UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncias dos Alimentos

Area de Nutricdo Experimental

LIPIDIOS ESTRUTURADOS OBTIDOS POR INTERESTERIFICACAO DA
TRIBUTIRINA COM OLEO DE LINHACA E SEU POTENCIAL
QUIMIOPREVENTIVO DURANTE A FASE DE PROMOCAO INICIAL DA
HEPATOCARCINOGENESE EXPERIMENTAL

Juliana Festa Ortega

Tese para obtencao do Titulo de DOUTORA

Orientador: Prof. Tit. Fernando Salvador Moreno

Sao Paulo

2015



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias dos Alimentos

Area de Nutricdo Experimental

LIPIDIOS ESTRUTURADOS OBTIDOS POR INTERESTERIFICACAO DA
TRIBUTIRINA COM OLEO DE LINHACA E SEU POTENCIAL
QUIMIOPREVENTIVO DURANTE A FASE DE PROMOCAO INICIAL DA
HEPATOCARCINOGENESE EXPERIMENTAL EM RATOS

Versao corrigida

Juliana Festa Ortega

Tese para obtencao do Titulo de DOUTORA

Orientador: Prof. Tit. Fernando Salvador Moreno

Sao Paulo

2015



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo do Conjunto das Quimicas da USP.

O77L

Ortega, Juliana Festa

Lipidios estruturados obtidos por interesterificacdo da tributirina
com oleo de linhaca e seu potencial quimiopreventivo durante a fase
de promoc¢ao inicial da hepatocarcinogénese experimental / Juliana
Festa Ortega. - S&o Paulo, 2015.

90p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S0 Paulo. Departamento de Alimentos e Nutricio
Experimental

Orientador - Moreno, Fernando Salvador

1. Alimentos funcionais : Ciéncia dos alimentos 2. Carcinoma
hepatocelular I. T. II. Moreno, Fernando Salvador, orientador.

641.1 CDD




Juliana Festa Ortega

Lipidios estruturados obtidos interesterificacéo da tributirina com
Oleo de linhaca e seu potencial quimiopreventivo durante a fase
de promocao inicial da hepatocarcinogénese experimental em
ratos

Comisséo Julgadora da

Tese para obtencdo do Titulo de DOUTORA

Prof. Tit. Fernando Salvador Moreno
Orientador/presidente
Prof. Dr. Bruno Cogliatti
1°. examinador
Profa.Tit. Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
2°. examinador
Profa. Tit. Maria Lucia Zaidan Dagli
3°. examinador
Profa. Dra. Juliana Neves Rodrigues Ract
4°. examinador

Séao Paulo,08 de janeiro de 2016.



Resumo

Ortega, J.F. Lipidios estruturados obtidos por interesterificagdo da tributirina com o6leo
de linhaca e seu potencial quimiopreventivo durante a fase de promocao inicial da
hepatocarcinogénese experimental em ratos. 2015. 90f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A combinacdo de agentes quimiopreventivos com diferentes mecanismos de acéo tem sido
considerada uma estratégia promissora para a prevencado do cancer. Dentre os diversos
compostos bioativos em alimentos, destacam-se a tributirina, um pré-farmaco do acido butirico
presente em laticinios e produzido pela fermentacdo de fibras dietéticas, e o 6leo de linhaga,
fonte de acido alfa linolénico. Nesse contexto, foi avaliada a atividade quimiopreventiva de
lipidios estruturados obtidos a partir da interesterificagdo enzimatica de tributirina e 6leo de
linhaca durante a fase de promocéao inicial da hepatocarcinogénese experimental. Ratos Wistar
machos submetidos ao modelo do hepatécito resistente receberam diariamente, por via
intragéstrica (i.g), maltodextrina, 6leo de linhaca, tributirina, a mistura ndo esterificada ou
lipidios estruturados durante a fase de promocao inicial. O tratamento com lipidios estruturados
demonstrou atividade quimiopreventiva comparavel a da tributirina, mesmo resultando em
menor concentracdo hepatica de acido butirico. Tanto a tributirina quanto os lipidios
estruturados nao inibiram a proliferacdo celular em lesGes preneoplasicas, mas induziram a
apoptose naquelas em remodelagdo. Os efeitos inibitérios da tributirina em fases iniciais da
hepatocarcinogénese experimental estéo relacionados ao aumento da acetilagdo de histonas e
a modulacdo de processos de translocacdo nuclear da p53. No presente estudo, foi observado
aumento substancial da raz&do nuclear/citoplasmatica de p53 e importina-alfa em figados de
animais submetidos ao modelo e tratados com tributirina, mas nao nos tratados com lipidios
estruturados. Por outro lado, o tratamento com lipidios estruturados reduziu a expressao dos
oncogenes Bcl2, Ccnd2, Pdgfa, Vegfa e aumentou a expressdo dos genes supressores de
tumor Cdhl3, Fhit e Socs3. Assim, embora o0 potencial quimiopreventivo dos lipidios
estruturados seja comparavel ao da tributirina, os resultados sugerem que 0 hOvO COMPOSto
ndo exibe atividade de HDACI, e que seus efeitos inibitérios na hepatocarcinogénese possam

ser atribuidos a modulacdo da expressédo de oncogenes e genes supressores de tumor.

Palavras-chaves: carcinoma hepatocelular, quimioprevencéo, tributirina, 6leo de linhaca,

lipidios estruturados, apoptose, mecanismos epigenéticos, expressao génica.



Abstract

Ortega, J.F. Structured lipids obtained from intersterification of tributyrin and flax
seed oil and their chemopreventive potential during early promotion phase of
experimental hepatocarcinogenesis in rats. 2015. 90f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Combination of chemopreventive agents with different mechanisms of action has been
considered a promising strategy to cancer prevention. Among several bioactive food
compounds, tributyrin, a butyric acid prodrug obtained from dairy products and dietetic fiber
fermentation, and flax seed oil, a rich source of alpha linolenic acid have shown
chemopreventive potential. Here, we evaluated the chemopreventive activity of structured lipids
obtained by enzymatic interesterification of tributyrin and flax seed oil during the early promotion
phase of experimental hepatocarcinogenesis. Male Wistar rats subjected to the resistant
hepatocyte model were treated daily, i.g, with maltodextrin, flax seed oil, tributyrin, non-sterified
blend, or structured lipids. Treatment structured lipids showed similar chemopreventive activity
compared to tributyrin, even when structured lipids yielded lower concentrations of butyric in the
liver. Tributyrin and structured lipids did not inhibit cell proliferation in preneoplastic lesions, but
both of them induced apoptosis in remodeling preneoplastic lesions. In addition, histone
acetylation and p2l restored expression tributyrin molecular mechanisms were related to
modulation of p53 nuclear shuttling mechanisms. In the present study, it was observed a
substantial increase in p53 nuclear/cytoplasmic ratio and importin-alpha in preneoplastic livers
of tributyrin treated rats, but not in those treated with structured lipids. In contrast, treatment
structured lipids downregulated expression of major oncogenes Bcl2, Ccnd2, Pdgfa, and Vegfa;
and upregulated expression of critical tumor suppressor genes, Cdh13, Socs3 and Fhit. Hence,
although structured lipids and tributyrin show similar chemopreventive potential, the results
suggest that the new compound does not exhibit HDACI activity, and that its inhibitory effects

may be attributed to the modulation of oncogenes and tumor suppressor genes expression.

Keywords: hepatocellular carcinoma, chemoprevention, tributyrin, flax seed oil, structured

lipids, apoptosis, epigenetic mechanisms, gene expression.
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analise foi realizada com proteina total extraida de figado de ratos Wistar ndo submetidos ao
modelo experimental (NI) ou submetidos ao modelo hepatocarcinogénese do RH e tratados
com maltodextrina (CO), 6leo de linhaga (LIN), tributirina (TB), mistura simples de 6leo de
linhaga e tributirina (MIS), ou lipidios estruturados obtidos a partir da esterificacdo do 6leo de
linhaga e tributirina (EST). Imagens representativas dos imunoblots séo apresentadas. Os
resultados expressos sdo proporcionais a expresséo da proteina no grupo CO. Diferenca * em
relagdo aos grupos CO, segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey, p<0,05. Dados
expressos na forma de média + erro padrao da média (N=5). ......ccoooiiiiiiiiiieieniiiee e 60

Figura 11: Quantificacdo da expressao dos genes (A) Rassfl, (B) Rassf5 e (C) Cav-1 por PCR
em tempo real. A andlise foi realizada em RNA total, extraido de figado de ratos Wistar ndo
submetidos ao protocolo experimental ou submetidos ao modelo hepatocarcinogénese do RH e
tratados com maltodextrina (CO) ou lipidios estruturados obtidos a partir da esterificacdo do
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Figura 12: Genes diferencialmente expressos dentre os 84 genes analisados por PCR em
tempo real empregando-se o RT2 Profiler PCR Array - Liver Cancer Pathways. A analise foi
realizada em RNA total, extraido de figado de ratos Wistar ndo submetidos ao protocolo
experimental ou submetidos ao modelo hepatocarcinogénese do RH e tratados com
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maltodextrina (CO), com tributirina (TB) ou lipidios estruturados obtidos a partir da
esterificac@o do 6leo de linhaga e tributirina (EST). A quantidade de RNA foi normalizada pela
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respectivamente. Teste estatistico t de StUENt. .............ueiiiiiiiiiiii e 63
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1.Introducao

1.1. Dieta, nutricdo e cancer

O cancer representa a principal causa de mortalidade, tendo contabilizado cerca de
7,6 milhdes, ou 13%, das mortes ho mundo apenas em 2008 (OMS, 2013). No Brasil, o
namero estimado para 2015 € de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer no
Brasil (INCA, 2014). Nas décadas de 60 e 70, surgiram indicios de que o cancer estava
relacionado a fatores ambientais, e que, portanto, poderia ser prevenido (Alcantara e
Speckmann 2006). Em 1981, Doll e Peto relataram a possibilidade de prevencédo do
cancer a partir da observacao de diferentes taxas de incidéncia entre os paises que
poderiam ser atribuidas, em parte, a fatores ambientais e estilo de vida, como
tabagismo, comportamento reprodutivo, exposi¢do ocupacional a carcin6genos e
alimentacdo. Atualmente, cerca de 30% dos casos, justificam-se pela adocédo de
habitos pouco saudaveis como: o consumo de alcool e tabaco, sedentarismo, menor
consumo de frutas e legumes, assim como alto indice de massa corporal (Yu e Yuan
2004; Marrero 2005; Bosch et al. 2005).

Evidéncias epidemiolégicas e experimentais reforcam a importancia da dieta no
desenvolvimento do cancer de pulmao, célon, mama, prostata, estbmago, bexiga, entre
outros (Kelloff et al. 2000; Forman et al. 2004; Divisi et al. 2006). Nesses casos, 0
consumo de frutas, hortalicas e fibras revelou-se protetor (Doll e Peto 1981; Aggarwal e
Shishodia 2006; Alcantara e Speckmann 2006; Divisi et al. 2006) ao contrario da
ingestdo de gordura e carne vermelha (Doll e Peto 1981; Divisi et al. 2006). O efeito
protetor observado é atribuido principalmente a acdo dos compostos bioativos

presentes nesses alimentos (Davis e Milner 2004).

Nesse sentido, insere-se o conceito da quimioprevencéo, relatado pela primeira vez
por Sporn et al. (1976). A quimioprevencdo é o método mais apropriado para se evitar
0 cancer e consiste na prevencado, inibicdo ou reversdo das etapas iniciais da
carcinogénese, ou seja, antes da progressdo, pela administragdo de um ou mais
compostos quimicos sintéticos ou naturais (Stoner, Morse, e Kelloff 1997; Umar, Dunn,
e Greenwald 2012).

18



1.2. Tributirina: um pro-farmaco do acido butirico

A hipotese de que o consumo de fibras alimentares, presentes em frutas e
hortalicas, possa modular o desenvolvimento de diversas condi¢cfes patolégicas nao é
recente. A incidéncia de doencas como diverticulite, apendicite e cancer de colon é
reduzida em populagdes que ingeriam quantidades elevadas de frutas e hortaligcas,
quando comparadas as que ingeriam alimentos refinados (Burkitt 1969; Burkitt, Walker,
e Painter 1974). Frutas e hortalicas sdo fontes de fibras que podem apresentar
comportamentos distintos quanto a solubilidade. Fibras insolGveis, como a celulose e a
lignina, sdo pouco fermentaveis, aumentam a massa fecal e reduzem o tempo de
transito colbnico das fezes. Por outro lado, fibras solGveis, como oligofrutose e a inulina
sdo fermentadas por bactérias intestinais, produzindo acidos graxos de cadeia curta

(AGCC), como o acético, propibnico e butirico no célon (Rose et al. 2007).

O &acido butirico € um AGCC, formado por quatro carbonos, obtido principalmente
pela fermentacéo de fibras alimentares na microbiota gastrointestinal e pela digestao
de dibutilglicerol e tributilglicerol, presentes na gordura do leite (Lai et al. 1997; Parodi
1997), muito embora também possa ser encontrado na saliva (Jeng et al. 2006). No
célon, esse AGCC constitui ainda a principal fonte de energia, sendo responsavel pelo
fornecimento de 70 a 90% da energia consumida pelo colonécito (Scheppach et al.
1992) e desempenhando, portanto, papel essencial no desenvolvimento normal desse
orgao (Watkins et al. 1999).

O pronunciado potencial anticarcinogénico do acido butirico foi observado em
modelos de carcinogénese in vitro e in vivo, tais como préstata (Maier et al. 2000;
Kuefer et al. 2004), mama (Coradini et al. 1997; Walker et al. 2001), estbmago (Litvak
et al. 2000) e, figado (Velazquez et al. 1996). O &cido butirico ou seu sal, butirato de
sbédio em concentracdes reduzidas apresenta a capacidade de induzir a diferenciacao
celular in vitro, devido as suas caracteristicas estruturais e ndo por acdo de seus
metabdlitos (Leder e Leder 1975). Nesse sentido, o &cido butirico tem sido considerado

uma molécula com grande potencial quimioterapéutico (Prasad e Sinha 1976).

Tais observagdes motivaram o desenvolvimento de estudos farmacolégico-clinicos
com administragéo parenteral de NaBu a pacientes com leucemia aguda (Miller et al.

1987; Rephaeli et al. 1994), constatando-se remissao parcial em uma crianca (Rephaeli
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et al. 1994). Entretanto, a eficacia terapéutica do NaBu pode ser comprometida quando
este ndo alcanca concentracfes plasmaticas ideais similares as observadas em
estudos in vitro (0,5 mM) (Miller et al. 1987).

