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RESUMO

Os lipideos da dieta tém demonstrado influenciar o desenvolvimento do cancer da
mama em varios estagios do processo cancerigeno. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho foi investigar o efeito de diferentes 6leos, contendo baixa relagcéo
n-6/n-3, no desenvolvimento neoplasico e na disseminacdo metastatica do
carcinoma mamario murino 4T1. Camundongos BALB/c fémeas foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos com 14 animais cada, alimentados com dieta semi-
sintética AIN-93G contendo 4g/100g de Oleo de soja (Controle), 6leo de canola
(Canola), 6leo de peixe (Peixe) ou Oleo de linhaca (Linhaca). Os animais foram
alimentados ad libitum por 50 dias, sendo que, no 30° dia sete animais de cada
grupo foram inoculados com células 4T1 (2,5 x 10°%) e denominados: Controle 4T1,
Canola 4T1, Peixe 4T1 e Linhaca 4T1. Peso corporal foi registrado semanalmente.
Colesterol e triglicerideos foram determinados por ensaio enzimatico. O
fracionamento das lipoproteinas séricas foi realizado pelo sistema de Fast Protein
Liquid Chromatografy. A quantificacdo de lipideos hepéticos e cecais foi feita
conforme descrito por Folch e colaboradores. A avaliagcdo da peroxidacao lipidica
baseou-se na dosagem da concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS). Para andlise histolégica do tumor priméario e metastases, as
amostras foram coletadas, fixadas e destinadas para cortes e coloracdo com
Hematoxilina & Eosina, e para producdo de laminas para imuno-histoquimica para
identificacdo de CDC47. Foram realizadas andlises bioquimicas para avaliacdo do
processo inflamatério, por meio das dosagens das enzimas N-Acetil-R-D-
Glicosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO), angiogénicos, através dos niveis
de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e hemoglobina (Hb), e a
participacdo da citocina TNF-a. Ndo houve alteracdo do peso corporal dos animais
ao longo do periodo experimental. Os animais do grupo Controle 4T1 tiveram
reducdo de colesterol carreado nas lipoproteinas e maior excrecao fecal de lipideos
totais, colesterol e triglicerideos comparado ao grupo Controle. O grupo Linhaca 4T1
apresentou aumento de colesterol e de triglicerideos circulantes em relacdo aos
grupos Linhaca e Controle 4T1 e diminuicdo do contetdo de lipideos hepaticos
comparado ao grupo Linhaca. Da mesma forma, o grupo Peixe 4T1 apresentou
maiores niveis de triglicerideos circulantes em relacdo ao grupo Peixe, porém

mostrou menor contetdo de triglicerideos no figado em relagdo aos demais grupos



com tumor. O grupo Canola 4T1 teve menores niveis hepéaticos de TBARS. N&o
houve alteracdo no crescimento do tumor e nimero metastases entre 0S grupos
avaliados. Em relacdo a proliferacdo celular, o grupo Canola 4T1 teve maior
expressdo da proteina CDC47 em relacdo ao grupo Controle 4T1. O grupo Peixe
4T1 apresentou aumento de MPO e reducdo de NAG no sitio tumoral. N&o foi
observada alteragdo significativa na concentracdo de Hb, porém, houve aumento de
VEGF no grupo Peixe 4T1 em relacdo aos demais grupos. Ademais ndo houve
alteracdo de TNF-a no sitio tumoral. O presente estudo demonstrou que o0s
diferentes o6leos, ndo modificaram o crescimento do tumor e metastases, mas
exercem efeitos distintos sobre o metabolismo lipidico, processos angiogénicos e
inflamatorios, e na proliferacdo celular em modelo de carcinoma mamario murino
4T1.

Palavras-chave: Cancer de mama, lipideos da dieta; acidos graxos poli-insaturados
n-6 e n-3; modelo 4T1.



ABSTRACT

Dietary lipids have been shown to influence breast cancer development at several
stages in the carcinogenic process. Thus, the aim of this study was to investigate the
effect oils,containing low n-6/n-3 ratio, in tumor development and metastatic
dissemination of 4T1 murine mammary carcinoma. BALB/c mice were randomly
divided into four groups of 14 animals each fed semisynthetic AIN-93G diet
containing 4g/100g soybean oil (Control), canola oil (Canola), fish oil (Fish) or
flaxseed oil (linseed). The animals were fed ad libitum for 50 days, and on the 30"
day seven animals in each group were inoculated with 4T1 cells (2.5 x 10° and
named: Control 4T1, Canola 4T1, Fish 4T1 and Flaxseed 4T1. Body weight was
recorded weekly. Cholesterol and triglycerides were determined by enzymatic assay.
Fractionation of serum lipoproteins was performed by Fast Protein Liquid
Chromatografy system. Quantification of hepatic lipids and cecal was performed as
described by Folch et al. Assessment of lipid peroxidation was based on the
determination of concentration of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).
For histological analysis of the primary tumor and metastases, samples were
collected, fixed and intended for cutting and staining with hematoxylin & eosin, and
for blades for immunohistochemistry to identify CDC47. Further biochemical analyzes
for assessing inflammation were conducted by plasma levels of the enzymes N-
acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG) and myeloperoxidase (MPO), angiogenic,
through the levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and hemoglobin (Hb),
and the participation of the cytokine TNF-a. There was no change in body weight of
the animals during the experimental period. The animals in the Control 4T1 group
decreased adduced lipoprotein cholesterol and increased fecal excretion of total
lipids, cholesterol and triglycerides compared to Control group. The Flaxseed 4T1
group had increased cholesterol and triglycerides circulating in relation to Linseed
and Control 4T1 groups and decreased lipid content in the liver compared to
Flaxseed group. Likewise, the Fish 4T1 group had higher levels of circulating
triglycerides in relation to Fish group, but had lower triglyceride content in the liver
compared to the other groups with tumor. Canola 4T1 group had lower hepatic levels
of TBARS. No change in tumor growth and metastasis number among the groups. In
relation to cell proliferation, Canola 4T1 group had higher expression of CDC47

protein compared to Control 4T1 group. The Fish 4T1 group showed increased MPO



and NAG reduction in tumor site. No significant change was observed in the Hb
concentration, however, increased by VEGF in Fish 4T1 group compared to other
groups. Furthermore there was no change of TNF-a in the tumor site. This present
study that showed different oils did not alter tumor growth and the number of
metastases, but exert distinct effects on lipid metabolism, inflammatory and
angiogenic processes effects, and cellular proliferation in murine mammary

carcinoma 4T1 model.

Keywords: Breast cancer, dietary lipids, polyunsaturated fatty acids n-6 and n-3;
model 4T1.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e entre as
mulheres é 0 mais comum, representando, nos paises ocidentais, uma das
principais causas de morte. As estatisticas indicam o aumento de sua frequéncia

tanto nos paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (WHO, 2013).

A maioria das mortes por cancer de mama resulta da doenca metastatica
descontrolada. Embora o cancer de mama possa espalhar-se para outras partes do
corpo dentro de trés anos, ap6s o diagndstico inicial, em cerca de 10 a 15% dos
casos, as metastases tendem a ocorrer mais tardiamente, 10 anos ou mais apoés a
deteccdo do tumor primario. As terapias incluindo cirurgia, terapia hormonal,
quimioterapia, radiacdo e combinacdes seletivas ndo tém sido completamente

efetivas no tratamento do cancer de mama metastatico (ALl et al., 2003).

Os principais fatores de risco para desenvolvimento de cancer de mama estéo
relacionados com idade avancada, a vida reprodutiva da mulher (menarca precoce,
nuliparidade, anticoncepcionais orais), historia familiar e pessoal, habitos de vida e
influéncias ambientais (RIUL e SILVA, 2011; INCA, 2014). Dentre eles, os fatores

dietéticos podem ser modificadores importantes no risco dessa neoplasia.

Estudos prévios tém evidenciado que dietas ricas em PUFAS n-3 podem reduzir a
taxa de crescimento tumoral e metastases em varios modelos experimentais (CAVE,
1991; CAVE, 1997; CHO et al., 2010; HARDMAN e ION, 2008; ROSE et al., 1995;
ROSE et al.,, 1996; TAPIERO et al., 2002). No entanto, ainda né&o tem sido
documentado o efeito da dieta com quantidades recomendadas de lipideos e baixa
relacdo de PUFAS n-6/n-3 no desenvolvimento e na disseminagcdo metastatica do
carcinoma mamario, somente tem sido descrito a importancia dessa relagao no risco
de desenvolver varios tipos de cancer, entre eles o cancer de mama (KANG e LIU,
2013; DE LORGERIL e SALEN, 2012).

Modelos experimentais sdo ferramentas uteis para se avaliar os efeitos de

determinados farmacos e/ou nutrientes sobre o desenvolvimento neoplasico, sendo
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um desses modelos o carcinoma mamario 4T1. A linhagem celular do tumor
mamario 4T1 em camundongo é um dos poucos modelos de cancer de mama com
capacidade de metastatizar de forma eficiente para sitios distante, semelhante a
espécie humana. Estas caracteristicas semelhantes, como a disseminacao
espontanea em curto periodo, permitem estudos direcionados a terapias para o
cancer em estadio avancado (CARVALHO et al., 2011).

S&o poucos os trabalhos na literatura que estudaram a influéncia da modificacdo do
teor de lipideos da dieta em modelo de carcinoma mamario 4T1. Kim et al. (2011)
mostraram que 0 excesso de gordura na dieta (45 ou 60% do total de calorias)
aumenta o crescimento do tumor mamario 4T1, ndmero de metastases e diminui a

taxa de sobrevida de camundongos resistentes a obesidade.

No trabalho de De Lorenzo et al. (2011), a restricdo caldrica (déficit de 40% de
kcal/semana) reduziu o crescimento e o numero total de metastases dos tumores
4T1, diminuiu a proliferacdo celular e a angiogénese, aumentou a apoptose, reduziu
0s niveis de insulina, leptina, IGF-1 e de proteina ligadora de IGF-1 tipo 3 e
aumentou os niveis de adiponectina nos tumores. Além disso, € descrito que assim
como a restricado caldrica, a modulacdo do perfil de acidos graxos na dieta pode ter

efeito anti-inflamatorio muito potente (JOLLY, 2005).

Com base no exposto, acredita-se que o consumo de diferentes 6leos da dieta, com
baixa relacdo n-6/n-3, reduza o desenvolvimento neoplasico ao inibir os processos

inflamatério, angiogénico e proliferativo no carcinoma mamario murino 4T1.
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1.2 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de diferentes 0leos, contendo baixa relacdo n-6/n-3, no
desenvolvimento neoplésico e na disseminacdo metastatica do carcinoma mamario

murino 4T1.

