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RESUMO

GOMIDES, Antbnio Frederico de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2010. Efeito da fibra como alimento funcional na prevencéo da incidéncia
de focos de criptas aberrantes (FCA) no colon de camundongos induzida por 1,2-
dimetilhidrazina. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Maria do
Carmo Gouveia Peluzio e Leandro Licursi de Oliveira.

A utilizacdo de dietas saudaveis tem sido um grande aliado na prevencédo e
tratamento de diversas enfermidades, incluindo o cancer colorretal (CCR), uma doenca
que afeta grande parte da populacdo mundial, configurando-se como um problema de
salde publica. Fatores genéticos e ambientais sdo apontados como as principais causas
do CCR. Dentre os ambientais podemos destacar os dietéticos. O uso de prebidticos
como uma das alternativas na prevencdo do CCR vem ganhando cada vez mais 0 apoio
da comunidade cientifica. Prebidticos sdo fibras sollveis que reduzem o risco de
desenvolvimento de CCR pela producdo de metabdlitos protetores, como por exemplo,
0s acidos graxos de cadeia curta como 0 acetato, propionato e o butirato. Os prebidticos
influenciam também no crescimento de bactérias acido-lacticas e bifidobactérias
proporcionando efeito inibitério em muitas bactérias que produzem enzimas
carcinogénicas. A linhaca também € um alimento benéfico na prevencdo do CCR sendo
um componente alimentar rico em &cidos graxos essenciais que podem funcionar como
antiinflamatdério, proporcionar a diminuicéo da proliferacdo celular e induzir a apoptose
em células cancerosas. Outro componente da linhaca sdo as fibras e compostos
associados que podem ser convertidos em fitoquimicos biologicamente ativos, por
bactérias aerdbias facultativas presentes no colon de mamiferos podendo diminuir a
atividade de enzimas pré-carcinogénicas e aumentar a atividade de enzimas que atuam
no processo de detoxificacdo celular e protecdo contra o cancer. A linhaca esta
disponivel no mercado na forma de gréos integrais, farelo e similares. O objetivo desse
estudo foi investigar os efeitos das fibras (frutooligossacarideo e inulina) e farelo de
linhaca desengordurado no colon de camundongos Balb/C e do farelo de linhaca
desengordurado comparando camundongos C57BL/6 macho e fémea induzidos ao
aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) com 1,2-dimetilhidrazina (DMH)
sendo realizadas técnicas histoldgicas, bioquimicas e de biologia molecular para a
avaliacdo dos resultados. Nos camundongos Balb/C os resultados desse estudo
permitiram concluir que a inulina possui maior eficacia na prevencdo do aparecimento
de FCA com namero menor ou igual a trés criptas no célon proximal, médio e distal. No

célon médio e distal a inulina também mostrou-se eficaz na prevencdo da incidéncia de
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FCA com numero maior que trés criptas. A baixa expressao das proteinas p53, p21 e
p16 no cdlon distal no tratamento com inulina ndo afetou o seu efeito preventivo desse
prebiotico, sugerindo que outros mecanismos de prevencdo de FCA podem estar
envolvidos. Para o aparecimento de FCA com nimero memor ou igual trés criptas no
célon proximal, médio e distal o frutooligossacarideo foi eficaz. Para FCA com nimero
maior que trés criptas no colon medio e distal o frutooligossacarideo também mostrou-
se eficaz. Essa eficacia pode ser atribuida a expressdo aumentada do gene da proteina
p16 no colon distal dos camundongos. Para o c6lon médio e distal o farelo de linhaca
desengordurado mostrou-se eficaz na prevencgdo do aparecimento de FCA com numero
menor ou igual a trés criptas. Para a incidéncia de FCA com numero maior que trés
criptas no colon médio e distal o farelo de linhaca desengordurado também possui
efeitos preventivos. Essa eficacia no célon distal pode ser atribuida a expressdo
aumentada do gene da proteina p53. Quando comparamos o0s diferentes sexos de
camundongos C57BL/6 utilizando somente o farelo de linhaca desengordurado, esse
alimento apresentou efeitos preventivos no célon proximal, médio e distal dos
camundongos machos diminuindo a incidéncia de FCA com nimero menor ou igual a
trés criptas. Para o colon distal essa eficacia pode ser atribuida ao aumento da expressao
do gene da proteina p53. Nas fémeas o farelo de linhaca desengordurado ndo protegeu o
colon distal da incidéncia de FCA com numero menor ou igual a trés criptas. Para FCA
com ndmero maior que trés criptas em ambos 0s sexos o farelo de linhaca
desengordurado ndo previniu o aparecimento de FCA. Diante de tais evidéncias
encontradas no presente estudo concluimos que os prebioticos frutooligossacarideo ou
inulina e o farelo de linhaca desengordurado séo fibras dietéticas efetivas na prevencao
do desenvolvimento do CCR, no entanto mais estudos, devem ser realizados para
elucidar outros mecanismos que possam estar envolvidos nesse processo tanto na
linhagem de camundongos Balb/C que receberam prebiodticos e farelo de linhaca
desengordurado na dieta, bem como nos camundongos C57BL/6 que foram alimentados

com o farelo de linhaca desengordurado.



ABSTRACT

GOMIDES, Antbnio Frederico de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
august, 2010. Effect of fiber as a functional food in preventing the incidence of
aberrant crypt foci (ACF) in colon of mice induced by 1,2-dimethylhydrazine.
Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-Advisers: Maria do Carmo Gouveia Peluzio and
Leandro Licursi de Oliveira.

The use of healthy diets has been a great ally in the prevention and treatment of
various diseases, including colorectal cancer (CRC), a disease that affects much of the
world population, configuring it as a public health problem. Genetic and environmental
factors are cited as the main causes of the CRC. Among the diet can highlight the
environmental. The use of probiotics as an alternative in the prevention of CRC is
gaining more support from the scientific community. Prebiotics are soluble fibers that
reduce the risk of CRC by the production of protective metabolites, such as the short-
chain fatty acids such as acetate, propionate and butyrate. Prebiotics also influence the
growth of lactic acid bacteria and bifidobacteria providing inhibitory effect in many
bacteria that produce carcinogenic enzymes. Flaxseed is also a food beneficial in
preventing the CRC being a food source rich in essential fatty acids that can function as
an anti-inflammatory, to the decrease in cell proliferation and induce apoptosis in cancer
cells. Another component of flaxseed is associated with the fibers and compounds that
can be converted into biologically active phytochemicals, facultative aerobic bacteria
present in the colon of mammals and may decrease the activity of pro-carcinogenic and
increase the activity of enzymes that act in the process of cellular detoxification and
protection against cancer. Flaxseed is available in the market as whole grains, bran and
the like. The aim of this study was to investigate the effects of fiber (inulin and
fructooligosaccharides) and defatted flaxseed meal in the colon of Balb/C and defatted
flaxseed meal compared C57BL 6 male and female induced the appearance of aberrant
crypt foci (ACF) with 1,2-dimethylhydrazine (DMH) was performed histological
techniques, biochemical and molecular biological evaluation of results. In Balb/C
results of this study showed that inulin has a greater efficacy in preventing the onset of
ACF with fewer or equal to three crypts in the proximal colon, middle and distal. In the
middle and distal colon inulin also was effective in preventing the incidence of ACF
with number greater than three crypts. The low expression of p53, p21 and p16 in the
distal colon in the treatment with inulin did not affect its preventive effect of prebiotics,
suggesting that other mechanisms for the prevention of ACF may be involved. For the

appearance of ACF in three equal number memor or crypts in the proximal colon, the
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middle and distal fructooligosaccharides was effective. This efficiency can be attributed
to increased gene expression of pl6 protein in the distal colon of mice. For the middle
and distal colon the defatted flaxseed meal was effective in preventing the onset of ACF
with fewer or equal to three crypts. For the incidence of ACF in number greater than
three crypts in the middle and distal colon the defatted flaxseed meal also has preventive
effects. This efficiency in the distal colon can be attributed to increased gene expression
of p53 protein. When comparing the different sexes of C57BL/6 using only the defatted
flaxseed meal, that food had preventive effects in the proximal colon, middle and distal
male mice decreases the incidence of ACF with fewer or equal to three crypts. For distal
colon this effectiveness can be attributed to increased gene expression of p53 protein. In
females the defatted flaxseed meal did not protect the distal colon in the incidence of
ACF with fewer or equal to three crypts. ACF for a number higher than three crypts in
both sexes the defatted flaxseed meal not prevented the emergence of ACF. Faced with
such evidence found in this study, the prebiotics inulin and fructooligosaccharides or
defatted flaxseed bran dietary fibers are effective in preventing the development of
CRC, but further studies should be undertaken to elucidate other mechanisms that may
be involved in this process both in the line of Balb/C mice receiving prebiotics and
defatted flaxseed meal in the diet, as well as in C57BL/6 mice that were fed the defatted

flaxseed meal.
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1. INTRODUCAO GERAL

Diariamente os individuos estdo expostos a uma diversidade de fatores
ambientais e fisicos agressores ao organismo e que acabam influenciando na qualidade
de vida. Dentre os fatores ambientais destaca-se uma dieta inadequada. Dessa forma é
fundamental que a populacdo se conscientize da importancia de alimentos contendo
substancias nutritivas que auxiliam na promocdo da saude e na prevencdo de uma
diversidade de doencas. Dentre os componentes dietéticos a fibra alimentar constitui um
grupo de componentes funcionais importantes que podem auxiliar na melhora do estado
nutricional.

Uma ingestdo adequada de fibras apresenta efeitos benéficos contra a incidéncia
de uma diversidade de doencas, incluindo o cancer colorretal. Esse tipo de cancer, afeta
individuos em diversos paises, € a terceira neoplasia responsavel por 6bito na populacao
mundial. Presume-se que uma dieta inadequada seja um fator de predisposicdo para o
cancer colorretal.

Determinados tipos de fibras sollveis e insollveis geram um efeito protetor
contra o cancer em regides especificas do intestino.

Uma das alternativas de protecdo € o uso das fibras ndo-fermentaveis como a
celulose ou as fermentaveis, tais como o0s prebidticos frutooligossacarideos e inulina,
que podem gerar suplementos alimentares digeriveis por bactérias no colon e que
beneficiam o hospedeiro, proporcionando melhora na satde do mesmo.

A linhaca também é uma importante fonte de fibras e outros componentes
funcionais como os acidos graxos essenciais e as lignanas, que possuem efeitos
benéficos na prevencdo de diversas doencas incluindo o cancer colorretal.

Alguns mecanismos para explicar o papel das fibras na prevencdo do processo
de carcinogénese do colon incluem os efeitos fisioldgicos e mecénicos das fibras, a
capacidade fisico-quimica da fibra de se ligar a componentes do suco digestivo bem
com de servir como substrato para a fermentacdo das bactérias presentes no célon,
influenciando a composicdo da microbiota intestinal e gerando produtos finais
fisiologicamente ativos.

Considerando que o cancer colorretal no Brasil é o quarto tipo de cancer que
afeta a populacédo e sendo também semelhante a freqiiéncia mundial desta doenca, e que
a prevencdo e o diagnostico precoce, como na maioria das neoplasias, € o melhor
investimento quando se trata de salde, a proposta desse estudo foi utilizar o farelo de

linhaca desengordurado e os prebioticos frutooligossacarideos (FOS) e inulina em



camundongos induzidos ao aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) ou lesdes
pré-neoplasicas, para exclarecer o(s) mecanismo(s) em que as fibras como alimentos
funcionais poderdo atuar na diminuicdo dessas les6es no colon, utilizando técnicas

histoldgicas, bioquimicas e de biologia molecular.



RESUMO (CAPITULO I)

Gomides, Antdnio Frederico de Freitas, D.S. Universidade Federal de Vicosa, Agosto
de 2010. Cancer colorretal (CCR): epidemiologia, fatores de risco, marcadores
inflamatdrios e a prevengdo com o uso dos prebidticos. Orientador: Sérgio Oliveira
de Paula. Coorientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Leandro Licursi de
Oliveira.

A utilizacdo de dietas saudaveis tem sido um grande aliado na prevencdo e tratamento
de diversas enfermidades, incluindo o cancer colorretal (CCR), uma patologia que afeta
grande parte da populacdo mundial, configurando-se como um problema de saude
publica. Fatores genéticos e ambientais sdo apontados como as principais causas do
CCR. Dentre os ambientais podemos destacar os dietéticos que incluem como causa do
CCR uma alimentacdo com alta ingestdo de gorduras saturadas como fonte energética, o
uso de alimentos altamente caldricos (os carboidratos de um modo geral), o baixo
consumo de frutas e vegetais, principalmente os ricos em fibras e a ingestdo de carne
vermelha submetida a altas temperaturas. Mediante estas evidéncias, ¢ importante a
conscientizacdo da populacdo em geral de que, uma dieta saudavel é de vital
importancia na prevencédo desta doenca, sendo a utilizacdo de fibras apontada em varios
estudos como uma das medidas alternativas na prevencdo do CCR. A presente revisdo
discorre sobre a epidemiologia, fatores de risco, marcadores inflamatorios e a prevencéo
do CCR. O uso de prebidticos como uma das alternativas na prevencdo do CCR vem
ganhando cada vez mais o apoio da comunidade cientifica. Prebidticos sdo fibras
sollveis que reduzem o risco de desenvolvimento de CCR pela producdo de metabdlitos
protetores, como por exemplo, os acidos graxos de cadeia curta como o acetato,
propionato e o butirato. Os prebidticos influenciam também no crescimento de bactérias
acido-lacticas e bifidobactérias proporcionando efeito inibitério em muitas bactérias que

produzem enzimas carcinogénicas.



CAPITULO |

Céncer colorretal (CCR): epidemiologia, fatores de risco, marcadores

inflamatdrios e a prevengao com o uso dos prebioticos

1. Introducgéo

O cancer colorretal é uma doenca que afeta grande parte da populacdo mundial
(Santos Junior, 2007). A sua incidéncia vem aumentando em diversos paises ao longo
dos dltimos anos, devido as mais diversificadas etiologias (Ahmed, 2003; Habr-Gama,
2005; INCA, 2009). Presume-se que uma dieta inadequada seja um dos fatores de
predisposicdo para esta neoplasia (Brouns et al., 2002; Rubio, 2002; Sanjoaquin et al.,
2004; Rose et al., 2007).

Uma das alternativas na prevencdo do cancer colorretal tem sido o uso dos
prebioticos (Bolognani et al., 2001; Manning & Gibson, 2004; Rose et al., 2007). Os
prebioticos sdo suplementos alimentares ndo digeriveis que beneficiam o hospedeiro por
estimulagdo seletiva da microbiota intestinal, promovendo o crescimento e a atividade
de um namero limitado de bactérias no coélon, proporcionando melhora na saide do
hospedeiro (Tuohy et al., 2003).

Os prebioticos quando fermentados por bactérias da microbiota geram acidos
graxos de cadeia curta como o acetico, propidnico e butirico (Davie, 2003; Manning &
Gibson, 2004; Gupta et al., 2006; Rose et al., 2007). Estudos recentes indicam que esses
componentes sdo eficazes na prevencdo do cancer de colon devido aos mais
diversificados efeitos no cancer, incluindo a inibi¢cdo da progressdo do ciclo celular ou
desencadeando a morte celular programada (Tan et al., 2008). Estes &cidos graxos de
cadeia curta possuem a capacidade de ativar genes que codificam as proteinas
responsaveis por controlar a proliferagdo celular ou proteger o genoma (Hughes &
Rowland, 2001; Munjal et al., 2009).

Dentre esses prebioticos destacam-se os frutooligossacarideos e a inulina. Dados
da literatura sugerem que tais componentes sdo eficazes na prevencdo do cancer
colorretal (Reddy et al., 1997; Bolognani et al., 2001; Rafter et al., 2007).



2. Epidemilogia e fatores de risco

Em termos de incidéncia, o cancer de célon e reto configura-se como a terceira
causa mais comum de cancer no mundo em ambos 0s sexos € a segunda causa em paises
desenvolvidos. Cerca de 9,4%, equivalendo a um milh&o de casos novos, de todos 0s
canceres sdo de célon e reto. Nos ultimos anos a incidéncia de CCR parece ter atingido
um platdé em relacdo a distribuicdo na populacdo nas areas de alto risco, e parece
aumentar nas areas antes consideradas de baixo risco. Os padrbes geograficos sdo bem
similares entre homens e mulheres; porém o cancer de reto € cerca de 20 a 50% maior
em homens na maioria das populaces (Ahmed, 2003, INCA 2009).

A cada ano, no mundo, é diagnosticado cerca de um milhdo de casos novos de
CCR e consequentemente, neste mesmo periodo em que ha meio milhdo de mortes,
consequentes (Santos Janior, 2007).

O CCR apresenta incidéncia variavel nos diferentes continentes e paises,
predominando principalmente nos economicamente mais ricos e industrializados como
a América do Norte, a Europa, a Nova Zelandia e a Austrélia (Habr-Gama, 2005).

No Brasil o cancer em geral configura-se como problema de saude publica de
dimensGes nacionais. Com o aumento da expectativa de vida do povo brasileiro e com a
progressiva industrializacdo e globalizacdo, as neoplasias ganharam importancia
crescente no perfil de mortalidade do pais, ocupando o segundo lugar como causa de
obito (Hermsdorff & Ribeiro, 2005).

Em 2010, séo esperados 236.240 casos novos para 0 sexo masculino e 253.030
para sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (114 mil
casos novos) serd o mais incidente na populacdo brasileira, sequido pelos tumores de
prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), célon e reto (28 mil), pulméo (28 mil),
estbmago (21 mil) e colo do utero (18 mil). O ndmero de casos novos de CCR
estimados, no ano de 2010 no Brasil, serd de 13.310 casos em homens e de 14.800 em
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de célon e reto
em homens é o terceiro mais frequente nas regides Sul (21/100.000) e Sudeste
(19/100.000). Na Regido Centro-Oeste (11/100.000) ocupa a quarta posicdo. Nas
regides Nordeste (5/100.000) e Norte (4/100.000) ocupam a quinta posi¢cdo. Para as
mulheres, ¢ o segundo mais frequente nas regides Sul (22/100.000) e Sudeste
(21/100.000); o terceiro nas regides Centro-Oeste (11/100.000) e Nordeste (6/100.000),
e 0 quinto na regido Norte (4/100.000) (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2009).



Ocorreu uma tendéncia crescente da mortalidade nas capitais das regides Centro-
Oeste, Norte e Nordeste e na populacdo acima de 60 anos e principalmente entre
individuos do sexo masculino. Esse fato deve-se provavelmente, a maior exposicao aos
fatores de risco ambientais e a maior prevaléncia de canceres letais entre 0s homens. As
capitais das regides Sul e Sudeste seguem tendéncia crescente. A mortalidade por
neoplasia aumentou ao longo dos dltimos anos, podendo se tornar a principal causa de
morte no Brasil (Hermsdorff & Ribeiro, 2005).

Mais de 50% dos casos de CCR manifestam-se em individuos com mais de 60
anos (média de 67 anos), sendo o risco deste cancer tanto maior quanto maior a faixa
etaria (Habr-Gama, 2005; Neves et al., 2006).

O CCR aparece distribuido em diferentes niveis nas populacdes pelo mundo e
vem se alterando com o passar do tempo. Populagbes que vivem em uma mesma
comunidade com estilo de vida diferente entre seus individuos apresentam heterogénea
distribuicdo de CCR. Imigrantes perdem rapidamente suas caracteristicas e costumes do
local de origem adquirindo os novos padrdes e estilo de vida da comunidade para qual
migraram, fator este que contribui para 0 aumento na taxa de CCR em determinada
regido (Boyle & Langman, 2000).

Nos Estados Unidos um estudo relacionando as condicdes socioeconémicas,
raca e sexo, demonstrou que entre brancos houve uma diminuicdo significativa da
incidéncia de CCR entre 0s anos de 1994 a 2004 de 3,3% em homens e de 2,8% entre as
mulheres a cada ano. No entanto estes resultados somente foram observados em homens
e mulheres que viviam em regiGes de melhor poder socioeconémico. Entre homens
negros a taxa de incidéncia de CCR foi estavel entre os anos de 1992 a 2004 e diminuiu
entre as mulheres negras em 2,5% ao ano entre os anos de 2000 a 2004 (Siegel et al.,
2008).

Dos doentes com cancer do intestino grosso 63% vivem em paises
desenvolvidos, com igual distribuicdo, entre sexos, ja para o cancer de reto ocorre
predominancia no sexo masculino (Santos Junior, 2007).

Dentre outros fatores de risco para 0 CCR destacam-se dietas com base em
gorduras animais, baixa ingestdo de frutas, vegetais, cereais e calcio, e ainda o0 consumo
excessivo de alcool e o tabagismo. A pratica de atividade fisica regular esta associada a
um baixo risco de desenvolvimento de CCR (INCA, 2009).

Na Alemanha um estudo realizado entre os anos de 1970 a 2000 sobre a
mortalidade associada ao CCR demonstrou similaridades na taxa de mortalidade

encontrada na populacdo mundial com maior incidéncia entre mulheres do que homens.
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O resultado deste estudo sugeriu que apesar da mortalidade ser menor entre homens,
esta aumentou nos ultimos anos indicando que isto possa estar relacionada ao tipo de
atividade profissional que devido a modernizacdo industrial demandou menor esforgo
fisico por parte dos homens influenciando no aumento da incidéncia da mortalidade por
CCR (Stang et al., 2007).

No Japdo, pacientes portadores de CCR que ndo faziam atividade fisica,
ingeriam bebidas alcodlicas, fumavam, ingeriam dieta hipercaldrica e apresentavam
indice de massa corporal acima dos padrdes normais nao apresentaram estatisticamente
diferencas significativas na incidéncia de CCR quando comparados ao grupo com CCR
que ndo tinham tais habitos e indice de massa corporal dentro dos padrfes normais
(Wakai et al., 2006). Em outro estudo realizado na Suécia os autores ndo encontraram
nenhuma relacdo entre dietas hipercaldricas, glicemia elevada e CCR (Larsson et al.,
2006).

3. Marcadores inflamatorios associados ao CCR

Vérias pesquisas sdo realizadas na busca de marcadores inflamatorios que
tenham elevada sensibilidade e especificidade e que demonstrem um beneficio clinico.
Alguns possiveis marcadores vém sendo explorados com maior frequéncia, como no
CCR em que sdo utilizados o antigeno carcinoembrinario (CEA), as proteinas p53,
timidilato sintase (TS), ciclinas, ciclooxigenase-2 (COX-2) e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), entre outros (Srivastava et al., 2001).

O CEA ¢ uma glicoproteina da familia das imunoglobulinas expressa pelos
tecidos normais durante os primeiros seis meses de vida fetal e que decai com o
nascimento. Sua fungdo é promover a adeséo intercelular. A principal diferenca entre o
contedo de CEA nas celulas normais e neoplésicas aparenta ser muito mais
quantitativa do que qualitativa. No entanto, estudos ultra-estruturais demonstraram que
existem diferencas no padrdo de distribuicdo celular do CEA quando se compara 0
tecido normal com o neoplasico. No cancer o CEA pode ser quantificado no plasma ou
em tecidos e estd associada a metastases. O CEA é o Unico marcador tumoral cuja
sensibilidade e valor prognoéstico foi definido para a aplicabilidade na pratica clinica
(Samara et al., 2007; Li et al., 2008). No entanto, os niveis sanguineos de CEA sdo de
pouco valor diagndstico, pois atingem niveis significativos apenas depois que o tumor ja
atingiu tamanho consideravel e muito provavelmente ja apresenta disseminacdo. Além

disso, niveis “positivos” de CEA podem ser produzidos por carcinomas de pulmao,



mama, ovario, bexiga urinaria e prdstata, assim como por desordens ndo-neoplasicas,
como a cirrose alcodlica, pancreatite e colite ulcerativa (American Society of Clinical
Oncology —ASCO, 1996; ASCO, 1998).

A progressdo ordenada das células pelas varias fases do ciclo celular é dirigida
pelas quinases dependentes de ciclinas (CdKs), que sdo ativadas pela ligacédo as ciclinas,
assim chamadas devido a natureza ciclica de sua producéo e degradagdo. Os complexos
de ciclina-CdKs fosforilam as proteinas alvo que conduzem a célula através do ciclo
celular. Enquanto as ciclinas despertam as CdKs, seus inibidores, que sdo muitos,
silenciam as CdKs e exercem controle negativo sobre o ciclo celular (Carnero et al.,
2002). Durante a carcinogénese do cdlon ocorre um aumento na expressdo das ciclinas
na mucosa intestinal associado a anormalidades na progressdo e regulacdo do ciclo
celular (Hur et al., 2000).

As ciclinas D e E se ligam a G;-CdK e G;/S-CdK respectivamente para que estas
proteinas possam se tornar ativas, e alteragcdes na sua concentracdo ajudam a direcionar
a montagem ciclica e a ativacdo dos complexos ciclina-CdK (Carnero, 2002). Problemas
que afetam a expressdo da ciclina D ou da CdK4 parecem ser um evento comum na
transformacdo neoplésica (Han et al., 1999).