A administracdo intravenosa ou oral de &cido butirico e seus derivados néo
apresenta toxicidade digna de nota (Miller et al. 1987; Rephaeli et al. 1994). O acido
butirico obtido oralmente é rapidamente absorvido (Hamer et al. 2009) pelo intestino
delgado ou grosso, com igual eficiéncia, em sua forma ndo dissociada por difusédo
simples pela membrana plasmatica (Velazquez, Lederer, e Rombeau 1997) por
contratransporte AGCC/HCO3" (McNeil, Cummings, e James 1978), ou ainda por
transporte ativo das formas dissociadas. Entretanto, as concentracdes efetivas de
butirato no sangue sdo de dificil manutencdo (Daniel et al. 1989), pois este é
rapidamente metabolizado em corpos cetbnicos, principalmente em 3-hidroxibutirato
(Fitch e Fleming 1999), e ainda em butiril-CoA, enoil-CoA, L-hidroxiacil-CoA,
acetoacetil-CoA e acetil-CoA (Leschelle et al. 2000). Estudos de biodisponibilidade em
roedores demonstraram que o acido butirico apresenta meia vida plasmatica inferior a
5 minutos quando administrado via intraperitoneal ou intravenosa. Em humanos, a meia
vida do acido butirico apresenta um comportamento bifasico em consequéncia de sua
eliminagcdo. Nos primeiros minutos o Aacido butirico é depurado rapidamente,
apresentando uma meia vida plasmatica de apenas 30 segundos. Em seguida, supde-
se que a ligacdo do butirato a proteinas plasméticas resulte em maior tempo de

depuracéo, elevando a sua meia vida para 14 minutos (Daniel et al. 1989).

A meia-vida plasmatica do butirato pode ser consideravelmente aumentada se este
é fornecido na forma de seu pro-farmaco, a tributirina (Chen e Breitman 1994; Conley
et al. 1998; Egorin et al. 1999). A tributirina € um triacilglicerol constituido por trés
moléculas de &cido butirico esterificadas com o glicerol; portanto, a hidrélise completa
de 1 mol de tributirina pode gerar 3 moles de acido butirico (Wang et al. 1994). Em
ratos, identificou-se que apds administracao oral, a meia-vida plasmatica da tributirina
corresponde a aproximadamente 40 minutos (Zhao et al. 2006). Além disso, a
administragcdo de tributirina por via oral a roedores resulta em concentragdes
plasmaticas detectaveis de butirato logo apds 5 min, atingindo seu valor maximo entre
15 e 60 minutos apds o tratamento (Egorin et al. 1999) e pode ser mantida acima de
0,1 mM, por até 120 minutos (Egorin et al. 1999; Miyoshi et al. 2011). Camundongos
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apresentaram concentragfes plasméticas de butirato entre 0,8 mM e 1 mM por até 1
hora apds a administracéo de tributirina na dose de 7,75g/Kg. Além disso, a tributirina
nao apresentou efeitos toxicos nesses animais tratados por via oral ou intraperitoneal

guando administrada na dose de 8,2 g/Kg (Egorin et al. 1999).

A ingestdo da tributirina via oral consiste em uma vantagem, pois além de
propriedades farmacocinéticas mais favoraveis, esta apresenta minima toxicidade
(Edelman et al. 2003), € melhor tolerada quando comparada ao butirato (Egorin et al.
1999) e, ainda, é mais aceita pelos pacientes (Conley et al. 1998; Egorin et al. 1999)
Assim, a tributirina tem se apresentado bastante promissora, e seu uso como aditivo
em alimentos é aprovado em paises como os Estados Unidos, Canada e Brasil (Clarke,
Feinman, e Harrison 2001; Li et al. 2009; Heidor et al. 2012).

1.2.1. Tributirina e quimioprevencao

O potencial anticarcinogénico da tributirina foi demonstrado em diversos estudos in
vitro, e foi relacionado ao bloqueio da proliferacdo e inducdo da apoptose e
diferenciacédo celular (Chen e Breitman 1994; Watkins et al. 1999; Maier et al. 2000;
Clarke, Feinman, e Harrison 2001; Schroder e Maurer 2002; Kuefer et al. 2004). Em
estudos in vivo, verificou-se a agcado quimiopreventiva da tributirina em ratos submetidos
a modelos experimentais de carcinogénese em colon (Heidor et al. 2014) e em figado
(Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009; de Conti et al. 2012).

O carcinoma hepatocelular (HCC) destaca-se como uma das neoplasias mais letais
no mundo (Bray et al. 2012). O HCC é um cancer de mau prognaostico e sobrevida
média de apenas 6 meses apds o diagndstico, sendo que somente 5% dos pacientes
sobrevivem por mais de 5 anos . Além disso, os procedimentos cirargicos, como a
resseccao, ou o transplante hepatico estdo disponiveis apenas para 30% dos pacientes
(Hoshida et al. 2010). Dentre os fatores de risco associados ao desenvolvimento do
HCC, os mais comuns sdo: os virus da hepatite B (HBV) e C (HCV); a ingestao cronica
de etanol, o uso de tabaco, o consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas, o
uso de contraceptivos orais e esteatohepatite ndo alcodlica (Marrero 2005; Bosch et al.
2005). Entretanto, os mecanismos moleculares e celulares da hepatocarcinogénese
ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Pogribny, Rusyn, e Beland 2008).
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A pesquisa de HCC em humanos é conduzida em pacientes que ja desenvolveram
a doenca; limitando os estudos & neoplasia e mecanismos de progressédo da doenca.
Por outro lado, modelos de hepatocarcinogénese em roedores sao relevantes para o
estudo de fatores etiologicos e mecanismos de desenvolvimento da neoplasia
(Pogribny, Rusyn, e Beland 2008). Nesse sentido, o0 modelo do Hepatdcito Resistente
(RH) € um dos melhores modelos de hepatocarcinogénese descritos para
experimentacdo in vivo (Toledo et al. 2003; Espindola et al. 2005; Ong et al. 2006) e
permitiu a avaliagdo da atividade quimiopreventiva da tributirina em estudos anteriores
(Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009; de Conti et al. 2012; de Conti et al. 2013).

O modelo do RH consiste na iniciacdo das células pelo agente iniciante
dietilnitrosamina (DEN) e, promocéo das células iniciadas por um agente promotor, 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF), associados a um potente estimulo mitogénico
representado por uma hepatectomia parcial a 70% (Solt e Farber 1976). Uma das
vantagens do modelo é a producado de lesdes preneoplasicas (LPN) e neoplasicas de
forma rapida e sincronizada, que possibilitam a analise dos processos nas diferentes
etapas da hepatocarcinogénese (Farber 1995). Além disso, é possivel a distingdo das
poucas LPN persistentes (pLPN) das que sofrem remodelacdo (rLPN) (Rizzi et al.
1997). Aproximadamente 95% das LPN remodelam a partir de um processo complexo
gue envolve mudancgas na estrutura celular e em suas caracteristicas bioguimicas,
retornando ao aspecto normal anterior do figado. As pLPN adquirem a capacidade de
crescimento autbnomo e progridem para nédulos neoplasicos (n6dulos displasicos ou
adenomas) e HCC (Farber e Rubin 1991; Feo et al. 2000).

O tratamento com tributirina em fases preneoplasicas do modelo inibiu o
desenvolvimento de pLPN e induziu o processo de remodelacdo em animais
submetidos ao modelo RH. A atividade quimiopreventiva da tributirina foi atribuida a
inducdo da apoptose e a modulagdo de processos epigenéticos especificamente em
células presentes em LPN, sem efeitos deletérios em células normais (Kuroiwa-
Trzmielina et al. 2009; de Conti et al. 2012). Assim, a utilizagdo da tributirina como um
agente quimiopreventivo pode ser considerada uma estratégia promissora no combate
ao HCC.
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1.3. Oleo de linhaca, fonte de acido alfa-linolénico

1.3.1. Acidos graxos poli-insaturados

A interacao entre a genética e o0 meio ambiente fundamentam a salude e a doenca.
Nesse sentido, fatores genéticos podem determinar susceptibilidade a doenca e,
fatores ambientais, entre eles a alimentacdo, determinam quais individuos
geneticamente susceptiveis serdo afetados (Simopoulos 2002). A nutricdo é um fator
ambiental de grande importancia que sofreu grandes mudancas nos ultimos 10.000
anos, a partir da revolucdo da agricultura. Apds esse periodo 0s genes praticamente
nao sofreram modificacbes, uma vez que € estimada a ocorréncia de 0,5% de
mutacdes espontaneas no DNA a cada milh&do de anos (Eaton e Konner 1985). Assim,
vivemos em um ambiente nutricional diferente do qual fomos selecionados
geneticamente, sendo as maiores mudancas representadas principalmente pela
guantidade de &cidos graxos essenciais e antioxidantes presentes em nossa dieta
(Eaton e Konner 1985; Simopoulos 2002). Nesse sentido, as rapidas mudancas em
nossa dieta, assim como o estilo de vida sedentario e exposicéo a substancias nocivas,
representam potenciais promotores para doencas cronicas como aterosclerose,

hipertenséo, obesidade, e alguns canceres (Simopoulos 2002).

Os seres humanos tornaram-se totalmente dependentes de grdos de cereais na
maior parte de sua alimentacdo, o que tem grandes consequéncias para sua saude.
Graos de cereais sdo ricos em carboidratos e acidos graxos émega-6, porém nao
0mega-3 e antioxidantes, quando comparados, por exemplo, com vegetais de folhas

verdes (Simopoulos 2002).

Acidos graxos poli-insaturados (PUFA) s&o acidos graxos que contém mais de uma
dupla ligacdo (Ratnayake e Galli 2009). Os &cidos alfa-linolénico (ALA, 18:3 n-3),
eicosapentaendico (EPA, 20:5 n-3), docosapentaendico (DPA, 22:5 n-3) e,
docosahexanodico (DHA, 22:6 n-3) sdo 6mega-3 importantes na nutricdo humana. O
ALA é o precursor da familia 6mega-3, sendo encontrado principalmente nos vegetais
e, em altas concentracdes no 6leo de linhaca, Linum usitatissimum (Stephenson et al.
2013).
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O organismo humano € incapaz de sintetizar ALA, nem mesmo acido linoléico (AL,
18:2 n-6) o precursor da familia 6mega-6, sendo estes considerados, portanto, acidos
graxos essenciais (Ratnayake e Galli 2009). O ALA e AL sao convertidos em suas
respectivas familias 6mega-3 e 6 por uma série de rea¢des independentes. Entretanto,
s80 necessdrias as mesmas enzimas para desaturacdo e elongacdo em ambas as
vias, resultando em uma competicdo entre PUFA 6mega-3 e 6 para sua conversao
metabdlica (Stephenson et al. 2013). O primeiro passo depende da enzima delta-6-
desaturase, a qual tem maior afinidade por ALA. Por outro lado, o maior consumo de
AL e, portanto, sua maior concentracéo favorece a maior conversdo do PUFA dmega-6,
produzindo predominantemente acido araquiddnico. Nesse sentido, a capacidade do
metabolismo humano em obter EPA e DHA a partir da desaturacdo de ALA é
insignificante em circunstancias normais, sendo possivel seu aumento pela maior
ingestao de precursores 6mega-3 (Stephenson et al. 2013) A interconversao entre ALA
e AL ndo é possivel, sendo assim sdo metabolicamente e funcionalmente distintos,

apresentando inclusive funcdes fisioldgicas opostas (Simopoulos 2002).
1.3.2. Oleo de linhaca e quimioprevencao

Doengas cardiovasculares, cancer, obesidade, doengas autoimunes, asma e
depressdo estdo associadas a producdo de tromboxano A2, leucotrieno B4,
interleucinas 1 e 6, assim como fator de necrose tumoral e proteina C reativa. Estes
fatores aumentam com o maior consumo de acidos graxos 6mega-6, e diminuem frente

ao consumo de 6mega-3, tanto ALA, como EPA e DHA (Simopoulos 2002).

As sementes e 0 Oleo de linhaca estdo presentes em alimentos como paes,
biscoitos e misturas de cereais matinais. A semente contém grande quantidade de
ALA, tendo demonstrado atividade quimiopreventiva em modelos experimentais de
carcinogénese de prostata (Demark-Wahnefried et al. 2008) e de colon (Bommareddy
et al. 2009). O 6leo de linhaga € constituido 53% por ALA e, reduziu a formacéo de
criptas aberrantes em modelo de carcinogénese de colon em ratos (Williams et al.
2007). Por outro lado, o 6leo de milho, rico em émega-6, utilizado como controle, foi
relacionado a maior incidéncia e multiplicidade de criptas aberrantes, e maiores niveis

de acido araquiddnico no colon. A maior incorporacdo de &acido araquidonico as
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membranas celulares do grupo oléo de milho sugerem maior proliferagdo celular
(Dwivedi, Natarajan, e Matthees 2005).

1.4. Aspectos moleculares da carcinogénese e

guimioprevencao

A carcinogénese, processo pelo qual se desenvolve a neoplasia, € descrita como
um processo longo que envolve multiplas etapas. A transformacgéo das células normais
em malignas requer cerca de metade a 2/3 da vida das diferentes espécies (Farber e
Rubin 1991), ou de 20 a 40 anos, especialmente no caso de neoplasias solidas em
humanos (Loeb, Loeb, e Anderson 2003). O processo da carcinogénese envolve a
proliferacdo celular independente do estimulo por fatores extra-celulares como
hormonios, diferente da hiperplasia em que também ocorre um aumento no numero de
células, porém dependente de fatores estimulatérios (Bannasch 1986; Bannasch,
Haertel, e Su 2003; Hanahan e Weinberg 2000; Hanahan e Weinberg 2011).

Apesar de a carcinogénese envolver a ocorréncia de multiplas etapas, destacam-
se trés estagios bésicos, cada um com caracteristicas morfolégicas e moleculares
distintas (Figura 1) (Pitot 2001). O primeiro estagio, chamado de iniciacdo, se da pela
ocorréncia de uma mutacdo, causada por agentes de natureza fisica, biolégica ou
quimica (Young, Yang, e Colburn 2003). No caso da carcinogénese fisica, que pode
ser induzida por radiacao, a iniciacao € consequéncia das a¢fes diretas ou indiretas de
fétons de elevada energia ou particulas sobre o DNA. Na carcinogénese bioldgica, o
agente iniciante consiste de macromoléculas com peso molecular relativamente
elevado, DNA ou RNA, responsaveis pela transmisséo de informacdao; diferentemente
da carcinogénese de origem quimica, que envolve moléculas de menor peso molecular
em acdo direta com o DNA celular, ou indireta, pelo seu metabdlito ativo (Pitot e
Dragan 1991; Pitot 1993).

Os carcinogenos quimicos eletrofilicos, particularmente, podem reagir diretamente
com o DNA (carcindgenos diretos), como por exemplo, o 6xido de etileno ou derivados
nitrogenados da mostarda. Em contrapartida, componentes quimicamente inertes ou
nucleofilicos, como as aminas aromaticas e heterociclicas, as N-nitrosaminas, entre

outros, requerem conversao enzimatica e sdo entdo chamados pré-carcindgenos (Luch
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2005). Nesse caso, sdo necessarias enzimas de biotransformacdo, podendo-se
destacar as do sistema citocromo P450. Essas reacfes muitas vezes ativam o
carcindbgeno, embora em alguns casos podem também resultar em sua inibicdo e
incentivar sua excrecdo. Além disso, as enzimas ndo se encontram igualmente
distribuidas no organismo, o que caracteriza a acao 6rgao-alvo de alguns carcinégenos
(Luch 2005).

