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RESUMO

CHAGAS, C.E.A. Atividade quimiopreventiva do acido félico quando suplementado
continuamente durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese em ratos. 71 p.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos - area de concentracdo: Nutricdo
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2010.

A ingestdo de folato é inversamente associada com o risco de diversos canceres.
Apesar da deficiéncia dessa vitamina ser classicamente considerada fator de risco
para cancer de figado, ndo existem estudos avaliando o efeito da suplementagdo com
acido félico (AF) durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese. Assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementagcdo com AF continuamente
durante as etapas de iniciagéo e selecao/promocao da hepatocarcinogénese em ratos.
Os animais receberam diariamente 0,08 mg (grupo AF8) ou 0,16 mg (grupo AF16) de
AF/100 g de peso corpéreo ou agua (grupo controle [GC]). Apés duas semanas de
tratamento, todos os animais foram submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do
“Hepatdcito Resistente” (iniciagdo com dietilnitrosamina, selec&o/promocdo com 2-
acetilaminofluoreno e hepatectomia parcial a 70%). A eutanasia dos animais ocorreu
apos 8 semanas de tratamento. Quando comparado ao GC, o grupo AF16, mas nao o
AF8, apresentou menores nédulos macroscépicos (p<0,05), menor (p<0,05) namero
de lesbBes pré-neoplasicas (LPN) persistentes, maior (p<0,05) nimero de LPN em
remodelacdo, menor (p<0,05) proliferacdo celular nas LPN persistentes, menos
(p<0,05) danos no DNA hepatico e tendéncia (p<0,10) a apresentar menor expressao
de c-myc em LPN microdissecadas. Nao foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) entre os grupos experimentais com relacédo a inducao de apoptose nas LPN
persistentes e em remodelacdo bem como no padrdo de metilacdo global do DNA em
LPN microdissecadas. Em resumo, a suplementacdo com AF durante as etapas
iniciais da hepatocarcinogénese resultou em atividade quimiopreventiva de forma
dose-efeito. Alteracdo no fenétipo das LPN, inibicdo de danos no DNA hepético e da
expressao de c-myc representam relevantes efeitos celulares e moleculares dessa
vitamina.

Palavras-chave: acido folico, hepatocarcinogénese, quimioprevencao, lesbes pré-
neoplésicas, remodelacao.



ABSTRACT

CHAGAS, C.E.A. Chemoprevention of early rat hepatocarcinogenesis with folic acid
supplementation. 71 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos - &rea de
concentragdo: Nutricdo Experimental) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Dietary intake of folate is inversely associated with the risk of several malignancies.
Although folate deficiency is associated with liver cancer, there is no data on folic acid
(FA) supplementation during hepatocarcinogenesis. The aim of the present study was
to evaluate the effect of FA supplementation during early hepatocarcinogenesis. Rats
receiving daily 0.08 mg (FA8 group) or 0.16 mg (FA16 group) of FA/100 g body weight
or water (CO group, controls) were used. After a 2 week-treatment, all animals were
submitted to the resistant hepatocyte model of hepatocarcinogenesis (initiation with
diethylnitrosamine, selection/promotion with 2-acetylaminofluorene and partial
hepatectomy). All animals were euthanized after 8 weeks of treatment. When
compared to CO group, FA16 group, but not FA8 group, presented: smaller (p < 0.05)
macroscopic nodules; reduced (p < 0.05) number of persistent and increased (p <
0.05) number of remodeling preneoplastic lesions (PNL); reduced (p < 0.05) cell
proliferation in persistent PNL; decreased (p < 0.05) hepatic DNA damage; and a
tendency (p < 0.10) of decreased c-myc expression in microdissected PNL. No
differences (p > 0.05) were observed between CO, FA8 and FA16 groups regarding
apoptosis in both persistent and remodeling PNL, and global DNA methylation pattern
in microdissected PNL. In conclusion, FA supplementation during early
hepatocarcinogenesis resulted in a dose-response chemopreventive activity. Reversion
of PNL phenotype and inhibition of DNA damage and of c-myc expression represent
relevant FA cellular and molecular effects.

Keywords: folic acid, hepatocarcinogenesis, chemoprevention, preneoplastic lesions,
remodeling.
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1. Introducéo

1. INTRODUCAO

O cancer de figado € atualmente o quinto tipo mais comum e a terceira causa
de morte por cancer no mundo. Estimou-se para o ano de 2007 aproximadamente
680.000 mortes por cancer de figado, principalmente nos paises em desenvolvimento
(THUN et al., 2010). Devido ao dificil tratamento e mau progndéstico, enfatiza-se que a
prevencdo, mais especificamente a quimioprevencédo, consiste em importante medida
para controle da doenca (KENSLER et al., 2003).

Atualmente, um dos assuntos mais discutidos na area da Nutricdo é o
potencial quimiopreventivo dos folatos (KIM, 1999; SANDERSON et al.,, 2007).
Estudos epidemiolégicos sugerem que a ingestdo de folato foi inversamente
associada com o risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (KIM, 1999;
2007a; b), incluindo o de figado (WELZEL et al., 2007; KUO et al., 2008). Apesar
dessas evidéncias, estudos em animais mostraram que a suplementacdo com acido
félico (AF) pode apresentar efeitos distintos dependendo da dose e da etapa da
carcinogénese em que se inicia a suplementacéo (KIM, 2007a; b; SMITH et al., 2008).
Além disso, pouco se conhece a respeito da suplementacdo com essa vitamina
durante as etapas iniciais pré-neoplasicas da carcinogénese. Dessa forma, estudos
em animais avaliando os efeitos de diferentes doses de AF especificamente durante
as etapas iniciais sdo necessarios para o estabelecimento do momento de inicio e

dosagem segura de AF a ser suplementada (KIM, 2007a).

Modelos de hepatocarcinogénese em ratos estdo bem estabelecidos para
0 estudo da carcinogénese (SU; BANNASCH, 2003), uma vez que O
desenvolvimento do hepatocarcinoma (HCC) em ratos é semelhante ao
observado em humanos (BANNACH et al., 2003). O modelo do “Hepatécito
Resistente” (HR) tem como principal caracteristica a producdo de lesdes pré-
neoplésicas (LPN) e neoplasicas de forma sincronizada, o que o torna uma o6tima
ferramenta para o estudo de substéncias com potencial de modular a carcinogénese
durante as etapas iniciais pré-neoplasicas (RIZZI et al., 1997). Uma importante
caracteristica das LPN induzidas por esse modelo, observadas cerca de seis
semanas apoOs a iniciacdo com dietilnitrosamina (DEN), é o potencial destas
apresentarem dois fenétipos distintos: remodelacdo espontdnea a uma aparéncia de
figado normal por parte da maioria (95-98%), ou persisténcia, com proliferacao celular

e evolucado para o cancer por parte da minoria (2-5%) das LPN.

CHAGAS, C.E.A.



1. Introducéo

Assim, baseado em estudos prévios desenvolvidos com animais suplementados
com AF e submetidos & modelo de carcinogénese de coélon (revisados por KIM (2007 a, b)),
0 presente estudo apresenta e hipotese de que quando o tratamento com AF é
iniciado antes do estabelecimento e se prolonga continuamente durante as etapas
iniciais pré-neolpéasicas da hepatocarcinogénese, essa vitamina apresenta atividade
quimiopreventiva. Alem disso, como existem poucas evidéncias a respeito dos
mecanismos celulares e moleculares de agéo por parte dessa substancia durante as
etapas pré-neoplasicas da carcinogénese, se avaliou a proliferagdo celular, a
apoptose, danos no DNA hepatico bem como o padrdo de metilacédo global do DNA e
expressao do oncogene c-myc, especificamente nesses ultimos dois casos, em LPN
obtidas por procedimento de microdissececéo tecidual.

CHAGAS, C.E.A.



2. Revisao de Literatura

2.REVISAO DE LITERATURA

O cancer é conhecido desde as primeiras civilizacdes humanas. Todavia, pelo
fato dessa doenca se manifestar principalmente durante as Ultimas décadas de vida,
até haver um aumento significativo da expectativa de vida, fato que ocorreu apenas
na segunda metade do século XIX, o nimero de pessoas que alcancavam essa idade
e, conseqlentemente, desenvolviam o céancer, era muito reduzido. Entretanto,
atualmente, com a incidéncia das doencas infecto-parasitarias controladas pela melhoria do
sistema de tratamento de agua e esgoto, a proporgdo da populagdo com potencial para
desenvolver essa doenca aumentou drasticamente (FRANKS; KNOWLES, 2005).

Apesar das doencgas cardiovasculares ainda serem a principal causa de mortes, o
cancer é considerado um importante problema de salde publica em diversos paises
(JEMAL et al., 2006, THUN et al., 2010). Nesse sentido, a Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer (International Agency for Research on Cancer (IARC); 6rgdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS)) estimou para o ano 2000 mais de 10.000.000
de novos casos e cerca de 6.000.000 de mortes por cancer no mundo (IARC, 2003).
Ja em 2005, o cancer foi responsavel pela morte de 7.600.000 de pessoas, cerca de
13% do total de mortes no mundo, sendo os tipos com maior mortalidade o de pulméo
(1.300.000), estbmago (1.000.000), figado (662.000), célon (655.000) e mama
(502.000). Vale a pena aqui ressaltar que desse nimero extremamente relevante de
mortes por cancer em 2005, cerca de 70% dessas ocorreram em paises de média ou
baixa renda (WHO, 2006). Dados mais recentes estimaram para a populacdo
americana cerca de 1.500.000 novos casos e 560.000 mortes em decorréncia do
cancer somente em 2009 (JEMAL et al., 2009).

Apesar do cenario atual ja ser bastante desanimador, estima-se que até 2020
ocorrera um aumento de 50% na incidéncia de canceres, sendo que desses, 1/3 podera
ser prevenido e 1/3 curavel, desde que instituidas medidas para a educagéo da populacao
guanto & mudanca de seus hébitos comportamentais (WILKINSON, 2003). Alem disso,

60% desses novos casos ocorrerdo em paises em desenvolvimento (THUN et al., 2010).

No Brasil, a incidéncia de cancer acompanha a tendéncia mundial. Nesse
sentido, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para os anos de 2010 e 2011
cerca de 489.270 novos casos de cancer, sendo os tipos mais incidentes, excecao
feita ao cancer de pele do tipo ndo-melanoma, os de prostata e pulmdo em homens e

mama e colo de utero em mulheres (INCA, 2010). De uma forma geral, as regides Sul
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e Sudeste apresentam maior incidéncia, enquanto as Norte e Nordeste, as menores.

Estados da regido Centro-Oeste apresentam incidéncia intermediaria (INCA, 2010).

Carcinogénese é um termo geral utilizado para se denotar o desenvolvimento
de neoplasias (PITOT, 2001). Essas podem ser benignhas ou malignas. As primeiras
se referem as que apresentam uma proliferacdo celular localizada e circunscrita,
exercendo pressdo nos tecidos adjacentes, mas que nao ultrapassam suas divisas.
Em contraste, neoplasias malignas ou canceres tém a capacidade de invadir e se
multiplicar em diferentes partes do organismo (HANNAHAN; WEINBERG, 2000). Ja a
definicdo de uma pré-neoplasia leva em conta etapas prévias do desenvolvimento de
neoplasias tanto benignas quanto malignas. Dessa forma, uma pré-neoplasia ndo é
idéntica a um pré-cancer, podendo ser descrita em nivel histol6gico, como populacées
de células fenotipicamente alteradas e que ndo apresentam natureza neoplasica
Obvia, mas que tém o potencial de progredir para neoplasias benignas ou malignas
(BANNASCH et al., 2003; FRANKS; KNOWLES, 2005).