A progressdo da fase G1 do ciclo celular ¢ mediada pela combinacdo da
atividade da ciclina D1, que se liga a proteinoquinases dependentes de ciclina CdK-4/6,
e a ciclina E com CdK2 formando complexos que conduzem a fase S do ciclo celular
(Coradini et al., 2002, Bardon et al., 2002).

A timidilato sintase (TS), é uma enzima de grande importancia para a sintese de
DNA, etapa fundamental na divisdo celular, sendo um fator determinante para a
sensibilidade a tratamentos quimioterdpicos e a proteina p53 esta relacionada a
preservacao da integridade do codigo genético celular através da ativacdo de proteinas
de reparo do DNA (Popat et al., 2006). Em um estudo de correlacdo do valor
prognostico desses dois marcadores 0s autores ndo encontraram correlacfes clinicas
entre a expectativa de vida e os altos ou baixos niveis de TS e p53, apesar de ambas as
proteinas terem sido detectadas em todos os pacientes analisados (Li et al., 2008). Um
estudo semelhante correlacionou a p53 com a ciclooxigenase-2 (COX-2) uma proteina
expressa no trato gastrointestinal em baixos niveis, porém com elevada expressdo no
CCR e que esta relacionada a angiogénese e a progressdo da doenca. Neste estudo
verificou-se a expressdo dessas proteinas em adenocarcinoma intestinal e mucosa
adjacente sendo possivel observar que proporcionalmente a progressdo do estadiamento

do tumor houve aumento da expressdo destes marcadores, apesar destes dados nédo



demonstrarem diferenca significativa, sugerindo que estes achados ndo podem suportar
a hipdtese de associacdo entre os marcadores p53 e COX-2 com o estadiamento do
tumor de intestino (Felin et al., 2008).

MutacOes no gene TP53 sdo encontradas em cerca de metade de todos os
canceres humanos. O gene TP53 age inibindo a transformacéo neoplasica por diferentes
mecanismos: ativacdo da interrupcdo temporaria do ciclo celular, inducdo da
interrupcdo do ciclo celular de forma permanente, disparando a morte celular
programada (apoptose) ou inibindo a angiogénese provavelmente por diminuir a
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Sua detecgédo serve com
um indicador do perfil gendmico no CCR relacionado ao potencial de crescimento
tumoral. Danos no gene TP53 estdo presentes em 75% dos casos de CCR sendo
envolvido na conversdo de adenoma para adenocarcinoma por impedir a ligagéo da
proteina p53 mutada em sequéncias especificas do DNA, o que impossibilita ativacéo
de genes adjacentes (Kinzler & Vogelstein, 1998; Hanahan & Weinberg, 2000;
Vogelstein et al., 2000). O DNA danificado causa um aumento tanto na concentragao
como na atividade da p53, uma proteina reguladora de genes, que ativa a transcri¢do de
um gene que codifica um inibidor de Cdk (CdKI) a proteina p21. A p21 se liga a G,/S-
CdK, prevenindo que elas conduzam a célula para a fase S por inibir a fosforilagdo da
retinoblastoma (Rb). O aprisionamento do ciclo celular em G; permite que a célula
tenha tempo para reparar o DNA danificado antes de replica-lo (Vogelstein et al., 2000).

Héabitos alimentares ruins e desordens metabolicas tais como diabetes e
obesidade, sdo considerados responsaveis pela maioria dos casos esporadicos de CCR
(Brouns et al., 2002). Acredita-se que 0 consumo excessivo de energia total eleva o
nivel de insulina circulante (levando a resisténcia a insulina) o que eleva a concentragédo
de proteinas ligantes de insulina. Estudos in vitro e em animais sugerem que 0S
membros do sistema do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFs), incluindo
IGF-I, IGF-11, receptores de IGFI e IGF-II (IGF-IR e IGF-1IR), e as proteinas ligantes
de IGF (IGFBPs) podem ter um importante envolvimento no desenvolvimento e na
progressao de neoplasias. Mais especificamente, as IGFs promovem a progressao do
ciclo celular e inibem a apoptose tanto por acdo direta em conjunto com outros fatores
de crescimento como por acdo indireta interagindo com outros sistemas moleculares
intracelulares envolvidos na promocédo e/ou progressao do cancer. Alem disso, estudos
epidemioldgicos tém sugerido que concentragdes elevadas das IGFs, independente das
alteragdes nas IGFBPs, podem estar associadas a um aumento no risco de desenvolver

determinadas neoplasias dentre elas 0 CCR (Spinola & Guerra-Junior, 2005).



4. Uso de prebiodticos na prevencédo do CCR

Estudos epidemioldgicos mostraram que individuos que consomem dietas ricas
em gorduras e carnes sdo potenciais candidatos a desenvolver CCR (Boyle & Langman,
2000; Chéo et al., 2005).

O CCR em individuos com dieta rica em gordura se desenvolve principalmente
na regido do célon sigmdide (Benson, 2007). Em um estudo realizado em dez capitais
brasileiras foi encontrada uma relacdo direta entre a mortalidade por CCR e a ingestédo
de alimentos como ovos, leite e carne bovina associados a um baixo consumo de fibras
(Neves et al., 2006).

Pessoas que consomem dietas ricas em frutas e vegetais parecem ter uma baixa
incidéncia de muitos canceres, incluindo o CCR (Brous et al., 2002). Em um estudo
realizado na Inglaterra entre os anos de 1982 a 1999 envolvendo 10.998 participantes
revelou que 95 destes apresentaram diagnostico de CCR, onde 39 eram vegetarianos e
56 nédo-vegetarianos, sugerindo que o consumo de vegetais e frutas diminuem o risco de
CCR (Sanjoaquin et al., 2004).

A ingestdo adequada de fibras insolUveis e sollveis criam condi¢cdes em regides
especificas do intestino gerando um efeito protetor contra 0 CCR. Uma das alternativas
dessa protecao € o uso dos prebioticos (Zheng et al., 2006).

Os prebidticos sdo definidos como um ingrediente alimentar ndo digerivel que
beneficia o hospedeiro por estimulacdo seletiva, crescimento e atividade de um numero
limitado de bactérias no célon e assim melhora a saude do hospedeiro. Estudos em
animais e humanos revelaram que os prebidticos sdo seletivamente utilizados pelas
bifidobactérias melhorando a microbiota intestinal e direcionando-a para uma
composicao de microrganismos benéficos (Zheng et al., 2006, Underwood et al., 2009;
Gibson & Barret, 2010; Glade, 2010; Rodrigues-Cabezas et al., 2010). As bactérias alvo
dos prebidticos sdo as bifidobactérias e lactobacilos. Os prebioticos de eficacia
comprovada e comercialmente disponiveis sdo a inulina e os frutooligossacarideos
(FOS), ambos sdo considerados como alimentos normais, ingredientes alimentares ou
fibras em diferentes paises (Tuohy et al., 2003).

Recentemente os prebidticos tém recebido muita atengdo por causa do seu efeito
sobre a microbiota intestinal, destacando-se a inulina, que contem cadeias de duas a 70
unidades de frutose sendo encontrada em diversos alimentos, dentre os quais o alho, a
banana, o tomate, a alcachofra de Jerusalém e a raiz de chicdria. A inulina é geralmente

utilizada em paises desenvolvidos, como substituto do aglcar e/ou gordura devido as
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suas caracteristicas que a enquadram como alimento funcional e dietético (Roberfroid &
Delzenne, 1998; Oliveira et al., 2006; Kolida et al., 2007).

O FOS contém de duas a nove unidades de frutose que sdo, as vezes, ligadas a
uma unidade de glicose terminal originadas da hidrdlise enzimatica da inulina sendo
encontrado na cebola, aspargo, alcachofra de Jerusaléem e alho (Molis et al., 1996;
Roberfroid & Delzenne, 1998, Patel & Goyal, 2010).

A fermentacdo de FOS e inulina necessita de enzimas especificas.
Bifidobactérias fermentam FOS através da enzima p-fructosidase e sintetizam as
inulinases para a degradagéo da inulina (Roberfroid & Delzenne, 1998)

Embora ndo haja um consenso entre diferentes estudos sobre a recomendacéo da
dose diaria dos prebioticos FOS e inulina, alguns deles sugerem que uma quantidade até
12 g dia™ é suficiente para aumentar a quantidade de bifidobactérais, bactérais acido-
laticas e diminuir o pH fecal com acdo bactericida contra bactérias patogénicas (Kolida
et al., 2007; Bdarigo et al.,, 2007). Em um estudo recente, Ripoll et. al (2010),
observaram que uma dose de 5 g dia™ de inulina extraida de chicéria foi bem tolerada
por pacientes saudaveis.

Os prebidticos reduzem o risco de desenvolvimento de cancer do coélon por
mecanismos diretos e indiretos. Os indiretos incluem a producdo de metabdlitos
protetores, como por exemplo, butirato. Os mecanismos diretos influem na modificagéo
da composicdo da microbiota intestinal e no crescimento de bactérias acido-lacticas e
bifidobactérias proporcionando efeito inibitério em muitas bactérias que produzem
enzimas carcinogénicas (Rose et al., 2007; O’Keefe et al., 2009).

Os prebidticos possuem também a capacidade de ativar o sistema imunolégico,
Janardhana (2009), Patel & Goyal, (2010), Souza et al. (2010), de aumentar as secrecao
dos peptidieos, neurotensina e somatostatina auxiliando no processo de digestdo, Russo
et al. (2010), de aumentar a absor¢cdo de minerais, Lobo (2009), Wang (2010), de
diminuir o colestorol e a peroxidacdo lipidica, Yen et al. (2010). Em criangas com
menos de um ano os prebidticos diminuem a incidéncia de infeces intestinais,
Bruzzese et al. (2009), bem como melhoram a qualidade de vida de pacientes com colite
ulcerativa (Fujimori et al., 2009).

Em ratos induzidos ao CCR com azoximetano (AOM) e alimentados com
oligofrutose e inulina foi observada a diminuicdo de focos de criptas aberrantes (FCA)
ou lesbes pré-neoplésicas, sendo o efeito mais pronunciado no grupo que recebeu dieta
acrescida de inulina devido a esse prebiotico atingir a parte mais distal do colon onde

foi injetado o carcindgeno exercendo maiores efeitos neste local (Reddy et al., 1997).
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Em outro estudo com ratos alimentados com oligofrutose e inulina obervou-se
aumento significativo de células apoptoéticas por focos de criptas no cdlon distal quando
comparadas ao grupo controle, sugerindo o efeito protetor destes prebioticos nos
estagios iniciais do cancer (Hughes & Rowland, 2001).

Cultura de células de carcinoma intestinal humano (HCT-116) e células pré-
neoplasicas indutoras de adenomas (LT97) foram expostas concomitantemente e
separadamente a trés tratamentos. O primeiro com microbiota intestinal humana
acrescida de inulina enriquecida com FOS incubado em anaerobiose, o segundo
contendo um mix sintético com acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e é&cido
desoxicélico e o terceiro somente com microbiota intestinal humana, para avaliar a
inducdo da apoptose. O acido desoxicolico é um &cido biliar secundario que pode
interferir nos efeitos bioldgicos proporcionado pelos AGCC bem como na atividade do
crescimento celular, na atividade metabdlica e na inducdo da apoptose. Estes autores
observaram que o tratamento contendo microbiota intestinal humana mais inulina
enriquecida com FOS aumentou significativamente a producdo de AGCC diminuindo a
concentracdo de &cido desoxicolico em ambas as linhagens de células. As celulas LT97
apresentaram maior sensibilidade ao crescimento e inibicdo da atividade celular. Além
disso, houve um aumento significativo na taxa de apoptose dessas células. Esses dados
sugerem que os efeitos benéficos do prebiotico inulina na prevencdo do cancer de célon
¢ a sua capacidade de inibir o crescimento celular e induzir a apoptose em células pré-
neoplasicas (Munjal et al., 2009).

O butirato produzido pela fermentacdo bacteriana dos prebidticos estimula a
proliferacdo celular da mucosa, induz a diferenciagdo celular de colondcitos, aumenta o
fluxo sanguineo para a mucosa, a motilidade ileal, a secre¢cdo de muco pelo colon, a
apoptose de células neoplasicas (Scheppach, 1994; Rose et al., 2007, Roy et. al., 2009) e
de neutrofilos resistentes a apoptose que causam inflamacéao persistente (Aoyama et al.,
2010) e proporcionam também a diminuicdo do estresse oxidativo celular (Hamer et al.,
2009).

Um estudo utilizando células (HCT-116), demonstrou que células tratadas com
butirato apresentaram bloqueio do ciclo celular por reducdo de proteinas regulatorias e
efeito anti-metéstase por aumento de proteinas associadas ao citoesqueleto fortalecendo
esta estrutura. Foi observada também uma reducdo na expressdo de proteinas
responsaveis pela biossintese de nucleotideos bem como o aumento da expressao dos

genes supressores de tumor e proteinas associadas com poros mitocondriais de transicéo
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do citocromo C e modulacéo da expressdo de chaperonas e proteossomos resultando na
ativacdo das cascatas de apoptose (Tan et al., 2008).

O mais importante é lembrar que em termos de dieta, excluindo as condicdes
morbidas que determinam a restri¢cdo absoluta ou relativa de determinados grupos de
alimentos, 0 “veneno” esta muito mais na quantidade do que na qualidade daquilo que é
ingerido e as medidas preventivas incluem as dietas “balanceadas” com uso limitado,
ndo mais que 10% de gorduras saturadas como fonte energética, 0 uso regrado de
alimentos altamente caldricos (os carboidratos de um modo geral); o aumento do
consumo de frutas e vegetais, principalmente os ricos em fibras — evitando, se possivel,
0 consumo exagerado de cereais — a diminuicdo da ingestdo de carne vermelha
submetida a altas temperaturas. Outras medidas profilaticas incluem a diminuicdo ou
abolicdo do consumo de bebidas alcoolicas; com o abandono do hébito de fumar,
inclusive na forma passiva; com o aumento das atividades fisicas, de forma regular e

com o controle do peso corporal (Santos Junior, 2007; INCA, 2009).
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5. Concluséo

Na presente revisdo foi possivel evidenciar que a fibra alimentar constitui um
grupo de componentes funcionais importantes dos alimentos. Uma ingestdo adequada
de fibra esta relacionada com a menor incidéncia de vérias doencas incluindo o cancer
colorretal.

Considerando que o cancer colorretal no Brasil tem apresentado tendéncia
crescente em algumas regifes e a prevencdo e o diagndstico precoce, como na maioria
das neoplasias, € o melhor investimento quando se trata de salde deve-se estimular a
inclusdo na dieta de alimentos que se constituem em boas fontes dos prebioticos (FOS)
e inulina sendo possivel usufruir dos efeitos desses componentes como alimentos

funcionais na prevencao do CCR.
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RESUMO (CAPITULO I1)

GOMIDES, Antoénio Frederico de Freitas, D.S. Universidade Federal de Vicosa, Agosto
de 2010. A linhaga e seus efeitos na prevencdo do cancer colorretal (CCR).
Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio
e Leandro Licursi de Oliveira.

Atualmente a populacdo mundial vem sendo exposta agressdes das mais variadas, como
estresse, a falta de tempo para o preparo de uma alimentacdo adequada, aumentando o
consumo de alimentos industrializados, além do aumento do sedentarismo, exposicao a
agentes poluentes e toxicos. Diante disso, é importante que a populacéo se conscientize
que uma alimentacdo saudavel pode trazer beneficios a salde e evitar diversas doencas.
Dentre as varias doencas ocasionadas por uma alimentacdo inadequada podemos citar o
cancer colorretal (CCR), que é uma das doencas neoplasicas malignas mais comuns,
sendo o terceiro tipo de cancer mais prevalente no mundo. Nos ultimos anos a
incidéncia de CCR parece ter atingido um alto platd em relacdo a distribuicdo na
populacdo nas &reas de alto risco, e parece aumentar nas areas antes consideradas de
baixo risco, afetando homens e mulheres quase na mesma propor¢do. Uma das
alternativas na prevencdo do CCR é a utilizagdo de alimentos benéficos como a linhaca
que constitui-se em um componente alimentar rico em &cidos graxos essenciais que
podem funcionar como antiinflamatorio, propocionar diminuicao da proliferacdo celular
e induzir a apoptose em células cancerosas. Outro componente sdo as fibras e
compostos associados que podem ser convertidos em fitoquimicos biologicamente
ativos, por bactérias aerdbias facultativas presentes no coélon de mamiferos podendo
diminuir a atividade de enzimas pro-carcinogénicas e aumentar a atividade de enzimas
que atuam no processo de detoxificacdo celular e protecdo contra o cancer. A linhaca

esta disponivel no mercado na forma de gréos integrais, farelo e similares.
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CAPITULO 1l

A linhaca e seus efeitos na prevencéo do cancer colorretal (CCR)
1. Introducéo

A linhaca (Linum usitatissimum L.) € uma semente extraida do linho que possui
algumas variedades de cores constituindo-se em uma boa fonte de nutrientes incluindo
as fibras e o &cido graxos essenciais (Cunnane et al., 1993; Brooks et al., 2004, Bayrak
et al., 2010).

A fracdo de fibra mais importante consiste de amidos resistentes, a celulose, e
complexos polimeros como a lignana, é também uma fonte de fibra solivel como a
mucilagem. Estudos indicam que alguns componentes ativos presentes na linhaga
possuem a capacidade de prevengdo de algumas doengas como a constipacao,
hipercolesterolemia, diabetes e cancer (Cunnane et al., 1993; Brooks et al., 2004, Rigby
& Powell, 2008; Chen et al., 2009; Pan et al., 2009).

O primeiro desses componentes € &cido graxo a-linolénico que pode reduzir o
processo inflamatdrio por diminuir a expressdao da COX-2, uma enzima cuja expressao
estd aumentada em 90% dos casos de cancer colorretal (CCR) e em 40% a 90% nos
adenomas. Esta enzima esta envolvida na sintese de PGE, (prostaglandina E;), que
parece favorecer a proliferacdo celular epitelial, inibir a apoptose e acentuar a
angiogénese pelo aumento da producdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), (Coleman et al., 2002).

O segundo componente sdo 0s compostos associados as fibras, as lignanas onde
um desses compostos conhecido como secoisolariciresinol diglicosideo (SDG), que
pode ser convertido por bactérias aerdbias facultativas presentes no colon de mamiferos
em fitoquimicos biologicamente ativos como enterodiol (ED) e enterolactona (EL) com
suposto potencial anticarcinogénico e aparente efeito antioxidante por varrer os ions
hidréxidos, um potente oxidante celular (Borriello et al., 1985; Harris & Haggerty,
1993; Prasad, 1997, Danbara et al., 2005; Mukker et al,. 2010; Wang et al., 2010). O
metabolismo do SDG em mamiferos e o0s seus produtos pela fermentacdo bacteriana séo
representados na figura 1.

Uma significativa reducéo urinaria de ED e EL tem sido observada em humanos
e um aumento na relacdo ED/EL tem sido observado em individuos tratados com
antibioticos. Estes dados destacam a importancia da microbiota do colon para o
metabolismo e disponibilidade de lignanas em mamiferos. A absorcdo de ED e EL no
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intestino grosso é afetada por uma série de fatores, como a varia¢do na composicéo da
microbiota, o tempo de transito intestinal, a estrutura das lignanas e a composicdo da
dieta (Saarinen et al., 2002). O metabolismo de ED e EL envolve a absorcdo através da
circulacdo entero-hepéatica onde sdo formados conjugados com &acido glicurénico e
sulfato por enzimas entero-hepéticas tais como as glicuronosiltransferases, [-
glicuronidase e sulfatases (Adlercreutz et al., 1995). Os conjugados de lignana sdo
transportados do plasma para diferentes tecidos como o Utero e rim sendo excretados na
urina figura 1 (Rickard & Thompson 1998). Presume-se que EL e ED possam também
ser reabsorvidos de modo semelhante ao estrégeno, onde cerca de aproximadamente 50-
60% dos conjugados do estrégeno entram na circulacdo entero-hepatica sendo enviado
para o duodeno junto com a bile seguido pela desconjugacéo através da B-glucuronidase
ou sulfatase bacteriana e reabsorvida pela circulacdo entero-hepética (Oikarinen et al.,
2005).

O-glucose

“—0-glucose

OH

secoisolariciresinol
diglicosideo (SDG)

Aerdbios facultativos  / Hidroélise, desidroxilacéo, e
desmetilacéo

Oxidacéo

Aerobios facultativos

Enterodiol Enterolactona
| |
Excretado Absorcio .
nas fezes Excretado o— ¢ ., Enviado para
na urina os tecidos

Figura 1: Estrutura do SDG, seus produtos do metabolismo por bactérias e destinos no
organismo.
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O terceiro componente da linhaca é a fibra que representa um total de 28% do
peso das sementes de linhaca tendo como maior fracdo a celulose e a mucilagem
(Cunnane et al., 1993; Murphy & Hendrich, 2002).

2. A llinhacae o CCR

Jenab & Thompson (2001) em um estudo realizado para investigar o efeito
protetor da linhacga no cancer de colon correlacionando se os elevados teores de lignana
exercem efeitos na atividade de B-glicuronidase uma enzima envolvida na circulacéo
entero-hepatica, ativacdo de procarcinogénicos, carcinogénicos, mutagénicos e toxinas.
Seis grupos de ratos foram induzidos ao cancer de célon com AOM (azoximetano) e
alimentados ap6s a primeira dose da droga com dieta controle com alto teor de gordura,
ou dietas contendo 2,5% ou 5% de linhaca, dieta contendo 2,5% ou 5% linhaca
desengordurada ou dieta com alto teor de gordura com a adigdo de 1,5 mg de SDG
administrado diariamente por gavagem. A excrecdo urindria de lignanas por dose
dependente foi significativamente aumentada nos grupos que receberam dieta com
linhaga e linhaga desengordurada, mas ndo no grupo que recebeu SDG por gavagem. A
atividade de p-glicuronidase foi aumentada em todos o0s grupos tratados. Em
comparacdao com o grupo controle o nimero de FCA (focos de criptas aberrantes) foi
significativamente reduzido no célon distal dos ratos de todos os tratamentos. Quatro
microadenomas e dois pdlipos foram encontrados no grupo controle, mas ndo nos
grupos tratados. Os autores sugeriram que a linhaca tem efeito protetor na
carcinogénese do coélon atribuido em parte a presenca do SDG e seus produtos
metabdlicos EL e ED que sdo substratos que aumentam a atividade da B-glicuronidase
uma enzima necessaria para desconjugar as liganas do acido glicurénico ou sulfato e,
portanto, desviar a acdo dessa enzima do metabolismo do carcinogénico administrado
diminuindo seus efeitos deletérios no colon.

Bommareddy et al. (2006) avaliaram o efeito do farelo de linhaga e de milho em
ratos que foram induzidos ao cancer com AOM recebendo injegdo com 15 mg/kg. Os
animais tiveram o sangue e as fezes coletados. O nimero, a localizacdo e o tamanho dos
tumores foram registrados. Foi realizado também andlise de acidos graxos e de lignanas
no soro e nas fezes dos animais. A expressdo de COX-1 e COX-2 foram também
medidas. O numero, a localizagdo e o tamanho dos tumores encontrados foram
significativamente menores no tratamento com farelo de linhaca, bem como a expressédo

de COX-1 e COX-2 sugerindo que a presenca de acido graxo émega-3 e lignanas na
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linhagca exerceram efeito protetor no desenvolvimento do céncer de célon quando
comparado ao farelo de milho.

Em um estudo utilizando 6leo de linhaca e farelo de linhaca foi avaliado o efeito
protetor desses componentes na prevencdo de formagdo de FCA em ratos apos a
administracdo de AOM. Foram utilizados 344 ratos machos divididos em seis grupos
que receberam dieta de crescimento (AIN93G) com 7% e 14% de 6leo de soja, dieta
AIN93G com 7% e 14% de bleo de linhaca e dieta AIN93G com 10% e 20% de farelo
de linhaca. Todos os ratos receberam injecOes de 16 mg/Kg de peso de AOM. As dietas
contendo 6leo de linhaga e farelo de linhaca reduziram a formagdo de FCA no célon
distal e colon proximal com um percentual de reducdo de 87,5% e 84%
respectivamente. Foi verificada também a atividade da glutationa-S-transferase, uma
enzima que oferece protecdo contra efeitos toxicos de uma variedade de substancias
quimicas ambientais, sendo observado aumento na sua atividade. Esse estudo mostrou
que tanto o dleo de linhaca quanto o farelo de linhaca reduzem a incidéncia de FCA no
intestino de ratos ap6s a inducdo com AOM funcionando assim como agentes
preventivos do CCR (Williams et al., 2007). Em outros estudos 0s autores observaram
que a atividade da glutationa-S-transferase foi significativamente aumentada nos grupos
alimentados com 6leo de linhaca e farelo de linhaga comparado ao grupo que recebeu
6leo de soja (Hayes & Pulford, 1995; Board et al., 1997; Board et al., 2000).