Entretanto, a formacao de adutos de DNA por agentes que atuam por mecanismo
genotoxicos ndo é suficiente para que ocorra a transformacgdo maligna (Poirier 2004). A
fixacdo do dano pela replicacdo do DNA, seguida de divisdo celular converte o dano
guimico em alteracdes herdaveis denominadas mutacdes (Bertram 2000). Os sistemas
de reparo celular sdo responsaveis pela eliminacdo dessas mutacdes, porém quando
estas ndo sdo eliminadas podem originar no genoma transicdes, transversdes e
pequenas dele¢cbes (Pitot 2001). Nesse sentido, é essencial a ocorréncia de um ciclo
de proliferacdo celular para a fixacdo da mutacdo, o que caracteriza a iniciagdo como

um estéagio irreversivel (Farber e Sarma 1987; Pitot 2001).

A préxima etapa apos a iniciacdo, a promoc¢do, € um estagio reversivel
caracterizado pela expansdo clonal das células iniciadas em resposta ao estimulo
continuo de um agente promotor (Pitot 2001). Nesse caso, 0s agentes carcindgenos
também podem atuar por mecanismo nao-genotoxico, quando promovem alteracdes na
expressdo de genes envolvidos com a diferenciagdo e ciclo celular, inflamagéo e
imunossupressao. Muitos carcinégenos ndo causam somente a iniciacdo, mas podem
induzir todas as etapas do desenvolvimento neopldsico, e assim sdo chamados
carcinbgenos completos (Luch 2005). A dietilnitrosamina (DEN) e o 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF) séo exemplos de carcinébgenos quimicos completos de
acao indireta, bioativados no figado principalmente pelas enzimas CYP2E1 e CYP1A2,
respectivamente (Verna, Whysner, e Willams 1996a; Verna, Whysner, e Williams
1996b).

A progressao, ultima etapa da carcinogénese, € caracterizada pela instabilidade
cariotipica e a continua evolucdo de caracteristicas independentes, tais como
mudancas bioquimicas e estruturais nas células malignas, aumento na proliferagdo

celular, invasdo e metastase (Pitot 2001; Young, Yang, e Colburn 2003). Assim, uma
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ou mais proliferacdes focais evoluem para uma neoplasia maligna (Farber e Sarma
1987; Clark 1991; Pitot 2001).

Agentes Quimicos Iniciagdo Promogio Progressao
- Aflatoxina
- Etanol
-  Tabaco Alteragdes Expansdo
\ genéticas e clonal e
epigenéticas seletiva Danos
% acumulados
/ Célula
Radiagao T iniciada . -
Lesao pre- neoplasia
Virus neoplasica
HBV e HCV

- Ativagado de protooncogenes (i.e: N-ras, c-myc, c-fos) e
fatores de crescimento (i.e: IGF | e ll, TGF-alpha e beta)

- Inativagao de genes supressores de tumor (i.e: p53, p16,
p27, p21)

Figura 1: Os estagios basicos da carcinogénese: iniciacdo, promo¢ao e progressao.
Durante a iniciacdo ocorrem alteracdes permanentes e irreversiveis no DNA da célula
iniciada. Em contrapartida, ndo ocorrem mudancas moleculares na estrutura do DNA
durante a promocao, por isso, é considerada uma etapa reversivel. A progressao é o
ultimo estégio, caracterizado pela instabilidade cariotipica, é irreversivel.

A evolucdo da carcinogénese em qualquer dos estagios (iniciacdo, promocao,
progressao, e invasdo) envolve a anormalidades na expressao génica direcionada por
modificacdes genéticas ou epigenéticas. A expressao de um gene é determinada pelo
relaxamento da cromatina em regides promotoras e, consequente acesso de fatores de
transcricdo. A mutacdo genética pode causar a perda, ganho funcional ou, ainda, a
expressao anormal de genes supressores de tumor e/ou oncogenes. Por outro lado,
alteracbes epigenéticas como a metilagio do DNA e modificagcbes de histonas
determinam a estrutura da cromatina (Figura 2-A e B) (Sharma, Kelly, e Jones 2010).
ModificagOes epigenéticas sao herdaveis e, portanto, frequentemente observadas na
carcinogénese. (Esteller e Herman 2002; Feinberg e Tycko 2004; Jones e Baylin 2007).

Um grande numero de compostos bioativos (CBAs) apresentam atividade
anticancer relacionada a modulacao de aspectos epigenéticos. Nesse sentido, reversao
das modificacbes epigenéticas por compostos sintéticos e naturais € uma alternativa
interessante no controle do cancer (Dashwood, Myzak, e Ho 2006) com grande
potencial para a terapia clinica (Figura 2-C) (Ong et al. 2012).
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1.4.2. Metilacao do DNA

A metilacdo do DNA é catalisada pela familia de enzimas DNA metiltransferases
(DNMTSs), que adiciona grupo metila fornecido pela S-adenosil-metionina (SAM) no
carbono 5 de citosinas presentes regides de ilhas CpG. Estas regifes sdo constituidas
por sequéncias repetitivas de citosinas e guaninas e, estdo frequentemente associadas
com sitios de inicio de transcricdo génica (Jones e Baylin 2007). A hipometilacdo
genbmica, ou seja, reducdo no numero de citosinas metiladas ocorre em diversas
neoplasias humanas. Este evento pode ser resultado da disponibilidade reduzida de
SAM, integridade gendmica comprometida, como no caso de presenca de lesdes nao
reparadas no DNA ou, ainda, expressdo ou atividade alterada de DNMTs, como a
DNMT1, principal enzima responsavel pela metilacio do DNA. A hipometilacdo
genbmica pode contribuir para com a carcinogénese por meio de diversos
mecanismos, como a instabilidade cromossémica (Eden et al. 2003) e a inducdo da

expressao de oncogenes (Calvisi et al. 2007).

Outro evento epigenético presente na carcinogénese que envolve a transferéncia
de grupos metila é o silenciamento de genes supressores de tumor por hipermetilacao.
Entretanto, a metilacdo do DNA nado suprime diretamente a transcricdo génica. O
estado funcional do gene depende da constituicdo da cromatina ao redor do gene
promotor (Figura 2) (Huang et al. 2011).

1.4.2. Modificagdes em histonas

A cromatina é composta por unidades béasicas de repeticdo denominadas
nucleossomos, as quais sao formados por DNA octameros de proteinas histonas em
torno dos quais o DNA permanece enrolado. As histonas séo constituidas
principalmente por um dominio que se exterioriza do nucleossomo, a regido amino-
terminal; e um dominio carboxi-terminal (Turner 2005). A regido amino-terminal das
histonas pode sofrer diversas modificacdes pds-transcricionais tais como acetilacao,
ubiquitinacdo e metilacdo dos residuos de lisina (k); fosforilacdo de residuos de serina

(S) e treonina e metilacéo de residuos de arginina (Fischle, Wang, e Allis 2003).
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A acetilacdo, modificacdo mais estudada em histonas, neutraliza a carga positiva
dos residuos de lisina, diminuindo a afinidade das histonas pelo DNA, que possui carga
negativa. Assim, ocorre o desprendimento da terminagcéo da histona do nucleossomo,
afrouxando a estrutura da cromatina, e permitindo o acesso de fatores de transcricéo
(Figura 2-A) (Grunstein 1997). Nesse sentido, a acetilacdo de histonas, que pode
apresentar-se hiperacetilada em todos os residuos de lisina, esta associada a ativacao
da transcricdo, e entdo, a eucromatina. Por outro lado, a cromatina encontra-se
condensada quando os genes promotores estdo metilados e as histonas nao acetiladas
(Huang et al. 2011). A regulacdo do estado de acetilacdo das histonas é comandada
pelas enzimas acetilases (HAT) e desacetilases de histonas (HDAC) (Davie 2003).
Assim, enzimas responsaveis pela acetilacdo, HATs, e desacetilacdo, HDACs, de
histonas constituem proteinas estimuladoras e repressoras da transcricao,

respectivamente (Fullgrabe, Kavanagh, e Joseph 2011).

Além da acetilacdo, a metilacdo de histonas H3 no residuo de lisina 4 também
estd associada a ativacdo da transcricdo de genes. Por outro lado, a metilacdo em
histonas H3 nos residuos de lisina 9 e 27 esta frequentemente associada a regides
promotoras de genes silenciados (Jones e Baylin 2007). Além disso, a regido
promotora de genes silenciados por hipermetilacdo é ocupada por diversas proteinas
como, por exemplo, as que apresentam o dominio de ligacdo as ilhotas CpGs
metiladas (MBDs). O maquinario enzimatico que estabelece o silenciamento da
transcricdo génica é recrutado por MBDs (Figura 2-B) (Huang et al. 2011). A MeCP2 é
um dos cinco membros da familia de proteinas MBD e, exerce sua atividade
repressora da transcricAo génica por meio do recrutamento de HDAC e
metiltransferases de histonas (HMT). Dessa forma, um dos mecanismos de
silenciamento de genes supressores de tumor € exercido pela ligacdo do MeCP2 a

regido promotora destes (Hamidi, Singh, e Chen 2015).
1.4.3. Acetilac&o de proteinas ndo histonas

A acetilacdo e a desacetilacdo sdo modificagbes poOs-traducionais que ocorrem
tanto em histonas quanto em outros tipos de proteinas. Recentemente, um numero
crescente de proteinas nao histonas tém sido identificados como alvos de acetilacédo. A

acetilacdo reversivel de proteinas ndo histonas pode modular fungbes de proteinas por
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alterar sua estabilidade, localizagdo celular e interacbes com outras proteinas ou
nucleotideos (Singh et al. 2010).

Fatores celulares importantes como a p53, NF-kB, p65, CBP, p300, STATS3,
tubulin, PC4, fatores GATA, receptors nucleares, fator induzivel de hypoxia (HIF)-1q,
FoxOl1, proteinas de choque térmico (Hsp)-90, HMG, E2F, MyoD, Bcr—Abl, the FLT3
kinase, c-Raf kinase dentre outras sdo alvos de acetilagdo. Assim, varios dos alvos de
acetilacdo sdo produtos de oncogenes e supressores de tumor e estdo diretamente
envolvidos com a tumorigenese, progressao de tumor e metastase (Yang e Seto 2008;
Roy et al. 2005; Yamaguchi et al. 2009).

A proteina p53 é considerada um importante regulador da apoptose em resposta
a diversos estimulos (Haupt et al. 2003). A acetilacdo deste fator de transcricdo em
residuos de lisina presentes na carboxila terminal aumenta sua interagdo com o DNA,
sua estabilidade e atividade transcricional associada a interrupcdo do ciclo celular e
apoptose (Zhao et al. 2006). A ativacdo de p53, induzida por HDACIis por exemplo,
resulta na ativacdo da transcricdo de varios genes reguladores do ciclo celular e
apoptose como p21, BAX, DR5, e PUMA, assim como o silenciamento transcricional de

proteinas antiapoptoticas, como BCL-2 e MCL-1 (Yamaguchi et al. 2009).

A presenca da p53 no ndcleo da célula é essencial a sua funcdo, sendo
influenciada por diferentes mecanismos de controle da translocacao ndcleo-citoplasma
que incluem fatores relacionados a importacdo e exportacdo nuclear da p53, sua
localizacdo subnuclear, fixacdo e sequestro citoplasméatico (Kuroiwa-Trzmielina et al.
2009; Stommel et al. 1999). O acumulo citoplasméatico da p53 esta relacionado ao
aumento na instabilidade genbmica em fases iniciais da hepatocarcinogénese, que
além de sustentar a expanséo clonal, também pode promover modificacdes genéticas
que direcionam a transformacdo maligna (Van Gijssel 2000). Aléem disso, a proteina
p53 tem papel importante na regulacdo da autofagia celular e sua localizagéo
citoplasmatica suprime este processo (de Conti et al. 2013). O acumulo de p53 no
nacleo das células pode ocorrer pela maior importacdo desta proteina (Marchenko et
al. 2010). Muito embora, pouco se conheca a respeito de mecanismos, a importagcéo
nuclear da p53 ocorre por sua interagdo no citoplasma com importinas, que s&o

reguladas positivamente por acetilacdo (Bannister et al. 2000).
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Assim, a normalizacdo da expressdo de genes essenciais para o controle do
crescimento e morte celular, assim como alteracdes nos estados de acetilacdo de

proteinas ndo histonas séo abordagens interessantes para a quimioprevencao.
1.4.4. Modulacé&o de eventos epigenéticos

O butirato foi o primeiro composto natural a ser identificado com atividade inibitéria
de HDAC. Esse AGCC atua como ligante fraco de HDAC inibindo enzimas das classes
1 e 2 e promovendo a acetilacdo de histonas, levando a expresséo, dessa forma, de
genes envolvidos com a diferenciacao celular e apoptose (Davie 2003; Roy et al. 2005;
Dashwood, Myzak, e Ho 2006). A inibicdo da atividade de HDAC in vitro ocorre em
concentragbes de micro a milimolares, niveis possiveis de serem obtidos no trato
gastrointestinal, onde o butirato € a principal fonte de energia para os colondcitos
(McNeil, Cummings, e James 1978). Recentemente foi demonstrado que animais
submetidos ao modelo do RH e tratados com a tributirina em fases preneoplésicas
apresentaram aumento de apoptose em LPN e da expressédo de p21, assim como a
maior acetilacdo de histonas e de p53 (Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009; de Conti et al.
2012; de Conti et al. 2013). Assim, pré-farmacos de acido butirico, como a tributirina,
também atuam como HDACI.

O tratamento de células de neuroblastoma com 10mM de DHA por 48h demostrou
0 aumento da acetilacdo de histonas H3k9 e menor atividade de HDACs 1, 2 e 3 (Sadli
et al. 2012). DHA também diminuiu a metilacdo de histonas H3k4, H3k9, H3k27, H3k36
e H3k79, assim como aumentou a expressao de Bcl-2. Assim, o tratamento com DHA
parece induzir modificacbes em histonas relacionadas a ativacao transcricional e
modificacdes na expressao génica que resultam em reducdo na apoptose. Embora os
mecanimos de acdo pelos quais acidos graxos atuam no epigenoma nao sejam bem
esclarecidos, sugere-se que a variagdo do consumo energético possa modular a
atividade de HDACs (Burdge e Lillycrop, 2014).
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Figura 2: AlteracBes epigenéticas relacionadas a carcinogénese e sua modulacdo por

CBAs. (A) Transcricdo ativa. Os promotores de genes ativos transcricionalmente
apresentam hipometilacdo de regides CpG, acetilacdo de histonas e metilacdo de
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histonas H3 no residuo de lisina 4 (H3k4 me3). (B) Transcricdo inativa. Durante a
carcinogénese, regibes promotoras de genes supressores de tumor apresentam-se,
frequentemente, hipermetiladas. O silenciamento transcricional € mediado por MBDs,
qgue se ligam as regides CpGs metiladas e recrutam HDACs e DNMTs. Além disso, a
metilacdo dos residuos 9 e 27 de histonas H3 (H3k9me3 e H3k27me3) também esta

bY

associada a inativacdo de genes. (C) Compostos bioativos de alimentos podem
modular a atividade de DNMT, HDAC e MBD, e aumentar a acetilagdo de histonas e a
metilacdo em H3k4 de regibes promotoras de genes inativos. Assim, a cromatina
poderia se tornar mais acessivel a fatores de transcri¢ao.

