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I. Revisdo de literatura 2

1. 1) Programacdo fetal e fenotipo economico (t1rifty phenotype)

Diversos estudos tém sido desenvolvidos e apontaihérecias crescentes da
contribuicdo da programacao nutricional no desesw@nto de doencas na vida adulta
(Wells, 2003).

O desenvolvimento do embrido humano néo € isoladeed ambiente. Os fatores
ambientais sdo uma parte fundamental do ciclodie do organismo. A remocao ou alteracdo
desses fatores podem alterar o desenvolvimehtoelacdo entre a nutricdo materna e o
desenvolvimento de doencas na vida adulta temcsidsiderada por varias décadas (Wells,
2003).

Widdowson & McCance (1960) demonstraram efeitasnpeentes da nutricdo nas
fases iniciais do desenvolvimento sobre o tamareh@atbs na vida adulta, enquanto Davison
& Dobbing (1968) formularam a “hipOtese de pericmd@ico” para descrever os efeitos
irreversiveis da nutricdo materna sobre o desemehto cerebral. Barker (1992, 1998b)
contribuiu com evidéncias epidemiologicas que iadim que a subnutricdo, durante a vida
fetal e infancia, predispde a uma série de doemgasiida adulta. Este mecanismo €
denominado “programacéao”, e o termo foi empregasla primeira vez por Lucas (1991). O
autor define o termo como um estimulo ambientalinpiria durante periodos criticos do
crescimento e desenvolvimento que podem alterangregntemente estruturas e funcodes
teciduais.

O conceito de programacéo fetal sugere que ofdetle ser programado durante o
desenvolvimento intra-uterino para desenvolver dagnna vida adulta (Langley-Evans,
2004). Décadas mais tarde, os efeitos da programamdem ser refletidos por adaptacdes
irreversiveis que acarretam mal funcionamento deduogdo e até mesmo diminuicdo na

longevidade. (Lucas, 1991). Este fenbmeno é masti@dramaticamente kagura 1.
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Figura 1- Representacdo diagramatica da programacao

A programacao pode determinar de forma profundarfil da salde e as doencas que
irdo acometer um individuo ao longo de sua vidali@V@003). De fato, quando o feto é
colocado sob a influéncia de determinados estinduosnte o desenvolvimento embrionério,
as respostas adaptativas que ocorrem nesse pegramam ser memorizadas e fixadas
permanentemente (Lucas, 1991). Estudos apontara gunel as implicacées da manipulagéo
do ambiente fetal podem ndo estar limitadas apanpemeira gestacdo, e os efeitos da
programacao se prolonguem pelas geragdes subses|@rake & Walker, 2004).

Este novo paradigma também sugere que a sustidptiei a doencas (incluindo
disfuncdes reprodutivas) é resultado da influémi@anutricdo e da exposicdo ambiental a
agentes toxicos e ao estresse durante o peria@feeonatal (Heindel, 2007). Estas incluem

doencas cardiovasculares, hipertenséo arteridbethia do tipo I, doencas renais, doencgas
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pulmonares crénicas obstrutivas, osteoroporosejizstenia, depressdo, cancer de mama e
sindrome dos ovarios policisticos (Ozane et aD420

O interesse no potencial para doencas humanas peogramadas no Utero tem sido
crescente nos ultimos anos. As implicacfes paridespublica em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, tem resultado em grande nudepesquisas experimentais unindo-se
as epidemiolégicas com a finalidade de exploramt@reza do problema e desvendar os
mecanismos bioldgicos e moleculares da programagé&ogrande nimero de pesquisadores
internacionais nesse campo promoveu a fundacadmdesaciedade voltada para o estudo das
origens fetais das doencas da vida adulta, dendmibd¥DHaD (International Society for

Developmental Origins of Health Disease) (Langlewis, 2004).

Evidéncias epidemioldgicas apontam que tanto acém quanto o aumento do
crescimento no periodo fetal podem estar associadasumento do risco para cancer. O
consenso atual aponta que o tamanho na infand@aeadulta estdo relacionados a aumento
do risco para cancer de mama, préostata, do coletogsistema hematopoético e endométrio.
(Ozane et al., 2004). Estudos epidemiologicos glezionem o estado de nutricdo materna e
seus efeitos nos descendentes sdo necessarios de fam examinar a hipétese de que as
doencgas da vida adulta na populacdo humana podemgem fetal (Xiao et al., 2007).

O uso de modelos animais favoreceu o entendindagaelacées entre modificacdes
do ambiente materno e a saude da prole ao long@adaA natureza dos estudos em animais
concentra-se tipicamente na alteracéo de aspesypiesiéicos da nutricdo materna (reducéo do
conteudo protéico, restricdo alimentar global omoneonsumo de calorias) durante periodos
criticos do desenvolvimento (inicio do desenvolvitoe periodos de organogénese,
crescimento fetal) e os resultados destas altesag@seaude e na fisiologia da prole (Watkins

& Fleming, 2009).
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Fetos de rato ou cabra expostos a restricdo almematerna (desnutricdo total), ou
deficiéncia de nutrientes especificos resulta ewgnamacdo que leva a alteracdes na
fisiologia e no inicio de processos patoldgicosidaale adulta (Bertram & Hanson, 2001,
Langley-Evans, 2001). A deficiéncia materna dervitea B e metionina, durante o periodo
periconceitual em ovelhas induz na prole valoresorea de peso e gordura corpéreos
associados a hipertensédo, com evidéncias de mudapgenéticas associadas com o perfil
de metilacdo do DNA de muitos genes (Sinclair €28l07). Xial et al. (2007) demonstraram
que o desenvolvimento de multiplos tumores do coén roedores induzidos pelo
azoximetano (AOM) possui um componente fetal viagpamacao nutricional. Em macacos,
a exposicao materna a uma dieta rica em gordurasgmciada a alteracdes epigenéticas e do
perfil metabdlico fetal (Cox et al., 2009).

Uma das consequéncias da programacao fetal éagagedo fendtipo econdémico.
Hales & Barker (1992) propuseram a hipétese dotieméecondmico (thrifty phenotype)
como uma explicacdo para a associacdo entre owdgemento inicial e doencas da vida
adulta. O feto pode adaptar seu préprio desenvehionem resposta direta ao ambiente
uterino, mediado por fatores como nutricdo materfisiologia (Gluckman & Hanson, 2004;
McMileen & Robinson, 2005; Hanson e Gluckman, 20@8)esposta a dieta materna permite
que o feto faca ajustes no seu crescimento e nist@loode forma que sua morfofisiologia
seja compativel com a disponibilidade pdés-natal ndérientes sugeridas pelo ambiente
uterino. Se o ambiente é privado de nutrientesgarosmo se adapta a essa condigado (Wells,
2003). Em termos mais simples, ou o feto se adaptaorre (Lucas, 1991). A hipbtese do
fenotipo econdémico propde que condicbes adversadasas iniciais do desenvolvimento
levam a alteracbes metabdlicas e fisiologicas gqaempvem a sobrevivéncia do organismo,

selecionando uma via de crescimento adequado aeteb
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A hipdtese do fenotipo econdbmico € uma plausivgllieacdo para descrever a
aparente associacao entre o desenvolvimento irgctidencas da vida adulta. Entretanto, é
cada vez mais aceitavel a importancia da epigenétmo via comum de interacdo entre os
genes e fatores ambientais como a dieta. Mudangasidas durante as fases iniciais do
desenvolvimento podem influenciar a predisposicadivarsas doencas cronicas, como 0
cancer. Dessa forma, € cada vez mais cabivel cetondte que 0S processos epigenéticos
programam o desenvolvimento e interagem com o artgi@utricional uterino para
influenciar doencas na vida adulta. A importanaagdile o0 mosaico epigenético pode ser
modulado pelo ambiente nutricional uterino e comaeacfendtipo dentro desse mosaico altera
a susceptibilidade a doencas crénicas na vidaadigimanda estudos adicionais (Ross &
Milner, 2007).

O fendtipo econdmico refere-se, portanto ao dedeinvento da plasticidade (Wells,
2007).A condicao de plasticidade fenotipica relata alltitale de um organismo alterar sua
fisiologia e/ou morfologia em decorréncia de sumragdo com o ambiente. Entretanto, a
plasticidade fenotipica € perdida precocemente ntieir® periodo de desenvolvimento
humano, e subseqientemente, mudancas ambient@is) g@decionar uma via inapropriada,
levando a efeitos adversos sobre a saude. Essdoparajera incerteza se o fendtipo
econbmico € de fato adaptativo ao organismo. O tifaméecondmico ndo deve ser
considerado um conceito dicotbmico. Em vez disswedeferir-se a capacidade de todos os
descendentes responderem a informacdes sobre cerdaemldurante o desenvolvimento
ontogenético inicial (Wells, 2007).

A investigacdo dos impactos da programacao fetadesa fisiologia e satude humana

encontra-se em estagio inicial e ndo sdo conheadoagentes ou cenarios intra-uterinos

capazes de agir como insulto ou estimulo (Well8320
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1. 2) Cdncer do colon

O céancer do célon é um dos principais responsgweids mortes por neoplasias
malignas, principalmente em paises do ocidentetezceiro tipo de cancer mais comum no
mundo (Parkin et al., 2001, 2005). Globalmentege dgio de cancer € um importante
problema de salde e sua incidéncia tende a aumeortara “ocidentalizacdo” do padrédo

alimentar adotado pela populacéo. (Ries et al.0;2d0we et al., 2001)

Nos Estados Unidos, é considerada a terceira ciusaorte por cancer (Jemal et al.,
2003). No Brasil, segundo o Instituto Nacional dm€er (INCA, 2008), figura entre as cinco
principais causas de morte por cancer e a dist@bupercentual de tumores malignos do
célon e reto aproxima-se dos registros encontradogaises desenvolvidos. O niumero de
casos novos de cancer de cdlon e reto estimadasade 2008 é de 12.490 casos em homens
e de 14.500 em mulheres. Estes valores correspoademrisco estimado de 13 casos novos
a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil maghéla regido Sudeste, sem considerar
0os casos de cancer de pele ndo-melanoma, o céecedlah e reto foi o terceiro mais
incidente (21 novos casos a cada 100.000 mulheresd a populagédo feminina em 2008.

Entre os homens, foi o terceiro mais incidenten(@®s casos a cada 100.04@jgura 2)
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Tipos de cincer mais incidentes, estimados para 2008, na populagio brasileira,

semn pele ndo melanoma,
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Figura 2- Tipos de cancer mais incidentes estimados pard, 2@gundo o Instituto Nacional

do Céncer (INCA)
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1. 3) Carcinogenese expermental

O desenvolvimento do cancer ou carcinogénese, aimlocanalisado em modelos
experimentais, € um processo extremamente compleaido em pelo menos trés etapas:

iniciacdo, promocao e progressao (Dragan & Pi@f1).

Na carcinogénese quimica,niciacao é caracterizada pela exposicao de células-alvo
a uma dose apropriada de cancerigeno (iniciadogyeoresulta em lesbes permanentes no

DNA, apés um ciclo de diviséo celulafigura 3)

: Iniciacdo o Promocgéao o Progressao |
| I ] | |
Cancerigenos

Danos no DNA Apoptose? Apoptose?
©_’©—>.—> —>»—>—> | CANCER
Célula Célula com _C_él_ula
normal danos no DNA iniciada

Lesao pré-neoplasica

™~ “

AProliferagao

Cancerigenos

Figura 3- Etapas da carcinogénese quimica (Dragan & Pit&t1)19

Os cancerigenos quimicos (molécula original ou metabdlito) possuem atomos
altamente reativos capazes de capturar elétronsitids nucleofilicos como DNA, RNA,

proteinas e lipideos em células-alvo especificagdRet al., 2005). Essa interacdo resulta em
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alteracbes profundas no DNA, que podem levar dacé@lumorte ou a aquisicdo de mutacdes
em genes criticos que controlam o ciclo celularap@ptose (Rundle, 2006; Ushijima et al.,
2006). As células-alvo se tornam ceélulas iniciadamndo sobreviveram ao estimulo

mutagénico sobre o seu DNA (Schulte-Hermann e1899).