Bommareddy et al. (2010) investigaram o efeito do ED e da EL produzidos por
bactérias presentes no colon de mamiferos pelo metabolismo da lignana SDG e do acido
graxo 6mega-3 em cultura de células Caco-2. Foram realizados tratamentos com
diferentes concentragdes tanto isoladamente como em combinagdo nos periodos de 24,
48 e 72 horas. O tratamento com EL diminuiu significativamente a proliferacéo celular
em todos os tempos estudados e 0 ED nos tempos de 48 e 72 horas. O acido graxo
O0mega-3 diminuiu significativamente a proliferacdo celular quando administrado nas
concentragfes de 400-1000 uM. A combinacédo de &cido graxo émega-3 com EL ou ED
promoveu diminuicdo na proliferagdo celular. Diferentes concentracdes de EL e ED
aumentaram a porcentagem de apoptose quando comparado com as células ndo tratadas.
Os autores sugeriram que a EL, o ED e o &cido graxo dmega-3 presentes na linhaca
agem juntos para promover a quimioprevencdo do cancer de colon por diminuir a
proliferacéo celular e induzir a apoptose.

Bommareddy et al. (2009) avaliaram o efeito protetor dos 6leos de milho e
linhaca e farelo de milho e linhaca no desenvolvimento de tumores em camundongos

APC Min durante 12 semanas de tratamento. O numero, a localizacdo e o tamanho dos
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tumores foram registrados. A incidéncia de tumor foi observada em 100% em todos 0s
grupos. No entanto, a multiplicidade e a dimensdo dos tumores no intestino delgado e
colon de ratos foram significativamente menores nos grupos que receberam o farelo e o
6leo de linhaca, em comparagcdo com 0s grupos que receberam o farelo de milho e o
6leo de milho. A expressdo de COX-1 e COX-2 foram medidas, sendo menor nos
grupos que receberam o farelo e o 6leo de linhaca. Os autores atribuiram tais efeitos a
presenca do acido graxo 6mega-3 e lignana presente na linhaca sugerindo um efeito
preventivo no desenvolvimento do tumor intestinal.

Oikarinen et al. (2005a) investigaram se a linhaga tinha algum efeito na
prevencdo da formacdo de adenomas em camundongos Min. Os camundongos do grupo
controle receberam dieta com elevado teor de gordura e desprovida de fibras, outro
grupo recebeu uma combinacdo de linhaca desengordurada, fibra de trigo e 6leo de
linhaca e um terceiro grupo recebeu linhaca desengordurada, fibra de trigo, 6leo de
linhaca e 6leo de colza. Nos animais do grupo controle a média do nimero de adenomas
foi maior no intestino delgado quando comparado aos grupos que receberam linhaca e o
grupo que recebeu a combinacdo dos 6leos. A incidéncia, 0 nimero e 0 tamanho dos
tumores no co6lon foram reduzidos entre 0s grupos controle e tratamento. Foi avaliada a
expressdo de B-catenina e da proteina quinase C (PKC-E, uma isoenzima envolvida na
regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose e com a malignizagdo
celular), foram observados niveis ligeiramente elevados de [-catenina e PKC-& na
membrana de células da mucosa dos animais que receberam linhaca quando comparado
ao grupo controle. Foi medido o tamanho dos adenomas, sendo observado que o0s
animais que receberam a dieta contendo linhaca ou a combinacdo dos O6leos
apresentaram menor tamanho dos adenomas quando comparado ao grupo controle. Foi
dosado também lignanas sendo encontrado aumento dos niveis no ceco e plasma
somente para o grupo que recebeu linhaga, quando os trés grupos foram associados néo
foi encontrado relacdo entre os niveis de lignana intestinal ou plasmatico com a
formagéo de tumor. Esses autores sugerem que o efeito preventivo da linhaca sobre a
carcinogénese do colon pode ser atribuida a presenca do 6leo de linhagca com aumento
dos niveis da p-catenina e PKC-& ligadas a membrana com menor disponibilidade no
citoplasma o que estaria diminuindo o desenvolvimento do tumor intestinal.

Em outro estudo Oikarinen et al. (2005b) avaliaram o efeito protetor da linhaca
em machos e fémeas de camundongos Min e tipo selvagem alimentados com farelo de
linhaga. O grupo controle recebeu dieta desprovida de fibras. O tamanho e o nimero

total de adenomas no intestino delgado ndo foram diferentes entre o grupo controle e o
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tratamento. Nos tratamentos ocorreu uma diminui¢do do nimero de adenomas no célon
em ambos 0s sexos de camundongos Min. Foram também mensurados os niveis de EL e
ED no intestino delgado e no ceco, sendo observada uma diferenca significativa entre 0s
sexos tanto no intestino delgado quanto no ceco onde os niveis foram maiores nas
fémeas. A presenca de adenomas influenciou os niveis de EL e ED, sendo maior no
conteddo intestinal do tipo selvagem. Os niveis plasmaticos de EL aumentaram sete
vezes quando comparado ao grupo controle, mas nao diferiram entre os camundongos
Min e selvagem; no entanto, as concentragdes plasmaticas de EL ndo tiveram correlacdo
com o nimero de adenomas no intestino delgado e célon. Os autores concluiram que a
quantidade de adenomas intestinais em camundongos Min ndo estd diretamente
relacionada, a producdo de EL ou ligados aos niveis de lignanas presente na linhaca
sugerindo que o metabolismo da lignana é complexo e difere entre sexos.

Trentin et al. (2004) avaliaram a influéncia da dieta contendo linhaga e outros
gréos, frutas e vegetais na protecdo de danos cromossomais espontaneos em eritrocitos e
reticuldcitos de camundongos por ensaios de microndcleos. No grupo de animais que
receberam dieta contendo linhaca os danos cromossomais foram menores do que nos
outros grupos tanto em reticuldcitos quanto em eritrécitos reduzindo tais danos em 30%
e 11% nessas células, respectivamente. Os mecanismos pelos quais a linhaca protege os
cromossomos de danos ainda ndo sdo reconhecidos, no entanto é sugerido que as
lignanas possam estar contribuindo para tais efeitos protegendo os cromossomos de
danos oxidativos. Os resultados mostraram que experimentos com animais podem ser
utilizados para identificar anticarcindgenos dietéticos que possam prevenir o0 cancer em
humanos. No entanto em outro estudo semelhante os autores ndo encontraram nenhum
efeito protetor de lignanas e isoflavondides contra danos oxidativos nos cromossomos
de células de colon humano submetidas ao tratamento com perdxido de hidrogénio,
apesar de estes autores relatarem que lignanas podem proteger as bases nitrogenadas do
DNA de danos oxidativos sugerindo que esses compostos podem ter algum efeito

potencial em proteger as células do c6lon humano (Pool-Zobel et al., 2000).
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3. Concluséo

Na presente revisdo foi possivel observar que a linhagca constitui-se como um
alimento importante na prevencdo do CCR uma vez que os estudos demonstraram que
0s niveis de enzimas prd-carcinogénicas, proteinas promotoras dos processos
inflamatdrios, os danos oxidativos e cromossomais em animais e culturas de células
foram diminuidos quando ocorreu a utilizacdo da linhaca na dieta.

E importante lembrar que a linhaca além da prevencdo do cancer tem importante
papel em outras patologias como em pacientes com niveis elevados de colesterol e
diabéticos.

Os efeitos benéficos observados da linhaca podem ser atribuidos tanto as fibras
insollveis e sollveis presentes nesse alimento proporcionando um efeito mecanico,
retardando o processo absortivo de componentes alimentares ou compostos nocivos ao
organismo bem como um efeito benéfico por proporcionar o crescimento de uma
microbiota saudavel a partir das fibras solaveis.

Os compostos similares as fibras como as lignanas e o acido graxo dmega-3
presentes na linhaca também desempenham papéis importantes na prevengdo do cancer
e doencas do coracao.

Diante de tais evidéncias o consumo da linhaca como componente alimentar
dever ser estimulada uma vez que sdo grandes os beneficios desse alimento frente a
prevencdo de variadas patologias além de proporcionar aos individuos uma melhor

qualidade de vida.

28



Referéncias

Adlercreutz, H.; Wildt, JVD.; KINZEL, J. Lignan and Isoflavonoid Conjugates in
Human Urine. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology,
1995;52(1):97-103.

Bayrakl, A.; Kiralanl, M.; Ipek, A.; Arslan, N.; Cosge, B.; Khawar, KM. Fatty acid
compositions of linseed (Linum Usitatissimum L.) genotypes of different origin
cultivated in turkey. Biotechnol. & Biotechnol, 2010; Doi: 10.2478/v10133-010-
0034-2.

Board, PG; Baker, RT.; Chelvanayagam, G.; Jermin, LS. A novel class of glutathione
transferases in a range of species from plants to humans. Journal of Biochemistry,
1997;328:929-35.

Board, PG.; Coggan, M.; Chelvanayagam, G.; Easteal, S.; Jermiin, LS.; Schulte, GK_;
Danely, DE.; Hoth, LR.; Griffor, MC.; Kamath, AV.; Rosner, MH.; Chrunyl, BA.;
Perregaux, DE.; Gabel, CA.; Geoghegan, KF.; Pandit, J. Identification,
characterization, and crystal structure of the omega class of glutathione transferases.
Journal of Biological Chemistry, 2000;275:24798-806.

Bommareddy, A.; Arasada, BL.; Mathees, DP.; Dwivedi, C. Chemopreventive effects of
dietary flaxseed on colon tumor development. Nutrition and Cancer,
2006;54(2):216-22.

Bommareddy, A.; Zhang, X.; Kaushik, RS.; Dwivedi, C. Effects of components present
in flaxseed on human colon adenocarcinoma Caco-2 cells: Possible mechanisms of
flaxseed on colon cancer development in animals. Drug Discoveries &
Therapeutics. 2010;4(3):184-189.

Bommareddy, A.; Zhang, X.; Schrader, D.; Kaushik, RS.; Zeman, D.; Matthees, DP.;
Dwivedi, C. Effects of dietary flaxseed on intestinal tumorigenesis in Apc™™" mouse.
Nutrition and Cancer, 2009;61(2):276-83.

Borriello, KSP.; Setchell, DR.; Axelso, M. Production and metabolism of lignans by the
human faecal flora. Journal of Applied Bacteriology, 1985;58:37-43.

Brooks, JD.; Ward, WE.; Lewis, JE; Hilditch, J.; Nickell, L.; Wong, E.; Thompson, LU.
Supplementation with flaxseed alters estrogen metabolism in postmenopausal
women to a greater extent than does supplementation with an equal amount of soy.
American Journal of Clinical Nutrition, 2004;79:318-25.

29



Chen, J.; Saggar, JK.; Corey, P.; Thompson, LU. Flaxseed and Pure Secoisolariciresinol
Diglucoside, but Not Flaxseed Hull, Reduce Human Breast Tumor Growth (MCF-7)
in Athymic Mice. The Journal of Nutrition, 2009; 139:2061-66.

Coleman, L.; Landstrom, EK.; Royle, PJ.; Bird, AR.; Mclntosh, GH. A diet containing
a-cellulose and fish oil reduces aberrant crypt foci formation and modulates other
possible markers for colon cancer risk in azoxymethane-treated rats. Journal of
Nutrition, 2002;132:2312-18.

Cunnane, SC.; Ganguli, S.; Menard, C.; Wolever, TMS.; Jenkins, DJA. High a-
linolenico acid flaxseed (Linurn usiiaiissimurn): some nutritional properties in
humans. British Journal of Nutrition, 1993;69:443-53.

Danbara, N.; Yuri, T.; T-K, M.; Tsukamoto, R.; Uehara, N.; Tsubura, A. Enterolactone
Induces Apoptosis and Inhibits Growth of Colo 201 Human Colon Cancer Cells both
In vitro and In Vivo. Anticancer Research, 2005;25(38)2269-76.

Harris, R.; Haggerty, W. Assays for potentially anticarcinogenic phytochemicals in
flaxseed. Cereal Foods World, 1993;38:147-51.

Hayes, JD.; Pulford, DJ. The Glutathione-S-transferase supergene family: regulation of
GST and the contribution of the isoenzymes to cancer chemoprotection and drug
resistance. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology,
1995;30:445-600.

Jenab, M & Thompson, LU. The influence of flaxseed and lignans on colon
carcinogenesis and B-glucuronidase activity. Carcinogenesis, 2001;17(6):1343-48.
Mukker, JK.; Kotlyarova, V.; Singh, RSP.; Alcorn, J. HPLC method with fluorescence
detection for the quantitative determination of flaxseed lignans. Journal of

Chromatography, 2010;D0i:10.1016/j.jchromb.2010.09.012 .

Murphy, P.; Hendrich, S. Phytoestrogens in foods. Advances in Food & Nutrition
Research, 2002;44:195-246.

Oikarinen, Sl.; Pajari, A.M; Salminen, I.; Heinonen, SM.; Adlercreutz, H.; Mutanen, M.
Effects of a flaxseed mixture and plant oils rich in a-linolenic acid on the adenoma
formation in multiple intestinal neoplasia (Min) mice. British Journal of Nutrition,
20052a;94:510-18.

Oikarinen, S.; Heinonen, SM.; Nurmi, T.; Adlercreutz, H.; Mutanen, M. No effect on
adenoma formation in Min mice after moderate amount of flaxseed. European
Journal of Nutrition, 2005b;44:273-80.

30



Pan, A.; Yu, D.; Demark-Wahnefried, W.; Franco, OH.; Lin, X. Meta-analysis of the
effects of flaxseed interventions on blood lipids. American Journal of Clinical
Nutrition, 2009;90:288-97.

Pool-Zobel, BL.; Adlercreutz, H.; Glei, M.; Ziegibel, UT.; Sttlingon, J.; Rowland, I.;
Wahala, K.; Rechkemmer, G. Isoflavonoids and lignans have different potentials to
modulate oxidative genetic damage in human colon cells. Carcinogenesis,
2000;21(6):1257-52.

Prasad, K. Hydroxyl radical-scavenging property of secoisolariciresinol diglucoside
(SDG) isolated from flax-seed. Molecular and Cellular Biochemistry,
1997;168:117-23.

Rickard & Thompson, LU. Chronic Exposure to Secoisolariciresinol Diglycoside Alters
Lignan Disposition in Rats. Journal of Nutrition, 1998;128:615-23.

Rigby, D. The causes and treatment of constipation. Continence Essentials,
2008;1:117-20.

Saarinen, NM.; Smeds, A.; Makela, SI. Structural determinants of plant lignans for the
formation of enterolactone in vivo. Journal of Chromatography B, 2002;777:311-
19.

Trentin, GA.; Moody, J.; Torous, DK.; Thompsonc, LU.; Heddle, JA. The influence of
dietary flaxseed and other grains, fruits and vegetables on the frequency of
spontaneous chromosomal damage in mice. Mutation Research, 2004;551:213-22.

Wang, C-Z.; Ma, X-Q.; Yang, D-H.; Guo Z-R.; Liu G-R.; Zhao G-X.; Tang, J.; Zhang
Y-N.; Ma, M.; Cali, S-Q.; Ku, B-S.; Liu, S-L. Production of enterodiol from defatted
flaxseeds through biotransformation by human intestinal bacteria. BMC
Microbiology, 2010;10:115.

Williams, D.; Verghese, M.; Walker, LT.; Boateng, J.; Shackelford, L.; Chawan, CB.
Flax seed oil and flax seed meal reduce the formation of aberrant crypt foci (ACF) in
azoxymethane-induced colon cancer in Fisher 344 male rats. Food and Chemical
Toxicology, 2007;45:153-59.

31



RESUMO (CAPITULO I11)

GOMIDES, Antoénio Frederico de Freitas, D.S. Universidade Federal de Vicosa, Agosto
de 2010. Prebidticos previnem o aparecimento de focos de criptas aberrantes
(FCA) no colon de camundongos Balb/C. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.
Coorientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Leandro Licursi de Oliveira.

Pesquisas sobre o efeito protetor das fibras tem se mostrado efetiva na
investigacdo do aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) ou lesdes pré-
neoplasicas no célon distal de camundongos. O objetivo desse estudo foi investigar os
efeitos das fibras sollveis futoologossacarideo e inulina no célon de camundongos
Balb/C induzidos ao aparecimento de FCA com 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Os
resultados desse estudo permitiram concluir que a inulina possui maior potencial na
prevencao do aparecimento de FCA com nimero menor ou igual a trés criptas e FCA
com numero maior que trés criptas no célon proximal, médio e distal quando
comparado ao controle. No colon médio e distal o frutooligossacarideo também
mostrou-se eficaz na prevencdo da incidéncia de FCA com ndmero menor ou igual a
trés criptas e FCA com numero maior que trés criptas. Diante de tais evidéncias mais
estudos sdo necessarios para tentar elucidar os mecanismos de prevencao desencadeados
pela inulina. J& para o frutoologossacarideo essa eficacia no colon distal pode ser
atribuida a expressdo aumentada do gene da proteina p16 conhecida como supressora de

tumor.
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CAPITULO Il

Prebidticos previnem o aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) no

co6lon de camundongos Balb/C

1. Introducgéo

Os prebidticos sdo definidos como um ingrediente alimentar ndo digerivel que
beneficia o hospedeiro por estimulacdo seletiva, crescimento e atividade de um nimero
limitado de bactérias no cdlon e assim melhora a satude do hospedeiro. Estudos em
animais e humanos revelaram que os prebidticos sdo seletivamente utilizados pelas
bifidobactérias melhorando a microbiota intestinal e direcionando-a para uma
composi¢do de microrganismos benéficos (Zheng et al., 2006).

Dentre os tipos de fibras soliveis destacam-se os carboidratos fermentaveis
como os prebioticos, que sdo definidos como um componente alimentar nao digerivel
que beneficia o hospedeiro por estimulacdo seletiva, crescimento e atividade de um
namero limitado de bactérias no cdlon e assim melhora a satde do hospedeiro. Estudos
em animais e humanos revelaram que os prebioticos sdo seletivamente utilizados pelas
bifidobactérias melhorando a microbiota intestinal e diminuindo o estresse oxidativo por
aumentar a atividade da catalase no intestino, apds a producdo de butirato, um acido
graxo de cadeia curta (Zheng et al., 2006; Sauer et al., 2007).

Os prebiodticos reduzem o risco de desenvolvimento de cancer do colon por
mecanismos diretos e indiretos. Os diretos incluem a producdo de metabolitos
protetores, como por exemplo, butirato. Os mecanismos indiretos influem no
crescimento de bactérias &cido-laticas e bifidobactérias proporcionando efeito inibitorio
em muitas bactérias que produzem enzimas carcinogénicas (Rose et al., 2007).

Os prebioticos de eficacia comprovada e comercialmente disponiveis sdo a
inulina e os frutooligossacarideos (FOS), ambos sdo considerados como alimentos
normais, ingredientes alimentares ou fibras em diferentes paises (Tuohy et al., 2003).

Diante dos comprovados efeitos benéficos da utilizacdo dos prebidtiocos como
compenente da dieta, o presente estudo teve como objetivo, investigar os efeitos
protetores das fibras soliveis em camundongos induzidos ao aparecimento de FCA e

alimentados com dietas contendo os prebiéticos FOS ou inulina.
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2. Métodos

2.1. Animais e dietas

Foram utilizados 40 camundongos Balb/C machos com 12 semanas de idade e
com peso de aproximadamente 25 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude e permaneceram em caixas
coletivas no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vicosa, mantidos a temperatura de 23°C £ 2°C, em
fotoperiodo de 12 horas. Os animais foram divididos em cinco tratamentos (n = 8)
conforme tabela 1. Os animais receberam agua ad libitum e dieta AIN93M modificada
(Reeves et al., 1993), acrescida de 10% dos prebidticos FOS ou inulina em substituicdo
a celulose e dieta sem fibras durante 15 semanas. O experimento foi conduzido, de
acordo com os principios éticos para manejo de animais de laboratoério e estabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacido (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica

do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa.

Tabela 1. Diferentes tipos de tratamentos aos quais os animais foram submetidos.

Tratamento Caracteristicas
C- Dieta AIN93M sem fibras + DMH
INL Dieta AIN93M com inulina
INLCA Dieta AIN93M com inulina + DMH
FOS Dieta AIN93M com FOS
FOSCA Dieta AIN93M com FOS + DMH

2.2. Inducdo do aparecimento de FCA com a administracdo de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) e coleta de material

Os animais que foram submetidos ao aparecimento de FCA receberam injecéo
intraperitoneal uma vez por semana de 20mg/Kg de peso corporeo de DMH durante um
periodo de oito semanas. A DMH foi dissolvida em solucgdo salina 0,9% contendo 1
mM de EDTA e 10 mM de citrato de sodio, pH 8, os animais dos grupos controle
receberam somente o veiculo sem a droga (Newell & Heddle, 2004). Sete semanas apds
a Ultima aplicacdo de DMH os animais foram sacrificados, por asfixia com CO,. Foi
retirado o intestino grosso dos animais do ceco até o anus, para a contagem de FCA. No
colon distal e figado dos animais foi mensurada a atividade da catalase para avaliacdo

do estresse oxidativo ocasionado pela adminstragdo da DMH e no colon distal também
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foi quantificado o RNAm para avaliar a expressdo dos genes das proteinas ciclina-D1,
ciclina-E, p16, p21 e p53. Foi coletado o bago para quantificacdo dos linfocitos CD4 e
CD8, as fezes do colon e da gaiola foram coletadas para a quantificacdo dos acidos
graxos de cadeia curta: acético, propidnico e butirico e ainda foram pesados o figado,
baco, rim e coracdo para avaliacdo da homeostasia do animal.

2.3. Preparacéo do tecido para contagem de FCA

Ap0s a remocdo, o intestino grosso foi lavado em solucdo tampéo salina fosfato
(PBS), aberto longitudinalmente pela margem contra mesentérica, colocado em placas
de parafina, com a mucosa voltada para a parte superior da placa e fixadas em formalina
de Carson por 24 horas. Depois de fixado, o intestino grosso foi medido e dividido em
trés fragmentos iguais, denominados proximal, medio e distal, em relagdo ao ceco. Em
seguida os fragmentos foram corados em solucdo de azul de metileno a 0,1% por 2
minutos, e lavados em tampdo fosfato para a retirada do excesso de corante para
posterior analise. A contagem das lesbes foi realizada por microscopia dptica com
aumento de 40x e 100x. Os FCA foram contados em toda a superficie mucosa do
intestino grosso, do ceco ao reto, por dois observadores de maneira duplo-cega. A
categorizacdo do FCA foi com base no nimero de criptas aberrantes por foco, ou seja,
focos com numero menor ou igual a trés criptas e focos com nimero maior que trés
criptas (Bird, 1987).

2.4. Processamento do baco para quantificacéo de linfécitos CD4 e CD8

Ap0s a morte dos camundongos os bacos foram coletados, macerados em PBS e
centrifugados durante 10 minutos a 1600 g a 4°C, em seguida o sobrenadante foi
descartado e 0s pellets contendo os esplendcitos e heméacias foram diluidos em tampéo
de lise gelado (NH4CI 0,16M; Tris HCI 0,7M pH 7,5; EDTA 2mM) e incubado a
temperatura ambiente por 4 minutos no escuro para lise das hemacias. Apos esta etapa
foi adicionado 8 ml de meio RPMI-16 incompleto com 2 mM de EDTA e a suspensao
celular submetida a centrifugacdo durante 10 min a 1600 g a 4°C. Apos a centrifugacéao
os pellets de esplendcitos foram ressuspendidos em 3 ml de RPMI-1640 completo e as
células contadas em camara de Neubauer. Para quantificar os linfécitos CD4 e CD8 foi
realizada citometria de fluxo. Os anticorpos utilizados foram adquiridos junto a BD
Pharmingen, NJ USA (anti-CD44-PE Cy5.5) e Caltag Laboratories, Thailand (anti-
CDA4-FITC e anti-CD8-FITC). Células extraidas do baco dos animais de todos os

tratamentos foram incubadas com uma mistura de anticorpos contendo anti-CD4" ou
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anti-CD8", para avaliar a expresséo de linfocitos CD4 ou CD8, respectivamente. Apds 2
horas de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos e
ressuspendidas em PBS — Formol 1%. As amostras foram lidas em citémetro de fluxo
GUAVA (Guava EasyCyte Mini System, Millipore) e os dados analizados no software
Guava CytoSoft 4.2.1 (Field et al., 1999).

