCA

O intestino grosso foi removido para quantificacéo e categorizagdo dos FCA. Apés a
retirada, o intestino foi lavado em solucéo salina fisiolégica, aberto longitudinalmente pela
banda contra mesentérica, colocado em placas de parafina, com a mucosa voltada para a
parte superior da placa, tendo as extremidades fixadas por afinetes, e entdo o intestino foi
fixado em formol a 10%, por 24 horas. Apés afixacao, o intestino foi medido e dividido em
trés segmentos iguais denominados de segmento proximal, médio e dista em relacdo ao
ceco. Para a contagem dos FCA, os segmentos foram corados em solucéo de azul de
metileno a 0,1%, por dois minutos e lavados em tampéo fosfato. A contagem das leses foi
realizada por microscopia Optica com aumento de 10X, de acordo com a técnica de Bird
(1987). Os FCA foram contados em toda a superficie mucosa do intestino grosso, do ceco
ao reto, por dois observadores de maneira duplo-cega. A categorizagdo dos FCA foi com
base no nimero de criptas aberrantes por foco, ou sgja, focos com trés ou menos criptas e
focos com mais de trés criptas.

O percentua de reducdo dos FCA foi obtido pela seguinte férmula: Percentua de
Reducdo = 100 — (100/Poténcia de reducdo), sendo a poténcia de reducdo dos FCA
calculada, dividindo-se a média do nimero de FCA do grupo OS ou OSE pela média de

FCA do grupo OP ou OPE.
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2.4. Andlisedos Tumores

Os tumores foram computados e medidos (tamanho = altura + diametros), utilizando-se
um paquimetro. Os tumores intestinais fixados em formol foram preparados para andlise
histopatoldgica de forma convencional, desidratados em alcool, diafanizados em xilol e
incluidos em blocos de parafina para a realizagdo dos cortes de 4 um. Em seguida, as
l&minas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas em microscopio
Optico, nos aumentos de 10, 20 e 40X. Os tumores foram classificados em adenomas ou

carcinomas, de acordo com Pozharisski (1975).

2.5. Extracfo dos Lipidios e Andlise dos Acidos Graxos

Foi utilizado o método de Folch et a. (1957) para a extragdo dos lipidios totais do
colon, figado e fezes. A porcdo do colon analisada refere-se a regido entre os segmentos
médio e distal. Os extratos obtidos e os 0leos utilizados na confecgdo das dietas foram
saponificados e esterificados, segundo o método de Hartman & Lago (1973), sendo
acrescentado nesta etapa 0 &cido tridecanoico - C13:0 (Sigma-adrich®, EUA) como padréo
interno.

A identificagcdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por cromatografia
gasosa pela comparacdo dos tempos de retencdo dos ésteres das amostras com padrdes de
referéncia (Sigma-aldrich®, EUA), utilizando o cromatégrafo a gés GC 17 A
Shimadzu/Class GC 10, equipado com coluna cromatogréfica de silica fundida SP-2560 de
100 m e 0,25 mm de didmetro interno e detector de ionizagdo de chama. Os parametros de

programacao utilizados foram:



Materiais e Métodos

e Temperaturado detector: 270 °C;

e Temperaturado injetor: 250 °C;

e Temperatura da coluna: aquecimento a 10 °C/minuto de 180 a 240 °C,

permanecendo nesta temperatura por 10 minutos.
O gés de arraste foi 0 nitrogénio, fluxo da coluna de 0,6 mL/minuto, velocidade linear
de 14 cm/segundo, razéo da divisdo da amostra no injetor de 1:75, fluxo total de 52
mL/minuto e pressado da coluna de 167 Kpa.
A quantificacdo de cada acido graxo nas amostras foi realizada, utilizando-se as
seguintes equagoes (Satchithanandam et al., 2002):
Ri = (A(i))(Peso1z:0)/(A13.0)(Peso(i))
Ri é o fator resposta para cada acido graxo do padréo de referéncia; A(i) = area do écido
graxo do padréo; Pesoizo = peso (mg) do padrdo interno (C13:0); A1z = érea do padréo
interno (C13:0) e Peso(i) = peso (mg) do &cido graxo no padréo.
AGi = (A(i))( Pes0130)(1.006)/( A1z.0)(Ri)
AGi éaquantidade do éster metilico do &cido graxo naamostra; A(i) = areado écido graxo
na amostra; Pesoiz0 = peso (mg) do padréo interno (C13:0) na amostra; Az = area do
padrdo interno (C13:0) na amostra.
AG = (AGi)(Fac)

Multiplicou-se AGi pelo Fag (fator de converséo tedrico), convertendo o éster metilico em
seu correspondente acido graxo livre. O contelido de &cidos graxos foi expresso como

mg/100 mg de lipidio total presente nos 6leos, tecidos e nas fezes.
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2.6. Determinacéao das Aminas Bioativas

