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RESUMO  

MOREIRA, Ana Paula Boroni. M.S. Universidade Federal de Viçosa, Julho de 2006. 
Interferências de ácidos graxos ômega-3 e vitamina E na carcinogênese 
experimental do cólon. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-
Orientadoras: Cristina Maria Ganns Chaves Dias e Céphora Maria Sabarense.  

O câncer colorretal ocupa um lugar de destaque mundial devido à sua alta incidência, 

sendo um dos tipos de câncer mais afetado pela dieta. Estudos experimentais sustentam a 

hipótese de que ácidos graxos -6 contribuem para o desenvolvimento do câncer colorretal, 

enquanto os ácidos graxos da série -3 possuem ação protetora. Entretanto, ácidos graxos 

polinsaturados (AGPI) -3 são particularmente suscetíveis ao ataque de radicais livres o 

que pode exacerbar o estresse oxidativo. Antioxidantes como a vitamina E têm sido 

utilizados para impedir a peroxidação lipídica. Este estudo teve como objetivo avaliar o 

efeito do óleo de peixe, rico em AGPI -3 (ácido eicosapentaenóico e ácido 

docosahexaenóico), e da vitamina E na carcinogênese 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: óleo de peixe e vitamina E (OPE), óleo de 

peixe (OP), óleo de soja e vitamina E (OSE) e óleo de soja (OS). Cada dieta continha 18% 

de óleo e a vitamina E foi oferecida na dose de 400 mg/Kg de dieta. As dietas e água foram 

consumidas ad libitum pelos animais durante 36 semanas, incluindo o período de indução 

da carcinogênese. O peso corporal e o consumo alimentar foram monitorados 

semanalmente. Foram analisados os focos de criptas aberrantes (FCA), tumores formados 

no intestino grosso e o perfil de ácidos graxos do cólon, tecido hepático e fezes. Aminas 

bioativas foram investigadas no tecido hepático dos grupos OPE e OSE. Foram ainda 

determinadas as concentrações de a-tocoferol no plasma, fígado e fezes e parâmetros 

bioquímicos (colesterol total e frações, triacilgliceróis, proteína C reativa e fosfatase 
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alcalina) no soro. O peso e consumo alimentar dos quatro grupos não apresentaram 

diferenças significativas ao longo do experimento. Houve redução no número total de FCA, 

sendo de 53.3% para OP e de 49.2% para OPE comparados ao grupo OS. Em relação ao 

OSE, a redução foi de 51.2% para OP e 47.1% para OPE. A incidência (%) e multiplicidade 

de tumores totais (média ± desvio-padrão) foram menores nos grupos OP (30% e 0.40 ± 

0.69) e OPE (30% e 0.40 ± 0.69) em relação ao grupo OSE (100% e 1.50 ± 0.97). Houve 

uma tendência na redução da incidência 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 adição da vitamina E não alterou os FCA, 

incidência e multiplicidade dos tumores formados entre os grupos que receberam o mesmo 

tipo de óleo. O perfil de ácidos graxos do cólon e tecido hepático demonstraram maior 

incorporação dos AGPI -3 nos grupos OPE e OP, enquanto nos grupos OSE e OS ocorreu 

aumento na concentração dos AGPI -6. A excreção dos AGPI -6 e -3 foi semelhante 

entre os grupos. As aminas bioativas espermidina, espermina e triptamina, detectadas no 

tecido hepático, foram semelhantes entre os grupos OPE e OSE. A concentração de a-

tocoferol no plasma foi semelhante entre os grupos, enquanto no fígado verificou-se maior 

concentração nos grupos OPE e OSE. A maior excreção fecal do a-tocoferol ocorreu no 

grupo OSE. Os parâmetros colesterol total e triacilgliceróis foram menores nos grupos OPE 

e OP. Já proteína C reativa e fosfatase alcalina foram semelhantes entre os grupos 

experimentais. Esses resultados sugerem que o óleo de peixe pode atuar de forma protetora 

na carcinogênese colorretal entretanto, a vitamina E, na quantidade oferecida, não 

demonstrou efeito. O óleo de peixe também reduziu a concentração sérica de colesterol 

total e triacilgliceróis.  
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ABSTRACT   

MOREIRA, Ana Paula Boroni. M.S. Universidade Federal de Viçosa, 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 biochemical parameters (total cholesterol 

and fractions, triacylglycerol, C-reactive protein and alkaline 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 I: 

Influência dos ácidos graxos polinsaturados -3 no câncer colorretal 

Resumo  

O câncer colorretal ocupa um lugar de destaque no Brasil e no mundo. A etiologia deste 

câncer é complexa, porém a sua ocorrência tem grande correlação com fatores nutricionais. 

O baixo consumo de vegetais frescos, cereais, peixe e o consumo elevado de calorias, 

gorduras e carnes vermelhas estão associados ao maior risco de desenvolvimento do câncer 

colorretal. O efeito da gordura na carcinogênese depende não somente da quantidade mas, 

também, da sua composição em ácidos graxos. Muitos estudos têm demonstrado que os 

ácidos graxos -3, especialmente o ácido eicosapentaenóico e o ácido docosahexaenóico, 

desempenham um papel protetor no desenvolvimento do câncer colorretal, enquanto os 

ácidos graxos da série -6 promovem a carcinogênese. Os estudos experimentais têm 

contribuído para a compreensão dos mecanismos de ação dos ácidos graxos -3 no câncer 

colorretal e as evidências indicam que podem modular a formação dos eicosanóides e 

influenciar a expressão de genes, moléculas transdutoras de sinais e a atividade de enzimas. 

Conseqüentemente, os ácidos graxos -3 podem afetar a proliferação e diferenciação 

celular, apoptose e angiogênese. Esta revisão tem como objetivo abordar aspectos 

relevantes dos ácidos graxos -3, bem como os mecanismos de ação desses nutrientes no 

desenvolvimento do câncer colorretal. 

Termos de indexação: tumores colorretais, óleo de peixe, ácido eicosapentaenóico, ácido 

docosahexaenóico, ácido araquidônico.  
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1. Introdução 

O câncer colorretal é a quarta causa mais comum de câncer no mundo, sendo a segunda 

em países desenvolvidos, com destaque para os países ocidentais. Os tumores malignos que 

acometem o cólon e o reto a cada ano somam cerca de 945 mil casos novos e a sobrevida 

média mundial estimada é de 44%. No Brasil, o número de casos novos de câncer de cólon 

e reto estimado em 2006 pelo Instituto Nacional de Câncer (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 freqüência deste câncer entre as regiões brasileiras por 

causa das características físicas, econômicas e sociais próprias de cada região, havendo 

discrepâncias em relação à expectativa de vida, exposição aos fatores de risco e acesso aos 

serviços de saúde. 

A prevenção do câncer colorretal tem tomado uma dimensão importante no campo da 

ciência, uma vez que a sua ocorrência tem grande correlação com fatores nutricionais. As 

evidências indicam que o elevado consumo de calorias, gorduras, carnes vermelhas e 

processadas e o baixo consumo de frutas, hortaliças, cereais e peixes associam-se ao 

aumento no risco de desenvolvimento do câncer colorretal (Reddy, 1993; WHO, 2003; 

INCA, 2005; Norat et al., 2005; Roberts & Barnard, 2005). 

Alguns nutrientes, especificamente os ácidos graxos da família -3, têm recebido 

atenção especial como possíveis agentes protetores na carcinogênese colorretal. 

Considerando a importância desses ácidos graxos na dieta, pretende-se com esta revisão 

apresentar possíveis mecanismos por meio dos quais os ácidos graxos -3 interferem no 

processo de carcinogênese colorretal.  



Revisão da Literatura 

   

3

2. Câncer Colorretal 

Neoplasia é definida como uma massa de tecido anormal, que não responde 

adequadamente aos sinais que regulam o crescimento e diferenciação celulares cujo 

crescimento, portanto, ocorre de forma desregulada em comparação com o tecido normal. 

O termo câncer engloba as neoplasias ou tumores malignos que além da desregulação do 

crescimento e diferenciação celulares apresentam a capacidade de invadir tecidos vizinhos 

e de crescer à distância gerando as metástases. 

No intestino grosso, podem ocorrer tanto neoplasias benignas (adenomas), quanto 

neoplasias malignas (carcinomas). A seqüência adenoma-carcinoma é a base para o 

desenvolvimento do câncer colorretal que origina-se a partir do epitélio das glândulas 

intestinais após acúmulo de mutações em seu material genético. Em um trabalho de revisão, 

Cotti et al. (2000) citam alguns genes envolvidos com a carcinogênese 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 alterações epiteliais na seqüência adenoma-carcinoma experimental 

foram denominadas criptas aberrantes (Bird, 1987). Os focos de criptas aberrantes (FCA) 

são lesões pré-neoplásicas localizadas na mucosa colônica que exibem alterações 

morfológicas como displasia e proliferação anormal. Os FCA podem ser observados e 

quantificados microscopicamente, sendo a contagem destes focos um marcador para o risco 

de desenvolvimento do câncer colorretal (Bird, 1995).  

Com o crescimento, as criptas aberrantes podem originar uma lesão polipóide visível 

que com o tempo pode apresentar alterações morfológicas, tornando-se menos diferenciada 
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e mais displásica até adquirir o fenótipo de um carcinoma, apresentando metástases. A 

progressão da doença é, geralmente, lenta, podendo levar décadas para que os tumores 

sejam detectáveis. O câncer colorretal ocorre com maior freqüência nos segmentos distais 

do cólon, e a maioria dos casos é diagnosticada em fases avançadas da doença (Saad-

Hossne et al., 2005). Nesta fase, as células cancerosas podem expandir através da camada 

muscular e formar metástase em outros tecidos, como fígado, pulmão e linfonodos (Kato et 

al., 2004). Aproximadamente 80% dos casos de câncer colorretal são esporádicos e os 

outros 20% são hereditários (Casimiro, 2002).  

Fatores de Risco  

Apesar da existência de fatores de risco de natureza hereditária na carcinogênese 

colorretal, a variabilidade mundial na sua incidência e mortalidade sugerem a existência 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 alto consumo de calorias,  

gorduras, carnes vermelhas, ácidos graxos trans e baixo consumo de frutas e hortaliças, 

estão relacionados com o risco de desenvolvimento do câncer colorretal (Terry et al., 

2001a; Slattery et al., 2002), justificando o alto índice desta doença em países ocidentais. 

