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Resumo

QUEIROZ, Isabela Campelo de, M.S,, Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2005. Uso
do Butirato em Céncer de Colon. Orientador: Mariado Carmo Gouveia Peluzio.
Conselhereiros: Cristina Maria Ganns Chaves Dias, Céphora Maria Sabarense e Sylviado
Carmo Castro Franceschini.

Evidéncias sugerem que o butirato estd associado a processos de redugcdo ou
inibicéo da formagdo de cancer de cdlon. O butirato é produzido pela degradacéo das fibras
alimentares no cdlon humano, tais como amido resistente, fruto-oligossacarideo e fibras do
trigo. A formacéo de maior porcentagem de butirato estd associada, principalmente a agéo
das bactérias anaerdbicas dos géneros Clostridium, Eubacterium e Fusobacterium. O
butirato apods ser captado pelos enterdcitos € utilizado como fonte de energialocal. Diversos
estudos realizados com animais experimentais comprovam o efeito benéfico do butirato na
reducdo das lesBes cancerosas por meio da ingestdo oral de butirato ou por uso crénico das
fibras “butirogénicas’. A inibicdo da proliferacdo celular das células do colon, induzida
pelo butirato, € devida, principalmente, a sua capacidade de induzir apoptose e regular
genes moduladores do ciclo celular. Os efeitos do butirato de sddio no cancer colorretal
foram pesguisados através da quantificacdo dos focos de criptas aberrantes (FCA);
quantificagdo da expressdo de RNAm das ciclinas D1 e E; ateragdo no perfil de &cido
graxos da gordura visceral e hepatico de animais tratados com 1,2-dimetilhidrazina, na dose
de 40mg/Kg de peso. Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, que receberam
durante 30 dias (periodo de inducdo da doenca) butirato de sodio ad libitum, em
substituicdo a agua. O peso e consumo dietético dos animais foram monitorados

semanalmente, durante as 17 semanas do experimento. O intestino grosso dos animais foi

viii



retirado para quantificagéo e categorizagdo dos FCA, e obtencdo do raspado de mucosa dos
segmentos médio e distal para quantificagdo da expressdo do RNAm dasciclinasD1 eE. O
figado e a gordura visceral foram retirados para analise do perfil dos écidos graxos. O
consumo de dieta e evolucdo de peso do grupo controle e butirato ndo apresentaram
diferencas durante o experimento, exceto na 4 e 5 semanas, na qual os animais do grupo
butirato apresentaram peso estatisticamente maior. Houve uma reducdo de 51,4% de FCA
total no grupo que recebeu butirato, a reducéo ocorreu principalmente no segmento médio.
N&o encontramos diferencas entre a expressdo do RNAm daciclinaD1 e E entre os grupos.
Os animais do grupo butirato apresentaram menores porcentagens de acido estedrico (3,5%
grupo butirato e 4,4% grupo controle) e &cido oléco (34,2% grupo butirato e 44,6% grupo
controle) na gordura intrabdominal e menores porcentagens de acido docosahexandico
(8,2% no grupo butirato e 10,4% no grupo controle) no figado e maiores porcentagens de
&cido linoléico (29,7% grupo controle e 14,4% grupo butirato) na gordura intrabdominal.
Em conclusdo, o uso do butirato de sodio durante a fase de inducdo do céncer foi capaz de
reduzir o nimero de lesbes pré-neoplasicas em animais com cancer de colon induzido pela
DMH, entretanto, ndo foram detectadas ateracOes na expressdo das ciclinas D1 e E na
mucosa intestinal dos animais, imediatamente apds o0 uso de butirato de sodio. O Butirato
inibiu as alteragdes do perfil de &cidos graxos tecidual e hepéticos comumente encontradas

pacientes com cancer de cdlon.



Abstract

QUEIROZ, Isabela Campelo de, M.S,, Universidade Federal de Vigosa, April 2005.Use of
the Butyratein Colon Cancer. Adviser: Mariado Carmo Gouveia Peluzio. Committee
members. Cristina Maria Ganns Chaves Dias, Céphora Maria Sabarense and Sylvia do Carmo
Castro Franceschini.

There are evidences suggesting that butyrate is associated to the processes of
reduction or inhibition of the colon cancer formation. Butyrate is produced by degradation
of dietary fibresin human colon, such as resistant starch, fructo-oligosaccharides and wheat
fibres. The formation of bigger percentage of butyrate is associated mainly to the action of
the anaerobics bacteria of the Clostridium, Eubacterium and Fusobacterium. Butyrate after
to be caught by the colonocytes is used as local energy source. Many studies done with
experimental animals shows the butyrate benefith effect in the reduction of the injuries
cancerous by means oral ingestion of butyrate or for chronic use of "butyrogenics' fibres.
The inhibition of the cell proliferation of the colon cells, induced by the butyrate is due to
the, mainly, capacity to induce apoptose and to regulate genes modulating of the cell cycle.
The sodium butyrate effect in colorretal carcer was searched through the aberrant crypt foci
(ACF) quantification; mRNA of the cyclin D1 and E expression quantification; alteration in
the fatty acids profile of adipose tissue and liver in the animals treated with 1,2-
dimetylhydrazine (40mg/Kg). Wistar, males, adults rats, who had received during 30 days
sodium butyrate ad libitum, in replace the water. The weight and dietary consumption of
the animals was monitored weekly, during the 17 experiment weeks. The animals large
intestine was removed for ACF classification and quantification, and attainment of the
scraped one of mucosa of the medium and distal segments for mRNA of cyclin D1 and E

expression gquantification. The liver and the viscera fat was removed to anayse the fatty



acid profile. The diet consumption and weight evolution of both group; control and
butyrate; had not demonstrated differences during the experiment, except in 42 and 52
weeks, which the animals of the butyrate group was presented bigger statistically weight.
There were a total reduction of 51.4% of ACF in the group that received butyrate, the
reduction occurred mainly in the medium colon. We did' nt find differences between the
mMRNA of the cyclin D1 and E expression of the between the groups. The animals of the
butyrate group was presented decresead percentages of stearic acid (3.5% butyrate group
and 4.4% control group), oleic acid (34.2% butyrate group and 44.6% control group) in
adipose tissue and decresead percentages docosahexaenoic acid (8.2% butyrate group and
10.4% control group) in liver and incresead percentagens of linoleic acid (29.7% butyrate
group and 14.4% control group) in adipose tissue. In conclusion, the use of the sodium
butyrate during the phase cancer-induction reduced the number of preneoplastic injuries in
animals treated by DMH, however, it was nt detectd alterations in the mRNA of the cyclin
D1 e E expression in the intestinal mucosa of the animals, immediately after the use of
sodium butyrate. Butyrate inhibited the fatty acid profile aterations of tecidual and liver

usually found in colon cancer patient.
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Capitulo1:

Papel do Butirato no Cancer de Cdélon

Resumo

Evidéncias sugerem que o butirato estd associado a processos de reducdo ou
inibic&o da formagdo de cancer de cdlon. O butirato é produzido pela degradacéo das fibras
alimentares no célon humano, tais como amido resistente, fruto-oligossacarideo e fibras do
trigo. A formagdo de maior porcentagem de butirato esté associada, principalmente a acéo
das bactérias anaerdbicas dos géneros Clostridium, Eubacterium e Fusobacterium. O
butirato apds ser captado pelos enterdcitos é utilizado como fonte de energia local. Estudos
realizados com animais experimentais comprovam o efeito benéfico do butirato na reducéo
das lesbes cancerosas por meio da ingestdo oral de butirato ou por uso crénico das fibras
“butirogénicas’. A inibicdo da proliferacdo celular das células do cdlon, induzida pelo

butirato, é devida, principal mente, a sua capacidade de induzir apoptose nessas células.



1. Introducéo

O céancer compreende um conjunto de doengas caracterizadas por alteragdes
genéticas que levam a mutagdes cumulativas no genoma celular. E a segunda causa de
morte nos Estados Unidos, precedido apenas pelas doencas cardiovasculares.
Mundialmente, o cancer colorretal € a quarta neoplasia mais incidente em ambos os sexos
(INCA, 2005). Nos Estados Unidos €é o terceiro tipo de cancer mais comum e a terceira
causa de morte por cancer, entre homens e mulheres, aproximadamente 10% de morte por
cancer (American Cancer Society, 2004). No Brasil dentre as causas de morte por cancer, o
cancer colorretal figura entre as cinco primeiras, tendo-se observado um aumento
consistente de suas taxas de mortalidade ao longo das ultimas décadas. Em 2005, segundo a
Unidade da Federacdo do Ingtituto Nacional do Céncer (INCA, 2005) as taxas de
estimativas para o cancer colorretal nas regifes sul e sudeste sdo de 12,3 a 27,86 € 4,48 a
12,3 casos por 100.000 homens, respectivamente e 12,83 a 28,64 e 6,01 a 12,83 casos por
100.000 mulheres, respectivamente.