O perfil e os teores de aminas bioativas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina,
serotonina, agmatina, espermidina, espermina, 2-feniletilamina e triptamina) foram
investigados no tecido hepético de animais pertencentes aos grupos OPE e OSE. A extracdo
das aminas foi realizada de acordo com Vale & Gloria (1997). As aminas bioativas foram
separadas por cromatografia liguida de ata eficiéncia (CLAE) por pareamento de ions em
coluna de fase reversa e quantificadas por fluorimetria apés derivac@o pds coluna com o-
ftaldialdeido e detectadas por fluorescéncia a 340 e 450 nm de excitacdo e emissao,
respectivamente (Vale & Gloria, 1997). O cromatografo utilizado consistiu em
equipamento Shimadzu. Foi utilizada coluna uBondapak C,s de fase reversa (3,9 x 300
mm, 10 um) e pré-coluna uBondapak. Foram empregadas duas fases méveis no processo:
A, composta por solucdo tampao contendo acetato de sodio 0,2 M e octanossulfonato de
sodio 15 mM, com pH gustado para 4,9 com &cido acético glacia; e B, constituida por
acetonitrila. As fases moveis foram utilizadas num fluxo de 0,8 mL/minuto e o gradiente de
eluicdo (tempo (minuto)/ % B) foi 0,01/11; 13/11; 19/26; 24/11; 45/11 e término aos 55
minutos. A identificagdo das aminas foi feita por comparagéo entre o tempo de retencéo dos
picos encontrados nas amostras com os da solucéo padréo, contendo as dez aminas. A
quantificacéo foi feita por interpolacdo em curva padréo para cada amina. Para a obtencéo
das concentracbes finais, os valores foram multiplicados pelo fator de correcéo
correspondente a cada amina para o figado, obtidos a partir dos percentuais de recuperacéo

das aminas.
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2.7. Determinacéo de a-Tocofer ol

A extracdo do a-tocoferol presente no plasma, figado e fezes foi baseada no método de
Ueda & lgarashi (1990), e o procedimento de determinacéo do a-tocoferol foi realizado em
aparelho para CLAE com detector espectrofotométrico UV-visivel de arranjos de diodos
(Shimadzu). Foi utilizada coluna Lichrospher, RP-18 (4,0 x 250 mm, 5 um). A fase mével
utilizada consistiu de uma mistura de acetonitrila, metanol e hexano na proporgao de 3:95:2
e o fluxo foi 1 mL/minuto com tempo de corrida de 10 minutos. O comprimento de onda
utilizado no detector correspondeu a absorbancia méaxima do a-tocoferol, 295 nm.

Para o preparo do padrdo vitaminico, foram utilizados 10 mg de a-tocoferol (Sigma-
Aldrich®, EUA), que foi dissolvido em etanol a 96%, resultando numa soluco estoque de
100 pg/mL. Em seguida, foi efetuada a varredura do espectro de absor¢do da solugéo
padréo na faixa ultravioleta, utilizando os comprimentos de onda de 190 a 350 nm. Para o
céculo da concentragdo real da solugdo padrdo, utilizou-se o coeficiente de absortividade
molar (E1%1cm) = 70,8. A partir das equagdes de regressao linear calculou-se os valores

das concentracdes de a-tocoferol nas amostras provenientes do plasma, figado e fezes.

2.8. Andlises Bioguimicas

Amostras de sangue coletadas ho momento da eutanasia foram centrifugadas (3500
rpm) por 15 minutos e o soro foi imediatamente utilizado para a andlise de proteina C
reativa (PCR), fosfatase alcalina, triacilglicerdis e colesterol total e fracbes. Todos os

parametros foram determinados por kits comerciais (Bioclin®, Brasil).
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2.9. Andlise Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat, na versdo 3.0, para andlise estatistica. As
comparagles entre trés ou mais grupos independentes foram realizadas por andlise de
variancia (ANOVA) para dados com a distribui¢go normal e pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis para os dados sem distribui¢cdo normal. Quando houve diferenca estatistica,
utilizaram-se os testes de comparagdes multiplas de Tukey (ANOVA) ou de Dunn (Kruskal
Wallis) para detectar os grupos que diferiram. O teste t foi utilizado para comparagéo do
teor de aminas bioativas e percentual de acidos graxos entre dois grupos independentes. O
teste exato de Fisher foi empregado na analise de incidéncia de tumores. O valor de p foi
fixado até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparagdes. Os
resultados foram expressos como meédia + desvio-padrédo e os dados sem distribuicdo

normal foram apresentados também como mediana.
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3. Resultados

3.1. Consumo das Dietas e Peso dos Animais

A adicdo da vitamina E e o tipo de 6leo (em quantidades isocal6ricas) ndo afetaram a
ingestdo alimentar e 0 peso dos animais, uma vez que ndo houve diferenca significativa no
consumo alimentar entre os grupos OP, OPE, OSE e OS (p>0,05) e a evolucéo do peso
também foi semelhante (p>0,05) ao longo do experimento. O consumo das dietas e a
evolugdo do peso dos animais estéo apresentados na Figura 2 e 3, respectivamente. Ocorreu

perda de um animal do grupo OS.

160 -

140 - T 1

120 -

Dieta (g)/semana

100 -
OPE OoP OSE oS

Figura 2 - Consumo semanal médio das dietas por animal. O consumo aimentar ndo
diferiu (p=0,813) entre 0s grupos submetidos a carcinogénese colorretal pela administracéo
da DMH. Oleo de peixe e vitamina E (OPE), 6leo de peixe (OP), 6leo de soja e vitamina E

(OSE) e dleo de soja (0S).
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Figura 3 - Evolucdo do peso médio mensal dos animais tratados com DMH. O peso foi

semel hante (p>0,05) entre os grupos 6leo de peixe e vitamina E (OPE), 6leo de peixe (OP),

Oleo de soja e vitamina E (OSE) e 6leo de soja (0S).

3.2. Focos de Criptas Aberrantes

O numero total e a categorizagdo dos FCA sdo apresentados na Tabela 3. A distribuicéo

dos FCA, por segmento, € apresentada na Tabela 4.