Estudos com animais submetidos a carcinogénese de pele na década de 1940
mostraram que pelo menos trés importantes eventos Sao necessarios para o0
aparecimento do cancer (FRANKS; KNOWLES, 2005). A iniciagdo, primeiro estagio
do processo, envolve alteragbes genéticas irreversiveis e permanentes na célula
afetada (PITOT, 2001). J& na promocao ocorre a expansao clonal seletiva das células
iniciadas pela acdo de um agente promotor formando-se, assim, LPN (YOUNG et al.,
2003). A progresséo, Ultimo estagio, é caracterizada pela instabilidade cariotipica e
por uma continua evolugdo de caracteristicas independentes, como mudancas
bioquimicas nas células malignas, aumento da proliferacdo celular, invaséo e
metastase (YOUNG et al., 2003).

Dessa forma, a carcinogénese consiste em um processo longo, requerendo
para isso cerca de 20 a 40 anos, especialmente no caso de neoplasias em humanos
(LOEB et al., 2003). Embora a natureza dos eventos relacionados a esse processo
ainda nado esteja completamente esclarecida, uma série de alteragcbes genéticas e
epigenéticas tanto em proto-oncogenes quanto em genes supressores de tumor

ocorre durante a carcinogénese em diferentes 6rgdos (FRANKS; KNOWLES, 2005).

Muitos genes podem atuar como oncogenes quando expressos de forma
aberrante ou quando mutados. Esses exercem suas fungBes de forma dominante e
estimulam a proliferacdo celular e/ou previnem o processo de diferenciagdo celular normal.

Essa caracteristica de dominancia apresentada pelos oncogenes o0s torna alvos
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moleculares importantes para terapias contra o cancer (DRUKER; LYDON, 2000). Assim,
destaca-se a importancia de se avaliar o papel dos oncogenes durante as diferentes

etapas da carcinogénese (NAGY et al., 1988).

O oncogene c-myc exerce papel essencial na carcinogénese em diversos
tumores humanos de diferentes origens. A proteina codificada por esse gene pertence
a uma classe de proteinas nucleares que modulam a expressao de genes envolvidos
com o controle da proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose, angiogénese e
estabilidade gendmica (PONZIELLI et al., 2005; EILERS; EISENMAN, 2008). Assim,
canceres que apresentam hiperexpressédo desse oncogene podem ser reconhecidos
pela expressdo dos genes codificados por c-myc, o que se descreve como “assinatura
c-myc” (CAIRO et al, 2008). De fato, demonstrou-se em células cujo c-myc
encontrava-se ativado, o papel desse oncogene na progressdo das fases G,/G; para
S do ciclo celular devido a regulacdo da expressédo de genes fundamentais para o
controle do ciclo celular como os inibidores das quinases dependentes de ciclina
(CDKi) e ciclinas D1, D2, E1, A2 (MEYER; PENN, 2008).

Com relagdo a seu papel durante a hepatocarcinogénese, estudos prévios
mostraram que a expressao desse oncogene encontra-se elevada inclusive ja durante as
etapas iniciais pré-neoplasicas do processo tanto em modelos em animais quanto em
humanos (NAGY et al., 1988; NIU et al., 2002). Nesse sentido, descreveu-se recentemente
a importancia da “assinatura c-myc” para a evolucéo de LPN a neoplasicas hepéticas
(KAPOSI-NOVAK et al., 2009). Apos a inativagdo de c-myc, células de hepatocarcinoma
perdem suas caracteristicas neoplasicas e se diferenciam em hepatdcitos e colangiocitos
(SHACHAF et al., 2004). Assim, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que focam
c-myc teria enorme impacto no tratamento de diferentes tipos de céanceres
(PONZIELLI et al., 2005). Além disso, dado seu papel ja durante as etapas iniciais da
hepatocarcinogénese (NAGY et al., 1988; NIU et al., 2002; KAPOSI-NOVAK et al., 2009),
vale a pena aqui ressaltar que a administracdo de substéancias capazes de inibir c-myc
durante etapas pré-neoplasicas poderia constituir importante estratégia ndo apenas

para o tratamento mas também para a quimioprevencao do cancer de figado.

Descreve-se que o padréo de desenvolvimento da neoplasia maligna do figado em
ratos é semelhante ao que se observa em seres humanos (BANNASCH et al., 2003;
SU; BANNASCH, 2003). Dessa forma, modelos de hepatocarcinogénese quimica em
ratos sdo considerados dentre 0os melhores para o0 estudo da génese e
desenvolvimento in vivo de neoplasias (SELL et al., 1987; FARBER; SARMA, 1987).
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Dentre os varios protocolos existentes para o estudo da hepatocarcinogénese,
0 modelo do HR, descrito em 1976 (SOLT; FARBER, 1976) e modificado em 1987
(SEMPLE-ROBERTS et al., 1987), esta bem caracterizado e é suficiente para induzir
elevada incidéncia de canceres. Esse modelo tem como caracteristica a producéo de
LPN e neoplasicas de forma sincronizada, possibilitando, desta forma, estudos mais

detalhados, inclusive da quimioprevencgao do cancer (OLIVEIRA et al., 2001).

Seu desenvolvimento baseou-se na hipGtese, agora j& bastante
comprovada, de que diversos carcinogénicos quimicos sdo capazes de produzir
hepatécitos resistentes e um novo fenoétipo constitutivo com um padréo
bioquimico altamente caracteristico, um fenétipo resistente, durante a etapa de
iniciagdo do processo carcinogénico, caso ocorra pelo menos um ciclo de
proliferacdo celular (FARBER; SARMA, 1987; LACONI et al., 2000). Tais hepatdcitos
resistentes podem ser rapidamente estimulados de modo a formarem proliferactes
focais (focos e nédulos) apos breve exposicdo a reduzidas concentragbes de alguns
carcinogénicos, como o 2-acetilaminofluoreno (2-AAF), associado a um estimulo
mitogénico representado por uma hepatectomia parcial (SOLT; FARBER, 1976;
LACONI et al., 2000). A grande maioria desses nodulos, cerca de 95-98%, sofre
‘remodelacdo”, um processo altamente complexo envolvendo mudangas no
suprimento sanguineo, em caracteristicas bioquimicas, bem como da estrutura e
arquitetura celulares, retornando ao aspecto “normal” anterior do figado. Uma
pequena parte (2-5%) segue outro caminho, o da persisténcia. (TATEMATSU et al.,
1983; FARBER; RUBIN, 1991; IMAI et al., 1997)

Justamente em nodulos persistentes de hepatécitos € que claramente se
conseguiu demonstrar que estes atuam como locais de futura evolucdo para o cancer.
Assim, nédulos persistentes sdo facilmente observados ao redor de sete meses apés
aplicacdo do agente iniciante, a DEN. Esses ndédulos persistentes demonstram
sequéncia progressiva de evolugao celular, com a ocorréncia de “nédulos em nédulos”

e, finalmente, aparecimento de céncer apés cerca de 10-11 meses (FARBER, 1988).

Reconhece-se ha décadas que muitas das alteracbes génicas
associadas ao cancer se originam a partir de ganho, perda ou mutacdo da
informacdo genética. Porém, estd se tornando cada vez mais claro que
alteracdes epigenéticas também contribuem para o desenvolvimento de LPN e
neoplasicas (WORM; GULDBERG, 2002; FEINBERG et al.,2006). Uma das principais

modificagbes epigenéticas do genoma humano € a adicdo covalente de um
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grupamento metil na posicdo 5 do anel da citosina do dinucleotideo CpG
(ROBERTSON; JONES, 2000).

Existem dois tipos de altera¢des da metilacdo do DNA em canceres humanos.
No primeiro, genes séo transcricionalmente silenciados devido a uma hipermetilacdo de sua
regidao promotora (ROBERTSON; JONES, 2000; JONES; BAYLIN, 2007). Ja no segundo, a
guantidade de citosinas metiladas em nivel genébmico esta reduzida em comparacao a
tecidos normais (tecidos néo neoplasicos ou envelhecidos), estando esta hipometilacdo do
DNA associada com um aumento da expressao génica (ESTELLER, 2003).

A hipometilagdo do DNA constitui evento precoce na carcinogénese e
esta associada com instabilidade do DNA e com aumento de mutacdes
(JONES; BAYLIN, 2002; POGRIBNY; BELAND, 2009). Alguns fatores como, por
exemplo, a deficiéncia de folato, a ingestdo elevada de etanol e a exposicdo a
carcinogénicos quimicos como DEN e 2-AAF induzem hipometilagdo no genoma
(POIRIER, 2002; ROSS, 2003). Assim, especificamente durante a
hepatocarcinogénese, observou-se hipometilacdo global do DNA (SIMILE et al., 1994;
CHEN et al., 2004; TRYNDYAK et al, 2006), bem como hipometilacdo com
consequente aumento da expressdo dos oncogenes c-myc, c-Ha-ras e c-Ki-ras

durante as etapas iniciais pré-neoplasicas (SIMILE et al.,1994).

Ao contrario do silenciamento transcricional por modificagbes genéticas,
eventos epigenéticos sao potencialmente reversiveis, pois nao interferem no contetdo
da informacé&o dos genes afetados (FEINBERG, 2008). Assim, uma alteragdo do
padrdo de metilacdo do DNA poderia modificar a expressédo génica tanto em células

pré-neoplasicas quanto neoplasicas (JONES; BAYLIN, 2007).

Atualmente, sugere-se que o0 padrdo de metilagdo do DNA pode ser alterado
por nutrientes envolvidos com o metabolismo dos grupos metil (CHs) como, por
exemplo, AF (DUNN, 2003; ROSS, 2003). Esse metabolismo é bastante complexo
(FIGURA 1) e encontra-se relacionado tanto com o processo de sintese quanto de
metilagdo do DNA. Basicamente, o AF ingerido € absorvido e bioconvertido a
desidrofolato e, logo em seguida, a tetrahidrofolato. Posteriormente, em reacdo
catalisada pela vitamina B6, essa substdncia é convertida a 5,10-metileno-
tetrahidrofolato, o qual pode seguir trés caminhos: i) ser convertido a 10-formil-
tetrahidrofolato, co-fator para a sintese de purinas; ii) doar o CH; para o
desoxiuridilato para a formacéo de desoxitimidilato, em reacgéo catalisada pela enzima

timidilato sintase; ou iii) em reacdo envolvendo a enzima metileno-tetrahidro-folato-
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redutase (MTHFR), ser reduzido a 5-metil-tetrahidrofolato, necessario a sintese de
metionina a partir da homocisteina. Assim, na presenca de vitamina B12, ocorre a
transferéncia do CH; do 5-metil-tetrahidrofolato para a homocisteina formando-se,
entdo, metionina e tetrahidrofolato. Finalmente, em reacdo catalizada pelas enzimas
metionina adenosiltransferase (MAT) e na presenca de ATP, a metionina é ativada em
S-adenosil-metionina (SAM), doadora universal de radicais CH; para diversos
substratos, incluindo o DNA (LAMPRECHT; LIPKIN, 2003; KIM, 2007a; b).
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FIGURA 1. Viséo geral do metabolismo dos grupamentos metil. Diet, alimenta¢éo; folate, acido
félico; THF, tetrahidrofolato; 5,10-methylene THR, 5,10-metileno-tetrahidrofolato; B6, vitamina
B6; 10-formyl-THF, 10-formil-tetrahidrofolato; MTHFR, metileno-tetrahidro-folato-redutase; 5-
methyl THF, 5-metil-tetrahidrofolato; purine synthesis, sintese de purina; dUMP, desoxiuridilato;
pyrimidine synthesis, sintese de pirimidina; TS, timidalato sintase; dTMP, desoxitimidalato,
DNA synthesis, sintese do DNA; B12, vitamina B12; MS, metionina sintase; methionine,
metionina; homocysteine, homocisteina; cystatione, cistationa; SAM, s-adenosil-metionina;
SAH, s-adenosil-homaocisteina; DNMTs, DNA metil transferases; CH3, grupamento metil; CpG,
ilhas CpG; DNA methylation, metilacdo do DNA; methylation of other bioactive molecules such
as histones, lipids and RNA, metilacdo de outras moléculas bioativas como histonas, lipidios e
RNA. Figura retirada de Lamprecht e Lipkin (2003).