2.5. Atividade da catalase no figado e intestino

Para a atividade da catalase o figado e colon distal dos camundongos foram
macerados em tampédo fosfato, obtido um homogenato que foi acondicionado em
eppendorf, centrifugado a 6000 g a 4 °C durante 10 minutos e coletado o sobrenadante.
Posteriormente a centrifugacdo o homogenato do figado e o célon distal foram
utilizados para medir a atividade da catalase (Aebi, 1984). Para o branco foi utilizado 2
mL de tampdo fosfato e 20 uL do homegenato do figado e célon distal medido
espectrofotometricamente a 240 nm. Para cada amostra foi realizado um novo branco
com o respectivo homogenato. Para medir a atividade da catalase foi preparada no
momento da analise uma solucdo contendo 50 mL de tampdo fosfato e 80 uL de
peroxido de hidrogénio a 30%. Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 20 pL do
homogenato e 2 mL de tampdo fosfato com peroxido de hidrogénio, a atividade da
catalase foi medida durante 1 minuto e mesurada trés vezes a cada 30 segundos, ou seja,
no tempo 0, 30 e 60 segundos espectrofotometricamente a 240 nm. Para o calculo da
atividade da catalase foi realizada a quantificacdo de proteina total utilizando o kit

BIOCLIN®e a atividade da catalase foi expressa em (U da catalase/mg de proteina).

2.6. RT-PCR

2.6.1. Extracdo do RNAmM e anélise quantitativa da expressdo dos genes das
proteinas ciclinas-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53.

O RNA foi extraido ap6s maceracdo do colon distal em eppendorf utilizando
TRIzol® (Invitrogen, CA, USA), que contém isotiocianato de guanidina e sarcosil, que
sdo usados para a extracdo de RNA. Brevemente, foram homogeneizados 500 uL da
amostra com 750 pL de TRIzol® e a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. A seguir foram adicionados 300 pL de cloroférmio agitando-se os tubos por
15 minutos manualmente e incubando-os a temperatura ambiente por mais 2 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a uma temperatura de 4°C,
apos a qual a fase aquosa transparente foi separada e transferida para um outro tubo. Em
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seguida foi realizada a adicdo de 350 uL de isopropanol, as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos a fim de promover a precipitagdo do RNA e
posteriormente submetidas a centrifugagdo por 10 minutos a uma temperatura de 4°C.
Os “pellets” foram lavados com 750 uL de etanol 75%, centrifugados por 10 minutos a
7.500 g e secos a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos a secagem, os “pellets”
foram ressuspendidos em 20 plL de agua DEPC. Aproximadamente 10 ug de cada RNA
total, obtidos conforme este protocolo, foram usados para sintetizar as primeiras fitas de

cDNA, usando “primers” para ciclinas-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53.

2.6.2. Sintese do cDNA

Ap0s extracdo do RNA total das amostras foi realizada a sintese da primeira fita
de cDNA para ciclina-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53, usando-se o kit Superscript”
(Invitrogen®, New York, USA). Para tanto, 1ul de “primer” randémico (pd(N)e)
(Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, England) foi adicionado a aproximadamente
2ug de RNA do colon, sendo submetido a aquecimento por 10 minutos a 70°C .

Apos isto, foi preparada uma mistura contendo o tampdo da transcriptase
reversa, DTT, transcriptase reversa e dNTPs. Em seguida foi realizado o aquecimento
desta mistura e, posteriormente, esta foi adicionada a amostra. Em seguida, essa solu¢do
foi incubada por 1 hora a 42°C, e por 1 minuto a 70°C, para desnaturar a transcriptase

reversa.

2.6.3. Quantificacdo do RNAmM para a expressdo dos genes das proteinas ciclina-
D1, ciclina-E, p16, p21 e p53 por PCR em tempo real

A expressdo dos genes de ciclina D1, ciclina-E, p16, p21 e p53 foram avaliadas
do colon distal. Apds 24 h o colon foi clareado por centrifugacdo a 10.000 g por 2
minutos e submetidos a extracdo do RNA e a sintese do DNA complementar, conforme
descrito anteriormente. A avaliacdo da expressdo dos genes foi realizada através da
técnica de PCR em tempo real onde a quantificacdo destes RNAs mensageiros foi
comparada a expressdao dos RNAs mensageiros de um gene constitutivo que foi o da -
actina. Para tanto, aproximadamente 2 ug do cDNA total oriundos do colon foram
usadas para a PCR em tempo real, numa reagdo de 50 ul que conteve 0,45 nmol dos
“primers” sense e antisense especificos para cada gene, tabela 2, 20 U/ul do inibidor de
RNAse e 12,5 ul do “Master Mix” SYBR Green PCR. As condigdes de ciclagem foram
95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e

72°C por 2 minutos. A quantificacdo da expressao transcricional dos genes foi realizada
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através do software Gene Amp® 5700 Sequence Detection System Version 1.3 (Applied
Biosystems), (Hailfinger, et al., 2007; Rajkumar et al. 2007; Muddhasani, et al. 2008;
Nakade et al., 2009).

Tabela 2. Primers sense e antisense especificos para os genes.

Genes Primers

Ciclina D1 (Rajkumar et al.; 2007)  Sense: 5-CATCAAGTGTGACCCGGACTG-3'
Antisense: 5'-CCTCCTCCTCAGTGGCCTTG-3'

Ciclina-E (Nakade, et al.; 2009) Sense: 5'-~AGACCCACACCAACAGCTTG-3
Antisense: 5'-TCATTCTGTCTCCTGCTCGC-3'

pl6 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5'- ATCTGGAGCAGCATGGAGTC-3'
Antisense: 5'- TCGAATCTGCACCGTAGTTG-3'

p21 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5-GTCAGGCTGGTCTGCCTCCG-3'
Antisense: 5'-CGGTCCCGTGGACAGTGAGCAG-3'

p53 (Hailfinger, et al.; 2007) Sense: 5'- GGAGACATTTTCAGGCTTATGG -3'

Antisense: 5'- AGAAGGGACAAAAGATGACAGG -3

2.7. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., Clostridium spp e anaerobios totais

Bifidobacterium spp. foram determinadas em agar MRS + NPML (Hartemink et
al., 1996) e anaerdbios totais em agar Wilkins-Chalgren. As amostras plaqueadas
contendo anaerobios totais e Bifidobacterium spp. foram incubadas a 37 °C em camara
de anaerobiose (Gé&s Pak System — BBL, Sparks, USA), por 48 horas e 72 horas
respectivamente. Para a contagem de Clostridium spp., foi utilizado agar RCM
(Reinforced Clostridial Medium). As amostras plagueadas foram incubadas a 37°C em
camara de anaerobiose (Gas Pak System — BBL, Sparks, USA), por 48 horas (Santos et
al., 2003). As analises foram feitas em duplicata e os resultados para contagem de
colbnias de Bifidobacterium spp., anaerdbios totais e Clostridium spp. foram expressos
em Logio UFC/g.

2.8. Extracdo e dosagem de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético,
propibnico e butirico nas fezes do célon e da gaiola por HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia)

A andlise das fezes foi feita em duplicata. Foram pesadas aproximadamente 400
mg de fezes em Eppendorf e adicionado 500 pL de acido m-fosforico a 25%, agitado e
mantido em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Apo6s os Eppendorfs foram
centrifugados a 13.200 rpm por 30 minutos, coletado o sobrenadante e centrifugado a
13.200 rpm por 20 minutos e congelados a -20 °C.

Para a dosagem, as amostras das fezes foram centrifugadas por 10 minutos a

13.200 rpm e aplicadas no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), marca
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SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV)
utilizando-se um comprimento de onda de 210 nm.

Para a separacdo cromatografica, 20 uL de amostra foi injetada em uma coluna
moével SCR — 101H marca SHIMADZU com 30 cm x 7,9 mm de didmetro com fluxo de
0,8 ml/minuto e pressdo de 24 Kgf utilizando-se como fase mével &gua em 1% de &cido

m-fosférico (Smirick-Tjardes et al., 2003 modificado).

2.9. Peso dos 6rgaos
Foram pesados figado, baco, coracdo e rim apOs sete semanas da Ultima

aplicacdo da DMH.

2.10. Analise estatistica

Foi utilizado o software Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1, para
analise estatistica (SAEG - Sistema para Analises Estatisticas, 2007). As comparagdes
entre trés ou mais grupos independentes foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA) para dados com a distribuicio normal. Como ocorreram diferencas
estatisticas, foi utilizado o teste de comparacdes multiplas de Tukey e teste ndo-
paramétrico de Lilliefors para detectar os grupos que diferiram. O valor (p) foi fixado
até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparagfes para o teste
de Tukey.
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3. Resultados
3.1. Contagem de focos de criptas aberrantes (FCA) no célon proximal, médio e
distal

Nos tratamentos (INL e FOS) que ndo receberam a inoculagcdo de DMH néo
foram observados FCA em nenhum dos seguimentos do intestino diferindo
significativamente em relacdo ao controle (C-), dados ndo mostrados nas figuras. No
colon proximal somente no tratamento INLCA nédo foram observados FCA com nimero
menor ou igual a trés criptas diferindo significativamente em relagéo ao controle (C-),
(p<0,05). No célon distal os tratamentos INLCA e FOSCA diferriram entre si (p<0,05)
com menor incidéncia de FCA no tratamento INLCA. Ambos os tratamentos diferiram
também em relacdo ao controle (C-) apresetando menor incidéncia de FCA no cdlon
médio e distal (p<0,05), figura 1. Ndo foram observados FCA com mais de trés criptas
no célon proximal. No célon médio e distal foram observados FCA com mais de trés
criptas em todos os tratamentos que receberam a adminstracdo da DMH onde os
tratamentos INLCA e FOSCA apresentaram menor incidéncia desses focos diferindo

significativamente em relacéo ao controle (C-), (p<0,05), figura 2.

3.2. Ati.vidade da catalase no figado e no colon distal

A atividade da catalase no figado ndo diferiu em nenhum dos tratamentos
analisados em relagdo ao controle (C-), (p>0,05), figura 3, no entanto essa atividade no
célon distal nos tratamentos INL, INLCA e FOSCA foi menor diferindo
significativamente em relag&o ao controle (C-), (p<0,05), figura 4.

3.3. Citometria de fluxo das células do baco

A contagem de celulas CD4 ndo foi diferente em nenhum dos tratamentos em
relacdo ao controle (C-), teste ndo-parametrico de Lilliefors (p=0,01). Para células CD8
a contagem também ndo diferiu em nenhum dos tratamentos em relacdo ao controle
(p>0,05), teste de Tukey, e a razdo CD4/CD8 nédo foi diferente em nenhum dos
tratamentos em relacdo ao controle (C-), teste ndo-paramétrico de Lilliefors (p=0,01),

figura 5.

3.4. Peso dos 6rgaos

No figado foi observado maior peso nos tratamentos FOS e FOSCA diferindo
do tratamento C- (p<0,05) e no rim foi observado maior peso nos tratamentos INL,
INLCA, FOS e FOSCA diferindo do tratamento C- (p<0,05). No coracdo e baco ndo

foram observadas diferencas em nenhum dos tratamentos (p>0,05), figura 6.
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3.5.RT-PCR

N&o ocorreu diferenca significativa em relacdo ao controle (C-) em nenhum dos
tratamentos para a expressdao do gene da proteina p53 (p>0,05), figura 7a. N&o ocorreu
diferenca significativa em relacdo ao controle (C-) em nenhum dos tratamentos para a
expressdao do gene da proteina p21 (p>0,05), figura 7b. N&o ocorreu diferenca
significativa em relacdo ao controle (C-) em nenhum dos tratamentos para a expressao
do gene da proteina ciclina-E (p>0,05), figura 7c. O tratamento FOSCA, apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle (C-), com maior expressdo do gene da
proteina p16 (p<0,05), figura 7d. O tratamento INL apresentou diferenca significativa
em relacdo ao controle (C-) com maior expressdao do gene da proteina ciclina-D1
(p<0,05), figura 7e.

3.6. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., Clostridium ssp., anaerobios totais e
afericéo do pH fecal

A contagem de Clostridium spp., Bifidobacterium spp. e anaerdbios totais ndo
diferiu em relagcdo ao controle (C-) em nenhum dos tratamentos avaliados (p>0,05),
tabela 3. O pH das fezes do c6lon também ndo diferiu em nenhum dos tratamentos,
tabela 4.

Tabela 3. Médias da contagem de bactérias Logio UFC/g.
Meédias da contagem de bactérias

Tratamentos Bifidobacterium spp.  Clostridium spp. Anaerobios totais
C- 7,990 + 0,632 8,813 + 0,061°® 8,738 + 0,795
INL 7,933 + 0,605 8,913 + 0,181 8,853 + 0,077
INLCA 8,276 + 0,065 8,816 + 0,130"® 8,868 + 0,186"
FOS 8,873 + 0,873 9,361 + 0,398 9,567 + 0,148
FOSCA 8,161 + 0,021 9,127 + 0,068"® 9,552 + 0,219

ABMeédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferiu entre si pelo teste de TuKey
ao nivel de 5% de probabilidade. *N&o significativo pelo teste de Tukey.

Tabela 4. pH das fezes do célon.
Tratamentos
C- INL INLCA FOS FOSCA
pH 6,93+0,51"  6,94+0,66" 7,33+0,05° 6,62+0,63° 7,28+0,12"
*Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.7. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético, propiénico e butirico
A quantificacdo de &cidos graxos nas fezes do célon e da gaiola nao
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (C-) em nenhum dos

tratamentos avaliados. Teste ndo-paramétrico de Lilliefors (P=0,01).
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4. Discussao

4.1. Focos de criptas aberrantes (FCA)

O presente estudo avaliou os efeitos preventivos dos prebidticos inulina e
frutooligossacarideo na incidéncia de FCA no célon proximal, médio e distal de
camundongos induzida por DMH. Segundo BIRD (1987), focos de criptas aberrantes
(FCA) sdo lesbes caracterizadas morfologicamente por criptas anormais na superficie da
mucosa do colon, sendo descritas primariamente em ratos e tidas como evidéncias para
0 desenvolvimento futuro do CCR. A DMH e o0 azoximetano (AOM) séo as drogas mais
utilizadas na inducdo de FCA, pois induzem a proliferacdo desses focos no célon em
grande nimero, principalmente na porcao sigmoide (Laranjeira et al., 1998).

No presente estudo quando comparamos o tratamento controle sem fibras (C-)
com o tratamento com inulina (tratamento INLCA) esse prebidtico levou a reducéo
significativa de FCA com ndmero menor ou igual a trés criptas no célon proximal,
médio e distal (p<0,05), figura 1. O mesmo efeito foi observado para FCA com nimero
maior que trés criptas no célon médio e distal, com reducdo significativa de FCA no
tratamento com inulina (p<0,05), figura 2. Efeitos semelhantes foram observados em
um estudo realizado com ratos induzidos ao aparecimento de FCA com AOM e
alimentados com dieta acrescida de inulina, esse prebiotico mostrou-se eficaz na
diminuicdo do aparecimento de FCA quando comparado ao grupo controle que nédo
recebeu prebidtico (Bolognani et al., 2001).

O prebiotico frutooligossacarieo (tratamento FOSCA) foi eficaz na reducao de
FCA com numero menor ou igual a trés criptas e FCA com ndmero maior que trés
criptas somente para o célon médio e distal levando a uma reducdo significativa de FCA
(p<0,05), figura 1, em relacdo ao controle (C-). Reddy et al. (1997) observaram efeitos
beneficos em ratos induzidos ao aparecimento de FCA com AOM e alimentados com
FOS e inulina, com a diminuicdo de FCA, sendo o efeito mais pronunciado no grupo
que recebeu dieta acrescida de inulina, devido a este prebidtico chegar de forma intacta
ao colon distal, onde foi injetado o carcindgeno, exercendo efeitos protetores mais
pronunciados neste local.

No célon proximal ndo foram encontrados FCA com ndmero maior que trés
criptas (indicativo categéricos de lesdes pré-neoplasicas) em nenhum dos tratamentos
avaliados. Esses resultados sugerem que a inulina e o frutoologossacarideo séo

componentes dietéticos importantes na prevencao de FCA no colon distal.
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4.2. Atividade da Catalase

No presente estudo avaliamos se a atividade da catalase possui efeitos
preventivos no figado e no colon distal contra o estresse oxidativo gerado pela
administracdo da DMH.

No figado a atividade da catalase ndo diferiu em nenhum dos tratamentos
avaliados, figura 3, sugerindo que essa enzima pode ndo ter efeito na prevencdo do
estresse oxidativo nesse 6rgdo quando foi administrada a DMH. Observamos também
que os tratamentos FOS e FOSCA apresentaram maior peso do figado quando
comparado ao tratamento C-, sugerindo que esse prebidtico pode ter influenciado na
manutencdo da homeostasia do 6rgao.

A catalase é um dos principais sistemas de defesa contra o estresse oxidativo,
uma vez que muito rapidamente desintoxica a célula convertendo o H,O, em H,0O e O..
Foi demonstrado que no cancer de pulmdo uma diminuicdo da atividade da catalase
levou ao acimulo de H,O,, causando danos no DNA bem como criou um ambiente
antiapoptdtico intracelular que é especialmente suscetivel a aumento da frequéncia de
mutacdes, uma situacdo que foi capaz de conduzir a transformacao celular e ocasionar o
cancer (Ho et al., 2001).

No presente estudo no colon distal a atividade da catalase foi menor (p<0,05)
nos tratamentos INL, INLCA e FOSCA sugerindo que os prebidticos, diminuem a
atividade da catalase na auséncia da DMH no tratamento com inulina e na presenca da
DMH nos tratamentos com inulina e frutoologossacarideos, figura 4. Segundo
Skrzydlewska et al. (2005), Sauer et al. (2007) um alto nivel de expressdo da catalase
poderia estar associado com menor dano genético diminuindo o risco de cancer. Estas
evidéncias foram observadas por esses autores em estudos envolvendo o cancer
colorretal em humanos onde, uma diminuigédo da atividade da catalase foi observada nos
individuos com cancer.

No presente estudo nossos resultados demonstraram que o Unico tratamento que
foi administrado DMH e que aumentou a atividade da catalase foi o tratamento sem
fibras (C-), no entanto foi o tratamento que aumentou significativamente a incidéncia de
FCA quando comparado aos tratamentos INLCA e FOSCA. Assim ndo é possivel
sugerir que o aumento da ativadade da catalase, esteja relacionado com a menor
incidéncia de FCA em camundongos.

Nossos resultados sugerem também que no cdélon distal a diminuicdo da

atividade da catalase na presenca dos prebioticos pode ser importante na prevencao do
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aparecimento de FCA quando camundongos sdo submetidos ao tratamento com DMH,
uma vez que observamos menor incidéncia de FCA nos tratamentos que receberam o0s

prebioticos inulina e frutooligossacarideo em relacao ao tratamento sem fibras.

4.3. Citometria de fluxo

No presente estudo observamos que os tratamentos com fibras nédo sdo eficazes
na ativacdo do sistema imunoldgico uma vez que no tratamento C- (sem fibras) a
contagem de células CD4 e CD8 ndo diferiu dos demais tratamentos que receberam as
fibras (p>0,05), figura 5.

Um dos mecanismos sugeridos para os efeitos dos prebidticos no sistema
imunologico incluem os efeitos diretos apds a sua fermentacdo por bactérias com a
producdo de AGCC que ativam linfocitos (Bouhnik et al., 1999). Estudos em ratos
utilizando separadamente (Rowland et al., 1998; Marotta et al., 2003) ou em
combinacdo (Femia et al.,, 2002; Roller et al., 2004) os prebioticos inulina e
frutooligossacarideos tém demonstrado efeitos inibitorios na formacdo de FCA
(Rowland et al., 1998; Marotta et al., 2003), adenomas (Roller et al., 2004) e tumores
(Marotta et al., 2003) no célon desses animais.

Em um estudo com ratos os autores demonstraram a diminui¢cdo na razdo de
células CD4/CD8 no baco e linfonodos mesentéricos desses animais quando
alimentados com inulina, sendo atribuido a esse prebidtico um efeito positivo na
protecdo contra o aparecimento de adenomas no célon devido ao aumento na contagem
de células CD8, sugerindo que tais efeitos estdo associados com a supressdo da
carcinogénese no célon (Roller et al., 2004). Nossos resultados ndo demonstraram a
diminuicdo na razdo de células CD4/CD8 no bago, apesar dos tratamentos com
prebidticos terem sido eficazes na prevengdo do aparecimento de FCA no célon dos
camundongos. O motivo de ndo ter ocorrido ativagdo do sistema imunologico e
alteracdes na quantificacdo de células CD4 e CD8 do baco em nenhum dos tratamentos
do presente estudo, pode esta relacionado a ndo ter sido observado diferenca na
quantificacdo de AGCC e bifidobactéria em nenhum dos tratamentos avaliados.

4.5. Peso dos 6rgdos

No presente estudo foi observado diminuicdo do peso do figado nos tratamentos

C-, INL e INLCA e no rim no tratamento C- (p<0,05), sugerindo a possibilidade de
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alteracdo na homestasia nesses 6rgdos causada pela DMH. No coracgdo e no bago nao
foi observado alteraces do peso em nenhum dos tratamentos (p>0,05), figura 6. Esses
resultados sugerem que a inulina pode ter protegido o rim e o frutooligossacarideo pode
ter protegido o figado e rim de alterac6es na homeostasia.

Em um estudo realizado por Ferreira et al. (2008) com ratos em que observaram
os efeitos dos prebidticos FOS e inulina, probidticos e simbidticos no colon e ceco ndo
foram observadas diferencas no peso do figado, rim, baco e coragdo dos animais.

4.6. RT-PCR

No presente estudo avaliamos se a expressdo aumentada dos genes das proteinas
supressores de tumor p53, p21 e p16 e a diminuicdo da expressdo dos genes de proteinas
de controle do ciclo celular, ciclina-E e ciclina-D1, tinham algum efeito preventivo na
diminuigdo da incidéncia de FCA.

Sabe-se que mutacbes no gene TP53 que codifica a proteina p53 sdo encontradas
em cerca de metade de todos os canceres humanos. O gene TP53 age inibindo a
transformacdo neoplasica por diferentes mecanismos: ativacdo da interrupcao
temporaria do ciclo celular, indugdo da interrupcdo do ciclo celular de forma
permanente, disparando a morte celular programada (apoptose) ou inibindo a
angiogénese provavelmente por diminuir a expressao do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Sua deteccdo serve com um indicador do perfil genémico no CCR
relacionado ao potencial de crescimento tumoral (kinzler & Vogelstein, 1996; Hanahan
& Weinberg, 2000; Vogelstein et al., 2000).

No presente estudo dos tratamentos que receberam a administracdo da DMH o
aumento da expressdo do gene da proteina p53 ndo foi significativo em nenhum dos
tratamentos (p>0,05), sugerindo que os prebidticos frutooligossacarideo e inulina nao
protegem o colon distal dos camundongos por aumentar a expressdo do gene dessa
proteina, figura 7a.

Danos no gene TP53 estdo presentes em 75% dos casos de CCR sendo
envolvido na conversdo de adenoma para adenocarcinoma por impedir a ligacdo da
proteina p53 mutada em sequéncias especificas do DNA, o que impossibilita ativacéo
de genes adjacentes (kinzler & Vogelstein, 1996; Hanahan & Weinberg, 2000;
Vogelstein et al., 2000).

O DNA danificado causa um aumento tanto na concentracdo como na atividade

da p53 que ativa a transcricdo de um gene que codifica um inibidor de Ckd (CdKl) a
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proteina p21. A p21 se liga & G1/S-CdK, prevenindo que elas conduzam a célula para a
fase S por inibir a fosforilacdo da retinoblastoma (Rb). O aprisionamento do ciclo
celular em G, permite que a célula tenha tempo para reparar o DNA danificado antes de
replicd-lo (Vogelstein et al., 2000). As inibigdes mediadas pela p21 podem ocorrer
especificamente na sua ligagdo com a ciclina D-CdK4 ou CdK®6 na fase G, ou ciclina
E-CdK2 na fase de transicdo de G; para a fase S ou em G, inibindo a ciclina B1-CdK1.
A p21 pode também inibir o ciclo celular independente de sua ligacdo a CdKs por
inibicdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) o qual é requerido para a
progressdo do ciclo celular para a fase S por mediar & ligacdo da polimerase-o a fita
molde do DNA. A p21 pode também ligar-se a varias outras proteinas envolvidas na
sintese e reparo do DNA inibindo a progressdo do ciclo celular (Abbas & Dutta, 2009).

No presente estudo ndo observamos aumento na expressédo do gene da p21 em
nenhum dos tratamentos, figura 7b, sugerindo que os tratamentos com prebioticos ndo
protegeram o colon distal dos camundongos por mecanismos desencadeados pela p21.
Um dos motivos de ndo ter ocorrido alteracdes na expressao do gene da proteina p21 em
nenhum dos tratamentos pode ter sido desencadeado pela baixa expressdo do gene da
proteina p53.

Observamos também que a p21 ndo influenciou na diminuicdo da expressdao do
gene da ciclina-E, figura 7c. O aumento da ciclina-E é sugestivo de progressao do ciclo
celular (Coradini et al., 2002; Bardon et al., 2002; Abbas & Dutta, 2009), no entanto,
ndo observamos aumento expressivo do gene dessa ciclina em nenhum dos tratamentos
avaliados .