A gordura vem recebendo considerável atenção como um possível fator de risco na 

etiologia do câncer colorretal. A gordura contribui com uma parte importante na 

alimentação humana e pode suprir cerca de 40% da ingestão energética na dieta ocidental. 
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Contudo, o efeito da gordura depende não somente da quantidade, mas também da sua 

composição, pois evidências científicas sugerem que certos ácidos graxos têm um papel 

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

3. Ácidos Graxos -3  

Existem três importantes famílias de ácidos graxos insaturados, cuja nomenclatura 

refere-se à posição da primeira dupla ligação, a partir do terminal metil da cadeia 

carbônica: ômega-3 (n-3), ômega-6 (n-6) e ômega-9 (n-9). A letra grega  também é 

utilizada no lugar da letra n, para descrever a contagem a partir da terminação metil.  

Os principais ácidos graxos polinsaturados (AGPI) da família -3 são: ácido a-

linolênico (a-LNA, 18:3 -3), ácido eicosapentaenóico (EPA, 20:5 -3) e o ácido 

docosahexaenóico (DHA, 22:6 -3) (Figura 1). O organismo humano não consegue 

sintetizar o ácido a-linolênico e o ácido linoléico (18:2 -6) devido a ausência das enzimas 

delta-15 e delta-12 dessaturases que são capazes de inserir duplas ligações no terceiro e 

sexto carbono, respectivamente, contados a partir do terminal metil. Dessa forma, é 

necessário obtê-los através da dieta para manter um pool adequado no organismo, sendo 

denominados como ácidos graxos “essenciais”. Esta capacidade de síntese pertence ao 

reino vegetal.       
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Figura 1 - Estrutura química dos principais ácidos graxos da família -3.  

O óleo de peixe possui elevada concentração dos ácidos graxos EPA e DHA. Peixes e 

frutos do mar também são fontes desses AGPI. As várias espécies de peixes possuem 

diferenças quanto às concentrações dos ácidos graxos -3, devido às influências ambientais 

(temperatura, salinidade e profundidade na qual vivem), sendo um reflexo também da sua 

alimentação. Peixes com maior conteúdo de EPA e DHA são aqueles de água fria e 

profunda (Rose & Connolly, 1999; Larsson et al., 2004). Já o ácido a-linolênico é 

encontrado em sementes de linhaça, vegetais folhosos de coloração verde-escuro, óleos de 

oliva, soja, canola e perila. Os óleos vegetais como o de milho, girassol, açafrão e soja têm 

o ácido graxo linoléico como componente principal (Bartsch et al., 1999; Roynette et al., 

2004). 

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

menos 20 ou 22 carbonos e dessaturados pela introdução de dupla ligação na cadeia 

Ácido a-linolênico (a-LNA, 18:3 -3) 

Ácido eicosapentaenóico (EPA, 20:5 -3) 

Ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6 -3) 
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carbônica, dando origem a outros ácidos graxos de cadeia longa. Estas reações são 

mediadas pelas enzimas elongases e dessaturases. O ácido linoléico é precursor do ácido -

linoléico (GLA, 18:3 -6), ácido dihomo- -linoléico (DGLA, 20:3 -6) e do ácido 

araquidônico (AA, 20:4 -6), enquanto o ácido a-LNA pode ser convertido em EPA e 

DHA.  

A proporção de -6 e -3 na dieta é importante, embora ainda não se tenha 

determinado uma relação ótima. Ao longo do tempo tem ocorrido um aumento da ingestão 

de gordura e substituição dos ácidos graxos alimentares com maior consumo do -6 em 

relação ao -3 (Bartsch et al., 1999). Entre os ácidos graxos da família -3, o ácido a-LNA 

é o mais consumido na dieta ocidental, sendo 1-5 g/dia (Burdge & Wootton, 2002). A 

Organização Mundial da Saúde (2003) em seu relatório sobre dieta, nutrição e prevenção de 

doenças crônicas recomenda uma ingestão de 5% a 8% das calorias totais provenientes do 

-6, enquanto 1% a 2% oriundas do -3. 

Tem sido sugerida a combinação de AGPI -3 com a vitamina E, um dos principais 

antioxidantes lipossolúveis, como forma de evitar a peroxidação lipídica, uma vez que esses 

AGPI são propensos ao ataque de radicais livres. A peroxidação lipídica está associada ao 

desenvolvimento do câncer por acentuar o estresse oxidativo, causando danos ao DNA 

(Gasche et al., 2001; Fang et al., 2002). Contudo, são necessários estudos que avaliem essa 

interação entre AGPI -3 e vitamina E na prevenção do câncer colorretal.     

4. Ácidos Graxos -3 e Câncer Colorretal 

Diversos estudos já foram conduzidos com o objetivo de verificar o efeito dos ácidos 

graxos -3 no desenvolvimento do câncer colorretal. A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o 
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azoximetano (AOM) são drogas que têm sido freqüentemente utilizadas em modelos de 

carcinogênese colorretal em roedores. Essas substâncias podem interferir no processo de 

metilação do DNA e são capazes de induzir tumores no cólon e reto semelhantes aos 

encontrados em seres humanos (Pories et al., 1993). 

Chang et al. (1997) constataram uma menor incidência de adenocarcinomas em ratos 

tratados com óleo de peixe (56,1%) em relação ao óleo de milho (70,3%), durante 36 

semanas após a administração do AOM. O efeito do óleo de peixe também foi examinado 

por Latham et al. (1999) em ratos Wistar após administração da DMH. Houve um aumento 

da apoptose no tecido colônico, supressão da proliferação das criptas colônicas e redução 

no número e multiplicidade dos FCA nos animais pertencentes ao grupo óleo de peixe, 

quando comparados aos animais que receberam óleo de milho. 

Rao et al. (2001) demonstraram que uma dieta tipicamente ocidental com 20% de 

lipídio rico em ácidos graxos saturados e AGPI -6 tem um potencial quatro vezes maior 

de promover a formação de câncer no cólon de roedores, submetidos à administração de 

AOM, do que dietas com uma quantidade equivalente de lipídio proveniente do óleo de 

peixe. 

Coleman et al. (2002) avaliaram o efeito da combinação de diferentes tipos de fibras 

com óleo de peixe e o óleo de semente de girassol. Ao término do experimento, foi 

verificado que o óleo de peixe associado à a-celulose forneceram maior proteção aos ratos 

submetidos à carcinogênese colorretal com AOM. Davidson et al. (2004) estudaram o 

efeito de três dietas em ratos submetidos às aplicações de AOM. Cada dieta continha um 

tipo de óleo (óleo de peixe, oliva ou milho). O menor número de FCA encontrado foi no 
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grupo que recebeu óleo de peixe, sendo significativamente diferente do óleo de milho e do 

óleo de oliva. 

Llor et al. (2003) suplementaram as células humanas Caco-2 e HT-29 (células 

cancerosas do cólon) com óleo de oliva, óleo de peixe, ácido oléico e o ácido linoléico. A 

suplementação com óleo de peixe ou de oliva resultou na indução da apoptose e 

diferenciação celular. O ácido oléico e linoléico também induziram esses efeitos, porém de 

forma mais discreta. Redução na proliferação das células foi promovida somente pelo óleo 

de peixe. 

Cheng et al. (2003) realizaram uma intervenção dietética em pacientes 

polipectomizados com câncer colorretal. Os pacientes do grupo experimental foram 

recomendados a reduzir a ingestão de gordura para 20% do total de energia ingerida, 

diminuir o consumo de alimentos ricos em ácidos graxos -6 e aumentar a ingestão de 

alimentos que são fontes dos ácidos graxos -3, além de consumirem cápsulas de óleo de 

peixe. O grupo controle recebeu o aconselhamento para reduzir a ingestão de gordura para 

20% do total. Após 2 anos, foi constatado no grupo experimental um aumento significativo 

da apoptose na mucosa colônica. 

Estudos observacionais como os de Fernandez et al. (1999), Nkondjock et al. (2003b), 

Kojima et al. (2005) e Norat et al. (2005) encontraram associações entre o consumo de 

ácidos graxos -3 e a redução no risco de desenvolvimento do câncer colorretal. 

Entretanto, Slattery et al. (1997), Terry et al. (2001b) e Lin et al. (2004) não encontraram 

nenhuma associação entre os ácidos graxos -3 e o risco do câncer colorretal. 

Estudos experimentais têm contribuído para a compreensão da relação entre nutrição e 

câncer e mostram evidências de que os ácidos graxos -3 podem inibir a carcinogênese 
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colorretal através de diversos mecanismos. Entretanto, os estudos observacionais que 

tentam associar ácidos graxos -3 e câncer colorretal são muitas vezes inconclusivos e não 

encontram nenhuma associação. É importante ressaltar que alguns destes estudos possuem 

limitações que devem ser consideradas ao se analisar os seus resultados. Larsson et al. 

(2004) citam estas limitações envolvendo ácido graxo -3 e a prevenção do câncer, entre as 

quais: a idade da população estudada, a quantidade de ácido graxo -3 ingerida e a 

variabilidade na ingestão dentro de uma população. Alguns trabalhos avaliaram a 

quantidade total de peixe ingerida e não o seu conteúdo de -3. Existe uma grande variação 

no teor de -3 entre as espécies e até na parte do peixe que é consumida. Em um estudo 

realizado por Visentainer et al. (2000) com peixes marinhos da costa brasileira, pode-se 

constatar essa variação. Outra limitação seria o consumo de nutrientes como por exemplo, o 

AGPI -6, a relação -6/ -3 e as vitaminas antioxidantes que não são considerados e que 

podem influenciar a ação do -3.  