Descreve-se que a prevencdo, destacando-se no caso, a quimioprevencao,
seria 0 método mais apropriado para se eliminar o impacto do cancer em seres
humanos (HONG; SPORN, 1997). Definida pela primeira vez por Sporn e
colaboradores em 1976 (SPORN et al., 1976) a quimioprevencdo do cancer consiste

na forma de se prevenir a doenca por meio da administracdo de um ou mais
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compostos quimicos, sejam eles naturais ou sintéticos, durante as etapas iniciais preé-
neoplasicas da carcinogénese, ou seja, antes do estabelecimento da fase de
progressao (SPORN; SUH, 2002).

Utilizando o modelo de hepatocarcinogénese do HR, observou-se previamente
efeitos protetores de diversos nutrientes e compostos bioativos de alimentos (CBA)
em diferentes fases da carcinogénese. Nesse sentido, dentre diversos outros
exemplos, observou-se efeito protetor por parte do p-caroteno quando
administrado especificamente durante a iniciagdo (MORENO et al., 1991), promocao
inicial (RIZZl et al.,, 1997) ou progressdo (MORENO et al, 2002). J& quando
administrado continuamente durante a iniciacdo e promocdo, observou-se acgao
quimiopreventiva digna de nota por parte do B-caroteno (MORENO et al., 1991; 1995;
FONSECA et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007), vitamina A, acidos retindicos 9-cis e todo
trans (FONSECA et al, 2005; SAMPAIO et al.,, 2007), B-ionona e geranilgeraniol
(ESPINDOLA et al., 2005), farnesol e geraniol (ONG et al., 2006) e mais recentemente
tributirina (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009).

Pelo fato do AF ocupar uma posi¢éo de destaque no metabolismo dos grupos CHj,
diversos estudos associaram esta vitamina ao cancer. A carcinogénese devida a deficiéncia
de grupamentos CHs foi primeiramente descrita por Copeland e Salmon (1946), que
utiizaram uma racdo deficiente em metionina e folato. Posteriormente, foi
definitivamente comprovado que ragbes sem metionina e colina atuam como
carcinogénicos completos (MIKOL et al., 1983; GHOSHAL; FARBER, 1984). Assim,
existe um consenso de que rac¢fes deficientes em doadores de grupos CH; séo

suficientes para induzir cancer no figado de ratos (LOMBARDI et al., 1991).

Ja com relagéo a seu potencial como agente quimiopreventivo, alguns estudos
epidemioldgicos mostram associacao inversa entre o consumo de folato e o risco de
desenvolvimento de céancer, principalmente o de célon, prostata, pancreas, ovario e
figado (para mais informacdes, favor consultar apéndices). De uma forma geral, nos
estudos em que se observou associacdo inversa entre o consumo de folato e o
desenvolvimento de céncer, ressalta-se que isso ocorreu apenas com 0 consumo da
vitamina oriunda da alimentagédo ndo sendo clara até 0 momento, ou em alguns casos
ausente, associacdo inversa entre o consumo de suplementos a bases de AF ou entre
o0 consumo de folato total (alimentacdo mais suplementacdo) e o risco de

desenvolvimento do cancer.
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No entanto, apesar das evidéncias supracitadas, estudos experimentais
mostram que a dose e 0 momento de inicio do tratamento parecem ser criticos para o
estabelecimento de efeitos quimiopreventivos (KIM, 2003; 2004; 2007a; 2007b;
SMITH et al., 2008).

Estudos utilizando modelo classico de carcinogénese de colon induzido pela
dimetilhidrazina (1,2-DMH) em ratos, mostraram que a suplementacdo com AF (8 mg/Kg de
racdo), 4 vezes a quantidade recomendada para roedores, (2 mg/Kg de racdo) antes da
iniciacao, retardou a progressao de lesdes microscopicas para neoplasias (KIM et al.,
1996). Ja a suplementagdo com AF em doses maiores do que 4 vezes a
recomendacao, ndo implicou em qualquer efeito benéfico. Na verdade, houve uma
potencializacdo da carcinogénese de colon em ratos suplementados com 40 mg de
AF/Kg de ragéo (KIM et al., 1996). Nesse sentido, a suplementagéo com AF da ordem
de 1.000 vezes a recomendacdo (2 g/Kg de ragdo) em ratos iniciados com
azoximetano (AOM, um metabdlito da 1,2-DMH) resultou em aumento no numero de
FCA (focos de criptas aberrantes, consideradas LPN de célon) em comparagédo ao
grupo controle (2 mg/Kg de ragéo) (BIRD, 1995). Alem disso, observou-se redugéo do
namero de FCA em ratos iniciados com AOM e submetidos a deficiéncia de AF
(LELEU et al., 2000).

Posteriormente, Song e colaboradores (2000a) trataram camundongos que
desenvolvem espontaneamente cancer de intestino delgado e célon (camundongos
Min; do inglés Multiple Intestinal Neoplasia) durante 3 ou 6 meses com diferentes
doses de AF (0, 2, 8 ou 20 mg/Kg de racéo). Assim, nos animais tratados durante 3
meses, 0s autores observaram uma redugdo (p < 0,05) de forma dose-dependente do
nimero de FCA e de neoplasias ileais, mas ndo duodenais ou jejunais. Por outro lado,
nenhum efeito foi observado nos animais tratados com AF durante 6 meses. Da mesma
forma, utilizando outra linhagem de camundongos que também desenvolvem cénceres
intestinais (camundongos Apc +/- Msh2 -/-), observou-se que quando comparada ao grupo
com restricdo moderada de folato, a suplementacdo com essa vitamina (8 mg/Kg de
racao), antes do estabelecimento de focos neopléasticos, reduziu significantemente o

namero de FCA, neoplasias intestinais e colénicas (SONG et al., 2000b).

Também se observou efeito quimiopreventivo por parte do AF em modelo de
carcinogénese gastrica induzida em cédes e em ratos pela administracdo de

N-etil-N-nitrosoguanidina (ENNG). Nesses estudos, os animais tratados com AF
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apresentaram menor incidéncia de cancer de estbmago em compara¢do ao grupo
controle (XIAO et al., 2002; FEI et al., 2006).

J4 em modelos de cancer de mama, a suplementacdo com AF (8 mg/Kg de
racdo por dia) especificamente durante a fase de iniciacdo ou promoc¢ao ndo resultou
em qualquer efeito quimiopreventivo. Curiosamente, nesse modelo de carcinogénese,
a deficiéncia dessa vitamina reduz significativamente a incidéncia e o tamanho dos
adenocarcinomas de mama quando comparada aos grupos suplementados
(KOTSOPOULOS et al., 2005).

Assim, apesar do AF possuir algumas caracteristicas de um agente
quimiopreventivo promissor, a sua dose efetiva, o momento ideal para inicio da
terapia bem como os tecidos beneficiados pelo tratamento com essa vitamina ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos. Alguns estudos clinicos e experimentais sugerem
que o AF pode aumentar o risco de desenvolver cancer e potencializar a
carcinogénese se grande quantidade for administrada ou se a suplementacdo se
iniciar apos a presenca de LPN no 6rgdo alvo. Dessa forma, questiona-se se 0
tratamento com essa vitamina deve ser iniciado antes do estabelecimento dos FCA ou
apos o surgimento dessas lesbes (KIM, 2004). Além disso, seu potencial como agente
quimiopreventivo repercute no ambito da saude publica, uma vez que alguns paises
como os EUA, Canada e Brasil adotaram o enriquecimento de alimentos com AF
(KIM, 2003). Portanto, ndo se sabe até o momento o que pode ocorrer com individuos
com LPN nao diagnosticadas ingerindo AF de forma compulséria. Nesse sentido, vale
a pena aqui ressaltar que ja foi observado aumento da incidéncia de cancer de célon no

EUA e Canada nos primeiros anos ap0s a fortificagéo da farinha com AF (KIM, 2007b).

Alem disso, apesar dos estudos supracitados, pouco se conhece a respeito
dos mecanismos celulares e moleculares modulados pelo AF durante a
carcinogénese. Assim, estudos avaliando o efeito de diferentes doses dessa vitamina
em modelos experimentais em que se pode distinguir claramente as etapas iniciais
pré-neoplasicas como, por exemplo, o do HR, podem ser importantes para uma

melhor compreensao a respeito do potencial quimiopreventivo dessa substancia.

Apesar da relagdo entre a deficiéncia de folato e o céncer de figado ser
classicamente conhecida (JAMES et al., 2003), até 0 momento ndo existem estudos
disponiveis na literatura que avaliaram o efeito da suplementacdo com AF durante a
hepatocarcinogénese. Todavia, estudos prévios utilizando ratos submetidos ao

modelo do HR, mostram que o tratamento com SAM (produto formado no

CHAGAS, C.E.A.



12
2. Revisao de Literatura

metabolismo de transferéncia dos grupos metil) durante a fase de promocéao reduziu a
area das LPN (FEO et al., 1985; PASCALE et al., 1995; SIMILE et al., 1996). Da
mesma forma, a administracdo de SAM iniciada, porém, 10 semanas apés a
etapa de iniciacdo, diminui o numero e o tamanho dos ndédulos hepaticos
(PASCALE et al., 1995; SIMILE et al., 1996). Em nivel celular e molecular, essa
substancia reduziu a sintese de DNA, aumentou o numero de LPN em remodelacdo
(FEO et al., 1985; SIMILE et al., 1996), induziu a apoptose (GARCEA et al.,1989) e
reduziu a expressdo do oncogene c-myc. Alem disso, também no modelo do HR,
recentemente se descreveu que a betaina (metabdlito da colina também envolvida
com o metabolismo dos grupos metil) reduziu o nimero e a area das LPN e a
expressao de c-myc de forma dose-dependente (DU et al., 2009). Assim, o AF, outro
nutriente necessario a formacéo da SAM, poderia também regular importantes processos
celulares e moleculares envolvidos com a hepatocarcinogénese (PASCALE et al., 2002).

Dessa forma, o presente estudo foi conduzido para se avaliar o efeito da
suplementagdo com diferentes doses de AF quando administrado continuamente durante
as etapas de iniciacdo e selecdo/promogdo em ratos submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do HR. Considerando-se as evidéncias supracitadas, o presente
estudo baseia-se na hip6tese de que o AF, quando administrado continuamente

durante as etapas iniciais pré-neoplasicas, apresenta atividade quimiopreventiva.