Na promocdao, as células iniciadas com alteracdes genéticasreafim processo de
expansao clonal originando lesdes pré-neoplasiassa fase, a presenca de substancias
cancerigenas promotoras ou nao genotoxicas aceleralasenvolvimento dessas lesbes
proliferativas e o surgimento de lesbes displas(€agura 3). Os agentes promotores ou
epigenéticos, como a dieta, atuam sobre as céhutaadas por diversos mecanismos, dentre
0S quais, a ativacao de proteinas quinases engslvid fosforilacdo de diversos substratos
das vias de transducdo de sinais, principalmenteelasionadas a fatores de crescimento
(Herman, 2005). Além disso, as células iniciadapaadem diferentemente a promotores, se
comparadas a células normais, resultando em exparedélar seletiva. A multiplicacéo
celular excessiva desses clones celulares possikitn maior acimulo de mutacdes e
instabilidade no DNA e o desenvolvimento de anaplgse levam as células envolvidas a

conversao maligna e evolucado para a etapa seglardarcinogénese.

Na etapa final ou dprogressaodo processo de carcinogénese, as células neopglasica
apresentam grau elevado de anaplasia, com elevadues de proliferacdo e indices de
apoptose reduzidos, caracterizando o fenétipo malirigura 3). O agente promotor é
dipensavel nessa fase, pois as células que atingisae estagio de desenvolvimento tumoral
sdo auto-suficientes aos estimulos para crescingemtoltiplicacdo celular. O préximo passo
dessas células malignas é a infiltragcdo d mattiaeslular e a disseminacao por via linfatica
e vascular para outros tecidos do hospedeiro, tesizando a etapa de metastases. Esse

fenbmeno é dependente de uma série de caracesistiguiridas pelas células malignas no



I. Revisdo de literatura 11

decorrer das transformacdes celulares como: (aoldesento (“afrouxamento das juncdes
intercelulares”) das células tumorais umas dasaswdrdo tecido adjacente, (b) degradacao da
matriz extracelular e da membrana basal, (c) fmagdcomponentes ancoradouros de
locomocdo da matriz (fibronectina, laminina e celém principalmente) e (d) migracao
intertecidual. Isso significa que as células magyse tornam capazes de romper a lamina
basal endotelial, atravessar a parede vasculair @masua luz, onde podem circular para

locais a distancia e interagir com células do siatenunoldgico (Robbins & Cotran, 2005).

Ha varias evidéncias de que a alimentacdo tem pap®rtante nos estagios de
iniciagdo, promocdo e progressdo do desenvolvimemopldsico, destacando-se como
importante modulador do risco ou de protecdo cootrdesenvolvimento de neoplasias

especificas (Garofolo et al., 2004).
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1. 4) Dieta ocidental como jator de risco pard cancer

A etiologia dos tumores malignos do colon é extraerate complexa e ndo bem

definida, porém a importante influéncia de fator@sbientais € reconhecida como

moduladora do processo de carcinogénese (Taclav&d\@001).

O padréo alimentar das populagbes de muitos pamseu substancialmente na
segunda metade do século 20, geralmente com aumierdgonsumo de carne, e diminui¢éo
do consumo de alimentos ricos em amido e fibrasliilee et al., 1996). A alimentacgé&o rica
em gordura, pobre em fibras e oligoelementos, dad@ dieta do tipo ocidental, tem sido ha
tempos fortemente associada ao aumento da incalé&reicancer do colon no homem
(Armstrong & Doll, 1975). Por outro lado, a alimac&io pobre em gordura, rica em fibras e
calcio, vegetais e frutas parece proteger conttesenvolvimento deste tipo de cancer (Negri

et al., 1994).

Essa alta incidéncia de cancer pode ser atribwigdrao alimentar adotado por estes
paises, caracterizado por alimentacdo excessivgomiras e proteinas de origem animal,
incluindo carne vermelha ou processada e pobreil@asf Isso favorece a fermentacdo de
acidos graxos e biliares pela acdo de bactérieer@ias, levando a formacao de substancias
carcinogénicas, que atuam na luz intestinal, altkxao DNA das células e promovendo a
sequéncia adenoma-adenocarcinoma. Esse padraontalingesignado como ocidental é
pobre em substancias antioxidantes, que possuem r@g@dnhecidamente inibidora do

processo carcinogénico (Tacla & Neves, 2001).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicano o consumo de carne
vermelha correlaciona-se com o aumento do risca pancer do colon e reto: aminas
heterociclicas mutagénicas e hidrocarbonetos aromsgpoliciclicos sdo formados quando a

carne é preparada em altas temperaturas (Gooderhain 1997, Kazerouni et al., 2001).
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Nitritos e componentes liberados na fumaca, samearnes processadas sao convertidos em

compostos N-nitrosos, carcinogénicos para o c@amgpam et al., 1996).

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém demamistevidéncias crescentes da

contribuicdo de fatores alimentares no desenvolviméde neoplasias (Glade, 1999).

Em estudos epidemioldgicos, as investigacdes cwantuque, 0 risco € maior com o
aumento do consumo de carne vermelha e processadajdo esta associado com 0 consumo
total de carne (Norah et al., 2002). Entretanttydess de cohort de vegetarianos de paises
desenvolvidos ndo apresentaram baixas taxas de partcancer do coélon e reto, sugerindo
que a carne nao parece ser o elemento-chave dastatas deste tipo de cancer em paises

desenvolvidos (Key et al., 1998).

Experimentalmente, a exposicao a dieta ocidentarde a vida adulta constitui fator
de risco para o desenvolvimento de lesdes pré-asiops e neoplasicas no célon de roedores

(Newmark et al., 2001).

Camundongos alimentados com dieta ocidental ami@sen aumento significativo
das taxas de proliferacdo celular no pancreas €., 1995), préstata (Xue et al., 1997),
colon (Newmark et al., 1990, 2001) e nos ductasiteais das glandulas mamarias (Khan et
al., 1994). Newmark et al. (2001), demonstraramndugdo de tumores intestinais em
camundongos através de alimentagdo com dieta dmtjgental, rica em gordura, e pobre
em célcio, vitamina D, acido fdlico, colina e fibrana auséncia de exposi¢céo a cancerigenos
quimicos. Estes autores em estudo de 20 semanasoegimres normais, expostos a dieta
ocidental observaram hiperproliferagdo e hiperpladias células epiteliais coldnicas
(Newmark et al., 1990), que foram revertidas pelmento da ingestao de célcio e vitamina D

(Newmark et al., 1991, Richter et al., 1995). A taieocidental também induziu
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hiperproliferacdo e hiperplasia das células epiteinamarias (Khan et al., 1994, Xue et al.,
19964, 1999), do pancreas exaocrino (Xue et al.64,99999) e da prostata (Xue et al., 1997,

1999) em roedores.

Risio et al. (1996), observaram lesdes displasinas criptas do colon de
camundongos normais expostos a dieta ocidentalseida@de 104 semanas. Entretanto, ndo
houve o desenvolvimento de adenoma ou adenocarainenmucosa do célon. Em estudos
com camundongos das linhages 1638N, ApcMin e Mcc, portadores de mutacdes-alvo
para o desenvolvimento de neoplasias intestinammpdstram que exposi¢ao a dieta ocidental

aumentou a incidéncia de lesdes neoplasicas (Maalg #4997, 1998, 1999).

Varios estudos revelam que o aumento da entradardpostos alimentares bioativos
no organismo como fibras, acido félico, calcioamiina D e colina podem modular o risco

para cancer do colon (Baig, 2007).

A utilizacdo de dietas ricas em fibras, pela ingestie frutas e legumes, além da
liberacdo de substéncias antioxidantes, promowler@mento do transito intestinal e, dessa
forma, reduz o tempo de contato das substanciasnogénicas com a luz intestinal
(Ferguson et al., 19907 fermentacdo das fibras no intestino grosso leyaaaucdo de
acidos graxos de cadeia curta, tais como butiie, parece exercer atividade protetora
contra o cancer do célon, através de sua habiligada promover diferenciacdo celular,
inducdo da apoptose e inibir a producéo de acidiesds secundarios, através da reducdo do
pH do conteddo intestinal (Hague et al., 1995; Maggst et al., 1995). Os resultados de
estudos epidemiolégicos demonstraram baixo risea pancer do colon associado a alto
consumo de fibras, frutas, e vegetais (Potter &n8tetz, 1996; Jacobs et al., 1998).
Entretanto, estudos experimentais ndo referendassa correlacdo. (Fuchs et al., 1999;

Michels et al., 2000; Terry et al., 2001).
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Compostos bioativos como o acido folico, que énel#o essencial na sintede
novo de purinas (A e G) e do timidalato, apresenta apepessencial na replicacdo do DNA
e na divisdo celular e podem modular a carcinogéligéasmes et al., 1994; Blount et al.,
1997). O acido folico exerce importante papel ndalmaismo do DNA, e sua deficiéncia
parece aumentar o risco para cancer através desvagcanismos, que incluem a reducdo na
metilacdo do DNA e a incorporacédo de uracil aosnd timina na cadeia do DNA (Chen et
al., 1999) e justamente a depurinacdo é a forma nmhum de dano espontaneo ao DNA

(Robien & Ulrich, 2003).

A colina foi reconhecida oficialmente como um rente essencial pelo Instituto de
Medicina (IOM) em 1998. E um nutriente essenciaamatransporte de lipidios no figado e é
a principal fonte de grupos metil na dieta. A caléimportante durante o desenvolvimento
fetal, quando influencia na proliferacdo celulaapoptose, alterando a estrutura e funcéo

cerebral (Zeisel, 2006).

A alta ingestédo de calcio, vitamina D, ou ambosepatiuzir o risco para cancer do
célon e reto (WCRF 1997; COMA 1998; Wu et al., 20024 evidéncias de um efeito
protetor do calcio e vitamina D em neoplasias dorc@ reto em animais (Lipkin et al.,
1999). Ratos expostos a uma dieta com deficiéncia em in@nD por seis semanas
apresentaram aumento da proliferacdo celular dmcél o desenvolvimento de carcinomas e

adenomas (Mokady et al., 2000; Newmark, 1991).
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1. 5) Carcinogénese do colon e 1,2-dimetilthidrazina (DMHAH)

Em 1967, Druckrey et al. demonstraram que a adinagido parenteral de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) resultou no desenvolvimemte céancer, tanto no intestino delgado
qguanto no colon de ratos (Druckrey et al., 196@§106 0s animais desenvolveram neoplasia e
0 cancerigeno mostrou-se seletivo em seus efefioss foram encontradas somente
neoplasias intestinais. A partir de entdo, a DMid sgdo amplamente utilizada em pesquisas

de carcinogénese do célon (Martin et al., 1973tSuet al., 1978).

A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) € um composto quimigenotéxico e um dos mais
freqientes agentes usados em modelos experimgra@esa carcinogénese do colon em
roedores (Sunter et al., 1978; Ohno et al., 20B1)m cancerigeno completo, que atua nas
fases de iniciacdo e promocao do cancer, capazddeir tumores no intestino delgado e no
colon com alto grau de seletividade (Thurnher et B973). Para os experimentos de
carcinogénese do colon tém sido utilizadas prebebnente a via subcutanea e
intraperitoneal (Martin et al., 1973; Richards, Z9Rubio et al., 1982). A DMH apresenta
alta especificidade para a mucosa do célon, indozgrande nimero de tumores no célon de
roedores, semelhantes aos tumores de colon hunvamtin et al., 1973; Richards, 1977;

Rubio et al., 1982).