Tabela 3. Média do niUmero de FCA totais e categorizacdo das criptas no intestino grosso

de animais tratados com DMH

Focos de Criptas Aberrantes

Grupo Total
OPE 113,55 + 22,04°
OP 104,50 + 35,67°
OSE 214,60 + 58,85
0S 223,70 + 35,40

=3
90,55 + 14,99°

87,05 + 30,81°
184,35 + 46,50%

183,10 + 25,80%

>3

23,00 + 10,16®
17,45 + 11,34°
30,25 + 18,37%

40,60 + 14,11°

b M édias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Média do nimero de FCA, por segmento do intestino grosso, dos animais

tratados com DMH

FCA/segmento
Grupo Proximal Médio Distal
OPE 10,80 + 5,79% 56,45 + 16,27 46,30 + 22,26™
OP 8,00 + 3,08% 46,60 + 26,19™ 49,90 + 18,11™
OSE 18,80 + 11,34% 87,40 + 27,27 108,40 + 39,50
0S 18,50 + 5,99 94,20 + 13,15™ 111,00 + 31,31

b Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
*Y Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se que houve reducdo no nimero total de FCA nos grupos tratados com 6leo
de peixe (OP e OPE) em relagcdo aos grupos pertencentes ao 6leo de soja (OS e OSE). A
reducdo de FCA totais foi 53,3% para OP e 49,2% para OPE comparados ao grupo OS.
Também houve uma reducéo importante nos FCA totais dos grupos OP e OPE em relagéo
a0 OSE, 51,2% e 47,1%, respectivamente. Os segmentos médio e distal, de todos os grupos
experimentais, apresentaram maior nimero de FCA quando comparados ao proximal
(p<0,05).

Os grupos OP e OPE apresentaram redugdo no nimero de FCA com menos e mais de
trés criptas comparados aos grupos OS e OSE. Para o grupo OP, a reducgéo foi de 52,4%
(FCA=3) e 57,1% (FCA>3) em relagdo ao grupo OS e de 52,8% (FCA=3) e 42,2%

(FCA>3) em relagdo ao OSE. O grupo OPE apresentou reducéo de 50,7% (FCA=3) e
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43,2% (FCA>3) em relagdo ao grupo OS e de 50,7% (FCA=3) e 23,7% (FCA>3) em
relacdo ao OSE.

A adicdo da vitamina E na concentragdo de 400 mg/Kg de dieta ndo acarretou
diferenca significativa entre os grupos OP e OPE e nem entre OS e OSE, uma vez que 0s
FCA totais e 0 nUmero de FCA por segmento foram semelhantes (p>0,05). A vitamina E
também ndo acarretou diferenca significativa na incidéncia dos focos com mais de trés
criptas aberrantes entre 0s grupos com o mesmo tipo de 6leo. A Figura 4 apresenta FCA

observados na mucosa col6nica dos animais.

Figura 4 — Focos de criptas aberrantes (FCA) observados na superficie da mucosa colénica
corada com azul de metileno (0,1%) de ratos submetidos a carcinogénese colorretal.
Aumento de 100X. A - Dois FCA: um foco com quatro criptas aberrantes e um foco com
duas criptas aberrantes; B - Um foco com quatro criptas aberrantes (Oliveira & Chaves-

Dias, 2003).
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3.3. Tumores

A incidéncia de tumores e a multiplicidade (tumor/animal) sdo apresentadas na Tabela
5. A incidéncia de tumores no grupo OSE foi maior que nos grupos OP e OPE (p<0,05). A
multiplicidade de tumores também foi significativamente maior no grupo OSE em relacdo
aos grupos OP e OPE. Esse aumento na incidéncia e multiplicidade de tumores no grupo
OSE foi devido a formagdo de adenomas. O grupo OS apresentou maior incidéncia e
multiplicidade de tumores em relacéo aos grupos OP e OPE, entretanto, essa diferenca ndo
foi significativa (p>0,05). A incidéncia de carcinomas ndo apresentou diferenca entre os
guatro grupos. A Figura 5 apresenta tumores formados no intestino grosso dos animais. O
tamanho dos tumores (cm) n&o apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos

OPE (1,19 + 0,25), OP (1,20 + 0,32), OSE (1,12 + 0,49) e OS (1,18 * 0,37).

Tabela 5. Incidéncia e multiplicidade de tumores em ratos Wistar submetidos a

carcinogénese colorretal pelaDMH

Grupo Incidéncia detumor (% de animaiscom tumor) Multiplicidade de
Total Adenoma Carcinoma tumor*
OPE (n=10) 30° 20° 20° 0” (0,40 + 0,69)
OP (n=10) 30° 30° 0? 0Y (0,40 + 0,69)
OSE (n=10) 100° 100* 20° 1% (1,50 + 0,97)
OS (n=5) 60% 60% 40° 1Y (1,20 + 1,30)

b v/alores seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste exato de Fisher.

*Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo da multiplicidade de tumores entre os grupos
experimentais (p<0,05). *¥ Medianas (média + desvio-padrdo) seguidas da mesma letra, na
coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Dunn ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 5 — llustracdo fotografica dos tumores formados no intestino grosso de animais
submetidos a carcinogénese pela administracdo de DMH. Segmentos: (A) proximal, (B)

médio e (C) distal.



Resultados

3.4. Perfil de Acidos Graxos

A composicdo de &cidos graxos do célon, tecido hepatico e fezes nos diferentes grupos
experimentais, encontram-se nas Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente. Os grupos que
receberam 0Oleo de peixe apresentaram maior concentragcdo (p<0,05) de &cidos graxos ®-3
no célon e no tecido hepético quando comparados aos grupos pertencentes ao 6leo de soja.
O inverso ocorreu para os &cidos graxos -6. A excrecdo de acidos AGPI »-6 e -3 foi
semel hante entre os grupos estudados (Figura 6).