As chances de um individuo desenvolver cancer colorretal nos EUA sd0 em torno
de 6%, sendo que mais de 90% dos casos ocorreram apods os 50 anos (Howe et al., 2001).
Apesar das causas ndo serem totalmente conhecidas, certos fatores parecem aumentar o
risco de desenvolvimento desta doenca. Dentre eles, pode-se citar: idade, historico familiar,
sedentarismo, obesidade, fumo, doenca inflamatéria do intestino e dieta.

Paratodas as idades, fatores ambientais representam 62% de risco para o
desenvolvimento da doenca (Lichetenstein et al., 2000). Para esse tipo de cancer, a
composi¢ao da dieta tem sido amplamente relacionada ao risco e prevengédo de

desenvolvimento da doenga. Algumas evidéncias indicam a existéncia de mecanismos



fisiol6gicos, tais como aumento da massa do bolo fecal, reducéo do tempo de transito
intestinal, diluic&o dos constituintes col 6nicos; que podem exercer protecdo contra o
desenvolvimento do céancer de colon (Harris & Ferguson, 1993).

Sabe-se que o ato consumo de carne vermelha, gorduratotal ou proteina animal
pOossuUi uma associagdo positiva com risco aumentado de desenvolvimento de cancer de
colon (Potter, 1995). Entretanto, de acordo com Burkitt (1969), uma dietaricaem frutas e
hortalicas pode proteger contra o desenvolvimento do cancer colorretal, bem como reduzir
0 risco, jaque é sugerido que aingestdo de fibras alimentares contribuem com 25-30% de
reducdo (Brouns et al., 2002). Numerosas classes de constituintes da dieta, incluindo os
&cidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente o butirato, podem regular o processo
de proliferacdo e morte celular (Johnson, 2002).

Este panorama evidencia a abrangéncia do cancer de cdlon como um fator grave e
progressivo sobre as causas de morte por cancer nas populacdes e muitos estudos buscam
aternativas de tratamento e/ou prevencdo. Pretende-se com esta revisdo abordar os aspectos
relevantes do papel do butirato na prevencdo do cancer de colon, bem como os mecanismos

de ac&o do mesmo.

2. FibraseCancer de Cdélon

Fibra aimentar € a parte comestivel das plantas que resistem a hidrélise pelas
enzimas do trato gastrointestina (Charalampopoulos et al., 2002). A reducdo de 25-30% do
risco de desenvolvimento de cancer colorretal tem sido associada a ingestdo de fibras

alimentares (Brouns et al, 2002). Existe indicacdo de que o consumo regular de certas



subclasses de fibras alimentares suscetiveis a fermentacéo resulta na modulagéo da resposta
imune e damicrofloraintestinal (Brouns et al., 2002).

Pesquisas experimentais em animais e humanos indicam que as fibras alimentares
tém uma ampla agdo no trato gastrointestina (Mclntyre et al., 1993; Hu et al., 2002; Muir
et al., 2004). Os mecanismos de protecdo das fibras aimentares no desenvolvimento de
cancer de colon podem ser divididos em dois grupos: aqueles em gue as fibras exercem um
efeito direto e aqueles que resultam da degradacdo das fibras pelas bactérias colonicas.
Possivelmente, os mecanismos diretos incluem a ligagéo das fibras ndo degradadas com
carcinégenos e/ou habilidade de se associar a &gua resultando em aumento do bolo fecal,
com consequente diminui¢do do tempo do transito intestinal. Ja o mecanismo indireto, mais
aceito, refere-se ao abaixamento do pH coldnico por meio da producdo de AGCC, como
resultado da fermentacdo bacteriana (Harris & Ferguson, 1993). As bactérias do colon
humano contribuem de maneira importante para esta fermentacéo de polissacarideos ndo
absorvidos, produzindo os AGCC (Campos et al.,1999). Esses AGCC sdo os principas
substratos energéticos dos colondcitos e agem regulando o crescimento e diferenciagéo do
epitélio sadio (Brouns et al., 2002).

Os AGCC predominantes no colon sdo o acetato (50-60%), propionato (20-25%) e
butirato (15-20%), juntos perfazem cerca de 85-95% dos AGCC totais em toda a regido
coldnica (Teshima, 2003). Esta proporcéo pode ser varidvel, dependendo da composicdo
das fibras aimentares (Harris & Ferguson, 1993). Essas substancias tém uma agdo
importante sobre a manutencdo do trofismo da parede do cdlon (Kissmeyer-Nielsen et al.,
1993; Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Greca et al., 2000) e tais efeitos no trofismo séo
causados por um baixo valor de pH no colon, que acompanha a producdo dos AGCC

(Ramoset al., 1996).



Diversos efeitos benéficos sdo atribuidos a producdo de AGCC, como por exemplo,
contribuicdo para as necessidades energéticas, manutencdo da integridade e fisiologia da
mucosa coldnica, bem como implicagdes no metabolismo nitrogenado, de lipideos e
glicideos; aém disso, diversas afecgdes colorretais tém sido relacionadas a deficiéncia de
AGCC, como a colite por desuso, colite ulcerativa, bolsite pds-proctocolectomia com
anastomose ileo-anal e cancer colorretal (Campos et al.,1999).

Dos AGCC, o butirato vem sendo amplamente estudado devido seu possivel efeito
protetor contra o cancer colorretal, por ser utilizado como fonte de energia priméria para os
colondcitos e por seus multiplos efeitos na diferenciacéo celular (Campos et al.,1999;
Ramos et al., 2002). Outras evidéncias sugerem que esse acido graxo é um potente indutor
da apoptose em colondcitos (Nkondjock et al., 2003). Apesar de todos os AGCC terem a
capacidade de reduzir o pH do cdlon, o butirato parece ter particular importancia na
prevencdo de estagios avancados do desenvolvimento do cancer (Harris & Ferguson, 1993),

sugerindo efeitos adicionais, aém da prevencdo, no tratamento do cancer de colon.

3. Butirato — Producéo, Absor ¢céo e M etabolismo

O &cido butirico, constituido por quatro atomos de carbono ( figura 1), € um dos
principais AGCC e um dos mais importantes subprodutos da degradagéo das fibras
alimentares, sendo a fonte de energia priméria para os colondcitos (Campos et al., 1999;
Ramos et al., 2002). O &cido butirico, asssim como os demais AGCC, é encontrado em
maior concentragdo na regido proximal do intestino grosso, devido principalmente a maior

disponibilidade de carboidratos nesta regido (Macfarlane & Macfarlane, 2003). A produgéo



didria de AGCC em humanos é aproximadamente 100 a 200mM (Cook & Sellin, 1998),

estando a producéo do butirato em torno de 15-40mM.

O

A~ A

CHCHzCHz=2COOH

OH

Figura 1. Férmula estrutural do acido butirico- C4HgO-

A fermentacdo microbiana para a formagdo do butirato, bem como para os demais
AGCC, é dependente de diversos fatores, tais como, dieta, idade, atividade do sistema
enteroenddcrino, estresse, secrecOes pancredticas e de outras do trato gastrointestina
(Macfarlane & Marcfalante, 2003). Segundo revisdo de Macfarlane & Marcfaante (2003),
do ponto de vista microbioldgico, a composi¢do quimica, forma fisica e quantidade do
substrato disponivel afetam a reacdo de fermentacdo bacteriana, além do tipo e niUmero de
diferentes populacbes de bactérias no intestino. Pryde et al. (2002) apresentaram
argumentos que justificam a producéo de butirato pelas bactérias anaerdbicas dos géneros
Clostridium, Eubacterium e Fusobacterium.

Os principais polissacarideos que estimulam a formacdo do butirato séo 0 amido
resistente (Pouteau et al., 2003; Muir et al., 2004) e os farelos de trigo e aveia (Knudsen et
al., 2003). Hu et al. (2002) e Adam et al. (2002) verificaram, em ratos, que o farelo e a

farinha de trigo, principamente integral, aumentaram respectivamente a concentragcdo de



butirato nas fezes e no ceco dos animais. Entretanto, em estudo com humanos, Muir et al.
(2004) verificaram que a combinacdo do farelo de trigp com o0 amido resistente
proporcionam maiores beneficios que o faredlo de trigo sozinho, incluindo maior
concentragdo de butirato nas fezes.