1.2.1 Objetivos Especificos

- Analisar o perfil de acidos graxos dos 6leos utilizados na composi¢ao das dietas;

- Avaliar os parametros de crescimento, determinados pela evolucdo do peso
corporal e consumo alimentar, dos animais sem tumor e com tumor 4T1 alimentados

com dietas a base de diferentes 6leos durante o periodo experimental,

- Avaliar o metabolismo lipidico dos animais sem tumor e com tumor 4T1
alimentados com dietas a base de diferentes 6leos, pela mensuracdo de colesterol
total sérico e fracdes, triglicerideo sérico, além do contetdo de lipideos hepatico e

cecal;

- Avaliar a peroxidacao lipidica hepéatica dos animais sem tumor e com tumor 4T1
alimentados com dietas a base de diferentes 6leos, por meio da dosagem de
TBARS;

- Caracterizar o crescimento do tumor em animais alimentados com dietas a base de

diferentes 6leos;

- Realizar analise histopatolégica para caracterizagdo do tumor primario e pesquisa
de metastases nos pulmdes, rins, figado, baco e coragéo, e imuno-histoquimica para
avaliacao da proliferacao celular por CDC47 no tumor dos animais alimentados com

dietas a base de diferentes 6leos;
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- Avaliar o processo inflamatério, por meio das dosagens de NAG e MPO,
angiogénicos, através dos niveis de VEGF e hemoglobina, e a participacdo da
citocina TNF-a nas amostras de tumor dos animais alimentados com dietas a base

de diferentes 6leos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de mama

O céncer da mama é o tipo de cancer que mais acomete as mulheres, tanto em
paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, sendo o segundo tipo
de céancer mais frequente no mundo (WHO, 2013; INCA, 2014). As taxas de
incidéncia variam quase quatro vezes entre as regides do mundo (Figura 1),
provavelmente devido a diferentes exposi¢cdes aos varios agentes ambientais e
variaveis, além de estilos de vida desiguais. E classificado como quinta causa de
morte por cancer em geral, sendo que em 2012 foram mais de 522 mil mortes
(WHO, 2012). No Brasil, para o ano de 2014, sao esperados aproximadamente 57
mil novos casos, sendo a incidéncia somente no estado de Minas Gerais de 5 210
por 100 mil habitantes (INCA, 2014).

0 25 50 75 100

Figura 1 - Incidéncia mundial de cancer de mama em 2012. Estimativa da taxa de
incidéncia padronizada para idade /100.000 mulheres. (Fonte: GLOBOCAN, 2012)
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O céancer de mama € constituido por neoplasias que possuem histdria natural
diversa, associado a caracteristicas histologicas e biolégicas distintas, e resposta
variavel as terapias convencionais, devido ao fato de ser doenca altamente
heterogénea (WEIGELT et al., 2010). Caracteriza-se pelo acumulo de diversas
alteracbes genéticas e epigenéticas, expressdo de marcadores tumorais,
oncogenes, modificagdo em reguladores chaves do ciclo celular, presenca de
células tronco tumorais e/ou células progenitoras, entre outras (WEIGELT et al.,
2010; ZANETTI et al., 2011). As neoplasias maméarias frequentemente se originam
no epitélio glandular, e posteriormente as células adquirem caracteristicas invasivas,
infiltram-se no estroma, podendo invadir vasos linfaticos e/ou sanguineos (ZANETTI
et al., 2011). Ao infiltrarem-se nos vasos sanguineos da glandula mamaria, as
células neoplasicas podem mover-se na corrente sanguinea e colonizar 0rgaos
distantes, dando origem as metéstases. Os 6rgdos em que mais frequentemente

ocorrem metastases sdo 0ssos, pulmao e figado (ANGULO et al., 2013).

A maior parte das mortes por esse tipo de cancer é resultado da doenca metastatica
descontrolada. Ainda que possa espalhar-se para outras partes do corpo dentro de
trés anos apoés o diagnostico inicial em cerca de 10 a 15% dos casos, as metastases
tendem a ocorrer mais tardiamente, 10 anos ou mais apds a detec¢do do tumor
primario. As terapias incluindo cirurgia, terapia hormonal, quimioterapia, radiacdo e
combina¢cBes seletivas ndo tém sido completamente efetivas no tratamento do

cancer de mama metastatico (ALI et al., 2003).

2.1.1 Angiogénese

7

A angiogénese ou neovascularizacdo é o processo pelo qual novos vasos
sanguineos sdo gerados a partir de capilares ja existentes e que participa em
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos incluindo o crescimento tumoral e de
metastases (GONZALEZ et al., 2000; GARCIA e KANDEL, 2012). E considerada
mecanismo de multiplos passos controlado por fatores ativadores e inibidores, que
se desenvolve quando algum estimulo induz a mudanca das células endoteliais de
estado de quiescéncia para fendtipo de replicacdo e invasdao (GONZALEZ et al.,

2000). Representa processo fundamental para o desenvolvimento tumoral em
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virtude de fornecer aporte nutricional as células neoplasicas proliferantes e
estabelecer condi¢cbes favoraveis a disseminagcdo metastatica, sendo citada como
fator progndstico independente de grande importancia na sobrevida global e tempo
livre da doenca (LOPES-COSTA et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Quando os tumores sélidos atingem volume de 1 a 2 mm?, seu crescimento passa a
ser diretamente dependente da angiogénese. O processo de progressao de célula
normal para a malignidade envolve, dentre diversos mecanismos, a capacidade de
estimular a angiogénese, por meio do aumento da secrecéo de fatores angiogénicos
e diminuicdo dos inibidores (SOUZA et al., 2007).

As células neoplasicas possuem a capacidade de produzir fatores angiogénicos que
progressivamente ultrapassam a capacidade antiangiogénica de algumas células do
sistema imunitario (GRACA et al., 2004). Tem sido caracterizada ampla variedade de
fatores de crescimento e citocinas como estimuladores deste processo, como 0S
fatores de crescimento fibroblastico, de crescimento vascular endotelial (VEGF) e de
crescimento celular endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF) (SOUZA et al.,
2007). O VEGF, no entanto, € considerado o mais importante na angiogénese das
neoplasias (GRACA et al., 2004).

O VEGF foi descoberto em 1989 e é responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, iniciando a angiogénese. Atua em varias etapas do processo angiogénico,
como mitogénese de células endoteliais, mediacdo da atividade e secrecdo de
enzimas proteoliticas, inibicdo da apoptose e modulacdo da migracdo de células
endoteliais, entre outras (FERRARA, 2005). Assim sendo, a determinacao dos niveis
de VEGF no tumor tém sido utilizado como indice de atividade angiogénese (BELO
et al., 2004).

A supressao da angiogénese anormal torna-se estratégia terapéutica importante no
tratamento do cancer (CAO et al.,, 2002), visto que se destaca como fator

determinante no crescimento das neoplasias.

A mensuracao quantitativa da angiogénese também pode ser obtida pela dosagem
do conteido de hemoglobina (OVIEDO-SOCARRAS et al., 2014) sendo uma técnica



27

bem estabelecida do indice vascular em varios tecidos (TEIXEIRA et al.,, 1999;
BELO et al., 2004). Dessa forma, a medicao simultanea do teor de hemoglobina total
e VEGF podem ajudar na interpretacdo das medicGes de oxigenacOes vasculares,
uma vez que pode identificar tumores com vascularizagéo insuficiente (BROWN et
al., 2009).

2.1.2 Resposta imune do hospedeiro na presenca do tumor maligno

Em parte, a sobrevivéncia das células tumorais depende da capacidade de sintese
de microcirculacdo na regido tumoral, por meio de fatores angiogénicos. A
progressdo do tumor envolve alteracdes genéticas, como perda de funcdo dos
genes supressores de tumor e ativacdo de oncogenes que favorecem a
tumorigénese, resultando no desequilibrio da proliferacdo celular (WAITZBERG et
al., 2011). Além disso, a presenca de tumor provoca resposta inflamatoria sistémica,
que pode levar a anorexia, alteracfes metabdlicas e neuroenddcrinas (SILVA et al.,
2012).

Véarios mediadores participam ativamente da resposta inflamatoéria, dentre eles
encontram-se os mediadores lipidicos (tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos)
gue participam do processo de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, e as citocinas, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), que induzem efeitos locais como expressdo de moléculas de
adesdo e de quimiocinas, facilitando migracdo de leucdcitos, e efeitos sistémicos
(GAROFOLO e PETRILLI, 2006).

Entre os efeitos sistémicos observados em pacientes com cancer sdo descritos
alteracbes no metabolismo de nutrientes, como aumento de triglicerideos
circulantes, apesar da maior utilizacdo de acidos graxos. As concentracoes
plasmaticas de glicerol apresentam-se elevadas, devido ao aumento da lipdlise e
lipogénese. Embora ndo existam evidéncias da diminuicdo dos niveis da enzima
lipase lipoproteica no tecido adiposo, sabe-se que existe aumento de duas vezes
dos niveis de mRNA para lipase horménio sensivel, o que sugere aumento na
regulacdo na hidrélise do triacilglicerol (THOMPSON et al., 1993).
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Os mecanismos gerais relacionados ao processo de carcinogénese envolvem
secrecdo de citocinas, hormoénios reguladores e contra-reguladores. Entre as
principais citocinas que participam desse processo, destacam-se TNF-a e as IL-1 e
IL-6. O TNF- a € uma das mais importantes citocinas pro-inflamatorias, atua no inicio
da resposta imune regulando a cascata de citocinas durante a resposta inflamatoria,
estando envolvido em eventos locais e sistémicos (MAKHATADZE, 1998). E
peptideo secretado por macrofagos ativos, cuja secrecdo € estimulada pela hipoxia
tecidual e tem se mostrado potente estimulador da angiogénese em ensaios in vivo
(LOPES-COSTA et al., 2007).

O TNF-a age como promotor tumoral enddégeno, pois aumenta os niveis de
reguladores positivos do ciclo celular. Pode ainda favorecer o dano ao DNA por
aumento da sintese de oxido nitrico (NO), bem como promover o remodelamento
tumoral por estimular a atividade dos fibroblastos e macrofagos, a mobilidade celular
e invasao tumoral pela inducdo da metaloproteinase de matriz (MMP) (LOCH-
NECKEL et al., 2008).

Especificamente no cancer de mama, estudos em modelos animais mostraram que
TNF-a exerce atividade pré-cancerosa, causada por meio de um conjunto
diversificado de mecanismos (HAMAGUCHI et al., 2011; WARREN et al., 2009).
Outros estudos tém mostrado que o TNF-a foi altamente expresso em tumores de
mama, e que a incidéncia de expressdo dessa citocina foi significativamente
aumentada em estadios avancados (SORIA et al., 2011). Além disso, em virtude de
suas acodes inflamatérias como indutor de quimiocinas inflamatérias, o TNF-a
ocasionou indiretamente elevada presenca de subpopulacdes de leucécitos pré-
tumoral em tumores (BEN-BARUCH, 2012).

Estudos tém demonstrando importancia crescente da atuacdo de células do sistema
imune e seus produtos no tecido neoplasico. Caracteristicas do infiltrado inflamatério
que adentra o tumor interferem no seu desenvolvimento e progressdo (ONUCHIC e
CHAMMAS, 2012). O reconhecimento de antigenos tumorais envolve varios tipos
celulares e moléculas do sistema imunologico. Em tecidos neoplasicos sao

encontrados células da imunidade inata, como macréfagos, neutrofilos, células,
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células dendriticas e as células Natural Killer, e células da imunidade adaptativa
(linfécitos T e B) (GRIVENNIKOQV et al., 2010).

Entre as células componentes do sistema imune que infiltram o tumor, a participacéo
de macrofagos tem ganhado importdncia e complexidade crescentes. Os
macréfagos teciduais sdo derivados de mondcitos circulantes, liberam citocinas que
agem em células alvo e induzem o recrutamento protetor dos leucoécitos. Os
macrofagos sdo importantes intermediadores celulares potenciais da resposta
antitumoral. Entretanto, embora possam destruir células neoplésicas, estéo
envolvidos em processos de inflamacao crénica e associados a progressdo tumoral
e metastase (COUSSENS e WERB, 2002).