Alem disso, uma vez utilizando modelo sincronizado e bem estabelecido para
0 estudo da quimioprevencdo do cancer, também se objetivou fornecer informagdes a
respeito de alguns mecanismos de acdo dessa vitamina. Nesse sentido, a fim de
aumentar a precisdo dessas andlises e evitar a contaminagdo indesejada com as
células vizinhas utilizou-se no presente estudo técnicas de imuno-histoquimica e de
microdisseccao tecidual associada aquelas de biologia molecular para se investigar o

papel do AF em importantes eventos celulares e moleculares especificamente em LPN.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2

Avaliar o potencial quimiopreventivo do AF quando suplementado
continuamente durante as etapas de iniciagdo e promogdo em ratos Wistar

submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do HR.

Objetivos especificos

Avaliar a proliferagao celular hepatica em LPN e no tecido ao redor dessas
lesbes em ratos Wistar submetidos ao modelo do HR, suplementados ou
ndo com AF durante as etapas de iniciacdo e promocdo da

hepatocarcinogénese;

Avaliar a apoptose hepéatica em LPN e no tecido ao redor dessas lesfes
em ratos Wistar submetidos ao modelo do HR, suplementados ou ndo com

AF durante as etapas de iniciagdo e promog¢é&o da hepatocarcinogénese;

Avaliar danos no DNA hepético de ratos Wistar submetidos ao modelo do
HR, suplementados ou ndo com AF durante as etapas de iniciagdo e

promocado da hepatocarcinogénese;

Avaliar o padréo hepatico de metilagdo global do DNA (PMGppna) de LPN
microdissecadas e no tecido ao redor dessas lesbes em ratos Wistar
submetidos ao modelo do HR, suplementados ou ndo com AF durante as

etapas de iniciacdo e promocao da hepatocarcinogénese;

Avaliar a expressao hepatica do oncogene c-myc de LPN microdissecadas
e no tecido ao redor dessas lesbes em ratos Wistar submetidos ao modelo
do RH, suplementados ou ndo com AF durante as etapas de iniciacdo e

promocao da hepatocarcinogénese.

CHAGAS, C.E.A.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados no presente estudo ratos machos (n=60), albinos, da
linhagem Wistar, com pesos iniciais compreendidos entre 50 e 60 g obtidos da colbnia
do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (FCF/IQ-USP).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (no
maximo 5 ratos/gaiola) contendo maravalha trocada rotineiramente. Estes
receberam ad libitum, agua e racdo comercial peletizada comum para roedores de
laboratério (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Colombo/PR, Brasil). A racdo era
constituida de milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio,
fosfato bicélcico, cloreto de sddio, gordura vegetal, premix vitaminico, mineral e de
aminoacidos. Os niveis garantidos bem como os componentes adicionados por
quilograma de produto pelo fabricante da ragdo encontram-se apresentados nas
TABELAS 1 e 2.

TABELA 1. Valores garantidos pelo fabricante por quilograma de racao.

Componente Quantidade
Umidade (maxima) 12,50%
Proteina bruta (minimo) 22,00%
Extrato Etéreo (minimo) 5,00%
Matéria mineral (maximo) 8,00%
Matéria fibrosa (maximo) 8,00%
Célcio (méximo) 1,40%
Fosforo (minimo) 0,60%

Fonte: http://www.sogorb.com.br/iframes/01-12-01.html.

CHAGAS, C.E.A.



4. Material e Métodos

15

TABELA 2: Quantidades adicionadas pelo fabricante por quilograma de racao.

Componente Quantidade
Vitamina A 13.000 Ul
Vitamina D3 2.000 UI
Vitamina B1 5,00 mg
Vitamina B12 22,00 ug
Vitamina B6 7,00 mg
Vitamina E 34,00 mg
Vitamina K3 3,00 mg
Niacina 60,00 mg
Biotina 0,05 mg
Acido folico 1,00 mg
Acido pantoténico 21,00 mg
Colina 650,00 mg
Cobre 10,00 mg
Cobalto 1,50 mg
Ferro 50,00 mg
lodo 2,00 mg
Manganés 60,00 mg
Selénio 0,05 mg
Zinco 60,00 mg
Lisina 100,00 mg
Metionina 300,00 mg

Fonte: http://www.sogorb.com.br/iframes/01-12-01.html.

Os ensaios biol6gicos foram realizados nas dependéncias do biotério da

FCF/IQ-USP em ambiente apropriado para conducdo de estudos de carcinogénese,

com temperatura (22° C + 2° C), luz (ciclo claro/escuro de 12 h) e umidade (70%)

controladas.

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité

de Etica em Pesquisa em Animais de Experimentacio da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (processo CEEA-FCF/USP n° 122.

Documento em anexo).
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4.2 Modelo de Hepatocarcinogénese do HR

Para induzir LPN hepaticas nos animais, utilizou-se o modelo de
hepatocarcinogénese do HR (SOLT; FARBER, 1976) adaptado para ratos Wistar
conforme descrito por Moreno et al. (1991). Para tanto, os animais receberam, por via
intraperitoneal, uma Unica dose (20 mg/100 g de peso corpéreo) do agente iniciante

DEN (Sigma®) dissolvido em solucdo de NaCl a 0,9% autoclavada.

Apés periodo de recuperacdo de 2 semanas, 0s hepatdcitos
iniciados foram selecionados pela administracdo de 4 doses de 2-AAF
(Sigma®; 2 mg/100 g de peso corpéreo/dia) dissolvido em dimetilsuféxido (DMSO) e
o0leo de milho, em dias consecutivos, por intubagdo gastrica. Vinte e quatro
horas ap0s a ultima aplicacdo de 2-AAF os animais foram submetidos a um
potente estimulo mitogénico, representado por uma hepatectomia parcial a
70%, realizada como descrito por Higgins e Anderson (1931). Finalmente, no
segundo dia apOs a cirurgia, os animais receberam 1 dose adicional de 2-AAF
(Sigma®; 0,75 mg/100 g de peso corpéreo/dia).

4.3 Protocolo Experimental

Para avaliar o efeito quimiopreventivo do AF quando suplementado a ratos
Wistar submetidos ao modelo do HR continuamente durante as etapas de iniciacéo e
promocao da hepatocarcinogénese, os animais foram submetidos aos procedimentos
apresentados na FIGURA 2. Ap6s um periodo de aclimatagéo de 7 dias, excecao feita
a 9 animais que constituiram o grupo de ratos ndo submetido ao modelo de
hepatocarcinogénese (grupo “Normal”), 51 animais foram submetidos ao modelo do HR
(para mais informacgdes, ver item 4.2). Esses animais foram distribuidos aleatoriamente em

3 diferentes grupos experimentais, cada um com 17 animais, a saber:

GC: os animais deste grupo receberam apenas o veiculo utilizado para solubilizar o
AF, ou seja, 4gua (0,25 mL/100 g de peso corporeo/dia), por intubacdo gastrica,
diariamente, durante 8 semanas consecutivas até o dia da eutandsia. Este grupo

serviu de controle para os demais grupos experimentais;
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AF8: os animais deste grupo experimental receberam por intubacao géstrica AF
(Sigma®) na dosagem de 0,08 mg/100 g de peso corpéreo/dia, dissolvido em agua

(0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia), durante 8 semanas consecutivas até a
eutanasia.

AF16: os animais deste grupo experimental receberam por intubacdo gastrica AF
(Sigma®) na dosagem de 0,16 mg/100 g de peso corpéreo/dia, dissolvido em agua

(0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia), durante 8 semanas consecutivas até a
eutanasia.

| 2 semanas | 2 semanas 4 semanas

1
l DEN: 20 mg/100 g de peso corporal ' ! Grupo normal
GC: 0,25 mL de 4gua/100 g peso
corpora/dia

AF8: 0,08 mg de AF/100 g peso
corporal/dia

l Hepatectomia parcial
AF16: 0,16 mg de AF/100 g peso

I/di
@ 2-AAF: 0,75 mg/100 g de peso corporal corporal/dia

1 2-AAF: 2 mg/100 g de peso corporal

E Eutanasia

FIGURA 2. Delineamento experimental para avaliacdo do efeito quimiopreventivo do acido fdlico
quando suplementado durante as etapas de iniciacdo e promocao a ratos Wistar submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese do “Hepatécito Resistente”. AF, &cido folico; DEN,
dietilnitrosamina; 2-AAF, 2-acetilaminofluoreno.
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Duas horas antes da eutanasia dos animais, os animais receberam a Ultima
dose de AF e, alem disso, para a avaliacdo da proliferacdo celular, aplicou-se uma dose
intraperitoneal de bromodesoxiuridina (BrdU,10 mg/100 g de peso corpéreo, dissolvida
em solucdo salina tamponada com fosfato PBS (KCI, Na,HPO,4, KH,PO, e NaCl, pH=7,4) e
NaOH 1,0 N.

4.4 Eutanasia dos Animais

Por ocasidao da eutanasia, os animais foram anestesiados com éter etilico
(Merck®) procedendo-se, a seguir, & laparotomia. A eutanésia ocorreu por meio de
seccdo da aorta abdominal e consequente choque hipovolémico. Em seguida, foi

retirado o figado, seguindo-se, entédo, 0 exame macroscopico do mesmo.

4.5 Exame Macroscopico

O figado de cada animal foi examinado individualmente quanto a presenca,
em sua superficie, de formagdes nodulares de coloragdo em geral esbranquicada
ou amarelada, que se distinguem do parénquima hepético. Essas formacoes,
denominadas de LPN (BANNASCH; ZERBAN, 1990), foram classificadas pelo seu
didmetro em “< 1 mm” ou “2 1 mm”. Apdés o exame da superficie, cada lobo
hepatico foi seccionado em fatias de aproximadamente 0,3 cm de espessura,

sendo, entdo, identificadas e contadas as LPN internas.

Posteriormente, foram colhidas de cada animal amostras de cada lobo de figado
para andlises microscopicas. Estes fragmentos foram imediatamente fixados em
metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% &cido acético glacial) por

aproximadamente 24 h.

Além disso, foram ainda colhidos fragmentos do figado para posterior avaliacdo
de danos no DNA e para a realizacdo de procedimento de microdissec¢do de LPN

hepaticas ou de tecido hepético ao seu redor. Tais fragmentos foram imediatamente
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congelados, primeiramente, em hexano (Synth®) armazenado em gelo seco, em seguida, em

nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados em freezer a —80 °C (Revco®).

4.6 Exames Microscopicos

Para as analises microscopicas, foram obtidos cortes de aproximadamente 5 um
de espessura de cada lobo hepatico. A seguir, estes fragmentos foram submetidos as

técnicas rotineiras de desidratacdo, diafanizagdo e inclusdo em parafina.

4.6.1 Analise morfométrica das LPN

Para avaliar o efeito quimiopreventivo do AF, cortes histoldgicos obtidos por
ocasido do sacrificio dos animais foram submetidos a rea¢cdo imuno-histoquimica para a
enzima glutationa-S-transferase forma placentaria (GST-P). O método utilizado foi o da
avidina-biotina (HSU et al., 1981), empregando-se, para tanto, anticorpos policlonais
anti-GST-P, utilizados na diluicdo de 1:1000, e anticorpos secundarios biotinilados anti-
imunoglobulinas de coelho, na diluicdo de 1:400. Estes ultimos consistem em anticorpos

anti-lgG conjugados a biotina.