Os oligossacarideos, também vém sendo testados quanto ao poder em produzir maiores
concentragbes de butirato. Delzenner (2003), em sua revisdo associou O uso dos
oligossacarideos a maior producéo de butirato, enquanto Rizkalla et al. (2000) verificaram
gue o consumo crénico de iogurte por homens sadios, com ou sem intolerancia a lactose,
provocou aumento na concentracdo plasmatica de butirato.

O butirato, como todo AGCC é rapidamente absorvido no célon, aproximadamente
95% do butirato produzido sdo transportados através do epitélio (Pryde, 2002). O &cido
butirico (forma protonada) é lipossollvel e se difunde através das membranas celulares. Ja
o butirato (forma ibnica), por ndo ser lipossollvel, requer diferentes mecanismos de
absorcdo pelo epitélio (Cook & Sellin, 1998). Um dos mecanismos provaveis é a absorcéo
por troca anidnica associada com a absor¢ao de sodio e cloro e secrecdo de bicabornato
(Campos et al., 1999). A propor¢do da forma ionizada e protonada é determinada pelo pH,
e em pH normal aproximadamente 1% do butirato, esta na forma protonada (Cook & Sellin,
1998). ApGs a entrada do butirato na célula este € convertido a butiril-CoA por acdo da
butiril-CoA sintase dentro da mitocdndria (Numa, 1984) e desta forma oxidado pela [I-

oxidacéo (Brody, 1994).

4. Butirato e Cancer de Cdlon



Diversos estudos, em modelos experimentais e em humanos, foram realizados com o

objetivo de verificar o efeito do butirato, em diversas formulagdes, na reducéo cancer de

colon ou doencgas inflamatorias (Tabela 1). Porém, estes estudos ndo foram conclusivos,

tanto no que diz respeito ao efeito, dosagem, concentracdo e formulacéo do butirato.

Tabela 1. Estudos avaliando o efeito do butirato na reducdo do cancer de colon ou

doencas inflamatérias do intestino

Referéncia

Cararo et al.,
1993

Mclintyreet al.,
1993

Ramoset al.,
1996

Steinhart et al .,
1996

Medinaet al.,

1998

Ramos et al .,
1999

Tipo de estudo

Ratos tratados ¢/ DMH

Ratos tratados ¢/ DMH

Camundongos tratados c/
citarabina

Homens ¢/ colite ulcerativa

Ratos tratados ¢/ DMH

Camundongos tratados c/

arabinofuranosilcitosina

Administracédo e

concentracao

Adm. oral de butirato de

sodio a 2%

Dietaricaem fibras (AR)

Adm. oral de AGCC

60ml de enemade butirato
de sddio a 80mM

Lavagem intracecal:
1,5mi/h de butirato de sodio

a40mmi/I

Adm. oral de AGCC

Resultados

S/ alteracdo

" lesOes tumorais

Protecdo contra
lesbes

S efeito

~ tumores

malignos

" necrose das

célulasintestinais




Referéncia

Aguilar-Nascimento

etal., 1999

Douillard et al.,

2000

Perrin et al., 2001

Coleman et al .,

2002

Luhrset al., 2002

Paitnaik et al., 2002

Nakanishi et al .,
2003

Edelman et al .,
2003

Tipo de estudo

Ratos tratados ¢/ acido

acético 4%

Homens ¢/ cancer colorretal

metastatico

Ratos tratados ¢/ AOM

Ratos tratados ¢/ AOM

Homens ¢/ colite ulcerativa

Homens ¢/ tumores solidos

avancados

Ratos tratados ¢/ AOM

Homens ¢/ tumores solidos

avancados

Administracdo e

concentracao

Lavagem intestinal ¢/ 40ml
de butirato de sodio e 60ml
de propionato por 8 dias

Droga: Arginina Butirato —

Maximo 3g/kg/dia

Dietaricaem fibras (AR e

fruto-oligossacarideo)

4 semanas de dietaricaem

AR

4 e 8 semanas de 60ml de

enema de butirato de sodio

a100mM

Droga: Pivoloiloximetil

butirato — Maximo
3,3g/m?/dia

Ingestdo de probidtico: AR
e Clostridium Butyricum

Droga tributitum: dosagem
150 a200mg/kg dia

Resultados

- re-epitelizacdo

mucosa intestinal

S/ efeito clinico

~ nUmero de FCA

- nimero de FCA

Reducdo da
inflamacéo da

mucosa intestinal

S efeito clinico

" nUmero de FCA

S efeito clinico

Siglas:. FCA, focos de criptas aberrantes;, AOM, azoximetano; DNH, 1,2-

dimetilhidrazina; AR, amido resistente.




Em geral, a carcinogénese colbnica € induzida experimentalmente por carcinGgenos
guimicos que produzem tumores col6nicos por modificar o genoma celular resultando em
ateracbes fenotipicas. Os carcinbgenos mais utilizados nos estudos séo a 1,2-
Dimetilhidrazina (DMH) e um subproduto de seu metabolismo — azoximetano (AOM);
estas substéncias estdo envolvidas na metilacdo do DNA das células epiteliais colonicas
(LaMont & O’ Gorman, 1978).

Carraro et al. (1993) avaliaram o efeito do butirato de sodio na carcinogénese coldnica
induzida por DMH em ratos e verificaram que a suplementacdo com butirato de sodio a 2%
ndo alterou 0 nimero de tumores formados. Mclintyre et al. (1993) avaliando o efeito de
dietas ricas em fibras conhecidas como “butirogénicas’; ou sgja, produtoras de grandes
guantidades de butirato, apresentaram menores nimeros de lesbes tumorais que 0s animais
tratados com as demais fibras. Portanto, a ingestdo de fibras produtoras de grandes
guantidades de butirato se mostrou mais eficiente na prevencdo de tumores.

As formas de butirato utilizadas como suplementacdo nos estudos encontrados séo o
butirato de sodio, que pode estar, também, associado aos demais AGCC; butiratoargining;
pivaloiloximetil butirato. Alguns estudos utilizam, entretanto, as fibras butirogénicas
adicionadas a dieta como produtora de butirato endogeno.

As formas de administracdo do butirato de sodio podem ser por via oral, exercendo um
efeito mais fisiologico, com absorcdo de forma lenta e constante (Ramos et al., 1996) ou
administracdo local (enema ou lavagens) que apresenta um resultado mais rapido e eficaz.

A administracdo intracecal de butirato de sodio foi testada em ratos por Medina et al.,
(1998). Esses pesquisadores notaram que a infusdo de 1,5ml/h de butirato de sodio na
concentragdo de 40mmol/L, administrado na fase de inducdo do cancer de cdlon, ndo

reduziu o numero de tumores totais (benigno e maligno) em relagdo ao grupo controle.
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Entretanto, a analise microscopica dos tumores mostrou a presenca de 97,29% de tumores
malignos no grupo controle, enquanto que no grupo que recebeu o butirato apenas 75% dos
tumores eram malignos, essa redugdo no numero de tumores malignos se mostrou
estatisticamente significante. Ainda nesse estudo, andlises de fatores tumorais em relagéo
ao fenotipo dos tumores (aspecto, histologia, grau de diferenciacdo e metastase) foram
menos agressivos nos ratos tratados com butirato. Além disso, estes animais tiveram seu
peso significativamente aumentado (p=0,008) quando comparado com o do grupo controle.

Perrin et al. (2001) estudaram o efeito de diferentes tipos de fibras butirogénicas em
ratos tratados com azoximetano (AOM) e demonstraram, da mesma forma que Mclntyre et
al. (1993) que nos ratos que receberam as fibras que apresentavam producdo estével de
butirato (amido resistente e fruto-oligossacarideo) ocorreu uma diminui¢cdo do nimero de
focos de criptas aberrantes (FCA) quando comparado as outras fibras. Nesses estudos, os
animais receberam as diferentes dietas ricas em fibras, antes, durante e apo6s a inducéo do
cancer.

Ja Coleman et al. (2002), avaliando o efeito da combinagdo na dieta de diferentes fibras
(10g/100g de dieta) com 6leo de peixe e 6leo de semente de girassol (10g/100g de dieta)
em ratos com céancer de colon induzido por AOM, verificaram que apds quatro semanas de
consumo das dietas, o numero de FCA foi maior nos animais que receberam amido
resistente do que nos animais que receberam [-celulose, independente do tipo de éleo. Os
autores justificaram o efeito ndo protetor do amido resistente ao fato deste ter produzido
uma grande quantidade de AGCC, diluindo a concentracéo do butirato, portanto, reduzindo
seu efeito.