Outras células do sistema imunologico que também afetam tumorigénese sdo o0s
neutrofilos. Eles séo a primeira linha de defesa contra a invasdo de microrganismos,
células efetoras priméarias na inflamacéo aguda e células alvo de tumor (SOUTO et
al., 2011). Os neutrdéfilos podem desempenhar ambas as funcées de promocéo do
tumor e tumoricida, dependendo do seu estado de diferenciacdo (GRIVENNIKOV et
al., 2010).

No cancer de mama, os macréfagos podem constituir até 50% da massa de células
(OBEID et al., 2013). Vérios estudos clinicos tém demonstrado correlacdo entre o
prognostico do cancer de mama e o numero de macréfagos na massa tumoral
(OBEID et al.,, 2013). Em relatério, Bingle et al. (2002) mostraram aumento da
densidade de macrofagos associada a pior progndéstico em mais de 80% dos casos
de cancer de mama. Da mesma forma, a hipéxia no microambiente tumoral estimula
0os macrofagos a produzirem mais VEGF e suprimir as respostas imunes de células
T, assim, aumentam a evasao de células tumorais e, finalmente, metastases (OBEID
et al., 2013). Além disso, tem sido sugerido possivel papel das células do cancer de
mama induzindo neutrofilos pré-tumorais a produzir oncoestatina M. A oncostatina
M, posteriormente, interage com células tumorais para induzir a expressao do VEGF,

alimentando assim a angiogénese tumoral (HOUGHTON, 2010).
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2.2 Lipideos da dieta

Os lipideos da dieta tém sido propostos por desempenhar papel fundamental na
etiologia do cancer da mama. Evidéncias demonstram que a quantidade e/ou o
subtipo de gordura pode influenciar o processo de carcinogénese (MAKAREM et al.,
2013), visto que diferentes tipos de acidos graxos tém sido relacionados por
desempenharem papéis distintos em relacdo a essa doenca (CIBEIRA e
GUARAGNA, 2006).

Os lipideos dietéticos sdo compostos de matriz complexa de acidos graxos, com
propriedades quimicas e biofisicas Unicas que fundamentam seu impacto sobre a
saude e doenca. Os acidos graxos sado classificados em acidos graxos saturados
(AGS), acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e &cidos graxos poli-insaturados
(PUFAS). Dentre os PUFAS, existem duas classes principais: os acidos graxos poli-
insaturados 6mega 3 (n-3) e acidos graxos poli-insaturados 6mega-6 (n-6)
(MACLENNAN e MA, 2010).

Alguns Oleos vegetais, especialmente os 6leos de canola e linhaca, e o 6leo de
peixe tém se destacado por apresentarem varios efeitos benéficos para o
organismo, uma vez que eles sédo importantes fontes de PUFAS. O 06leo de canola
contém baixos niveis de AGS, e altos niveis de MUFAS, especialmente acido éleico
e PUFAS, com destaque para os acidos graxos poli-insaturados n-3 (CHO et al.,
2010). O oleo de linhacga, por sua vez tem baixo conteido de AGS, moderado em
MUFA e é rico em PUFAS, especialmente 4cidos graxos n-3. E usado mais como
suplemento nutricional, uma vez que ndo é alimento consumido tradicionalmente na
maior parte do mundo (KONTOGIANNI et al., 2013). Ja o 6leo de peixe, em geral, €
mistura de acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA),
pertencentes a familia n-3 (MACLENNAN e MA, 2010).

2.2.1 Acidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6

Os acidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6 sdo acidos graxos essenciais,

imprescindiveis ao organismo, que ndo podem ser sintetizados pelo mesmo e que,
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logo, devem ser oferecidos na alimentag&o. Os principais acidos graxos da familia n-
3 s&o o alfa-linolénico (ALA) (C18:3 A**?'° _ 18 carbonos e 3 insaturacdes), o EPA
(C20:5 A>8111417 _ 20 carbonos e 5 insaturacdes) e DHA (C22:6 A*"10131619 _ 55
carbonos e 6 insaturacdes). Ja os acidos graxos da familia n-6 mais importantes sédo
o linoleico (LA) (C18:2 A**? — dezoito carbono e 2 insaturacdes) e o araquidénico
(ARA) (C20:4 A>®™1* _ 20 carbonos e 4 insaturacdes) (MACLENNAN e MA, 2010).

A importancia dos acidos graxos n-6 € conhecida desde os meados de 1930. Em
contrapartida, os acidos graxos n-3, apenas apés o ano de 1980, tiveram a sua
necessidade associada a prevencdo, principalmente, de distdrbios neurolégicos e
visuais (CARMO e CORREIA, 2009). Sdo metabolicamente diferentes e possuem
funcdes fisiologicas opostas, logo o equilibrio nutricional é essencial para se
conseguir a homeostasia e desenvolvimento normal do organismo. Os acidos graxos
n-6 estdo presente de forma consideravel nos éleos vegetais como 6leo de girassol,
milho, soja, algoddo, entre outros. Ja os acidos graxos n-3 sdo encontrados em
guantidades consideraveis em sementes oleaginosas como canola, soja e linhaca,
além do 6leo de peixe (PERINI et al., 2010).

Alto teor de n-6 na dieta favorece formacao elevada de eicosandides a partir do AA.
As cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e a lipoxigenase catalisam a transformacéo do
AA em prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série 4, que
participam de inimeros processos inflamatorios no organismo (KANG e LIU, 2013).
A ingestdo, por sua vez, de acidos graxos poli-insaturados n-3 que séao
metabolizados a eicosandides da série impar, gera efeitos anti-inflamatorios (Figura
2) (SURETTE, 2008).
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Figura 2 - Vias metabdlicas dos &cidos graxos n-6 e n-3. Dessaturase (D6D)
Cicloxigenases (COXs), lipoxigenases (LOXs) prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT),
tromboxanos (TX). (Adaptado de KANG e LIU, 2013).

Acredita-se que antes do advento da industrializacdo, as pessoas consumiam na
dieta uma razdo de n-6/n-3 em torno de 1:1 a 2:1, devido a ingestdo abundante de
vegetais e de alimentos de origem marinha, contendo acidos graxos poli-insaturados
n-3. Com a industrializacdo e consequente mudan¢ca dos hébitos alimentares,
caracterizada por aumento no consumo de Oleos refinados e reducédo da ingestédo de
frutas e verduras, houve aumento do consumo de acidos graxos poli-insaturados n-
6, e nas ultimas décadas, tem-se determinado, em diversos paises, que a ingestao
média de acidos graxos tem sido de razBes n-6/n-3 que estdo entre 10:1 a 20:1,
ocorrendo registros de até 50:1 (SIMOPOULOS, 2004).
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Ha relatos de que a razdo de &cidos graxos n-6 e n-3 na dieta assume grande
importancia na nutricdo humana, resultando na recomendacdo de 2 a 4:1,

respectivamente, para a populacao em geral (RIEDIGER et al., 2008).

Os é&cidos graxos n-3 tém sido amplamente utilizados na prevencao e no tratamento
do cancer, sendo os mecanismos propostos pelos quais eles podem modificar o
processo de carcinogénese: supressao da biossintese dos eicosanoides derivados
do acido araquiddnico, o que resulta em alteracdo da resposta imunoldgica as
células tumorais e modulagdo da inflamacdo; impacto na proliferacdo celular,
apoptose, disseminacdo de metastases e angiogénese; influéncia na atividade do
fator de transcricdo nuclear, expressdo génica e nas vias de transducao de sinais,
levando a mudancas no metabolismo celular, crescimento e diferenciacdo das
células; alteracdo no metabolismo do estrogénio, o que gera menor estimulo ao
crescimento das células hormdnio dependente; aumento ou diminuicdo da producao
de radicais livres; e envolvimento em mecanismos diretamente relacionados a
sensibilidade a insulina e a fluidez das membranas, embora esses mecanismos
tenham sido menos estudados até o momento (CARMO e CORREIA, 2009).

2.3 Lipideos dietéticos x cancer de mama

O teor de lipideos da dieta pode aumentar o risco de desenvolvimento do cancer de
mama. Estudos epidemioldgicos tém mostrado que dieta rica em gordura
(independentemente do tipo de gordura) pode induzir obesidade em humanos e
roedores (BUETTNER et al., 2007; LI et al., 2005) e aumentar o risco de desenvolver

cancer de mama em mulheres na pés-menopausa (CARMICHAEL, 2006).

Os mecanismos postulados pelos quais as gorduras alimentares podem exercer
efeitos moduladores sobre a iniciagdo e progressdo do cancer, embora nédo
totalmente compreendido, incluem o seu impacto sobre o estresse oxidativo,
alteracdo do metabolismo hormonal, modulacdo de transducdo de sinalizacao
celular e regulacao da expresséo génica (MAKAREM et al., 2013).
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Poucos trabalhos na literatura estudaram a influéncia da modificacdo do teor de
lipideos da dieta em modelo de carcinoma mamario 4T1. O trabalho de Kim et al.
(2011) mostrou que o excesso de gordura na dieta (45 ou 60% do total de calorias)
aumenta o crescimento do tumor mamario 4T1, a metastase de células e a
mortalidade em camundongos resistentes a obesidade. Houve aumento da
expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo da progressao do ciclo celular,
aumento na infiltracdo de células do sistema imune e na angiogénese dos tecidos
tumorais, aumento da expressao de moléculas de adesédo (ICAM-1 e VCAM), além
de aumento nos niveis seéricos de citocinas inflamatérias em comparagdo com
animais alimentados com dieta controle (10% das calorias). Os autores sugeriram
que o elevado consumo de gordura na dieta poderia aumentar a progressdo do
cancer de mama, mesmo em individuos com peso corporal saudavel e que a
substituicdo da gordura da dieta por carboidratos poderia retardar a progresséo da
doenca, reduzindo a mortalidade.

De Lorenzo et al. (2011) descreveram que a restricdo cal6rica (déficit de 40% de
kcal/semana) reduziu o crescimento e o numero total de metastases dos tumores
4T1, diminuiu a proliferagcdo e a angiogénese, aumentou a apoptose, reduziu os
niveis de insulina, leptina, IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina) e de
proteina ligadora de IGF-1 tipo 3 e aumentou o0s niveis de adiponectina nos tumores.
Os tumores de camundongos com restricdo caldrica apresentaram menores niveis
de TGF-B (fator de crescimento transformante beta), menor deposi¢ao intratumoral
de colageno IV e reduzida invasividade devido a diminuicdo na secrecdo de
metaloproteinase-9 de matriz. Os autores sugeriram que alteracdes metabdlicas e
de sinalizacdo induzidas pela restricdo calérica poderiam afetar o estroma e as
células tumorais, resultando em um microambiente que pudesse impedir a

proliferacéo de tumores da mama e de suas metastases.

Diante disso, a restricdo calorica como a modulacéo do perfil de &cidos graxos na
dieta pode ter efeito anti-inflamatério potente (JOLLY, 2005). A COX-2 é induzida
em diversos tipos celulares por estimulos pro-inflamatorios, e tem mdltiplos efeitos
que podem favorecer a tumorigénese. A regulacdo positiva de COX-2 e o
consequente aumento dos eicosanoides da série par estdo envolvidos na

carcinogénese da mama, promoc¢ao da angiogénese, invasdo tumoral e metastase.
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Por outro lado, os acidos graxos poli-insaturados da familia n-3, especialmente acido
ALA, EPA e DHA tém efeito anti-inflamatorio que suprimem os niveis de IL-1p, TNF-

a e IL-6 (PAYVANDI et al., 2004).