Em estudo recente, a hipermetilacdo de histona H3 nos residuos 9 e 27 foi
observada em figados preneoplasicos de animais tratados com lipidios estruturados
produzidos pela interesterificagdo enzimatica de tributirina e 6leo de linhaca durante a
fase de iniciacdo e promocao da hepatocarcinogénese experimental. Além disso, a
modulacdo de aspectos epigenéticos pelo novo composto resultaria na menor

expressao dos oncogenes myc, Ccndl e Stat3 (Heidor et al.2015).
1.5. Lipidios estruturados e a quimioprevencéao

O primeiro estudo clinico com a tributirina teve o objetivo de estabelecer efeitos
toxicos e terapéuticos, assim como as doses que resultam em concentracdes séricas
efetivas de butirato (0,5-3 mM) e sua manutencao (Conley et al. 1998). Para tanto, 13
pacientes com diferentes tipos de cancer receberam capsulas gelatinosas de tributirina
em uma Uunica dose diaria que variava entre 50 e 400mg/Kg de peso corpéreo. Os
pacientes ndo apresentaram nenhum sinal significante de toxicidade e, foi obtida a
concentracdo serica de 0,45mM, préxima a concentracdo de butirato utilizada em
estudos in vitro, a dose de 200mg/Kg de tributirina. Entretanto, uma Unica dose de
tributirina n&o foi suficiente para a manutencdo das concentracdes séricas de acido
butirico necessarias para sua atividade terapéutica. Assim, foi sugerida a dose de

200mg/Kg de tributirina trés vezes ao dia (Conley et al., 1998).

Em estudo clinico subsequente (Eldeman et al., 2003), ndo foram observados
efeitos toxicos relevantes em 20 pacientes, também com diferentes tipos de canceres,
gue receberam capsulas gelatinosas de tributirina na dosagem de 200mg/Kg trés vezes
ao dia. Embora individuos com peso meéedio de 70Kg recebessem 28 céapsulas

gelatinosas por refeicdo, a adesédo ao tratamento nao foi reduzida. O tratamento se
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estendeu por varios meses estabilizando a doenca em diversos pacientes (Edelman et
al., 2003). A concentracéo plasmatica média de butirato nesses individuos foi maior do
gue aguela de pacientes leucémicos que receberam butirato de sodio por via
intravenosa (Miller et al., 1987; Edelman et al., 2003). Entretanto, foram observadas
variagfes significativas na concentracdo seérica de butirato entre os individuos que
receberam as capsulas de tributirina, as quais poderiam estar relacionadas a variacfes
metabolicas individuais ou a uma instabilidade inerente ao pré-farmaco (Conley et al.,
1998; Edelman et al.,, 2003). Nesse sentido, varias estratégias diferentes tém sido

pesquisadas visando aumentar a biodisponilidade da tributirina.

A administracdo de uma emulséo lipidica de tributirina a ratos aumentou em até
quatro vezes a biodisponibilidade de butirato e/ou tributirina em comparacdo a
administracao da tributirina em sua forma pura (Su, 2006). Essa emulsao foi sintetizada
com fracBes sintéticas de LDL, que apresentam comportamento cinético no plasma
similar as LDL nativas, com capacidade de ligacdo a receptores de LDL e incorporacéo
intracelular (Maranh&o et al.,1993). Assim, o desenvolvimento de emulséo de tributirina
com esta propriedade apresenta o potencial de atuar em células neoplasicas que
expressam receptores de LDL em grande quantidade e, ainda, o de induzir a apoptose

em células transformadas de célon e de figado (Su, 2006).

A solubilidade e biodisponibilidade intravenosa da tributirina € melhorada quando
emulsionada com &cido retindico. Esse tipo de emulsdo liga-se a apoliproteinas e,
portanto, apresenta maior AUC (&rea sob a curva) devido a menor eliminacdo do &cido
all-trans retinéico (ATRA). Além disso, a emulsdo de tributirina e ATRA apresentou
maior efeito sobre a inibicdo da proliferacdo celular em relagdo ao observado com o
ATRA, em células Caco-2 e HepG2 (Su et al., 2007). A combinacao de retindides com
HDACI tém sido avaliada em estudos pré-clinicos e clinicos (Heidor et al., 2012). Em
estudos in vivo, a administragdo da tributiina em combinagdo com a vitamina A
apresentou efeitos inibitérios em LPN, induziu a acetilacdo de histonas e restaurou a
expressao de p21. Além disso, a associacao induziu a apoptose nessas LPN de forma
mais pronunciada do que a administracdo de tributirina isoladamente (de Conti et al.,
2011). A reativagdo epigenética de genes envolvidos no metabolismo de retindides e

gue se encontram silenciados em diversos tipos de lesBes pré-neoplasicas e
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neoplasicas pode eventualmente explicar a sinergia desses compostos e sua utilizacao

em estratégias de controle do cancer.

A combinacado de butirato de sodio com &cido fdlico inibiu o desenvolvimento do
cancer de colon em modelo induzido por DMH em camundongos (Lu et al., 2008). Em
modelo de hepatocarcinogénese experimental, a associa¢do da tributirina com o acido
félico apresentou maior efeito quimiopreventivo em comparacdo0 aos compostos
isoladamente (Guariento et al., 2014). Os efeitos inibitérios observados com a
associacdo foram atribuidos & modulacdo de aspectos epigenéticos, incluindo a
metilacdo do DNA e modificacbes pés-traducionais de histonas (Lu et al., 2008), e a
inibicdo da angiogénese em fases iniciais da hepatocarcinogénese (Guariento et al.,
2014).

Nesse sentido, a combinacdo de agentes quimiopreventivos com diferentes
mecanismos de acdo tem sido considerada uma alternativa promissora para a
prevencdo do cancer (Heidor et al., 2015). Avancos biotecnologicos possibilitam a
modificacdo de biomoléculas e, portanto, o desenvolvimento de alimentos e farmacos
destinados a manutenc¢ao do estado fisiol6gico normal e a prevencédo de doengas como
o cancer (Heidor et al. 2012). Nesse caso, as propriedades nutricionais, fisico-quimicas
e organolépticas de uma mistura lipidica também podem ser alteradas através da
reestruturacdo ou modificacdo da composicado e/ou distribuicdo posicional de acidos
graxos nas moléculas de triacilglicerol (Stein, 1999; Silva et al.,2009). A
interesterificagcdo quimica ou enzimética é uma boa estratégia para a sintese de 6leos e
gorduras com propriedades fisicas e funcionais desejaveis para sua aplicacdo em
alimentos (Osborn e Akoh, 2002).

A interesterificacdo quimica € um processo barato e de facil realizacdo em escala
industrial. Entretanto, a reacdo € pouco especifica e ndo permite controlar a distribuicéo
posicional de &cidos graxos no produto final. Esse tipo de reacdo € catalisada por
metais em condi¢Bes anidras e alta temperatura e, gera residuos de dificil eliminacao.
Por outro lado, as reacdes catalisadas por lipases oferecem grande seletividade e
regioespecificidade que permitem o controle da distribuicdo posicional de acidos graxos
no produto final e menor geragdo de residuos (Osborn e Akoh, 2002). Lipases 1,3
especificas possibilitam a sintese de novos triacilglicer6is com AGCC e AGCL na
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mesma molécula de glicerol, denominados lipidios estruturados. Os lipidios
estruturados sao considerados uma nova geracdo de substancias com propriedades
nutricionais e funcionais melhoradas (Stein, 1999; Silva et al.,2009; Heidor, et al.,
2012).

Nos ultimos anos, pré-farmacos do acido butirico tém sido sintetizados a fim de
aumentar sua biodisponibilidade in vivo. Triacilglicerdis estruturados sao apresentados
como veiculos potenciais para o butirato na estrutura de acilglicerdis. (Martin et al.
2011). Lipases pancreaticas atuam predominantemente nas posi¢cées sn-1 e sn-3 das
ligagcbes éster de triacilglicerois, liberando acidos graxos livres e 2-monoacilgliceréis
gue sao preferencialmente absorvidos em ratos (Stein 1999). Além disso, acilglicerdis
sdo componentes de membrana e moléculas de sinalizacdo relacionados a

propriedades anticancer e diferenciacao celular (Martin et al. 2011).

Estudos mais antigos demonstraram, ainda, que uma emulsao contendo lipidios
estruturados de AGCC nas posigbes sn-1 e sn-3 com AGCL na posi¢do sn-2
apresentou maior meia vida em ratos quando comparada a uma emulsdo contendo
apenas AGCC (Hedeman et al. 1996). Dessa forma, € possivel que lipidios
estruturados compostos por acido butirico e ALA modulem favoravelmente a absorcéo
das moléculas presentes no triacilglicerol e, assim, poderiam ter papel importante na
guimioprevencao da hepatocarcinogénese. Assim, a sintese de lipidios estruturados
obtidos pela interesterificacdo de tributirina e 6leo de linhaca pode ser til para a
prevencdo, inibicdo ou reversdo das etapas iniciais da carcinogénese (Heidor et al.
2012). Vale ressaltar que a elucidacao da atividade quimiopreventiva de compostos em
modelos experimentais com animais € essencial para que se prossiga com ensaios
clinicos (Sporn e Suh 2002). Nesse sentido, a busca de mecanismos que expliguem a
influéncia dos alimentos no cancer contribui para esclarecer aspectos fundamentais da
carcinogénese e do comportamento biolégico das neoplasias malignas, além de
promover um grande impacto em estratégias de prevencao (Ames, Gold, e Willett 1995;

De Flora e Ferguson 2005).

Assim, aventou-se que os lipidios estruturados obtidos por interesterificacao
enzimatica apresentem vantagens quimiopreventivas em relacdo a tributirina quando

administrada isoladamente durante a fase de promocéo inicial do modelo do hepatdcito
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resistente. Além disso, a modulacdo de aspectos epigenéticos e da expressdo de
oncogenes e genes supressores de tumor podem estar envolvidos com a atividade

guimiopreventiva observada.
2.0bjetivo

Avaliar o potencial quimiopreventivo de lipidios estruturados produzidos por
interesterificacdo enzimética da tributirina com 6leo de linhaca quando administrados

durante a fase de promocéo inicial da hepatocarcinogénese experimental em ratos.

3.Material e métodos
3.1. Sintese e caracterizacao de lipidios estruturados

3.1.1. Sintese dos lipidios estruturados

Os lipidios estruturados foram preparados a partir de uma mistura de tributirina
(tributirina 97%; Aldrich, EUA) e 0leo de linhaca (6leo de Linhaga Extra-Virgem; Vital
Atman, Brasil) na proporcdo 1,35:1,0 (massa:massa) ou 2,5:1,0 (mol:mol) de
tributirina:ALA. A mistura foi interesterificada em um reator tubular de vidro contendo
70g da lipase 1,3 especifica de Thermomyces lanuginosa imobilizada em silica
(LipozymeTL IM, Novozymes, Brasil). Inicialmente, éleo de soja foi introduzido no reator
com fluxo de 1mL/min para a remoc¢do de umidade e bolhas de ar da enzima. Apés a
temperatura do reator atingir 60°C, a mistura de tributirina com éleo de linhaca foi
bombeada para o0 mesmo com fluxo de 1mL/min (tempo de residéncia de 1h). Para
evitar possiveis contaminagdes com o0s acidos graxos do o6leo de soja, foram
descartados os primeiros 200 mL do produto interesterificado (Silva et al. 2012, Heidor
et al.2015). A sintese e caracterizacdo dos lipidios estruturados foram realizadas no
Departamento de Tecnologia Bioquimica-Farmacéutica, com o auxilio do Prof. Luis

Antonio Gioielli e da Profa. Juliana N. R. Ract.
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3.1.2. Comportamento térmico: Calorimetria de fuséo e

cristalizacao

As andlises calorimétricas do comportamento de fusdo e cristalizacdo dos lipidios
estruturados ou de seus componentes foram realizadas em analisador térmico (modelo
DSC 4000, Perkin-Elmer, EUA) (Silva et al. 2009). Assim, as amostras fundidas (5 mg)
foram acondicionadas em recipientes de 50 pL e lacrados hermeticamente. As
amostras foram mantidas a 80°C por 10 minutos e, em seguida, resfriadas até -60°C na
razdo de -10°C/min e mantidas nesta temperatura por 30 min para a determinacéo das
curvas de cristalizacdo. As curvas de fusdo foram determinadas pelo aquecimento das
amostras de -60 a 80°C na razdo de 5°C/min. A andlise dos dados foi realizada pelo
software Pyris (EUA).

3.1.3. Composicao em triacilglicerois

As amostras foram dissolvidas em acetona (5 mg/L) e analisadas diretamente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando o sistema Shimadzu
Prominence 20A (Shimadzu Corporation, Japao) equipado com um detector de chama
ionizada Shimadzu ELSD-LTII e duas colunas Supelcosil™ C18 (25 cmx4.6 mmx5 um)
(Sigma-Aldrich, EUA)(Segura et al. 2011, Heidor et al. 2015). As analises foram
iniciadas com a vazdo de 1 mL/min de uma mistura de acetona/acetonitrila (1:1) com
gradiente crescente de cloroférmio que atingiu 20% em 60 minutos. Em seguida, a
composicao de solvente foi mantida por 20 minutos e, retornou a inicial aos 85 minutos.
Os picos foram identificados usando padrbes de triacilglicerdis puros, e a ordem de
eluicdo foi relacionada ao numero de carbonos equivalentes. As analises foram

realizadas em duplicatas.

3.2. Ensaio in vivo

3.2.1. Protocolo Experimental

Foram utilizados 66 ratos machos Wistar, recém-desmamados, pesando
inicialmente entre 80-90 g e obtidos da colénia do biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universidade de Séao Paulo (FCF/IQ-USP). Os
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animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (4 ratos/gaiola) com tampas de
aco inoxidavel contendo maravalha esterilizada. Agua e racdo comercial peletizada
comum para roedores de laboratorio (Purina Nutrimentos Ltda., Brasil) foram oferecidas
ad libitum durante todo o experimento. O peso corpdreo dos animais foi acompanhado
diariamente. O ensaio biolégico foi realizado nas dependéncias do biotério da FCF/1Q-
USP apds a devida aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais de Experimentacao (Protocolo CEUA-FCF/USP 336), em ambiente apropriado
para conducdo de estudos de carcinogénese, a temperatura de 22°C+2°C e ciclo de
iluminacgao claro-escuro de 12 h.

Apds o periodo de aclimatacdo de uma semana todos 0s animais foram
submetidos ao modelo do hepatdcito resistente (sigla em inglés, RH), de acordo com
Semple-Roberts (1987), com excecao de 5 ratos do grupo NI (grupo ndo submetido ao
protocolo experimental). A iniciacdo ocorreu pela administracdo intraperitoneal de
dietilnitrosamina (DEN; Sigma, EUA, 200 mg/Kg de peso corporal, p.c) dissolvida em
solucdo de NaCl a 0,9%. Apés um periodo de recuperacdo de 2 semanas 0S
hepatécitos iniciados foram selecionados pela administracdo de 4 doses Unicas em
dias consecutivos, por gavagem, de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF; Sigma, EUA; 20
mg/Kg de p.c./dia) dissolvido em dimetilsuféxido e éleo de milho. Vinte e quatro horas
apos a ultima aplicacédo de 2-AAF os animais foram submetidos & um potente estimulo
mitogénico, representado por uma hepatectomia parcial (HP) a 70%. Os animais
receberam por gavagem duas doses adicionais de 2-AAF (7,5 e 20 mg/Kg p.c.) no

segundo e quarto dias subsequentes a HP, respectivamente.