5. Possíveis Mecanismos de Ação dos Ácidos Graxos -3 no Câncer Colorretal 

Vários mecanismos têm sido propostos para a ação protetora do -3 na carcinogênese 

colorretal. Os AGPI possuem funções importantes no organismo humano, uma vez que 

compõem e modulam a fluidez das membranas, sinalização e interações celulares. Os AGPI 

são mobilizados dos fosfolipídios que compõem as membranas celulares pela ação das 

fosfolipases A2 e C, e subseqüentemente metabolizados em eicosanóides pelas 

cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX). Os eicosanóides como os prostanóides 

(prostaglandinas e tromboxanos) e os leucotrienos são moduladores potentes das respostas 

inflamatória e imune, desempenhando um papel crítico na agregação plaquetária, no 
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crescimento e na diferenciação celular. As COX dão origem às prostaglandinas e 

tromboxanos, enquanto as LOX aos leucotrienos. Os eicosanóides são derivados de ácidos 

graxos com 20 átomos de carbono como o DGLA, AA e EPA (Larsson et al., 2004) (Figura 

2). 
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Figura 2 - Metabolismo dos AGPI -3 e -6. LA (ácido linoléico), GLA (ácido -

linoléico), DGLA (ácido dihomo- -linoléico), AA (ácido araquidônico), a -LNA (ácido a -

linolênico), EPA (ácido eicosapentaenóico), DPA (ácido docosapentaenóico), DHA (ácido 

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

Existe uma competição entre -6 e -3 pelas enzimas dessaturases e elongases que são 

comuns tanto na via metabólica do -6 quanto na do -3. Uma outra competição entre os 

AGPI ocorre na presença das COX e LOX. Entretanto, essas enzimas possuem uma maior 

afinidade pelos AGPI -3 que serão preferencialmente metabolizados e conseqüentemente 

formarão eicosanóides da série 3 (prostaglandinas e tromboxanos) e 5 (leucotrienos) que 

estão associados a um aumento da apoptose e redução no crescimento tumoral e são menos 



Revisão da Literatura 

   

12

reativos que os eicosanóides pró-inflamatórios derivados do AA (Roynette et al., 2004). 

Lee et al. (1984) demonstraram que o leucotrieno B5 possui somente 5 a 10% da atividade 

do leucotrieno B4, um fator quimiotático e de agregação para os neutrófilos. 

As isoformas da COX incluem a COX-1, constitutivamente expressa em muitos tecidos, 

e a COX-2, forma induzida da enzima. A expressão da COX-2 é baixa ou nula, porém após 

estímulos pode aumentar consideravelmente (Zha et al., 2004). Níveis elevados de COX-2 

têm sido observados em tumores do cólon em humanos e em animais submetidos 

quimicamente à carcinogênese (Shao et al., 1999; Ceccarelli et al., 2005). Essa elevação da 

COX-2 indica um aumento na capacidade para a produção de PGE2 na presença do AA. A 

PGE2 pode promover a carcinogênese através da inibição da apoptose e indução da 

proliferação celular e da angiogênese (Leahy et al., 2002; Pai et al., 2003). Rao et al. (2001) 

constataram redução na expressão de COX-2 em tumores colorretais de animais tratados 

com óleo de peixe. 

A proporção de AGPI nas membranas celulares é o fator primário na regulação de quais 

eicosanóides serão gerados, sendo que essa proporção reflete a quantidade ingerida pela 

alimentação (Rose & Connolly, 1999). Assim, o aumento na ingestão de -3 resulta na 

diminuição dos eicosanóides pró-inflamatórios derivados do AA. 

Os ácidos graxos -3 também podem afetar a atividade de enzimas, moléculas 

transdutoras de sinais ou a expressão de genes que estão associados com funções vitais das 

células. Expressão da proteína ras foi 13% maior na mucosa colônica de ratos tratados com 

AOM e alimentados com dieta contendo óleo de milho em comparação aos animais que 

receberam o óleo de peixe (Davidson et al., 1999). As proteínas ras ativadas desempenham 

um papel importante na regulação da mitose, ativando em cadeia os reguladores da 
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proliferação celular. Uma maior expressão da proteína ras normal está relacionada com o 

desenvolvimento de tumores (Mangues et al., 1992). 

A expressão da proteína Bcl-2 foi reduzida nas células Caco-2 e HT-29 pela utilização 

do óleo de peixe (Llor et al., 2003). Essa proteína está envolvida com a inibição da 

apoptose. Cheng et al. (2003) constataram uma elevação na expressão da proteína Bax em 

indivíduos com câncer colorretal que fizeram uso do óleo de peixe. Essa proteína associa-se 

ao aumento da atividade apoptótica das células.  

Narayanan et al. (2003) demonstraram que o DHA pode reduzir a expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS) in vitro. Uma significativa correlação foi encontrada 

entre expressão de iNOS e COX-2. A produção de PGE2 também correlacionou com a 

atividade de iNOS (Cianchi et al., 2004). Outra correlação encontrada foi entre expressão 

de iNOS e angiogênese em pacientes com carcinoma colorretal (Cianchi et al., 2003). Essa 

enzima é responsável pela síntese do óxido nítrico a partir da L-arginina. O óxido nítrico é 

um mediador de processos intra e extracelulares, no entanto, é potencialmente tóxico, pois 

pode reagir com o oxigênio ou superóxidos, resultando em danos aos tecidos e ao DNA. A 

ativação de iNOs com excesso na produção de óxido nítrico pode ainda inibir a atividade 

das enzimas de reparo do DNA e modular a atividade das caspases e p53 (Jaiswal et al., 

2000). 

O óleo de peixe também tem demonstrado influenciar a atividade da enzima ornitina 

decarboxilase (ODC). Bartram et al. (1993) observaram redução na atividade da ODC no 

cólon de indivíduos saudáveis que fizeram uso do óleo de peixe. Rao & Reddy (1993) 

constataram que o óleo de peixe suprimiu a atividade da ODC no fígado e cólon de ratos 

submetidos à carcinogênese colorretal com AOM, quando comparados aos animais do 
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grupo óleo de milho. A ODC é uma enzima limitante na biossíntese das poliaminas 

(putrescina, espermidina e espermina) que, por sua vez, estão envolvidas com o 

crescimento, renovação e metabolismo celular. Poliaminas têm sido encontradas em 

concentrações 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 ácidos graxos -3 sobre o fator de 

crescimento semelhante à insulina-II (IGF-II). O tratamento das células Caco-2 com EPA 

ou DHA levou a uma diminuição na secreção do fator de crescimento semelhante à 

insulina-II (IGF-II) e aumento na secreção da proteína ligadora do IGF-6 (IGFBP-6), com 

uma inibição da proliferação celular. Já o ácido linoléico aumentou o nível de IGF-II sem 

alteração na secreção de IGFBP-6, resultando em uma estimulação da proliferação das 

células Caco-2. Os IGF promovem o crescimento de várias células com ações autócrinas e 

parácrinas, enquanto as proteínas ligadoras do IGF (IGFBP) modulam as ações dos IGF. 

Um aumento na expressão de IGF-ll foi demonstrada por Freier et al. (1999) em pacientes 

com câncer colorretal. 

Os AGPI -3, EPA e DHA, têm demonstrado uma ação protetora contra o 

desenvolvimento do câncer colorretal por meio de vários mecanismos, afetando diversas 

fases da carcinogênese. Como a formação de tumores colorretais pode levar décadas para 

acontecer, torna-se necessário um consumo adequado e freqüente desses AGPI e desde 

idades mais jovens para que possam proteger no desenvolvimento do câncer. Vale ressaltar 

que o consumo do ácido a-LNA pode dar origem ao EPA e DHA no organismo, mas esta 

conversão é limitada no homem (Hussein et al., 2005),, sendo assim, importante o consumo 

de alimentos que são fontes de EPA e DHA. 
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6. Conclusões 

Diversos mecanismos de ação dos ácidos graxos –3, EPA e DHA, têm sido descritos 

na carcinogênese colorretal. Esses AGPI podem modular a biosíntesse dos eicosanóides, 

influenciar a expressão de genes, moléculas transdutoras de sinais e a atividade de enzimas. 

Como conseqüência, podem afetar a proliferação e diferenciação celular, apoptose e 

angiogênese, sugerindo um ação protetora desses nutrientes no desenvolvimento do câncer 

colorretal. Assim, é importante um consumo adequado e freqüente de AGPI –3, 

principalmente na forma de EPA e DHA. Esse consumo deve ser estimulado, uma vez que 

tem ocorrido um aumento na ingestão de gordura com forte predomínio dos AGPI –6 em 

relação aos AGPI –3.  

Considerando que grande parte dos estudos envolvendo AGPI –3 e câncer colorretal 

tem sido realizada com modelos animais ou in vitro, há necessidade de mais trabalhos que 

avaliem os mecanismos de ação desses AGPI –3 em humanos e a interação com outros 

nutrientes.           
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ARTIGO II: 

Ácidos graxos -3 e vitamina E: efeitos na carcinogênese experimental do cólon 

induzida por 1,2-dimetilhidrazina  

Resumo 

O câncer colorretal ocupa um lugar de destaque mundial devido à sua alta incidência, 

sendo um dos tipos de câncer mais afetado pela dieta. O consumo da vitamina E e dos óleos 

de peixe e soja foi avaliado na formação de focos de criptas aberrantes (FCA) e tumores em 

ratos Wistar submetidos à carcinogênese colorretal pela aplicação da 1,2-dimetilhidrazina. 

Os animais foram divididos em quatro grupos: óleo de peixe e vitamina E (OPE), óleo de 

peixe (OP), óleo de soja e vitamina E (OSE) e óleo de soja (OS). Cada dieta continha 18% 

de óleo 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 redução 

no número total de FCA quando comparados aos grupos OSE e OS. A incidência e 

multiplicidade de tumores formados foram menores nos grupos OP e OPE, em relação ao 

grupo OSE. Houve uma tendência na redução da incidência e multiplicidade de tumores 

nos grupos OPE e OP quando comparados ao grupo OS. A adição da vitamina E não 

alterou os FCA, incidência e multiplicidade dos tumores entre os grupos que receberam o 

mesmo tipo de óleo. O perfil de ácidos graxos do cólon e tecido hepático demonstraram 

maior incorporação dos AGPI -3 nos grupos OPE e OP, enquanto nos grupos OSE e OS 

ocorreu aumento na concentração dos AGPI -6. A excreção dos AGPI -6 e -3 foi 

semelhante entre os grupos experimentais. As aminas bioativas espermidina, espermina e 

triptamina, detectadas no tecido hepático, foram semelhantes entre os grupos OPE e OSE. 
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Verificou-se maior concentração de a-tocoferol no tecido hepático dos grupos OPE e OSE. 