Desta forma, estudos tém mostrado que o consumo de dieta enriquecida com esses
acidos graxos confere efeitos cardiovasculares benéficos e colabora com a
prevencao e o tratamento de canceres humanos (TAPIERO et al., 2002; CHO et al.,
2010; MACLENNAN e MA, 2010). Dentre os mecanismos propostos, é descrito
maior susceptibilidade a danos peroxidativos, levando, dessa forma, a morte celular
(MACLENNAN e MA, 2010). A peroxidacdo lipidica, que induz a apoptose
(HARDMAN et al., 2002), € outro mecansimo potencial pelo qual esses &cidos
graxos suprimem a proliferacdo celular em tumores, além de sintese de mediadores

lipidicos potentes, que regularia a inflamagéo (CALDER, 2009).

2.4 Modelos experimentais

Para o estudo do céncer de mama, tém sido amplamente utilizados modelos
experimentais. S8o ferramentas Uteis para se avaliar os efeitos de determinados
farmacos e/ou nutrientes sobre o desenvolvimento neoplasico. O estudo de
neoplasias em modelos animais facilita a avaliacdo e melhor compreensdo da
biologia dos tumores, ao mesmo tempo em que constitui instrumento apropriado
para a investigacdo de efeitos anti-inflamatoério, anti-angiogénico e antiproliferativo

de substancias com potencial antineoplasico.

2.4.1 Modelo experimental carcinoma mamario 4T1

A linhagem celular do tumor maméario 4T1 em camundongo € dos poucos modelos
de cancer de mama com capacidade de metastatizar de forma eficiente para sitios
gue acometem a espécie humana. Trata-se de um tumor altamente invasivo, pouco
imunogénico e com caracteristicas metastaticas que acometem diversos 6rgaos,
incluindo pulmdes, figado, ossos e cérebro. Metastases pulmonares, désseas e
cerebrais sdo observadas apés cerca de duas semanas de inoculagédo subcutanea
das células neoplasicas (PULASKI e OSTRAND-ROSENBERG, 2001).
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Morfologicamente, o carcinoma mamario 4T1 apresenta proliferacdo epitelial
maligna em arranjo sélido, caracterizado pela proliferacdo de células pleomorficas e
elevado indice mitético. Sao descritos diferentes estudos terapéuticos com utilizacao
desse modelo na caracterizacdo de eventos celulares e moleculares durante a
progressdo neoplasica, sugerindo sua utilizacdo como modelo experimental de
grande relevancia clinica para o estudo da doenca em seres humanos (PULASKI e
OSTRAND-ROSENBERG, 2001; BALIGA et al., 2005).

Trabalhos realizados por Carvalho et al. (2011) mostraram que o perfil fenotipico do
carcinoma mamario murino 4T1 em camundongos Balb/c apresenta positividade
para o receptor de estrogeno, elevado indice de marcacédo para o anticorpo CDC47
e citoqueratina AE1/AE3 e negatividade para receptor de progesterona e fator de
crescimento epidérmico humano (Her-2). Sao observadas metéstases no figado e no
pulméo, sendo que o animal com maior tempo de sobrevida (37 dias) também
apresentou focos metastaticos no coracdo. Os resultados obtidos retificaram os
dados da literatura que demonstram que a linhagem das células tumorais 4T1 é
indicada como modelo experimental para o estudo do cancer de mama na mulher.
Estas caracteristicas semelhantes, como a disseminacdo espontanea em curto
periodo, permitem melhor estudo direcionado a terapias para o cancer em estadio
avancado (CARVALHO et al., 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado de acordo com o0s principios éticos para uso de animais
em experimentacio e apOs aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) sob o niumero de
protocolo 126/2012 (ANEXO A).

3.2 Animais

Foram utilizados 56 camundongos fémeas Balb/c, com 6 a 7 semanas de idade,
pesando aproximadamente 20 g, fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Patologia Geral do Instituto de Ciéncia Biol6gicas em gaiolas apropriadas, divididos
em grupos de 7 animais, com controle artificial de ciclos de luminosidade (12 horas
de luz/12 horas de escuro). Racdo e dgua foram fornecidas aos animais ad libitum.

3.3 Dietas

As dietas foram preparadas segundo o padrédo do American Institute of Nutrition
(AIN-93) descrito por Reeves et al. (1993). A dieta do grupo controle foi formulada
usando-se Oleo de soja. As demais dietas foram elaboradas utilizando-se 6leo de
canola, 6leo de peixe ou 6leo de linhaca em substituicdo ao 6leo de soja, por estes
Oleos conterem diferentes propor¢cdes de PUFAS n-6 e n-3 (MARTIN et al., 2006). A

composicao final das dietas estd sumarizada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicdo das dietas oferecidas aos animais experimentais,
caracterizadas pelas diferentes fontes lipidicas, elaboradas conforme AIN-93, com
modificacdes por 100g

INGREDIENTES GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE CANOLA PEIXE LINHACA
Caseina 14,00 14,00 14,00 14,00
Amido de milho 46,57 46,57 46,57 46,57
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00
Maltodextrina 15,50 15,50 15,50 15,50
Oleo
Soja 4,00 ) - -
Canola ) 4,00 ) N
Peixe ) ) 4,00 .
Linhaca - - - 4,00
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00
Mistura mineral 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
BHT 0,008 0,008 0,008 0,008
Metionina 0,18 0,18 0,18 0,18

Fonte: (REEVES et al.,1993)

Os ingredientes foram misturados, posteriormente acrescentou-se agua filtrada para
formar os pellets ofertados aos animais.

3.3.1 Fonte dos 6leos

Os Oleos utilizados para a formulacdo das dietas foram obtidos do Mercado Central

de Belo Horizonte (Belo Horizonte - Minas Gerais).

3.4 Tumor Experimental de células 4T1

As células neoplasicas 4T1 foram cedidas pelo Laboratério de Farmacologia de

Substéncias Antitumorais do Departamento de Farmacologia ICB/UFMG.
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As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s
essential médium) suplementadas com soro fetal bovino (FCS) a 10%, penicilina a
100 yg/mL e estreptomicina a 100 ug/mL, mantidas em estufa a 37 °C com 5% de
CO..

Para a obtencdo do carcinoma mamario sélido de células 4T1 inoculou-se 2,5x10°
células/50uL no tecido subcutaneo do flanco esquerdo dos animais (PULASKI e
ROSENBERG, 1998).

3.5 Delineamento Experimental

Inicialmente os animais foram distribuidos de forma homogénea quanto ao peso
corporal em quatro grupos, Controle, Canola, Peixe e Linhaga, com 14 animais cada
e alimentados durante 30 dias com as dietas correspondentes sob as mesmas
condi¢cBes. No 30° dia, sete animais de cada grupo foram inoculados com células
4T1 (2,5 x 10°) e reagrupados:

Grupo 1: Controle (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de soja)

Grupo 2: Canola (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de canola)

Grupo 3: Peixe (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de peixe)

Grupo 4: Linhaca (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de linhaca)

Grupo 5: Controle 4T1 (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de soja e
inoculados com células do carcinoma mamario murino 4T1).

Grupo 6: Canola 4T1 (alimentados com dieta contendo 4% de Oleo de canola e
inoculados com células do carcinoma mamario murino 4T1).

Grupo 7: Peixe 4T1 (alimentados com dieta contendo 4% de Oleo de peixe e
inoculados com células do carcinoma mamario murino 4T1).

Grupo 8: Linhaca 4T1 (alimentados com dieta contendo 4% de 6leo de linhaca e

inoculados com células do carcinoma mamario murino 4T1).

Apos a inoculagédo os camundongos continuaram a receber a respectiva dieta até o

final do experimento, que teve duracao de 50 dias. (Figura 3).
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30 dias alimentados com as
dietas correspondentes sob as
Canola mesmas condigdes
30° dia — 7 animais de cada
- com células 4T1 (2,5 x 10°% —

flanco posterior esquerdo

Todo periodo experimental os animais foram alimentados com as dietas correspondentes sob as
mesmas condic¢des e 50° dia eutanasiados

Figura 3 - Representacdo esquematica do delineamento experimental

3.6 Evolucao ponderal e ingestdo alimentar

O peso corporal e a ingestdo alimentar foram registrados semanalmente por
gravimetria. Para determinacdo da ingestdo alimentar, quantificou-se a dieta
ofertada, a sobra de dieta na parte superior da gaiola e o resto de dieta contida no
fundo da gaiola (obtido por peneiragdo da maravalha). A diferenca entre a
guantidade de dieta ofertada e a soma da sobra e o resto forneceu o consumo
semanal de dieta. Obteve-se a estimativa de ingestao alimentar semanal por animal,
pela divisdo entre o consumo semanal de cada gaiola pelo numero de animais

presentes nela.

3.7 Avaliagédo do crescimento tumoral

Para a avaliacdo do desenvolvimento neoplasico foram realizadas mensuragcdes da
massa tumoral (em duas medidas), mediante o uso de um paquimetro apds a
inoculagdo do tumor, com repeticobes em um intervalo de 48 e 48 horas entre o
periodo apos inoculacdo e eutanasia dos animais. Ao final do experimento o volume

foi calculado utilizando a férmula;

Volumewmer (Mm®) = (comprimento x altura®) = (2) (FULZELE et al., 2006)
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3.8 Necropsia dos animais e coleta de materiais

Ao final do experimento, apds jejum de 12h, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitonial de pentobarbital s6dico 50 mg/kg e exanguinados pelo plexo

inguinal, sendo coletadas amostras de sangue.

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas por 3000 RPM
durante 5 minutos e o soro foi armazenado a -20 °C para as dosagens metabdlicas.
O tumor primario e o figado foram removidos e pesados, sendo parte armazenada
em freezer a -70 °C até o momento do uso, e outra parte foi conservada em formol

tamponado 10% para analises histoldgicas.

Além disso, foram coletados rins, pulmdes, coracéo e baco e conservados em formol
tamponado 10% para analises histologicas, e conteudo cecal, armazenado em

freezer a -70 °C até o momento das analises bioguimicas.

3.9 Andlise de acidos graxos

A determinacdo do perfil de acidos graxos foi realizada em colaboragdo com a
professora Jacqueline Takahashi do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios, do

Departamento de Quimica da UFMG.

3.9.1 Hidrdlise e metilacéo de lipideos

Dissolveu-se, em tubo criogénico de 2 mL, aproximadamente 10 mg do Oleo
extraido das amostras em 100 uL de uma solucdo de etanol (95%)/hidroxido de
potadssio 1 mol/L (5%). ApOs agitagdo em vortex por 10 segundos, o Oleo foi
hidrolisado em um forno de microondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia
de 80 W (Poténcia 2), durante 5 minutos. Apés resfriamento, adicionaram-se 400 uL
de acido cloridrico a 20%, uma ponta de espéatula de NaCl (~20 mg) e 600 uL de

acetato de etila. ApGs agitacdo em vértex por 10 segundos e repouso por 5 minutos,
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uma aliquota de 300 uL da camada organica foi retirada, colocada em tubos de
microcentrifuga e seco por evaporacdo, obtendo-se assim os 4cidos graxos livres.
(adaptado de W. W. Christie, Gas Chromatography and Lipids, 1989, Pergamon
Press). Os acidos graxos livres foram metilados com 100 uL de BFs/metanol (14%) e
aguecidos durante 10 minutos em banho de agua a 60 °C. Apds diluicdo com 400 uL

de metanol, foram analisados por cromatografia a gas (CARVALHO et al., 2010).