Os animais submetidos ao modelo do RH foram distribuidos de forma aleat6ria em
cinco grupos experimentais 3 dias apds a ultima dose de 2-AAF, quando foram

iniciados os tratamentos:

Grupo Controle (CO): animais submetidos ao modelo do RH que receberam
diariamente maltodextrina (Nestlé, Brasil; 3,0 g/Kg p.c/dia) como controle isocal6rico (6

Kcal/g) por gavagem.

Grupo Oleo de Linhaca (LIN): animais submetidos ao modelo do RH que

receberam diariamente 6leo de linhaca (1,33 g/Kg p.c/dia) por gavagem.
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Grupo Tributirina (TB): animais submetidos ao modelo do RH que receberam

diariamente tributirina (2,0 g/Kg p.c/dia) por gavagem.

Grupo Mistura (MIS): animais submetidos ao modelo do RH que receberam
diariamente uma mistura contendo a mesma propor¢cdo molar (2,5:1) de tributirina e
Oleo de linhaga utilizada na obtenc¢éo dos lipidios estruturados, porém ndo submetida a

reacao de interesterificacdo enzimatica (1,65g/Kg p.c/dia) por gavagem.

Grupo Estruturado (EST): animais submetidos ao modelo do RH que receberam
diariamente uma solucdo de lipidios obtidos pela interesterificacdo enzimatica da
tributirina com éleo de linhacga (1,659/Kg p.c/dia) por gavagem.

As doses das substancias administradas foram calculadas para fornecerem a
mesma quantidade energética da tributirina (Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009, Heidor et
al.2015). As substancias foram administradas diariamente durante cinco semanas, a

partir de uma semana apos a realizagéo da HP (Figura 3).

Semanas
9 123 4 5 6 7 8 9 10
NI | animais ndo submetidos ao protocolo experimental

maltodextrina: 3,09/_Kg p.c

dleode linhaga: 1,33g/Kgp.c
tributirina: 2,0g/Kg p.c

mistura: 1,65g/Kgp.c

lipidios estruturados: 1,65g/Kg p.c

Figura 3: Desenho experimental. Os animais foram submetidos ao modelo do
hepatécito resistente. Os hepatocitos foram iniciados por meio de administracdo
intraperitoneal de DEN em solugdo salina (NaCl a 0,9%). Ap6s 2 semanas, 0S
hepatdécitos iniciados foram selecionados pela administracdo de 4 doses Unicas em
dias consecutivos, por gavagem, de 2-AAF dissolvido em dimetilsufoxido e oOleo de
milho (20mg/Kg p.c), seguida de uma hepatectomia parcial (HP) a 70%. Os animais
receberam duas doses adicionais de 2-AAF (7,5 e 20mg/Kg p.c) no segundo e quarto
dias subsequentes a HP, respectivamente. Os tratamentos diarios foram iniciados 3
dias ap0s a ultima dose de 2-AAF.
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Eutanasia dos animais

Na ocasido da eutanasia, 0s animais permaneceram em jejum durante seis horas e
foram pesados antes do procedimento. Em seguida, os mesmos foram submetidos a
anestesia inalatéria com éter etilico (Merck, Alemanha). Apos entrarem em plano
anestésico foram posicionados em decubito dorsal horizontal, realizando-se a
laparotomia. A eutanasia deu-se por meio de seccdo da aorta abdominal e
consequente choque hipovolémico. Por fim, retirou-se o figado, o qual foi lavado em
solucédo salina gelada a 0,9% e pesado em balanca eletrénica digital, seguindo-se,

entdo, 0 exame macroscopico do mesmo.
3.2.2. Andalise macroscopica

O figado de cada animal foi examinado individualmente quanto a presenca, em sua
superficie, de formac¢bes nodulares de tamanhos variados e coloracédo esbranquicada,
gue se distinguiam do parénquima hepatico. Essas formacfes denominadas LPN,
foram classificadas pelo seu diametro em maior que 1 mm ou menor que 1mm. Apds o
exame da superficie, cada lobo foi seccionado em fatias de aproximadamente 0,3 cm
de espessura, sendo entdo, identificadas e contadas as lesdes nodulares internas

(Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009).

Posteriormente, foram colhidas amostras de cada lobo hepatico dos animais para
analise morfométrica de LPN, apoptose e proliferacdo celular. Estes fragmentos de
figado foram imediatamente fixados em formalina tamponada a 4% por 24 horas. Os
lobos hepéticos foram separados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

em seguida, armazenados em “freezer” a -80°C (Revco, EUA).
3.3. Dupla marcacao imunoistoquimica

O numero e a porcentagem de area ocupada pelas lesbes preneoplasicas e suas
caracteristicas de persisténcia ou remodelacdo, assim como proliferacdo celular foram
avaliadas em corte histolégico por dupla marcacdo imunoistoquimica para GST-P e
PCNA (de Conti, et al. 2012). ApOs desparafinizacdo e rehidratacdo, cortes de figado

com 5um foram tratados com peroxido de hidrogénio (H,O2) a 3% em PBS durante 20
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minutos para bloqueio da peroxidase enddégena. Em seguida, foi realizado o bloqueio
de proteinas inespecificas mergulhando-se as laminas em solucdo a 3% de leite em po
desnatado em tampéo fosfato (PBS: NaCl 137mM; Na;HPO, 10mM; KCI 2,68mM,;
KH,PO, 1,76 mM e agua ultra-pura, pH 7,40) durante 1 hora. As laminas foram
incubadas com o anticorpo primério anti-PCNA (Dako, Dinamarca) na diluicdo de 1:200
em albumina sérica bovina a 1% (BSA 1%) em camara Umida a 4°C durante 16 horas,
tratadas com anticorpo secundario biotinilado universal (anti-mouse/coelho) por 30
minutos e, posteriormente, com o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase por 30
minutos (LSAB+System-HPR, Dako, Dinamarca). Ap6s a lavagem das laminas, foi
realizada a revelacdo pela diaminobenzidina (DAB, Sigma, EUA) por 1 minuto. As
laminas, entdo, foram mantidas em agua por 5 minutos, tratadas com Levamisole
(Dako, Dinamarca) para bloqueio da fosfatase alcalina enddgena, incubadas com anti-
GST-P (MBL, Japéo) 1:1000 em BSA 1% por 1 hora a temperatura ambiente seguido
de tratamento com sistema de polimero (Dako Cytomation EnVision, Dinamarca)
durante 45 minutos e revelagdo com permanent red (Dako, Dinamarca). A contra-
coloracdo foi realizada com hematoxilina de Harris por 3 minutos seguida de
diferenciacio com agua amoniacal e montagem das laminas em resina aquosa
faramount aqueous (DAKO, Dinamarca). Entre todas as etapas foi realizada lavagem
dos cortes em PBS. A especificidade das marcacfes foi controlada subtraindo-se o

anticorpo primario e substituindo-o por solucdo de BSA 1%.
Analise morfométrica de lesdes preneoplasicas GSTP+

O ndmero (n/cm?), tamanho médio (mm?) e porcentagem de &rea do corte ocupada
por LPNs GST-P positivas, persistentes (Apéndice 1-A) ou em remodelacéo
(Apéndice 1-B) (de Conti et al. 2012), bem como a area total dos fragmentos hepaticos
foram determinados utilizando-se o sistema de analise de imagem AxioVision 4.8 (Carls
Zeiss, Alemanha). Este recurso permite que a area de cada corte histologico do figado,

assim como de cada lesdo GST-P positiva, seja medida por um sistema de mosaico.
Andlise da proliferacao celular

A proliferacdo celular foi avaliada pela contagem de ndcleos PCNA positivos em
fase S (fortemente corados) (Apéndice 1-C) (Furtado et al.,, 2014) entre 2000
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hepatocitos analisados no tecido ao redor das lesfes (surrounding) e dentro das LPN
(persistente ou em remodelacdo) em objetiva de 20x. Para tanto, foi utilizado o
microscopio Optico (Axio Imager M2; Carls Zeiss; Alemanha). Os dados foram

expressos em indice de proliferacdo celular (%).
3.4. Analise de apoptose

Os hepatdcitos em apoptose (Apéndice 1-D) foram quantificados em corte
histologico pelo método de H&E(Levin et al. 1999) utilizando-se microscopio Optico
(Axio Imager M2; Carls Zeiss; Alemanha). Todos os hepatécitos em apoptose foram
contados entre 2000 hepatécitos analisados no tecido ao redor das lesdes
(surrounding) e dentro das LPN (persistente ou em remodelacdo) em objetiva de 20x.

Os dados foram expressos em indice apoptotico (%).

3.5. Determinacéo das concentracdes dos acidos butirico

e alfa-linolénico

A andlise das concentracBes hepaticas de &cido butirico foi realizada de acordo
com Kuroiwa-Trzmielina e colaboradores (2009). Amostras congeladas de figado foram
homogeneizadas com solugdo 50 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto — inibidor de
protease) e acetonitrila, além do padrdo interno éster etilbutirico (Sigma, EUA). A
quantificacdo do acido butirico foi feita em cromatégrafo gasoso HP6890 (Agilent, Palo
Alto, California) equipado com coluna CP Wax 58- FFAP (25 m x 0.32 m x 0.2 ym),
acoplado a espectrofotometro de massas HP5973 (Agilent, EUA).

A extracdo de acidos graxos foi realizada de acordo com Folch, 1957, com a adicao
do padréo interno de linolenato de etila (Sigma, EUA). A quantificacdo do acido alfa-
linolénico foi feita em cromatégrafo gasoso HP6890 (Agilent, EUA) equipado com
coluna Supelco SPB-50 (30m x 0.25mm ID, 0.25um), acoplado a espectrofotdmetro de
massas HP5973 (Agilent, EUA).

As determinacdes das concentracdes hepaticas dos acidos butirico e alfa-linolénico
foram realizadas no laboratorio de Quimica e Bioquimica de Alimentos, com o auxilio

do Prof. Eduardo Purgatto.
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3.6. Western Blot

As histonas foram extraidas de amostras de figado dos animais em solucao &cida.
As proteinas totais e fracdes nuclear e citoplasmatica de figado de ratos foram
extraidas de acordo com protocolos especificos descritos anteriormente (de Conti et al.
2013). Apds sua quantificacdo, as proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Entédo, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, poro 0,2um, EUA). O bloqueio de proteinas
inespecificas foi realizado com ECL Prime (Amersham Biosciences, Suécia) por 1 h em
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada com tampéo PBS-T (NaCl
137 Mm; Na,HPO,4 10 Mm; KCI 2,68 Mm; KH,PO, 1,76 Mm e Tween 1% em &agua) e
incubadas com os anticorpos primarios especificos para cada proteina em diluicbes
pré-determinadas overnight. ApGs a incubacédo das membranas com anticorpo primario
especifico (Apéndice 2), foi realizada a reacdo com o anticorpo secundario
correspondente. As proteinas (-actina e a histona H1 foram utilizadas como controles
constitutivos. A deteccdo das bandas de proteinas deu-se por quimioluminescéncia
com o conjunto de reagentes especifico (ECL Advanced, GE Healthcare, Suécia). A
intensidade das bandas foi quantificada por densitbmetro (Modelo GS-700 Imaging
Densitometer, BIO-RAD, EUA) com software especifico (Molecular Analyst, BIO-RAD,
EUA).

3.7. Analise da expresséao génica por real time-PCR

(Real Time Polymerase Chain Reaction)

O RNA do tecido hepatico total foi extraido de acordo com especificagbes do kit
illustra RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare, EUA). O RNA quantificado em
espectrofotometro (Nanodrop 1000, ThermoScientific, EUA) foi convertido em cDNA de
acordo com o kit SuperScriptTM First-Strand Synthesis System (Invitrogen, EUA) a
partir de 100 ng de RNA. A quantificacdo da expressdo de mRNA dos genes Rassfl
(Rn01445298 m1), Rassf5 (Rn00571287 _m1) e Cav-1 (Rn00755834 m1l) através de
seus respectivos cDNAs, foi realizada por PCR em tempo real utilizando-se o sistema
de amplificacdo TagMan (Applied Biosystems, EUA). O gene Gapdh foi utilizado como
controle. A reacao de PCR foi realizada no Sistema de PCR em Tempo Real Step One
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Plus HT (Life Technologies, EUA),tendo sido utilizados as seguintes condi¢cdes de

ciclagem: 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min.
3.8. Analise de expressao génica por real time-PCR arrays

O RNA total dos grupos NI, CO, TB e EST (n=4 por grupo) foi extraido de amostras
de figado com o RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) seguindo as orientacdes do
fabricante. O DNA complementar foi sintetizado a partir de 5 yg de RNA total utilizando-
se 0 RT2 First Strand cDNA synthesis kit (Qiagen). A expressdo de 84 genes
relacionados a vias de desenvolvimento de cancer de figado foi analisada por PCR em
tempo real empregando o RT2 Profiler PCR Array - Liver Cancer Pathways genes. O
protocolo foi realizado de acordo com as orienta¢des do fabricante (Qiagen). Os niveis
relativos de RNA mensageiro para cada gene foi determinado pelo método 2-AACt
(Schmittgen e Livak 2008). Um gene foi considerado diferencialmente expresso quando

p<0,05 e a razdo>1,5.
3.9. Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados de forma inteiramente casualizada e todos os
dados obtidos foram testados quanto a distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e a
homogeneidade das variancias (testes de Levene e Brown-Forsythe). Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo da média, ou frequéncia; e todas as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GRAPHPAD PRISM
(Graphpad, EUA) e adotando-se nivel de significancia de 0,05. Resultados
paramétricos foram analisados pelo teste de Analise de Variancias (ANOVA) seguido
do teste de Tukey. A analise de resultados ndo-paramétricos foram realizados segundo
testes de Wilcoxon. No caso de andlises de incidéncia foi utilizado o teste exato de

Fisher.
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4.Resultados
4.1. Caracterizacao dos lipidios estruturados

4.1.1. Comportamento térmico

A reestruturacdo ou modificacdo da composicéo e/ou distribuicdo posicional de
acidos graxos nas moléculas de glicerol pode alterar as propriedades fisico-quimicas

de uma mistura lipidica; portanto, avaliou-se o comportamento térmico dos 6leos.

A Tabela 1 apresenta 0s picos, assim como seu inicio e fim, obtidos a partir das curvas
de cristalizacdo e fusdo (Figuras 4-A e B), respectivamente. O Oleo de linhaca
apresentou dois picos de cristalizacdo. O primeiro pico ocorreu a temperatura de -7,5
°C, iniciado em -4,6°C e finalizado em -14,4°C. O segundo pico de cristalizagdo ocorreu
a -53,8 °C, com inicio em -52,1°C e fim em -55,5°C. Durante a fusdo, foi observado um
pico principal em -24,9 °C, com inicio em -28,4°C e fim em -21,7°C, com outros trés
picos secundarios parcialmente sobrepostos a ele. A tributirina ndo apresentou
quaisquer eventos de cristalizacdo ou de fusdo na faixa de temperatura em que foi
analisada, entre -60 e 80 °C. A mistura de tributirina ao 6leo de linhaca apresentou
apenas um pico de cristalizacdo a temperatura de -10,4 °C, com inicio em -7,2 °C e fim
em -17,5 °C. O pico de fusdo da mistura ndo esterificada ocorreu em -33,3 °C, com
inicio em -36,9°C e fim em -29,7°C. Apés a interesterificacdo, os lipidios estruturados

nao apresentaram picos de cristalizagéo e fuséo na faixa de temperatura estudada.
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Tabela 1. Resultados obtidos a partir das curvas de cristalizacdo e fusdo do 6leo

de linhaca (LIN), tributirina (TB), mistura de tributirina com 6leo de linhaca (MIS) ou

lipidios estruturados (EST).