Sua acdo genotoxica esté relacionada com a néetithg material genético das células
epiteliais do célon (Lamont & O"Gorman, 1978). Estigiacdo pode ocorrer por duas vias.
Apos ser injetada subcutaneamente, a DMH é duplanostidada no figado em axoximetano
e posteriormente, em metilazoximetanol, o qualugado ao acido glicurbnico e secretado
pela bile. Ao atingir o intestino, sofre hidroliZag por p-glicuronidases produzidas pelas
bactérias intestinais formando novamente metilametanol, que sofre oxidagéo convertendo

na forma extremamente instavel metilazoxiformaldeilste Ultimo sofre decomposi¢édo



I. Revisdo de literatura 17

formando finalmente o ion carbdnio (Lamont & O "Gamn 1978; Sohn et al., 1991;
Weisburger, 1971). Alguns autores relatam que a DMd¢us metabdlitos hepaticos podem
ser transportados até as ceélulas epiteliais doncwela corrente sanguinea, sem serem
secretados via bile (Zedek et al., 1977). O iob@ao reativo formado € capaz de metilar
DNA, RNA ou proteinas de células epiteliais colasi¢Matsumoto & Higa, 1966). Além
disso, a DMH produz aumento de radicais livres angse, figado e célon em modelos

experimentais (Arutiuian et al., 1997).

NaFigura 4 esta demonstrado o esquema da biotransformadamtia
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1. 6) Focos de criptas aterrantes (FC.As)

Entre os biomarcadores da carcinogénese do colstacden-se os de proliferacdo
celular e os morfoldgicos, que correspondem aaglfes estruturais precoces da mucosa do
célon, denominadas focos de criptas aberrantes \F84# criptas aberrantes (CA) foram
primeiramente descritas por Bird (1987) no cdélonroedores tratados com cancerigenos
guimicos e, posteriormente em humanos, por Pretioal., (1991), no célon de pacientes
portadores de adenocarcinomas. As criptas abesrantdem ser identificadas na mucosa do
c6lon, como unicas ou na forma de focos, send@oemtesignados de FCA (Tudek et al.,
1989). Os FCA séo observados com maior freqiénci@aion médio e distal, tanto em
roedores como no homem (Di Gregorio et al., 199trRues et al., 2002). Em roedores, as
criptas aberrantes sdo induzidas por compostosicpgngenotoxicos e nao genotoxicos
(McLellan & Bird, 1988a,b; Bird, 1995; Whiteley at., 1996). Os cancerigenos quimicos
mais utilizados para a indu¢cdo de FCA no colon aexdores sdo a 1,2-dimetilhidrazina

(DMH) ou seu metabdlito, a azoximetano (AOM) (Rgdgs et al., 2002).

Os focos de criptas aberrantes (FCA) sdo consideradmo lesdes pré-neoplasicas
induzidas por cancerigenos quimicos no colon des r@tudek et al., 1989; Shamsuddin &
Trump, 1981; Mc Lellan et al., 1991a) e camundor(bslellan & Bird, 1988b; Bird, 1987).

O modelo de cancer do colon induzido pela DMH eedooes € uma ferramenta importante
para se investigar a relacao entre os FCAs e cecé@eccolon (Rodrigues et al., 2002). Tem
sido proposto que o0 numero total, a distribuic@oneultiplicidade dos FCA correlacionam-se
com a incidéncia de tumores do célon (Tudek etl8B9; Mc Lellan & Bird, 1988a,b; Bird,
1987, Magnuson et al., 1993). Esta relacdo par@oeser direta e depende de varios fatores,
tais como componentes alimentares, capazes ddenrtara inducdo ou na promoc¢ao dos

FCA (Magnuson et al., 1993; Hardman et al., 1991).
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Acredita-se que os FCA sejam a expressao morfadatgcalteracdes da proliferacao e
diferenciacéo celular que ocorrem durante o pracdescarcinogénese do colon (Lamprecht
& Lipkin, 2002). De fato, na mucosa do coélon denmais tratados com cancerigenos
quimicos, as criptas aberrantes sao revestidasghaias epiteliais com diferentes graus de
maturacao celular e displasia (Bird, 1995). Hadladis que demonstraram que os indices de
proliferacéo celular sdo maiores nos FCA do qudaosucosa normal (Polyak et al., 1996;
Shpitz et al., 1997). Além disso, foi observado qad=CA apresentam mudancas no padréo
de atividade enzimatica, como reducdo das taxdsegasaminidase (Barrow et al., 1990;
Pretlow et al., 1990, 1993) e da producédo de msgcicam aumento de sialomucinas e perda
de sulfomucinas, fendmeno geralmente associadaaodg displasia e multiplicidade das

criptas (Sandforth et al., 1988; Uchida et al.,7L3%emia et al., 2004).

Foram observadas alteracbes genéticas nos FAagomo mutacdes nos genes K-
ras, APC e TP53, relacionadas a proliferacdo aelylmesenca de instabilidade de
microssatélites, um marcador de erros no sistemamio do DNA e alteragcbes em genes
associados a inflamacédo tais como o INOS e COXef €t al., 1994; Smith et al., 1994,
Nucci et al., 1997; Takahashi & Wakabayashi, 200%).FCAs com maior grau de displasia
podem apresentar acumulo citoplasmatico e nucleaB-datenina, que € um marcador

potencial de progressao neoplasica (Yamada &04lQ, 2003; Hata et al., 2004).

Desta forma, os FCA detectados durante o processgatcinogénese do colon
possivelmente correspondem a expressao, em nivelologico, do desenvolvimento
neoplasico, sendo, portanto, propostos como bicadares para testes de carcinogenicidade e
anti-carcinogenicidade, neste orgao (McLellan gt1891a,b; Bird, 1995; Wargovich et al.,
1996; Fenoglio-Preiser & Noffsinger, 1999; Schmetzal., 2000), especialmente, quando

associado a deteccdo de acumul@-datenina (Yamada et al., 2000, 2003).
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Abstract

Colon cancer, which is considered to be a cancéreotlderly, may be influenced by dietary
programming occurring during development. We exaaithe effects of a Western Style
Diet (WD), high in fat (corn oil) (20%) and low imicronutrients [i.e.; folic acid (1 mg/g),
choline (0.12%) and fiber (2%)] during pregnan@gtation and post-weaning in order to
examine the susceptibility to development of coloarcinogenesis induced by 1,2-
dimetylhydrazine (DMH) in male Sprague-Dawley (Sia}s. We evaluated whether WD
reintroduction during adulthood can modify colorrat@ogenesis susceptibility. WD was
started at 12 days of pregnancy. F1 male pups weamed (21d) and fed the WD until post-
weaning (42d). Subsequently, they received a cbdied (AIN-76A) until 70 days of age. At
this point, they were given four subcutaneous tiges of carcinogen DMH (40 mg/body
weight). One group was reintroduced to WD duringlémbod. Both the groups, fed on WD
or control diet, were euthanazied at the end of2@feweek (medium-term assay) and ACF
(aberrant crypt foci) were stereoscopically anddhogjically scored for number, distribution
and multiplicity along the colon. Maternal and pas&aning WD exposure decreased the
susceptibility to development of ACF induced by DNfHthe group with WD reintroduction
during adulthood, which demonstrates WD reintrodunctduring adulthood recovers
adaptative response programmed during fetal desedap by preparing the organism for its
likely adult environment These findings indicate that maternal and post-wgawWD
exposure modifies the susceptibility to developmenACF induced by DMH in F1 male

Sprague-Dawley pups.

Key-words: fetal programming, thrifty phenotype,siexn diet, colon cancer, aberrant crypt

foci (ACF).
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A exposicdo a dieta ocidental durante a gestacamctacédo, fase juvenil
modifica a susceptibilidade a carcinogénese quimiai célon induzida pela
DMH na primeira geracdo de descendentes em ratos miaos Sprague-

Dawley

Lopes GAD, Dias MC, Barbisan LF, Rodrigues MAM.

1) Resumo

O cancer do célon, que é uma das principais neoplasianundo ocidental moderno,
pode ter entre seus fatores moduladores a via dgrgmacao nutricional na fase fetal.
Investigamos os efeitos da exposicao a dieta oEteita em gordura (6leo de milho) (20%)
e pobre em micronutrientes [acido félico (1 mgkplina (0,12%) e fibra (2%)], durante a
gestacdo, lactacdo e fase juvenil aumenta a siusiidptie a carcinogénese do coélon pela
1,2-dimetilhidrazina (DMH) em ratos machos SpraBasvley (SD). Avaliamos se a re-
introducdo da dieta ocidental durante a vida adetaanimais SD previamente expostos a
dieta ocidental (vida intra-uterina, lactacdo e ejil) modifica a susceptibilidade a
carcinogénese do colon pela DMH. Ratas fémeas Ggiagwley (SD) prenhes foram
tratadas com dieta semi-purificada do tipo Ocidemtgartir do 12dia gestacional (DG 12).
Apds o desmame (DPN 21), a prole de machos fa@deatom dieta Ocidental até o final da
fase juvenil (DPN 42). Em seguida, foram tratados alieta padrdo (AIN-76A) até o DPN

70. Neste periodo, foram iniciados com quatro dssbsutaneas .@ de DMH (40 mg/kg).

Um grupo foi reintroduzido a dieta Ocidental dueamt vida adulta. Ambos 0s grupos,
tratados com dieta padrao ou ocidental foram esiages ao final da 202 semana de
experimento (estudo de média duracdo) e o colosubmetido a andlise estereoscopica e

histologica para detecgcédo de FCA (focos de cripbesrantes)-oram analisadas a incidéncia
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e caracteristicas das lesbes pré-neoplasicas (BEGAPlon. A exposicdo a dieta Ocidental
durante a fase de gestacdo, lactacdo e fase judémihuiu a susceptibilidade ao
desenvolvimento de FCA induzidos pela DMH, quarglntroduzida durante a fase adulta, o
que demonstra que a reintroducdo da dieta Ocidelu@nte a fase adulta resgata uma
resposta adaptativa programada durante o desemasito fetal. Os resultados indicam que a
exposicao a dieta Ocidental modifica a suscepdémle ao desenvolvimento de FCA induzido

guimicamente na primeira geracao de descendenteatesnSprague-Dawley

Palavras-chave: programacéao fetal, fendtipo ecor@ndieta ocidental, cancer do colon,

focos de criptas aberrantes (FCA).
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2) Introducéo

O céancer do célon &€ um dos principais responsgveids mortes por neoplasias
malignas, principalmente em paises do ocidentetegceiro tipo de cancer mais comum no
mundo (Parkin et al., 2001, 2005). Globalmenteg dgio de cancer € um importante
problema de salude e sua incidéncia tende a aunmtara “ocidentalizacdo” do padrao

alimentar adotado pela populacéRies et al., 2000; Howe et al., 2001).

Os focos de criptas aberrantes (FCA) sdo consideraomo lesbes pré-neoplasicas
induzidas por cancerigenos quimicos no colon des r@tudek et al., 1989; Shamsuddin &
Trump, 1981; Mc Lellan et al., 1991a) e camundon@ds lellan & Bird, 1988a,b; Bird,
1987). O modelo de cancer do célon induzido pelaHD&Mm roedores € uma ferramenta
importante para se investigar a relacdo entre ossFCcancer do célon (Rodrigues et al.,
2002). Tem sido proposto que o numero total, aiblistdo e a multiplicidade dos FCA
correlacionam-se com a incidéncia de tumores doncfludek et al., 1989; Mc Lellan &
Bird, 1988a,b; Bird, 1987; Magnuson et al., 1993sta relacdo parece ndo ser direta e
depende de varios fatores, tais como componeniewrdbres, capazes de interferir na

inducdo ou na promocgéao dos FCA (Magnuson et é3;19ardman et al., 1991).