Cada procedimento foi intercalado por lavagem das laminas em solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS). Os cortes histologicos fixados em metacarn foram
desparafinizados e a peroxidase enddégena bloqueada. Os cortes foram, entao,
incubados com os anticorpos primarios, na diluicdo ja mencionada, durante uma noite e
a 4 °C em camara Umida. Em seguida, eles foram incubados por 30 min. com o
anticorpo secundario biotinilado, na diluicdo de 1:400. Posteriormente, foi aplicada uma
solugdo substrato de peroxidase preparada imediatamente antes da utilizacdo. Os
cortes foram lavados em PBS por 5 min., contracorados com Hematoxilina e Eosina

(H&E), desidratados e montados com resina sintética.

Para se quantificar as LPN (numero, &rea e porcentagem do corte histologico

ocupada por LPN) marcadas com GST-P, utilizou-se o sistema de analise de imagem
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computadorizada Axio Vision (Carl Zeiss®). As LPN hepéticas foram classificadas como
persistentes (com bordas e coloracdo homogénea) ou em remodelacdo (com bordas
irregulares e coloracdo heterogénea em seu interior) conforme descrito previamente
(FARBER; RUBIN, 1991; ENOMOTO; FARBER, 1982; IMAI et al.,1997; ESPINDOLA et
al., 2005; MAZZANTINI et at. 2008).

4.6.2 Avaliacao da proliferacéo celular

Para avaliar a proliferagdo celular em LPN e no tecido hepético ao redor das
lesBes, utilizou-se conjunto de reagentes para dupla-marcacdo imuno-histoquimica
(Double-Stain System, Dako®). Para tanto, apés a desparafinizacéo, a peroxidase
endogena foi bloqueada. O primeiro anticorpo priméario foi o monoclonal anti- BrdU,
sendo diaminobenzidina (DAB) o seu substrato cromégeno. O segundo anticorpo
primario foi o anticorpo policlonal anti-GST-p, para a marcacdo de LPN persistentes ou
em remodelacdo, sendo o Fast-Red o seu substrato cromodgeno. Apés a montagem das
laminas, as mesmas foram lidas em microscopio (Axio Star Plus, Carl Zeiss®) acoplado
a sistema de anélise de imagens Axio Vision (Carl Zeiss®). A leitura das laminas foi
realizada varrendo-se toda a area dos cortes em objetiva de 40x. O resultado foi
expresso como numero de células marcadas para BrdU/mm? de area de LPN
persistente, em remodelacdo ou tecido ao redor das mesmas (ONG et al., 2006;
MAZZANTINI et al., 2008; KUROIWA-TRZMELINA et al., 2009).

4.6.3 Avaliacao da apoptose

Para a avaliacdo da apoptose, cortes histologicos previamente marcados para
GST-p (ver item 4.6.1) foram analisados em microscopio de fluorescéncia basicamente
como descrito por Stinchcombe e colaboradores (1995). Para tanto, utilizou-se
microscopio Axio Star Plus (Carl Zeiss®) com sistema de epifluorescéncia acoplado. O
método baseia-se na observacdo de que corpusculos apoptéticos apresentam intensa

fluorescéncia da eosina em cortes histolégicos de figado corados com H&E
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(STINCHCOMBE et al., 1995). A identidade da estrutura fluorescente foi confirmada por
critérios morfologicos classicos (GRASL-KRAUPP et al., 1994), alternando-se o sistema

para luz normal.

A area total dos cortes histoldgicos foi analisada utilizando-se objetiva de
40x. Os resultados foram expressos como o nimero de corplsculos apoptéticos/mm? de
area de LPN persistente, em remodelacdo ou tecido ao redor das mesmas (ONG et al.,
2006; MAZZANTINI et al., 2008; KUROIWA-TRZMELINA et al., 2009; CHAGAS et al., 2009).

4.7 Avaliacdo de danos no DNA hepético

No presente estudo, a andlise de danos no DNA hepéatico em amostras de
figado previamente armazenadas a -80 °C foi realizada utilizando-se o método do
“cometa”, em sua verséo alcalina, conforme descrito previamente (ESPINDOLA et al.
2005; FONSECA et al., 2005; ONG et al., 2006). Essa metodologia recebe este nhome
devido ao aspecto semelhante a cauda de cometa devido a migracéo das fitas de DNA
para fora do nucleo. Assim, a distancia entre o nucleo e a extremidade da “cauda do
cometa” apresenta uma relacdo com a intensidade de quebras na molécula de DNA
(OLIVE et al., 1990).

Inicialmente, os tecidos hepéaticos foram homogeneizados delicadamente em 0,5
mL de PBS (KCI, Na,HPO,; KH,PO,, NaCl, pH=8,0) sob refrigeracdo em gelo e filtrados.
Vinte uL da suspensédo de células foram transferidos para um tubo de ensaio, ao qual
foram adicionados 100 uL de solucdo de agarose de baixo ponto de fuséo a 0,8% a
40 °C. Em seguida, 120 ulL desta suspensdo de células em solucao de
agarose foram transferidos para uma lamina de microscopia previamente
coberta com uma solucdo de agarose a 0,5%, cobertos por uma laminula e
incubados por 5 min. a 4 °C. As células imobilizadas foram lisadas em solugao
de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X 100, 1% n-lauril sarcosina,
pH=10), por 1 h. no escuro.

Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes (10 min. cada), sendo a
primeira com PBS e as outras duas com agua bidestilada. Em seguida, as laminas

foram armazenadas em cuba de eletroforese horizontal contendo tampéo de corrida
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(3% NaOH 10 N e 1 M EDTA) no escuro por 20 min. com posterior separacao das fitas

de DNA por eletroforese (0,9 V/cm, 300 mA, 20 min. no escuro).

As laminas foram, entdo, neutralizadas com 3 lavagens (5 min. cada) com
solucéo de Tris (0,4 M, pH=7,5) seguida por uma lavagem com agua bidestilada com
posterior fixacdo com solucdo contendo 15% de TCA (&cido tricloroacético), 5% de
ZnS0,, 5% de glicerina e 4gua bidestilada por 10 min., e novamente lavadas em agua
bidestilada por 1 min. e finalmente secas em estufa, por 20 min.

A coloracao foi realizada utilizando-se as solu¢des A (Na,CO3; a 5% em &agua
ultra-pura) e B (0,02% de (NH,).NOs3, 0,02% de AgNO3, 0,1% de &cido silicotungsténico,
0,05% de formaldeido (37%) e agua ultra-pura), as quais foram misturadas na hora da
utilizacdo (CERDA et al., 1997). Decorrido o processo de secagem, as laminas foram
coradas (misturas das solugdes A e B) por 15 min. sendo em seguida lavadas em agua
bidestilada por 1min. em solu¢do de acido acético por 5 min. e, finalmente, lavadas
novamente em agua bidestilada e colocadas para secar em estufa (50 °C). No presente
estudo, optou-se por corar os cometas formados com nitrato de prata ao invés de com o
carcinogénico brometo de etidio, devido as vantagens do método como, por exemplo,
permitir o registro permanente do experimento e verificagdo independente dos
resultados, além de evitar problemas associados a contamina¢cdo do ambiente com o
carcinogénico ou a fluorescéncia, tais como seu decaimento (FONSECA et al., 2005;
ONG et al., 2006).

A quantificacdo do tamanho dos cometas foi feita utilizando-se sistema de
andlise de imagem computadorizado. Este consiste de um microscopio (Carl Zeiss®,
modelo Axio Star Plus) triocular com adaptador, ao qual se acopla camera de video
(PixeLink®, modelo PLA662), conectada a um microcomputador equipado com sistema
de andlise de imagem Axio Vision (Carl Zeiss®). Foi avaliado o comprimento de 100
nucledides por lamina, com o auxilio de cursor. A viabilidade das células hepaticas foi
determinada analisando-se as imagens apos a eletroforese. Nao foram considerados
vidveis cometas com aparéncia de nuvem ou com cabeca muito pequena e cauda
semelhante a baldo (células em apoptose ou necrose). Assim, a viabilidade da
suspensao de células foi considerada aceitavel quando a freqiiéncia desses cometas for
inferior a 2% (BARBISAN et al., 2003; FONSECA et al., 2005; ONG et al., 2006).
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4.8 Microdisseccéao de LPN hepaticas

Visando-se a realizacdo de experimentos envolvendo técnicas de biologia
molecular sensiveis e capazes de amplificar o DNA ou RNA extraido, considera-se
indispensavel a microdisseccao tecidual para se discernir adequadamente populacdes
celulares, como as oriundas de tecidos pré-neoplasicos daquelas provenientes de
tecido hepatico normal ao seu redor (MAGGIONI et al., 2000). Assim, foram obtidos
cortes de 10 um a partir de fragmentos de figado armazenados a —80 °C, utilizando-se,
para tanto, criostato 2.800N (Reichert Jung®, Alemanha) do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoloégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da
Universidade de Séao Paulo (USP), os quais foram montados em laminas de vidro e
imediatamente corados com H&E, bem como desidratados em gradiente de alcool/xilol,
sendo todos os procedimentos realizados em condigdes livres de RNAse.

Para a microdisseccdo, foi utilizado um aparelho (MicroDissector modelo
PPMD, Eppendorf® AG) acoplado a micromanipuladores motorizados controlados que
possibilitam a movimentacdo tridimencional (TransferMan NK2, Eppendorf® AG),
adaptados a um microscopio invertido triocular com platina mecéanica, modelo Axiovert
40 C (Carl Zeiss®), que se baseia na utilizacdo de uma agulha que oscila
ultrassonicamente e de uma micropipeta piezo-direcionada (FIGURA 3), para a rapida

microdisseccao histoldgica e aspiragdo da amostra em uma so etapa.

Para isso, de acordo com as etapas descritas na FIGURA 4, os cortes
histologicos foram inicialmente recobertos com 100 uL de xilol, localizando-se, em
seguida, a area de interesse, que foi entdo circundada, e microdissecada ap6s os
devidos ajustes da frequéncia e amplitude da agulha de microdisseccéo (de 25 a 55
kHz e de 0 a 2 um). O xilol contendo as particulas de tecido geradas foi entdo aspirado
pela micropipeta de aspiracdo acoplada a uma ponteira especifica (GELoader com
filtro MDS, Eppendorf®) que, devido a sua elasticidade caracteristica evita lesdes
teciduais. Posteriormente, agora em seu modo de ejecdo, a micropipeta transferiu a
amostra para um tubo de microcentrifuga. Em seguida, o solvente foi totalmente
evaporado por exposicdo das amostras a um concentrador a vacuo (Concentrator
plus, Eppendorf® AG), por aproximadamente 30 min. Para compor a amostra de
animais para a realizacdo dos procedimentos de microdisseccdo tecidual e,
posteriormente, de extracdo do DNA e RNA, adotou-se o critério de selecionar aqueles

gque mais representavam o comportamento do grupo experimental, ou seja, 0s que
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apresentaram valor mais préximos dos obtidos pelo respectivo grupo experimental no

gue tange a analise morfométrica das LPN GST-P positivas.

FIGURA 3. Foto do equipamento de microdisseccdo. Por meio da utilizagdo de uma agulha
oscilante o tecido para andlise é fragmentado em particulas subcelulares, que s@o aspiradas
para o interior da micropipeta.