A mutacdo das CdKlIs também pode conduzir o ciclo celular por meio da
ativacdo desregulada das ciclinas e CdKs. Por exemplo, o gene CDKN2A que codifica a
proteina pl6 € alvo extremamente comum de dele¢do ou inativacdo mutacional nos
tumores humanos. A p16 quando ativa inibe a fosforilagdo da Rb por se ligar a CdK-4 e
bloquear a formacgéo do complexo ciclina-D/CdK4 e consequentemente a expressao da
ciclina-E. A iniciacdo da replicacdo do DNA requer a atividade do complexo ciclina E-
CdK2, e a expressdo da ciclina E depende da familia de fatores de transcricdo E2F.
Inicialmente em G; a Rb esta na sua forma hipofosforilada ativa impedindo o E2F de se
ligar ao DNA e ativar a transcricdo da ciclina-E inibindo a progresséo do ciclo celular
(Burkhart & Sage, 2008).

No presente estudo observamos maior expressao da p16 no tratamento FOSCA,
figura 7d, no entanto essa maior expressao ndo foi suficiente para reduzir a expressao

da ciclina-D1 uma vez que com excecdo do tratamento INL (p<0,05) a expressdo dessa
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ciclina ndo diferiu nos demais tratamentos quando comparado ao tratamento C-. Porém,
a pl16 poderia estar inibindo a CdK-4 e impedindo a formacdo do complexo ciclina-
D1/Cdk-4 e consequentemente a fosforilacdo da retinoblastoma, o que poderia estar
atuando na prevencdo do aparecimento de FCA no célon distal dos camundongos no
tratamento FOSCA.

A progressdo da fase G1 do ciclo celular € mediada pela combinacdo da
atividade da ciclina-D1, que se liga a proteinoquinases dependentes de ciclina (Coradini
et al., 2002; Bardon et al., 2002). Em um estudo com camundongos com mutacdo no
gene APC, que desenvolvem céancer de célon espontaneamente, e que foram alimentos
com inulina, foi observado que esse prebidtico aumentou a expressao de ciclina-D1 e o
tamanho dos adenomas nestes animais, sugerindo um acelerado processo canceroso
(Misikangas et al., 2008). Os resultados encontrados no presente estudo, ndo sdo
condizentes com a literatura citada, pois a expressdo da ciclina-D1 foi maior no
tratamento INL (p<0,05), figura 7e, que ndo recebeu a administracdo da DMH e nao foi
diferente nos demais tratamentos (p>0,05), sugerindo que essa proteina ndo seja um
fator determinante no aumento da incidéncia de FCA no colon distal dos camundongos.
No entanto, esse aumento na expressao do gene da ciclina-D1 poderia estar induzindo a
proliferacdo celular em células saudaveis no tratamento INL para a renovagdo normal
do epitélio da mucosa do cdlon distal.

Diante desses resultados torna-se necessario, mais estudos, que possam elucidar

os efeitos preventivos dos prebioticos na incidéncia de FCA.

4.7. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., Clostridium ssp, anaerdbios totais e

aferi¢éo do pH fecal

Tém-se demonstrado que o aumento de bifidobactérias na microbiota intestinal
tem melhorado a satde de pacientes com doencas gastrointestinais crénicas e de idosos
que possuem pequenas quantidades de bifidobactérias no intestino (Tuohy et al., 2003).
As bifidobactérias proporcionam efeito inibitério em muitas bactérias que produzem
enzimas carcinogénicas (Manning & Gibson, 2004; Rose et al., 2007). Estudos em
animais sugerem que prebidticos podem exercer efeito protetor contra o
desenvolvimento tumoral no célon, mas dados em humanos ainda séo inconsistentes
(Rafter et al., 2007).

No presente estudo ndo foi observada diferencas na quantificacdo de

Bifidobacterium spp., tabela 4, em nenhum dos tratamentos avaliados. Assim n&o
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podemos sugerir que essas bactérias possam estar exercendo efeitos protetores no célon
dos camundongos submetidos a administracdo da DMH uma vez que a quantificacdo
dessas bactérias ndo diferiu em nenhum dos tratamentos avaliados (p>0,05).

Alguns autores observaram aumento no nimero de bifidobactérias e redugédo no
namero de bactérias patogénicas Bacteroides/Prevotella, Clostridium histolyticum e C.
lituseburense nas fezes de humanos que receberam na dieta inulina extraida de chicoéria
(Kleessen et al., 2007). Nossos resultados ndo séo condizentes com a literatura uma vez
que ndo observamos aumento na quantificacdo de Bifidobacterium spp. e Clostridium
spp. em nenhum dos tratamentos avaliados (p>0,05). Em outro estudo os autores
utilizaram trés tratamentos com dieta contendo FOS, inulina e a mistura de FOS mais
inulina em ratos, encontrando aumento na contagem de Clostridium coccoides—
Eubacterium rectale nos tratamentos com inulina e inulina mais FOS enquanto a dieta
contendo somente FOS ndo afetou a quantidade desse microrganismo (Kleessen et al.,
2001). Néo observamos aumento na contagem Clostridium spp em nunhum dos
tratamentos avaliados, tabela 4, ndo sendo possivel sugerir que o prebidtico inulina
aumente a contagem de Clostridium spp. Também em nenhum dos tratamentos
avaliados néo foi observada diferencas na quantificacdo de anaerdbios totais, tabela 4.

Estudos recentes tém relatado que a suplementacdo com prebioticos é capaz
diminuir o pH fecal exercendo acdo bactericida (Burigo et al. 2007; Hatayama et al.,
2007). No presente estudo os valores do pH ndo apresentaram diferencas em nenhum
dos tratamentos avaliados, tabela 5, ndo sendo possivel sugerir acdo bactericida atraves

da afericdo do pH fecal.

4.8. Quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acetato, propionato e

butirato nas fezes do colon e da gaiola

Fibras soltveis ao chegar ao colon sdo fermentadas pela microbiota intestinal em
acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC incluem &cido acético, propidnico e
butirico, que sdo combustiveis para as células da mucosa colénica. A producdo de
AGCC tem sido relacionada com efeitos benéficos ao organismo incluindo a diminuicao
do colesterol sérico e o risco de cancer (Slavin, 2004). Alguns autores observaram que a
inulina aumentou a producéo de AGCC como o butirato no intestino de ratos (Roland et
al., 1995). Outros autores também observaram o aumento de bifidobactérias, AGCC

como acetato e butirato nas fezes de humanos (Kleessen et al., 1997). No entanto em
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outro estudo os autores observaram aumento no ndmero de bifidobactérias no intestino
de humanos sem aumento de acido butirico (Kruse et al., 1999).

Em estudo com ratos utilizando os prebidticos FOS e inulina foi observado que
esses aumentaram significativamente a concentracdo de &cido butirico no ceco e colon,
e somente o tratamento com inulina resultou em aumento fecal expressivo desse &cido
quando comparado ao controle. Segundo esses autores dietas contendo FOS ou inulina
tem aumentado a propor¢do molar de acido butirico nas fezes sugerindo um efeito
preventivo do cancer de célon (Kleessen et al., 2001).

No presente estudo ndo foi possivel afirmar que os &cidos graxos acético,
propidnico e butirico estejam desempenhando efeitos protetores no cdélon dos
camundongos, uma vez que em nenhum dos tratamentos avaliados foi observado
diferenga na quantificacdo desses AGCC nas fezes do colon e da gaiola. Estes
resultados podem estar relacionados a contagem de bifidobactérais, que néo
apresentaram diferencas significativas em sua contagem em nenhum dos tratamentos

avaliados.
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5. Concluséo

Os resultados desse estudo permitiram concluir que a inulina possui eficacia na
prevencdo do aparecimento de FCA com namero menor ou igual a trés criptas e FCA
com nimero maior que trés criptas no colon proximal, médio e distal, no entanto
observou-se uma baixa expressdo dos genes das proteinas supressoras de tumor p53,
p21 e pl6. Esses dados sugerem que mais estudos com esse prebidtico devem ser
realizados para tentar elucicar os mecanismos desencadeados na prevencdo do
aparecimento de FCA no célon dos camundongos.

Para o aparecimento de FCA com namero menor ou igual a trés criptas e FCA
com numero maior que trés criptas no célon médio e distal o frutooligossacarideo
mostrou-se eficaz. Essa eficadcia no colon distal pode ser atribuida a expressdo
aumentada do gene da proteina p16.

Diante de tais evidéncias é importante que a populacao tenha consciéncia de que
uma dieta saudavel contendo alimentos ricos em prebidticos € de vital importancia na

prevencédo do CCR.

54



6. Referéncias

Abbas, T.; Dutta, A. p21 in cancer: intricate networks and multiple activities. Nature
Reviews, 2009;9:400-14.

Aebi, H. Catalase in vivo. Methods Enzymol, 1984;105:121-26.

Bardon, S.; Foussard, V.; Fournel, A. Monoterpenes inhibit proliferation of human
colon cancer cells by modulating cell cycle-related protein expression. Cancer
Letters, 2002;181:187-94.

Bird, RP. Observations and quantification of aberrant crypts in the murine colon treated
with a colon carcinogen: preliminary findings. Cancer Letters, 1987;37(2):147-51.
Bolognani, F.; Rumney, CJ.; Pool-Zobel, BL.; Rowland, I.R.. Effect of lactobacilli,
bifidobacteria and inulin on the formation of aberrant crypt foci in rats. European

Journal of Nutrition, 2001;40:293-300.

Bouhnik, Y.; Vahedi, K.; Achour, L.; Attar, A.; Salfati, J.; Pochart, p; Marteau, P.;
Flourie, B.; Bornet, F.; Rambaud, JC. Short-chain fructo-oligosaccharide
administration dose-dependently increases fecal bifidobacteria in healthy humans.
Journal of Nutrition, 1999;129:113-16.

Barigo, T.; Fagundes, RLM.; Trindade, EBSM.; Vasconcelos, HCFF. Efeito
bifidogénico do frutooligossacarideo na microbiota intestinal de pacientes com
neoplasia hematoldgica. Revista de Nutricdo, 2007;20(5):491-97.

Burkhart, DL.; Sage, J. Cellular mechanisms of tumour suppression by the
retinoblastoma gene. Nature Reviews, 2008;8:671-82.

Coradini, D.; Pellizzaro, C.; Abolafio, G.; Daidone, M.G. Sodium butyrate modulates
cell cycle-related protein in HT29 human colonic adenocarcinoma cells. Cell
Proliferation, 2002;33:139-46.

Femia, AP.; Luceri, C.; Dolara, P.; Giannini, A.; Biggeri, A.; Salvadori, M.; Clune, Y;
Collins, KJ.; Paglierani, M.; Caderni, G. Antitumorigenic activity of the prebiotic
inulin enriched with oligofructose in combination with the probiotics Lactobacillus
rhamnosus and Bifidobacterium lactis on azoxymethane-induced colon
carcinogenesis in rats. Carcinogenesis 2002;23(11):1953-60.

Ferreira, CLLF.; Teshima, E.; Costa, NMB. Effect of probiotic, prebiotic and synbiotic
on colon and cecum microbiota of rats. International Journal ofprobiotics and
prebiotics, 2008;03:71-76.

55



Field, CJ.; Mcburney.; MI.; Massimino, S. The fermentable fiber content of the diet
alters the function and composition of canine gut associated lymphoid tissue.
Veterinary Immunology and Immunopathology, 1999;72:325-41.

Hailfinger, S.; Jaworski, M.; Marx-Stoelting, P.; Wanke, 1.; Schwarz, M. Regulation of
P53 stability in p53 mutated human and mouse hepatoma cells. International
Journal of Cancer, 2007;120:1459-64.

Hanahan, D.; Weinberg, RA. The Hallmarks of Cancer. Cell, 2000;100:57-70.

Hartemink, R.; Kok, BJ.; Weenkb, GH.; Rombouts, FM. Raffinose-Bifidobacterium
(RB) agar, a new selective medium for bifidobacteria. Journal of Microbiological
Methods, 1996;27:33-43.

Hatayama, H.; Iwashita, J.; Kuwajima, A.; Abe, T. The short chain fatty acid, butyrate,
stimulates MUC2 mucin production in the human colon cancer cell line, LS174T.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 2007;356:599-603.

Ho, JC.; Zheng, S.; Comhair, SAA.; Farver, C.; Erzurum, SC. Differential Expression
of Manganese Superoxide Dismutase and Catalase in Lung Cancer. Cancer
Research, 2001;61, 8578-585.

Kinzler, KW.; Vogelstein, B. Landscaping the cancer terrain. Science, 1996;280:1036-
37.

Kleessen, B.; Sykura, B.; Zunft, HJ.; Blaut, M. Effects of inulin and lactose on fecal
microflora, microbial activity, and bowel habit in elderly constipated persons.
American Journal of Clinical Nutrition, 1997;65:1397-402.

Kleessen, B.; Hartmann, L.; Blaut, M. Oligofructose and long-chain inulin: influence on
the gut microbial ecology of rats associated with a human faecal flora. British
Journal of Nutrition, 2001;86:291-300.

Kleessen, B.; Schwarz, S.; Boehm, A.; Fuhrmann, H.; Richter, A.; Henle, T.; Krueger,
M. Jerusalem artichoke and chicory inulin in bakery products affect faecal
microbiota of healthy volunteers. British Journal of Nutrition, 2007;98:540-49.

Kruse, H.; Kleessen, B.; Blaut, M. Effects of inulin on faecal bifidobacteria in human
subjects. British Journal of Nutrition, 1999;82:375-82.

Laranjeira, LLS.; Taha, MO.; Ferme, A. Localizacdo de lesdes tumorais induzidas pela
1,2-dimetilhidrazina e seu grau de atipia no colon de ratos. Acta Cirargica
Brasileira, 13(3). 1998. doi:10.1590/S0102-86501998000300008.

Manning, TS.; Gibson, GR. Microbial-gut interactions in health and disease. Prebiotics.
Best Practice Research Clinical Gastroenterology, 2004;18(2):287-98.

56



Marotta, F.; Naito, Y.; Minelli, E.; Tajiri, H.; Bertuccelli, J.; Wu, CC.; Min, CH,;
Hotten, P.; Fesce, E. Chemopreventive effect of a probiotic preparation on the
development of preneoplastic and neoplastic colonic lesions: an experimental study.
Hepatogastroenterology, 2003;50(54):1914-18.

Misikangas, M.; Tanayama, H.; Rajakangas, J.; Lindé, J.; Pajaril, A-M.; Mutanenl, M.
Inulin results in increased levels of B-catenin and cyclin D1 as the adenomas increase
in size from small to large in the Min/+ mouse. British Journal of Nutrition,
2008;99:963-70.

Mudhasani, R.; Zhu, Z.; Hutvagner, G.; Eischen, CM.; Lyle, S.; Hall, LL.; Lawrence,
JB.; Imbalzano, AN.; Jones, SN. Loss of miRNA biogenesis induces p19 A" -p53
signaling and senescence in primary cells. Journal of Cell Biology,
2008;181(7):1055-63.

Nakade, K.; Pan, J.; Yamasaki, T.; Murata, T.; Wasylyk, B.; Yokoyama, KK. JDP2
(Jun Dimerization Protein 2)-deficient Mouse Embryonic Fibroblasts Are Resistant
to Replicative Senescence. Journal of Biological Chemistry, 2009;284(16):10808-
17.

Newell, L.; Heddle, JA. The potent colon carcinogen, 1,2 dimethylhydrazine induced
mutations primarily in the colon. Mutation Research. 2004;564:1-7.

Rafter, J.; Bennett, M.; Caderni, G.; Clune, Y.; Hughes, R.; Karlsson, PC.; Klinder, A.;
O’Riordan, M.; O’Sullivan, GC.; Pool-Zobel, B.; Recnkemmer, G.; Roller, M,
Rowland, I.; Salvadori, M.; Thijs, H.; Loo, JV.; Watzl, B.; Collins, JK. Dietary
synbiotics reduce cancer risk factors in polypectomized and colon cancer patients.
American Journal of Clinical Nutrition, 2007;85:488-96.

Rajkumar, L.; Kittrell, FS.; Guzman, RC.; Brown, PH.; Nandi, S.; Medina, D.
Hormone-induced protection of mammary tumorigenesis in genetically engineered
mouse models. Breast Cancer Research, 2007;9:R12 (doi:10.1186/bcr1645).

Reddy, BS.; Hamid, R.; Rao, CV. Effect of dietary oligofructose and inulin on colonic
preneoplastic aberrant crypt foci inhibition. Carcinogenesis, 1997;18:1371-74.

Reeves, PG.; Nielsen, FH.; Junior, GCF. AIN-93 Purified Diets for Laboratory Rodents:
Final Report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc 73 Writing Committee on
the Reformulation of the AIN-76A Rodent Diet. Journal of Nutrition,
1993;123:1939-51.

Roland, N.; Nugon-Baudon, L.; Andrieux, C.; Szykut, O. Comparative study of the
fermentative characteristics of inulin and different types of fibre in rats inoculated
with a human whole faecal flora. British Journal of Nutrition, 1995.;14: 239-49.

57



Roller, M.; Femia, AP.; Caderni, G.; Rechkemmer, G.; Watzl, B. Intestinal immunity
of rats with colon cancer is modulated by oligofructose-enriched inulin combined
with Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium lactis. British Journal of
Nutrition, 2004;92:931-38.

Rose, DJ.; Demeo, MT.; Keshavarzian, A.; Hamaker, BR. Influence of Dietary Fiber
on Inflammatory Bowel Disease and Colon Cancer: Importance of Fermentation
Pattern. Nutrition Reviews, 2007;65(2):51-62.

Rowland, IR.; Rumney, CJ.; Coutts, JT.; Lievense, LC. Effect of Bifidobacterium
longum and inulin on gut bacterial metabolism and carcinogen-induced aberrant
crypt foci in rats. Carcinogenesis, 1998;19(2):281-85.

SAEG - Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1: Fundacdo Arthur Bernardes -
UFV - Vigosa, 2007.

Santos, MS.; Ferreira, CLLF.; Gomes, PC. Influéncia do fornecimento de probidtico a base
de Lactobacillus sp. sobre a microbiota intestinal de leitdes. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras. 2003;27(6):1395-1400.

Sauer, J.; Richter, KK.; Pool-Zobe, BL. Physiological concentrations of butyrate
favorably modulate genes of oxidative and metabolic stress in primary human colon
cells. Journal of Nutritional Biochemistry, 2007;18:736-45.

Skrzydlewska, E.; Sulkowski, S.; Koda, M.; Zalewski, B.; Kanczuga-Koda, L.;
Sulkowska, M. Lipid peroxidation and antioxidant status in colorectal cancer. World
Journal of Gastroenterology, 2005;11(3):403-06.

Slavin, JL. Whole grain and human health. Nutrition Research Reviews, 2004;17:99-
110.

Smirick-Tjardes, MR.; Grieshop, CM.; Flickinger, EA.; Bauer, LL.; Fahey Jr., GC.
Dietary galactooligosaccharides affect ileal and total-tract nutrient digestibility, ileal
and fecal bacterial concentrations, and ileal fermentive characteristics of growing
pigs. American Society of Animal Science, 2003;81:2535-45.

Tuohy, KM.; Probert, HM.; Smejkal, CW.; Gibson, GR. Using probiotics and
prebiotics to improve gut health. Drug Discovery Today, 2003;8(15):692-700.

Vogelstein, B.; Lane, D.; Levine, AJ. The p53 tumour-suppressor gene integrates
numerous signals that control cell life and death. As when a highly connected node in
the Internet breaks down, the disruption of p53 has severe consequences. Nature,
2000;408:307-10.

Zheng, S.; Steenhout, P.; Kuiran, D.; Qihonga, W.; Weipinga, W.; Hagerc, C.;

Haschkeb, F.; Clemensd, RA. Nutritional support of pediatric patients with cancer

58



consuming and enteral formula with fructooligosaccharides. Nutrition Research,
2006;26:154-62.

59



RESUMO (CAPITULO IV)

GOMIDES, Antoénio Frederico de Freitas, D.S. Universidade Federal de Vicosa, Agosto
de 2010. Farelo de linhaga desengordurado previne o aparecimento de focos de
criptas aberrantes (FCA) no colon de camundongos Balb/C. Orientador: Sérgio
Oliveira de Paula. Coorientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio e Leandro Licursi
de Oliveira.

Estudos recentes investigando o efeito protetor das fibras tem se mostrado
efetivo na investigacdo do aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) ou lesbes
pré-neoplasicas no colon distal de camundongos. O objetivo desse estudo foi nvestigar
os efeitos do farelo de linhaca desengordurado no célon de camundongos Balb/C
induzidos ao aparecimento de FCA com 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Os resultados
desse estudo permitiram concluir o farelo de linhaca desengordurado mostrou-se eficaz
na prevencdo do aparecimento de FCA com nimero menor ou igual a trés criptas. Para a
incidéncia de FCA com namero maior que trés criptas, que sdo indicativos categoricos
de lesdes pré-neoplasicas no célon distal, o farelo de linhaca desengordurado também
possui efeitos preventivos. Essa eficacia pode ser atribuida a expressdo aumentada do

gene da proteina p53.
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CAPITULO IV

Farelo de linhaca desengordurado previne o aparecimento de focos de criptas

aberrantes (FCA) no célon de camundongos Balb/C

1. Introducgéo

O cancer colorretal (CCR) acomete grande parte da populagdo mundial, sendo o
terceiro tipo de céancer mais prevalente no mundo (INCA, 2009). Um dos primeiros
indicativos do desenvolvimento desse tipo de cancer é a presenca de focos de criptas
aberrantes (FCA) ou lesbes pré-neoplésicas (Stevens et al., 2007). Focos de criptas
aberrantes (FCA) séo lesbes caracterizadas morfologicamente por criptas anormais na
superficie da mucosa do colon, sendo descritas primariamente em ratos e tidas como
evidéncias para o desenvolvimento futuro do CCR (Bird, 1987).

Varios tipos de alimentos estdo sendo investigados como substancias preventivas
contra 0 CCR dentre eles as fibras, diariamente correlacionadas na prevencdo das
diversas enfermidades do sistema digestorio incluindo o CCR (Rubio, 2002).

A relacdo entre o consumo de fibra na dieta e o risco de cancer de colon tem sido
estudado a mais de 30 anos. No entanto, os dados n&o s&o conclusivos. Ha muitas razdes
para esses resultados inconclusivos, como as fontes e tipos diversificados de fibras além
dos diversos sitios de localizagdo do céancer de colon (diferentes segmentos)
principalmente em humanos. O estilo de vida, o uso de fumo, &lcool e consumo de
alimentos de diferentes modos sdo também fatores que aumentam potencialmente as
varidveis para chegar aos mecanismos de atuacdo das substancias com efeito
carcinogénico (Hill, 2003, Papas et al., 2004).

Alimentos ricos em fibras tém-se revelado importante na prevencao de diversas
doencgas. Dentre eles o farelo de linhaca desengordurado que se constitui em uma boa
fonte de nutrientes incluindo as fibras e os acidos graxos essenciais. A fracdo de fibra
mais importante consiste de amidos resistentes, a celulose, e complexos polimeros como
a lignana (Brooks et al., 2004; Bayrak et al., 2010); é também uma fonte de fibra soltvel
como a mucilagem. Estudos indicam que alguns componentes ativos presentes na
linhaca possuem a capacidade de prevencdo de algumas doencas como a
hipercolesterolemia, diabetes e cancer (Cunnane et al., 1993).

Outros mecanismos pelos quais as fibras podem funcionar como constituintes

anti-carcinogénicos incluem o aumento do volume fecal estimulando dessa forma o
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peristaltismo e diminuindo o tempo de exposi¢do do epitélio intestinal a carcindgenos
intraluminais; a diminuicdo dos niveis séricos de insulina com efeito anti-carcinogénico;
a ligacdo das fibras dietéticas ao acido biliar primario o que leva a uma diminuicdo da
producéo de &cidos biliares, os quais sdo pro-carcinogénicos (Hawk et al., 2001; Rose et
al., 2007).

Diante de tais evidéncias o presente estudo teve como objetivo investigar 0s
efeitos protetores das fibras em camundongos induzidos ao aparecimento de FCA e

alimentados com dietas contendo farelo de linhaga desengordurado.
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2. Métodos

2.1. Animais e dietas

Foram utilizados 24 camundongos Balb/C machos com 12 semanas de idade e
com peso de aproximadamente 25 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude e permaneceram em caixas
coletivas no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vicosa, mantidos a temperatura de 23°C + 2°C, em
fotoperiodo de 12 horas. Os animais foram divididos em trés tratamentos (n = 8)
conforme tabela 1. Os animais receberam &gua ad libitum e dieta AIN93M modificada
(Reeves et al., 1993), acrescida de 10% de farelo de linhaca desengordurado em
substituicdo a celulose e dieta sem fibras durante 15 semanas. O experimento foi
conduzido, de acordo com os principios éticos para manejo de animais de laboratério e
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo (COBEA) e aprovado pelo
Comité de Etica do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de

Vicosa.

Tabela 1. Diferentes tipos de tratamentos aos quais os animais foram submetidos.