A alimentacao rica em gordura, com baixo teor Heaf e oligoelementos, designada
dieta do tipo ocidental, tem sido ha tempos formassociada ao aumento da incidéncia de
cancer do colon no homem (Armstrong & Doll, 197)r outro lado, a alimentacdo pobre
em gordura, rica em fibras, vegetais e frutas gapecteger contra o desenvolvimento deste
tipo de cancer (Negri et al., 1994). Newmark et(2001) demonstrou pela primeira vez a
inducéo de tumores coldnicos e intestinais atraléedieta de estilo ocidental de Newmark
(Newmark Western Diet) (NWD), rica em gordura e ngobm calcio, vitamina D, &cido

folico, colina e fibras, apds 18 semanas de ex@osita auséncia de cancerigenos quimicos.
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Fatores adversos durante a vida fetal ou na panfi@se da infancia podem predispor
ou programar o individuo a predisposicdo a algudwencas especificas na idade adulta
(Barker, 1998; Langley-Evans, 2004). Este novo g¢igrma também sugere que a
susceptibilidade a doencas, € resultado da inflaélec nutricdo e da exposicdo ambiental a
agentes toxicos e ao estresse durante o peri@®feeonatal (Heindel, 2007). Estas incluem
doencas cardiovasculares, hipertensédo arteridbettia do tipo I, doencas renais, doencas
pulmonares crénicas obstrutivas, osteoroporosejizstenia, depressao, cancer de mama e
sindrome dos ovarios policisticos (Ozane et aD420

O uso de modelos animais favoreceu o entendindagaelacdes entre modificacdes
do ambiente materno e a saude da prole ao longwlaa A deficiéncia materna de vitamina
B e metionina durante o periodo periconceitual eelhas induz a uma prole com maiores
valores de peso e gordura corpéreos associadgsegdnsao, com evidéncias de mudancas
epigenéticas associadas com o perfil de metilagdDNA de muitos genes (Sinclair et al.,
2007). Xial et al., (2007) demonstraram que o dedgimento de multiplos tumores do
colon em roedores induzidos pelo azoximetano (AQMd3sui um componente fetal via
programacao nutricional. Em macacos, a exposi¢cdernaa uma dieta rica em gordura foi
associada a alteracdes epigenéticas e do perfibdlato fetal (Cox et al., 2009).

Uma das consequiéncias da programacao fetal égagedo fenotipo econdmico. Em
1992, Hales & Barker propuseram a hip6tese do iigmé@condmico (thrifty phenotype) como
uma explicagédo para a associacao entre o desemenlio inicial e doencas da vida adulta. O
feto pode adaptar seu préprio desenvolvimento esposta direta ao ambiente uterino,
mediado por fatores como nutricdo e fisiologia mmte(Gluckman & Hanson, 2004;
McMileen & Robinson, 2005; Hanson e Gluckman, 20@8)esposta a dieta materna permite
que o feto faca ajustes no seu crescimento e nista@loode forma que sua fisiologia e seu

tamanho sejam compativeis com a disponibilidadenafsl de nutrientes sugeridas pelo
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ambiente uterino. Se o ambiente € privado de mié$e 0 organismo se adapta a essa
condicao (Wells, 2003).

A hipdtese do fenotipo econdmico € uma plausivgllieacdo para descrever a
aparente associacao entre o desenvolvimento irgctidencas da vida adulta. Entretanto, é
cada vez mais aceitavel a importancia da epigenétmo via comum de interacdo entre os
genes e fatores ambientais, como a dieta. Mudamg@sidas durante as fases iniciais do
desenvolvimento podem influenciar a predisposicadivarsas doencas cronicas, como 0
cancer. Dessa forma, € cada vez mais cabivel ceitondte que 0S processos epigenéticos
programam o desenvolvimento e interagem com o arti@utricional uterino para
influenciar doencas na vida adulta. A importanaagdile 0 mosaico epigenético pode ser
modulado pelo ambiente nutricional uterino e comaacfendtipo dentro desse mosaico altera
a susceptibilidade a doencas crénicas na vidaagdigimanda estudos adicionais (Ross &
Milner, 2007). O fendtipo econdmico refere-se aacagpade de todos os descendentes
responderem a informagdes sobre o ambiente duvasigsenvolvimento ontogenético inicial
(Wells, 2007).

A investigacdo dos impactos da programacéo fetalesa fisiologia e saide humana
encontra-se em estégio inicial e ndo sdo conhedmdss 0s agentes ou cenarios intra-

uterinos capazes de agir como insulto ou estinwikl§, 2003).



Il. Artigo 8

3) Objetivos

Considerando a hipdtese de que o feto pode adapteu desenvolvimento em
resposta a modificagcbes do ambiente uterino, eot@mdl vista a escassez de estudos que
relacionem os possiveis efeitos do padrao alimertalental durante as fases de gestacéo e
lactacdo e suas repercussdes na prole para adutia,dais como susceptibilidade ao céancer,
torna-se de fundamental importancia examinar aserfiféncias dessa exposi¢cao precoce
sobre o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasica®@asicas do colon em ratos adultos.
Considerando o padréo alimentar ocidental adotatitogmpulacdo na vida adulta, o presente

estudo tem os objetivos indicados a seguir:

3.1) Objetivos especificos

Investigar se a exposicao precoce a dieta Ocidéutante a gestacéo, lactacédo e fase
juvenil aumenta a susceptibilidade a oncogénesedltm pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH)

em ratos machos Sprague-Dawley (SD).

Avaliar se a re-introducéo da dieta Ocidental nigaa vida adulta em animais SD
previamente expostos a dieta ocidental (vida inteaina, lactacdo e juvenil) modifica a

susceptibilidade a oncogénese do colon pela DMH.

3.2) Objetivo geral

Investigar se a exposicdo a dieta Ocidental derantvida adulta interfere no

desenvolvimento dos FCA induzidos pela DMH na maatscélon em ratos machos SD.
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4. Material e métodos
4.1) Animais e ambiente de experimentacao (Bmtéri

Ratos da linhagem Sprague-Dawley (SD), machos (hel&meas (n=50) foram
adquiridos no segundo semestre de 2008 do Centritiididciplinar de Investigacao
Biol6gica (CEMIB) da Universidade Estadual de Camapi(UNICAMP, Campinas — SP). Os
machos e fémeas foram instalados separadament@t@i@® da Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp até atingir a idageodutiva (12 semanas para machos e
fémeas). Foram mantidos cinco animais por gaiolpadipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com
tampa de aco inox na forma de grade e forradasncaravalha branca de pinho autoclavada,
sendo as trocas das gaiolas e da maravalha resliZzeés vezes por semana (segundas,
quartas, e sextas-feiras). Todos os animais remebergua filtrada e racdo comercial

(NUVILAB CR1 — NUVITAL, PR).

ApoOs atingir a idade reprodutiva, duas fémeas $marde virgens foram colocadas
com um macho por gaiola por 12h (periodo escuroprésenca de esperma no esfregaco
vaginal e identificacdo da fase estro do cicloclmmsiderada como dia gestacional 0 (DGO).
As fémeas consideradas prenhes foram mantidas efaggéndividuais com agua e racéo
comercial (NUVILAB CR1 — NUVITAL, PR)d libitumaté o 12° dia gestacional (DG 12). A
partir do DG 12 (final do periodo de organogéness),fémeas consideradas prenhes
receberam dieta padrdo ou Ocidental (HN & C — CONBDRIA EM NUTRICAO

EXPERIMENTAL) (Tabela 1)

A dieta Ocidental proposta no presente estudo ¢ewa referéncia a dieta de estilo

ocidental de Newmark (NWD) (Newmark et al., 200d.)qual foi delineada para simular o
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padrédo alimentar médio da populacdo dos Estadatoslni densidade diaria de nutrientes de

2000 kcal em humanos foi convertida pela densidadeutrientes adequada para roedores.

A composicao da dieta Ocidental proposta no presestudo sofreu alteragdes quanto
a porcentagem de vitamina D, fosforo, &cido féBdoL-Metionina. A dieta padrao escolhida
foi a AIN-76A, a mesma dieta padrdo utilizada poewkhark et al. (2001). Segundo

http://www.testdiet.com/PDF/58B0.pdésta dieta pode ser modificada em estudos de

deficiéncia.

A agua filtrada foi oferecida em bebedouros deoviclhm tampa de borracha e bico
metalico, com capacidade para 500 ml. A agua earébram fornecidaad libitum Durante
todo o experimento foram controladas as condicf#semtais do biotério como: temperatura
(22 + 2C), umidade relativa do ar (55 + 10%), periodo ae (12 horas claro/12 horas

escuro) e exaustao continua do ar.

Todos os procedimentos seguiram as normas da Conise FEtica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicie Botucatu, protocolo n® 663/08

— CEEA(Anexo).
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4.2) Reagentes

Como substéancia iniciadora do processo de cararesgédo coélon foi utilizada a 1, 2-
dimethilhidrazina (DMH, Sigma Chemical CO, Mo, EU&)n quatro doses de 40mg/kg via
subcutanea (s.c).A DMH foi diluida em EDTA (veicwe diluicdo da DMH, 5ml/kg) no
momento da aplicagdo. O manuseio e aplicacéo da Rk realizados mediante utilizag&o
de equipamentos de protecdo individual (EPIs) ¢aimo aventais, luvas, touca, oculos de
protecdo e mascaras contra gases. O residuo derigeamo foi neutralizado em solucao
saturada de NaOH e aparas de papel aluminio segpiritedimento operacional padréao
adotado no laboratério do Nucleo do Impacto Amlasiena Saide Humana da Faculdade de

Medicina de Botucatu (TOXICAM).

4.3) Preparo das dietas padrao (AIN-76A) ou Octden

As dietas padrao ou Ocidental foram adquiridas Ne8HC - CONSULTORIA EM
NUTRICAO EXPERIMENTAL sob a forma de p6. Ambas agta@s foram peletizadas
manualmente no Dietario da Unidade ExperimentaFaeuldade de Medicina de Botucatu
utilizando-se EPIs tais como aventais, luvas, tpacalos de prote¢cdo e mascara. A racdo em
po foi despejada em recipiente higienizado, sewitmanada agua aos poucos até dar “ponto
de liga”. Ap6s completa homogeneizacdo e umidiicapi modelada manualmente em
superficie protegida com papel manteigagura 1). Em seguida foi acondicionada em
embalagens de tecidBigura 2) que foram lacradas e submetidas a secagem. Ardietéoi
secada em estufa para evitar possivel perda depsopsedades com o aquecimento. A
seguir a dieta foi acondicionada em sacos plastitgificados e mantida sobre refrigeragéo

(-5°C) até o momento do uso.
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4.4) Delineamento experimental

Protocolo Experimental

O protocolo experimental esta representadfigusa 3.

Animais nao iniciados com DMH e tratados com diet@cidental (delineamento

gestacional)

Ratas fémeas Sprague-Dawley (SD) prenhes foramstaga dieta semi-purificada
do tipo Ocidentahd libitumdo 12 dia gestacional (DG 12)té o DPN 21 (final do periodo de
amamentacao)Apos o desmame, a prole de machos foi divididaders grupos (grupo&1
e G2) (n= 27) os quais receberam duas doses subcutémepsge EDTA (veiculo) no DPN
33 e 40. Ambos os grupos, tratados com dieta panlidOcidental foram eutanasiados ao

final do DPN 42 (estudo de curta duragao).