As anadlises foram realizadas em Cromatégrafo a Gas HP7820A (Agilent) equipado
com detector por ionizacdo de chamas. Utilizou-se uma coluna INNOWAX (HP) 15 m
x 0,25 mm x 0,20 u com gradiente de temperatura: 100 °C, 0 min, 7 °C/min até 240
°C; injetor (split de 1/30) a 250 °C e detector a 260 °C. Hidrogénio como gas de
arraste (3 mL/min) e volume de injecdo de 1ulL. Programa de aquisicdo de dados
EZChrom Elite Compact (Agilent). A identificacéo dos picos foi feita por comparacéo
com padrdes de &cidos graxos metilados SUPELCO37.

3.10 Avaliagdo do metabolismo lipidico

3.10.1 Determinacéo das concentracdes de colesterol total sérico

As concentragBes de colesterol foram mensuradas de acordo com o método de
colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974) utilizando-se kit comercial (Labtest, Brasil).
O método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase
produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio,
produz peréxido de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e
4-aminoantipirina produz quinoneimina, composto roseo-avermelhado, com

absorcdo maxima de 500 nm.

As concentracdes de colesterol no soro foram determinadas por ensaio em
microplaca de 96 pocos, de acordo com Fazio et al. (1997). Vinte microlitros de
amostra foram diluidas em &gua deionizada (1:25), afim de que as leituras de
absorbancia fossem adequadas a variacdo linear do teste. Em seguida, 100 uL de

soro diluido foram pipetados em microplaca de 96 pocgos, sendo adicionados 100uL
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de reagente de colesterol total. ApGs periodo de incubacdo de 15 minutos a 37 °C a
absorbéancia foi lida a 492 nm em leitor de microplaca.

3.10.2 Determinacéo das concentracdes de triglicerideos sérico

As concentracdes de triglicerideos séricos foram medidas segundo o método
enzimatico colorimétrico descrito por Fossatti e Principe (1982), utilizando kit
comercial (Labtest, Brasil). O método consiste na hidrdlise dos triglicerideos do soro
pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre. Esse € fosforilado pela glicerol
quinase, cujo produto sofre acdo da glicerol fosfato, o qual, em presenca de
oxigénio, produz perdoxido de hidrogénio. Este, sob acdo da peroxidase, em
presenca de reagente fendlico (4-clorofenol), e 4-aminoantipirina, produz

guinoneimina, composto roseo avermelhado, com maximo de absorcédo a 500 nm.

Dessa forma, 20 uL de soro foram diluidos em agua deionizada, na concentragéo de
(1:25). Posteriormente, 100 pL dessa solugao, foram pipetados em microplaca de 96
pocos e 100 uL do reagente especifico acrescentados. Apds periodo de incubacao

de 15 minutos a 37 °C, a absorbancia foi lida a 492 nm em leitor de microplaca.

3.10.3 Separacdao de lipoproteinas e determinacéo de colesterol, triglicerideos

e proteinas nas fracdes

O fracionamento das lipoproteinas séricas foi realizado pelo meétodo de
cromatografia de filtracdo em gel em sistema de FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) modelo 600 da Waters, usando-se coluna de Superose 6 10/30 da
Pharmacia. Em sintese, uma aliquota de 100 pL de soro de cada dois ou trés
animais, apos filtrada em membrana de 0,45 um, foi injetada na coluna e separada
com tampéao contendo NaCl 0,15 M, Na,HPO,4 0,01 M e EDTA 0,1 mM, pH 7,5, a um
fluxo de 0,25 mL/minuto.

Os niveis de colesterol e triglicerideos nas fragdes foram determinados da seguinte
forma: 100 uL de cada fracdo separada anteriormente por FPLC foram retirados e

misturados na proporgcdo 1:1 com o reagente especifico em microplacas de 96
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pocos. Apos periodo de incubagéo de 20 minutos a 37 °C, a absorbéancia a 492 nm

foi lida em leitor de microplaca.

3.10.4 Quantificacdo dos niveis de lipideos hepéticos

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos com o uso de solventes organicos de
acordo com o método de Folch et al. (1957). Em resumo, foram pesados 100 mg de
figado em tubos de vidro previamente identificados e posteriormente triturados com
1900 pL de solugéo contendo cloroférmio: metanol (2:1) usando-se homogeneizador
de tecidos por 3 minutos na velocidade 10. Apés a adicdo de 400 pL de metanol, os
tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi
transferido para novos tubos de vidro com peso conhecido. Em seguida,
acrescentaram-se 800 uL de cloroférmio, 640 uL de solucdo de NaCl a 0,73% e as
amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, sendo
desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada trés vezes com
600 pL de solucdo de Folch (solucéo de 3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47%
de &gua destilada e 2% de NaCl a 0,29%) e os lipideos extraidos foram secos em
estufa overnight a 37 °C. Os tubos foram pesados e a quantidade de lipideos
extraida foi dada pela diferenca dos tubos de vidro antes e depois do processo de
secagem em estufa. Para a dosagem do colesterol total e triglicerideo hepaticos, as
amostras foram ressuspendidas em 500 pL de isopropanol e homogeneizadas até a
completa solubilizacdo dos lipideos. As dosagens e a curva padréo foram feitas em
microplacas de 96 pocos como descrito acima para o colesterol total e triglicerideo

séricos.

3.10.5 Quantificagdo dos niveis de lipideos cecais

A determinacdo do perfil lipidico cecal foi feita mediante a extragdo destes por
solvente organico, conforme descrito por Folch et al. (1957). Pesaram-se 25 mg de
fezes em eppendorf de 2mL previamente identificados e posteriormente triturou-se
com 475 puL de solugdo contendo cloroformio: metanol (2:1) usando-se

homogeneizador de tecidos por 3 minutos na velocidade 10. Apés a adicdo de 100
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pHL de metanol, os eppendorf foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm e o
sobrenadante foi transferido para tubos de vidro com peso conhecido. Em seguida,
acrescentaram-se 200 uL de cloroférmio, 160 pL de solucdo de NaCl a 0,73% e as
amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, sendo
desprezada a fase superior. A parede interior de cada tubo foi lavada trés vezes com
600 pL de solucdo de Folch (solugdo de 3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47%
de agua destilada e 2% de NaCl a 0,29%) e os lipideos extraidos foram secos em
estufa overnight a 37 °C. Apés verificar que os tubos estavam totalmente secos, eles
foram pesados e a quantidade de lipideos extraida foi dada pela diferenca dos tubos
de vidro antes e depois de secos. A quantificacdo dos niveis de colesterol e
triglicerideo cecal foi determinada da mesma forma como descritos anteriormente

para amostras de figado.

3.11 Avaliagao da peroxidacéo lipidica- TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico)

A peroxidacao lipidica do tecido hepatico foi determinada por meio da mensuracéo
das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), sendo, o malondialdeido,
a principal substancia formada. Em resumo, pesaram-se 100 mg do tecido em tubo
de ensaio, depois acrescentou-se 1mL de PBS 1x e homogeneizou-se no agitador
por aproximadamente 1 minuto (BUEGE e AUST, 1978). O homogenato foi
centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos, obtendo-se 0 sobrenadante. Uma aliquota
de 250 uL do sobrenadante de figado foi misturada a 500 pL da solucao de acido
tricloroacético 15% (p/v), acido tiobarbitarico 0,38% (p/v) e HCl a 0.25N. A mistura foi
aquecida em banho-maria fervente por um periodo de 15 minutos. Apés
resfriamento em agua corrente, 750 pL de butanol foram adicionados aos tubos para
extracdo do cromoforo. Apds centrifugagdo a 3000 rpm por 10 minutos, 200 pL do
sobrenadante foram colocados em microplacas em duplicata e a leitura foi feita a
535 nm (BUEGE e AUST, 1978). A concentracdo de proteina no sobrenadante foi
medida pelo método de Bradford (1976). O resultado do ensaio foi expresso em

micromoles de malondialdeido (MDA) por mg de proteina.
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3.12 Anédlise de histopatologia em hematoxilina e eosina

As amostras foram fixadas pelo periodo de 24 horas em formol a 10% tamponado,
processados e incluidas em parafina. Cortes seriais de 4 ym obtidos dos blocos de
parafina foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para a identificacdo e
confirmacdo das neoplasias e analise dos 6rgdos para a deteccdo de possiveis

metastases.

3.13 Imuno-histoquimica para identificacdo do anticorpo CDC47

Para a analise imuno-histoquimica, cortes seriais de 4 um foram obtidos a partir dos
blocos de parafina, transferidos para laminas gelatinizadas, e posteriormente
desparafinizados e reidratados. A recuperagcédo antigénica foi realizada em solugao
pH 6,0 — Antigen retrievel solution pH 6,0 (DAKO, Carpinteria) em banho-maria a 98
°C por 20 minutos. O blogueio da peroxidase foi realizado com peroxido de
hidrogénio a 3% diluido em &lcool metilico e bloqueio proteico em solucdo protein
block (Dako, Carpinteria). O anticorpo primario CDC47 (clone 47DC14, Neomarkers,
Freemont, 1:300) foi diluido em solucéo propria — Antybody diluent with background
reducing components (Dako, Carpinteria) e aplicados sobre os cortes para
incubacdo em cémara Umida por 60 minutos em temperatura ambiente. A
amplificac@o de sinal nas reac¢des imuno-histoquimicas foi realizada empregando-se
o sistema baseado em polimero HRP Advance (Dako-citomation, Carpinteria) e a
revelagdo com solugdo cromogénica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) liquida (Dako,
Carpinteria, EUA). As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris, com
posterior montagem utilizando meio especifico. O controle positivo foi realizado na

propria seccao do tecido na camada basal da epiderme.

3.13.1 Anélise de proliferagao celular

As laminas, coradas pela técnica de imuno-histoquimica, foram inicialmente
visualizadas sob aumento 100x para identificar regides intrateciduais de maior

densidade de imunomarcagao nuclear positiva (“hot spots”). Cinco fotomicrografias
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de alta resolucdo destas areas foram obtidas no aumento de 40x e foram contadas
500 células neoplasicas, e em seguida foi contabilizado a porcentagem de células

com imunomarcacao nuclear positiva em cada caso.

3.14 Extrag&o de hemoglobina

A vascularizacdo do carcinoma mamario murinho 4T1 foi avaliada por meio da
qguantidade de hemoglobina (Hb) detectada no tecido utilizando o método de Drabkin
(DRABKIN e AUSTIN, 1932). Os fragmentos de tumores foram homogeneizados
com Ultra - Turrax, (Schlappmuhler, Usingen, Alemanha) em 2 mL de reagente de
Drabkin (Labtest, Sdo Paulo, Brasil), e centrifugado a 28490 rpm durante 40 min. Os
sobrenadantes foram filtrados através de um filtro 0,22 microns (Millipore, Danvers,
MA, EUA). A concentragdo de hemoglobina nas amostras foi determinada
espectrofotometricamente por medigdo da absorbancia a 540 nm utilizando um leitor
de placas de ELISA e comparados com uma curva padrdao de hemoglobina. Os
resultados obtidos sdo expressos em concentracdo de hemoglobina (ug) por (mg) de

peso Umido de tecido.