Os parâmetros colesterol total e triacilgliceróis foram menores nos grupos OPE e OP. A 

proteína C reativa e a fosfatase alcalina foram semelhantes entre os grupos estudados. Esses 

resultados sugerem que o óleo de peixe pode atuar de forma protetora no desenvolvimento 

do câncer colorretal, independente da vitamina E. 

Termos de indexação: focos de criptas aberrantes, tumores, óleo de peixe, ácidos graxos 

polinsaturados, vitamina E.            
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1. Introdução 

O câncer colorretal destaca-se mundialmente pela morbidade e mortalidade elevadas 

porém, situa-se entre os cânceres mais passíveis de prevenção por meio do rastreamento e 

da adoção de hábitos alimentares adequados. A ocorrência deste câncer tem grande 

correlação com fatores nutricionais (Reddy, 1993; Slattery et al., 2002; WHO, 2003; 

Roberts & Barnard, 2005). Estudos indicam que ácidos graxos específicos podem modular 

o desenvolvimento do câncer colorretal (Nkondjock et al., 2003; Fernandez et al., 1999). 

Em geral, dietas ricas em ácidos graxos polinsaturados (AGPI) -6 promovem o 

desenvolvimento do câncer, 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 são ricas em 

AGPI -6 e pobres em -3. 

O óleo de peixe é rico em AGPI -3 e os mais comuns são o ácido eicosapentaenóico 

(EPA, 20:5 -3) e o ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6 -3). Esses AGPI estão 

envolvidos em vários processos biológicos e podem proteger contra o desenvolvimento do 

câncer colorretal, uma vez que modulam a resposta inflamatória e imune (Lands, 1992). A 

composição de ácidos graxos nos tecidos é reflexo do tipo de lipídio presente na 

alimentação (Hendrickse et al., 1995). Conseqüentemente, a proporção de AGPI nas 

membranas celulares será o fator primário na regulação de quais eicosanóides serão gerados 

(Rose & Connolly, 1999). Assim, aumento na ingestão de -3 resulta na diminuição da 

formação dos eicosanóides pró-inflamatórios derivados do ácido araquidônico (AA, 20:4 -

6). Os AGPI -3 também podem influenciar a expressão de genes, moléculas transdutoras 

de sinais e a atividade de enzimas como a óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e a ornitina 



Introdução 

   

27

decarboxilase (ODC) (Lamuraglia et al., 1986; Davidson et al, 1999; Narayanan et al., 

2003; Cheng et al., 2003; Llor et al., 2003). 

A enzima ODC promove a decarboxilação da ornitina, originando a putrescina e que 

por sua vez, pode ser convertida em espermidina e espermina. Essas aminas são essenciais 

para o crescimento, renovação e metabolismo celular (Medina et al., 2003) e tem sido 

sugerido que no ciclo celular regulam a degradação de ciclinas (Thomas &  Thomas, 2001) 

e os “checkpoints” (Kramer et al., 2001; Oredsson, 2003). Células cancerosas têm 

apresentado concentrações elevadas de putrescina, espermidina e espermina devido ao 

aumento da ODC e a inibição na biossíntese dessas aminas tem sido utilizada como 

estratégia de tratamento do câncer (Wallace et al., 2003) 

Como os ácidos graxos -3 possuem insaturações na molécula, tornam-se propensos à 

peroxidação que se inicia pelo ataque de algumas espécies reativas, levando à formação de 

radicais de ácidos graxos que ao reagirem espontaneamente com o oxigênio originam 

radicais peroxila. A propagação da reação em cadeia da peroxidação lipídica pode ocorrer 

pela retirada dos átomos de hidrogênio e formação de hidroperóxidos e novos radicais de 

ácidos graxos. Assim, ocorre oxidação de mais moléculas de ácidos graxos, acentuando o 

estresse oxidativo (Fang et al., 2002). O estresse oxidativo tem sido considerado um fator 

importante no desenvolvimento do câncer por causar danos ao DNA (Guyton & Kensler, 

1993; Gasche et al., 2001).  

A vitamina E atua como um dos principais antioxidantes lipossolúveis ao transferir seu 

hidrogênio fenólico para o radical peroxila do AGPI peroxidado. Desta forma, essa 

vitamina pode impedir a reação em cadeia e prevenir a peroxidação de outros AGPI nas 

membranas celulares (Fang et al., 2002). 
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O desenvolvimento do câncer colorretal envolve vários processos de alterações 

genotípicas e fenotípicas, que morfologicamente podem se apresentar como alterações 

microscópicas discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA). Os 

FCA são considerados lesões pré-neoplásicas da mucosa colônica, utilizados como 

marcadores para o risco de desenvolvimento do câncer colorretal e podem ser induzidos, 

quimicamente, pela administração dos carcinógenos 1,2-dimetilhidrazina (DMH) ou 

azoximetano (AOM) em animais de experimentação (Bird, 1987; Bird, 1995). 

Este estudo investigou o efeito do óleo de peixe e vitamina E na carcinogênese 

colorretal induzida pela DMH em ratos Wistar, comparado com o do óleo de soja em 

quantidades isocalóricas. Foram feitas análises dos FCA e dos tumores. O  perfil de ácidos 

graxos do cólon, fígado e fezes foi traçado e aminas bioativas e outros biomarcadores 

foram avaliados  
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2. Materiais e Métodos 

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 248,5 ± 5,20 g. Os animais 

permaneceram no Biotério Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da 

Universidade Federal de Viçosa durante todo o período experimental, recebendo dieta e 

água ad libitum. Foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, contendo 3 a 4 

animais por gaiola, em ciclos de claro/escuro de 12 horas à temperatura de 23,7 ± 1,6°C e 

umidade relativa de 70,2 ± 7,5%. 

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

óleo de peixe + vitamina E: OPE (n=10); 

óleo de peixe: OP (n=10); 

óleo de soja + vitamina E: OSE (n=10); 

óleo de soja: OS (n=6). 

A composição das dietas experimentais (Tabela 1) foi baseada no American Institute of 

Nutrition (Reeves et al., 1993), seguindo o protocolo AIN-93M, recomendado para a 

manutenção de animais adultos. O conteúdo de AGPI -3 baseou-se na recomendação da 

Organização Mundial da Saúde (2003) de 1% das calorias totais provenientes desses ácidos 

graxos, correspondendo a 2 g de -3. Todas as dietas apresentaram o mesmo percentual 

lipídico, 18%, simulando a dieta ocidental. O -3 foi obtido na forma de cápsulas de 500 

mg de óleo de peixe (All Chemistry®, Brasil). A composição de ácidos graxos dos óleos 

utilizados (peixe e soja) é mostrada na Tabela 2. Para os grupos que receberam vitamina E, 

foram acrescentados 400 mg/Kg de dieta da vitamina (All Chemistry®, Brasil). A vitamina 
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E e os óleos foram adicionados às dietas na ausência de luz ultravioleta. Após a confecção 

das dietas na forma de pellets, estas foram armazenadas entre 0 a 4°C, protegidas da luz até 

o momento de sua utilização. As dietas foram consumidas por um período de 36 semanas. 

O consumo das dietas e o peso dos animais foram monitorados semanalmente, ao longo de 

todo o experimento.   

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

Ingredientes g/100 g 

Amido de milho (qsp) 31,47 

Amido dextrinizado 15,5 

Sacarose 10,0 

Caseína 15,1 

Óleo (peixe ou soja) 18,0 

Celulose 5,0 

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. Composição de ácidos graxos dos óleos de peixe e soja (%) 

Ácidos graxos Óleo de Peixe Óleo de Soja 

C14:0 5,86 ± 0,06 NI 

C15:0 0,22 ± 0,00 NI 

C16:0 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 

C16:1 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 

C18:2 -6 2,78 ± 0,09 60,75 ± 1,79 

C20:4 -6 0,73 ± 0,04 NI 

C22:2 -6 0,87 ± 0,02 NI 

C18:3 -3 0,80 ± 0,04 6,93 ± 0,11 

C20:5 -3 24,01 ± 1,07 NI 

C22:6 -3 19,82 ± 1,15 NI 

Total -6 4,37 ± 0,15 60,75 ± 1,79 

Total -3 44,63 ± 2,24 6,93 ± 0,11 

A composição de ácidos graxos foi determinada conforme descrito em Materiais e 

Métodos. Resultados expressos como média ± desvio-padrão de 3 repetições. NI = Não 

identificado.  

2.2. Indução da Carcinogênese Colorretal 

O agente químico utilizado para a indução da carcinogênese colorretal foi 1,2-

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

dissolvido em solução de NaCl 0,9% com 1,5% de EDTA e o pH final ajustado para 6,5 
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com uma solução de NaOH 1 N (Larangeira et al., 1998). Todos os animais receberam 

quatro injeções subcutâneas de DMH, em doses de 40 mg/kg de peso corporal, sendo duas 

aplicações por semana em dias alternados (Rodrigues et al., 2002). Os animais foram 

eutanasiados na trigésima quarta semana contada a partir da última aplicação da DMH, 

após jejum de 12 horas, por asfixia com gás carbônico. O desenho experimental está 

esquematizado na Figura 1.         

Dietas experimentais: OP, 18% de óleo de peixe;  

OS, 18% de óleo de soja; 

OPE, 18% de óleo de peixe + vitamina E (400 mg/Kg de dieta); 

OSE, 18% de óleo 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 aplicações de 40 mg/kg de peso corporal cada.  

O intestino grosso e o fígado foram removidos dos animais. Foi retirado um fragmento 

de 1,5 cm do intestino grosso para a análise do perfil de ácidos graxos. Esse fragmento do 

intestino e o fígado foram congelados em nitrogênio líquido e mantidos a 80 °C negativos, 
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até as análises. O sangue foi coletado para obtenção do soro e plasma. As fezes foram 

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

2.3. Contagem e Categorização dos FCA 

O intestino grosso foi removido para quantificação e categorização dos FCA. Após a 

retirada, o intestino foi lavado em solução salina fisiológica, 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 alfinetes, e então o intestino foi 

fixado em formol a 10%, por 24 horas. Após a fixação, o intestino foi medido e dividido em 

três segmentos iguais denominados de segmento proximal, médio e distal em relação ao 

ceco. Para a contagem dos FCA, os segmentos foram corados em solução de azul de 

metileno a 0,1%, por dois minutos e lavados em tampão fosfato. A contagem das lesões foi 

realizada por microscopia óptica com aumento de 10X, de acordo com a técnica de Bird 

(1987). Os FCA foram contados em toda a superfície mucosa do intestino grosso, do ceco 

ao reto, por dois observadores de maneira duplo-cega. A categorização dos FCA foi com 

base no número de criptas aberrantes por foco, ou seja, focos com três ou menos criptas e 

focos com mais de três criptas. 