Nakanishi et al. (2003) observaram o efeito benéfico do probidtico composto por amido

resistente e Clostridium butyricum na reducdo dos FCA em ratos tratados com AOM. O
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grupo de animais que recebeu o Clostridium butyricum apresentou concentragdes
aumentadas de butirato no ceco, mas ndo houve reducdo no nimero de FCA; enquanto no
grupo que recebeu a dieta com amido resistente foi observada uma redugéo significativa no
nuimero de FCA. Porém apenas 0 grupo que recebeu amido resistente mais Clostridium
butyricum reduziu significantemente o nimero das lesdes pré-neoplésicas.

O butirato, juntamente com os outros AGCC, tem sido estudado quanto ao seu efeito
nas inflamagdes, tanto do intestino delgado quanto do intestino grosso. No estudo de
Ramos et al. (1996) foi observado que a ingestdo de AGCC, no qual o butirato estava
presente na concentracdo de 9 mM, protegeu o intestino delgado contra lesbes causadas
pela droga citarabina em camundongos isentos de germens, e a forma de administracdo oral
em substituicdo a agua obteve melhores perspectivas a respeito da integridade da mucosa,
gue aqueles que receberam mesmas proporcdes dos acidos graxos por dose Unica via
intragéstrica, pois a absorcdo de forma lenta e constante pode causar melhora na
manutencdo do efeito benéfico desses AGCC. Esses mesmos autores em 1999 confirmaram
o efeito benéfico dessa solucdo de AGCC em camundongos “germe-free” tratados com
arabinofuranosilcitosing, droga capaz de causar necrose das células intestinais (Ramos et
al., 1999).

Lavagens intestinais com 40mM de butirato de sodio e 60mM de propionato de sodio,
por oito dias, causaram menos inflamagao intestinal em ratos com colite ulcerativa induzida
por &cido acético a 4%, que lavagens com solugdo de glicose ou solucdo salina (Aguilar-
Nascimento et al., 1999). Estes autores concluiram que a solu¢cdo de AGCC pode aumentar
are-epitelizagcdo da mucosaintestinal na colite experimental.

Steinhart et al. (1996) ndo observaram efeitos benéficos de enema de butirato de

sodio em pacientes com colite ulcerativa. Dezenove pacientes com a doencga receberam
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enemas de 60ml de butirato de sodio a 80mM, umavez ao dia. Parajustificar os resultados,
0s autores consideraram a concentracdo do butirato utilizado no enema, a frequéncia da
administracdo e a duragdo do tratamento, insuficientes para reducdo da inflamagéo.
Enquanto Luhrs et al. (2002) verificaram a redugdo da inflamag&o da mucosa em pacientes
com colite ulcerativa apos 4 e 8 semanas de tratamento com enema de 60ml de butirato de
sodio a 100mM.

Estudos clinicos foram realizados com o0 uso orad de argininabutirato e
pivaloiloximetil butirato. Estas substéncias foram avaliadas em pacientes com cancer
colorretal metastatico e tumores solidos avangados, respectivamente (Douillard et al., 2000;
Paitnaik et al., 2002). Estes estudos ndo apresentaram nenhuma resposta clinica positiva,
porém constataram que a dosagem maxima tolerada pelos pacientes foi de 3g/kg/dia para a
argininabutirato e 3,3g/m?dia para pival oiloximetil butirato.

A tributiring, triglicerideo contendo trés butiratos, foi testada em pacientes com
tumores solidos avancados (Edelman et al., 2003) com boa tolerancia. Porém nenhuma
resposta objetiva foi observada com a dosagem de 150 a 200mg/kg trés vezes ao dia, sendo
gue a dose-limite para toxidade foi estabelecida pelos autores em trés doses diarias de

200mg/kg.

5. Mecanismos Propostos para Atuacdo do Butirato na Prevencdo do Céancer de

Cdlon

Estudos in vitro tentam elucidar os mecanismos envolvidos no efeito protetor do

butirato no desenvolvimento do céncer de cdlon. Seus efeitos incluem indugdo da
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diferenciagdo celular (Kovarikovéa et al., 2000; Gaschott et al., 2001; Sasahara et al., 2002),
inibicdo da proliferagdo das céulas transformadas (Wachtershauser & Stein, 2001; Chen et
al., 2002; Turner et al., 2002), inducdo de apoptose (Sasahara et al., 2002; Turner et al.,
2002) e modulacdo das expressdes de diferentes genes envolvidos no ciclo celular (Chen et
al., 2002; Ramos et al., 2002).

Dos mecanismos possivels, associando o butirato a prevencdo e/ou tratamento do
cancer de cdlon, o principa € a inducdo do processo apoptético em células cancerosas do
colon, por meio do aumento da atividade da caspase-3 ou pela capacidade de induzir a
atividade de enzimas reguladoras do ciclo celular (lacomino et al., 2001; Chen et al.,2002;
Turner et al., 2002; Ramos et al., 2002).

A apoptose é um processo de morte celular regulado por vias celulares especificas e
o funcionamento incorreto desse processo contribui para a patogénese de inlUmeras doencas
incluindo o cancer de colon (Mandal et al., 1999). Estudos in vitro demonstraram que 0
processo de apoptose induzido pelo butirato seria mediado pelo aumento da atividade de
uma cisteina protease, a caspase-3 (Turner et al., 2002; Ramos €t al., 2002). No estudo de
Mandal et al. (1999) realizado com células de carcinoma colorretal (DiFi, HT-29 e SW-
480) incubadas com acido butirico (3mM) por 24 horas, verificaram que este AGCC
aumentou a atividade da caspase-3 e também a expressdo da procaspase-3, que esta
envolvida na clivagem proteolitica seletiva do DNA-PKcs destas células. Baixa
concentragcao de butirato parece ndo ser suficiente para estimular a via da caspase-3 no
cancer de cdlon; somente doses acima de 5mM s8o capazes de reduzir a proliferacdo celular
por meio do aumento da atividade da caspase-3 (Turner et al., 2002).

O outro modo pelo qua o butirato reduz a proliferacdo celular, induz a

diferenciacdo e ainda leva a apoptose celular, seria a capacidade de modular a expresséo de
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alguns genes do ciclo celular. O ciclo celular € regulado pela interacdo de ciclinas com
guinases-dependentes de ciclinas (cdks), que quando ativadas levam a progressao do ciclo
celular. As proteinas supressoras p21 e p27 sdo conhecidas como reguladores negativos do
ciclo celular (Gaschott et al., 2001).

Varios genes reguladores do ciclo celular tiveram suas expressdes aumentadas
devido ao tratamento in vitro com butirato, dente eles: p16™***, p19'N P (Jacomino et al.,
2001), p21°PWa (|acomino et al., 2001, Chen et al.,2002), p57 e pl4/15 (Gaschott et al.,
2001). Gaschott et al. (2001) verificaram que o butirato induz a diferenciacdo em células
intestinais modificadas Caco-2, acompanhado por uma estimulacdo seletiva da expresséo
dap21, bloqueando o ciclo celular nafase G1.

A progressdo dafase G1 do ciclo celular € mediada pela combinacdo da atividade da
ciclina D1 que se liga a cdk4 e cdk6 e a ciclina E com cdk2 formando um complexo que
leva a fase S do ciclo celular, conforme observado na figura 2. A expressdo aumentada
destas ciclinas causa anormalidade no controle do crescimento e na progressdo do ciclo
celular. Portanto essas se encontram aumentadas durante as fases da carcinogénese de célon

(Hur et al. 2000).
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Figura 2: Fases do Ciclo Celular. Fase M; periodo de divisdo celular, mitose. Fase G1,
intervalo entre a fase de mitose e duplicacdo do DNA. Fase S; periodo em que o DNA é

duplicado. Fase G2; intervalo entre o periodo de duplicacdo do DNA e divisdo celular.

Estudos in vitro demonstraram a capacidade do butirato em reduzir a expressao das
ciclinas D1 (Tabuchi et al., 2002; Blottiere et al., 2003).