O écido a-linolénico (18:3w-3) apresentou-se em maior quantidade no tecido hepatico
dos grupos OSE e OS comparados aos animais dos grupos OP e OPE (p<0,05). Também
foi observada maior quantidade do AA no figado e cdlon dos grupos OSE e OS (p<0,05). O
EPA foi identificado somente no célon e figado dos grupos OPE e OP, enquanto o DHA foi
encontrado no tecido de todos os grupos experimentais, inclusive nas fezes. Entretanto, a
concentracdo de DHA foi maior (p<0,05) nos tecidos dos animais que receberam 6leo de

peixe (OP e OPE).
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Tabela 6. Perfil de acidos graxos no colon de ratos Wistar submetidos a carcinogénese

colorretal
Acidos graxos Per centual de &cidos gr axos
OPE OP OSE oS

C14:0 1,37 + 0,36° 1,38 + 0,562 NI NI
C15:0 0,15 + 0,032 0,18 + 0,052 NI NI
C16:0 8,06 + 1,20° 6,95 + 0,592 3,83+ 0,41° 3,97 +0,19°
C18:0 4,02 + 0,792 3,09 + 1,252 421 +1,13° 4,08 + 0,607
C16:1 2,65 + 0,56 2,60 + 0,552 NI NI
C18:10-9 7,75+ 1,87° 8,71 + 1,49° 4,39 + 0,65 502 + 1,75
C20:1 0,32 + 0,10° 0,37 + 0,08? NI NI
C18:2m-6 212+ 0,34° 224 + 0,56° 543 + 1,942 5,18 + 0,232
C20:30-6 NI NI 0,81 + 0,232 0,79 + 0,142
C20:4m-6 1,71+ 0,55° 1,58 + 0,43° 4,19 + 1,392 4,44+ 0,87%
C20:50-3 2,71 + 0,642 2.89 + 0,407 NI NI
C22:6m-3 547 + 0,832 5,59 + 0,29° 1,71+ 0,54° 1,96 + 0,47°

ANOVA ou teste t. *° Valores (média + desvio-padrdo) seguidos da mesma letra, na linha,
ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Grupos: 6leo de
peixe e vitamina E (OPE, n=6), éleo de peixe (OP, n=6), dleo de soja e vitamina E (OSE,

n=6) e 6leo de soja (OS, n=5). NI = N&o identificado.
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Tabela 7. Perfil de &cidos graxos no tecido hepético de ratos Wistar submetidos a

carcinogénese colorretal

Acidos graxos Per centual de &cidos gr axos

OPE OP OSE oS
C14:0 0,54 + 0,172 0,50 + 0,162 NI NI
C15:0 0,12 + 0,012 0,12 + 0,032 NI NI
C16:0 10,79 + 0,99% 9,96 + 2,112 11,09+ 0,94* 11,05+ 1,517
C18:0 599 + 1,072 553+ 1,142 440+ 1,112 5,23 + 0,802
C16:1 2,56 + 0,922 2,71+ 0,922 0,84 + 0,23 0,54 + 0,19°
C18:1m-9 9,82 + 0,832 10,48+ 0,94  12,28+0,88° 11,73+ 1,29%
C20:1 0,25 + 0,012 0,28 + 0,092 NI NI
C20:2 0,46 + 0,072 0,37 + 0,107 NI NI
C18:2m-6 4,23+ 0,98 3,52 +0,71° 32,99+287%° 29728+ 6,99°
C18:3m-6 NI NI 0,97 + 0,152 0,95+ 0,19°
C20:3mw-6 NI NI 0,64 + 0,112 0,52 + 0,112
C20:40-6 3,86 + 0,88" 3,08 + 0,65 7.50 + 1,032 7.66+ 1,182
C22:2m-6 0,64 + 0,142 0,58 + 0,162 NI NI
C18:3mw-3 0,69 + 0,24° 0,69 + 0,25° 1,99 + 0,29° 2,08 + 0,10°
C20:5m-3 9,80 + 2,652 10,04 + 2,247 NI NI
C22:60-3 2391+ 169° 19,60+ 3,93° 4,47 +0,83° 4,24+ 1,14°

ANOVA ou teste t. *° Valores (média + desvio-padrdo) seguidos da mesma letra, na linha,

ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Grupos: 6leo de

peixe e vitamina E (OPE, n=6), éleo de peixe (OP, n=6), dleo de soja e vitamina E (OSE,

n=6) e 6leo de soja (OS, n=5). NI = N&o identificado.
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Tabela 8. Perfil de é&cidos graxos nas fezes de ratos Wistar submetidos a carcinogénese

colorretal

Acidos graxos Per centual de &cidos gr axos

OPE OP OSE 0S

C14:0 1,03+ 0,16° 1,38 + 0,50° 0,23 + 0,01° 0,27 + 0,00°
C15:0 0,35 + 0,012 0,39 + 0,012 0,21+ 0,05° 0,23 + 0,03
C16:0 7,50 + 1,03 9,23 + 0,43° 7.20 + 0,55° 7.41 + 1,00°
C17:0 0,59 + 0,06° 0,70 + 0,032 0,23+ 0,01° 0,26 + 0,01°
C18:0 5,61 + 0,432 6,44 + 0,162 7,33+ 0,262 7,40 + 1,492
C20:0 0,60 + 0,08" 0,59 + 0,02° 0,77 + 0,02 1,11 + 0,18°
C22:0 0,49 + 0,07 0,39 + 0,03° 1,24 + 0,03 1,24 + 0,02%
C24:0 1,10 + 0,15% 0,67 + 0,09 1,06 + 0,15 1,36 + 0,08
C16:1 0,34 + 0,05 0,36 + 0,032 NI NI
C18:1m-9 1,39 + 0,24% 1,43+ 0,37% 211 + 0,392 233+ 0,25
C18:2m-6 0,62 + 0,06 0,57 + 0,07° 1,75 + 0,34% 1,34+ 0,13%®
C20:4m-6 NI NI 0,22 + 0,04 NI
C24:10-6 1,75+ 0,37° 1,90 + 0,23% 1,17 + 0,45° 1,29 + 0,12°
C22:6m-3 0,84 + 0,18? 0,52 + 0,112 0,98 + 0,382 1,22 +0,13°