O percentual de redução dos FCA foi obtido pela seguinte fórmula: Percentual de 

Redução = 100 – (100/Potência de redução), sendo a potência de redução dos FCA 

calculada, dividindo-se a média do número de FCA do grupo OS ou OSE pela média de 

FCA do grupo OP ou OPE.  
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2.4. Análise dos Tumores 

Os tumores foram computados e medidos (tamanho = altura + diâmetros), utilizando-se 

um paquímetro. Os tumores intestinais fixados em formol foram preparados para análise 

histopatológica de forma convencional, desidratados em álcool, diafanizados em xilol e 

incluídos em blocos de parafina para a realização dos cortes de 4 µm. Em seguida, as 

lâminas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas em microscópio 

óptico, nos aumentos de 10, 20 e 40X. Os tumores foram classificados em adenomas ou 

carcinomas, de acordo com Pozharisski (1975).  

2.5. Extração dos Lipídios e Análise dos Ácidos Graxos 

Foi utilizado o método de Folch et al. (1957) para a extração dos lipídios totais do 

cólon, fígado e fezes. A porção do cólon analisada refere-se à região entre os segmentos 

médio e distal. Os extratos obtidos e os óleos utilizados na confecção das dietas foram 

saponificados e esterificados, segundo o método de Hartman & Lago (1973), sendo 

acrescentado nesta etapa o ácido tridecanoico - C13:0 (Sigma-aldrich®, EUA) como padrão 

interno. 

A identificação dos ésteres metílicos dos ácidos graxos foi realizada por cromatografia 

gasosa pela comparação dos tempos de retenção dos ésteres das amostras com padrões de 

referência (Sigma-aldrich®, EUA), utilizando o cromatógrafo a gás GC 17 A 

Shimadzu/Class GC 10, equipado com coluna cromatográfica de sílica fundida SP-2560 de 

100 m e 0,25 mm de diâmetro interno e detector de ionização de chama. Os parâmetros de 

programação utilizados foram:  
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Temperatura do 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 gás de arraste foi o nitrogênio, fluxo da coluna de 0,6 mL/minuto, velocidade linear 

de 14 cm/segundo, razão da divisão da amostra no injetor de 1:75, fluxo total de 52 

mL/minuto e pressão da coluna de 167 Kpa.  

A quantificação de cada ácido graxo nas amostras foi realizada, utilizando-se as 

seguintes equações (Satchithanandam et al., 2002): 

Ri = (A(i))(Peso13:0)/(A13:0)(Peso(i)) 

Ri é o fator resposta para cada ácido graxo do padrão de referência; A(i) = área do ácido 

graxo do padrão; Peso13:0  = peso (mg) do padrão interno (C13:0); A13:0 = área do padrão 

interno (C13:0) e Peso(i) = peso (mg) do ácido graxo no padrão. 

AGi = (A(i))( Peso13:0)(1.006)/( A13:0)(Ri) 

AGi é a quantidade do éster metílico do ácido graxo na amostra; A(i) = área do ácido graxo 

na amostra; Peso13:0  = peso (mg) do padrão interno (C13:0) na amostra; A13:0 = área do 

padrão interno (C13:0) na amostra. 

AG = (AGi)(FAG) 

Multiplicou-se AGi pelo FAG (fator de conversão teórico), convertendo o éster metílico em 

seu correspondente ácido graxo livre. O conteúdo de ácidos graxos foi expresso como 

mg/100 mg de lipídio total presente nos óleos, tecidos e nas fezes.   
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2.6. Determinação 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 hepático de animais pertencentes aos grupos OPE e OSE. A extração 

das aminas foi realizada de acordo com Vale & Glória (1997). As aminas bioativas foram 

separadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) por pareamento de íons em 

coluna de fase reversa e quantificadas por fluorimetria após derivação pós coluna com -

ftaldialdeído e detectadas por fluorescência a 340 e 450 nm de excitação e emissão, 

respectivamente (Vale & Glória, 1997). O cromatógrafo utilizado consistiu em 

equipamento Shimadzu. Foi utilizada coluna Bondapak C18 de fase reversa (3,9 x 300 

mm, 10 m) e pré-coluna Bondapak. Foram empregadas duas fases móveis no processo: 

A, composta por solução tampão contendo acetato de sódio 0,2 M e octanossulfonato de 

sódio 15 mM, com pH ajustado para 4,9 com ácido acético glacial; e B, constituída por 

acetonitrila. As fases móveis foram utilizadas num fluxo de 0,8 mL/minuto e o gradiente de 

eluição (tempo (minuto)/ % B) foi 0,01/11; 13/11; 19/26; 24/11; 45/11 e término aos 55 

minutos. A identificação das aminas foi feita por comparação entre o tempo de retenção dos 

picos encontrados nas amostras com os da solução padrão, contendo as dez aminas. A 

quantificação foi feita por interpolação em curva padrão para cada amina. Para a obtenção 

das concentrações finais, os valores foram multiplicados pelo fator de correção 

correspondente a cada amina para o fígado, obtidos a partir dos percentuais de recuperação 

das aminas.   
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2.7. Determinação de a-Tocoferol 

A extração do a-tocoferol presente no plasma, fígado e fezes foi baseada no método de 

Ueda & Igarashi (1990), e o procedimento de determinação do a-tocoferol foi realizado em 

aparelho para CLAE com detector espectrofotométrico UV-visível de arranjos de diodos 

(Shimadzu). Foi utilizada coluna Lichrospher, RP-18 (4,0 x 250 mm, 5 µm). A fase móvel 

utilizada consistiu de uma mistura de acetonitrila, metanol e hexano na proporção 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 à absorbância máxima do a-tocoferol, 295 nm.  

Para o preparo do padrão vitamínico, foram utilizados 10 mg de a-tocoferol (Sigma-

Aldrich®, EUA), que foi dissolvido em etanol a 96%, resultando numa solução estoque de 

100  µg/mL. Em seguida, foi efetuada a varredura do espectro de absorção da solução 

padrão na faixa ultravioleta, utilizando os comprimentos de onda de 190 a 350 nm. Para o 

cálculo da concentração real da solução padrão, utilizou-se o coeficiente de absortividade 

molar (E1%1cm) = 70,8. A partir das equações de regressão linear calculou-se os valores 

das concentrações de a-tocoferol nas amostras provenientes do plasma, fígado e fezes.  

2.8. Análises Bioquímicas 

Amostras de sangue coletadas no momento da eutanásia foram centrifugadas (3500 

rpm) por 15 minutos e o soro foi imediatamente utilizado para a análise de proteína C 

reativa (PCR), fosfatase alcalina, triacilgliceróis e colesterol total e frações. Todos os 

parâmetros foram determinados por kits comerciais (Bioclin®, Brasil).   
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2.9. Análise Estatística 

Foi utilizado o software SigmaStat, na versão 3.0, para análise estatística. As 

comparações entre três ou mais grupos independentes foram realizadas por análise de 

variância (ANOVA) para dados com a distribuição normal e pelo teste não paramétrico de 

Kruskal Wallis para os dados sem distribuição normal. Quando houve diferença estatística, 

utilizaram-se os testes de comparações múltiplas de Tukey (ANOVA) ou de Dunn (Kruskal 

Wallis) para detectar os grupos que diferiram. O teste t foi utilizado para comparação do 

teor de aminas bioativas e percentual de ácidos graxos entre dois grupos independentes. O 

teste exato de Fisher foi empregado na análise de incidência de tumores. O valor de p foi 

fixado até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparações. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio-padrão e os dados sem distribuição 

normal foram apresentados também como mediana.   
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3. Resultados 

3.1. Consumo das Dietas e Peso dos Animais  

A adição da vitamina E e o tipo de óleo (em quantidades isocalóricas) não afetaram a 

ingestão alimentar e o peso dos animais, uma vez que não houve diferença significativa no 

consumo alimentar entre os grupos OP, OPE, OSE e OS (p>0,05) e a evolução do peso 

também foi semelhante (p>0,05) ao longo do experimento. O consumo das dietas e a 

evolução do peso dos animais estão apresentados na Figura 2 e 3, respectivamente. Ocorreu 

perda de um animal do grupo OS.         

Figura 2 - Consumo semanal médio das dietas por animal. O consumo alimentar não 

diferiu (p=0,813) entre os grupos submetidos à carcinogênese colorretal pela administração 

da DMH. Óleo de peixe e vitamina E (OPE), óleo de peixe (OP), óleo de soja e vitamina E 

(OSE) e óleo de soja (OS).     
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Figura 3 - Evolução do peso médio mensal dos animais tratados com DMH. O peso foi 

semelhante (p>0,05) entre os grupos óleo de peixe e vitamina E (OPE), óleo de peixe (OP), 

óleo de soja e vitamina E (OSE) e óleo de soja (OS).   

3.2. Focos de Criptas Aberrantes 

O número total e a categorização dos FCA são apresentados na Tabela 3. A distribuição 

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

Tabela 3. Média do número de FCA totais e categorização das criptas no intestino grosso 

de animais tratados com DMH 

Focos de Criptas Aberrantes 

Grupo Total = 3 >3 

OPE 113,55 ± 22,04b 90,55 ± 14,99b 23,00 ± 10,16ab 

OP 104,50 ± 35,67b 87,05 ± 30,81b 17,45 ± 11,34b 

OSE 214,60 ± 58,85a 184,35 ± 46,50a 30,25 ± 18,37ab 

OS 223,70 ± 35,40a 183,10 ± 25,80a 40,60 ± 14,11a 

a,b Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 4. Média do número de FCA, por segmento do intestino grosso, dos animais 

tratados com DMH 

FCA/segmento 

Grupo Proximal Médio Distal 

OPE 10,80 ± 5,79aby 56,45 ± 16,27bx 46,30 ± 22,26bx 

OP 8,00 ± 3,08by 46,60 ± 26,19bx 49,90 ± 18,11bx 

OSE 18,80 ± 11,34ay 87,40 ± 27,27ax 108,40 ± 39,50ax 

OS 18,50 ± 5,99aby 94,20 ± 13,15ax 111,00 ± 31,31ax 

a,b Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
x,y Médias seguidas da mesma letra, na linha, não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  

Observa-se que houve redução no número total de FCA nos grupos tratados com óleo 

de peixe (OP e OPE) em relação aos grupos pertencentes ao óleo de soja (OS e OSE). A 

redução de FCA totais foi 53,3% para OP e 49,2% para OPE comparados ao grupo OS. 