Animais iniciados com DMH e expostos a dieta Ocitldndurante a vida adulta

(delineamento pos-gestacional)

Ratos machos Sprague-Dawley foram expostos ta demi-purificada padraad
libitum nas fases de gestacao, lactacdo e juvenil. ArgrtDPN 70 foram iniciados com
quatro doses subcutaneas (s.c) de DMH (40 mg/kg)ididos em dois grupogrupos G3e
G4) (n=24). Os animais dgrupo G4 passaram a receber dieta ocidental. Os animais do
grupo G3 receberam dieta padrdo durante todo o periodo.oAmoks grupos, tratados com
dieta padrdo ou Ocidental foram eutanasiados ab dim 202 semana de experimento (estudo

de média duracao).
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Animais iniciados com DMH e expostos a dieta Ocitldndurante a gestacao, lactacao,

fase juvenil e sua reintroducdo na vida adulta (ohlamento gestacional)

Ratas fémeas Sprague-Dawley (SD) prenhes foranstaga dieta semi-purificada do
tipo Ocidentalad libitum do 12 dia gestacional (DG 13té o DPN 21 (final do periodo de
amamentacdo). Apos o desmame, a prole de machdgidida em dois grupofG5 e G6)
(n=30) os quais receberam dieta Padrdo do DPNe&i® &PN 70, quando foram iniciados
com gquatro doses subcutaneas (s.c) de DMH (40 mgikgrupo G6 foi reintroduzido a
dieta Ocidental durante a vida adultagfMpo G5 continuou recebendo dieta padréo até o
final do experimento. Ambos os grupos, tratados abeta padrdo ou Ocidental foram

eutanasiados ao final da 202 semana de experirtesitmlo de média duracao).
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Acasalamentos

As fémeas foram mantidas no Biotério até atingieeisiade reprodutiva (12 semanas).
O periodo de aclimatacdo foi de duas semanas naiprdmbiente experimental e 0s

acasalamentos tiveram inicio em 22/09/2008.

Foram separados 15 machos que foram colocados iefasgadividuais para o coito.
30 fémeas sexualmente virgens foram separadaeadals duas por gaiola, totalizando 15
gaiolas com duas fémeas/cada. Todos 0s animaiserare racdo comercial e agua filtrada
ad libitum Cada fémea recebeu marcacdo proviséria na caudauma caneta de ponta

porosa com as seguintes cores: animal um (brandois€azul).

O sistema de acasalamento utilizado foi o poligaminide em cada gaiola com um
macho foram colocadas duas fémeas por 12 hora®dpeescuro), que foram retiradas na
manha seguinte. Logo pela manha foi colhido esf@gaginal com um cotonete umedecido
em solucéo salina 0,9%kigura 4). Apos coleta do material contendo as células lepggefoi
feita analise citologica para identificacdo do @ickprodutivo (diestro, proestro, estro e
metaestro) por analise dos esfregacos vaginaisic€sso do acasalamento foi confirmado
pela identificacdo de espermatozéides nos esfregaaginais e pela fase de estro. Esta data

foi considerada como dia gestacional 0 (DG 0).aRorealizados no total, 14 acasalamentos.

Periodo gestacional

As fémeas consideradas prenhes (n=34) foram seg®akd gaiolas individuais no
DG 0. Como este numero de fémeas prenhes foi enfei as fémeas sexualmente virgens

residuais foram doadas para outros experimentos.
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Ao longo desse periodo as fémeas prenhes passaraavgliacédo clinica semanal e
foi avaliada a evolucéo de peso corporeo nos segumomentos do periodo gestacional: DG
0, DG 6, DG 9, DG 12, DG 15, DG18 e DG20. As 34 damprenhes foram mantidas em
gaiolas identificadas com etiqueta quanto ao seW&x: prenhe dia 23/09/08 - Gaiola 1) e
tratadas com racdo comercial até o DG 12. A pddiDG 12 receberam racdo Padréo ou
Ocidental. Foram avaliados a evolucédo de peso pewp® 0 controle da ingestdo de racéo e
agua. O consumo de racdo e agua foi baseado mangidede peso entre racéo fornecida e
residual e diferenca entre os pesos dos bebedow®sseguintes momentos do periodo

gestacional: DG 0, DG 6, DG 9, DG 12, DG 15, DGI3G20.

Periodo Lactacional

Durante a lactacdo, foi avaliada a ingestdo daor&gagua das maes nos seguintes
momentos do periodo pos-natal: DPN 3, DPN 6, DPRNPEN 12, DPN 15, DPN 18 e DPN
21. Os critérios de evolucédo de peso corpéreo die ple machos e de perda de peso pelas
maes lactantes foram registrados nos seguintes ntosndo periodo lactacional: DPN 13 e
DPN 21, a fim de se evitar manipulagcéo excessiviao® de precipitar comportamentos de

canibalismo decorrentes de efeitos traumaticodiihates.

A sexagem dos filhotes foi feita por comparacadidtncia anogenital (esta distancia
no macho é duas vezes maior do que na fémea),valerda papila genital (saliente no
macho) e identificacdo dos mamilos nas fémeas,squsrnam visiveis por volta de uma
semana de vida. Antes de qualquer manipulacdoilthoses, as luvas foram esfregadas em
maravalha da gaiola do animal (evitando desfazeinbo) e s6 entdo os filhotes foram

apanhados de forma répida e suave. Esses cuidadoa fomados para que a mae néao
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rejeitasse o filhote ao retorna-lo para a gaiolaidie ao odor estranho da méao do

manipulador.

Foram mantidos oito filhotes por gaiola com a nf&es machos+duas fémeas) de
modo a garantir disponibilidade de alimento igdaiit entre todos os filhotes. Os filhotes

excedentes foram doados para outros experimentos.

A sexagem e reducdo do numero de filhotes polagfeorealizada no DPN 11, e os
critérios de peso corpoéreo dos filhotes foram tegjil®s a partir do DPN 11 até o DPN 21. Os
oito filhotes foram mantidos em gaiolas individuasm as mées até a idade do desmame

quando foram separados para experimentacdo. Asfordes encaminhadas para eutanasia.

Apos o0 desmame, a prole de fémeas (n=25) foi seépapmra um estudo de
susceptibilidade a carcinogénese quimica mamarizaaboracdo com o Prof°. Dr°. Luis
Fernando Barbisan (Departamento de Morfologia ®/UBNESP), o que explica a escolha da
linhagem Sprague-Dawley. Um projeto de Iniciaca@n@fica foi desenvolvido e este
experimento com a prole de fémeas encontra-se eman@nto (bolsa PIBIC/CNPQ

107517/2009-4).

A prole de machos (n= 84) foi separada para o ptesstudo de susceptibilidade a
carcinogénese quimica do célon. Neste estudo deeptilsilidade, apés randomizagédo, a
prole de machos derivados de 23 méaes (n= 23 fépreabes) tratadas com dieta padréo ou
do tipo Ocidental, foi distribuida nos diferentesgps experimentais compostos por dois a
trés irmédos de cada ninhada. Em cada gaiola d@sedibs grupos experimentais foi
preservada uma etiqueta para identificar a prolendehos e sua respectiva mée [ex: mée
prenhe 23/09/08 gaiola 1 - prole: animal um (brarealois (cauda)] a fim de facilitar a

analise dos dados quantitativos do periodo gesialcgolactacional.
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Os gruposs1 totalizaram n=12 machos derivados da gestacatedesas, G2 n=15
machos derivados da gestacdo das fén@ag G6 totalizaram n=15 machos derivados da
gestacdo das fémeas cada e os grip®s G4 totalizaram n=12 machos derivados da
gestacao das fémeas cada, contendo duas gaiolasimmmnanimais e uma gaiola com dois
animais cada grupo, identificados com acido pic(i;0 %) da seguinte maneira: o animal
branco correspondia ao nimero um, a marcacao (mpnahcauda o numero dois, na cabeca
o trés, na pata dianteira o quatro e na pata teasaiinco. Esta marcacéo foi mantida durante

toda a fase de experimentagéo.

Fase Juvenil e Adulta

Durante a fase juvenil e adulta, a ingestdo deoracdgua da prole de machos foi
avaliada trés vezes por semana. Os critérios dlei@o de peso corporeo foram registrados

mensalmente.

Nos DPNs 33 e 40, os animais dos grupas G2 receberam duas doses subcutaneas
(s.c) de EDTA (veiculo). Ambos os grupos, tratados dieta padrao ou Ocidental foram

eutanasiados ao final do DPN 42 (estudo de cur&céa).

No DPN 70, os animais foram iniciados com quatosed subcutdneas de DMH
(gruposG3, G4, G5 e G6). Ambos os grupos, tratados com dieta padraomdedtal foram

eutanasiados ao final da 202 semana de experirtesitmlo de média duracao).
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4.5) Eutanésia, processamento do colon e quaatifio de FCA

Imediatamente apds a anestesia com pentobarbdglos(5 mg/Kg de p.c., i.p.), em
cada animal foi feita incisdo na face ventral améoda linha média, da regido pubica até o
processo xifdide. Os musculos do abdémen e petaenfoebatidos lateralmente expondo todos
0s oOrgdos abdominais do animal sendo entdo realiaddrtura do diafragma seguida da

incisdo da veia cava caudal.

O osso pubiano foi seccionado, expondo o retot@pen colon inteiro foi removido.
Apos a ligacdo na regidao do colon proximal adjeeeat ceco, foi injetada solucéo de NaCl
0,9% no seu interior para a retirada dos residaoaid. Com uma tesoura procedeu-se a

incisdo da parede longitudinalmente na linha méseatno sentido célon proximal/reto.

O colon de cada animal foi identificado, estiradoreso por alfinetes em prancha de
isopor 7x10 cm e mergulhados em formalina a 10%terada por 24 horas. Posteriormente

foram lavados em agua por 12 horas e mantidos @nl&0% até o momento de sua analise.

Para a contagem de focos de criptas aberrantes){EGSA6lons foram retirados do
alcool 70%, lavados em agua corrente e, subseqiente, corados em solucdo de azul de
metileno a 0,2% em PBS por aproximadamente 2 nsr{gtqura 5).

O célon foi cortado com uma navalha nas porcodaldimedial e proximal, e cada
porcao foi colocada sobre uma lam{R&yura 6). As criptas aberrantes (CA) e os FCA foram
analisados em microscépio de luz convencional moeato final de 40x (Axiostar plus,
Zeiss). A identificacdo das CA e FCA foi baseadasens aspectos morfolégicos diferenciais
segundo Bird (1995), Bird & Good (2000) e Rodrigeesl. (2002): 1) tamanho aumentado e
aspecto mais corado (camada de células epiteliais aspessa) em plano diferente (mais

elevado) das criptas intestinais normais circumiese 2) abertura das criptas de aspecto
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alterado (circular a alongada, eliptica ou tort)o8a CAs isoladas ou em focos, e estes os
chamados FCA ocupam area maior que a ocupada pardumero equivalente de criptas
morfologicamente normais. N&o existem criptas deafofagia normal entre as criptas
aberrantes dentro desses focos.

Foram quantificados os FCAs com 1, 2, 3, 4 ou mnodptas aberrantes, além de
namero total de CAs, numero total de FCAs por segmele colon analisado. Foram
analisados pela varredura de todo o coélon, sendmpaado o sentido de andlise (sentido

colon distal-célon proximal).

Posteriormente a andlise dos FCA, o célon proxiendistal foi descartado, pois nao
apresentou numero de FCAs que justificasse selegsamento histolégico. O colon dos
animais iniciados foi cortado com uma preparacéo face”, fornecendo uma vista de criptas
colonicas cortadas transversalmente para iderg#ca@ quantificacdo dos FCAs, resultando
em um total de trés fragmentos de célon medial pada animal (M1, M2 e M3). Todos o0s
fragmentos foram colocados em cassetes plastestificados e, entdo processados para a

obtencéo de cortes histoldgicos em coloracao datoxitina-eosina (HE).

4.6) Processamento histologico

Ao sair do alcool 70%, os fragmentos do colon fordesidratados em banhos
sucessivos em alcool 85%, alcool 95% e alcool absdB vezes) por uma hora cada. Os
tecidos foram diafanizados em xilol I, 1l e 1ll earhados em parafina I, 1l e Ill por uma hora
cada reagente. Nessa etapa utilizou-se um proagsaatbmatico de tecidos (LEICA TP
1020, Alemanha). Apds o processamento inicial, teria foi emblocado em parafina a°60

no autoinfusor (LEICA EG 1160, Alemanha).
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Cortes histologicos de espessura entre 4ua 6oram obtidos em micrétomo (LEICA
RM 2145, Alemanha). Estes foram colocados sobrenksicodificadas e, entdo, levadas para
estufa (FAMEN 002 CB, Brasil) a 8D por 24 horas, a fim de se obter maior adesdo dos

cortes histoldgicos as laminas. Em seguida, askEsyforam colocadas em suporte.