3.15 Dosagem da atividade enzimatica: Mieloperoxidase (MPO) e de N-Acetil-R3-
D-Glicosaminidase (NAG)

A infiltracdo neutrofilica nos tumores foi medido por ensaio da atividade da
mieloperoxidase (MPQO), como anteriormente descrito (MARQUES et al.,, 2011,
MENDES et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2006). Os tumores foram pesados e
homogeneizados em tampédo de pH 4,7 (NaCl 0,1 M, NaPO, 0,02 M, 0,015 M
NaEDTA), centrifugou-se a 28490 rpm durante 40 min. Os sedimentos foram entao
re-suspensos em tampao Na,PO, 0,05 M (pH 5,4), contendo brometo de
hexadeciltrimetilamonio a 0,5% (HTAB) seguido por trés ciclos de congelamento-
descongelamento, utilizando nitrogénio liquido. A atividade de MPO no
sobrenadante das amostras foi determinada por medicdo da alteracdo na
absorbéancia (densidade 6ptica; OD) a 450 nm, utilizando-se tetrametilbenzidina (1,6
mM) e H,O, (0,3 mM). A reagéao foi terminada pela adigdo de 50 pL de H,SO,4 (4M).
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Os resultados foram expressos como em densidade Optica (OD) por grama de tecido

Umido.

A infiltracdo de células mononucleares no tumor foi quantificada através da medicéo
dos niveis da enzima lisossomal N-acetilglucosaminidase (NAG) presente em niveis
elevados no macrofago ativado (MARQUES et al.,, 2011; MENDES et al., 2007;
TEIXEIRA et al., 2006). Os tumores foram homogeneizados em solugao de NaCl a
0,9% (w/v) contendo 0,1% v / v de Triton X-100 (Promega, Madson, WI, EUA) e
centrifugadas (28490 rpm, 10 min a 4 °C). Amostras (100 yL) do sobrenadante
resultante foram incubada durante 10 min com 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-beta-D-
glucosaminide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) preparado em tampao citrato/
fosfato (0,1 M de &cido citrico, Na,HPO, 0,1 M; pH 4,5) para se obter uma
concentracdo final de 2.24 mM. A reacao foi paralisada pela adicdo de 100 yL de
tampdo glicina 0,2 M (pH 10,6). A hidrélise do substrato foi determinada por medi¢ao
da absorcdo a 400 nm. Os resultados foram expressos em densidade 6ptica (OD)

por grama de tecido umido.

3.16 Quantificacdo de VEGF e TNF-a

O processo angiogénico e inflamatério no tumor foram avaliados por meio das
dosagens das citocinas VEGF e TNF-a, respectivamente. Fragmentos de tumores
foram pesados e homogeneizados em PBS (1 mL por 100 mg de tecido) a pH 7,4
contendo 0,05% de Tween e centrifugado a 28490 rpm durante 30 min. As citocinas
VEGF e TNF-a no sobrenadante foram dosadas em 50 pyL do sobrenadante
utilizando kits de imunoensaio (R&D Systems, EUA) e seguindo o protocolo do
fabricante. Resumidamente, diluicdes de sobrenadantes livres de células foram
adicionadas em duplicata a placas de ELISA revestidas com um anticorpo
monoclonal murino especifico contra a citocina, seguido pela adicdo de um segundo
anticorpo policlonal conjugado a peroxidase contra a citocina. Apos lavagem para
remover qualquer reagente anticorpo-enzima néo ligado, uma solugéo de substrato
(50 pL de uma solugédo a 1:1 de peréxido de hidrogénio e 10 mg/mL
tetrametilbenzidina em DMSO) foi adicionada aos pogos. O desenvolvimento da cor

foi parado, apdés 20 minutos de incubagéo, com acido sulfurico 2 N (50 pL) e a
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intensidade da cor foi medida a 540 nm em espectrofotometro (E max - Molecular
Devices). Padrbes foram de 0,5-logio diluicbes de citocinas recombinantes de
murinos a partir de 7,5 pg mL™ até 1000 pg mL™ (100 pL). Os resultados foram

expressos como pg de citocinas por mg de tecido umido.

3.17 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software de estatistica
GraphPad Prism v. 5.0. Para avaliacdo da normalidade os testes passaram pelo
teste Kolmogorov-Smirnov normality test. Os resultados que apresentaram
distribuicdo normal foram submetidos aos testes Teste t ndo pareado ou Analise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Kewls (SNK). Para os
resultados ndo paramétricos foram utilizados os testes Kruskal- Wallis e Mann-
Whitney. Possiveis correlacbes foram avaliadas utilizando o coeficiente de
correlacdo de Pearson. Associacfes e concordancias foram consideradas
significativas quando a probabilidade de significancia do teste p-valor apresentou-se
menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacao do perfil de acidos graxos nos o6leos

Os Oleos utilizados nas dietas foram analisados por cromatografia a gas para
determinacdo da composicdo de acidos graxos. A Tabela 2 apresenta a
porcentagem de cada &cido graxo em relacdo ao total dos acidos graxos

identificados nos 6leos.

Tabela 2 - Composicdo de acidos graxos (%) dos 6leos de soja, canola, peixe e

linhaca utilizados nas dietas

OLEOS AGS MUFAS PUFAS
n-6 n-3
12:0 14:0 15:0 16:0 17:0 18:0 20:0 24:0 16:1 18:1 18:2 18:3 20:5 22:6 Outros Total
Soja 12,1 43 04 0,1 268 48,9 5,2 2,0 100,0
Canola 50 21 15 0,3 61,3 17,3 8,1 4,4  100,0
Peixe 02 82 06 190 0,7 37 14 13 11,2 15,2 1,3 0,7 124 74 16,8 100,0
Linhaca 03 79 6,1 05 0,2 28,2 15,6 36,9 4,3 100,0

Os Oleos de soja, canola, peixe e linhaca foram adicionados as dietas na
concentracdo de 4% (Tabela 1), contendo 1,9 g, 0,7 g, 0,05 g e 0,6 g de &cidos
graxos poli-insaturados n-6 e 0,2 g, 0,3 g, 0,8 g e 14g de PUFAS n-3,
respectivamente. A menor relacdo n-6/n-3, foi encontrada no 6leo de peixe (1:16)
guando comparado aos demais 6leos analisados, soja (9:1), canola (2:1) e linhaca
(1:2). Além disso, o 6leo de peixe utilizado apresentou 16% de acidos graxos nao

identificados em sua composicao.
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4.2 Parametros de crescimento

N&o foram observadas diferencas significativas no peso corporal dos animais
alimentados com dietas a base de diferentes 6leos. A inocula¢cdo com células 4T1
também n&o alterou o peso corporal dos camundongos. (Figura 4). Os animais
consumiram em média 28,3 = 0,2 g de dieta/semana, com a mesma densidade
energética (3,80 kcal/g dieta).
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Figura 4 — Evolucdo do peso corporal dos grupos sem tumor e com tumor 4T1
alimentados com dietas a base de diferentes 6leos. O peso foi mensurado
semanalmente por gravimetria, n = 7.
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4.3 Metabolismo lipidico

A Tabela 3 apresenta os niveis séricos de colesterol e triglicerideos dos oito grupos

ao final do experimento.

Tabela 3 — Niveis de colesterol e triglicerideos no soro dos animais dos grupos sem

tumor 4T1 e com tumor 4T1 alimentados com dietas a base de diferentes 6leos

Grupos Colesterol (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)
Controle 192,6 + 18,8 114,0 +13,3
Canola 164,7 + 9,0 103,8 £10,9
Peixe 177,7+9,9 100,1+8,5
Linhaca 188,2 + 13,9 117,8 +6,7
Controle 4T1 170,6 £ 9,9 133,0+ 11,6
Canola 4T1 176,5+ 13,1 163,3 £ 25,2
Peixe 4T1 177,7+6,3 186,5+7,0*

Linhaca 4T1 2095+7,6 + 2064 +145* +

Valores expressos em média * erro padrdo da média, n=7. * quando comparado a mesma dieta entre
os diferentes grupos sem tumor e com tumor 4T1. + quando comparado ao grupo Controle 4T1.
Resultados considerados significativos quando p<0,05.

Os niveis de colesterol circulante aumentaram no grupo Linhaca 4T1 quando
comparado ao grupo Controle 4T1. O grupo Linhaca 4T1 também apresentou maior
concentracdo sérica de triglicerideos que os grupos Linhaca e Controle 4T1. Da
mesma forma, a quantidade de triglicerideos no soro dos animais do grupo Peixe

4T1 foi maior que no grupo alimentado com a mesma dieta.

A Figura 5 apresenta a distribuicdo de colesterol nas fracdes de lipoproteinas
circulantes dos animais dos grupos sem tumor e com tumor alimentados com dietas
a base de diferentes Oleos. Nota-se que todos 0S grupos apresentaram a mesma
distribuicdo de colesterol no perfil de lipoproteinas circulante, exceto o grupo
Controle 4T1, em que houve alteragéo, caracterizada por reducédo significativa do
conteudo de colesterol nas fragdes de lipoproteinas em relagdo ao grupo Controle
(Figura 6).
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Figura 5 - Distribuicdo de colesterol nas fragdes de lipoproteinas circulantes dos animais dos
grupos sem tumor e com tumor 4T1 alimentados com dietas a base de diferentes 6leos.
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Figura 6 - Teor de colesterol nas fragdes de lipoproteinas dos animais dos grupos sem tumor
e com tumor 4T1 alimentados com dietas a base de diferentes éleos. As barras representam
média + erro padrdo da média, n=7. * p<0,05 em relag&o ao grupo Controle.
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A Tabela 4 apresenta o conteudo lipidico no figado de todos os animais dos grupos
avaliados. Observa-se que o grupo Linhaca 4T1 teve redugdo do contedado de
lipidios totais, colesterol e triglicerideos em comparacdo ao grupo Linhaca. Além
disso, o grupo Linhaca apresentou maior concentracao de triglicerideos hepaticos

em relacdo aos demais grupos sem tumor.

Houve reducao nos niveis de triglicerideos hepatico no grupo Peixe 4T1 em relacéo

a todos dos grupos com tumor (Tabela 4).

Tabela 4 — Conteudo de lipideos totais, colesterol e triglicerideos no figado dos
animais dos grupos sem tumor 4T1 e com tumor 4T1 alimentados com dietas a base

de diferentes 6leos

Grupos Lipideos totais Colesterol Triglicerideos
(mg/g tecido) (mg/g tecido) (mg/g tecido)
Controle 64,7 2,7 3,6 0,2 27,2+29
Canola 55,4+9,9 3,3+0,8 22,1+5.3
Peixe 57,4+6,9 4,1+0,9 21,9+3,9
Linhaca 68,6 £ 5,5 4,7+0,6 395+44 +
Controle 4T1 61,3+29 3,2+0,4 23,1+1,9
Canola 4T1 61,345 4,3+0,7 246+24
Peixe 4T1 49,3+3,5 25+0,3 11,7+22#
Linhaga 4T1 529+25* 34+0,2* 23,1+2,1*

Valores expressos em média * erro padrdo da média, n=7. * quando comparado a mesma dieta entre
os diferentes grupos sem tumor e com tumor 4T1. + comparado a todos do grupo sem tumor 4T1. #
comparado a todos do grupo com tumor 4T1. Resultados considerados significativos quando p<0,05.