Coradini et a. (2000) ao avaliarem o efeito do butirato de sodio, na concentragcdo de
4mM, em células epiteliais coldnicas humanas (HT29), verificaram que apos 24 horas de
tratamento houve reducéo na expressao da proteina ciclina D1. Entretanto, Siavoshian et al.
(2000) verificaram somente a reducdo da expressdo do RNAm para ciclina D1 e ndo da
proteina ciclina D1 ap0s a exposicdo de células HT29 ao butirato de sddio a 5mM por 24
horas. Porém, Tabuchi et al. (2002) demonstraram que o butirato de sodio a 2mM é capaz
de reduzir a expressdo da proteinae do RNAm daciclina D1 em células epiteliais colénicas

(MCE301) ap6s um periodo de 48 horas, blogueando, portanto, a passagem da célula da
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fase G1 para afase S do ciclo celular. Kovarikova et al. (2000) demonstraram o efeito do
butirato em bloquear o ciclo celular de células de adenocarcinoma de colon na fase GO/G1

e, assim, inibir o crescimento, além de induzir a diferenciagéo dessas células.

6. Conclusao

Considerando as evidéncias dos estudos conduzidos com diferentes modelos
experimentais, observou-se que tanto a ingestao oral de butirato, quanto o consumo crénico
de fibras produtoras de concentragoes elevadas de butirato podem exercer papel importante
na reducéo ou prevencdo de lesdes malignas no colon.

Estudos “in vitro”, que objetivaram identificar os mecanismos pelos quais o butirato
pode reduzir a proliferacdo celular coldnica, indicam que esta substancia € capaz de induzir
a apoptose celular por meio da ativagdo da caspase-3 ou pelo aumento da atividade de uma
proteina supressora — p21. O butirato também reduz a atividade da ciclina D1, responsavel
pela ativacdo do ciclo celular da fase G1 a fase S. Porém, estes estudos em pacientes

portadores de carcinoma no célon séo ainda pouco conclusivos.
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Resumo

Introducdo: o cancer de colon €&, dentre os tipos de cancer, o mais afetado pela dieta.
Sabe-se que dietas ricas em fibras podem proteger contra o desenvolvimento do cancer
colorretal, principal mente por meio da producdo do butirato. Objetivo: avaliar os efeitos do
butirato no cancer colorretal experimental, por meio da quantificagdo dos focos de criptas
aberrantes (FCA), alteracéo no perfil de &cido graxos da gorduraintrabdominal e hepatica e
quantificacdo da expressdo de RNAm das cilcinas D1 e E. Materiais e Métodos: foram
utilizados ratos Wistar tratados com 1,2-Dimetilhidrazina (DMH) que receberam durante
30 dias butirato de sodio ad libitum, em substituicdo a &gua. O peso e consumo da dieta
foram monitorados, durante as 17 semanas. O intestino grosso foi retirado para
guantificagdo e categorizagdo dos FCA, e obtencdo do raspado de mucosa para
guantificagdo da expressdo do RNAm das cilinas D1 e E. O figado e a gordura
intrabdominal foram retirados para andlise do perfil dos acidos graxos. Resultados. o
consumo de dieta e evolucdo de peso dos animais ndo apresentou diferencas durante o
experimento, exceto nas 4 e 5 semanas. Houve uma reducdo estatistica nos FCA total no
grupo que recebeu butirato, principalmente no segmento médio. Porém, ndo houve
diferenca na expressdo do RNAm das ciclinas D1 e E dos grupos. Os animais do grupo

butirato apresentaram menores porcentagens de acido estearico e oléico na gordura
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intrabdominal e menores porcentagens de docosahexandico no figado e maiores
porcentagens de linoleico na gordura intrabdominal, diferencas estatisticas. Conclusdo: o
uso do butirato foi capaz de reduzir as lesdes pré-neoplésicas em animais, entretanto, néo
foram detectadas alteragGes na expressdo das ciclinas D1 e E na mucosa intestinal dos
animais, imediatamente ap6s 0 uso de butirato. O Butirato inibiu as ateraces no perfil de
acido graxos tecidual e hepaticos comumente encontradas em pacientes com cancer de
colon.

Palavras-Chave: Cancer de Colon, Butirato, Focos de Criptas Aberrantes, Perfil

Lipidico, Ciclinas.
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1. Introducéo

O cancer de cdlon atinge milhdes de pessoas em todo 0 mundo, causando a morte de
mais de meio milhdo de individuos anualmente. E o tipo de cancer mais afetado pela dieta
€, por isso, sua prevencdo pela dieta tem recebido grande atencdo (Mouréo et al., 2004).
Sabe-se que o ato consumo de carne vermelha, gordura total ou proteina animal possui
uma associagdo positiva com risco aumentado de desenvolvimento de céancer de colon
(Potter, 1995). Entretanto, de acordo com Burkitt (1969), uma dieta rica em frutas e
hortalicas pode proteger contra o desenvolvimento do cancer colorretal, bem como reduzir
0 risco.

Estudos experimentais e epidemiologicos sugerem o efeito protetor das fibras
alimentares no cancer de célon (Grasten et al. 2000; Hu et al. 2002), pois sua ingestao
regular resulta na modulagcdo da resposta imune no intestino e da microflora intestina
(Brouns et al. 2002).

O cdélon humano contribui de maneira importante para a fermentacdo de
polissacarideos ndo absorvidos, produzindo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
principalmente o &cido acético, acido propiénico e o &cido butirico (Campos et al.1999).
Estes AGCC sdo predominantemente formados no célon, sendo que os &cidos acético (50-
60%), propiodnico (20-25%) e butirico (15-20%) produzidos perfazem cerca de 85-95% dos
AGCC totais em toda a regido coldnica (Teshima, 2003). Esta proporcdo pode variar
dependendo da composi¢éo das fibras da dieta (Harris & Ferguson, 1993).

O butirato tem atraido grande atencdo dos pesquisadores por ser considerado o

principal candidato para explicar o efeito protetor das fibras alimentares contra o cancer de
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colon (Nkondjock et al. 2003). Na dieta, os produtos lacteos sdo as principais fontes de
butirato exdgeno (Carraro et al. 1993). O butirato € um anion derivado do acido organico,
constituido por quatro &omos de carbono e apresenta-se como fonte de energia primaria
para os colondcitos, por ser prontamente absorvidos pela mucosa colénica (Cook & Sellin,
1998). Aproximadamente 95% do butirato produzido no célon é absorvido pelo epitélio,
porém pequena concentracdo € encontrada na circulagdo porta, indicando sua répida
oxidacdo pelos colondcitos (Pryde, 2002). O metabolismo do butirato inicia-se com a sua
entrada nas células epiteliais, sendo este convertido a butiril-CoA dentro da mitocondria, e
desta forma oxidado pela b-oxidacdo dos écidos graxos (Brody, 1994).

O cancer colorretal ocorre devido a um acimulo seqiiencial de mutagdes genéticas
distintas, tais como mutagéo do gene APC, que exerce funcdo reguladora na proliferacéo
epitelial, alteracdo no gene K-ras que ira funcionar como oncogene, mutacdo da proteina
DCC, importante na adesdo celular, além da mutacdo da p53, que pode ser decisiva no
processo de malignidade, sendo encontrada em 70% dos carcinomas colorretais (Fearon &
Vogelstein, 1990).

Durante a carcinogéne do colon ocorre um aumento na expressdo das ciclinas na
mucosa intestinal associado a anormalidades na progresséo do ciclo celular e na regulacéo
do crescimento celular (Hur et al. 2000). A progressdo da fase G1 do ciclo celular é
mediada pela combinacéo da atividade da ciclina D1, que se liga a quinase-dependente de
ciclina (cdk) 4 e 6, e a ciclina E com cdk2 formando um complexo que leva a fase S do
ciclo celular (Coradini et al. 2000; Bardon et al. 2002).

Alteragdes importantes ocorrem em nivel celular e metabdlico durante o processo

carcinogénico do cdlon. H& evidéncias da ocorréncia de alteracbes no metabolismo dos
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lipidios em pacientes oncol 6gicos, variando as porcentagens de acidos graxos presentes no
plasma sanguineo e no tecido adiposo destes pacientes (Neoptlolemos et a., 1991;
Hendrickse et al. 1994, Banares et al. 1996 ). Alteragdes como reducdo da peroxidagédo
lipidica, que é caracteristico do crescimento celular, leva a0 aumento da concentracéo do
acido graxo docosahexaenéico (DHA) no tecido tumoral (Neoptolemos et al., 1991).
Aumento nas porcentagens de é&cidos estearico e &cido oléico, dém de redugdes na
porcentagem do acido linoléico, sdo observadas em estudos de avaliacdo do perfil dos
&cidos graxos no plasma e nas células sanguineas de pacientes com cancer colorretal
(Hendrickse et al., 1994; Banares et al., 1996; Baro et al.,1998). Porém, ndo se conhece 0s
mecanismos que justificam tais modificacoes.