Coloracédo de Hematoxilina-Eosina (HE)

Para a coloracdo de HE, as laminas passaram psgasntes etapas: bateria de
hidratacé@o (xilol I, 1l e 11l por 5 minutos em cadicool absoluto |, Il e Il por 8 segundos
cada passagem; agua corrente), lavagem em aguentegrhematoxilina de Harris por 5
minutos, diferenciador por 8 segundos, dgua amahesegundos, alcool absoluto por 8
segundos e eosina pomi#nutos e bateria de desidratacdo (&lcool I, 1l,INV e V por 8
segundos cada passagem). Todos os reagentesdosliza coloracdo foram obtidos da Merck

(Alemanha).

Terminada a coloracéo, as laminas foram transtenmaa outro suporte e levadas
para a montagem automatica (LEICA CV 5000, Alemarde laminulas (24x32mm) em
meio Permount (FISHER, EUA). Apés montagem, asnasihistoldégicas foram rotuladas e

identificadas.

4.7)  Analise histologica

Os critérios utilizados para definicao e class@f@ahistologica de lesdes pré—neoplasicas

do colon foram segundo o descrito por Turusov & Md®94).
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4.8) Analise estatistica

A analise estatistica de todos os parametros adabsfoi feita através do uso do
programa estatistico SPSS for Windows 13.0. Os daigopeso corp6reo, o consumo de
racdo e agua foram comparados entre os difererupsgexperimentais utilizando-se testes
de ANOVA ou Kruskal-Wallis. A andlise da incidéneanultiplicidade de lesdes neoplasicas
foi comparada entre os diferentes grupos expereargentilizando-se o teste T de Student. O

nivel de significancia adotado foi de<®,05.
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5) Resultados

5.1) Observactes de biotério

As diretrizes experimentais empregadas tais comanutencdo em biotério e
tratamento com dieta Ocidental durante o periodtagmnal e lactacional, foram bem aceitas
pelos animais. As fémeas prenhes mostraram-se raparente saudaveis ao longo da
gestacao e lactacabldo foi observada perda de animais ao longo da dasadaptacéo.
Durante a fase de experimentacéo, tanto uma féneshe tratada com dieta padrao quanto

uma tratada com dieta Ocidental vieram a 6bito GolD.

5.2) Exposicéo gestacional

A gestacao das fémeas tratadas com dieta padr@gideantal durou 23 dias, e o0 parto
ocorreu predominantemente durante o periodo dintamanho da ninhada foi de cinco a
quinze nas fémeas prenhes tratadas com dieta padigdrés a dezesseis nas fémeas prenhes

tratadas com dieta Ocidental.

Uma fémea prenhe tratada com dieta Ocidental dekesw um tumor abdominal
espontaneo durante a fase de gestacdo. O tamastiaondehada foi de trés animais, 0os quais

foram descartados por se apresentarem debilitados.

As fémeas prenhes tratadas com dieta padrao (r@ptdyeitadas no estudo somaram
um total de 110 filhotes, sendo 56 machos e 54 d8menquanto as fémeas prenhes tratadas
com dieta Ocidental (n=12) aproveitadas no estadoasam um total de 127 filhotes, sendo

71 machos e 56 fémeas.
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5.2.1) Consumo de 4gua e racao, peso corporeadorsexual

A Tabela 2indica os valores de média e desvio-padrdo doucoosnédio de racdo
(g/rato/dia) e liquidos (ml/rato/dia), peso cormdfimal e ganho de peso das fémeas prenhes
expostas a dieta padrdo ou Ocidental durante adasgestacdo, além de indicar a razéo
sexual (numero de fémeas dividido pelo nimero dehos. Nao houve diferenca
significativa entre o consumo de racéo e liquidosrelacdo ao peso corpdéreo entre os dois

tratamentos.

5.3) Exposicéo lactacional

A manutencdo em biotério e tratamento com dietad€htal durante o periodo
lactacional foi bem aceita pelos animais. As fémaatantes mostraram-se aparentemente

saudaveis ao longo da lactacéo.

O crescimento da pelugem foi mais lento na proke rggebeu dieta Ocidental, e esta
também exibiu comportamento de desarranjo do niprendo comparado ao grupo que

recebeu dieta padrgbiguras 7 e 8) Os animais de ambos 0s grupos se mostraram .ativos

5.3.1) Consumo de agua e ragao e peso corporeo

A tabela 3indica os valores de média e desvio-padrdo doucnogstimado de racédo
basal (g/rato/dia) e liquidos (ml/rato/dia), ped#apeso das fémeas lactantes e ganho de peso

corporeo da prole de machos, expostos a dietagadr®cidental durante a fase de lactacao.

As fémeas lactantes expostas a dieta Ocidentaksemeram valores meédios de

consumo de racdo menores que as que receberam pdigtiao (p=0,0015). E possivel
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observar que houve perda fisiologica de peso cegaas fémeas lactantes de ambos os

tratamentos durante esta fase

A prole de machos expostas a dieta Ocidental apti@sealores médios de ganho de

peso corpéreos menores quando comparados aoscgbenram dieta padréo (p=0,0013).

5.4) Exposicéo fase juvenil e vida adulta

5.4.1) Consumo de racao e evolucao de peso caspore

A tabela 4indica os valores de média e desvio-padrdo doucnogstimado de racédo
basal g/rato/dia) pela prole de machos dos gr@los G2 @nimais nao iniciadosjjo DPN

21 ao DPN 42 (final da fase juvenil).

A prole de machos exposta a dieta Ociden&f) (apresentou valores médios de
consumo de racdo menores (p=0,001) e peso corpimab menor (p=0,01) quando

comparado ao grupo que recebeu dieta pa@dp (

A Tabela 5indica os valores de média e desvio-padrao doumoa®stimado de ragédo
basal g/rato/dia) e &abela 6a evolugdo do peso corporeo pela prole de maahegmipos
G3, G4, G5 e G6gnimais iniciados)do DPN 21 ao DPN 140. Uma diferenca significativa
no consumo de ragdo e evolugédo do peso corporedservada ao longo do tempo entre 0s
grupos que foram expostos a dieta Ocidental dumgtestacéo, lactacdo, fase juvé@b) e
entre o grupo que sofreu reintroducdo da dieta éntad na vida adultdG6), quando
comparados ao grupo que recebeu dieta padrdo degidia fetal ao DPN 140G3) e ao
grupo que recebeu dieta padrdo da vida fetal ao BN foi introduzido a dieta Ocidental

na vida adultgG4), respectivamente.
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5.5) Obito de animais no periodo experimental

Entre os intervalos de administracdo das quateesiodle DMH, foram a 6bito dois
animais tratados com dieta do tipo Ocidentb (e G6, respectivamente), e trés animais
tratados com dieta padrédo (um do grup® e dois do grupo G4(Figura 9). Os animais
foram encontrados em estdgio avancado de autplisesso a causa de morte ndo pode ser

diagnosticada

5.6) Andlise quantitativa de focos de criptas atagrtes detectados estereoscopicamente

pela coloragéo de azul de metileno (FCA)

A Tabela 7indica os valores de média e desvio-padrédo daammdros de avaliacdo
de FCA no colon dos animais dos gru@® G4, G5 e G6detectados estereoscopicamente

pela coloracéo de azul de metilgR@gura 10), ao final da fase experimental.

Em relacdo ao grupB4, a exposicao a dieta ocidental durante a faseéaadumentou
significativamente o nimero de criptas aberran@5) (totais (p=0,05), FCA de 1 a 3 CA
(p=0,05), e os FCA totais por colon (p=0,04) indosi pela DMH, quando comparado ao
grupo que foi exposto a dieta padrdo desde a et dté 20 semanas de experime@s)(
Embora fosse observado aumento no numero de BECA CA, esta diferenca ndo foi

estatisticamente significativa (p=0,19).

Em relacdo ao grup@5, aexposicdo a dieta ocidental durante a gestacaagchr e
fase juvenil aumentou significativamente o niumesd=€A> 4 CA (p=0,05) induzidos pela
DMH, quando comparado ao grupo que foi exposteetadiadrdo desde a vida fetal até 20

semanas de experiments3).
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Em relacdo ao grupG6 e G3 o numero e multiplicidade de lesbes foram menores
nestes grupos quando comparados ao g@#dexposicdo a dieta ocidental durante a fase

adulta) eG5 (exposicao a dieta ocidental durante a gestacaactre fase juvenil).

Nenhuma leséo pré-neoplasica foi diagnosticadaremass nao iniciados pela DMH

grupos 1 eG2).

5.7) Andlise quantitativa de focos de criptas afseites (FCA) detectados

histologicamente pela coloragéo de hematoxilina-eas(HE)

A Tabela 8indica os valores de média e desvio-padrdo daaparos de avaliacao
de FCA no célon dos animais dos gru@® G4, G5 e G6edetectados histologicamente pela

coloracao de hematoxilina-eosiffagura 11), ao final da fase experimental.

Em relacdo ao grup@4, a analise da histologia do célon corroborou qe&posicao
a dieta ocidental durante a fase adulta aumentgnifisativamente o niamero de CA total
(p=0,01) e FCA totais por colon (p=0,03). Além dissssa exposicdo aumentou o niumero de
FCA > 4 CA (p=0,01) e CA/FCA (p=0,05), induzidos pela BMguando comparado ao
grupo que foi exposto a dieta padrdo desde a et dté 20 semanas de experime@s)(

Em relacdo ao grup@5 (exposicdo a dieta ocidental durante a gestacamachr e
fase juvenil), embora sem diferenca significatvaimero e a multiplicidade de FCA foram
maiores, quando comparado @8 (exposto a dieta padrao desde a vida fetal até rBarses

de experimento).

Em relacdo ao grupds6, a analise da histologia do célon demonstra que a
reintroducdo a dieta Ocidental durante a fase adlihinuiu significativamente o numero de

CA total (p=0,01) e FCA total por coOlon (p=0,01).Ié/k disso, essa exposi¢do
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significativamente os FCA de 1 a 3 (p=0,01) e E€A CA (p=0,03), induzidos pela DMH,

quando comparado ao grupo gue foi exposto a dietde@tal somente na fase ady(iG).

Em relacdo ao grupG6 e G3 o numero e multiplicidade de lesGes foram menores
nestes grupos quando comparados ao g@#dexposicdo a dieta ocidental durante a fase

adulta) eG5 (exposicao a dieta ocidental durante a gestacaachre fase juvenil).

Nenhuma leséo pré-neoplasica foi diagnosticadaremass nao iniciados pela DMH

grupos 1 eG2).

5.8) Graus de displasia das lesbes pré-neoplasicas

A Tabela 9indica os valores de média e desvio-padrdo danperos de graus de
displasia na mucosa do colaios animais dos grupo&3, G4, G5 e G6 detectados

histologicamente pela coloracédo de hematoxilinar@psio final da fase experimental.

Em relacdo ao grup84, a exposicao a dieta ocidental durante a vida adult@entou
significativamente o nimero médio de lesdes comlak&a de alto grau ha mucosa do célon
de roedores iniciados pela DMH, quando comparadgrago exposto a dieta padréo desde a

vida fetal até 20 semanas de experime6®) (p<0,001).

Em relacdo ao grupG5 (exposicdo a dieta ocidental durante a gestacam@chr e
fase juvenil), embora sem diferenca significativaimero médio de lesbes com displasia de
baixo grau e de alto grau foram maiores, quandopeoado ads3 (exposto a dieta padrao

desde a vida fetal até 20 semanas de experimento).

Em relagdo ao grupG6, a reintroducéo da dieta Ocidental na vida ad@@aimais
previamente expostos durante a vida intra-utelawdacao e fase juvenil) o numero médio de

lesbes displasicas de alto grau (p=0,0001) e deobarau (p=0,004), diminuiu
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significativamente quando comparado ao grapogrupo que foi exposto a dieta Ocidental

somente na fase adul@4).