O conteudo de lipideos cecais é apresentado na Tabela 5. Nota-se que 0 grupo
Peixe teve maior excrecdo cecal de lipideos totais quando comparado ao grupo
Controle. O grupo Controle 4T1 também teve maior excrecdo de lipideos totais,

triglicerideos e colesterol em relacdo ao grupo Controle.
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Tabela 5 — Conteudo de lipideos totais, colesterol e triglicerideos no ceco dos
animais dos grupos sem tumor 4T1 e com tumor 4T1 alimentados com dietas a base

de diferentes 6leos

Grupos Lipideos totais Colesterol Triglicerideos
(mg/g tecido) (mg/g tecido) (mg/g tecido)
Controle 125+28 1,2+0,1 0,7+0,1
Canola 246 £95 20x0,6 12+04
Peixe 41,7+ 10,1 + 15+0,1 2,3+0,7
Linhaca 16,4 +£4,3 16+0,1 1,1+0,2
Controle 4T1 33,7+53* 2,7+£05* 24+0,7*
Canola 4T1 235+49 2,6+0,2 0,9+0,1
Peixe 4T1 30,5%+6,7 1,8+0,2 1,7+0,3
Linhaca 4T1 344+79 1,9+0,1 09+0,1

Valores expressos em media * erro padrdo da média, n=7. * quando comparado a mesma dieta entre
os diferentes grupos sem tumor e com tumor 4T1. + em relacdo ao grupo Controle. Resultados
considerados significativos quando p<0,05.

4.4 Peroxidacao lipidica

O grupo Canola 4T1 apresentou menor producdo hepética de TBARS que o grupo
Canola e os demais grupos com tumor. Por outro lado, a quantidade de TBARS foi
maior no grupo Linhaca 4T1 quando comparado ao grupo alimentado com a mesma
dieta e sem tumor (Figura 7).
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Figura 7 — Peroxidacao lipidica hepatica avaliada através da dosagem de TBARS. As barras
representam média + erro padrdo da média, n=7. *comparado com a mesma dieta. + comparado aos
demais grupos com tumor 4T1. Resultados considerados significativos quando p<0,05.

4.5 Avaliacao do crescimento tumoral

Nao houve alteracdo no crescimento do tumor dos animais alimentados com dietas a

base de diferentes 6leos (Figura 8).
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Figura 8 - Curva de crescimento do carcinoma mamario murino 4T1 em grupos alimentados
com dietas a base de diferentes 6leos. Valores expressos em média + erro padréo da média:
Controle 4T1 (1,13 £ 0,95); Canola 4T1 (1,12 £+ 0,94); Peixe 4T1 (1,02 = 0,90); Linhaca 4T1
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O peso do tumor, expresso como media + erro padrdo da média, foi de 0,88 * 0,36;
0,87 £ 0,09; 0,77 = 0,10; 0,96 £ 0,10, nos grupos Controle 4T1, Canola 4T1, Peixe

4T1 e Linhaca 4T1, respectivamente, também néo apresentou diferenca significativa.

4.6 Anélise morfol6gica do tumor primario e metastases

As analises dos cortes histoldgicos do tumor primario revelaram neoformacéo que se
estendia desde a epiderme, que por vezes mostrava-se ulcerada, até os planos
musculares mais profundos (Figura 9A). As células neoplasicas apresentaram
arranjo em manto, com padré@o solido e exibiram citoplasma moderado, de limites
pouco definidos, com ndcleos exibindo acentuado grau de pleomorfismo, de aspecto
vacuolar com cromatina finamente agregada e com um ou mais nucléolos evidentes.
Anisocitose, anisocariose e anisonucleose foram acentuadas e mitoses atipicas
foram observadas com frequéncia (Figura 9B). O estroma era escasso e fibroso.
Foram observadas extensas areas de necrose central, multifocais a coalescentes,
gue por vezes se estendiam até a epiderme. O infiltrado inflamatério era acentuado
composto por mononucleares e polimorfonucleares, com distribuicdo peritumoral e

intratumoral, com padrdao mais acentuado quando associado a ulceragdo ou

necrose.

Na analise dos 6rgdos para pesquisa de metastase (figado, coracéo, rins, pulmdes e
baco), foram identificadas metastases pulmonares em alguns animais de cada
grupo, sendo dois animais nos grupos Controle 4T1 e Canola 4T1, e um animal nos
grupos Peixe 4T1 e Linhaca 4T1l. As metastases apresentaram as mesmas
caracteristicas morfolégicas dos tumores primarios e mostraram-se associadas a
infiltrado inflamatério mononuclear e polimorfonuclear (Figura 9 C, D). Nos outros
orgaos foram identificadas alteracbes inespecificas, distribuidas aleatoriamente
entre todos os grupos, com e sem tumor 4T1, como degeneracdo hepatica
macrovacuolar e microvacuolar, em distintos graus de severidade. Ainda, foi
observada intensa atividade hematopoiética extramedular esplénica e hepatica
(dados nédo mostrados).
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Figura 9 - Fotomicrografias do carcinoma mamario murino 4T1. A: Fotomicrografia do tumor
primério mostrando o padrdo de distribui¢cdo do crescimento neoplasico (seta). HE, aumento
50X; B: Detalhe do tumor primario exibindo mitoses atipicas (seta). HE, aumento 400X; C:
Fotomicrografia de pulmao exibindo areas focais de metastase (setas). HE, aumento 100X;
D: Detalhe das células neoplasicas metastaticas no parénquima pulmonar (seta). HE,
aumento 200X.
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4.7 Avaliacéo do indice de proliferacéo celular por CDC47

A avaliacao do indice de proliferagcéo celular foi estabelecida por imuno-histoquimica
para o anticorpo CDC47, com base na porcentagem de imunomarcagdo nuclear
positiva das células neoplasicas para o anticorpo CDC47 em relacdo ao numero de
células com imunomarcacéo nuclear negativa. Houve maior indice de proliferacdo
celular no grupo Canola 4T1 quando comparado ao grupo Controle 4T1 (Tabela 6 e
Figura 10 A, B). Na avaliagdo dos outros grupos em relacdo ao grupo Controle 4T1

nao foram observadas diferencas estatisticas (Tabela 6).
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Tabela 6 - indice de proliferacéo celular (%) a partir da expresséo de CDC47 dos
animais dos grupos com tumor alimentados com dietas a base de diferentes 6leos

Grupos CDC47
Controle 4T1 625+19
Canola 4T1 68,74 +1,2*
Peixe 4T1 65,9+ 1,3
Linhaca 4T1 64,48 +1,5

Valores expressos em média + erro padrdo da média, n=7. * p< 0,05 em relacéo ao Controle 4T1
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Figura 10 - Fotomicrografia do carcinoma mamario murinho 4T1, expressdo imuno-
histoquimica por CDC47 no nucleo das células neoplasicas (setas). A e B: Fotomicrografias
exibindo o perfil de imunomarcagéo nuclear entre animais dos grupos Controle 4T1 (A) e
grupo Canola 4T1 (B). O grupo Controle 4T1 (A) apresenta maior indice de proliferagéo
guando comparado ao grupo Canola 4T1 (B). Imuno-histoquimica, DAB, contracoloracao
com Hematoxilina de Harris, 400X.
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4.8 Infiltracdo de macroéfagos e neutréfilos nos tumores

O acumulo de neutroéfilos e macrofagos no sitio tumoral foi determinado a partir da
medida da atividade de MPO e NAG, respectivamente. Os dados revelaram
aumento de neutréfilos nos tumores dos animais do grupo Peixe 4T1 quando
comparado aos animais dos demais grupos e reducdo de macrofagos em relagéo

aos animais dos grupos Canola 4T1 e Linhaga 4T1 (Figura 11).
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Figura 11 - Andlise dos niveis de MPO (A) e NAG (B) no tumor dos animais dos grupos alimentados
com dietas a base de diferentes 6leos. As barras representam média + erro padrdo da média, n=7.
*

p<0,05.

4.9 Concentragcao de hemoglobina, VEGF e TNF a nos tumores

A angiogénese foi analisada pelos parametros conteudo de hemoglobina e niveis de
VEGF. Nao foi observada alteracao significativa na concentracdo de hemoglobina
entre os grupos. Porém, houve aumento de VEGF no grupo Peixe 4T1 em relacéao

aos demais grupos (Figura 12).
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Figura 12 - Marcadores angiogénicos no tumor dos animais dos grupos alimentados com dietas a
base de diferentes 6leos. (A) Dosagem de Hb e (B) Dosagem de VEGF. As barras representam
média * erro padrao da média, n=7. *p<0,05.

A figura 13 apresenta as concentragfes de TNF-a no sitio tumoral. N&o foi

observada alteracéo significativa entre os diferentes grupos.
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Figura 13 - Niveis de TNF-a no tumor dos animais dos grupos alimentados com dietas a base de
diferentes 6leos. As barras representam meédia + erro padrdo da média, n=7.
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5 DISCUSSAO

Os lipideos da dieta podem modificar a progressédo e agressividade do cancer de
mama por meio de diferentes mecanismos que podem influenciar a expresséao
genética, modulacdo da inflamacéo, proliferacdo celular, angiogenése e metastases
(AZORDEGAN et al., 2013). Diversos estudos mostram efeitos benéficos dos acidos
graxos poli-insaturados n-3 na progressao do tumor. Alguns mecanismos incluem
supressdo de AA derivado da biossintese de eicosanoides, o que resulta em
reducdo da proliferacdo de células tumorais, potencial metastatico, modulacdo da
inflamacéo, apoptose, e modulacao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(KANG e LIU, 2013; MACLENNAN e MA, 2010; ROSA et al.,, 2012; WENDEL e
HELLER, 2009). Por outro lado, os acidos graxos poli-insaturados n-6 sao descritos
como promotores de proliferacao celular (MACLENNAN e MA, 2010).

Neste estudo utilizamos diferentes 6leos que apresentaram propor¢des de PUFAS
n-6/n-3 distintas para a elaboragéo de dietas, com o intuito de avaliarmos os efeitos
dessa relacdo no desenvolvimento do carcinoma mamario murino 4T1. O Oleo de
peixe apresentou menor relacdo n-6/n-3, pois este 6leo contém nao s6 os acidos
graxos precursores (acido linoléico n-6 e acido alfa-linolénico n-3), mas também os
produtos do metabolismo de n-3, EPA (20:5) e DHA (22:6) (BORSONELO et al.,
2013).

O consumo de dietas elaboradas com os diferentes 6leos nao influenciou o peso
corporal dos animais, 0 que era esperado, visto que essas dietas apresentavam o
mesmo valor calorico e foram consumidas em quantidades semelhantes. Em estudo
para avaliar o efeito quimiopreventivo de diferentes 6leos em ratos Wistar com
lesbes pré-cancerosas do colon, Rosa et al. (2012), ofertaram dietas com 4% de
Oleo de soja, peixe ou linhaga durante 9 semanas. Os autores verificaram que nao
houve alteracdo do ganho de peso dos animais com os diferentes tratamentos.
Resultado semelhante também foi encontrado por Borsonelo et al. (2013) utilizando
11% de Oleo de soja, peixe ou linhaca na dieta durante 30 dias em experimento com
ratas da linhagem Wistar.
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O presente estudo também avaliou o efeito de diferentes fontes dietéticas sobre o
metabolismo lipidico dos animais experimentais. Os animais com tumor sem
intervencao tiveram alteracbes no metabolismo lipidico, caracterizada por reducéo
de colesterol carreado nas lipoproteinas e maior excrecéo fecal de lipideos totais,
colesterol e triglicerideos. A alimentacdo dos animais do grupo Linhaca 4T1 causou
aumento de colesterol e triglicerideos circulantes e diminuicdo do conteddo de
lipideos totais hepaticos e do grupo Peixe 4T1 resultou em aumento dos niveis de
triglicerideos circulantes e reducdo do conteudo de triglicerideos no figado em

relacdo aos demais grupos com tumor.