Também houve uma redução importante nos FCA totais dos grupos OP e OPE em relação 

ao OSE, 51,2% e 47,1%, respectivamente. Os segmentos médio e distal, de todos os grupos 

experimentais, apresentaram maior número de FCA quando comparados ao proximal 

(p<0,05). 

Os grupos OP e OPE apresentaram redução no número de FCA com menos e mais de 

três criptas comparados aos grupos OS e OSE. Para o grupo OP, a redução foi de 52,4% 

(FCA=3) e 57,1% (FCA>3) em relação ao grupo OS e de 52,8% (FCA=3) e 42,2% 

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

relação ao OSE.  

A adição da vitamina E na concentração de 400 mg/Kg de dieta não acarretou 

diferença significativa entre os grupos OP e OPE e nem entre OS e OSE, uma vez que os 

FCA totais e o número de FCA por segmento foram semelhantes (p>0,05). A vitamina E 

também não acarretou diferença significativa na incidência dos focos com mais de três 

criptas aberrantes entre os grupos com o mesmo tipo de óleo. A Figura 4 apresenta FCA 

observados na mucosa colônica dos animais.                 

Figura 4 – Focos de criptas aberrantes (FCA) observados na superfície da mucosa colônica 

corada com azul de metileno (0,1%) de ratos submetidos à carcinogênese 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 incidência de tumores e a multiplicidade (tumor/animal) são apresentadas na Tabela 

5. A incidência 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 relação 

aos grupos OP e OPE. Esse aumento na incidência e multiplicidade de tumores no grupo 

OSE foi devido à formação de adenomas. O grupo OS apresentou maior incidência e 

multiplicidade de tumores em relação aos grupos OP e OPE, entretanto, essa diferença não 

foi significativa (p>0,05). A incidência de carcinomas não apresentou diferença entre os 

quatro grupos. A Figura 5 apresenta tumores formados no intestino grosso dos animais. O 

tamanho dos tumores (cm) não apresentou diferença 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. Incidência e multiplicidade de tumores em ratos Wistar submetidos à 

carcinogênese colorretal pela DMH 

Incidência de tumor (% de animais com tumor) Grupo 

Total Adenoma Carcinoma 

Multiplicidade de 

tumor*  

OPE (n=10)

 

30b 20b 20a 0y (0,40 ± 0,69) 

OP (n=10) 30b 30b 0a 0 y (0,40 ± 0,69) 

OSE (n=10)

 

100a 100a 20a 1x (1,50 ± 0,97) 

OS (n=5) 60ab 60ab 40a 1xy (1,20 ± 1,30) 

a,b Valores seguidos da mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si pelo 

teste exato de Fisher.  

*Teste de Kruskal-Wallis para comparação da multiplicidade de tumores entre os grupos 

experimentais (p<0,05). x,y Medianas (média ± desvio-padrão) seguidas da mesma letra, na 

coluna, não diferem significativamente entre si pelo teste de Dunn ao nível de 5% de 

probabilidade. 
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Figura 5 – Ilustração fotográfica dos tumores formados no intestino grosso de animais 

submetidos à carcinogênese pela administração de DMH. Segmentos: (A) proximal, (B) 

médio e (C) distal.      
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3.4. Perfil de Ácidos Graxos 

A composição de ácidos graxos do cólon, tecido hepático e fezes nos diferentes grupos 

experimentais, encontram-se nas Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente. Os grupos que 

receberam óleo de peixe apresentaram maior concentração (p<0,05) de ácidos graxos -3 

no cólon e no tecido hepático quando comparados aos grupos pertencentes ao óleo de soja. 

O inverso ocorreu para os ácidos graxos -6. A excreção de ácidos AGPI  -6  e  -3 foi 

semelhante entre os grupos estudados (Figura 6). 

O ácido a-linolênico (18:3 -3) apresentou-se em maior quantidade no tecido hepático 

dos grupos OSE e OS comparados aos animais dos grupos OP e OPE (p<0,05). Também 

foi observada maior quantidade do AA no fígado e cólon dos grupos OSE e OS (p<0,05). O 

EPA foi identificado somente no cólon e fígado dos grupos OPE e OP, enquanto o DHA foi 

encontrado no tecido de todos os grupos experimentais, inclusive nas fezes. Entretanto, a 

concentração de DHA foi maior (p<0,05) nos tecidos dos animais que receberam óleo de 

peixe (OP e OPE).          



Resultados 

   

46

Tabela 6. Perfil de ácidos graxos no cólon de ratos Wistar submetidos à carcinogênese 

colorretal 

Percentual de ácidos graxos Ácidos graxos  

OPE OP OSE OS 

C14:0 1,37 ± 0,36a 1,38 ± 0,56a NI NI 

C15:0 0,15 ± 0,03a 0,18 ± 0,05a NI NI 

C16:0 8,06 ± 1,20a 6,95 ± 0,59a 3,83 ± 0,41b 3,97 ± 0,19b 

C18:0 4,02 ± 0,79a 3,09 ± 1,25a 4,21 ± 1,13a 4,08 ± 0,60a 

C16:1 2,65 ± 0,56a 2,60 ± 0,55a NI NI 

C18:1 -9 7,75 ± 1,87a 8,71 ± 1,49a 4,39 ± 0,65b 5,02 ± 1,75b 

C20:1 0,32 ± 0,10a 0,37 ± 0,08a NI NI 

C18:2 -6 2,12 ± 0,34b 2,24 ± 0,56b 5,43 ± 1,94a 5,18 ± 0,23a 

C20:3 -6 NI NI 0,81 ± 0,23a 0,79 ± 0,14a 

C20:4 -6 1,71 ± 0,55b 1,58 ± 0,43b 4,19 ± 1,39a 4,44 ± 0,87a 

C20:5 -3 2,71 ± 0,64a 2,89 ± 0,40a NI NI 

C22:6 -3 5,47 ± 0,83a 5,59 ± 0,29a 1,71 ± 0,54b 1,96 ± 0,47b 

ANOVA ou teste t. a,b Valores (média ± desvio-padrão) seguidos da mesma letra, na linha, 

não diferem significativamente entre si ao nível de 5% de probabilidade. Grupos: óleo de 

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

n=6) e óleo de soja (OS, n=5). NI = Não identificado.       
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Tabela 7. Perfil de ácidos graxos no tecido hepático de ratos Wistar submetidos à 

carcinogênese colorretal 

Percentual de ácidos graxos Ácidos graxos  

OPE OP OSE OS 

C14:0 0,54 ± 0,17a 0,50 ± 0,16a NI NI 

C15:0 0,12 ± 0,01a 0,12 ± 0,03a NI NI 

C16:0 10,79 ± 0,99a 9,96 ± 2,11a 11,09 ± 0,94a 11,05 ± 1,51a 

C18:0 5,99 ± 1,07a 5,53 ± 1,14a 4,40 ± 1,11a 5,23 ± 0,80a 

C16:1 2,56 ± 0,92a 2,71 ± 0,92a 0,84 ± 0,23b 0,54 ± 0,19b 

C18:1 -9 9,82 ± 0,83a 10,48 ± 0,94a 12,28 ± 0,88a 11,73 ± 1,29a 

C20:1 0,25 ± 0,01a 0,28 ± 0,09a NI NI 

C20:2 0,46 ± 0,07a 0,37 ± 0,10a NI NI 

C18:2 -6 4,23 ± 0,98b 3,52 ± 0,71b 32,99 ± 2,87a 29,28 ± 6,99a 

C18:3 -6 NI NI 0,97 ± 0,15a 0,95 ± 0,19a 

C20:3 -6 NI NI 0,64 ± 0,11a 0,52 ± 0,11a 

C20:4 -6 3,86 ± 0,88b 3,08 ± 0,65b 7,50 ± 1,03a 7,66 ± 1,18a 

C22:2 -6 0,64 ± 0,14a 0,58 ± 0,16a NI NI 

C18:3 -3 0,69 ± 0,24b 0,69 ± 0,25b 1,99 ± 0,29a 2,08 ± 0,10a 

C20:5 -3 9,80 ± 2,65a 10,04 ± 2,24a NI NI 

C22:6 -3 23,91 ± 1,69a 19,60 ± 3,93b 4,47 ± 0,83c 4,24 ± 1,14c 

ANOVA ou teste t. a,b Valores (média ± desvio-padrão) seguidos da mesma letra, na linha, 

não diferem significativamente entre si ao nível de 5% de probabilidade. Grupos: óleo de 