O butirato € bem conhecido por ter multiplos efeitos na diferenciagdo de células
malignas ou normais do colon (Campos et al. 1999; Ramos et al. 2002). Estudos in vitro
(Coradini et al., 2000; Kovarikova et al., 2000; Tabuchi et al., 2002) demonstraram a
capacidade do butirato em reduzir a expressdo do RNAm das ciclinas D1 e E, bloqueando a
passagem da célula da fase G1 para a fase S do ciclo celular, causando apoptose celular.
Coradini et al. (2000) ao avaiarem o efeito do butirato de sodio na concentragdo de 4mM
em células epiteliais colénicas humanas (HT29), verificaram que apds 24 horas de
tratamento houve reducdo na expressdo da proteina ciclina D1. Kovarikova et al. (2000)
demonstraram a eficiéncia do butirato em bloguear o ciclo celular de células de
adenocarcinoma de célon na fase GO/GL1 e, assim, inibir o crescimento, além de induzir a
diferenciacdo dessas células. Tabuchi et al. (2002) demonstraram que o butirato de sodio a
2mM é capaz de reduzir a expressdo da proteina e do RNAm da ciclina D1 em células

epiteliais coldnicas (MCE301) apds um periodo de 48 horas, blogueando, portanto, a
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passagem da célula da fase G1 paraafase S do ciclo celular. Porém, pouco se sabe sobre a
atuacdo do butirato de sddio em estudosin vivo.

Este estudo teve por objetivos avaliar o efeito da solucéo de butirato, administrado
por via oral, na etapa inicial da carcinogénese do colon induzida pela 1,2 dimetilhidrazina
(DMH) em ratos Wistar e tracar o perfil de acidos graxos do figado e da gordura
intrabdominal destes animais. Ainda, foi proposto avaliar a expressdo das ciclinas D1 e E
na mucosa intestinal de animais tratados com a DMH, logo ap6s o tratamento com butirato

de sodio.

2. Materiaise Métodos

2.1. AnimaiseDietas

Foram utilizados no estudo vinte e cinco ratos Wistar (Rattus norver gicus,

variedade albinus, Rodentia), machos, com 11 semanas de idade e com peso variando de
180 a 320 gramas. Os animais permaneceram em gaiolas coletivas de polietileno (4 a5
animais por gaiola) no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Salde da
Universidade Federal de Vigosa e foram mantidos a temperatura de 23°C + 2°C, em
fotoperiodo de 12 horas.

Os animais foram divididos, de acordo com a média de peso de 250g, em 2 grupos:
grupo controle (n=9), recebendo &gua ad libitum e grupo experimental, denominado

butirato (n=16), recebendo solucdo de butirato de sddio (34%) ad libitum, nas duas semanas
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de administragdo da droga carcinogénica e nas duas primeiras semanas do experimento;
apos este periodo todos os animais receberam agua ad libitum até o final do experimento.
Ambos grupos receberam dieta comercia (Nuvilab®) indicada para alimentacdo de
roedores de |aboratérios e hamsters, durante as 17 semanas do estudo. A solucéo de butirato
de sodio foi preparada com 34mL de &cido butirico (SIGMA®, USA) e &gua destilada
suficiente para completar 100mL; pH foi gjustado para 7.2 a 7.4 com solugdo de NAOH
0.1N.

O consumo das dietas e o0 peso dos animais foram monitorados semanal mente.

2.2. Administragdo da 1,2-Dimetilhidrazina e Coleta de M aterial

Foram aplicadas quatro injecbes subcuténeas da droga 1,2-dimetilhidrazina
(SIGMA®, USA) na doses de 40mg/Kg de peso, duas vezes por semana, durante duas
semanas. A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) foi preparada imediatamente antes do uso,
dissolvida em solugcdo de NaCl 0.9%, com 15% de EDTA e pH 6.5 (Rodrigues et al.,
2002).

Os animais foram sacrificados 17 semanas apos a Ultima aplicagdo da DMH, apés
jgium de 12 horas, por asfixia com CO,. Foi retirado o intestino grosso dos animais, do
ceco até o anus, para andlise dos focos de criptas aberrantes, o figado e a gordura
intrabdominal para verificagdo do perfil lipidico.

Para avaliar o efeito do butirato na expressdo das ciclinas D1 e E na mucosa
colOnica, seis animais (sendo 3 do grupo controle e 3 do grupo butirato) foram sacrificados
logo apos a suplementacdo com butirato (30 dias) e retirado todo o intestino grosso para

obtenc&o do raspado de mucosa dos animais.
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2.3.Preparacao do Tecido para Contagem dos Focos de Criptas Aberrantes

Apdbs aremocao, foi lavado em solucdo salinafisiolégica, aberto longitudinalmente
pela margem 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 fixado
em formol, a 10%, por 24 horas. Depois de fixado, o intestino grosso foi medido e dividido
em trés fragmentos iguais denominados de proximal, médio e distal, em relagéo ao ceco.
Em seguida, os segmentos foram corados em solucdo de azul de metileno a 1%, por 2
minutos, e lavados em tamp&o fosfato (PBS) para posterior andlise.

A superficie damucosaintestinal foi observada com o auxilio de microscopico
optico de luz, binocular com aumento de 10x paraidentificagcdo e categorizacéo dos FCA
de acordo com atécnicade Bird (1987). Os FCA foram contados em toda a superficie
mucosa do intestino grosso, do ceco ao reto, por dois observadores independentes de
maneira duplo-cega. A categorizacao dos FCA foi realizada com a contagem dos focos
contendo trés ou menos criptas aberrantes e focos com mais de trés criptas aberrantes.

Para andlise dos resultados, foi calculada primeiramente a poténcia de reducéo,
dividindo a mediana do nimero de FCA dos animais do grupo controle pela mediana de
FCA dos animais do grupo butirato; o percentual de reducdo dos FCA pela seguinte

formula: Percentual de Reducdo = 100 — 100/Poténcia.

2.4. Extracdo de RNAm e Analise Quantitativa de RT-PCR deCiclinaD1 eE

Considerando a maior quantidade de FCA, foram extraidos os raspados da mucosa

dos segmentos médio e distal do cdlon. Esses foram identificados e imediatamente



congelados em nitrogénio liquido até a andlise. A extragdo do RNAm foi conduzida
conforme descrito por Portugal et al. (2004) e a andlise de RT-PCR foi adaptada de Hur et
al. (2000). Os tecidos congelados foram preparados utilizando-se TRIzol® (Invitrogen
laboratories, USA), para extragdo do RNAm total da mucosa dos animal de cada grupo. O
RNAm total foi quantificado por espectrofotometria a 260nm e a fita de cDNA foi
preparada por transcricdo reversa (RT). O cDNA foi amplificado por PCR usando
“primer”de HPRT, CiclinaD1 e Ciclina E. A reac&o foi conduzida em termociclizador com
9 de mix parareacdo de PCR, contendo DNTP 2.5mM, Taqg. Buffer com MgCl, a 15mM,
Taq DNA polimerase e mistura 1:1 de “primer sense e anti-sense”. As amostras foram
primeiramente incubadas a 95°C por 3 minutos e desnaturadas a 94°C por 1 minuto,
anelamento por 1 minuto seguidos de extensdo por 2 minutos a 72°C. Apos o término do
programa com o nimero de ciclos designados para cada “primer”, 0 programa executava
uma extensdo de 72°C, por 7 minutos. Sequiéncias nucleotidicas, tamanhos dos produtos de
PCR, temperatura de anelamento e nimero de ciclos para cada “ primer”, estéo relacionados
abaixo: Ciclina D1, “sense” 5-TGGAGCCCCTGAAGAAGAG-3 e “antisense” 5'-
AAGTGCGTTGTGCGGTAGC-3', 60°C, 34 ciclos. Ciclina E, “sense” 5'-
CTGGCTGAATGAATGTTTATGTCC-3, “antisense” 5-
TCTTTGCTTGGGCTTTGTCC-3, 60°C, 34 ciclos. HPRT  “sense” 5-
GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3 e “antisense” 5-
GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC-3, 58°C, 35 ciclos. Apés a amplificacdo os
produtos de PCR foram separados por gel de poliacrilamida (6%) e corados com nitrado de
prata. A intensidade de cada banda foi medida por densitometria realizada com o auxilio do

programa Gel Expert-Nucleotch.
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2.5.Perfil Lipidico do Tecido Hepatico e da Gordura I ntrabdominal

O figado e a gordura intrabdominal foram congelados logo apds a sua retirada e
mantidos a -20°C, até a andlise. Os lipidios hepaticos e da gordura intrabdominal foram
extraidos utilizando-se 0 método de Folch et al. (1957) e esterificados segundo a técnica de
Hartmann e Lago (1986).