Cristalizacéo 1

LIN B MIS EST
Inicio (°C) -4,6 0,2 - 7,2+0,1 -
Fim(°C) -144zx21 - -17,5+0,2 -
Pico (°C) -7,5+0,4 - -10,4 + 0,0 -
Cristalizacao 2
Inicio (°C) -52,1+0,4 - - -
Fim (°C) -55,5+0,5 - - -
Pico (°C) -53,8+0,5 - - -
Fuséo
Inicio (°C) -28,4+0,0 - -36,9+0,1 -
Fim (°C) -21,7+0,0 - -29,7+0,0 -
Pico (°C) -24,9+0,0 - -33,3+0,1 -
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Figura 4: Curvas de cristalizacédo (A) e fusédo (B) do 6leo de linhacga (LIN), tributirina (TB), mistura de TB com LIN (MIS) ou lipidios
estruturados (EST).
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4.1.2. Composicao em triacilglicerois

A Figura 5 representa a composicdo em triacilglicer6is do 6leo de linhaca,
tributirina e lipidios estruturados. Os triacilgliceréis mais abundantes no 6leo de linhaca
foram LnLnLn [Ln = 18:3(n-3)], LLLn [L = 18:2(n-6)], LLnLn, OLL (O = 18:1), OLLn, LLL
e OLnLn. Como esperado, tributirina apresentou somente BBB (B = 4:0). Novos
triacilglicerdis foram sintetizados apés a interesterificagdo. Os 3 butiratos que estavam
presentes inicialmente na tributirina foram redistribuidos com os acidos graxos
provenientes do oOleo de linhaca, para formar novos triacilgliceréis como BBLn, BBL,
BBO, BLnLn, BLLn e BOLNn. Aproximadamente 82% dos triacilglicerdis presentes nos
lipidios estruturados apresentaram 2 &cidos butiricos em sua estrutura, conforme

planejado.

4.2. Ensaio in vivo

4.2.1. Peso corporeo e hepéatico dos animais

A evolucao do peso corporeo dos animais foi avaliada a fim de verificar a aplicagdo
adequada do modelo do RH, bem como observar possiveis efeitos toxicos dos
tratamentos. A Figura 6 apresenta os dados de evolu¢cdo de peso corporeo dos
animais durante o periodo experimental. Nota-se que, as maiores perdas de peso
ocorreram durante os periodos de administracdo da DEN, de 2-AAF e do procedimento
de HP a 70% nos grupos submetidos ao modelo do RH (CO, LIN, MIS, TB, EST) em
relacdo ao grupo NI (p<0,05; Figura 6). Em geral, ndo foram observadas diferencas
(p>0,05) entre os grupos em relacdo aos parametros de peso corporeo inicial ou final e,
peso hepatico relativo (Tabela 2). Os pesos iniciais semelhantes entre 0s grupos

experimentais apontam para a aleatorizacado adequada dos animais.

A mortalidade de cerca de 20% dos animais dos grupos submetidos ao modelo
ocorreu somente nas 2 semanas que se sucederam a HP, periodo critico observado
em outros experimentos conduzidos no laboratério com o modelo do RH (Espindola et
al. 2005; Fonseca 2005; Ong et al. 2006). Os animais apresentavam debilidade e
apatia, acompanhadas da perda de peso e reducdo no consumo de racao progressivos

prévios ao O6bito. A necropsia, os figados de alguns animais apresentavam-se
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atrofiados e com tonalidade clara, indicando possivel insuficiéncia hepética decorrente

da nédo regeneracdo adequada do 6rgao apos a HP.
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Figura 5 : Composi¢do em triacilgliceréis do 6leo de linhaca (A), tributirina (B) e

lipidios estruturados (C).
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Figura 6: Representacéao grafica do controle de peso dos animais ndo submetidos ao modelo experimental (NI), ou submetidos
ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina (CO), 6leo de linhaga (LIN), tributirina (TB), mistura de tributirina
com Oleo de linhaca (MIS) ou lipidios estruturados (EST) durante a etapa de promocdao inicial da hepatocarcinogénese. Legenda:
Administracéo de dietilnitrosamina (DEN — 200mg/kg p.c); Administracdo do agente promotor 2-acetilaminofluoreno (AAF -
20mg/Kg p.c e 7,5 mg/Kg p.c, respectivamente); ‘|| Hepatectomia parcial 70%.
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4.2.2. Analise macroscopica do figado de animais

submetidos ao protocolo experimental

Por ocasido da eutanésia, os figados foram analisados macroscopicamente para
deteccdo de nodulos visiveis (Anexo 3), que foram também classificados quanto ao
tamanho, tanto na superficie hepatica, como ao corte de 3 mm de espessura. Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) na incidéncia de ndodulos visiveis, porém o0s
grupos TB e EST apresentaram menor (p<0,05) multiplicidade de nddulos em relagéo
ao grupo CO (Tabela 2). Além disso, os grupos TB e EST apresentaram maior (p<0,05)
porcentagem de ndédulos menores do que 1mm e menor (p<0,05) porcentagem de
nédulos maiores do que 1mm em relagdo ao grupo CO. Resultado similar (p<0,05) foi
observado no grupo MIS, apesar de sua multiplicidade n&o ter sido diferente (p>0,05)
em comparacao ao grupo CO. Nao foram observadas diferencas significantes (p>0,05)
na multiplicidade ou tamanho de nddulos do grupo LIN em quando foi comparado ao

grupo CO.

4.2.3. Analise morfométrica de lesGes preneoplasicas
GSTP+

Os grupos tratados com tributirina e com lipidios estruturados apresentaram
menor (p<0,05) nimero de LPN, tanto persistentes como em remodelacdo, em
relacdo ao grupo que recebeu maltodextrina. Entretanto, apenas o grupo TB
apresentou menor (p<0,05) tamanho médio das LPN quando comparado ao grupo
CO . A porcentagem de area do corte ocupada por pLPN e rLPN, nos grupos TB e
EST foi menor (p<0,05) quando comparada a do grupo CO (Tabela 3). Os grupos
LIN e MIS nao apresentaram diferenca significante estatisticamente (p>0,05) em

relacdo ao numero e % de area do corte ocupada por LPN comparada ao grupo CO.
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Tabela 2: Pesos corpoéreo e hepético relativo de animais submetidos ao modelo
do hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina (CO), 6leo de linhaca (LIN),
tributirina (TB), mistura de tributirina e 6leo de linhaca (MIS) ou lipidios estruturados
(EST) na etapa de promocao inicial da hepatocarcinogénese, assim como sua
incidéncia e porcentagem por tamanho de LPN hepéticas visiveis & macroscopia
observadas por ocasido da eutanasia.

Peso Peso Peso Incidéncia % de nédulos
Inicial (g) Final () %) %) <imm >1mm
CO (11) 88,6495 333,1+29,7 4,0%0,7 100 56 +43 50 50
LIN (10) 93,7+13,1 336,8+24,3 4,0+0,9 90 48 +57 52 48
TB (8) 89,3+9,0 338,4+19,1 3,3%0,3 75 6 +26° 942 6%
MIS (7) 93,4+12,7 344,0%£30,6 3,710,4 86 21 +21 682 324
EST (11) 91,849,2 351,6+26,5 3,80,6 82 19 +21° 612 39°

Dados apresentados na forma de média + erro padrdo da média. * Diferenca em relacéo

ao grupo CO, p<0,05, segundo teste Exato de Fischer.

N&o houve diferenca (p>0,05) quanto ao indice de proliferacdo celular (%) em
pLPN, rLPN entre os grupos estudados. O surrounding (tecido ao redor da lesdo) de
todos os grupos apresentou menor (p<0,05) proliferacdo celular quando comparado
a pLPN e rLPN do mesmo grupo experimental, porém nao apresentou diferencas
(p>0,05) de proliferacéo entre os grupos experimentais (Tabela 3). Por outro lado,
observou-se que tanto o grupo TB, quanto o grupo EST apresentaram maior
(p<0,05) indice apoptético (%) nas rLPN em relacdo ao grupo CO. De modo
interessante, o indice apoptotico do grupo EST foi menor (p<0,05) em comparacao
ao do grupo TB. N&o foram observadas diferencas no indice apoptético dos grupos
LIN e MIS em pLPN ou rLPN, em relacdo ao grupo CO. Apenas o grupo TB

apresentou aumento (p<0,05) do indice apoptético em rLPN em relacédo a pLPN.
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Todos os grupos apresentaram maior (p<0,05) indice apoptdtico em rLPN em
relacdo ao surrounding (tecido ao redor da lesdo) do mesmo grupo. N&o houve
diferencas significantes estatisticamente (p>0,05) quanto a apoptose em pLPN em

nenhum grupo experimental (Tabela 3).

4.2.4. Concentragdes hepaticas de acido butirico e acido

alfa-linolénico

O grupo TB, como esperado, apresentou maior (p<0,05) concentracdo hepatica
de &cido butirico, em relacdo aos grupos CO e LIN. Embora ndo tenham
apresentado diferencas significantes (p=0,06), os grupos MIS e EST apresentaram
maior concentracao hepatica de acido butirico quando comparados ao grupo CO. O
grupo tratado com lipidios estruturados apresentou menor (p<0,05) concentracao de
acido butirico em relacdo ao tributirina. Os grupos MIS e EST apresentaram maior
(p<0,05) concentracdo hepatica de &acido butirico do que o grupo LIN. A
concentracdo hepatica de acido butirico no grupo LIN néo foi diferente (p>0,05) do
grupo CO (Figura 7-A). Observou-se que o grupo LIN, como esperado, apresentou
maiores (p<0,05) concentracbes de ALA em relacdo ao grupo CO e, 0 mesmo
ocorreu para 0s grupos MIS e EST (p<0,05). Os grupos MIS e EST apresentaram
concentracfes significantemente menores (p<0,05) que os grupos LIN e TB. O
grupo TB apresentou concentracdes de acido alfa-linolénico inferiores (p<0,05) as do
grupo LIN, mas similares (p>0,05) as do grupo grupo CO (Figura 7-B).
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Tabela 3: Anélise morfométrica de lesdes preneoplasicas GSTP" e indices de proliferacéo celular e apoptose em animais submetidos ao

modelo do hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina (CO), 6leo de linhaga (LIN), tributirina (TB), mistura de tributirina e Oleo de

linhaca (MIS) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de promocao inicial da hepatocarcinogénese.

% de area

Numero LPN  Tamanho Médio de . indice de Proliferacéo (%) indice Apoptotico (%)
ocupada por
GST-P*/ cm2 LPN GST-P* (mm? P P . em LPN em LPN
LPN GST-P
Grupo (n)
pLPN rLPN pLPN rLPN pLPN rLPN Sur pLPN rLPN Sur pLPN rLPN
CO(11) 1445 37+7 0,87+0,51 0,53+0,26 11+5  18+7 2,6+0,1 6,7+0,5° 4,8+0,3% 0,04+0,02 0,1+0,03% 0,12+0,03¢
LIN (10)  15+5 38+10 0,79+0,68 0,55+0,42 11+8 18+11  1,8+0,1 6,4+0,3% 4,5+0,3% 0,05+0,02 0,09+0,02¢ 0,13+0,01¢
TB(8) 4+3%  27+8% 0,34+0,34% 0,24+0,12% 2+3%  8+6° 1,4+0,2 5,5+0,6% 4,4+0,3% 0,08+0,03 0,2+0,04 0,44+0,06*%¢
MIS (7) 10+2 37+10 0,40+0,22 0,31+0,15 53 12+6 1,9+0,2 5,6+0,9¢ 4,1+0,5% 0,05+0,04 0,14+0,08° 0,19+0,1°
EST (11) 8+5* 26+9® 0,51+0,35 0,47+0,38 4+3*  10+7®  1,7#0,1 5,9+0,4% 4,2+0,3% 0,06+0,02 0,18+0,01° 0,28+0,03*"¢

Dados expressos na forma de média + erro padrdo da média; Diferenca ° em relacdo ao grupo CO e TB, respectivamente, ° diferenca em relacdo
apenas a pLPN do mesmo grupo, ¢ diferenca em relagéo ao surrounding (tecido ao redor da les&do) do mesmo grupo; segundo teste ANOVA seguido do
teste de Tukey, p<0,05. Sur (surrounding), pLPN= lesGes preneoplasicas persistentes, rLPN=lesGes preneoplasicas em remodelacao.
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Figura 7: (A) Concentracdo hepatica de &cido butirico (AB) e (B) acido alfa-
linolénico (ALA) em ratos submetidos ao modelo do hepatdcito resistente e tratados
com maltodextrina (CO), 6leo de linhaca (LIN), tributirina (TB), mistura de tributirina
com Oleo de linhaca (MIS) ou lipidios estruturados (EST) durante a etapa de
promocao inicial da hepatocarcinogénese. °<: diferenca em relagdo ao grupo CO,
TB e LIN, respectivamente (p<0,05);  comparacdo em relacdo ao grupo CO
(p=0,06). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Dados expressos na
forma de média + erro padrdo da média (n=5).

4.3. Alvos epigenéticos

Alteracdes epigenéticas sdo alvos interessantes para a quimioprevencdo por
serem potencialmente reversiveis e representarem um nivel adicional na regulacdo
da transcricdo génica (Santos-Rosa e Caldas 2005). Nesse contexto, foram
avaliadas no presente estudo modificacdes de histonas e a expressao de proteinas

relacionadas a alteracfes epigenéticas.

O aumento (p<0,05) da acetilacdo no residuo de K9 de histonas H3 (H3k9ac),
em comparacdo ao grupo CO, foi observado apenas em figados de animais
submetidos ao modelo do RH e tratados com tributirina. Além disso, observou-se
menor (p<0,05) acetilagdo de histonas no grupo EST em relacdo ao grupo TB
(Figura 8-A). Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
grupos experimentais quanto a trimetilacdo nos residuos k4, k9 e k27 de histonas H3
(H3k4me3, H3k9me3 e H3k27me3, respectivamente) (Figuras 8-B, C e D).
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Figura 8: ModificacBes de histonas em figados preneoplasicos. (A) H3K9 ac e,
(B) H3k4me3 (C) H3k9me3 (D) H3k27me3. A analise foi realizada com histonas
extraidas de figado de ratos Wistar ndo submetidos ao modelo experimental (NI) ou
submetidos ao modelo RH e tratados com maltodextrina (CO), 6leo de linhaga (LIN),
tributirina (TB), mistura simples de Oleo de linhaca e tributirina (MIS), ou lipidios
estruturados obtidos a partir da esterificacdo do Oleo de linhaga e tributirina (EST).
Imagens representativas dos imunoblots sdo apresentadas. Os resultados expressos
sdo0 proporcionais a expressao da histona no grupo CO. Diferenca *° em relacdo aos
grupos CO e TB, respectivamente, segundo teste ANOVA seguido do teste de
Tukey, p<0,05. Dados expressos na forma de média * erro padrdo da média (n=5).