ANOVA ou teste t. 2*°Valores (média + desvio-padrdo) sequidos da mesmalletra, nalinha,
ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Andlises feitas por
gaiola. Oleo de peixe e vitamina E (OPE, n=3), 6leo de peixe (OP, n=3), 6leo de soja e

vitamina E (OSE, n=3) e 6leo de soja (OS, n=2). NI = Nao identificado.



Resultados

(A) Cdlon
16% -
12% - «« * &

8% _ b b Ho-3

" * * O w-6
0 4

0% -
OPE OP OSE oS
(B) Figado

60%
a

a
40% | ** * % -
20% b ._b‘ O o-6
* *
0% -
oP OSE

OPE OS

(C) Fezes

4% - a
3% a a

206 - . . H »-3
19 * O »-6
0 | *

0% -

OPE OP OSE oS

Figura 6 - Percentual de AGPI »-6 e ®-3 no colon (A), tecido hepético (B) e fezes (C) dos
animais tratados com DMH. Valores expressos como média + desvio-padrdo. Barras com
mesma letra ou * ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
Oleo de peixe e vitamina E (OPE), 6leo de peixe (OP), 6leo de soja e vitamina E (OSE) e

Oleo de soja (0OS).
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3.5. Aminas Bioativas

Foram detectadas nas amostras de tecido hepético dos grupos OPE e OSE as aminas
bioativas espermina, espermidina e triptamina. Os valores encontrados estdo apresentados
na Tabela 9. N&o foi observada diferenca significativa nos teores destas aminas entre 0s

grupos.

Tabela 9. Tipos e teores de aminas bioativas no tecido hepatico dos grupos 6leo de peixe e

vitamina E (OPE) e 6leo de soja e vitamina E (OSE) submetidos a carcinogénese colorretal

pelaDMH.

Concentracgao de aminas (mg/100 g)
Aminas OPE OSE
Espermidina 3,08+ 1,15 3,15+ 0,50
Espermina 4,08 + 1,86 542+ 0,51
Triptamina 0,95+ 0,30 1,11 + 0,55

Teste t (p>0.05). Valores expressos como média + desvio-padrdo de andlise em duplicata.
OPE (n=6) e OSE (n=6). Limite de deteccao: 0,04mg/100g.

3.6. a-Tocoferal

Os valores de a-tocoferol do plasma, figado e fezes estdo apresentados na Tabela 10.
Foram observados niveis hepéticos mais el evados de a-tocoferol nos grupos que receberam
adicdo da vitamina E (p<0,05). Animais do grupo OSE excretaram maior quantidade de a-
tocoferol, enquanto o grupo OP apresentou menor excregdo (p<0,05). No plasma néo foi

encontrada diferencga significativa entre os grupos.
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Tabela 10. Niveis de a-tocoferol determinados por CLAE no plasma, figado e fezes de

ratos Wistar submetidos a carcinogénese colorretal

Grupos Teores de a-tocoferol
Plasma (ug/mL) Figado (mg/100 g) Fezes (mg/100 g)
OPE 4,31+ 0,68° 1,48 + 0,50% 2,23+ 0,42°
OP 3,88+ 0,87¢ 0,59 + 0,15 0,90 + 0,08°
OSE 4,92 +1,12° 1,34 + 0,39° 3,86 + 0,33°
oS 4,65 + 0,76 0,61+ 0,42° 1,93 £ 0,04°

As médias seguidas da mesmal letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.7. Analises Bioguimicas

Valores de colesterol total e fragbes (HDL, LDL e VLDL) etriacilglicerdis no soro dos
animais encontram-se na Tabela 11. As concentragbes médias do colesterol total e
triacilglicerois foram significativamente menores (p<0,05) nos grupos OPE e OP em
relagéo aos grupos OSE e OS. As fragdes HDL e VLDL foram menores nos grupos OPE e
OP guando comparados ao OSE. O grupo OS apresentou maior concentracdo sérica de

LDL em relagéo aos grupos OP e OPE.
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Tabela 11. Colesterol total e fracBes e triacilglicerdis de ratos Wistar submetidos a

carcinogénese colorretal

Valores expressos em mg/dL

OPE OoP OSE 0S
CT 37,00 + 9,16° 58,78+ 14,05 81,80 + 16,56° 82,75 + 8,54°
HDL 10,80 + 2,10° 16,11 + 4,99 26,30 + 8,56% 22,75 + 4,72%
LDL 14,88 + 7,30° 30,51 + 11,63° 34,84 + 7,52% 46,45 + 340°
VLDL 11,32+ 2,78° 12,16 + 4,14° 20,66 + 6,48 13,55 + 4,657
TG 56,65+ 13,80°  60,78+20,70° 103,30+ 32,40° 117,75+ 41,31°

CT = colesterol total; TG = triacilglicerol. Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O Oleo de peixe e a vitamina E ndo afetaram a concentragdo sérica de PCR, nem a
enzima fosfatase alcalina, uma vez que ndo foi encontrada diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos experimentais. Os valores de PCR e fosfatase alcalina no soro dos animais,

estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Mediana (média + desvio-padréo) de PCR e fosfatase alcalina dos animais

submetidos a carcinogénese colorretal .