Tratamento Caracteristicas
C- Dieta AIN93M sem fibras + DMH
LIN Dieta AIN93M com farelo de linha¢a desengordurado
LINCA Dieta AIN93M com farelo de linhaca desengordurado + DMH

2.2. Inducdo do aparecimento de FCA com a administracdo de 1,2-

dimetilhidrazina (DMH) e coleta de material

Os animais que foram submetidos ao aparecimento de FCA receberam injecéo
intraperitoneal uma vez por semana de 20mg/Kg de peso corporeo de DMH durante um
periodo de oito semanas. A DMH foi dissolvida em solugdo salina 0,9% contendo 1
mM de EDTA e 10 mM de citrato de sodio, pH 8, os animais dos grupos controle
receberam somente o veiculo sem a droga (Newell & Heddle, 2004). Sete semanas apds
a Ultima aplicacdo de DMH os animais foram sacrificados, por asfixia com CO,. Foi
retirado o intestino grosso dos animais do ceco até o anus, para a contagem de FCA. No
colon distal e figado dos animais foi mensurada a atividade da catalase para avaliacdo
do estresse oxidativo ocasionado pela adminstragdo da DMH e no colon distal também
foi quantificado o RNAm para avaliar a expressdo dos genes das proteinas ciclina-D1,
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ciclina-E, p16, p21 e p53. Foi coletado o baco para quantificacdo dos linfocitos CD4 e
CD8, as fezes do colon e da gaiola foram coletadas para a quantificacdo dos acidos
graxos de cadeia curta: acético, propidnico e butirico e ainda foram pesados o figado,

baco, rim e coracgdo para avaliacdo da homeostasia do animal.

2.3. Preparacéo do tecido para contagem de FCA

Ap0s a remocao, o intestino grosso foi lavado em solucdo tampé@o salina fosfato
(PBS), aberto longitudinalmente pela margem contra mesenterica, colocado em placas
de parafina, com a mucosa voltada para a parte superior da placa e fixadas em formalina
de Carson por 24 horas. Depois de fixado, o intestino grosso foi medido e dividido em
trés fragmentos iguais, denominados proximal, médio e distal, em relagdo ao ceco. Em
seguida os fragmentos foram corados em solucdo de azul de metileno a 0,1% por 2
minutos, e lavados em tampdo fosfato para a retirada do excesso de corante para
posterior andlise. A contagem das lesdes foi realizada por microscopia éptica com
aumento de 40x e 100x. Os FCA foram contados em toda a superficie mucosa do
intestino grosso, do ceco ao reto, por dois observadores de maneira duplo-cega. A
categorizacdo do FCA foi com base no nimero de criptas aberrantes por foco, ou seja,
focos com nimero menor ou igual a trés criptas e focos com nimero maior que trés
criptas (Bird, 1987).

2.4. Processamento do baco para quantificacdo de linfocitos CD4 e CD8

Ap0s a morte dos camundongos os bacos foram coletados, macerados em PBS e
centrifugados durante 10 minutos a 1600 g a 4°C, em seguida o sobrenadante foi
descartado e 0s pellets contendo os esplendcitos e heméacias foram diluidos em tampéo
de lise gelado (NH4CI 0,16M; Tris HCI 0,7M pH 7,5; EDTA 2mM) e incubado a
temperatura ambiente por 4 minutos no escuro para lise das hemacias. Apos esta etapa
foi adicionado 8 ml de meio RPMI-16 incompleto com 2 mM de EDTA e a suspensao
celular submetida a centrifugacdo durante 10 min a 1600 g a 4°C. Apos a centrifugacao
os pellets de esplendcitos foram ressuspendidos em 3 ml de RPMI-1640 completo e as
células contadas em camara de Neubauer. Para quantificar os linfécitos CD4 e CD8 foi
realizada citometria de fluxo. Os anticorpos utilizados foram adquiridos junto a BD
Pharmingen, NJ USA (anti-CD44-PE Cy5.5) e Caltag Laboratories, Thailand (anti-
CDA4-FITC e anti-CD8-FITC). Células extraidas do baco dos animais de todos os

tratamentos foram incubadas com uma mistura de anticorpos contendo anti-CD4" ou
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anti-CD8", para avaliar a expressdo de linfocitos CD4 ou CDS8, respectivamente. Apds
2 horas de incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10 minutos e
ressuspendidas em PBS — Formol 1%. As amostras foram lidas em citémetro de fluxo
GUAVA (Guava EasyCyte Mini System, Millipore) e os dados analizados no software
Guava CytoSoft 4.2.1 (Field et al., 1999).

2.5. Atividade da catalase no figado e intestino

Para a atividade da catalase o figado e colon distal dos camundongos foram
macerados em tampdo fosfato e obtido um homogenato que foi acondicionado em
eppendorf, centrifugado a 6000 g a 4 °C durante 10 minutos e coletado o sobrenadante.
Posteriormente a centrifugagdo o homogenato do figado e o célon distal foram
utilizados para medir a atividade da catalase (Aebi, 1984). Para o branco foi utilizado 2
mL de tampdo fosfato e 20 uL do homegenato do figado e colon distal medido
espectrofotometricamente a 240 nm. Para cada amostra foi realizado um novo branco
com o respectivo homogenato. Para medir a atividade da catalase foi preparada no
momento da analise uma solugdo contendo 50 mL de tampédo fosfato e 80 uL de
peroxido de hidrogénio a 30%. Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 20 uL do
homogenato e 2 mL de tampdo fosfato com peroxido de hidrogénio, a atividade da
catalase foi medida durante 1 minuto e mesurada trés vezes a cada 30 segundos, ou seja,
no tempo 0, 30 e 60 segundos espectrofotometricamente a 240 nm. Para o célculo da
atividade da catalase foi realizada a quantificacdo de proteina total utilizando o kit

BIOCLIN®e a atividade da catalase foi expressa em (U da catalase/mg de proteina).
2.6. RT-PCR

2.6.1. Extracdo do RNAmM e andlise quantitativa da expressdo dos genes das

proteinas ciclinas-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53.

O RNA foi extraido ap6s maceracdo do célon distal em eppendorf utilizando
TRIzol® (Invitrogen, CA, USA), que contém isotiocianato de guanidina e sarcosil, que
sdo usados para a extragdo de RNA. Brevemente, foram homogeneizados 500 pL da
amostra com 750 uL de TRIzol® e a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. A seguir foram adicionados 300 uL de cloroférmio agitando-se os tubos por
15 minutos manualmente e incubando-os a temperatura ambiente por mais 2 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a uma temperatura de 4°C,
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apos a qual a fase aquosa transparente foi separada e transferida para um outro tubo. Em
seguida foi realizada a adicdo de 350 uL de isopropanol, as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos a fim de promover a precipitagdo do RNA e
posteriormente submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a uma temperatura de 4°C.
Os “pellets” foram lavados com 750 uL de etanol 75%, centrifugados por 10 minutos a
7.500 g e secos a temperatura ambiente por 30 minutos. Ap6s a secagem, os “pellets”
foram ressuspendidos em 20 uL de 4gua DEPC. Aproximadamente 10 pg de cada RNA
total, obtidos conforme este protocolo, foram usados para sintetizar as primeiras fitas de

cDNA, usando “primers” para ciclinas-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53.
2.6.2. Sintese do cDNA

Ap0s extracdo do RNA total das amostras foi realizada a sintese da primeira fita
de cDNA para ciclina-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53, usando-se o kit Superscript™
(Invitrogen®, New York, USA). Para tanto, 1ul de “primer” randdmico (pd(N)e)
(Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, England) foi adicionado a aproximadamente
2ug de RNA do cdlon, sendo submetido a aquecimento por 10 minutos & 70°C .

Apos isto, foi preparada uma mistura contendo o tampdo da transcriptase
reversa, DTT, transcriptase reversa e dNTPs. Em seguida foi realizado o aquecimento
desta mistura e, posteriormente, esta foi adicionada a amostra. Em seguida, essa solucéo
foi incubada por 1 hora a 42°C, e por 1 minuto a 70°C, para desnaturar a transcriptase

reversa.

2.6.3. Quantificacdo do RNAm de ciclina-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53 por PCR em

tempo real

A expressdo dos genes de ciclina D1, ciclina-E, p16, p21 e p53 foram avaliadas
do coélon distal. Apés 24 h o colon foi clareado por centrifugagdo a 10.000 g por 2
minutos e submetidos a extracdo do RNA e a sintese do DNA complementar, conforme
descrito anteriormente. A avaliacdo da expressdo dos genes foi realizada através da
técnica de PCR em tempo real onde a quantificacdo destes RNAs mensageiros foi
comparada a expressdo dos RNAs mensageiros de um gene constitutivo que foi o da -
actina. Para tanto, aproximadamente 2 ug do cDNA total oriundos do colon foram
usadas para a PCR em tempo real, numa reagdo de 50 ul que conteve 0,45 nmol dos
“primers” sense e antisense especificos para cada gene, tabela 2, 20 U/ul do inibidor de

RNAse e 12,5 ul do “Master Mix” SYBR Green PCR. As condicdes de ciclagem foram
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95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e
72°C por 2 minutos. A quantificacdo da expressao transcricional dos genes foi realizada
através do software Gene Amp® 5700 Sequence Detection System Version 1.3 (Applied
Biosystems), (Hailfinger, et al., 2007; Rajkumar et al. 2007; Muddhasani, et al. 2008;
Nakade et al., 2009).

Tabela 2. Primers sense e antisense especificos para os genes.

Genes Primers

Ciclina D1 (Rajkumar et al.; 2007)  Sense: 5'-CATCAAGTGTGACCCGGACTG-3'
Antisense: 5'-CCTCCTCCTCAGTGGCCTTG-3'

Ciclina-E (Nakade, et al.; 2009) Sense: 5-AGACCCACACCAACAGCTTG-3'
Antisense: 5'-TCATTCTGTCTCCTGCTCGC-3'

pl16 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5'- ATCTGGAGCAGCATGGAGTC-3'
Antisense: 5'- TCGAATCTGCACCGTAGTTG-3'

p21 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5-GTCAGGCTGGTCTGCCTCCG-3'
Antisense: 5'-CGGTCCCGTGGACAGTGAGCAG-3'

p53 (Hailfinger, et al.; 2007) Sense: 5'- GGAGACATTTTCAGGCTTATGG -3'

Antisense: 5'- AGAAGGGACAAAAGATGACAGG -3'

2.7. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., e Clostridium spp e anaerobios totais.

Bifidobacterium spp. foram determinadas em agar MRS + NPML (Hartemink et
al., 1996) e anaerdbios totais em agar Wilkins-Chalgren. As amostras plaqueadas
contendo anaerobios totais e Bifidobacterium spp. foram incubadas a 37 °C em camara
de anaerobiose (Gas Pak System — BBL, Sparks, USA), por 48 horas e 72 horas
respectivamente. Para a contagem de Clostridium spp., foi utilizado agar RCM
(Reinforced Clostridial Medium). As amostras plagueadas foram incubadas a 37°C em
camara de anaerobiose (Gas Pak System — BBL, Sparks, USA), por 48 horas (Santos et
al., 2003). As andlises foram feitas em duplicata e os resultados para contagem de
col6nias de Bifidobacterium spp., anaerdbios totais e Clostridium spp. foram expressos
em Logio UFC/g.

2.8. Extracdo e dosagem de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético,
propidnico e butirico nas fezes do colon e da gaiola por HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia)

A andlise das fezes foi feita em duplicata. Foram pesadas aproximadamente 400
mg de fezes em Eppendorf e adicionado 500 pL de acido m-fosforico a 25%, agitado e

mantido em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Apo6s os Eppendorfs foram
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centrifugados a 13.200 rpm por 30 minutos, coletado o sobrenadante e centrifugado a
13.200 rpm por 20 minutos e congelados a -20 °C.

Para a dosagem, as amostras das fezes foram centrifugadas por 10 minutos a
13.200 rpm e aplicadas no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), marca
SHIMADZU, modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV)
utilizando-se um comprimento de onda de 210 nm.

Para a separacdo cromatografica, 20 uL de amostra foi injetada em uma coluna
moével SCR — 101H marca SHIMADZU com 30 cm x 7,9 mm de didmetro com fluxo de
0,8 ml/minuto e pressdo de 24 Kgf utilizando-se como fase mével &gua em 1% de &cido

m-fosférico (Smirick-Tjardes et al., 2003 modificado).
2.9. Peso dos 6rgaos

Foram pesados figado, baco, coragdo e rim ap0Os sete semanas da Ultima
aplicacdo da DMH.

2.10. Andlise estatistica

Foi utilizado o software Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1, para
analise estatistica (SAEG - Sistema para Analises Estatisticas, 2007). As comparacgdes
entre trés ou mais grupos independentes foram realizadas por andlise de variancia
(ANOVA) para dados com a distribuicdo normal. Como ocorreram diferengas
estatisticas, foi utilizado o teste de comparacGes multiplas de Tukey e teste ndo-
paramétrico de Lilliefors para detectar os grupos que diferiram. O valor (p) foi fixado
até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparacdes para o teste
de Tukey.
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3. Resultados

3.1. Contagem de focos de criptas aberrantes (FCA) no célon proximal, médio e
distal

No tratamento (LIN) que nédo recebeu a inoculagdo de DMH néo foi observado
FCA em nenhum dos seguimentos do intestino diferindo em relagdo ao controle (C-)
(p<0,05). No colon proximal o tratamento LINCA nédo diferiu em relacdo ao controle
(C-), (p>0,05). No célon médio e distal o tratamento LINCA apresentou menor
incidéncia de FCA com numero menor que trés criptas em relacdo ao controle (C-)
(p<0,05), figura 1. Ndo foram observados FCA com mais de trés criptas no célon
proximal em nenhum dos tratamentos. No cdlon médio e distal o tratamento LINCA néo
apresentou FCA com nimero maior que trés criptas diferindo em relacdo ao controle
(C-), (p<0,05), figura 2.

3.2. Atividade da catalase no figado e no colon distal

A atividade da catalase no figado e no coélon distal ndo diferiu em nenhum dos

tratamentos avaliados (p>0,05), figuras 3 e 4.
3.3. Citometria de fluxo das células do baco

A contagem de células CD4 néo foi diferente em nenhum dos tratamentos, teste
ndo-paramétrico de Lilliefors (p=0,01). Para células CD8 a contagem também nédo
diferiu em nenhum dos tratamentos (p>0,05), teste de Tukey, e a razdo CD4/CD8 néo
foi diferente em nenhum dos tratamentos, teste ndo-paramétrico de Lilliefors (p=0,01),

figura 5.
3.4. Peso dos 6rgaos

No figado e no rim foi observado menor peso no tratamento C- (p<0,05). No
coracdo e baco ndo foram observadas diferencas no peso em nenhum dos tratamentos

(p>0,05), figura 6.
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3.5. RT-PCR

O tratamento LINCA apresentou diferenca em relagdo ao tratamento C- com
maior expressdo do RNAm para o gene da proteina p53 (p<0,05), figura 7a. Os
tratamentos LIN e LINCA ndo apresentaram diferencas para a expressdo do RNAmM
para o gene da proteina p21 em relacdo ao controle (C-), (p>0,05), figura 7b. O
tratamento LINCA apresentou diferenca em relacdo aos tratamentos C- com maior
expressdo do RNAm para o gene da proteina ciclina-E (p<0,05), figura 7c. Nao foram
observadas diferengas para a expressdo do RNAm para o gene da proteina pl6 e

ciclina-D1 em nenhum dos tratamentos (p>0,05), figuras 7d e 7e.

3.6. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., Clostridium ssp., anaerébios totais e

aferi¢céo do pH fecal

A contagem de Clostridium spp., Bifidobacterium spp. e anaerdbios totais ndo
diferiu em nenhum dos tratamentos avaliados (p>0,05), tabela 3. O pH fecal também

nédo diferiu em nenhum dos tratamentos (p>0,05), tabela 4. Teste de Tukey.

Tabela 3. Médias da contagem de bactérias Log;o UFC/g.
Médias da contagem de bactérias

Tratamentos Bifidobacterium spp.  Clostridium spp. Anaerobios totais
C- 7,990 + 0,632" 8,813 + 0,061"" 8,738 + 0,795
LIN 7,671 + 0,465 7,984 + 0,415° 8,976 + 0,727
LINCA 8,46 + 0,063 8,813 + 0,061"® 8,806 + 0,072

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, nado diferiu entre si pelo teste de TuKey ao
nivel de 5% de probabilidade. *N&o significativo pelo teste de Tukey.

Tabela 4. pH das fezes do célon.
Tratamentos
C- LIN LINCA
pH 6,93+0,51° 7,49+0,67° 7,35+0,48"

*Nao significativo pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

3.7. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético, propiénico e butirico
A quantificacdo de acidos graxos nas fezes do colon e da gaiola na nao
apresentou diferencas em nenhum dos tratamentos avaliados. Teste ndo-

paramétrico de Lilliefors (P=0,01).
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4. Discussao

4.1. Focos de criptas aberrantes (FCA)

O presente estudo avaliou os efeitos preventivos do farelo de linhaca
desengordurado na incidéncia de FCA no célon proximal, médio e distal de
camundongos induzida por DMH. A DMH é uma das drogas mais utilizadas em
experimentos para indugdo de FCA, ela induz a proliferacdo de tumores no célon em
grande numero, principalmente no distal (Rosenberg et al., 2009).

No presente estudo nao foi possivel sugerir que o farelo de linhaca
desengordurado protegeu o colon proximal, uma vez que, nos tratamentos C- e LINCA
foram observados FCA, mas, no entanto ndo foi observada diferenca significativa
(p>0,05). No entanto para o c6lon médio e distal nossos resultados s&o condizentes com
a literatura, uma vez que o tratamento C- apresentou maior incidéncia de FCA com
namero menor ou igual a trés criptas em relacdo ao tratamento LINCA, figura 1. Esses
achados permitem sugerir que o farelo de linhaca ao chegar ao colon médio e distal,
exerceu efeitos protetores mais pronunciados neste local.

No colon proximal ndo foram encontrados FCA com nimero maior que trés
criptas em nenhum dos tratamentos avaliados. Para o colén médio e distal o tratamento
C- diferiu do tratamento LINCA apresentando maior incidéncia de FCA com numero
maior que trés criptas (p<0,05). O tratamento LINCA néo apresentou FCA com numero
maior que trés criptas (indicativo categoricos de lesdes pré-neoplasicas) no célon médio
e distal, figura 2. Nossos resultados indicam que o farelo de linhaca desengordurado é
eficaz na protecdo do colon de camundongos na presenca da DMH para FCA com
namero menor ou igual a trés e para FCA com namero maior que trés criptas. Alguns
estudos relataram que o farelo de linhagca desengordurado tém demonstrado efeitos
benéficos na diminuicdo do aparecimento de FCA (Jenab & Thompson 1996; Williams

et al., 2007), microadenomas e tumores em ratos (Bommareddy et al., 2006).

4.2. Atividade da Catalase

No presente estudo avaliamos se a atividade da catalase possui efeitos
preventivos no figado e no colon distal contra o estresse oxidativo gerado pela
administracdo da DMH. O per6xido de hidrogénio (H.O,) é produzido a uma taxa
relativamente alta como um produto do metabolismo aerébio. O H,0, é relativamente
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estavel em comparagdo com outras moléculas de espécies reativas do oxigénio (ROS), a
meia-vida de H,O, é de 1 ms enquanto que a do O, é de 1 us (Reth, 2002). Além disso,
0 H,0, pode difundir livremente através da membrana celular e se ligar a residuos de
cisteina em diversas proteinas. Na verdade, o H,O, oxida e modifica diversas proteinas,
incluindo p53. A enzima catalase contitui-se em um sistema de defesa contra as acGes
deletérias do H,0, (Schreck et al., 1991; Sathyanarayanan , et al., 2000; Sauer et al.,
2001).

No presente estudo a atividade da catalase no figado ndo diferiu em nenhum dos
tratamentos avaliados figura 3, sugerindo que essa enzima pode ndo ter efeito protetor
contra o estresse oxidativo ocasionado nesse 6rgao quando administrada a DMH, apesar
de ter sido observado menor peso do figado no tratamento C- e neste caso, como nao
havia nenhuma substancia teste das utilizadas no estudo, sugerindo que o 6rgdo pode ter
sido sobrecarregado. No colon distal a atividade da catalase ndo diferiu em nenhum dos
tratamentos em relacdo ao controle (C-), figura 4. Estes dados sugerem que a catalase
ndo foi eficaz na protecdo do cdlon distal do estresse oxidativo quando camundongos
sdo submetidos ao tratamento com farelo de linhaca desengordurado e submetidos a
inoculacdo da DMH. Estudos recentes envolvendo o céancer colorretal em humanos
demonstraram uma diminui¢do da atividade da catalase em individuos com céncer
(Skrzydlewska et al., 2005; Sauer et al., 2007).

4.3. Citometria de fluxo

No presente estudo ndo foi possivel sugerir que o tratamento com farelo de
linhaca desengordurado seja é eficaz na ativacao do sistema imunoldgico, uma vez que,
no tratamento C- (sem fibras) a contagem de células CD4 e CD8 nao diferiu dos demais
tratamentos que receberam a fibra, figura 5. Alguns estudos tém demonstrado 0s
efeitos benéficos das fibras solUveis na prevencdo do aparecimento de FCA e na
ativacdo do sistema imunoldgico contra o desenvolvimento do cancer (Rowland et al.,
1998; Bouhnik et al., 1999; Femia et al., 2002; Marotta et al., 2003; Roller et al., 2004).
O farelo de linhaca desengordurado contém a mucilagem, que é um tipo de fibra
soltvel. Assim no presente estudo esperavamos que o farelo de linhaca desengordurado
aumentasse a contagem de bifidobactérais e consequentemente de AGCC,
desempenhando efeitos na ativacdo do sistema imunolégico, fato que ndo ocorreu no
presente estudo. Apesar disso, o farelo de linhaca desengordurado mostrou-se eficaz na

prevencédo do aparecimento de FCA.
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4.5. Peso dos 6rgaos

No presente estudo foi observado diminui¢cdo no peso do figado e rim no
tratamento C- (p<0,05), sugerindo possivel alteracdo na homeostasia causada pela
DMH nesses 6rgaos na auséncia de fibras na dieta. Esses resultados sugerem o farelo de
linhaca desengordurado pode ter protegido o figado e o rim dos efeitos deletérios da
DMH por um mecanismo ainda desconhecido, uma vez que a atividade da catalase néo
foi alterada na presenca da droga.

A DMH e seu metabdlito o azoximetano (AOM) que sdo pro-carcinogénicos
requerem ativacdo metabolica para formar produtos reativos que interagem com o DNA.
O metabolismo desses compostos envolve multiplas enzimas de metabolizagdo no
figado. Estes metabdlitos formados pela acdo da CYP2E1 sdo transportados para o
colon via corrente sanguinea. A possibilidade de DMH e AOM terem como alvo a
mucosa col6nica é provavelmente consequéncia da relativa estabilidade dos metabdlitos
hidroxilados desses compostos (Rosenberg et al., 2009). Assim, um dos possiveis
caminhos a serem investigados no efeito protetor do farelo de linhaca desengordurado
no figado, pode ser a interferéncia desse alimento em alguma das etapas dos processos
metabdlicos exercidos por enzimas de metabolizagdo da droga, tornando-a menos ativa

e também menos téxicas ao rim.

4.6. RT-PCR

No presente estudo avaliamos se a expressao aumentada dos genes das proteinas
supressores de tumor p53, p21 e p16 e a diminuicdo da expressdo dos genes de proteinas
de controle do ciclo celular, ciclina-E e ciclina-D1, apresentam algum efeito preventivo
na diminuicdo da incidéncia de FCA.

A expressdo do gene da proteina p53 foi maior no tratamento LINCA (que nédo
apresentou FCA com numero maior que trés criptas) quando comparado ao tratamento
C- (p<0,05), figura 2, sugerindo que o farelo de linhaca desengordurado protegeu o
colon distal dos camundongos do desenvolvimento desses tipos de FCA por aumentar a
expressao do RNAmM para o gene dessa proteina, figura 7a.

Varios estudos realizados para evidenciar a presenca nuclear p53 indicam que a
presenca dessa proteina esta associada com estagios mais avancados do CCR, no
entanto a presenca deste supressor de tumor nos FCA ndo tem sido extensivamente

avaliada (Nambiar, et al., 2002, Renehan, et al., Fujimori, et al., 2001).
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MutagOes que causam a perda das funcOes da p53 podem gerar perda das
funcbes da p21, causando descontrolada progressao do ciclo celular, podendo ser um
mecanismo fundamental na progressdo do CCR (Walczak, et al., 2001). Lam et al.
(2008) em um estudo com 188 pacientes com adenocarcinoma observaram a perda da
expressdo da p21 relacionada com a menor positividade da expressdo da proteina p53.