FIGURA 4. Fotomicrografias das etapas da microdisseccao de LPN hepaticas coradas com

H&E. A: LPN a ser microdissecada; B: Procedimento pré-microdisseccao de contorno da LPN;
C: Visualizacao do tecido hepatico microdissecado. A, B e C obtidas com objetiva de 5x.
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4.9 Avaliagcdo do Padrao Hepéatico de Metilacdo Global do DNA

(PMGppna) de amostras de LPN Microdissecadas

Para avaliar o PMGpya de amostras de LPN hepaticas obtidas por procedimento
de microdisseccgédo tecidual de ratos Wistar submetidos ao modelo do HR tratados ou
ndo com AF utilizou-se a técnica de “dot-blot”. Para tanto, realizou-se os procedimentos

descritos a seguir.

4.9.1 Extracdo de DNA a partir de amostras de LPN

microdissecadas

A extracdo do DNA foi realizada utlizando-se o0 método do
fenol/cloroférmio/isopropanol (FU et al., 2003), no qual, amostras de LPN ou de area
de tecido hepético ao redor destas (surrounding), foram submetidas a digestdo por
uma noite a 55 °C em de 500 uL de solucdo de tampdo de digestdo com
proteinase K (20 mg/mL), RNAse (10 mg/mL). A seguir, foram adicionados 500 pL
fenol-cloroférmio-isoamil (24:25:1, Invitrogen®) e as amostras foram incubadas &
temperatura ambiente por 10-15 min., centrifugadas (956 g) por 15 min. a 4 °C
(Centrifuge 5417R, Eppendorf® AG) e os sobrenadantes transferidos para microtubos
de centrifuga (Phase lock gel heavy, Eppendorf® AG). Adicionou-se entdo as amostras
500 pL de cloroférmio/alcool isoamil (24:1) com posterior a agitacdo (10-15 min.),
centrifugacéo (956 g) por 15 min. a 4 °C e nova coleta dos sobrenadantes. Apos a
adicdo de solucdo de 4% de acetato de s6édio 3 M em etanol absoluto, os
sobrenadantes foram incubados a -80 °C por dois dias. Finalmente, as amostras foram
centifugadas (15.294 g) por 30 min. em temperatura ambiente e aos precipitados
resultantes devidamente secos, adicionou-se 500 uL de etanol 70% e, em seguida,
realizou-se uma nova centrifugacdo (15.294 g; 10 min.) com os precipitados obtidos
eluidos em solucédo de TE (1 M Tris-Cl, 0,1 M EDTA, pH=8,0, Sigma®). Ap6s o término
do procedimento de extragdo, o DNA foi incubado a 65 °C por 30 min. para
desativacdo das DNAses. Esse método possibilitou a obtencdo de DNA de 6tima

gualidade, o qual apresentou integridade (razGes na faixa de 1,9 - 2,0) e concentracdo
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satisfatoria (até 1,5 pg) (determinacdes realizadas no aparelho espectrofotomético
Nanodrop® ND 1000 ThermoScientific do Departamento de Andlises Clinicas e

Toxicolégicas da FCF-USP) para ser utilizado na avaliagdo do PMGpya.

4.9.2 Dot-blot

O DNA extraido de amostras de LPN e de tecido ao redor destas previamente
obtidos por procedimento de microdisse¢cdo foi diluido em tampdo SSC 10x,
desnaturado com NaOH 0,1 N a 100 °C durante 5 min., aplicado em membrana de
nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham Bioscicence®), sob vacuo e submetido a
subsequente secagem e fixagcdo em estufa a vacuo (80 °C por 2 h). Posteriormente, as
membranas foram bloqueadas com solucédo de leite desnatado a 5% em PBS com
Tween 20 0,1% (PBST) por 2 h., e entdo foi aplicado o anticorpo primario monoclonal
anti-5-metilcitosina (1:1000, Serotec®, Reino Unido) diluido em soluc&o de 0,5% de leite
desnatado em PBS por 2 h. Em seguida, ap6s 3 lavagens de 10 min. com PBST, as
membranas foram tratadas com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
(1:15000) diluido em solugdo de leite desnatado a 0,5% em PBS por 1 h. Finalmente,
ap6s 3 lavagens por 10 min. com PBST, procedeu-se a revelacdo da membrana
utilizando-se o reagente ECL (Amersham Bioscience®). A intensidade do sinal foi
determinada em unidades arbitrarias utilizando-se densitdmetro (“Imaging
Densitometer’, Modelo GS-700, BIO-RAD®, EUA) com “software” especifico
(Molecular Analysis, BIO-RAD®). Para controle da aplicacdo das amostras de
DNA, a membrana foi corada com azul de metileno como descrito previamente
(TAO et al., 2004; ONG et al., 2006).

4.10 Analise da Expressédo do Gene c-myc em amostras de LPN

Microdissecadas

Para avaliar a expressao génica de c-myc em amostras de LPN hepéaticas

obtidas por procedimento de microdisseccéo tecidual de ratos Wistar submetidos ao
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modelo do HR tratados ou ndo com AF utilizou-se a técnica de RT-PCR. Para tanto,

realizou-se os procedimentos descritos a seguir.

4.10.1 Extracao de RNA a partir de amostras de LPN

A extracdo do RNA a partir de amostras de LPN e de surrounding obtidas por
procedimento de microdissec¢do tecidual foi realizada utilizando-se o conjunto de
reagentes denominado lllustra RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare®)
desenvolvido especificamente para extragdo de RNA a partir de quantidades reduzidas
de tecido. Esse método tem por principais etapas a lise das células com simultdnea
inativagdo das RNAses seguida por filtragem, ligagdo do RNA a uma membrana de
silica, digestdo do DNA, lavagens com tampdes para remocao de sais, metabolitos e
componentes celulares macromoleculares e, finalmente, eluicdo do RNA purificado em

agua livre de RNAses em condi¢fes de reduzidas forcas idnicas.

A qualidade do RNA obtido foi monitorada examinando-se a integridade das
bandas 28S e 18S de RNAs ribossomais, em gel de agarose a 1% corado com brometo
de etideo. Além disso, averiguou-se também a integridade e concentracdo do RNA
utilizando aparelho espectrofotomético (Nanodrop® ND 1000 ThermoScientific do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da FCF-USP). Assim, observou-se
gue o RNA extraido apresentou 6tima integridade (razdes na faixa de 1,8 - 2,2) e
concentracdo (até 1000 ng) satisfatéria para ser utilizado na avaliagdo da expressédo do

gene c-myc por RT-PCR.

Dessa forma, realizou-se, posteriormente, a transcricdo reversa a partir de 500 ng de
RNA total, utilizando-se o conjunto de reagentes denominado SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®) que tem por principal objetivo a transcrigéo
do RNA em cDNA, o qual apresenta estrutura passivel de amplificacdo pela reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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4.10.2 Amplificacao do c-DNA por PCR

A andlise da expressdo génica de c-myc a partir do RNA extraido de amostras
de LPN ou de tecido ao redor das mesmas por meio de procedimento de
microdisseccdo foi realizada por RT-PCR basicamente conforme descrito por

Kim e colaboradores (2003).

Com um décimo do produto da transcricdo reversa, prosseguiu-se a
amplificacdo dos genes c-myc e B-actina (gene controle) de rato utilizando-se o conjunto
de reagentes denominado Platinum®Tag DNA Polymerase (Invitrogen®), nas seguintes
condicbes: tampédo para PCR 10x (5 pL), MgCl, 50 mM (1,5 pL), mistura de
desoxinucleotidios 10 mM (1 L), iniciador (“primer”) 5 10 umol (1 uL); iniciador (“primer”) 3’
10 pmol (1 pL) e enzima Tag DNA Polimerase 5 U/uL (0,4 uL) (Eppendorf®). Os iniciadores

(“primers”) utilizados encontram-se apresentados ha TABELA 3.

Os cDNAs amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, a 80 V por aproximadamente 1,5 h. Em seguida, o gel foi exposto a luz UV e foi
possivel avaliar e fotografar as bandas obtidas e determinar sua intensidade por um
sistema de anadlise de imagem baseado em densitometria (“Imaging Densitometer”,
Modelo GS-700, BIO-RAD®) com “software” especifico (Molecular Analysis, BIO-RAD®).
Os sinais foram quantificados em unidades arbitrarias e os dados obtidos normalizados

em relagdo a expressao de B-actina.

TABELA 3. Informacdes dos iniciadores e condi¢cbes utilizadas para amplificacdo pela técnica de PCR.

Tamanho do Temperatura ° 4
e
Gene produto de Iniciadores de associagédo ol
ciclos
amplificacéo (annealing)
5-CAGCTGCCAAGAGGGCCAAGTTG-3
(sentido)"
c-myc 422bp 55,0 °C 30
5-GTCAGAAGGAACCGTTCTCCTTACAC- 3
(anti-sentido)*
5- GTTGCCATCAACGACCCCTTC-3
(sentido)2
B-actina 290bp 5- GGATGCAGGGATGTTCTG- 3 59,3°C 35

(anti-sentido)2

1) Seqiiéncia descrita por Simile et al. (2005);
2) Sequéncia descrita por Dhingra & Bansal (2006).
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4.11 Analise 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).

Para a comparacdo entre os diferentes grupos experimentais, foi realizada a
analise por ANOVA seguida pelo teste de Duncan, quando foram satisfeitas as
condicbes para aplicacdo dos testes estatisticos paramétricos de analise de variancia.
Quando as condig6es supracitadas n&o foram atendidas, utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis. Alem disso, utilizou-se também testes de comparagdo de médias para amostras
independentes (teste t de student ou Mann Whitney) quando foram realizadas
comparagdes entre os diferentes populagdes celulares (surrounding (area ao redor das
LPN) com LPN) no mesmo grupo experimental, e o teste exato de Fisher para a
comparacgdo entre os diferentes grupos experimentais com relagdo a distribuicdo dos
ndédulos pré-neoplasicos observados a macroscopia.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa de
computador STATISTICA em sua versdo 8.0 (StatSoft). Os resultados encontram-se
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) adotando nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

Em decorréncia do estabelecimento do modelo do HR, alguns animais acabaram
ndo resistindo aos procedimentos experimentais adotados e foram a 6bito,
principalmente por ocasido da administracdo da Ultima dose de 2-AAF 2 dias apés a
hepatectomia parcial. Ao fim do experimento, 6 semanas apés da iniciacdo com DEN, a
mortalidade total foi de 15 animais. Assim, o nimero inicial de animais em cada um dos
diferentes grupos experimentais, que inicialmente era de 17, foi reduzido a 10, 12 e 14

para os grupos GC, AF8 e AF16, respectivamente.

A TABELA 4 apresenta os dados referentes aos pesos corpéreos inicial e final
bem como os pesos absoluto e relativo dos figados e o consumo de ragdo dos animais
tratados durante 8 semanas consecutivas com agua (grupo controle, GC) ou AF (grupos
AF8 (0,08 mg de AF/100 g de peso corpéreo/dia) e AF16 (0,16 mg/100 g de peso
corpéreo/dia)) e submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do HR. Nao foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os diferentes grupos experimentais

em nenhum dos parametros analisados.