A hiperacetilacdo das histonas resultante da inibicdo de sitios especificos das

enzimas desacetilases de histonas (HDAC) pode resultar na ativacdo transcricional

1 cip/waf

de genes como o p2 (Davie, 2003) e aumento da acetilacdo de outras
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proteinas além de histonas (Singh et al. 2010). No presente estudo, o grupo TB
apresentou aumento, embora néo significavo (p>0,05), na concentracéo total de p21
em relacdo ao grupo CO, correspondente ao aumento da acetilacdo de histonas H3.
N&o foram observadas diferencas significantes (p>0,05) entre os demais grupos
experimentais quanto aos niveis da proteina p21 (Figura 9-A). A acetilacdo de
proteinas ndo histonas desempenha um papel importante em sua localizagdo e
degradacdo, assim como na interacao proteina-proteina e proteina-DNA (Singh et al.
2010). Apesar de nao ter sido avaliada aqui, a acetilacdo da proteina p53 € uma
modificacdo epigenética induzida pela tributirina importante para sua funcéo e
localizacdo celular (de Conti et al. 2013). A quantificacdo de p53 total ndo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos experimentais (Figura 9-
B). A compartimentalizacdo da proteina p53 dentro da célula pode ser representada
por sua razdo nuclear/citoplasmaética.(Figura 9-C). Nesse sentido, animais tratados
com tributirina e O6leo de linhaca apresentaram maior (p<0,05) razédo
nuclear/citoplasméatica e, portanto, maior concentracdo de p53 nuclear em
comparacao aos animais tratados com maltodextrina (CO). Nao foram observadas
diferencas significantes (p>0,05) quanto a razao nuclear/citoplasméatica de p53 nos
grupos MIS e EST em relagéo ao grupo CO. Por outro lado, os animais tratados com
a mistura nao esterificada ou com lipidios estruturado apresentaram menor (p<0,05)
razao nuclear/citoplasmatica de p53 em comparag¢do aos tratados com tributirina
(Figura 9-C).

A compartimentalizacéo celular de p53 envolve sua interacdo com proteinas de
translocacdo nuclear como, por exemplo, a importina-alfa (Marchenko et al. 2010).
No presente estudo, o grupo TB apresentou concentracdo total de importina-alfa
aumentada (p<0,05) em comparacdo ao grupo CO. Animais tratados com lipidios
estruturados apresentaram concentracdo reduzida (p<0,05) de importina-alfa em
comparacdo aos tratados com tributirina, sem diferenca estatistica (p>0,05) em
relacdo aos animais controles (Figura 9-D). Os grupos LIN e MIS n&o apresentaram

diferencas significantes estatisticamente (p>0,05) em relacdo ao grupo CO ou TB.
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Figura 9: Expressao das proteinas (A) p21, (B) p53 total e (C) sua razéo
nuclear/citoplasmatica, e (D) importina-alfa. A andlise foi realizada em extrato total
ou de fracdes citoplasmaticas e nucleares de figado de ratos Wistar ndo submetidos
ao modelo experimental (NI) ou submetidos ao modelo RH e tratados com
maltodextrina (CO), 6leo de linhaca (LIN), tributirina (TB), mistura simples de 6leo de
linhaga e tributirina (MIS), ou lipidios estruturados obtidos a partir da esterificagéo do
Oleo de linhaga e tributirina (EST). Imagens representativas dos imunoblots sédo
apresentadas. Os resultados expressos sdo proporcionais a expressao da proteina
no grupo CO. Diferenca ab em relacdo aos grupos CO e TB, respectivamente,
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do ao grupo

lag:
controle

razdo em re

segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey, p<0,05. Dados expressos na
forma de média + erro padrao da média (n=5).

Proteinas que apresentam o dominio de ligacdo as ilhotas CpGs metiladas,
como a MeCP2 podem condensar a estrutura da cromatina, formar complexos com
HDACSs, ou ainda bloquear diretamente fatores de transcricdo promovendo assim o
silenciamento da transcricdo génica (Hamidi, Singh, e Chen 2015). No presente
estudo, os grupos MIS e EST apresentaram aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo total da proteina MeCP2 em relacdo ao grupo CO. N&o foram
observadas diferencas (p>0,05) quanto a expressao de MeCP2 nos grupos LIN e TB
em relacdo ao CO (Figura 10-A). Alguns genes envolvidos com a proliferacdo
celular e sinalizacéo, dentre eles o CAV-1, podem ser influenciados pela ligacdo da
proteina MeCP2 a sua regido promotora (Patra e Betuzzi, 2007). Entéo, foi avaliada
a expressdao da proteina Cav-1, porém nao foram encontradas diferencas

significantes (p>0,05) entre os grupos experimentais (Figura 10-B).
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Figura 10: Expressdo das proteinas (A) MeCP2 e (B) Cav-1 em figados
preneoplasicos. A analise foi realizada com proteina total extraida de figado de ratos
Wistar ndo submetidos ao modelo experimental (NI) ou submetidos ao modelo
hepatocarcinogénese do RH e tratados com maltodextrina (CO), 6leo de linhaca
(LIN), tributirina (TB), mistura simples de 6leo de linhaca e tributirina (MIS), ou
lipidios estruturados obtidos a partir da esterificacdo do 6leo de linhacga e tributirina
(EST). Imagens representativas dos imunoblots sdo apresentadas. Os resultados
expressos sao proporcionais a expressdo da proteina no grupo CO. Diferenca  em
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relacdo aos grupos CO, segundo teste ANOVA seguido do teste de Tukey, p<0,05.
Dados expressos na forma de média + erro padrdo da média (n=5).

4.4. Expressao dos genes Rassfl, Rassf5 e Cav-1

Os genes supressores de tumor Rassfl, Rassf5 e Cav-1 estdo epigeneticamente
silenciados em diversas neoplasias (Shivakumar et al. 2002; Jasmin et al. 2006;
Buckingham et al. 2010). No presente estudo, avaliou-se a expresséo desses genes
em fases preneoplasicas. Entretanto, ndo foram observadas diferencas (p>0,05)
entre 0s grupos quanto a expressao dos genes Rassfl, Rassf5 e Cav-1 analisados

por PCR em tempo real (Figura 11).

A. Rassf1 B. Rassf5 C. Cav-1

razdo em relagao ao grupo NI
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w
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Figura 11: Quantificacdo da expressao dos genes (A) Rassfl, (B) Rassf5 e (C)
Cav-1 por PCR em tempo real. A andlise foi realizada em RNA total, extraido de
figado de ratos Wistar ndo submetidos ao protocolo experimental ou submetidos ao
modelo hepatocarcinogénese do RH e tratados com maltodextrina (CO) ou lipidios
estruturados obtidos a partir da esterificacdo do 6leo de linhaga e tributirina (EST). A
guantidade de RNA foi normalizada pela expressédo do gene constitutivo Gapdh. Os
resultados expressos sao proporcionais a expressao do gene no grupo de animais
nao submetidos ao protocolo experimental (NI). Teste estatistico Anova seguido do
teste de Tukey. Dados expressos na forma de média = erro padrdo da média (n=5).
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4.5. Efeitos dos lipidios estruturados na expressao de
genes relacionados ao desenvolvimento de cancer de

figado

A Figura 12 apresenta os genes diferencialmente expressos (p<0,05 e
razao>1,5) dentre os 84 genes analisados por PCR em tempo real empregando o
RT2 Profiler PCR Array - Liver Cancer Pathways. A analise demonstrou a maior
expressdo dos oncogenes Bcl2 e Gstpl e menor expressdo de Fhit, Rbl e Reln
(p<0,05 e razdo>1,5) em animais submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese
experimental em relagédo aos animais ndo submetidos ao modelo (grupo NI) (Figura
12-B). O grupo TB apresentou maior expressao dos genes Cdhl, Cdknla, Faz, Fhit
e Socs3, e menor expressao dos genes Gstpl e Vegfa (p<0,05 e razdo>1,5) em
comparacdo ao grupo CO. O tratamento dos animais submetidos ao protocolo
experimental com lipidios estruturados inibiu a expresséo (p<0,05 e razao>1,5) de
Bcl2, Ccnd2, Pdgfra e Vegfa em relacdo aos animais tratados com maltodextrina
(grupo CO). O grupo EST apresentou maior expressdo dos genes supressores de
tumor Cdh13, Fhit e Socs3 em comparacdo ao grupo CO (p<0,05 e razdo>1,5).
Adicionalmente, foram observadas diferencas de expressédo génica entre 0s grupos
TB e EST. A expressdo dos genes Ccnd2, Cdhl e Cdknla foi menor entre os
animais submetidos ao modelo e tratados com os lipidios estruturados em relagéo
aos animais tratados com tributirina (p<0,05 e razdo>1,5). O gene Gstpl apresentou

maior expressao no grupo EST em comparacgao ao grupo TB (Figura 12-C).
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Figura 12: Genes diferencialmente expressos dentre os 84 genes analisados
por PCR em tempo real empregando-se o RT2 Profiler PCR Array - Liver Cancer
Pathways. A analise foi realizada em RNA total, extraido de figado de ratos Wistar
ndo submetidos ao protocolo experimental ou submetidos ao modelo
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hepatocarcinogénese do RH e tratados com maltodextrina (CO), com tributirina (TB)
ou lipidios estruturados obtidos a partir da esterificacdo do Oleo de linhaca e
tributirina (EST). A quantidade de RNA foi normalizada pela expressdo do gene
constitutivo beta-actina. Esquema representativo sobre o envolvimento dos genes
modulados pelos tratamentos no cancer de figado (A). Resultados expressos sao
proporcionais a expressdao do gene no grupo de animais ndo submetidos ao
protocolo experimental (NI) (B) ou do grupo CO (C). Diferenca *® em relacdo ao
grupo CO e TB, respectivamente. Teste estatistico t de Student.

5. Discusséao

Nos ultimos anos, o conhecimento dos mecanismos moleculares e bioquimicos
da carcinogénese tem apontado para a combinacdo de dois ou mais agentes,
terapéuticos ou quimiopreventivos na prevencdo do cancer (Chen e Malhotra 2015).
A combinacdo de agentes quimiopreventivos oferece muitas vantagens que
promovem o aumento de sua eficacia quimiopreventiva individual, tais como o
aumento da biodisponibilidade, atuacdo em diversos alvos moleculares, e efeitos de
sinergia e adicdo. Nesse sentido, lipidios estruturados desenvolvidos a partir de
compostos bioativos de alimentos tém sido considerados uma nova geracdo de
substancias com potencial quimiopreventivo e, até mesmo, terapéutico para diversas
condicBes patologicas, incluindo o cancer (Fomuso, Corredig, e Akoh 2002;
Gruczynska, Przybylski, e Aladedunye 2015).

No presente estudo, lipidios estruturados foram produzidos por interesterificacdo
enzimatica da tributirina com 6leo de linhaca. O 6leo de linhaca utilizado na sintese
apresentava menor proporcao de triacilgliceréis de acidos graxos saturados, tendo
sido observado que era constituido em sua maior parte por acidos graxos
insaturados, principalmente ALA. A tributirina apresentou apenas acido butirico em
sua constituicdo. ModificagBes nos perfis de cristalizagdo e fusdo das substancias
isoladas foram observadas ap0s a mistura da tributiina com o 6leo de linhaca
(mistura nao interesterificada) possivelmente por interferéncia no processo de
empacotamento molecular. Por outro lado, apds a interesterificacdo enzimatica, os 3
butiratos que estavam presentes inicialmente na tributirina foram redistribuidos com
0s acidos graxos provenientes do 6leo de linhaca resultando em lipidios estruturados
gue nao apresentaram picos de cristalizacdo e fusdo na faixa de temperatura
estudada. A auséncia de picos apos a interesterificacdo, em comparacdo com sua

presenga na mistura antes da reagcdo confirma que a reagao de fato ocorreu. A
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composicdo de triacilglicerdis do dleo de linhaca, tributirina e lipidios estruturados
obtidos no presente estudo foi idéntica a observada por Heidor et al. (2015).

O potencial quimiopreventivo de lipidios estruturados produzidos por
interesterificacdo enzimatica da tributirina com 6leo de linhaca foi avaliado quando
administrados durante a fase de promocao inicial da hepatocarcinogénese
experimental. Para tanto, utilizou-se o modelo do RH, que é adequado para a
avaliacdo de substancias capazes de modular o processo neoplasico (Solt e Farber
1976; Carrasco-Legleu et al. 2004; Espindola et al. 2005).

Os pesos relativos dos figados e as curvas de crescimento foram semelhantes
entre todos 0s grupos experimentais, sugerindo que nenhum dos tratamentos esteja
relacionado a ocorréncia de efeitos deletérios e confirmando a maltodextrina como o
controle mais adequado dos efeitos caléricos dos lipidios. As perdas de peso e
alteracdes hepaticas em relagdo ao grupo NI séo particularidades inerentes ao
modelo do RH. Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas no consumo de
racdo entre os grupos experimentais (dado ndo apresentado). Assim, ndo foram
observados sinais de toxicidade relacionados aos tratamentos nas respectivas

dosagens utilizadas nos diferentes grupos experimentais.

Os efeitos inibitorios dos lipidios estruturados foram observados por Heidor et al.
(2015) durante a fase de iniciacdo e promocao da hepatocarcinogénese
experimental. Entretanto, os estudos de quimioprevencao durante a promocao inicial
da carcinogénese sdo importantes por esta ser uma fase susceptivel a
reversibilidade (Trosko e Chang 2001). No presente estudo, a atividade
quimiopreventiva observada a macroscopia foi confirmada a microscopia pela
diminuicdo significativa do numero e é&rea do corte ocupado por lesbes
preneoplasicas GST-P* persistentes e em remodelacdo em figados de animais
tratados com tributirina ou lipidios estruturados durante a fase de promocéo inicial do

modelo RH.

A inibicdo da proliferacdo celular e a inducdo da apoptose séo a¢bes sugeridas
como responsaveis por atividades quimiopreventivas de muitas substancias,
incluindo o acido butirico e a tributirina (Ruemmele et al. 2003; Pajak, Orzechowski,
e Gajkowska 2007; Heidor et al. 2012). O butirato atuou como inibidor da

proliferacdo de diversos tipos de linhagens celulares, como no adenocarcinoma de
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colon (Nakano et al. 1997; Kinoshita, Suzuki, e Saito 2002; Chen et al. 2004), na
leucemia, no adenocarcinoma de cérvice uterina, no céncer de mama, no
osteossarcoma, no carcinoma de pulmao (Vecchia et al. 1997; Gélfi, Neogrady, e
Csordas 2002) no hepatocarcinoma (Yamamoto et al. 1998; Kinoshita, Suzuki, e
Saito 2002). Entretanto, ndo foi observada diferenca no indice de proliferacdo celular
entre 0s grupos experimentais. Estudos in vitro demonstraram que menores doses
de acido butirico e tributirina promovem a inibicdo da proliferacéo celular e, um efeito
citostatico. Em contrapartida, a administracdo de maiores doses de butirato
promovem a inducdo da apoptose e efeito citotoxico celular (Gabrielli et al. 2004).
Nesse sentido, aventou-se que a administracdo da tributirina e de seus lipidios
estruturados poderia resultar em altas concentracfes de butirato suficientes para

induzir apoptose e efeitos citotoxicos em LPN.