Grupos PCR (mg/L) Fosfatase alcalina (U/L)
OPE 12,0(9,60 * 5,06) 88,0 (103,10 £ 33,59)
OoP 12,0 (10,67 * 4,00) 99,0 (115,33 £+ 32,71)
OSE 12,0 (10,80 + 3,79) 111,0 (102,30 + 28,85)
oS 12,0(9,00 * 6,00) 80,0 (93,25 + 30,80)

Teste de Kruskal-Wallis. PCR (p = 0,854) e Fosfatase alcalina (p = 0,399).
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4. Discussao

O presente estudo avaliou o efeito do consumo diario davitamina E e -3, administrado
sob a forma de Gleo de peixe, comparado com o 6leo de soja na carcinogénese colorretal
induzida pela DMH. A DMH, por interferir no processo de metilagdo do DNA € capaz de
induzir a formagdo de tumores no colon e reto, semelhantes aos encontrados em seres
humanos (Pories et al., 1993).

O dleo de peixe, consumido pelo periodo de trinta e seis semanas, incluindo as duas
semanas de indugdo do cancer, levou a uma redugdo significativa no nimero total de FCA
nos grupos OPE e OP em relagdo aos grupos OSE e OS, variando entre 47,1% a 53,3%.
Essa reducéo foi devida principalmente a diminui¢do dos focos com menos de trés criptas.
A multiplicidade das criptas, ou sgja, 0 grau de malignidade das lesdes foi menor no grupo
OP comparado ao OS. A vitamina E ndo interferiu no nimero total de FCA e nem no
processo de malignizagdo dos FCA nos grupos gque receberam o mesmo tipo de 6leo. Os
segmentos médio e distal dos quatro grupos estudados apresentaram maior niumero de FCA
conforme ja descrito por Rao et a. (2001) e Larangeira et al. (1998).

Para incidéncia e multiplicidade de adenomas, os resultados demonstraram que o 6leo
de peixe, adicionado ou ndo da vitamina E, possuiu agdo protetora quando comparado ao
0leo de soja mais a vitamina E (OSE). Em relacéo ao 6leo de soja puro (OS), houve uma
tendéncia na reducdo da incidéncia e multiplicidade de adenomas nos grupos OP e OPE,
mas sem diferenca estatistica. A incidéncia de carcinomas nédo foi afetada pelo tipo de dieta
consumida. A adi¢cdo da vitamina E ndo interferiu no desenvolvimento de tumores nos

grupos com o mesmo tipo de 6leo.
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Diversos trabalhos em modelos experimentais avaliaram o efeito do éleo de peixe na
carcinogénese colorretal, induzida quimicamente, pela DMH ou AOM. Chang et al. (1997)
constataram menor incidéncia de adenocarcinomas em ratos que receberam 6leo de peixe
(56,1%) em relacdo ao 6leo de milho (70,3%) durante 34 semanas, apds o tratamento com
AOM. A dietacom 6leo de peixe continha 11,5% de 6leo de peixe e 3,5% de 6leo de milho,
enquanto a outra dieta possuia 15% de 6leo de milho.

O efeito do déleo de peixe também foi examinado por Latham et al. (1999) em ratos
Wistar. Foram administradas trés injecdes de DMH em doses de 30 mg/Kg de peso
corporal, com intervalos de uma semana. Os ratos que receberam dieta com 6leo de peixe
numa concentracdo de 8%, por 48 horas, apos cada aplicagdo de DMH e mantidos desde
entdo, com dieta contendo 6leo de milho na concentragdo de 8%, por 18 semanas,
apresentaram reducdo de 50% no nimero total de FCA no célon distal comparados com os
ratos que ndo receberam o 6leo de peixe.

Rao et a. (2001) demonstraram que uma dieta tipicamente ocidental, contendo 20% de
lipidio rico em &cidos graxos saturados e AGPl »-6, tem um potencial quatro vezes maior
de promover a formagdo de adenocarcinomas em roedores do que dietas com uma
guantidade equivaente de lipidio porém, proveniente do 6leo de peixe. As dietas foram
fornecidas durante duas semanas que antecederam a aplicagdo do AOM e por mais 39
semanas, incluindo o periodo de inducdo da carcinogénese. O numero total e a
multiplicidade dos FCA e aincidéncia de tumores foram menores no grupo 6leo de peixe.

Coleman et a. (2002) avaliaram o 6leo de peixe e o0 6leo de semente de girassol no
processo de carcinogénese colorretal. Foi fornecida dieta com 10% de 6leo de peixe ou 6leo

de semente de girassol, além de mais 10% de banha de porco para todas as dietas,
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totalizando 20% de gordura. As dietas foram consumidas por um periodo de treze semanas,
incluindo as quatro semanas anteriores aindugdo da carcinogénese com AOM. Verificou-se
que o 6leo de peixe provocou uma reducédo de 19% no nimero de FCA, em relagdo a outra
fonte de lipideos.

Davidson et al. (2004) forneceram trés tipos de dietas para ratos tratados com AOM,
sendo: dieta w-6 (15% de 6leo de milho), dieta »-3 (11,5% de 6leo de peixe mais 3,5% de
Oleo de milho) e dieta ®-9 (11,5% de dleo de oliva mais 3,5% de 6leo de milho). Os
animais receberam as dietas durante trés semanas anteriores a administracdo da droga e por
mais 10 semanas apos a primeira aplicagdo do AOM. O grupo que recebeu Oleo de peixe
apresentou reducdo no nimero total e na multiplicidade dos FCA em relagdo aos demais
grupos.