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

n=6) e óleo de soja (OS, n=5). NI = Não identificado.   
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Tabela 8. Perfil de ácidos graxos nas fezes de ratos Wistar submetidos à carcinogênese 

colorretal 

Percentual de ácidos graxos Ácidos graxos  

OPE OP OSE OS 

C14:0 1,03 ± 0,16b 1,38 ± 0,50a 0,23 ± 0,01c 0,27 ± 0,00c 

C15:0 0,35 ± 0,01a 0,39 ± 0,01a 0,21± 0,05b 0,23 ± 0,03b 

C16:0 7,50 ± 1,03a 9,23 ± 0,43b 7,20 ± 0,55b 7,41 ± 1,00b 

C17:0 0,59 ± 0,06b 0,70 ± 0,03a 0,23 ± 0,01c 0,26 ± 0,01c 

C18:0 5,61 ± 0,43a 6,44 ± 0,16a 7,33 ± 0,26a 7,40 ± 1,49a 

C20:0 0,60 ± 0,08b 0,59 ± 0,02b 0,77 ± 0,02b 1,11 ± 0,18a 

C22:0 0,49 ± 0,07b 0,39 ± 0,03b 1,24 ± 0,03a 1,24 ± 0,02a 

C24:0 1,10 ± 0,15a 0,67 ± 0,09b 1,06 ± 0,15a 1,36 ± 0,08a 

C16:1 0,34 ± 0,05a 0,36 ± 0,03a NI NI 

C18:1 -9 1,39 ± 0,24a 1,43 ± 0,37a 2,11 ± 0,39a 2,33 ± 0,25a 

C18:2 -6 0,62 ± 0,06bc 0,57 ± 0,07c 1,75 ± 0,34a 1,34 ± 0,13ab 

C20:4 -6 NI NI 0,22 ± 0,04 NI 

C24:1 -6 1,75 ± 0,37a 1,90 ± 0,23a 1,17 ± 0,45a 1,29 ± 0,12a 

C22:6 -3 0,84 ± 0,18a 0,52 ± 0,11a 0,98 ± 0,38a 1,22 ± 0,13a 

ANOVA ou teste t. a,b,c Valores (média ± desvio-padrão) seguidos da mesma letra, na linha, 

não diferem significativamente entre si ao nível de 5% de probabilidade. Análises feitas por 

gaiola. Óleo de peixe e vitamina E (OPE, n=3), óleo de peixe (OP, n=3), óleo de soja e 

vitamina E (OSE, n=3) e óleo de soja (OS, n=2). NI = Não identificado.        
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Figura 6 - Percentual de AGPI -6 e -3 no cólon (A), tecido hepático (B) e fezes (C) dos 

animais tratados com DMH. Valores expressos como média ± desvio-padrão. Barras com 

mesma letra ou * não diferem significativamente entre si ao nível de 5% de probabilidade. 

Óleo de peixe e vitamina E (OPE), óleo de peixe (OP), óleo de soja e vitamina E (OSE) e 

óleo de soja (OS). 
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3.5. Aminas Bioativas 

Foram detectadas nas amostras de tecido hepático dos grupos OPE e OSE as aminas 

bioativas espermina, espermidina e triptamina. Os valores encontrados estão apresentados 

na Tabela 9. Não foi observada diferença significativa nos teores destas aminas entre os 

grupos.  

Tabela 9. Tipos e teores de aminas bioativas no tecido hepático dos grupos óleo de peixe e 

vitamina E (OPE) e óleo de soja e vitamina E (OSE) submetidos à carcinogênese colorretal 

pela DMH. 

Concentração de aminas (mg/100 g) 

 

Aminas OPE OSE 

Espermidina 3,08 ± 1,15 3,15 ± 0,50 

Espermina 4,08 ± 1,86 5,42 ± 0,51 

Triptamina 0,95 ± 0,30 1,11 ± 0,55 

Teste t (p>0.05). Valores expressos como média ± desvio-padrão de análise em duplicata. 

OPE (n=6) e OSE (n=6). Limite de detecção: 0,04mg/100g.   

3.6. a-Tocoferol 

Os valores de a-tocoferol do plasma, fígado e fezes estão apresentados na Tabela 10. 

Foram observados níveis hepáticos mais elevados de a-tocoferol nos grupos que receberam 

adição da vitamina E (p<0,05). Animais do grupo OSE excretaram maior quantidade de a-

tocoferol, enquanto o grupo OP apresentou menor excreção (p<0,05). No plasma não foi 

encontrada diferença significativa entre os grupos.  



Resultados 

   

51

Tabela 10. Níveis de a-tocoferol determinados por CLAE no plasma, fígado e fezes de 

ratos Wistar submetidos à carcinogênese colorretal 

Teores de a-tocoferol Grupos 

Plasma (µg/mL) Fígado (mg/100 g) Fezes (mg/100 g) 

OPE 4,31 ±  0,68a 1,48 ± 0,50a 2,23 ± 0,42b 

OP 3,88 ± 0,87a 0,59 ± 0,15b 0,90 ± 0,08c 

OSE 4,92 ± 1,12a 1,34 ± 0,39a 3,86 ± 0,33a 

OS 4,65 ± 0,76a 0,61 ± 0,42b 1,93 ± 0,04b 

As médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si pelo 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  

3.7. Análises Bioquímicas 

Valores de colesterol total e frações (HDL, LDL e VLDL) e triacilgliceróis no soro dos 

animais encontram-se na Tabela 11. As concentrações médias do colesterol total e 

triacilgliceróis foram significativamente menores (p<0,05) nos grupos OPE e OP em 

relação aos grupos OSE e OS. As frações HDL e VLDL foram menores nos grupos OPE e 

OP quando comparados ao OSE. O grupo OS apresentou maior concentração sérica de 

LDL em relação aos grupos OP e OPE.        
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Tabela 11. Colesterol total e frações e triacilgliceróis de ratos Wistar submetidos à 

carcinogênese colorretal  

Valores expressos em mg/dL 

 
OPE OP OSE OS 

CT 37,00 ± 9,16c 58,78 ± 14,05b 81,80 ± 16,56a 82,75 ± 8,54a 

HDL 10,80 ± 2,10c 16,11 ± 4,99bc 26,30 ± 8,56a 22,75 ± 4,72ab 

LDL 14,88 ± 7,30c 30,51 ± 11,63b 34,84 ± 7,52ab 46,45 ± 3,40a 

VLDL 11,32 ± 2,78b 12,16 ± 4,14b 20,66 ± 6,48a 13,55 ± 4,65ab 

TG 56,65 ± 13,80b 60,78 ± 20,70b 103,30 ± 32,40a 117,75 ± 41,31a 

CT = colesterol total; TG = triacilglicerol. Médias seguidas da mesma letra, na linha, não 

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.   

O óleo de peixe e a vitamina E não afetaram a concentração sérica de PCR, nem a 

enzima fosfatase alcalina, uma vez que não foi encontrada diferença significativa (p>0,05) 

entre os grupos experimentais. Os valores de PCR e fosfatase alcalina no soro dos animais, 

estão apresentados na  Tabela 12.  

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

submetidos à carcinogênese colorretal. 

Grupos PCR (mg/L) Fosfatase alcalina (U/L) 

OPE 12,0 (9,60 ± 5,06) 88,0 (103,10 ± 33,59) 

OP 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. Discussão 

O presente estudo avaliou o efeito do consumo diário da vitamina E e -3, administrado 

sob a forma de óleo de peixe, comparado com o óleo de soja na carcinogênese colorretal 

induzida pela DMH. A DMH, por interferir no processo de metilação do DNA é capaz de 

induzir a formação de tumores no cólon e reto, semelhantes aos encontrados em seres 

humanos (Pories et al., 1993). 

O óleo de peixe, consumido pelo período de trinta e seis semanas, incluindo as duas 

semanas de indução do câncer, levou a uma redução significativa no número total de FCA 

nos grupos OPE e OP em relação aos grupos OSE e OS, variando entre 47,1% a 53,3%. 

Essa redução foi devida principalmente à diminuição dos focos com menos de três criptas. 

A multiplicidade das criptas, ou seja, o grau de malignidade das lesões foi menor no grupo 

OP comparado ao OS. A vitamina E não interferiu no número total de FCA e nem no 

processo de malignização dos FCA nos grupos que receberam o mesmo tipo de óleo. Os 

segmentos médio e distal dos quatro grupos estudados apresentaram maior número de FCA 

conforme já descrito por Rao et al. (2001) e Larangeira et al. (1998). 

Para incidência e multiplicidade de adenomas, os resultados demonstraram que o óleo 

de peixe, adicionado ou não da vitamina E, possuiu ação protetora quando comparado ao 

óleo de soja mais a vitamina E (OSE). Em relação ao óleo de soja puro (OS), houve uma 

tendência na redução da incidência e multiplicidade de adenomas nos grupos OP e OPE, 

mas sem diferença estatística. A incidência de carcinomas não foi afetada pelo tipo de dieta 

consumida. A adição da vitamina E não interferiu no desenvolvimento de tumores nos 

grupos com o mesmo tipo de óleo.  
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Diversos trabalhos em modelos experimentais avaliaram o efeito do óleo de peixe na 

carcinogênese colorretal, induzida quimicamente, pela DMH ou AOM. Chang et al. (1997) 

constataram menor incidência de adenocarcinomas em ratos que receberam óleo de peixe 

(56,1%) em relação ao óleo de milho (70,3%) durante 34 semanas, após o tratamento com 

AOM. A dieta com óleo de peixe continha 11,5% de óleo de peixe e 3,5% de óleo de milho, 

enquanto a outra dieta possuía 15% de óleo de milho.  

O efeito do óleo de peixe também foi examinado por Latham et al. (1999) em ratos 

Wistar. Foram administradas três injeções de DMH em doses de 30 mg/Kg de peso 

corporal, com intervalos de uma semana. Os ratos que receberam dieta com óleo de peixe 

numa concentração de 8%, por 48 horas, após cada aplicação de DMH e mantidos desde 

então, com dieta contendo óleo de milho na concentração de 8%, por 18 semanas, 

apresentaram redução de 50% no número total de FCA no cólon distal comparados com os 

ratos que não receberam o óleo de peixe.  

Rao et al. (2001) demonstraram que uma dieta tipicamente ocidental, contendo 20% de 

lipídio rico em ácidos graxos saturados e AGPI -6, tem um potencial quatro vezes maior 

de promover a formação de adenocarcinomas em roedores do que dietas com uma 

quantidade equivalente de lipídio porém, proveniente do óleo de peixe. As dietas foram 

fornecidas durante duas semanas que antecederam a aplicação do AOM e por mais 39 

semanas, incluindo o período de indução da carcinogênese. O número total e a 

multiplicidade dos FCA e a incidência de tumores foram menores no grupo óleo de peixe. 

Coleman et al. (2002) avaliaram o óleo de peixe e o óleo de semente de girassol no 

processo de carcinogênese colorretal. Foi fornecida dieta com 10% de óleo de peixe ou óleo 

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 período de treze semanas, 

incluindo as quatro semanas anteriores à indução da carcinogênese com AOM. Verificou-se 

que o óleo de peixe provocou uma redução de 19% no número de FCA, em relação à outra 

fonte de lipídeos.  