As células cancerosas reprogramam suas vias metabdlicas para atender suas
demandas anormais para proliferacdo e sobrevivéncia. Dentre as principais
alteracbes metabdlicas induzidas pelas neoplasias malignas, destacam-se a
deplecdo dos depositos lipidicos, o incremento da lipdlise e principalmente o
aumento da lipogénese (KUEMMERLE et al., 2011; ZHANG e DU, 2012). A maioria
dos tecidos normais usam lipideos exdégenos adquiridos da dieta para a sintese de
novos lipideos estruturais, enquanto que a sintese de novo de acidos graxos é
normalmente suprimida. Em contraste, a lipogénese é normalmente aumentada em
células tumorais, o que leva ao acumulo desses &cidos graxos no
organismo (ROMERO-GARCIA et al., 2011). As células do cancer de mama (e
muitos outros tipos de células cancerosas) sintetizam 95% de acidos graxos
endogenamente, apesar de quao abundantes sejam extracelularmente. Além disso,
as células tumorais parecem ser altamente dependentes da lipogénese para a sua
proliferacédo e sobrevivéncia (ZHANG e DU, 2012).

Os PUFAS n-3 podem aumentar a atividade metabdlica do figado, por estimular a (3-
oxidacdo, inibindo a sintese de acidos graxos e de triglicerideos, levando, dessa
forma, a reducédo do actmulo hepatico de lipideos (GAIVA et al., 2003), podendo
justificar o resultado encontrado no grupo Peixe 4T1. O 6leo de linhaga, embora rico
em ALA, tem converséao limitada para EPA e DHA em humanos, produzindo apenas
5,0% e 0,5%, respectivamente (ZHENG et al., 2013). Outros autores encontraram
gue ratos alimentados com dietas contendo 4% de Oleo de peixe apresentaram
diminuicdo na concentracdo de colesterol total, HDL e triglicerideos séricos

comparados com os grupos alimentados com dietas contendo a mesma quantidade
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de Oleo de linhacga, oliva e soja. Os resultados mostraram que o grupo alimentado
com dieta contendo menor relacdo de n-6/n-3 apresentou maior reducéo de lipideos
no soro (ROSA et al., 2010).

Em humanos, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a principal transportadora
de colesterol para todos os tecidos, carreando 2/3 do colesterol total (FIRESTONE,
1994). Nos roedores, a lipoproteina de alta densidade (HDL) é a principal
lipoproteina que transporta e distribui o colesterol para os tecidos, ao invés da LDL
como ocorre no homem (GROENER et al., 1989). Varios tipos de células
neoplasicas possuem maior captacdo de LDL, sendo documentado diminuicdo de
LDL plasmatica em pacientes com cancer e aumento do nimero de receptores para
LDL (LDL-R) em células tumorais. A alta necessidade de colesterol-LDL, pelas
células malignas, esta relacionada ao rapido crescimento e divisédo celular (CRUZ et
al., 2013; LEON et al.,, 2010; FIRESTONE, 1993). Nosso trabalho mostrou que
animais do grupo Controle 4T1 tiveram reducéo do colesterol transportado em HDL
em relacdo ao grupo Controle, sugerindo maior captacdo hepatica desta lipoproteina

ou podendo também ser justificado pela maior excrecao fecal de colesterol.

A peroxidacao lipidica € definida como cascata de eventos bioquimicos resultantes
da acado de radicais livres sobre lipideos de membranas celulares. A maior classe
de biomoléculas susceptiveis ao dano oxidativo por espécies reativas de oxigénio
(EROS) sdo os PUFAS (KOLANJIAPPAN et al.,, 2003). No presente trabalho,
animais do grupo Canola 4T1 e Linhaca tiveram menores niveis hepaticos de
TBARS. O maior conteido de MUFAS encontrado no 6leo de canola parece ter sido
fator protetor para a peroxidacao lipidica hepatica em animais com tumor. Por outro
lado, o consumo de 6leo de linhaca, embora rico em &cidos graxos n-3 mais

propensos a peroxidacao, foi benéfico em animais sem tumor.

O presente estudo mostrou que dietas a base de diferentes 6leos com baixa relacao
n-6/n-3 nao foram capazes de alterar o crescimento do tumor, assim como o numero
de metastases. Alguns estudos tém mostrado reducédo do tumor primario e nimero
de metastases em modelos animais de cancer de mama, porém utilizando elevada
guantidade de lipideos na deita (CHO et al., 2010; ROSE et al., 1995; TAPIERO et

al.,, 2002), chegando até 20%, aumento de cinco vezes mais que o0 Vvalor
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recomendado para roedores (CHEN et al., 2006; HUBBARD et al., 1998). Dessa
forma, extrapolando para humanos, seria inviavel uma recomendacéo de lipideos

com aumento na mesma proporgao.

A proliferagdo anormal de células resultante da desregulacdo do ciclo celular
desempenha papel fundamental na tumorigénese. A descricdo quantitativa da
proliferacdo de células de tumores pode ser usada para predizer o comportamento
biolégico de uma neoplasia em particular (BACCHI e GOWN, 1993; GAMBICHLER
et al., 2008). No presente trabalho, animais do grupo Canola 4T1 tiveram maior
indice de proliferacdo celular quando comparados ao grupo Controle 4T1, contudo
este resultado ndo implicou em maior crescimento do tumor ou aumento do nimero
de metastases. Por outro lado, Cho et al. (2010) observaram que o 6leo de canola
inibiu a proliferacdo de células cancerigenas tanto in vitro como in vivo, porém esse
efeito foi mediante a associacdo desse 6leo com tamoxifeno e cerulenina, drogas

antineoplasicas.

As células inflamatdrias tém efeitos potentes sobre o desenvolvimento do tumor. No
inicio do processo neoplasico, estas células sdo promotores poderosos, produzindo
ambiente atraente para o0 crescimento do tumor, facilitando e promovendo a
instabilidade gendmica e a angiogénese. Posteriormente, no processo de
tumorigénese, as células neoplasicas também desviam 0s mecanismos
inflamatorios, com o intuito de favorecer a disseminagcdo neoplésica e a metastase.
No entanto, o recrutamento de células inflamatoérias pode também ter efeito negativo
para o desenvolvimento dos tumores, representando tentativa por parte do
organismo de suprimir o crescimento tumoral (COUSSENS e WERB, 2002). Dessa
forma, acreditamos que o aumento de MPO, marcador indireto da infiltragcdo de
neutréfilos (MARQUES et al., 2011; MENDES et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2005),
no sitio tumoral do grupo Peixe 4T1 possa constituir mecanismo antitumoral do 6leo
de peixe, na tentativa de inibir o desenvolvimento do tumor (LEIFLER et al., 2013).
Além disso, existe limiar critico na intensidade da inflamagé&o peritumoral, abaixo do
qual as células inflamatorias suportam o0 crescimento do tumor através da
degradacdo da matriz extracelular e promovendo a angiogénese. Entretanto, acima
desse limite, o efeito antitumoral das células inflamatdrias agudas deve tornar a sua

atividade pré-tumoral irrelevante (SOUTO et al., 2011).
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No sitio tumoral, macréfagos ativados sdo recrutados e cooptados pelas células
alteradas, sofrendo diminui¢cdo de sua funcdo imune e exacerbacgéo de sua fungéao
trofica (ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Densidades elevadas de macréfagos no
tecido neoplasico foram relacionadas a pior progndstico, pois 0s macrofagos séo
envolvidos em processos de inflamagdo crénica e parecem estar associados a
progressdo tumoral e metastase (COUSSENS e WERB, 2002). Em nosso trabalho,
animais do grupo Peixe 4T1 apresentaram reducdo de NAG no tumor em relacéo
aos grupos Canola 4T1 e Linhaca 4T1, e isso se correlaciona com menor presenca
de macrofagos, visto que a atividade de NAG é aumentada em macrofagos ativados
gue migram para o sitio tumoral (GRIVENNIKQOV et al., 2010). Dessa forma, o 6leo

de peixe estaria atuando na supressao de macréfagos no sitio tumoral.

O crescimento dos tumores requer aumento do fornecimento de sangue
intratumoral, que é desencadeado por hipdxia tumoral, sendo um dos mecanismos
de promocéao da angiogénese (GRIVENNIKOQV et al., 2010). Por outro lado, a hipdxia
prolongada do tecido tumoral também pode induzir a necrose, sendo regides
necroticas caracteristicas de tumores solidos (BROWN, 2007). Véarias moléculas tém
mostrado desempenhar importante papel na angiogénese, entre elas o VEGF, que
causa a dilatacdo dos vasos sanguineos, proliferacao celular e migracdo de células
endoteliais (KANG e LIU, 2013). O VEGF é abundantemente produzido por células
tumorais em hipéxia, células endoteliais, macréfagos ativados e outras células do
sistema imune (BROWN et al., 1997). Neste estudo, o grupo Peixe 4T1 apresentou
aumento dos niveis de VEGF. Apesar disso, nao houve modificacdo do contetudo de
hemoglobina (indice vascular) no tecido tumoral desse grupo e dos demais grupos
avaliados, sugerindo-se que o aumento de VEGF estaria relacionado a possivel
aumento da hipodxia tecidual no sitio tumoral dos animais do grupo Peixe 4T1, como

tentativa de suprimir o desenvolvimento do tumor.

O TNF-a é a citocina proé-inflamatéria mais importante envolvida no crescimento,
diferenciacéo, fungéo celular, e a sobrevivéncia de muitas células. E produzido por
diversos tipos de células, incluindo macrofagos, neutrofilos, fibroblastos,
gueratinécitos e as células tumorais, e, tem sido implicada no desenvolvimento e
progressao do tumor (YANG et al., 2011). Alguns trabalhos tem mostrado possivel

atuacdo dos metabdlitos dos PUFAS n-3 na regulacdo da producdo de TNF-a em
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tumores e processos patolégicos de angiogénese (CONNOR et al., 2007,
WEYLANDT et al., 2011). No entanto, no presente trabalho, a concentracdo de TNF-

a no sitio tumoral nao diferiu entre os grupos.
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6 CONCLUSAO

A partir do que foi explanado e discutido no presente trabalho, podemos concluir que
a baixa relacdo de PUFAS n-3 presente no 6leo de canola, embora ndo tenha
ocaionado reducdo do crescimento do tumor e metastases, levou a menor
peroxidacdo lipidica no figado e aumento da proliferacdo celular no tumor dos
animais alimentados com esse 6leo. O 6leo de linhacga, por sua vez, também néo foi
capaz de reduzir o crescimento do tumor e mestastases, mas ocasionou reducao de
triglicerideos e aumento da peroxidacdo lipidica no figado, além de aumento de
triglicerideos e colesterol circulantes. Por outro lado, o 6leo de peixe, mesmo néo
tendo alterado o crescimento do tumor e mestastases, foi capaz de reduzir
triglicerideos no figado, além de aumentar a atividade de MPO, relacionado a
infiltracdo de neutréfilos, e reduzir NAG, marcador de macrofagos, no sitio tumoral.
Além disso, induziu o aumento de VEGF nos tumores, que hipotetizamos ser devido

a aumento da hipoxia tumoral nesse grupo.

Diante disso, o consumo de dietas a base de diferentes 6leos, com baixa relacéo n-
6/n-3, apesar de ndo terem alterado o crescimento do tumor e reduzido o niumero de
metastases, exerce efeitos distintos sobre o metabolismo lipidico, processos
angiogénicos e inflamatérios, e na proliferacdo celular em modelo de carcinoma

mamario murino 4T1.
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