A apoptose € induzida de maneira diretamente proporcional a dose e ao tempo
de exposicdo das células a tributirina (Heerdt, Houston, e Augenlicht 1994; Schréder
e Maurer 2002; Yan e Xu 2003; Williams et al. 2007; Kuefer et al. 2004). Assim, o
maior indice apoptotico apresentado pelo grupo tributirina justifica-se pela maior
concentracdo hepatica de acido butirico em relacdo ao grupo CO. Em contrapartida,
0s animais tratados com lipidios estruturados apresentaram aproximadamente 40%
menos acido butirico hepatico, e consequentemente, menor indice apoptético em

relacdo ao grupo tratado com tributirina.

O aumento da apoptose foi observado apenas em rLPN de animais tratados com
tributirina ou lipidios estruturados. O mesmo efeito ndo foi observado em pLPN,
indicando que a indugdo da apoptose pela tributirina e lipidios estruturados possa
estar relacionada ao fenomeno da remodelacdo. Essa relacdo é evidenciada pelo
maior indice apoptdtico em rLPN em relacdo as pLPN do grupo tratado com TB.
Resultado semelhante também foi constatado em animais tratados com lipidios
estruturados, porém sem significancia estatistica. Importante destacar que embora
os tratamentos com tributirina e lipidios estruturados tenham induzido a apoptose
nas rLPN, o mesmo nao ocorreu no surrounding, sugerindo que ambas as
substancias atuem especificamente em células transformadas, assim como o acido
butirico (Galfi, Neogrady, e Csordas 2002; Ruemmele et al. 2003).

66



Os mecanismos que envolvem a resisténcia de células normais, mas nao das
neplasicas, a apoptose induzida pelo acido butirico ainda nao estdo bem
esclarecidos. Sugere-se que as células normais sejam capazes de reverter 0s
efeitos inibitérios do &cido butirico (Heidor et al. 2012). Aparentemente, células
transformadas ndo possuem O mesmo mecanismo compensatorio, pois
frequentemente apresentam defeitos na checkpoint kinase (Chkl). A enzima Chkl
desempenha papel essencial na correcdo de danos em células normais, explicando
em parte sua resisténcia a apoptose induzida por HDACIis, como o &cido butirico
(Lee et al. 2011). Assim, células presentes em LPN sdo mais susceptiveis aos
efeitos citotoxicos da tributirina (McBain et al. 1997; Singh, Halestrap, e Paraskeva
1997) e, eventualmente, dos lipidios estruturados. Outra hiptese envolve a menor
oxidacdo do acido butirico na carcinogénese, como consequéncia do metabolismo
anaerébico em tecido neoplasico. Nesse contexto, ao contrario das células
normalmente diferenciadas, que obtém sua energia a partir da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, as células neoplasicas a obtém por meio da glicolise, um fenébmeno
denominado “Efeito Warburg” (Vander Heiden, Cantley, e Thompson 2009). A maior
disponibilidade de butirato estaria, portanto relacionada a maior sensibilidade das
células transformadas a inducdo da apoptose principalmente por mecanismos
epigenéticos como a inibicdo de desacetilases de histonas (Ganapathy, Thangaraju,
e Prasad 2009).

A tributirina aumentou a acetilacdo de histonas e a expresséo de p21 em figados
preneoplasicos, assim como observado em estudos anteriores (Kuroiwa-Trzmielina
et al. 2009; de Conti et al. 2012; de Conti et al. 2013). A acetilacdo de histonas no
grupo EST foi menor em relagcdo ao grupo TB, e similar a do grupo CO, sugerindo
gue os lipidios estruturados ndao apresentam atividade de HDACI, provavelmente
devido a menor concentracdo de acido butirico disponivel. Em estudo in vitro foi
demonstrado que a dose de butirato determina sua utilizacdo em mecanismos
epigenéticos, e diferentes genes sado acessados quando o butirato € utilizado como
cofator de HATs ou HDACis (Donohoe et al. 2012).

Apesar de ndo ter sido avaliada aqui, a acetilacdo de proteinas ndo histonas
pode afetar sua localizacdo celular, interacdo, degradacdo e funcdo (Singh et al.

2010). Em estudos anteriores do nosso grupo, o tratamento com tributirina aumentou
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a acetilacdo da proteina p53 e sua localizacdo dentro da célula em figados
preneoplasicos (Kuroiwa-Trzmielina et al. 2009; de Conti et al. 2013). A proteina p53
€ um regulador importante da proliferacdo celular, reparo de danos no DNA e
apoptose; porém, sua funcéo pode ser inibida pela sua compartimentalizacéo celular
(Nguyen, Holloway, e Altura 2012). Especificamente, o acumulo citoplasmético de
p53, onde a proteina ndo é funcional, esti relacionado com varios canceres em
humanos, incluindo o HCC (Anzola e Burgos 2004). Além disso, o acumulo
citoplasmatico da p53 esta relacionado ao aumento na instabilidade genémica em
fases iniciais da hepatocarcinogénese, que além de sustentar a expansao clonal,
também pode promover modificacdes genéticas que direcionam a transformacédo
maligna (Van Gijssel 2000; Mazzantini, de Conti, e Moreno 2008). Por outro lado, a
atividade inibitoria de agentes anti-cancer tem sido associada a inducéao de apoptose
concomitante ao aumento do acumulo de p53 no nucleo de células presentes nas
neoplasias (Hamada et al. 1998; Elnakady et al. 2004; Almazi et al. 2012; Leroy e
Asselah 2015; Lu et al. 2015). Analogamente, os resultados do presente estudo
demonstraram a elevacdo dos niveis nucleares da proteina p53 e inducdo de
apoptose em figados preneoplasicos de ratos tratados com tributirina. Entretanto, os
animais tratados com lipidios estruturados ndo apresentaram o mesmo efeito quanto

a localizacéo de p53.

O controle da compartimentalizacdo celular de p53 envolve sua interacdo com
proteinas de importacdo e exportacdo nuclear. A importacdo da proteina nao
ubiquitinada no citoplasma € um fator importante para o acumulo nuclear de p53, e
contribui para sua estabilizacdo (Marchenko et al. 2010). A acetilagcdo da importina-
alfa aumenta sua interacdo com a importina-beta e, assim a importagédo nuclear de
proteinas cargo como a p53 (Bannister et al. 2000). No presente estudo, observou-
se aumento de importina-alfa em figados preneoplasicos de animais tratados com
tributirina, mas n&do nos tratados com lipidios estruturados. Portanto, os efeitos
inibitérios da tributirina, mas nao os de lipidios estruturados, estdo potencialmente
relacionados a maior importacdo nuclear de p53. Além disso, os resultados
sugerem que 0s mecanismos relacionados a atividade quimiopreventiva da tributirina

e dos lipidios estruturados sejam diferentes.
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Os efeitos supressores de tumor de lipidios estruturados durante as etapas de
oncogenes pela hipermetilacdo de histonas em suas regibes promotoras (Heidor et
al.2015). No presente estudo, observou-se aumento discreto de histonas H3k27me3
e, diminuicdo de H3k4me3 e H3k9me3 no grupo EST em comparacgéo ao grupo CO,
muito embora n&o tenham sido significantes estatisticamente. A trimetilacdo na lisina
4 (H3k4me3) é frequente em promotores de genes transcricionalmente ativos,
enquanto que H3k9me3 e H3k27me3 estdo presentes em promotores de genes
silenciados. As Ultimas sdo os principais mecanismos de silenciamento génico em
células de mamiferos; a H3k9me3 trabalha em conjunto com a metilacdo do DNA,
ao contrario da H3k27me3, que em geral atua de forma independente (Sharma,
Kelly, e Jones 2010). Além disso, a regido promotora de genes silenciados por
hipermetilagdo é ocupada por diversas proteinas como, por exemplo, as que se
apresentam MBDs. Proteinas MBDs, como a MeCP2 recrutam enzimas HDAC e
metiltransferases de histonas e, assim podem estabelecer o silenciamento da
transcricdo génica (Huang et al. 2011). No presente estudo, o grupo EST apresentou
maior concentracdo de MeCP2 em comparacao ao grupo CO. Nesse sentido, a
expressdo de genes frequentemente silenciados em diversas neoplasias e genes
envolvidos com o desenvolvimento do cancer de figado foi avaliada a fim de elucidar
0S mecanismos envolvidos com a atividade quimiopreventiva dos lipidios

estruturados.

Os genes Rassfl, Rassf5 e Cav-1 estédo silenciados por metilacdo em diversos
tipos de cancer e, sdo considerados genes supressores de tumor (Schagdarsurengin
et al. 2003; Hirasawa et al. 2006; Calvisi et al. 2009). Entretanto, os resultados néo
demonstraram diferencas na expressdo destes genes entre 0S grupos
experimentais, nem mesmo quanto a expressao da proteina Cav-1. Por outro lado, o
tratamento com lipidios estruturados modulou a expresséao de alguns oncogenes e

genes supressores de tumor relacionados ao desenvolvimento do cancer de figado.

A resisténcia a farmacos em varias neoplasias (Kang e Reynolds 2009) e, a
persisténcia de lesdes em figados preneoplasicos de ratos (Mazzantini, de Conti, e
Moreno 2008) tem sido relacionada & maior expressédo da proteina Bcl-2. Em rLPN

hepaticas, o aumento da apoptose foi atribuida a normalizacéo da expresséo da Bcl-
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2 (Mazzantini, de Conti, e Moreno 2008). No presente estudo, a expressédo do gene
Bcl-2 apresentou-se aumentada em figados preneopléasicos dos animais do grupo
CO em relacdo aos do grupo NI. Além disso, foi observada expressao reduzida
deste gene em animais tratados com lipidios estruturados durante a fase de
promoc¢do da hepatocarcinogénese experimental em comparag¢do aqueles tratados
com maltodextrina (CO).

Além do papel critico do Bcl-2, a importancia da maior expressdo do Ccnd2,
Gstpl, Pdgfa e Vegfa na hepatocarcinogénese € bem reconhecida. Alguns trabalhos
clinicos e experimentais demonstraram que as alteracfes e/ou ativacdo desses
oncogenes pode estar associada ao desenvolvimento do HCC (Patil et al. 2009;
Feng et al. 2010; Hoshida et al. 2010). Mecanisticamente, a transformacao de
células normais em neoplasicas induzidas pela maior expressdao dos genes
Ccnd2,Gstpl, Pdgfa e Vegfa esta relacionada a desregulacéo de vias moleculares e
celulares associadas a carcinogénese, como a proliferagcdo celular, metabolismo,
sinalizacao celular, migracéo celular, e angiogénese (Homsi e Daud 2007; Patil et al.
2009; Feng et al. 2010; Hoshida et al. 2010). O tratamento com tributirina reduziu a
expressdo de Gstpl e Pdgfa. Entretanto, o tratamento com lipidios estruturados
atuou de forma mais eficiente na modulacdo da expressdo dos oncogenes Ccnd2,
Pdgfa e Vegfa resultando na normalizacdo de vias de sinalizacdo desreguladas e

prevenindo a progressao da hepatocarcinogénese.

Outro achado interessante do presente estudo, foi a modulagéo da expresséo de
genes supressores de tumor Cdhl, Cdh13, Cdknla, Fas, Fhit e SOCS3. A regido
promotora da maioria destes genes apresenta-se frequentemente hipermetilada na
carcinogénese de figado e, o reestabelecimento de sua expressao resulta na
inibicdo da proliferacé@o celular e maior susceptibilidade a apoptose (Nan et al. 2005;
Qian et al. 2007; Andreeva e Kutuzov 2010; Feng et al. 2010; Huang et al. 2011).

Como argumentado anteriormente, a atuagcdo de um HDACi como a tributirina
pode resultar na hiperacetilagdo das histonas, relaxamento da cromatina e maior
acesso de fatores de transcricdo, como o p53. A localizacdo nuclear da proteina p53
€ essencial para a ativacao transcricional de genes envolvidos com o controle do

ciclo celular, angiogénese, reparo de DNA, senescéncia e apoptose (Kuroiwa-
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Trzmielina et al., 2009; De Conti et al., 2011). Assim, a maior acetilacdo de histonas
e localizacdo nuclear de p53 pode justicar a maior expressao dos genes Cdknla e
Fas observada no grupo de animais tratado com tributirina.

Os tratamentos com tributirina e lipidios estruturados aumentaram
significativamente a expressdo dos genes Cdhl e Cdhl3, respectivamente,
sugerindo que ambos 0s agentes atuem prevenindo a invasdao e metéstase.
Adicionalmente, a expressao dos genes Fhit e Socs3 foi aumentada em resposta

aos tratamentos.

Assim, embora a ativacdo de genes supressores de tumor possa representar um
mecanismo adicional importante na atividade quimiopreventiva dos lipidios
estruturados, a modulacdo da expressdao dos oncogenes parece ser o principal
mecanismo envolvido com a prevencao da progressdo da hepatocarcinogénese no

presente estudo.

6.Conclusao

Os lipidios estruturados produzidos por interesterificacdo enzimatica da
tributirina com Oleo de linhaca e administrados durante a fase de promocéo inicial da
hepatocarcinogénese experimental apresentam atividade quimiopreventiva
comparavel a da tributirina quando administrada isoladamente, mesmo resultando
menores concentracfes hepaticas de acido butirico. Adicionalmente, os lipidios
estruturados ndo apresentam atividade como HDACI, porém os resultados sugerem
gue sua acao quimiopreventiva esteja relacionada a modulacdo da expressédo de

alguns oncogenes e genes supressores de tumor.
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Apéndice 1: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de figado.
Imunomarcacgéo pela GST-P permite a distincdo de lesdes preneoplasicas (Objetiva
10X) (A) persistentes (bordas definidas e marcacdo uniforme) e, (B) em
remodelacdo (bordas irregulares e marcagdo nédo-uniforme no interior do foco).
(C)Dupla-marcacao imunoistoquimica para GST-P (rosa) e PCNA (marrom). A seta
indica nucleo em fase S marcado para PCNA. Objetiva de 40X. (D) A seta indica

hepatécito em apoptose corado por HE. Objetiva de 100X.
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Apéndice 2: Anticorpos primarios utilizados e suas dilui¢cdes:

Anticorpo Produzido o Companhia
18010 em Diluicéo
H3k9 ac rabbit 1:5000 Cell Signalling
H3k4 me3 rabbit 1:30000 Cell Signalling
H3k9 me3 rabbit 1:10000 Cell Signalling
H3k27 me3 rabbit 1:1000 Cell Signalling
p21 rabbit 1:5000 Sigma-Aldrich
p53 mouse 1:4000 Abcam
Importina-alfa mouse 1:500 Abcam
MeCP2 rabbit 1:1000 Cell Signalling
Cav-1 rabbit 1:1000 Sigma-Aldrich

1cm

Apéndice 3: Fotografia digital em que séo representados os figados dos animais (A)
ndo submetidos ao modelo experimental e; submetidos ao modelo RH e (B) tratados com
maltodextrina, (C) 6leo de linhaga, (D) tributirina, (E) mistura ndo esterificada ou (F) lipidios

estruturados. As setas indicam a presenca de LPN hepaticas visiveis macroscopicamente.
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