A TABELA 5 apresenta os resultados referentes a andlise macroscépica das
LPN hepaticas observadas nos animais tratados diariamente durante 8 semanas
consecutivas com agua (GC) ou AF e submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese
do HR. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais
no que se refere a incidéncia e niumero médio de LPN. Entretanto, o grupo AF16
apresentou maior (p < 0,05) porcentagem de ndédulos menores do que 1 mm quando

comparado aqueles apresentados pelo GC.

Os resultados da andlise morfométrica (nUmero, area e porcentagem do corte
histolégico ocupada) das LPN GST-P positivas tanto persistentes quanto em
remodelacdo observadas nos animais tratados diariamente com agua (GC) ou AF
durante 8 semanas consecutivas e submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese do

HR encontram-se apresentados nas FIGURAS 5,6 e 7.

Quando comparado ao GC, o grupo AF8 n&o apresentou valores
estatisticamente diferentes (p > 0,05) com relacdo ao numero, area e porcentagem da
area ocupada tanto por LPN persistentes quanto em remodela¢ao. Entretanto, também
quando comparado ao GC, observa-se que o0 grupo AF16 apresentou menor (p<0,05)

namero de LPN persistentes e maior (p < 0,05) nimero de LPN em remodelacéo.
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Nenhuma diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) foi observada entre os
diferentes grupos experimentais com relacdo a area das LPN persistente e em
remodelacdo. Entretanto, o grupo AF16 tendeu (p=0,07) a apresentar menor area do

corte histolégico ocupada por LPN persistentes em comparacédo ao GC.

TABELA 4. Pesos corporeos iniciais e finais bem como pesos absolutos e relativos dos figados e
0 consumo de racao de ratos Wistar tratados com agua (controles) ou AF durante as etapas

inicias da hepatocarcinogénese.

. Consumo de
Peso relativo do

Peso Peso Peso figado ragao
Grupos n corpéreo corpéreo absoluto do (9/100g de
inicial (g) final (g)  figado (g)  (9/100g de peso peso
corpéreo) B :
corpéreo/dia)
Normal 8 59+3 331 + 27 9+1 2,7+0,1 10+0,1
GC 10 60x2 298 + 18 9z+1 3,0+0,2 10x0,2
AF8 12 60x2 290+ 12 8x1 2,7+0,2 10+0,2
AF16 14 60x2 293 +11 8x1 2,6+0,2 10+0,2

Resultados apresentados em média £+ EPM. GC, animais tratados apenas com agua (0,25 mL/100
g de peso corpéreo/dia, controles); AF8 animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso
corpéreo/dia); AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100 g de peso corpéreo/dia).

TABELA 5. Analise macroscoépica das LPN hepéaticas observadas nos animais tratados com agua
(controles) ou AF durante as etapas inicias da hepatocarcinogénese.

Ratos Incidéncia Namero médio ]
% de ndédulos
Grupos comLPN de LPN (%) de LPN
<l mm 21 mm
GC 10/10 100 60 + 21 36 63
AF8 11/12 92 60 + 18 64 36
AF16 11/14 79 22+6 81°% 19

Resultados apresentados em média £+ EPM. GC, animais tratados apenas com agua (0,25 mL/100
g de peso corporeo/dia, controles); AF8 animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso
corporeo/dia); AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100 g de peso corporeo/dia). %) p<0,05 em
comparacéo ao GC.
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FIGURA 5. Numero médio de LPN/cm® de corte histolégico de ratos tratados com agua
(controles) ou AF durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese. LPN, lesdes pré-
neoplasicas; GC, animais tratados com agua (0,25 mL/100 g de peso corporeo/dia, grupo
controle, n=10); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso corpéreo/dia, n=12);
AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corpéreo/dia, n=14). Resultados
expressos em média £ EPM. * p<0,05 em comparagédo ao GC.
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FIGURA 6. Area média das LPN/cm® de corte histolégico de ratos tratados com &gua
(controles) ou AF durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese. LPN, lesdes pré-
neoplésicas; GC, animais tratados com agua (0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia, grupo
controle, n=10); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso corpéreo/dia, n=12);
AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corporeo/dia, n=14). Resultados
expressos em média £ EPM.
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FIGURA 7. Porcentagem de area do corte histoldgico ocupada pelas LPN de ratos tratados com
agua (controles) ou AF durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese. LPN, lesdes pré-
neoplasicas; GC, animais tratados com &gua (0,25 mL/100 g de peso corporeo/dia, grupo
controle, n=10); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso corpéreo/dia, n=12);
AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corpéreo/dia, n=14). Resultados
expressos em média = EPM. #) p=0,07 (marginalmente significativo) em comparacgé&o ao GC.

Os resultados referentes a avaliacdo da proliferacdo celular hepatica de animais
tratados diariamente com agua (GC) ou AF durante 8 semanas consecutivas e submetidos
ao modelo de hepatocarcinogénese do HR encontram-se apresentados na FIGURA 8.
Corroborando estudos prévios utilizando ratos submetidos ao mesmo modelo experimental
adotado no presente estudo (FONSECA et al.,2005; ESPINDOLA et al., 2005; ONG et
al.,2006; MAZZANTINI et al., 2008; KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009), LPN persistente
apresentam maior taxa de (p<0,05) proliferacéo celular quando comparado com a area ao
redor das LPN (surrounding). Ao observarmos o surrounding e as LPN persistentes, constata-
se que o0 grupo AF16 apresentou menor (p < 0,05) taxa de proliferacdo celular em
comparagdo a observada no GC. N&o foram observadas diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos experimentais nas LPN em remodelagéo.

Os resultados referentes a avaliacdo da apoptose hepatica de animais tratados
diariamente com agua (GC) ou AF durante 8 semanas consecutivas e submetidos ao modelo
de hepatocarcinogénese do HR encontram-se apresentados na FIGURA 9. Corroborando
estudos prévios utilizando ratos submetidos ao mesmo modelo experimental adotado no
presente estudo (FONSECA et al.,2005; ESPINDOLA et al., 2005; ONG et al., 2006:
MAZZANTINI et al., 2008; KUROIWA-TRZMIELINA et al, 2009), LPN persistentes
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apresentam maior (p < 0,05) niUmero de corpusculos apoptéticos quando comparado a area
ao redor das LPN (surrounding). Em comparacédo ao GC, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais tratados com AF no surrounding

bem como em LPN persistentes e em remodelacao.
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FIGURA 8. Avaliagao da proliferagdo celular de ratos tratados com agua (controles) ou AF durante as
etapas iniciais da hepatocarcinogénese. A) Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de rato
Wistar submetido ao modelo do RH. As setas indicam nlcleos marcados positivamente pela
bromodesoxiuridina (BrdU) no tecido ao redor de lesBes pré-neoplasicas (LPN) e no interior de uma
lesGes pré-neoplasica GST-P positiva (area de coloracéo rosea). Foto obtida com objetiva de 20x. B)
Avaliagdo da proliferacdo celular (n° de nlcleos marcados para BrdU/cm® de &rea de corte
histoldgico). GC, animais tratados com agua (0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia, grupo controle,
n=10); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso corpoéreo/dia, n=12); AF16, animais
tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corpéreo/dia, n=14); S, tecido ao redor das LPN; P, LPN
persistentes; R, LPN em remodelacédo. Resultados expressos em média + EPM. ﬂ) p<0,05 em
comparacado a respectiva area ao redor das LPN (surrounding); *) p<0,05 em comparacéo ao GC.
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FIGURA 9. Avaliacdo da apoptose de animais tratados com agua (controles) ou AF durante as
etapas iniciais da hepatocarcinogénese. A) Fotomicrografia de corpusculos apoptéticos
detectado em corte histologico de figado de rato Wistar submetido ao modelo do RH e corado
com H&E em luz normal transmitida (Al), e a mesma regido do corte observada em
microscopia de fluorescéncia (A2). As setas indicam os corpusculos apoptéticos. Fotos obtidas
com objetiva de 20x. B) Avaliagdo da apoptose (n° de corpisculos apoptético/cm2 de area de
corte histolégico). GC, animais tratados com agua (0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia, grupo
controle, n=10); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de peso corpdreo/dia, n=12);
AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corporeo/dia, n=14); S, tecido ao redor
das lesdes pré-neoplasicas (LPN); P, LPN persistentes; R, LPN em remodelagdo. Resultados
expressos em média + EPM. '”), p<0,05 em comparagéo a respectiva area ao redor das LPN
(surrounding).
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Os resultados da avaliacdo de danos no DNA hepatico de animais “normais” (ndo
submetidos ao modelo de hepatocarcinogénese) bem como de animais tratados diariamente
com agua (GC) ou AF durante 8 semanas consecutivas e submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do HR encontram-se apresentados na FIGURA 10. Animais
pertencentes ao GC apresentaram cometas de comprimento maior (p < 0,05) do que os
animais “normais”. Ja o grupo AF16 apresentou cometas menores (p < 0,05) do que aqueles
observados no GC.

150 f

£

=

(7]

g %

£ 100 1 |

8

(%)) L

o

©

o

% 50

£

S

£

o

O 9 . . .
N GC AF8 AF16

Grupos experimentais

FIGURA 10. Avaliacao de danos no DNA hepético de ratos tratados com agua (controles) ou AF
durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese. N, animais “normais” (ndo submetidos ao
modelo de hepatocarcinogénese do RH (n=8); GC, animais tratados com agua (0,25 mL/100 g
de peso corpéreo/dia, grupo controle, n=8); AF8, animais tratados com AF (0,08 mg/100 g de
peso corpdreo/dia, n=8); AF16, animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso corpéreo/dia, n=8).
Resultados expressos em média £ EPM. '")p<0,05 em comparacao a N; *)p<0,05 em comparagéo
ao GC.

Os resultados referentes a andlise do PMGpya especificamente de amostras
obtidas por procedimento de microdisseccao tecidual da &rea ao redor das LPN de
animais tratados com agua (GC) e de LPN de animais tratados com agua (GC) ou AF
diariamente durante 8 semanas consecutivas e submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do HR encontram-se apresentados na FIGURA 11. LPN do GC
apresentaram menor (p < 0,05) PMGpna quando comparada a respectiva area ao redor.
Nao foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significante com relacdo ao
PMGpna das LPN dos grupos AF8 e AF16 em comparacédo as LPN do GC.
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FIGURA 11. Avaliacdo do padrdo de metilacdo global do DNA hepdético especificamente de
amostras obtidas por procedimento de microdisseccao tecidual de area ao redor de lesdes pré-
neoplasicas (LPN) de animais tratados com &gua (controles) e de LPN de animais tratados com
agua (controles) ou AF durante as etapas inicias da hepatocarcinogénese. S, area ao redor de
LPN, surrounding, dos animais do grupo controle (n=2); GC, LPN de animais tratados com
agua (0,25 mL/100 g de peso corpéreo/dia, grupo controle, n=4); AF8, LPN de animais tratados
com AF (0,08 mg/100 g de peso corporeo/dia, n=4); AF16, LPN de animais tratados com AF
(0,16 mg/100g de peso corpéreo/dia, n=4). A) Exemplo de autoradiografia mostrando as
amostras de DNA marcadas pelo anticorpo anti 5-metilcitosina bem como a membrana corada
com azul de metileno para controle de carregamento. B) representacdo grafica do resultado.
Resultados expressos em média £ EPM. '") p<0,05 em comparacéo ao S.