Davidson et al. (2004) forneceram três tipos de dietas para ratos tratados com AOM, 

sendo: dieta -6 (15% de óleo de milho), dieta -3 (11,5% de óleo de peixe mais 3,5% de 

óleo de milho) e dieta -9 (11,5% de óleo de oliva mais 3,5% de óleo de milho). Os 

animais receberam as dietas durante três semanas anteriores à administração da droga e por 

mais 10 semanas após a primeira aplicação do AOM. O grupo que recebeu óleo de peixe 

apresentou redução no número total e na multiplicidade dos FCA em relação aos demais 

grupos. 

Esses trabalhos utilizaram diversas concentrações do óleo de peixe, comparando sempre 

com óleos ricos em AGPI -6. O período de experimentação também variou entre os 

trabalhos. No entanto, os resultados encontrados sugerem uma ação protetora do óleo de 

peixe na carcinogênese colorretal conforme foi constatado pelo presente estudo. 

A vitamina E, isoladamente, também tem sido investigada no desenvolvimento do 

câncer colorretal. Chung et al. (2003) realizaram um trabalho com camundongos jovens e 

velhos submetidos à administração de AOM e tratados com 500 mg de vitamina E/Kg de 

dieta durante 16 semanas. A vitamina E não teve nenhum efeito no número de FCA 

formado, tanto nos camundongos jovens quanto nos mais velhos.  

Yao et al. (1996) constataram que a adição da vitamina E (200 mg/Kg de dieta) não 

inibiu a indução e o crescimento dos FCA em ratos que receberam aplicações de AOM. 

Reddy & Tanaka (1986), Temple & el-Khatib (1987) e Maziere et al. (1998) também não 
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encontraram nenhum efeito da vitamina E na formação de FCA e tumores induzidos 

quimicamente em roedores. No presente trabalho, a vitamina E adicionada aos óleos de 

peixe ou soja também não demonstrou efeito no desenvolvimento do câncer colorretal. Já o 

estudo de Toth & Patil (1983) demonstrou que a vitamina E aumentou a incidência de 

tumores no cólon e reto de camundongos tratados com DMH. 

Ao contrário 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 relação aos camundongos alimentados com 

uma dose de 10 mg/Kg de dieta da vitamina, após tratamento com DMH.   

Os grupos que receberam óleo de peixe (OP e OPE) apresentaram maior incorporação 

de AGPI -3 na mucosa colônica e no tecido hepático. Como a proporção de AGPI 

presentes nas membranas celulares determina o tipo dos eicosanóides gerados, a redução de 

AA e da relação de AA/EPA leva à formação dos eicosanóides, série ímpar, derivados do 

EPA e suprime a formação dos eicosanóides provenientes do AA, como a PGE2. Os 

eicosanóides derivados do EPA estão associados a um aumento da apoptose e redução no 

crescimento tumoral e são menos reativos que os eicosanóides pró-inflamatórios derivados 

do AA (Roynette et al., 2004). A PGE2 pode promover a carcinogênese através da inibição 

da apoptose e indução da proliferação celular e da angiogênese (Leahy et al., 2002; Pai et 

al., 2003). 

Apesar do óleo de peixe possuir maior teor de EPA do que DHA, o cólon e o tecido 

hepático dos grupos OP e OPE apresentaram maiores concentrações de DHA, sugerindo 

que o EPA foi convertido a DHA pela enzima delta-6-dessaturase. As enzimas dessaturases 

e elongases, que são comuns nas vias metabólicas dos AGPI, possuem uma maior afinidade 
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pelo -3 e, desta forma, o consumo destes ácidos graxos pode provocar uma inibição no 

metabolismo dos AGPI -6 (Teitelbaum & Walker, 2001). 

Não foi encontrado EPA nos tecidos e fezes dos animais dos grupos OSE e OS 

entretanto, foi constatada a presença do DHA. Esses animais receberam óleo de soja que 

contém o ácido a-linolênico e que através de elongações e dessaturações pode originar o 

EPA e, conseqüentemente, o DHA. Os tecidos hepáticos dos grupos OSE e OS 

apresentaram maiores concentrações do ácido a-linolênico em relação aos grupos OPE e 

OP, devido ao maior teor desse ácido graxo no óleo de soja quando comparado ao óleo de 

peixe. 

O perfil de ácidos graxos nas fezes demonstrou que a excreção de AGPI -6 e -3 foi 

semelhante entre os grupos experimentais, sugerindo grande aproveitamento dos AGPI 

presentes nas dietas experimentais pelos animais.  

Tem sido demonstrado que os AGPI -6 e -3 possuem efeitos regulatórios  opostos na 

expressão das proteínas ras (Davidson et al, 1999), Bcl-2 (Llor et al., 2003) e Bax (Cheng et 

al., 2003) envolvidas na regulação da proliferação celular e apoptose, além de efeitos na 

atividade da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (Roynette et al., 2004). A iNOS 

possui correlação positiva com a expressão da COX-2 e com a angiogênese (Cianchi et al., 

2003; Cianchi et al., 2004). A ativação de iNOs com excesso na produção de óxido nítrico 

pode ainda, inibir a atividade das enzimas de reparo do DNA e modular a atividade das 

caspases e da p53 (Jaiswal et al., 2000). Narayanan et al. (2003) demonstraram que o DHA 

pode reduzir a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) in vitro. 

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

hepático dos grupos OPE e OSE, uma vez que estes grupos apresentaram diferença 
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significativa na incidência de tumores. As concentrações de espermidina e espermina foram 

semelhantes entre OPE e OSE, enquanto a putrescina não foi detectada nos grupos. A 

concentração da triptamina, uma amina bioativa que pode elevar a pressão sanguínea, 

também não apresentou diferença entre os grupos. Estes resultados demonstraram que o 

óleo de peixe não alterou o perfil e os teores das aminas bioativas no tecido hepático de 

animais submetidos à carcinogênese colorretal. Bartram et al. (1993) constataram que o 

óleo de peixe reduziu a atividade da enzima ornitina decarboxilase (ODC) no cólon de 

indivíduos saudáveis. Rao & Reddy (1993) observaram redução na atividade da ODC no 

tecido hepático e no cólon de ratos submetidos à carcinogênese colorretal com AOM e 

alimentados com uma dieta rica em óleo de peixe (20,5%) e óleo de milho (3,0%). O grupo 

controle recebeu somente óleo de milho (23,5%). As dietas foram consumidas por quatro 

semanas, sendo que nas duas últimas semanas foi administrado o AOM. A atividade da 

ODC foi avaliada no quinto dia após a última aplicação da droga. A ODC é uma enzima 

limitante na biossíntese das aminas putrescina, espermidina e espermina, que por sua vez, 

estão envolvidas com o crescimento e funções celulares. Têm sido encontradas 

concentrações 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 é armazenado em vários tecidos, especialmente no 

fígado, justificando os níveis hepáticos mais elevados nos grupos que receberam adição da 

vitamina E. Apesar dessa maior incorporação da vitamina pelos grupos OPE e OSE, não foi 

observado um efeito da vitamina E adicionada ao óleo de peixe ou de soja, ricos em AGPI, 

na carcinogênese colorretal. A maior excreção fecal do a-tocoferol pelo grupo OSE pode 
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ser explicada pela adição da vitamina E à dieta, além do próprio óleo de soja ser fonte da 

vitamina. No plasma não foi encontrada diferença entre os grupos, pois o processo de 

incorporação do a-tocoferol no plasma é um processo saturável, ocorrendo uma limitação 

na sua concentração independente da ingestão alimentar (Traber et al., 1998).   

O efeito positivo do óleo de peixe na modulação dos níveis séricos de triacilgliceróis 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 

síntese de triacilgliceróis (Rustan et al., 1988). Balasubramaniam et al. (1985) 

demonstraram que ratos alimentados com óleo de peixe apresentaram menor concentração 

sérica de colesterol total devido ao aumento na excreção de colesterol pela bile. 

A redução no valor de colesterol total dos grupos OP e OPE foi devido à diminuição na 

quantidade de colesterol presente nas frações HDL, LDL e VLDL. O grupo OS apresentou 

maior concentração sérica de LDL em relação aos grupos OP e OPE. Aguilera et al. (2004) 

também encontraram redução na fração LDL em ratos Wistar alimentados com óleo de 

peixe na dieta, em relação ao grupo controle que recebeu uma mistura de óleo de milho e 

canola. Uma maior concentração de LDL pode levar a um aumento na formação de LDL 

oxidada. Suzuki et al. (2004) encontraram uma relação positiva entre o nível de LDL 

oxidada no soro e o risco de desenvolvimento do câncer colorretal, uma vez que LDL 

oxidada eleva a concentração de radicais livres e produtos da peroxidação lipídica.   

A Proteína C reativa é uma proteína de fase aguda produzida no fígado, sendo sua 

concentração no soro um marcador não específico de inflamação. Helzlsouer et al. (2006) 

encontraram uma associação entre o nível de PCR no soro e desenvolvimento do câncer de 
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cólon em humanos, acumulando evidências de que a inflamação está envolvida na etiologia 

do câncer de cólon. No presente estudo o tipo de óleo consumido e a vitamina E não 

acarretaram diferenças significativas nas concentrações séricas de PCR entre os grupos 

experimentais. A enzima fosfatase alcalina tem sido utilizada como parâmetro de 

diagnóstico para doenças no fígado, sendo um tecido que pode desenvolver metástase 

decorrente do câncer colorretal (Kato et al., 2004). A adição da vitamina E e o tipo de óleo 

utilizado nas dietas também não provocaram diferenças significativas nas concentrações 

dessa enzima entre os quatro grupos estudados no presente experimento. 
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5. Conclusões 

Os resultados dessa investigação evidenciam que dietas à base de óleo de peixe possui 

um potencial maior de proteção na carcinogênese colorretal comparadas às dietas contendo 

óleo de soja com teor equivalente. Entretanto, a vitamina E na quantidade oferecida aos 

animais não influenciou o processo. Houve maior incorporação de EPA e DHA no cólon e 

tecido hepático, o que pode modular a biossíntese dos eicosanóides e, conseqüentemente, a 

gênese do câncer colorretal. Em adição, o óleo de peixe reduziu os valores de colesterol 

total e triacilgliceróis, justificando a presença destes AGPI na dieta. 
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