No presente estudo a expressdo do gene da p21 ndo diferiu em nenhum dos
tratamentos, figura 7b, sugerindo que o farelo de linhaca desengordurado néo foi eficaz
na indugdo da expressdo do RNAmM para o gene dessa proteina por aumentar a expressao
do gene da proteina p53, e ndo protegeu o colon distal dos camundongos por
mecanismos desencadeados pela p21. Observamos também que a p21 nédo influenciou
na diminuicdo da expressdo do gene da ciclina-E no tratamento LINCA, figura 7c.
Devido ao alto indice de proliferacdo celular no CCR, maiores concentragdes da ciclina-
E foram encontradas no tecido canceroso quando comparados com 0s ndo-neoplasicos
na mucosa. (Wang et al., 1996; Sutter et al., 1997). O aumento da ciclina-E é sugestivo
de progressdo do ciclo celular (Coradini et al., 2002; Bardon et al., 2002; Abbas &
Dutta, 2009), no entanto o aumento da ciclin-E no tratamento LINCA pode esta
relacionado a renovacéo do epitélio da mucosa do colon distal e ndo diretamente com o
aumento de FCA, uma vez que a p53 poderia esta desencadeando a diminuicdo das
células com esses focos, pois no tratamento LINCA ndo foi observado FCA com
namero maior que trés criptas no colon distal.

No céancer de célon varios estudos tém avaliado a relacdo entre a expressao da
pl6 e sua associagdo com a inibicdo do ciclo celular com a melhor evolucdo do
prognéstico dos pacientes (Omura et al., 2000; Esteller et al., 2001; McKay et al.,
2002).

Zhao et al. (2003) observaram que em 74 casos de CCR em humanos, na maioria
dos carcinomas a imunomarcacdo para pl6 e CdK4 foi maior do que no citoplasma de
adenomas ou na mucosa normal. Forte imunomarcacdo citoplasmatica de pl6 foi
preditor de melhor prognostico, ao passo que forte imunomarcacdo da Cdk4 foi um
preditor de mau progndéstico dos tumores. Estes resultados indicam que a correlacdo da
expressdo da pl6 e Cdk4 pode desempenhar um papel importante no mecanismo da
inibicdo da retinoblastoma pela pl6. Assim a expressdo da pl6 e Cdk4, pode
desempenhar um papel chave no desenvolvimento do CCR, tornando-se novos
marcadores do progndstico nesse tipo de cancer.

No presente estudo ndo observamos diferencgas na expresséo do RNAm para o
gene da proteina p16, figura 7d, ndo sendo possivel sugerir que essa proteina possa
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estar inibindo a CdK-4 e impedindo a formacdo do complexo ciclina-D1/Cdk-4 e
consequentemente a fosforilacdo da retinoblastoma o0 que eventualmente poderia
diminuir a expressdo do RNAm para o gene da ciclina-E, figura 7c.

Assim dos RNAs mensageiros avaliados no presente estudo, nos tratamentos que
receberam a administracdo da DMH, a expressdo aumentada do RNAm para o gene da
proteina p53 no tratamento LINCA pode ter sido o responsavel pela menor incidéncia
de FCA no colon distal dos camundongos quando comparado com o tratamento sem
fibras na dieta (C-).

4.7. Quantificacdo de Bifidobacterium spp., Clostridium ssp, anaeroébios totais,

afericéo do pH fecal

Varios estudos tém demonstrado que através da utilizacdo de fibras sollveis
ocorre a estimulacdo e o desenvolvimento de muitas bactérias incluindo as
Bifidobacterium spp. que desempenham papel fundamental na manutencdo da
integridade da microbiota intestinal, proporcionando uma composi¢cdo de micro-
organismos que produzem uma relacdo harmoniosa com o hospedeiro promovendo a
manutencdo da saude ou a melhora de pacientes com doencgas gastrointestinais
(Kleessen et al., 2001; Tuohy et al., 2003; Manning & Gibson, 2004; Burigo et al.
2007; Hatayama et al., 2007; Kleessen et al., 2007; Rose et al., 2007;). No presente
estudo ndo foi observada diferencas na quantificacdo de Bifidobacterium spp., tabela 4,
em nenhum dos tratamentos avaliados. Assim, ndo podemos sugerir que essas bactérias
possam estar exercendo efeitos protetores no colon dos camundongos submetidos a
administracdo da DMH.

As fibras soltveis quando fermentadas por Bifidobacterium ssp. atuam inibindo
0 crescimento de bactérias patogénicas incluindo Clostridium. As fibras solGveis
podem também diminuir o pH fecal proporcionando efeitos bactericidas. (Kleessen et
al., 2001; Tuohy et al., 2003; Manning & Gibson, 2004; Burigo et al. 2007; Hatayama
et al., 2007; Kleessen et al., 2007; Rose et al., 2007;). Ndo observamos alteracdes na
contagem de Clostridium spp em nenhum dos tratamentos avaliados, sugerindo que o
farelo de linhaca n&o inibe o crescimento de Clostridium spp. na auséncia ou presenga
da DMH, tabela 4. Os valores do pH nas fezes do célon distal também nao
apresentaram diferencas em nenhum dos tratamentos avaliados, tabela 5, ndo sendo

possivel sugerir acdo bactericida através da diminuicéo pH.
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4.8. Quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acetato, propionato e

butirato nas fezes do c6lon e da gaiola

As fibras sollveis ao chegar ao célon sdo fermentadas pela microbiota intestinal
em &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) como acetato, propionato e butirato (Slavin,
2004). Os AGCC possuem concentracdo no lumen intestinal da ordem de 30-70 mM e
sdo absorvidos por colondcitos via transportadores presentes em sua membrana
plasmética que podem esta silenciado em 60% dos casos de cancer de colon. Os AGCC
sdo capazes de influenciar a expressdo génica em colondcitos e induzir a apoptose de
células com mutacdo no DNA, funcionando com um protetor contra 0 CCR (Davie,
2003; Gupta et al., 2006).

No presente estudo ndo foi possivel sugerir que os acidos graxos acético,
propidnico e butirico estejam desempenhando efeitos preventivos no aparecimento de
FCA no colon dos camundongos, uma vez que em nenhum dos tratamentos avaliados
foram observadas diferencas na quantificacdo desses AGCC nas fezes do cdlon e da
gaiola. Como o farelo de linhaga desengordurado ndo aumentou a contagem de
Bifidobacterium ssp. no célon dos camundongos, esse pode ter sido 0 motivo de ndo
termos observado aumento na quantificacdo dos AGCC nas fezes. No entanto,
diferencas significativas, com menor nimero de FCA foram observadas no tratamento
com o farelo de linhaca desengordurado quando comparado com o tratamento sem

fibras na dieta.
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5. Concluséo

Os resultados desse estudo permitiram concluir que o farelo de linhaca
desengordurado foi eficaz na prevengdo do aparecimento de FCA com nimero menor
ou igual a trés criptas e FCA com numero maior que trés criptas no célon distal por
aumentar a expressdo do RNAm para o gene da proteina p53. No entanto, mais estudos
s30 necessarios para entender outros possiveis mecanismos protetores do colon distal,
uma vez que o farelo de linhaca desengordurado além das fibras constitui-se em boas
fontes de outros componentes comprovadamente benéficos na prevencdo do cancer.

Diante de tais evidéncias é importante que a populacdo tenha consciéncia da
importancia de uma dieta contento o farelo de linhaga desengordurado e outros tipos de

fibras na dieta.
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RESUMO (CAPITULO V)

GOMIDES, Antoénio Frederico de Freitas, D.S. Universidade Federal de Vicosa, Agosto
de 2010. Uso do farelo de linhaca desengordurado na avaliagéo dos focos de criptas
aberrantes (FCA) e modifica¢des bioquimicas camundongos C57BL6 induzidos a
alteragdes no colon com 1,2-dimetilhidrazina. Orientador: Sérgio Oliveira de Paula.
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A linhaca é um tipo de alimento funcional que constitui-se em uma boa fonte de
nutrientes incluindo as fibras e os acidos graxos essenciais. A fracdo de fibra mais
importante consiste de amidos resistentes, a celulose, e complexos polimeros como a
lignana; é também uma fonte de fibra soldvel como a mucilagem. Estudos indicam que
alguns componentes ativos presentes na linhagca possuem a capacidade de prevencéo do
cancer colorretal (CCR). O objetivo deste estudo foi investigar em camundongos
C57BL/6 machos e fémeas, alimentados com farelo de linhaga desengordurado, se
existem possiveis mecanismos de prevencgdo contra o desenvolvimento de lesdes pré-
neoplasicas ou focos de criptas aberrantes (FCA). No presente estudo o farelo de linhaca
desengordurado foi eficaz na protecdo do colon proximal, médio e distal de
camundongos C57BL/6 macho para FCA com nimero menor ou igual a trés criptas.
Nas fémeas o farelo de linhaga protegeu somente o colon proximal e médio para esses
mesmos tipos de focos. Para FCA com mais de trés criptas o farelo de linhaca ndo foi
eficaz em nenhum dos segmentos do célon em ambos os sexos. Esses resultados
sugerem que mais estudos devem ser realizados para esclarecer essa diferenca

encontrada.
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CAPITULO V

Uso do farelo de linhaca desengordurado na avaliacdo dos focos de criptas
aberrantes (FCA) e modificagdes bioquimicas em camundongos C57BL6 induzidos

a alterac6es no célon com 1,2-dimetilhidrazina (DMH)

1. Introducéo

O céncer colorretal (CCR) é caracterizado por crescimento descontrolado de
células neoplésicas decorrente de uma serie de erros genéticos que se acumulam nestas
durante os anos. Os primeiros indicativos do desenvolvimento do CCR sdo a presenca
de focos de criptas aberrantes (FCA) ou lesbes pré-neoplésicas (Kinzler & Vogelstein,
1996; Stevens et al., 2007).

Durante o processo de transformacdo maligna do CCR ocorrem mudangas que
alteram as proteinas relacionadas ao ciclo celular. Ciclinas sdo proteinas regulatérias
dos processos de proliferacdo celular que atuam na fase G1, S e G2. Assim, a
superexpressao de ciclinas nessas fases pode ser a chave para a carcinogénese colorretal
Ciclinas e suas subunidades cataliticas, as quinases dependentes de ciclina (Cdks),
desempenham um papel fundamental na regulacdo de eventos do ciclo celular. A
progressao das células através do ciclo celular é controlada pela degradacao seqlencial
de uma série de ciclinas que formam complexos que ativam vérias Cdks (Cam et al.,
2001).

Estes complexos de ciclina e Cdk desempenham um papel critico na proliferacao
e diferenciacdo celular (Hunter & Pines, 1994). Sdo vérios os genes de ciclinas
presentes no genoma humano, que sdo incluidos em trés categorias, a saber: fase G1
(ciclinas D1, D2, D3 e E), fase S (ciclina A) e G2/M (ciclinas A, B1 e B2), (Sherr,
1996). Talvez um dos membros mais importantes da familia das ciclinas que agem em
G1, cuja disfuncéo pode estar envolvida na tumorigénese, seja a ciclina D1, sendo uma
das primeiras familias de ciclinas a ser expressa no ciclo celular. Tem sido demonstrado
que a ciclina D1 se acumula e pode alcancar um nivel maximo na fase G1 do ciclo
celular (Callender et al., 1994). Estudos tém relatado que a ciclina D1 desempenha um
importante papel oncogénico em uma ampla variedade de canceres (Naitoh et al., 1994;
Michalides et al., 1995). A super-expressdo do gene CCND1 que codifica a ciclina D1,

ocorre entre 30% a 50% no cancer de mama e CCR, estando associado com 0 aumento
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da proliferacdo celular e um pior prognostico para esses tipos de cancer. (Arber et al.,
1996; McKay et al., 2000; Holley, et al., 2001).

A ciclina-E se associa com Cdk2 e ativa a serina-treonina quinase pouco antes
da entrada em fase S (Dulic et al., 1992). A super-expressdo da ciclina-E diminui o
tamanho das células, diminui a exigéncia de fatores de crescimento e acelera a fase G1
do ciclo celular (Resnitzky et al., 1999), sugerindo que a ciclina E é um elemento
essencial para controlar a progressao da fase G1 em células de mamiferos (Ohtsubo et
al., 1995).

Os principais mecanismos de regulacdo das CdKs envolvem uma familia de
diversas proteinas, denominadas CdKIls (inibidores de CdKs), que se ligam e inativam
complexos ciclina-Cdk. Duas classes de CdKls a pl6 e p21 atuam no processo de
inativacdo do ciclo celular como proteinas supressoras de tumor. (Serrano et al., 1993;
Hannon & Beach, 1994)-

As inibigGes mediadas pela p21 podem ocorrer especificamente na sua ligagao
com a ciclina D-CdK4/6 na fase G, ou ciclina E-CdK2 na fase de transi¢do de G; para a
fase S ou em G, inibindo a ciclina B1-CdK1. A p21 pode também inibir o ciclo celular
independente de sua ligacdo a CdKs por inibicdo do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA) o qual é requerido para a progressao do ciclo celular para a fase S por
mediar a ligacdo da polimerase-o a fita molde do DNA. A p21 pode também ligar-se a
varias outras proteinas envolvidas na sintese e reparo do DNA inibindo a progressdo do
ciclo celular (Abbas & Dutta, 2009).

A pl6 compete com a ciclina-D1 pela ligacdo com CdK4 ou CdK®, isso inibe a
capacidade do complexo ciclina D-CdK-4/6 de fosforilar a retinoblastoma (Rb)
causando a parada do ciclo celular em G1. A iniciacdo da replicacdo do DNA requer a
atividade do complexo ciclina E-CdK2, e a expressdo da ciclina-E depende da familia
de fatores de transcricdo E2F. Inicialmente em G;, a Rb estd na sua forma
hipofosforilada ativa e liga-se ao E2F impedindo a transcri¢do da ciclina-E inibindo a
progressao do ciclo celular. Outra maneira que a Rb inibe este processo € recrutando as
enzimas remodeladoras da cromatina, como as histonas desacetilases e as histonas
metiltransferases, que se unem aos promotores dos genes que respondem ao EZ2F,
inibindo a producdo da ciclina-E. Essas enzimas também modificam a cromatina na
regido promotora para alterar a estrutura do DNA tornando-o insensivel aos fatores de
crescimento (Burkhart & Sage, 2008).

A maioria dos canceres humanos adquirem mutagfes que envolvem o supressor

de tumor p53. Essa proteina pode ser ativada em resposta a danos ao DNA, a ativacéo
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de oncogenes e hipoxia, podendo desencadear uma variedade de eventos celulares
antiproliferativos tais como apoptose, a parada do ciclo celular, a senescéncia ou a
modulacédo da autofagia. (Yee & Vousden, 2005; Riley et al., 2008; Green & Kroemer,
2009). Com relacédo as funcgdes supressoras da p53 deve, ser levado em consideracéo,
inimeros fatores como o tipo celular, o microambiente, e 0s eventos oncogénicos
adquiridos durante o curso e evolucdo do tumor. No caso do CCR 0 evento critico no
desenvolvimento de carcinomas malignos a partir de adenomas colorretais benignos é a
mutacdo do supressor p53 (Fearon & Vogelstein, 1990).

Mecanismos de defesa, contra danos ao DNA, incluem os efeitos dos &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC), que sdo substancias originadas do metabolismo de
fibras sollveis por bactérias da microbiota intestinal, podendo controlar a expressao
génica em colondcitos e induzir a apoptose de células com mutacdo no DNA, portanto
funcionando com um protetor contra 0 CCR (Davie, 2003; Gupta et al. 2006) . Outro
mecanismo importante é a protecdo do estress oxidativo mediado pela catalase, que
converte o perdxido de hidrogénio em H,O mais O,, protegendo a célula da acdo dos
radicais livres e danos ao DNA (Ho et al., 2001; Skrzydlewska et al., 2005, Sauer et al.,
2007).

Diante de tais evidéncias, 0 presente estudo investigou os efeitos preventivos do
farelo de linhaga desengordurado em camundongos C57BL/6 machos e fémeas com
objetivo de avaliar se existem mecanismos de prevencdo desse alimento contra o
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas ou focos de criptas aberrantes (FCA), que
pode ser um indicativo de inicio do desenvolvimento do CCR. Para tais fins
investigamos se o farelo de linhaca desengordurado influencia na atividade da enzima
catalase no figado e colon distal, na expressdo dos genes da proteina supressora de
tumor p53, p16 e p21 e na expressdo das ciclinas-D1 e ciclina-E. Avaliamos também o
perfil de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato, propionato e butirato nas fezes
dos animais na presenca e auséncia de administragdo da DMH.

90



2. Métodos

2.1. Animais e dietas

Foram utilizados 48 camundongos C57BL/6, 24 machos e 24 fémeas com 12
semanas de idade e com peso de aproximadamente 25 gramas. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude e
permaneceram em caixas coletivas no Laboratorio de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Salde da Universidade Federal de Vigosa, mantidos a
temperatura de 23°C £ 2°C, em fotoperiodo de 12 horas. Os animais foram divididos
em seis tratamentos (n = 8) para comparacao entre sexos de C57BL/6, conforme tabela
1. Os animais receberam &gua ad libitum e dieta AIN93M modificada (Reeves et al.,
1993), acrescida de 10% de farelo de linhaca desengordurado em substituicdo a celulose
durante 15 semanas. O experimento foi conduzido, de acordo com 0s principios éticos
para manejo de animais de laboratério e estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo (COBEA) e aprovado pelo comité de ética do departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

Tabela 1 — Diferentes tipos de tratamentos aos quais os animais C57BL/6 machos
(BLm) e fémeas (BLf) foram submetidos. (Des. = desengordurado).

Tratamento Caracteristicas
C-BLm Dieta AIN93M sem fibras C57BL/6 macho + DMH
LBLm Dieta AIN93M com farelo de linhaca des. C57BL/6 macho
LCABLm Dieta AIN93M com farelo de linhaca des. C57BL/6 macho + DMH
C- BLf Dieta AIN93M sem fibras C57BL/6 fémea + DMH
LBLf Dieta AIN93M com farelo de linhaga des. C57BL/6 fémea
LCABLf Dieta AIN93M com farelo de linhacga des. C57BL/6 fémea + DMH

2.2. Inducgéo do aparecimento de FCA com a administracdo de DMH e coleta de

material

Os animais que foram submetidos ao aparecimento de FCA receberam injecéo
intraperitoneal uma vez por semana de 20mg/Kg de peso corporeo de DMH durante um
periodo de oito semanas. A DMH foi dissolvida em solucgdo salina 0,9% contendo 1
mM de EDTA e 10 mM de citrato de sodio, pH 8, os animais dos grupos controle

receberam somente o veiculo sem a droga (Newell & Heddle, 2004). Sete semanas apds
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a ultima aplicacdo de DMH os animais foram eutanasiados, por asfixia com CO,. Foi
retirado o intestino grosso dos animais do ceco até o anus, para a contagem de FCA. No
colon distal e figado dos animais foi mensurada a atividade da catalase para avaliacdo
do estresse oxidativo ocasionado pela adminstragdo da DMH e no colon distal também
foi quantificado o RNAm para avaliar a expressdo dos genes das proteinas ciclina-D1,
ciclina-E, pl16, p21 e p53. Foram coletadas as fezes do célon e da gaiola para a
quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta: acético, propidnico e butirico e ainda

foi pesado o figado para avaliacdo da homeostasia do animal.

2.3. Preparacéo do tecido para contagem de FCA

Ap0s a remocdo, o intestino grosso foi lavado em solucdo tampéo salina fosfato
(PBS), aberto longitudinalmente pela margem contra mesentérica, colocado em placas
de parafina, com a mucosa voltada para a parte superior da placa e fixadas em formalina
de Carson por 24 horas. Depois de fixado, o intestino grosso foi medido e dividido em
trés fragmentos iguais, denominados proximal, medio e distal, em relagdo ao ceco. Em
seguida os fragmentos foram corados em solucdo de azul de metileno a 0,1% por 2
minutos, e lavados em tampdo fosfato para a retirada do excesso de corante para
posterior analise. A contagem das lesdes foi realizada por microscopia éptica com
aumento de 40x e 100x. Os FCA foram contados em toda a superficie mucosa do
intestino grosso, do ceco ao reto, por dois observadores de maneira duplo-cega. A
categorizacdo do FCA foi com base no nimero de criptas aberrantes por foco, ou seja,
focos com numero menor ou igual a trés criptas e focos com nimero maior que trés
criptas (Bird, 1987).

2.4. Atividade da catalase no figado e intestino

Para a atividade da catalase o figado e colon distal dos camundongos foram
macerados em tampdo fosfato e obtido um homogenato que foi acondicionado em
ependorf, centrifugado a 6000 g a 4 °C durante 10 minutos e coletado o sobrenadante.
Posteriormente a centrifugacdo o homogenato do figado foi utilizado para medir a
atividade da catalase (Aebi, 1984). Para o branco foi utilizado 2 mL de tampéo fosfato e
20 uL do homegenato do figado e cdlon distal medido espectrofotometricamente a 240
nm. Para cada amostra foi realizado um novo branco com o respectivo homogenato.

Para medir a atividade da catalase foi preparada no momento da analise uma solugédo
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contendo 50 mL de tampdo fosfato e 80 uL de perdxido de hidrogénio a 30%. Em uma
cubeta de quartzo foi adicionado 20 uL do homogenato e 2 mL de tampéo fosfato com
perdxido de hidrogénio, a atividade da catalase foi medida durante 1 minuto e mesurada
trés vezes a cada 30 segundos, ou seja, no tempo 0, 30 e 60 segundos
espectrofotometricamente a 240 nm. Para o célculo da atividade da catalase foi
realizada a quantificagdo de proteina total utilizando o kit BIOCLIN® e a atividade da

catalase foi expressa em (U da catalase/mg de proteina).

2.5. RT-PCR

2.5.1. Extracdo do RNAmM e andlise quantitativa da expressdo dos genes das

proteinas ciclinas D1, ciclina E1, p16, p21 e p53.

O RNA foi extraido ap6s maceracdo do colon distal em eppendorf utilizando
TRIzol® (Invitrogen, CA, USA), que contém isotiocianato de guanidina e sarcosil, que
sdo usados para a extracdo de RNA. Brevemente, foram homogeneizados 500 uL da
amostra com 750 pL de TRIzol® e a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. A seguir foram adicionados 300 pL de cloroférmio agitando-se os tubos por
15 minutos manualmente e incubando-os a temperatura ambiente por mais 2 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a uma temperatura de 4°C,
apos a qual a fase aquosa transparente foi separada e transferida para um outro tubo. Em
seguida foi realizada a adicdo de 350 uL de isopropanol, as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos a fim de promover a precipitacdo do RNA e
posteriormente submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a uma temperatura de 4°C.
Os “pellets” foram lavados com 750 pL de etanol 75%, centrifugados por 10 minutos a
7.500 g e secos a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés a secagem, os “pellets”
foram ressuspendidos em 20 uL de 4gua DEPC. Aproximadamente 10 pg de cada RNA
total, obtidos conforme este protocolo, foram usados para sintetizar as primeiras fitas de
cDNA, usando “primers” para ciclinas-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53.

2.5.2. Sintese do cDNA

Ap0s extracdo do RNA total das amostras foi realizada a sintese da primeira fita
de cDNA para ciclina-D1, ciclina-E, p16, p21 e p53, usando-se o kit Superscript”
(Invitrogen®, New York, USA). Para tanto, 1ul de “primer” randémico (pd(N)e)
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(Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, England) foi adicionado a aproximadamente
2ug de RNA do colon, sendo submetido a aquecimento por 10 minutos a 70°C .

Apos isto, foi preparada uma mistura contendo o tampdo da transcriptase
reversa, DTT, transcriptase reversa e dNTPs. Em seguida foi realizado o aquecimento
desta mistura e, posteriormente, esta foi adicionada a amostra. Em seguida, essa solucdo
foi incubada por 1 hora a 42°C, e por 1 minuto a 70°C, para desnaturar a transcriptase

reversa.

2.5.3. Quantificacdo do RNAm de ciclina-D1, ciclina E, p16, p21 e p53 por PCR em

tempo real

A expressao dos genes de ciclina D1, ciclina-E, p16, p21 e p53 foram avaliadas
do cdlon distal. Apds 24 h o colon foi clareado por centrifugagdo a 10.000 g por 2
minutos e submetidos a extracdo do RNA e a sintese do DNA complementar, conforme
descrito anteriormente. A avaliacdo da expressdo dos genes foi realizada através da
técnica de PCR em tempo real onde a quantificacdo destes RNAs mensageiros foi
comparada a expressdo dos RNAs mensageiros de um gene constitutivo que foi o da -
actina. Para tanto, aproximadamente 2 ug do cDNA total oriundos do célon foram
usadas para a PCR em tempo real, numa reacdo de 50 ul que conteve 0,45 nmol dos
“primers” sense e antisense especificos para cada gene, tabela 2, 20 U/ul do inibidor de
RNAse e 12,5 ul do “Master Mix” SYBR Green PCR. As condicdes de ciclagem foram
95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e
72°C por 2 minutos. A quantificacdo da expressdo transcricional de cada gene foi
realizada através do software Gene Amp® 5700 Sequence Detection System Version 1.3
(Applied Biosystems), (Hailfinger, et al., 2007; Rajkumar et al. 2007; Muddhasani, et al.
2008; Nakade et al., 2009).

Tabela 2. Primers sense e antisense especificos para os genes.