Esses trabalhos utilizaram diversas concentragfes do 0leo de peixe, comparando sempre
com Oleos ricos em AGPlI »-6. O periodo de experimentacdo também variou entre os
trabalhos. No entanto, os resultados encontrados sugerem uma agdo protetora do 6leo de
peixe na carcinogénese colorretal conforme foi constatado pelo presente estudo.

A vitamina E, isoladamente, também tem sido investigada no desenvolvimento do
cancer colorretal. Chung et al. (2003) realizaram um trabalho com camundongos jovens e
velhos submetidos a administragdo de AOM e tratados com 500 mg de vitamina E/Kg de
dieta durante 16 semanas. A vitamina E ndo teve nenhum efeito no nimero de FCA
formado, tanto nos camundongos jovens quanto nos mais velhos.

Yao et al. (1996) constataram que a adicdo da vitamina E (200 mg/Kg de dieta) ndo
inibiu a indugéo e o crescimento dos FCA em ratos que receberam aplicacbes de AOM.

Reddy & Tanaka (1986), Temple & el-Khatib (1987) e Maziere et a. (1998) também ndo
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encontraram nenhum efeito da vitamina E na formagcdo de FCA e tumores induzidos
quimicamente em roedores. No presente trabalho, a vitamina E adicionada aos 6leos de
peixe ou soja também ndo demonstrou efeito no desenvolvimento do cancer colorretal. Jao
estudo de Toth & Patil (1983) demonstrou que a vitamina E aumentou a incidéncia de
tumores no cdlon e reto de camundongos tratados com DMH.

Ao contrario dos demais trabalhos, Cook & McNamara (1980) observaram que
camundongos alimentados com uma dieta rica em vitamina E (600 mg/Kg de dieta) tiveram
menor multiplicidade de tumores colorretais em relacéo aos camundongos alimentados com
uma dose de 10 mg/K g de dieta da vitamina, apds tratamento com DMH.

Os grupos que receberam 6leo de peixe (OP e OPE) apresentaram maior incorporagéo
de AGPI -3 na mucosa colénica e no tecido hepatico. Como a propor¢édo de AGPI
presentes nas membranas celulares determina o tipo dos eicosandides gerados, a reducéo de
AA e darelagdo de AA/EPA leva a formagdo dos eicosandides, série impar, derivados do
EPA e suprime a formacdo dos eicosandides provenientes do AA, como a PGE,. Os
eicosanoides derivados do EPA estéo associados a um aumento da apoptose e reducdo no
crescimento tumoral e s80 menos reativos que os el cosandides pro-inflamatérios derivados
do AA (Roynette et al., 2004). A PGE, pode promover a carcinogénese através da inibicéo
da apoptose e inducdo da proliferagdo celular e da angiogénese (Leahy et a., 2002; Pai et
al., 2003).

Apesar do 6leo de peixe possuir maior teor de EPA do que DHA, o cdlon e o tecido
hepatico dos grupos OP e OPE apresentaram maiores concentracfes de DHA, sugerindo
gue o EPA foi convertido a DHA pela enzima delta-6-dessaturase. As enzimas dessaturases

e elongases, que sdo comuns nas vias metabdlicas dos AGPI, possuem umamaior afinidade
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pelo ®-3 e, desta forma, 0 consumo destes &cidos graxos pode provocar uma inibicdo no
metabolismo dos AGPI -6 (Teitelbaum & Walker, 2001).

N&o foi encontrado EPA nos tecidos e fezes dos animais dos grupos OSE e OS
entretanto, foi constatada a presenca do DHA. Esses animais receberam 6leo de soja que
contém o &cido a-linolénico e que através de elongactes e dessaturacdes pode originar o
EPA e, conseqlentemente, o DHA. Os tecidos hepaticos dos grupos OSE e OS
apresentaram maiores concentracdes do écido a-linolénico em relagdo aos grupos OPE e
OP, devido ao maior teor desse &cido graxo no 6leo de soja quando comparado ao 6leo de
peixe.

O perfil de &cidos graxos nas fezes demonstrou que a excregdo de AGPIl »-6 e »-3 foi
semelhante entre os grupos experimentais, sugerindo grande aproveitamento dos AGPI
presentes nas dietas experimentais pelos animais.

Tem sido demonstrado que 0s AGPI -6 e -3 possuem efeitos regulatérios opostos na
expressao das proteinas ras (Davidson et al, 1999), Bcl-2 (Llor et a., 2003) e Bax (Cheng et
al., 2003) envolvidas na regulacéo da proliferacdo celular e apoptose, além de efeitos na
atividade da enzima éxido nitrico sintase induzida (iINOS) (Roynette et al., 2004). A iNOS
possui correlacdo positiva com a expressdo da COX-2 e com a angiogénese (Cianchi et a.,
2003; Cianchi et al., 2004). A ativagdo de iNOs com excesso na producdo de Oxido nitrico
pode ainda, inibir a atividade das enzimas de reparo do DNA e modular a atividade das
caspases e da p53 (Jaiswal et a., 2000). Narayanan et al. (2003) demonstraram que o0 DHA
pode reduzir a expresséo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) in vitro.