A identificacdo dos ésteres metilicos dos &acidos graxos foi redizada por
cromatografia gasosa, pela comparacdo dos tempos de retencdo dos ésteres das amostras
com padrées de referéncia (SIGMA®,USA), utilizando o cromatégrafo a gas GC 17 A
Shimadzu/Class GC 10, equipado com coluna cromatografica de silica fundida SP-2560 de

100m e 0.25mm de didmetro interno e detector de ionizag&o de chama.

2.6.Andlise Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat, na versdo 2.03, para andlise estatistica, sendo
empregados testes paramétricos para aqueles grupos que apresentavam distribui¢do normal
e nhdo-paramétricos para 0S grupos que ndo apresentavam distribuicdo normal. Para
comparacao de dois grupos independentes, foi utilizado o teste t de Student ou teste de
Mann-Whitney e para comparacao de trés grupos independentes o teste de Kruskal-Wallis,
complementado pelo procedimento de comparacdes mdltiplas de Dunn’s.

O valor de p foi fixado até 5% (p<0.05) com o intuito de obter uma confiabilidade

de 95% nas comparagoes.
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3. Resultados

3.1.Peso dos animais e consumo de dietas

O consumo de dieta e a evolugdo do peso dos animais estéo apresentados na figura
1. N&o houve diferenca entre o consumo de dieta entre os animais do grupo butirato e grupo
controle (p=0.508).

A Figura 1b demonstra a evolucéo do peso dos animais de ambos os grupos. O peso
dos animais ao longo do experimento apresentou-se semel hante entre os dois grupos, com
excecdo na 42 e 52 semana experimental, onde os animais do grupo butirato apresentaram
peso estatisticamente maior (p=0.047 e p=0.013, respectivamente) que os do grupo
controle.

Ao analisar 0 ganho de peso dos animais, verificou-se que os animais do grupo
butirato apresentaram maior ganho durante a 22, 32 e 42 semanas (dados ndo mostrados),

confirmando a diferenca observada na 42 e 52 semanas de experimentacéo.

3.2.Numero de Focos de Criptas Aberrantes

O numero total de focos de cripta aberrantes, a categorizacdo dos FCA ea
distribuicéo do FCA por segmento afetado sdo apresentados na Tabela 1. Observa-se que
houve reducéo no nimero de FCA total, no nimero de FCA com menos e mais de trés

criptas entre os grupos controle e tratado. A reducéo do nimero de FCA total do grupo
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butirato foi de 51.4%, do nUmero de focos com trés ou menos de trés criptas de 53.3% e
32.8% de reducéo para focos com mais de trés criptas.

Quanto ao segmento do intestino grosso dos animais do grupo do butirato, foi
observada reducdo de 31.5% no nimero de FCA total no segmento proximal, 43.9% no
segmento medio e de 54.41% no segmento distal, a andlise estatistica esta mostrada na

tabela 1.

3.3.Andlise quantitativade RT-PCR deciclinaDl eE

As bandas reveladas pela andlise quantitativa de RT-PCR das amostras de mucosa,
utilizando “primers’ especificos para ciclina D1, E e HPRT estdo mostradas na Figura 2a.
N&o houve diferenca na extensdo e intensidade das bandas da ciclina D1 e E das
amostras dos animais do grupo butirato e controle (p=0.400 e p=0.534, respectivamente),

conforme demonstrado na Figura 2b.

3.4. Perfil lipidico

A comparacdo entre os perfis dos &cidos graxos do tecido hepético e da gordura
intrabdominal de ambos o0s grupos, bem como os testes estatisticos estéo apresentados nas
Tabelas 2 e 3. O grupo butirato apresentou menor porcentagem do &cido graxo estedrico e
oléico e maior porcentagem de linoléico (p<0.05) na gorduraintrabdominal, quando
comparado com o grupo controle. No tecido hepético, o grupo butirato apresentou valores

percentuais inferiores do acido graxo DHA (p<0.05) quando comparado ao grupo controle.
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4. Discussao

O butirato de sodio € considerado um possivel agente redutor do cancer de célon
induzido quimicamente em animais de experimentos (Perrin et al., 2001; Hu et al., 2002).
Nesse estudo, o efeito do butirato de sbdio sob a formagdo de FCA, considerado um
marcador para a carcinogénese do colon, induzida pela DMH, foi testado. A DMH induz a
proliferacdo de tumores do cdlon, principamente por interferir no processo de duplicacdo
do DNA nafase Sdo ciclo celular (McGarrity et al., 1988; Laranjeiraet al., 1998).

Apbs dezessete semanas de experimento, foi observada a presenca de FCA nos dois
grupos experimentais, indicando que a droga foi €ficiente na inducdo de lesdes pré-
neoplédsicas. Os FCA foram observados principalmente nos segmentos médio e distal,
semel hante ao descrito por Laranjeiras et al. (1998).

A reducéo de 51.45% no FCA total causada pelo butirato, em nosso estudo, foi
devida principalmente a diminui¢do dos focos com menos de trés criptas, mais numerosos
no momento do sacrificio. A multiplicidade das criptas, ou sgja, o grau de malignidade das
lesBes é influenciada pelo tempo decorrido entre a aplicacéo da droga e o sacrificio dos
animais (Bird & Good, 2000). Rodrigues et al. (2002) observaram que com quatro
semanas, desde a aplicacdo da DMH, o nimero de focos com apenas uma cripta foi maior
gue agueles com mais de trés criptas, enquanto que com 30 semanas, 0 nimero de focos
com mais de trés criptas foi estatisticamente maior que os focos com apenas uma cripta,
apesar do nimero total de FCA néo ter diferido ao se comparar quatro e 30 semanas.

Carraro et al. (1993) ndo encontraram efeitos da suplementacdo com butirato,
utilizando a concentragdo de 2%, no nimero de tumores formados, em experimentos com

12 semanas de intervencdo. Freeman (1986), encontrou aumento da incidéncia de tumores
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colénicos em ratos tratados por 12 semanas com DMH e recebendo butirato de sodio oral a
1 e 2%. No presente trabalho a dose do butirato utilizada foi superior (34%) e o tempo de
experimento menor (quatro semanas de intervencao).

A concentracdo do butirato parece ser um ponto importante a ser considerado
durante sua suplementacdo. Nos estudos a concentragdo € bastante variada e ndo se tem um
consenso da concentracdo ideal. Estudos in vitro (Dang et al., 1995; Siavoshian et al.,
2000; Coradini et al., 2000) utilizam concentragdes que variam de 1 a 25mM, enquanto em
estudos com modelos experimentais e em pacientes com tumores avancados, a
concentracéo pode chegar a 100mg/kg de peso ao dia (Douillard et al. 2000; Edelman et al.
2003), préximo ao utilizado em nosso estudo (68mg/kg de peso/dia).

Acredita-se ainda que o butirato, quando administrado na forma oral, em
substituicdo a agua, permite uma absorcdo intestinal em doses constantes, proxima ao
fisolégico, podendo levar a uma melhor manutencdo dos efeitos benéficos e menor
producdo de metabdlicos hepaticos (Ramos et al. 1996). Porém, grandes quantidades de
butirato sdo absorvidas no intestino delgado por difusdo passiva (Freeman, 1986; Tuleu et
al., 2001) diminuindo a quantidade que atingira o célon.

No estudo de Freeman (1986) o aumento da concentragdo de butirato de 1% para
2% permitiu um aumento da concentragdo de &cido butirico no colon distal dos animais de
0.67mg/g para 0.71mg/g de fezes. Como no presente estudo a concentragéo utilizada foi de
34%, possivelmente a concentracdo de &cido butirico no célon estaria em torno de
1.36mg/g de fezes.

De acordo com o estudo de Fleming et al. (1985) que encontrou uma concentragéo
de 1.64mg/g de butirato nas fezes de humanos ao adicionar 33g de fibras aimentares

(proveniente do feijdo) em uma dieta usual, € possivel estimarmos que para a produgdo do
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efeito redutor no cancer de célon, encontrado no presente estudo, seria necessaria a
ingestdo de cerca de 30g de fibra aimentar por dia. Essa quantidade esta de acordo com as
recomendagdes do Institute of Medicine/Food and Nutrition Board (2002) que sdo de 25 e
38g/dia para mulheres e homens adultos, respectivamente.