Em relacdo ao grup66 e G3 o niumero meédio de lesbes displasicas de baix® e d
alto grau foram menores quando comparados ao g@#pdgexposicdo a dieta ocidental
durante a fase adulta)@5 (exposicdo a dieta ocidental durante a gestacaachr e fase

juvenil).
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6) Discussao

O termo “programacao fetal” foi empregado pela piran vez por Lucas (1991). A
hipotese de programacéao fetal descreve o procedsajpal um estimulo ou injaria durante
periodos criticos do desenvolvimento e crescimegmbolem alterar permanentemente
estruturas e funcgdes teciduais (Lucas, 1991). @esmeira, o feto pode ser programado
durante a embriogénese para desenvolver doencagdaaadulta (Langley-Evans, 2004).
Décadas mais tarde, os efeitos da programacdo padEnrefletidos por adaptacbes
irreversiveis que acarretam mal funcionamento dedtgéo e diminuicdo na longevidade.
(Lucas, 1991).

A programacao pode determinar de forma profunparfil da salde e as doencas que
irdo acometer um individuo ao longo de sua vidall@V2003). Este novo paradigma também
sugere que a susceptibilidade a doencas, incluiigfancdes reprodutivas, € resultado da
influéncia da nutricdo e da exposicdo ambientagj@entes toxicos e ao estresse durante o
periodo fetal e neonatal (Heindel, 2007).

Uma das consequéncias da programacdao fetal € gagetta fenotipo econdmico. Em
1992, Hales & Barker propuseram a hip6tese do iigmé@condmico (thrifty phenotype) como
explicacéo para a associacao entre o desenvohonm@nial e doencas da vida adulta. O feto
pode adaptar seu préprio desenvolvimento em resptdsita ao ambiente uterino, mediado
por fatores como nutricdo materna (reducdo do Gdot@rotéico, restricdo alimentar global
ou menor consumo de calorias) e fisiologia (Gluakn&a Hanson, 2004; McMileen &
Robinson, 2005; Hanson e Gluckman, 2008). A respasiieta materna permite que o feto
faca ajustes no seu crescimento e metabolismo mheafgue sua morfofisiologia e seu
tamanho sejam compativeis com a disponibilidadenafsl de nutrientes sugeridas pelo

ambiente uterino. Se o ambiente é privado de mié$e 0 organismo se adapta a essa
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condicado (Wells, 2003). A hipotese do fenoétipo @écoito propde que condi¢cdes adversas
nas fases iniciais do desenvolvimento levam a agfeys metabdlicas e fisioldégicas que
promovem a sobrevivéncia do organismo, selecionanai® via de crescimento adequado a
ambiente. Recentemente, alguns autores tém progast@ fenotipo econdmico também €
adaptavel a longo prazo, preparando o organisn@gaida adulta (Wells, 2007).

O conceito de fendtipo econdmico refere-se, purtan capacidade de todos os
descendentes responderem a informacdes sobre cerdaentidurante o desenvolvimento
ontogenético inicial (Wells, 2007).

Esta hipétese nos estimulou a investigar os peissiefeitos do padrdo alimentar
ocidental (rico em gordura e pobre em fibras, thkatcolina) durante as fases de gestacéo,
lactacdo, fase juvenil e suas repercussbes na jpare a vida adulta, tais como a
susceptibilidade ao cancer do cdlon, induzido geamiente em ratos machos.

Globalmente, este tipo de cancer € um importardblgma de saude e sua incidéncia
tende a aumentar com a “ocidentalizacdo” do padi@oentar adotado pela populacdo

moderna(Ries et al., 2000; Howe et al., 2001)

Dentre os inUmeros modelos experimentais usadms @aestudo do processo de
carcinogénese do célon, destacam-se os que avali@racdes estruturais precoces da
mucosa do colon, sendo bastante aceitas as les@emqplasicas denominadas focos de
criptas aberrantes (FCA) (Cheng & Lai, 2003; Shigital., 1996). Nos modelos de curta e
média duracdo, FCAs sdo observados apos iniciag@ocarcinégenos conhecidos, como a
1,2-dimetilhidrazina (DMH) e seu metabdlito azoxiar® (AOM) (Bird 1987; Rodrigues et
al., 2002). Apés ser injetada subcutaneamente, & BMonvertida no figado em AOM e
metilazoximetanol, o qual é conjugado ao acidougfinico e secretado pela bile, sendo
hidrolizado por B-glicuronidases bacterianas e, finalmente formamddon carbénio,

responsavel pela etapa de iniciacdo (Lamont & Qf@ar 1978; Sohn et al., 1991;
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Weisburger, 1971). Tem sido proposto que o numaal, ta distribuicdo e a multiplicidade
dos FCA correlacionam-se com a incidéncia de tusndeecolon (Tudek et al., 1989; Mc
Lellan & Bird, 1988a,b; Bird, 1987; Magnuson et, d1993). Esta relacdo parece nao ser
direta e depende de varios fatores, tais como coemges alimentares, capazes de interferir

na inducao ou na promocao dos FCA (Magnuson €t393; Hardman et al., 1991).

Dessa maneira, a exposicao ao padrdo alimentaerdaldadotado pela populacao
durante a vida adulta nos estimulou a investigarpassivel relacdo com o desenvolvimento

dos FCA induzidos pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH) mucosa do colon em ratos machos.

Nossos resultados demonstram que a exposicédo a @atlental durante a fase de
gestacao nédo alterou o consumo médio de raca@lt@diou o peso corporeo médio e o ganho

de peso corporeo das fémeas prenhes quando comparé&meas tratadas com dieta padréo.

Durante a fase de lactacdo, houve perda fisiolodeEgeso corpéreo nas fémeas
lactantes de ambos os tratamentds. fémeas prenhes expostas a dieta Ocidental
apresentaram valores médios de consumo de racdoreseque as fémeas que receberam
dieta padréo, enquanto a prole de machos expa#ttaaOcidental apresentou valores médios
de ganho de peso corpéreos menores quando compaaadajue receberam dieta padrao.
Esses resultados podem ser atribuidos a sensac8acielade proporcionada pela dieta

hiperlipidica.

Na fase juvenil, a parcela da prole de machos ¢aposlieta Ocidental desde a vida
intra-uterina até ao DPN 4%2) apresentou valores médios de consumo de racaoresea
valores de peso corpéreos finais menores, quanapa@ados ao grupo que recebeu dieta
padrdo G1) (animais ndo iniciados), atribuidos a sensacasadeedade proporcionada pela
dieta hiperlipidica. Observamos que em roedores, digta rica em gordura e pobre em &cido

félico, fibra e colina, induz a diminuicdo do peswporeo, respectivamente.
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Na fase juvenil e vida adulta, a parcela da prelendchos dos grup@5 (expostos a
dieta ocidental na vida intra-uterina, lactacdoasefjuvenil) eG6 (animais previamente
expostos a dieta ocidental durante a gestacaaghmtfase juvenil e sua reintroducdo na vida
adulta), o consumo médio de racdo foi menor no girone no segundo Més de exposicao
guando comparados ao grup8 (exposto a dieta padréo desde a vida fetal atéer@@rses de
experimento) €54 (exposicao a dieta ocidental durante a fase adultgdartir do terceiro
més, o consumo médio de racdo foi equivalente m@$ra grupos experimentais, o que
fundamenta a hipétese da adaptabilidade ao fenétippomico, descrita por Wells (2003): se
o ambiente é privado de nutrientes, o organismadsgta a essa condi¢cdo. A hipotese do
fendtipo econdmico propde que condi¢cdes adversasfases iniciais do desenvolvimento
levam a alteracdes metabdlicas e fisiologicas qurangem a sobrevivéncia do organismo,
selecionando uma via de crescimento adequado. Qaastcritérios de peso corpdreo medio,
a evolucao foi menor no primeiro e no segundo neésxgosicéo, o que tambéem fundamenta

a hipétese da adaptabilidade ao fenétipo econddasorita por Wells, 2003.

Em relacdo a andlise quantitativa de focos ddaszipberrantes (FCAsS) detectados
estereoscopicamente pela coloragcdo de azul deemmtila exposicdo a dieta Ocidental
durante a fase de gestacdo, lactacdo e fase juaemientou significativamente a
multiplicidade de criptas nos FCA induzidos pela BMo grupoG5 quando comparado ao
G3. Nossos resultados sao similares aos descritoXipbret al., (2007), que observou o
desenvolvimento de multiplos tumores do célon indiog pelo azoximetano (AOM) por via
de programacéao nutricional na fase fetal.

A exposicdo a dieta Ocidental durante a fase deagfs lactacdo e fase juvenil

diminuiu a susceptibilidade a carcinogénese doncdlela DMH quando reintroduzida

durante a fase adultaG6). Embora ndo observada significAncia estatisticagmero e
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multiplicidade de lesbes foram menores neste grup6, submetido a programacéo
nutricional na fase fetal.

Em relacdo ao numero e multiplicidade de lesdesnpoplasicas do colon, a
exposicao a dieta ocidental durante a vida adGlitg dumentou significativamente o niumero
e a multiplicidade de FCA induzidos pela DMH na wae do colon quando comparado ao
grupo G3. Dessa maneira, a exposicao a dieta ocidentahtdueavida adulta constitui fator
de risco para o desenvolvimento de lesdes pré-agiops no colon de roedores. Nossos

resultados estdo de acordo com os dados relataddepmark et al., (2001, 2009).

Em relacdo a analise quantitativa de focos deazipberrantes (FCAs) detectados
histologicamente pela coloracdo de hematoxilinar@ap®mbora ndo observada significancia
estatistica, a exposicao a dieta Ocidental duraritese de gestacao, lactacdo e fase juvenil
(G5) aumentou a multiplicidade de criptas nos FCA indogipela DMH quando comparado

ao grupoGa3.

A exposicdo a dieta Ocidental durante a fase d&ag#o, lactacéo e fase juvel@i6]
modificou a susceptibilidade a carcinogénese doncglela DMH quando reintroduzida
durante a fase adulta. Surpreendentemente, verifieo neste grupo GE) reducédo
significativa do numero e da multiplicidade de F@Wuzidos pela DMH, o que demonstra
que a reintroducao da dieta Ocidental durante a adllta resgata uma resposta adaptativa
programada precocemente durante o desenvolvimentwrghnismo. Nossos resultados sao
similares a proposta de Wells (2007) referente pgthse do fenotipo econémico, que se
fundamenta na caracteristica de adaptabilidadagblprazo, preparando o organismo para a
vida adulta (Wells, 2007).

Em relacdo ao numero e multiplicidade de les6éspoplésicas do colon, a analise

histol6gica do célon corroborou os dados obtidoaméise estereoscépica dos FCAs, que a
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exposicao a dieta ocidental durante a vida adGifg &umentou significativamente o nimero
e a multiplicidade de FCA induzidos pela DMH, quarambmparado ao grup@3 que foi

exposto a dieta padréo desde a vida fetal atér@@rses de experimento.

Histologicamente, os FCAs apresentaram alterguegessivas.

Embora ndo observada significancia estatistiexpasicao a dieta Ocidental durante
a fase de gestacdo, lactacdo e fase juvét)) @umentou o numero meédio de lesbes

displasicas de alto grau e de baixo grau, quandpacado ao grup@3.

A reintroducéo da dieta Ocidental na vida adwdta, animais previamente expostos
durante a vida intra-uterina, lactacdo e fase jiviga6) diminuiu significativamente o
namero médio de lesbes hiperplasicas e de displisiaaixo grau, quando comparado ao
grupo G4, o que corrobora a hipétese do fenotipo econénuonforme descrita por Wells

(2007).