Neste estudo, o perfil e os teores das aminas bioativas foram investigados no tecido

hepatico dos grupos OPE e OSE, uma vez que estes grupos apresentaram diferenca
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significativa naincidéncia de tumores. As concentragoes de espermidina e esperminaforam
semelhantes entre OPE e OSE, enquanto a putrescina ndo foi detectada nos grupos. A
concentragdo da triptamina, uma amina bioativa que pode elevar a pressdo sanguinea,
também ndo apresentou diferenca entre os grupos. Estes resultados demonstraram que o
Oleo de peixe ndo alterou o perfil e os teores das aminas bioativas no tecido hepético de
animais submetidos a carcinogénese colorretal. Bartram et al. (1993) constataram que 0
Oleo de peixe reduziu a atividade da enzima ornitina decarboxilase (ODC) no célon de
individuos saudéveis. Rao & Reddy (1993) observaram reducdo na atividade da ODC no
tecido hepético e no colon de ratos submetidos a carcinogénese colorretal com AOM e
alimentados com uma dieta rica em 6leo de peixe (20,5%) e 6leo de milho (3,0%). O grupo
controle recebeu somente 6leo de milho (23,5%). As dietas foram consumidas por quatro
semanas, sendo gque nas duas Ultimas semanas foi administrado o AOM. A atividade da
ODC foi avaliada no quinto dia apos a ultima aplicagdo da droga. A ODC € uma enzima
limitante na biossintese das aminas putrescinag, espermidina e espermina, que por sua vez,
estdo envolvidas com o crescimento e fungbes celulares. Tém sido encontradas
concentracOes elevadas destas aminas em tumores colorretais de ratos tratados com DMH e
de humanos devido ao aumento na atividade da ODC (Lamuraglia et al., 1986; Shigesawa
et al., 1998).

O a-tocoferol proveniente da dieta € armazenado em varios tecidos, especialmente no
figado, justificando os niveis hepéticos mais elevados nos grupos que receberam adicéo da
vitamina E. Apesar dessa maior incorporagao da vitamina pelos grupos OPE e OSE, néo foi
observado um efeito da vitamina E adicionada ao 6leo de peixe ou de soja, ricos em AGPI,

na carcinogénese colorretal. A maior excregdo fecal do a-tocoferol pelo grupo OSE pode
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ser explicada pela adi¢do da vitamina E a dieta, aém do proprio 6leo de soja ser fonte da
vitamina. No plasma ndo foi encontrada diferenca entre 0s grupos, pois 0 processo de
incorporacdo do a-tocoferol no plasma é um processo saturavel, ocorrendo uma limitagdo
na sua concentracao independente daingestéo alimentar (Traber et a., 1998).

O efeito positivo do dleo de peixe na modulagdo dos niveis séricos de triacilglicerdis e
colesterol total encontrado neste trabalho, também foi constatado por outros estudos, tanto
em animais quanto em humanos (Ide et al., 2000; Aguilera et al., 2004; Robert, 2005). Os
AGPI -3 podem inibir a atividade da diacilglicerol aciltransferase, enzima catalisadora na
sintese de triacilglicer6is (Rustan et al., 1988). Baasubramaniam et a. (1985)
demonstraram que ratos alimentados com 6leo de peixe apresentaram menor concentragéo
serica de colesterol total devido ao aumento na excregdo de colesterol pelabile.

A reducdo no valor de colesterol total dos grupos OP e OPE foi devido a diminuicdo na
quantidade de colesterol presente nas fragdes HDL, LDL e VLDL. O grupo OS apresentou
maior concentracdo sericade LDL em relagdo aos grupos OP e OPE. Aguilera et al. (2004)
também encontraram reducdo na fragdo LDL em ratos Wistar alimentados com 6leo de
peixe na dieta, em relacdo ao grupo controle que recebeu uma mistura de 6leo de milho e
canola. Uma maior concentracdo de LDL pode levar a um aumento na formacéo de LDL
oxidada. Suzuki et a. (2004) encontraram uma relacdo positiva entre o nivel de LDL
oxidada no soro e o risco de desenvolvimento do cancer colorretal, uma vez que LDL
oxidada eleva a concentragdo de radicais livres e produtos da peroxidagéo lipidica.

A Proteina C reativa é uma proteina de fase aguda produzida no figado, sendo sua
concentracdo no soro um marcador ndo especifico de inflamac&o. Helzlsouer et al. (2006)

encontraram uma associagdo entre o nivel de PCR no soro e desenvolvimento do cancer de
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célon em humanos, acumulando evidéncias de que a inflamacdo esta envolvida na etiologia
do cancer de colon. No presente estudo o tipo de 6leo consumido e a vitamina E ndo
acarretaram diferencas significativas nas concentragdes séricas de PCR entre 0s grupos
experimentais. A enzima fosfatase alcalina tem sido utilizada como pardmetro de
diagnostico para doengas no figado, sendo um tecido que pode desenvolver metastase
decorrente do cancer colorretal (Kato et al., 2004). A adi¢cdo da vitamina E e o tipo de 6leo
utilizado nas dietas também n&o provocaram diferencas significativas nas concentragdes

dessa enzima entre 0s quatro grupos estudados no presente experimento.
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5. Conclusdes

Os resultados dessa investigagcdo evidenciam que dietas a base de 6leo de peixe possui
um potencial maior de protecdo na carcinogénese colorretal comparadas as dietas contendo
Oleo de soja com teor equivalente. Entretanto, a vitamina E na quantidade oferecida aos
animais ndo influenciou o processo. Houve maior incorporagcdo de EPA e DHA no cdlon e
tecido hepatico, o que pode modular a biossintese dos eicosandides e, conseqlientemente, a
génese do cancer colorretal. Em adicéo, o 6leo de peixe reduziu os valores de colesterol

total etriacilglicerais, justificando a presenca destes AGPI na dieta.
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