Genes Primers

Ciclina-D1 (Rajkumar et al.; 2007)  Sense: 5-CATCAAGTGTGACCCGGACTG-3'
Antisense: 5'-CCTCCTCCTCAGTGGCCTTG-3'

Ciclina-E (Nakade, et al.; 2009) Sense: 5'-~AGACCCACACCAACAGCTTG-3
Antisense: 5-TCATTCTGTCTCCTGCTCGC-3'

pl6 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5'- ATCTGGAGCAGCATGGAGTC-3'
Antisense: 5'- TCGAATCTGCACCGTAGTTG-3'

p21 (Muddhasani, et al.; 2008) Sense: 5-GTCAGGCTGGTCTGCCTCCG-3'
Antisense: 5'-CGGTCCCGTGGACAGTGAGCAG-3'

p53 (Hailfinger, et al.; 2007) Sense: 5'- GGAGACATTTTCAGGCTTATGG -3'

Antisense: 5'- AGAAGGGACAAAAGATGACAGG -3'
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2.6. Extracdo e dosagem de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético,
propidnico e butirico nas fezes do colon e da gaiola por HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia)

A anélise das fezes foi feita em duplicata. Foram pesadas aproximadamente 400
mg de fezes em Eppendorf e adicionado 500 pL de &cido m-fosforico a 25%, agitado e
mantido em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Apo6s os Eppendorfs foram
centrifugados a 13.200 rpm por 30 minutos, coletado o sobrenadante e centrifugado a
13.200 rpm por 20 minutos e congelados a -20 °C. Para a dosagem, as amostras das
fezes foram centrifugadas por 10 minutos a 13.200 rpm e aplicadas no Cromatdgrafo
Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), marca SHIMADZU, modelo SPD-10A VP
acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV) utilizando-se um comprimento de onda de 210
nm. Para a separacdo cromatogréfica, 20 uL de amostra foi injetada em uma coluna
movel SCR — 101H marca SHIMADZU com 30 cm x 7,9 mm de didmetro com fluxo de
0,8 ml/minuto e pressdo de 24 Kgf utilizando-se como fase mdvel agua em 1% de &cido

m-fosforico (Smirick-Tjardes et al., 2003 modificado).

2.7. Peso dos 6rgaos

Foi pesado o figado dos animais de todos os tratamentos

2.9. Andlise estatistica

Foi utilizado o software Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1, para
analise estatistica (SAEG - Sistema para Analises Estatisticas, 2007). As comparagdes
entre trés ou mais grupos independentes foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA) para dados com a distribuicio normal. Como ocorreram diferengas
estatisticas, foi utilizado o teste de comparacdes multiplas de Tukey e teste ndo-
paramétrico de Lilliefors para detectar os grupos que diferiram. O valor (p) foi fixado
até 5% com o intuito de obter uma confiabilidade de 95% nas comparag6es para o teste
de Tukey.
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3. Resultados

3.1. Contagem de Focos de criptas aberrantes (FCA) no célon proximal, médio e
distal

Nos tratamentos (LBLm e LBLf) que ndo receberam a inoculagdo de DMH néo
foram observados FCA em nenhum dos seguimentos do intestino, dados ndo mostrados
nas figuras, diferindo significativamente dos controles C- BLm e C- BLf
respectivamente. Para a contagem de FCA com nimero menor ou igual a trés criptas no
célon proximal e médio o tratamento LCABLm apresentou menor incidéncia de FCA
do que o tratamento C- BLm, o tratamento LCABLTf apresentou maior incidéncia de
FCA do que o tratamento C- BLf, o tratamento LCABLmM apresentou menor incidéncia
de FCA do que o tratamento LCABLf e o tratamento C- BLf apresentou menor
incidéncia de FCA do que o tratamento C- BLm (p<0,05). No c6lon distal o tratamento
LCABLmM apresentou menor incidéncia de FCA do que o tratamento C- BLm, o
tratamento LCABLT ndo diferiu do tratamento C- BLf e o tratamento C- BLf ndo diferiu
do tratamento C- BLm (p<0,05), figura 1. Para a contagem de FCA com mais de trés
criptas no colon proximal ndo foi observado diferenca significativa em nenhum dos
tratamentos. No colon médio o tratamento LCABLT apresentou maior incidéncia de
FCA do que o tratamento LCABLm (p<0,05). No cdlon distal o tratamento C- BLm e
C- BLf apresentaram diferenca (p<0,05) somente em relacdo aos tratamentos LBLm e

LBLf que ndo receberam a inoculagédo da DMH, dados ndo mostrado na figura 2.

3.2. Atividade da catalase no figado e c6lon distal

Para a atividade da catalase no figado dos camundongos o tratamento C- BLf,
apresentou menor atividade quando comparado com os tratamentos C- BLm, LBLf e
LCABLm (p<0,05), figura 3. Para a atividade da catalase no colon distal dos
camundongos ndo foi observada diferenca em nenhum dos tratamentos (p=0,01), figura
4,

3.3. Peso do figado

Foi observado maior peso do figado nos tratamentos LBLm e LCABLmM,
diferindo dos tratamentos C- BLf e LCABLT, tabela 4.

Tabela 4.

Médias do peso do figado - C57BL/6 machos e fémeas
Tratamentos C- BLm LBLm LCABLmM C- BLf LBLf LCABLf
Peso 1,09+0,11”% 1,18+0,04" 1,19+0,13" 1,00+0,10° 1,07+0,07*® 0,93+0,07°

ABMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferiu entre si pelo teste de TuKey ao
nivel de 5% de probabilidade.

96



97



98



3.4. RT-PCR no coélon distal

A expressdo do gene da proteina p53 foi maior no tratamento LCABLmM
apresentando diferenca significativa dos demais tratamentos (p<0,05), figura 5a. Para a
expressao do gene da proteina p21 o tratamento LBLm apresentou maior expressao em
relacdo aos tratamentos LBLf e LCABLT (p<0,05), figura 5b. Para a expressdo do gene
da protéina ciclina-E somente o tratamento LCABLmM apresentou maior expressao em
relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), figura 5c. Para a expressdo do gene da
proteina p16 o tratamento LBLf apresentou maior expressdo em relagao aos tratamentos
C- BLm, LBLm, LCABLm e C- BLf (p<0,05), figura 5d. Para a expressao do gene da
proteina ciclina-D1 somente o tratamento LBLm apresentou maior expressdao em

relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), figura 5e.

3.5. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acético, propidnico e butirico nas fezes

do colon e da gaiola
N&o foi observada diferenca na quantificacdo de acido acético, propidnico e

butirico nas fezes do célon e da gaiola em nenhum dos tratamentos avaliados. Teste

ndo-paramétrico de Lilliefors (P=0,01).
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4. Discussao

4.1. Focos de criptas aberrantes (FCA) no c6lon proximal, médio e distal

O presente estudo avaliou os efeitos preventivos do farelo de linhaga
desengordurado na incidéncia de FCA no cdélon proximal, médio e distal de
camundongos C57BL/6 induzida por DMH. Ha décadas se iniciou experimentos para
inducdo de neoplasias de célon, em roedores, com uma variedade de drogas
carcinogénicas, dentre elas os sintéticos analogos, 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e
Azoximetano (AOM). Uma desvantagem destes modelos é a falta de fenotipo invasivo e
metastatico, no entanto, modelos de roedores sdo bastante utilizados para elucidar a
sequéncia adenoma-carcinoma, semelhante ao que ocorre no CCR humano (Rosenberg
et al., 2009).

Os resultados do presente estudo, quando comparamos os diferentes sexos de
camundongos C57BL/6, o farelo de linhaca desengordurado mostrou-se mais eficaz na
protecdo dos machos apresentando diferenga significativa entre os tratamentos
LCABLmM e LCABLf para FCA com nimero menor ou igual a trés criptas no co6lon
proximal e médio (p<0,05). Observamos também que o tratamento LCABLmM e
LCABLT diferiram dos seus respectivos grupos controle C- BLm e C- BLf no célon
proximal e médio. No entanto, ndo esperavamos que o tratamento LCABLf aumentasse
significativamente os FCA com numero menor ou igual a trés criptas quando
comparado com o seu respectivo grupo controle C- BLf. Portanto, o farelo de linhaca
desengordurado ndo possui efeito preventivo no colon proximal e médio das fémeas,
figura 1. Para o colon distal somente o tratamento LCABLmM apresentou diferenca
significativa do seu respectivo grupo controle C- BLm. Para as fémeas ndo observamos
diferencas, sugerindo que o farelo de linhaga no protege os célon distal das fémeas da
incidéncia de FCA com namero menor ou igual a trés criptas.

Para FCA com nimero maior que trés criptas no colon distal ndo foi observado
diferenca em nenhum tratamento (p>0,05), sugerindo que o farelo de linhaca
desengordurado ndo protege o célon distal do aparecimento de FCA com numero maior
que trés criptas nos camundongos machos e fémeas na mesma linhagem, figura 2.

Jenab & Thompson (2001) em um estudo com ratos induzidos ao céancer de
célon com AOM (azoximetano) e alimentados apos a primeira dose da droga com dieta
controle com alto teor de gordura, ou dietas contendo 2,5% ou 5% de linhaca, dieta

contendo 2,5% ou 5% linhaca desengordurada ou dieta com alto teor de gordura com a
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adicdo de 1,5 mg de SDG (secoisolariciresinol diglicosideo, uma lignana presente na
linhaca) administrado diariamente por gavagem, 0s autores observaram que com
excecdo do grupo controle (dieta com alto teor de gordura) o ndmero de FCA foi
significativamente reduzido no colon distal dos ratos de todos os tratamentos. Quatro
microadenomas e dois polipos foram encontrados somente no grupo controle.

Em outro estudo os autores avaliaram o efeito do farelo de linhaga e de milho em
ratos que foram induzidos ao cancer de clon com AOM. O numero, a localizacdo e o
tamanho dos tumores encontrados foram significativamente menores no tratamento com
farelo de linhaga, bem como a expressdo das proteinas COX-1 e COX-2 envolvidas no
processo de inflamacdo (Bommareddy et al.; 2006).

Williams et et al. (2007) em um estudo utilizando 6leo de linhaca e farelo de
linhaca avaliaram o efeito protetor desses componentes na prevencdo da formacgéo de
FCA no co6lon de ratos ap6s a administracdo de AOM. Esse estudo mostrou que tanto o
oleo de linhaca quanto o farelo de linhaca reduzem a incidéncia de FCA no intestino de
ratos apds a indugdo com AOM funcionando assim como agentes preventivos do CCR.

Em outro estudo os autores avaliaram o efeito protetor dos 6leos de milho e
linhaca e farelo de milho e de linhaga no desenvolvimento de tumores em camundongos
APC Min durante 12 semanas de tratamento. O numero, a localizacdo e o tamanho dos
tumores foram registrados. A incidéncia de tumor foi observada em 100% em todos 0s
grupos. No entanto, a multiplicidade e a dimensao dos tumores no intestino delgado e
cblon dos ratos foram significativamente menores nos grupos que receberam o farelo e
0 6leo de linhaca, em compara¢do com 0s grupos que receberam o farelo de milho e o
6leo de milho (Bommareddy et al., 2009).

Oikarinen et al. (2005) avaliaram o efeito protetor da linhaca em machos e
fémeas de camundongos Min alimentados com farelo de linhaca (tratamento). O grupo
controle recebeu dieta desprovida de fibras. O tamanho e o numero total de adenomas
no intestino delgado ndo foram diferentes entre o grupo controle e o tratamento nos
camundongos. No entanto quando compararam o c6lon no tratamento ocorreu uma
diminui¢do do numero de adenomas em ambos 0s sexos de camundongos.

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que nos tratamentos com farelo
de linhaca desengordurado os machos da linhagem C57BL/6 sdo mais resistentes as
acdes da DMH no colon proximal e medio quando comparados com as fémeas. Esses
resultados diferem dos observados por Oikarinen et al. (2005) em camundongos Min,
onde ocorreu uma diminuicdo de adenomas em ambos 0s sexos. Embora tenha sido

observados adenomas e ndo FCA. Diante desses resultados sugerimos que mais estudos
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devem ser realizados para tentar elucidar os mecanismos de prevencao do aparecimento
de FCA desencadeados pelo farelo de linhaca desengordurado que permitam esclarecer

a diferenca encontrada entre sexos na mesma linhagem de camundongos.

4.2. Atividade da catalase no figado e colon distal

No presente estudo avaliamos se a atividade da catalase possui efeitos
preventivos no figado e no colon distal contra o estresse oxidativo gerado pela
administracdo da DMH. Substancias como os radicais livres podem ocasionar danos ao
DNA (Ames, 1983). Varios mecanismos de defesas enzimaticas celulares agem contra
os efeitos deletérios desses radicais. Dentro deste aparato de defesa, destacam-se as
enzimas superdéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e a glutationa redutase
(Davies, 2000). A catalase é um dos principais sistemas de defesa contra o estresse
oxidativo apds a formacdo do peroxido de hidrogénio (H.O,) gerado pelos radicais
livres (Ho et al., 2001). A catalase rapidamente desintoxica a célula, convertendo o
H.O, em H,O e O,. Estudos recentes indicam que um alto nivel de expressdo de
catalase poderia estar associado com menor dano genético diminuindo o risco do CCR
(Skrzydlewska et al., 2005; Sauer et al., 2007).

No presente estudo ndo foi observado diferenca na atividade da catalase e nem
no peso do figado nos tratamentos C- BLm, LBLm e LCABLm (p>0,05), assim nao foi
possivel sugerir que o farelo de linhaca desenogordurado tenha exercido efeitos
preventivos no figado dos camundongos machos, figura 7 e tabela 4. Nas fémeas,
observamos uma baixa expressao da catalase no tratamento C- BLf (p<0,05), no entanto
ndo foi observado diferenca no peso do figado em nenhum dos tratamentos avaliados.
Portanto ndo foi possivel sugerir efeitos protetores do farelo de linhaca no figado das
fémeas, tabela 4. Também néo foi possivel sugerir que nos tratamentos com farelo de
linhaca ocorreu a protecdo do colon distal desses animais, pois ndo observamos
diferenca na atividade da catalase em nenhum dos tratamentos avaliados (p>0,05),

figura 8.

4.3. RT-PCR

No presente estudo avaliamos se a expressdo aumentada dos genes das proteinas

supressores de tumor p53, p21 e p16 e a diminuicdo da expressdo dos genes de proteinas
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de controle do ciclo celular, ciclina-E e ciclina-D1, desenvolveram algum efeito
preventivo na diminuicdo da incidéncia de FCA.

No presente estudo a expressdo do gene da proteina p53 foi maior nos
tratamento LCABLm diferindo significativamente dos tratamentos C- BLm, LBLf e
LCABLf (p<0,05), figura 5a. No tratamento LCABLm a incidéncia de FCA com
nimero menor ou igual a trés criptas diferiu no colon proximal e médio quando
comparado com o tratamento LCABLT, sugerindo que o farelo de linhaca possui efeitos
preventivos somente no colon dos machos. No coélon distal os mesmos efeitos ndo
foram observados entre os tratamentos LCABLmM e LCABLf. O tratamento C- BLm
diferiu significativamente do tratamento LCABLm, sugerindo efeitos preventivos no
colon distal dos camundongos machos devido ao aumento da expressdo do gene da
proteina p53.

Segundo Nambiar, et al. (2004), a marcagdo por imunohistoquimica para p53
nuclear é consistentemente observada em FCA. A analise da p53 é importante para a
discriminacdo de alto e baixo risco de formacdo de FCA (Nambiar, et al.; 2002).

Em um estudo de 122 casos de CCR em humanos, foi observado nas analises de
imunohistoquimica 48 marcagfes positivas para a p21 (39%), 96 para a p53 (70%), e
100% para a ciclina-D1. Nesse estudo foi confirmada uma correlacéo estatisticamente
significativa entre a expressao das proteinas p21 e p53 no CCR, que apoia a teoria de
que nestes tumores, a inducdo de p2l1 ocorre principalmente em um caminho p53-
dependente (Pasz-Walczak, et al.; 2002).

No presente estudo nos camundongos a expressdo do gene da proteina p21 foi
menor nos tratamentos LBLf e LCABLT (p<0,05), figura 5b, esses resultados indicam
que a o farelo de linhaca desengordurado ndo foi eficaz na expressao do gene da p21 e
na protecdo do colon distal, pois os tratamentos C- BLm e C- BLf que ndo receberam a
fibra apresentaram maior expressao do gene dessa proteina.

Em um estudo com dois tipos de células de CCR (HCT 116) uma com expressao
positiva da p21 (tipo selvagem) e outra deficiente na expressdo da p21, os autores
observaram acentuada proliferacdo celular no tipo deficiente, concluindo que essa
proteina € uma importante inibidora do ciclo celular nas fases G1/S (Ukomadu &
Dutta.; 2003). Em muitos tumores humanos quando o gene da ciclina-E é super-
expresso a atividade de sua quinase é muitas vezes alterada (Keyomarsi et al., 1995;
Dutta, 1995; Keyomarsi & Herliczek, 1997; Porter, 1997.; Nielsen, 1998) o papel

regulatorio da ciclina-E é fundamental para varios processos celulares que influenciam
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no processo de replicagdo dos cromossomos, incluindo o reconhecimento das origens de
replicacdo do DNA e duplicacdo dos centrossomos (Spruck, et al., 1999).

No presente estudo nos camundongos observamos que a p21 ndo influenciou na
diminuicdo da expressao da ciclina-E no tratamento LCABLm, figura 5c, fato que pode
estar diretamente relacionado a renovacédo do epitélio da mucosa do c6lon, uma vez que
a expressdo da p53 foi maior nesse tratamento, sugerindo que essa proteina pode
também estar desencadeando a diminuicdo das células com FCA no coélon distal nessa
linhagem e fazendo com que o epitélio da mucosa esteja sendo renovado. Observamos
também que nos tratamentos que menos expressaram a ciclina-E e que receberam a
adminstracdo da DMH, independente da presenca do farelo de linhaga desengordurado,
0 nimero de FCA com nimero maior que trés criptas foram mais incidéntes no colon
distal. Os resultados encontrados sugerem que o farelo de linhaga desengordurado néo
protege o colon dos camundongos por um caminho dependente da diminuicdo da
expressao do gene da ciclina-E nos camundongos.

AlteracOes da expressdao da p16 uma inibidora de CdK tem sido frequentemente
relatado em varios tipos de canceres. (Omura et al., 2000; Sui et al., 2000; Esteller et al.,
2001; Sturm et al., 2001; Yi et al., 2001; Marsh et al., 2001, McKay et al., 2002;
Namazie, et al., 2002). Em particular, a inativacdo da gene CDKN2/MTSL1 levando a
perda expressao da pl6 esta associada com a agressividade biologica das células
cancerosas e um mau progndstico de pacientes com cancer (Sui et al., 2000; Esteller et
al., 2001; Sturm et al., 2001; Yi et al., 2001; Namazie, et al., 2002).

Lam et al. (2008), investigaram o papel clinico da expressdo de pl6 em um
grupo de pacientes com adenocarcinoma colorretal. A expressdo da proteina pl6 foi
investigada em 194 pacientes (102 homens, 92 mulheres) por imunohistoquimica e 0s
resultados foram correlacionados com as suas caracteristicas clinicopatoldgicas. A
proteina pl6 foi detectada em 80% (155 de 194) dos pacientes com carcinoma
colorretal, sendo mais freqiientemente detectada em pacientes do sexo masculino (86%
versus 73%). A expressao desta protéina foi vista frequentemente em carcinomas de
reto, sigmdide e colon descendente comparado com o co6lon proximal (90% versus
61%). A proteina p16 foi frequentemente detectada no adenocarcinoma colorretal mais
diferenciado e em menor quantidade no pouco diferenciado (84% versus 63%). Assim a
expressao correlacionada com sexo do paciente, localizacdo distal, diferenciacdo e
estadiamento do tumor sugerem que a pl6 desempenha um papel importante na
patogénese do cancer e tem implicagcdes prognosticas na gestdo clinica.
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Aumento na expressdo da ciclina-D1 tem sido frequentemente relacionado com
mal prognostico no CCR e baixa sobrevida em humanos, indicando que a sua
superexpressdo pode ser Gtil como avaliador da recorréncia da doenca (Maeda, et al.,
1998; Asaad, et al., 2000; Bahnassy, et al., 2004; Khor et al., 2006).

No presente estudo, nos camundongos a expressao do gene da proteina p16 foi
maior nos tratamentos LBLf (p<0,05), figura 5d, mas no entanto a expressdo da
ciclina-D1 foi diferente somente no tratamento LBLm, figura 5e, sugerindo que a p16
ndo protegeu o célon distal na mesma linhagem e sexos diferentes em nenhum dos
tratamentos que receberam a DMH. Observamos também que a ciclina-D1 néo foi a
responsavel por aumentar a incidéncia de FCA no colon distal dos animais uma vez que,
a expressdo aumentada da ciclina-D1 foi observada somente no tratamento que nédo

recebeu a inoculagdo da DMH. .

4.4. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acético, propibnico e butirico

Os AGCC possuem concentragdo no limen intestinal da ordem de 30-70 mM e
sdo absorvidos por colondcitos via transportadores presentes em sua membrana
plasmatica que sdo codificados pelo gene SLC5A8 reconhecido como um supressor
tumoral que esta silenciado em 60% dos casos de cancer de colon. Os transportadores
SMCT1 e MCT1 transportam 0s AGCC juntamente com os cations sddio e hidrogénio
respectivamente. Foi observado também que o SMCT1 é um transportador mais ativo
de AGCC, inclusive influenciando na mudanca do gradiente osmdtico e elétrico com
absorcdo mais efetiva de agua/Na*/AGCC pelos colondcitos. O propionato e o butirato
sdo reconhecidos como supressores da histona desacetilase e 0s seus transportes sdo
mediados pelo SMCT1 para o interior dos colonécitos sendo capaz de influenciar na
acetilacdo de histonas controlando a expressdo génica em colondécitos e induzindo a
apoptose de células com mutacdo no DNA, portanto funcionando com um protetor
contra o0 CCR (Davie, 2003; Gupta et al., 2006).

Outras funcdes atribuidas aos AGCC apds a sua transferéncia para a corrente
sanguinea, por um mecanismo ainda desconhecido, ¢ a interagdo com dois receptores de
AGCC acoplados a proteina G, o0 GPR43 que se liga ao acetato e ao propionato e o
GPR41 que se liga ao butirato e ao isobutirato (Brown et al., 2003; Le-Poul, et al.,
2003). O GPR41 pode ser encontrado em varios tecidos incluido os adipdcitos, onde ao
entrarem em contato com 0os AGCC induzem a liberacdo de leptina, um hormdnio

relacionado a regulacdo do apetite, do gasto energético e da angiogénese (Xiong et al.,
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2004). O GPR43 ¢ expresso principalmente por células do sistema imunoldgico,
consequentemente, a suplementacdo com fibras soliveis pode aumentar a producéo de
AGCC no intestino e ativar as células do sistema imunoldgico através dos receptores de
AGCC (Brown et al., 2003; Le-Poul et al., 2003).

No presente estudo esperdvamos que o farelo de linhaca desengordurado
aumentasse a producdo de AGCC devido a presenca de fibras sollveis nesse alimento,
no entanto, os resultados ndo sdo consistentes com a literatura uma vez que ndo foi
possivel afirmar que os AGCC possam estar protegendo o c6lon do aumento da
incidéncia de FCA, pois em nenhum dos tratamentos na presenca ou auséncia do farelo
de linhaca desengordurado foram observadas diferencas na concentracdo de &cido

acético, propiodnico e butirico nas fezes do célon e da gaiola dos animas.
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5. Concluséo

Os resultados desse estudo permitiram concluir que o farelo de linhaca
desengordurado protegeu o cdélon distal dos camundongos machos da incidéncia de
FCA com namero menor ou igual a trés criptas por aumentar a expressao do gene da
p53. Nas fémeas o farelo de linhaca protegeu somente o colon proximal e médio desses
mesmos tipos de focos, no entanto ndo foram observadas alteracbes signifcativas em
nenhuma das técnicas avaliadas que pudessem explicar essa eficacia. Para FCA com
ndmero maior que trés criptas em ambos os sexos o farelo de linhaca desengordurado
ndo foi eficaz.

Diante de tais evidéncias sugerimos que mais estudos sejam realizados para

tentar elucidar a diferenca encontrada entre sexos da mesma linhagem de camundongos.
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2. CONCLUSOES GERAIS

Diante de tais evidéncias encontradas no presente estudo concluimos que 0s
prebidticos frutooligossacarideo ou inulina e o farelo de linhaga desengordurado séo
fibras dietéticas efetivas na prevencdo do desenvolvimento do CCR, no entanto mais
estudos, devem ser realizados para elucidar outros mecanismos que possam estar
envolvidos nesse processo de prevencdo, tanto na linhagem de camundongos Balb/C
que receberam prebioticos e farelo de linhaca desengordurado na dieta, bem como nos
camundongos C57BL/6 que foram alimentados somente com o farelo de linhaga

desengordurado.
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