O butirato é capaz de alterar a expressao de reguladores do ciclo celular, inibindo a
proliferacéo e induzindo a apoptose em cultura de céulas de cancer de colon (Chen et al.,
2002; Turner et al., 2002; Sasahara et al., 2002). Porém seu efeito in vivo ainda € pouco
conhecido. A metodologia utilizada para avaliagdo dos mecanismos moleculares envolvidos
na reducdo do numero de FCA pelo butirato, ndo evidenciou reducdo na expressao das
ciclinas, como demonstrado em experimentos in vitro (Coradini et al., 2000; Tabuchi et al.,
2002). N&o foi observada, também, diferenca no nimero de FCA entre 0s grupos, apos duas
semanas do tratamento com DMH (dados ndo apresentados), gpesar de identificarmos FCA
em ambos 0s grupos, principalmente nagueles com menos de trés criptas. Acredita-se que
com duas semanas ap0s a inducdo com DMH ja ocorram alteragbes gendmicas
caracteristica do processo carcinogénico (LaMont & O’Gorman, 1978; Rodrigues et al.,
2002), o que justificou nossa pesquisa de alteracdo da expressdo das ciclinas D1 e E nesse
periodo.

Otori et al. (1999) identificaram a expresséo daciclinaD1 em FCA de ratos tratados
com DMH e verificaram a expressdo aumentada de ciclina D1 em FCA, porém, diferente
do nosso estudo, foram utilizados apenas os focos que continham mais de sete criptas. Em
estudos in vitro (Coradini et al., 2000 e Tabuchi et al.,2002), o tratamento de células de
cancer coldnico e céulas transgénica com concentragdo de butirato de sddio entre 1mM e
5mM, reduziu os niveis de RNAm de cilcina D1. Kennedy et al. (2002) observaram a

inibicdo da proliferagdo celular em glandulas mamarias normais de camundongos por meio
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da reducdo da expressdo da ciclina D1, contudo neste estudo foram utilizadas altas
concentragdes de butirato de sodio (250 — 500 mg/kg/dia).

Outros mecanismos podem estar envolvidos no efeito benéfico exercido pelo
butirato de sddio em lesdes pré-neoplasicas do colon. Estudos in vitro demonstraram que o
processo de apoptose induzido pelo butirato seria mediado pelo aumento da atividade de
uma cisteina protease, a caspase-3 (Turner et al., 2002; Ramos et al., 2002). Ou ainda
aumentando a expressao de proteinas supressoras, tais como p21 e p27, que sdo conhecidas
como reguladores negativos do ciclo celular (Gaschott et al., 2001; Chen et al.,2002).
Varios outros genes reguladores do ciclo celular tiveram, também, suas expressdes
aumentadas devido ao tratamento in vitro com butirato, dente eles: p16'™**, p19 'N<4P
(lacomino et al., 2001), p57 e p14/15 (Gaschott et al., 2001).

Diversos estudos relatam as ateraces no metabolismo dos écidos graxos em
pacientes com cancer de colon (Neoptolemos et al., 1988; Baro et al., 1998; Nkondjock et
al., 2003). Em nosso estudo encontramos alteractes no perfil dos écidos graxos, como
reducdo na porcentagem de &cido estedrico e &cido oléico, aumento de &cido linoléico na
gordura intrabdomina e reducdo do &cido docosahexandico (DHA) no tecido hepético dos
animais do grupo butirato, diferentes das encontradas durante a carcinogénese coldnica
(Neoptolemos et al., 1991; Hendrickse et al., 1994; Baro et al., 1998), evidenciando o
efeito benéfico exercido pela suplementacdo com butirato de sodio nestes animais.
Alteragbes como reducdo da peroxidacdo lipidica, que € caracteristico do crescimento
celular, como afirma Neoptolemos et al. (1991), leva ao aumento da concentracdo de DHA
no tecido tumoral. Em nosso estudo a porcentagem deste &cido graxo estava diminuida no
tecido hepético dos animais do grupo do butirato, sugerindo um perfil mais proximo de

células ndo cancerosas.
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Os acidos graxos da gordura intrabdominal apresentam um turnover lento e sua
constituicdo € reflexo da composicao lipidica da dietaingerida (Field et al., 1985). Como a
composicao e a quantidade da dieta dos dois grupos experimentais em nosso estudo foram
semelhantes, nossos dados sugerem que a diferenca encontrada pode esta associada ao
consumo do butirato de sodio.

Em estudo que avaliou o perfil dos écidos graxos no plasma e nas células
sanguineas de pacientes com cancer colorretal, Baro et al.(1998) verificaram que os &cidos
estedrico e &cido oléico encontram-se aumentados nestes pacientes, enquanto o linoléico
encontrava-se reduzido. Da mesma forma, Hendrickse et al. (1994) e Banares et al. (1996)
encontraram aumento das concentraces de acido oléico nas fragdes fosfolipidicas do
plasma de pacientes com cancer colorretal. Estes autores acreditam que mudangas no
metabolismo desses &cidos graxos sejam causadas pela doenca. Os nossos resultados, no
entanto, apresentaram-se aterados, porém na ordem inversa. O grupo butirato apresentou
menores porcentagens de acido estearico e
acido oléico, aém de porcentagem aumentada de acido linoléico na gordura
visceral quando comparado ao grupo controle. Pode ser que as ateracbes provocadas pela
doenca tenham um perfil especifico para cada tecido ou o butirato tenha contribuido

beneficamente  para reverter as  ateragdes provocadas pela  doenca

5. Conclusdo

O uso do butirato de sddio por um periodo de quatro semanas reduziu o nimero de

lesdes pré-neoplasicas em animais tratados com DMH, além de inibir as alteragdes do perfil
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de acido graxos tecidual e hepéticos causados pelo processo carcinogénico. Entretanto, ndo
foram detectadas alterages na expressdo das ciclinas D1 e E na mucosa intestinal dos

animais, apos quatro semanas de uso do butirato de sédio.
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Figura 1- Consumo de dieta e evolucéo de peso. A)Consumo médio de dieta por animal

por semana, durante todo periodo de experimento. B)Evolucdo do peso mediano dos

animais do grupo controle e butirato, durante 17 semanas.
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Tabela 1: Mediana do nimero de Focos de Criptas Aberrantes totais, com menos de trés

criptas, mais de trés criptas e FCA totais por segmento do intestino grosso.

1.1 Focosde Criptas Aberrantes

1.2 Total/Segmento

Grupo N Total 03 >3 Proximal Médio Distal
Controle 9 207.0 166.0 320 27.0 90.0 74.0
Butirato 16 100.5 77.5 215 18.5 50.5 34.0
p? 0.006 0.004 0.336 0.203 0.002 0.051
*Teste de Mann-Whitney

Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo entre os segmentos proximal x meédio x distal.

Grupo Butirato e Controle: p<0.001. Teste de Dunn’s: proximal<meédio, distal.
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Figura 2- RT-PCR Andlise e quantificagdo de mRNA de ciclina D1 e ciclina E, usando
HPRT como controle interno em mucosa do colon dos animais do grupo controle e butirato.
A) Bandas de RNAm de ciclina D1, E e HPRT, reveladas em gel de poliacrilamida 6%. B)

Quantificacdo da expressdo de RNAm de ciclina D1. C) Quantificagdo da expressdo de
MRNA ciclinaE.



Tabela 2: Perfil dos principais acidos graxos da gordura intrabdominal dos animais do

grupo controle e butirato.

Acido Graxo Grupo Controle Grupo Butirato Valor de p*
(%) (%)
C16 Palmitico 30.27 23.59 0.064
C18 Estedrico 4.4 3.52 0.009
C18:1 Oléico 44.58 34.16 0.001
C18:2 Linoléico 14.44 29.71 0.013

Mediana dos valores
*Teste de Man Whitney
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Tabela 3: Perfil dos principais acidos graxos do tecido hepatico dos animais do grupo

controle e butirato.

Acido Graxo Grupo Controle Grupo Butirato Valor de p*
(%) (%)
C16 Palmitico 16.98 19.3 0.171
C18 Estedrico 13.42 14.8 0.210
C18:1 Oléico 12.12 10.69 0.162
C18:2 Linoléico 20.68 20.93 0.560
C18:3 Linolénico 0.81 0.77 0.589
C20:4 Araguidénico 24.24 24.74 0.546
C20:6 DHA 10.36 8.17 0.039

Mediana dos valores
* Teste de Man Whitney
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