A exposicdo a dieta ocidental durante a vida tadyG4) induziu aumento
significativo do numero médio de lesdes com disalds alto grau na mucosa do célon de
roedores iniciados pela DMH, quando comparado apaf3. Nossos resultados referendam

os relatados por Risio et al., 1996.
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7 Concluséo

O céancer do colon, que é uma das principais nsiaglao mundo ocidental moderno,

pode ter entre seus fatores moduladores a viaadggmacao nutricional na fase fetal.

A exposicdo a dieta Ocidental durante a fase dtag@o, lactacdo e fase juvenil
diminuiu a susceptibilidade a carcinogénese doncgela DMH quando reintroduzida
durante a fase adulta, o que demonstra que aaeugi#io da dieta Ocidental durante a vida

adulta resgata uma resposta adaptativa progranuadatel o desenvolvimento fetal.

A exposicao a dieta Ocidental durante a vida acddtestitui fator de risco para o

desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas no da@ooedores.

Portanto, a exposicéo a dieta Ocidental congdtor de risco para o desenvolvimento
de lesGes pré-neoplasicas e sua reintroducédo maaddlta modifica a susceptibilidade ao
desenvolvimento de FCA induzido quimicamente naneiia geracdo de descendentes em

ratos machos SD
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Focos de criptas aberrantes (FCA) identificadoa peloracéo de azul de metileno: A) FCA com umgtari
aberrante; B) FCA com duas criptas aberrantes32) €om trés criptas aberrantes, D) FCA com quatro
criptas aberrantes. Objetiva de 40x



Figurall

Focos de criptas aberrantes (FCA) identificadoa peloracdo de hematoxilina-eosina: A) FCA com uma
cripta aberrante; B) FCA com duas criptas abersai@g FCA com trés criptas aberrantes, D) FCA com
guatro criptas aberrantes. Objetiva de 40x



Tabela 1. Composicdo das racdes semi purificadas (ModificdeldHernandez & Heddle,
2005).

Ingredientes Dieta padrdo AIN-76A Dieta ocidental (teste)
Gordura (mg) (6leo de milho %) 5 20
Proteina (mg) (%) 20 20
Carboidrato (mg) (%) 66 66
Calcio (mg/g§ 0,5 0,5
Vitamina D3 (1U/g} 1 1
Fésforo (PQ) (mg/gy 0,6 0,6
Fibra (celulose) (%) 5

Acido félico (mg/g¥ 2 1
DL-Metionina (%) 0,3 0,3
L-Cisteina (%) - 0,3
Colina (%) 0,2 0,12
Kcal/g (aproximadamente) 3,6 4,5

'AIN-76A Purified Diet, Rat or Mouse (also known #s5800-B).“mg/g ou IU/g da Mistura de Vitaminas.



Tabela 2. Consumo estimado de racdo e liquidos, peso cordarabe ganho de peso das fémeas prenhes exposiata padrdo ou
Ocidental durante a fase de gestagdazao sexual.

Numero de Consumo de racdo Consumo de liquidos Peso corporeo  Ganho de .
Grupo/Tratamento _ o o . . Razdo Sexual
gaiolas (g/rato/dia) (g/rato/dia) final peso
Dieta padrao

11 24,86 + 3,91 34,12 £ 9,25 388,55 + 32,989,91 + 16,86 0,964

(AIN-76A)
Dieta

_ 12 23,12 +5,83 33,15+ 7,63 384,42 +21,492,67 + 16,93 0,789

Ocidental

*Valores representados por média + SBalor estimado individual (n=1) mensurado no D®G 6, DG 9, DG 12, DG 15, DG 18 e DG 20Jensurado no DG 20;
Baseado na diferenca entre DG 20 e D&NUmero da prole de fémeas dividido pelo nimerprdée de machos.

Tabela 3 Consumo estimado de racao e liquidos e perdastegas fémeas lactantes e ganho de peso cor@opeold de machos, expostos
a dieta padrdo ou Ocidental durante a fase de;Bmta

Numero de Consumo de racdo Consumo de liquidos Perda de peso fémeas Ganho de peso prole
Grupo/Tratamento . o >
gaiolas (g/rato/dia) (g/rato/dia) lactantes’ de machoé

Dieta padrao 16,64 £ 5,99
11 33,44 + 6,86 41,66 £ 11,06 29,55 + 22,17 .
(AIN-76A) (56)

_ _ 7,32 £ 1,90**
Dieta Ocidental 12 18,57 + 4,87* 32,45 +6,73 22¢4010,97 (71)

" Valores representados por média + SBalor estimado individual (n=1) mensurado no DRNDBN 6, DPN 9, DPN 12, DPN 15, DPN 18 e DPN2Wensurado no
DPN 13 e DPN 2I*namero da prole de machos; *, ** Diferenca sigmifica em relacdo ao grupo controle (p=0,0015 e(84(®, respectivamente).



Tabela 4.Consumo estimado de racéo da prole de ratos maéemiciados pela DMH, do DPN 21 ao DPN'42.

Grupo/Tratamento® Numero de animais Consumo de racao (g) Peso Cormarfinal (g)
(G1) Dieta padréb 12 8,55+ 2,28 107,05 + 22,80
(G2) Dieta Ocidentl 15 3,10 +£ 0,80* 38,47 £ 9,90*

*Valores representados por média + SBPTA= 4cido etilenodiamino tetra-acético (2 x 5 mg) (s.c)? Consumo de racdo baseado no valor estimado paadaiF4);
* Consumo de racg&o baseado no valor estimado paladai-5); *Diferenca significativa em relagéo aagp G1 (p=0,001).

Tabela 5.Consumo estimado de racéo pela prole de ratosasauisiados pela DMH, do DPN 21 ao DPN 140.

Consumo de racao (g)

Grupo/Tratamento?®

Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro
(G3) 8,65 + 1,44 10,83 + 3,34 15,99 + 4,46 16,45 + 3,98
Dieta padrdo+DMF 12y 12y (117 (11
(G4) 6,60 + 1,27 12,38 + 4,95 15,18 + 4,16 14,37 + 4,29
Dieta padrdo+DMH+Dieta Ocidental 12y (12y (10y’ 10y’
(G5) 2,84+06* 8,06 + 3,36 * 15,48 + 4,18 19,47 +B,7
Dieta Ocidental+DMR 15y 14y 13y 13y
(G6) 3,86 +0,82 * 7,69 + 3,46 16,51 + 4,42 16,72 94,7
Dieta Ocidental+DMH+Dieta Ocidental (15) (14) (13y 13y

*Valores representados por média + SDIMH= 1,2-dimetilhidrazina (4 x 40 mg/kg p.c.) (3;¢.nimero de animai§:Consumo de racéo baseado no valor estimado por
gaiola (n=4)? Consumo de ragéo baseado no valor estimado paladai5); * Diferenca significativa em relagéo @ &G4 (0,05).



Tabela 6.Evolucéio do peso corpéreo da prole de ratos maotwisdos pela DMH, do DPN 21 ao DPN 140

Peso corpéreo (g)

Grupo/Tratamento?
Dezembro Janeiro Fevereiro Peso Final

(G3) 149,92 + 54,07 234,83 + 84,55 289,42 + 96,75 B1%,47,60

Dieta padrdo+DMH (12)° 12y 11y (11
(G4) 184,83 + 51,37 237,25 + 115,64 272,33 + 128,75 821 57,90

Dieta padréo+DMH+Dieta Ocidental (£2) 12y (10y’ 10y’
(G5) 78,53 + 18,45* 145,53 + 53,62* 232,67 + 77,86* 93,28,40

Dieta Ocidental+DMH (15) (147 13y 13y
(G6) 76,21+8,71* 167,67 + 54,77* 216,07 + 71,71* 2481887,70*

Dieta Ocidental+DMH-+Dieta Ocidental (£5) (14) (13y 13y

"Valores representados por média + SDMH= 1,2-dimetilhidrazina (4 x 40 mg/kg p.c.) (3;C.nimero de animai§;Eutanasia DPN 140; * Diferenca significativa em
relagéo a G3 e G4 (p<0,01) .



Tabela 7.Efeitos da exposicéo a dieta ocidental sobre o numenultiplicidade dos FCA identificados pela caliio de azul de metileno.

Valores apresentados em Médi&D.

Grupo/Tratamento” N CA Total® FCA Total? FCAla3 FCA > 4° CA/FCA?
(G3)
. 11 116,45 + 61,57 46,9 £ 22,81 38,55 + 21,30 8,368 2,48 + 0,52
Dieta padrao+DMH
(G4)
_ _ _ 10 201,90+119,71* 83,10 +49,71* 69,40 £44,16* 3,71+ 8,27 2,44 + 0,36
Dieta padrao+DMH+Dieta Ocidental
(G5)
_ _ 13 186,38 + 133,23 58,55 + 40,89 39,62+29,34 3%,25,16* 2,96+1,08
Dieta Ocidental+DMH
(G6)
13 130,38 + 126,54 48,08 + 46,41 37,62 + 37,60 46,40,20 2,54+1,01

Dieta Ocidental+DMH+Dieta Ocidental

*‘DMH=1,2-dimetilhidrazina (4x40 mg/kg p.c, s.6\umero,’Multiplicidade. *Diferenca significativa em relacacG3 (0,05).



Tabela 8.Efeitos da exposicdo a dieta ocidental sobre o mumenultiplicidade dos FCA identificados pela calfio de hematoxilina-
eosina. Valores apresentados em MédiD.

Grupo/Tratamento® N CA Total” FCA Total® FCAlaZ3 FCA > 4 CAIFCA?
(G3)
_ 11 28,55 + 16,72 11,09 £ 5,97 8,91+524 2,804 2,30 +£0,92
Dieta padrao+DMH
(G4)
. _ . ) 10 60,50 + 29,78* 20,90 + 11,68* 14,70 + 10,23 6,20 + 3,68* 3,02 + 0,60*
Dieta padrao+DMH+Dieta Ocidental
(G5)
_ _ 13 49,54 + 46,57 16,00 + 13,16 10,54 + 8,38 5 3863 2,88 +1,26
Dieta Ocidental+DMH
(G6)

. . . . 13 26,00 £ 2491* 8,23+8,17* 546+558** 7 + 3,35* 2,68 + 1,65
Dieta Ocidental+DMH+Dieta Ocidental

'DMH=1,2-dimetilhidrazina (4x40 mg/kg p.c, s.ENumero,’Multiplicidade. * Diferenca significativa em relagé G3 (g0,05); ** Diferenca significativa em relacéo a
G4 ( p<0,03).




Tabela 9.Graus de displasia das lesdes pré-neoplasicasidasdupela DMH. Valores apresentados em Médd.

Grupo/Tratamento® N ACF néo displasico Displasia de baixo grau Disasia de alto grau
(G3)
_ 11 3,45+£291 5,82 + 3,87 0,55 + 0,52
Dieta padrao+DMH
(G4)
. . . ' 13 6,60 £ 5,23 10,10 £ 6,31 2,10+ 1,10*
Dieta padrao+DMH+Dieta Ocidental
(G5)
_ _ 13 5,62 +5,17 6,62 + 5,08 1,23+2,24
Dieta Ocidental+DMH
(G6)
13 3,62 +4,01 3,54 + 3,45** 0,38 + 0,65**

Dieta Ocidental+DMH+Dieta Ocidental

'DMH=1,2-dimetilhidrazina (4x40 mg/kg p.c, s.c). ff&enca significativa em relacéo a G3 (p<0,001)Diferenca significativa em relacio a G4<(0p004).
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do cdlon em ratos adultos da linhagem Sprague-Dawley “, a ser
conduzido por Gisele Aparecida Dionisio Lopes, orientada pela Profe.
Dre. Maria Aparecida Marchesan Rodrigues, co-orientada pelo Prof.
Dr. Luis Fernando Barbisan, relatado pela Prof®. Maria Luiza Cassetari,
estd de acordo com 0s Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) com a ressalva que os “ratos” sdo provenientes
de Biotério convencional, sem condi¢cdes de certificar a
sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa Aprovado em 28 de fevereiro de 2008
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