N

Os resultados referentes a expressdo do oncogene c-myc, especificamente de
amostras obtidas por procedimento de microdisseccao tecidual da &rea ao redor das LPN de
animais tratados com agua (GC) e de LPN de animais tratados com &agua (GC) ou AF
diariamente durante 8 semanas consecutivas e submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénese do HR  encontram-se apresentados na FIGURA 12. Quando

comparada a respectiva area ao redor, LPN do GC apresentam maior (p < 0,05) expressao
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de c-myc. Nota-se que, em comparacdo as LPN do GC LPN do grupo AF16

tenderam (p < 0,10) a apresentar menor expressao desse oncogene.
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FIGURA 12. Avaliacdo da expressao hepatica de c-myc especificamente em amostras obtidas
por procedimento de microdissec¢do tecidual da area ao redor de lesBes pré-neoplasicas (LPN)
de animais tratados com agua (controles) e de LPN de animais tratados com &gua (controles) ou
AF durante as etapas inicias da hepatocarcinogénese. S, area ao redor de LPN (surrounding)
dos animais do grupo controle (n=2); GC, LPN de animais tratados com agua (0,25 mL/100 g de
peso corpéreo/dia, grupo controle, n=4); AF8, LPN de animais tratados com AF (0,08 mg/100 g
de peso corpéreo/dia, n=4); AF16, LPN de animais tratados com AF (0,16 mg/100g de peso
corpéreo/dia, n=4). Resultados expressos em média + EPM. ﬂ) p<0,05 em comparacéo a S; #)
p<0,10 (marginalmente significativo) quando comparado ao GC.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo observou-se, de forma original, agdo quimiopreventiva digna
de nota por parte do AF quando suplementado continuamente durante as etapas de
iniciac@o e promocdao da hepatocarcinogénese. Vale a pena aqui destacar a modulacéo
de eventos celulares e moleculares importantes a carcinogénese hepatica por parte
dessa vitamina. Alem disso, os resultados aqui demonstrados, em conjunto com
trabalhos prévios da literatura utilizando modelo de carcinogénese de colon (KIM, 2003,
2004, 2007a; b; SMITH et al, 2008) confirmam a hipétese apresentada de que também
na hepatocarcinogénese, a agcdo quimiopreventiva do AF, quando administrado antes

da iniciagdo, parece depender da dose administrada.

As doses de AF utilizadas no presente estudo foram baseadas em estudos
prévios (CRAVO et al., 1992; KIM et al.,, 1996; SONG et al., 2000a; b) nos quais se
observou atividade quimiopreventiva em modelos de carcinogénese de coélon
com racdo suplementada da ordem de 4x (8 mg/Kg de rac&o) a recomendacao para
ratos (2 mg/Kg de racao (AIN-93)) e em experiéncias prévias de nosso grupo em que
se observou que ratos Wistar consomem, em média, durante protocolos experimentais
semelhantes ao adotado no presente estudo, 10 g de racdo/100g de peso corpéreo/dia.
Nesse sentido, vale a pena aqui ressaltar que no presente estudo, 0s animais
consumiram durante as 8 semanas de experimento 10 g de racdo/100 g de peso
corpéreo/dia (TABELA 4). Assim, considerando-se que a ragdo comercial oferecida aos
animais contempla a recomendacgdo basal diaria para ratos, os animais ingeririam em
média durante o periodo experimental 0,02 mg de AF/100 g de peso corpéreo/dia.
Dessa forma, com o objetivo de simular condicdo semelhante aquela utilizada nos
estudos prévios (CRAVO et al., 1992; KIM et al.,, 1996; SONG et al., 2000a; b),
administrou-se, por intubacdo intra-gastrica, 0,08 mg/100 g de peso corpdéreo/dia.
Embora seja complicado fazer extrapolagbes entre a dose administrada em animais e
aquela utilizada em humanos devido a diferenca de metabolizagdo dos folatos entre
essas duas espécies (KIM, 2007 a; b), descreve-se que essa dose corresponderia a
uma ingestdo de aproximadamente 1,6 mg de AF/dia em humanos, o que reflete o
consumo de individuos que vivem na América do Norte apds a adocéo da fortificacéo
compulséria de alimentos com AF e que sao tratados com 1 mg de AF/dia para
determinados tratamentos médicos (SHANE, 2003). Além disso, para verificar o efeito

de diferentes doses de AF durante as etapas iniciais pré-neoplasicas da
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hepatocarcinogénese, utilizou-se também uma dose maior (0,16mg/100g de peso

corporeo/dia), correspondendo a 8x a recomendacao para ratos.

Uma importante propriedade apresentada pelos focos e nédulos de hepatdcitos
induzidos pelo modelo do HR é a capacidade que estes tém de desenvolver dois
fendtipos distintos. A maior parte deles, cerca de 95-98%, sofre remodelacdo
espontanea para um tecido com caracteristicas semelhantes ao do tecido hepético
normal, enquanto que a minoria (2-5%), denominados persistentes, apresenta maior
taxa de proliferagdo celular e evolui para o cancer (FARBER; SARMA, 1987). No
presente estudo, vale a pena destacar ndo apenas a inibicdo do desenvolvimento das
LPN persistentes, aquelas que descritas como precursoras do hepatocarcinoma
(GARCEA et al., 1989), mas também a inducdo da remodelagédo nos animais do grupo
AF16 e ndo naqueles do grupo AF8, o que sugere uma acdo dose dependente. Essa
alteracdo no fendtipo das LPN representa de fato um relevante mecanismo
celular associado a atividade quimiopreventiva do AF. De forma semelhante, a
atividade quimiopreventiva por parte da SAM (GARCEA et al., 1989), do B-caroteno, da
vitamina A, do acido retindico 9-cis (FONSECA et al., 2005) e da tributirina
(KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009) também envolve inducdo desse processo.
Embora a remodelacdo também tenha sido observada durante a carcinogénese de
célon (BIRD; GOOD, 2000) e de mama (WOOD et al., 2002), modelos em que a
suplementacdo com AF ja foi estudada (KIM et al., 1996; SONG et al., 2000a; b;
KOTSOPOULOS et al.,, 2005), é a primeira vez que se descreve que a acgao

quimiopreventiva dessa vitamina envolve esse mecanismo.

Descreve-se que o fenbmeno da persisténcia, além de envolver
aumento da proliferacdo celular, também pode ser reflexo de um bloqueio da
remodelacédo, tanto por diferenciacdo (FARBER; SARMA, 1987) quanto por apoptose
(SCHULTE-HERMANN et al., 1990). Porém, até o presente momento, pouco se
conhece a respeito dos mecanismos envolvidos com a persisténcia e remodelacéo de
LPN. Existem evidéncias de que isso esteja relacionado com controle, em nivel
genbmico (FARBER; SARMA, 1987), da expressdo de genes envolvidos com
proliferacdo e diferenciacao celular (PASCALE et al., 2002).

No presente estudo, animais do grupo AF16 apresentaram menor taxa de
proliferagdo celular especificamente nas LPN GST-P persistentes. Ja com relacao a
apoptose, nenhum efeito foi observado tanto em LPN GST-P persistentes quanto

naquelas em remodelag&o. Assim, sugere-se que a inducdo da remodelagéo observada
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no grupo AF16 possa estar associada com inibicdo da proliferacdo celular e ao
processo de rediferenciacdo e ndo com a apoptose. De forma semelhante, a inducdo da
remodelacdo de LPN hepaticas por parte do B-caroteno, da vitamina A, do &cido
retindico 9-cis também foi associada com a inibicdo da proliferacéo celular, e ndo com a
apoptose (FONSECA et al., 2005). Futuramente, poderia se instigar, nas condicdes do
presente estudo, se o AF altera a expressdo de genes envolvidos com o processo de
diferenciacdo celular especificamente em LPN persistentes e naquelas em
remodelacéo.

O AF é essencial a formacao de bases purinicas e pirimidinicas necesséarias a
adequada formacdo do DNA. A incapacidade de sintetizar adequadamente as bases
nitrogenadas € um fator limitante tanto para a sintese quanto para o reparo do DNA e esta
relacionada a estabilidade gendmica (DUTHIE; HAWDON, 1998; BASTEN et al., 2006).
Assim, sugere-se que o AF, quando suplementado antes da iniciagdo da carcinogénese,
poderia exercer seus efeitos protetores contra o cancer de colon propiciando o reparo
adequado do DNA e melhorando, dessa forma, a estabilidade genémica (KIM 2007a; b).
Considerando-se os resultados apresentados na FIGURA 10, o tratamento com AF
iniciado 2 semanas antes do estabelecimento do modelo de hepatocarcinogénese do
HR pode ter sido importante para proteger 0os animais do grupo AF16 contra os danos
genéticos decorrentes da administracdo dos agentes carcinogénicos DEN e 2-AAF. A
deficiéncia de AF in vitro e in vivo foi associada com danos no DNA, instabilidade
gendbmica e alteragcdes no reparo do DNA enquanto que a sua suplementacéo
poderia corrigir esses defeitos (KIM, 2007a). Da mesma forma, a suplementagédo
com AF (1,2 mg/dia por 12 semanas) melhorou o reparo do DNA em linfocitos extraidos
de humanos (BASTEN et al., 2006). Assim, semelhantemente ao sugerido para a
carcinogénese de célon (KIM 2007a; b) a atividade quimiopreventiva do AF na
hepatocarcinogénese pode envolver uma acdo dessa vitamina em nivel de reparo do
DNA.

Atualmente, utilizam-se rotineiramente diversas metodologias para a
identificacdo de biomarcadores moleculares, tanto para diagnostico quanto para o
prognoéstico de doencas (FEND; RAFFELD, 2000). Todavia, alguns fatores como, por
exemplo, a quantidade de células adjacentes a regido de interesse, pode ser crucial
para a interpretacdo dos resultados obtidos. Nesse sentido, para uma avaliacdo
molecular especifica de LPN, considera-se importante a microdisseccao tecidual para
se discernir adequadamente populac6es celulares oriundas de tecidos pré-neoplésicos

daquelas provenientes de tecido hepatico normal ao seu redor (MAGGIONI et al., 2000).

CHAGAS, C.E.A.



42
6. Discussao

Portanto, a combinacdo de técnicas sensiveis de Biologia Molecular com as de
microdisseccdo tecidual, é necesséria para o estudo dos aspectos moleculares em
populacdes celulares especificas (FEND; RAFFELD, 2000).

Classicamente, descreve-se que o desenvolvimento do cancer compreende
um processo progressivo envolvendo mdltiplas etapas nas quais células normais
sdo transformadas em malignas, principalmente devido a insultos genéticos
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; VOLGESTEIN; KINZLER, 2004). Todavia, estudos
mais recentes indicam também a importancia dos processos epigenéticos durante as
diferentes etapas da carcinogénese; dessa forma, reconhece-se atualmente o cancer
ndo apenas como doenca de caracteristicas genéticas, mas também epigenéticas
(JONES; BAYLIN, 2007). Essas modificacdes sdo essenciais para o desenvolvimento
e manutencgéo das fungdes celulares no organismo e encontram-se associadas com
diversos processos fisiopatologicos incluindo o cancer (POGRIBNY; BELAND, 2009).
A maior parte das pesquisas nesta area do conhecimento é focada principalmente no
estudo dos mecanismos envolvidos com a hipermetilacdo de genes tanto em
processos fisiol6gicos, como o envelhecimento (FRAGA; ESTELLER, 2007), quanto
em condi¢des patologicas, como o cancer (GRONBAEK et al., 2007), sendo muito
mais escassos estudos relativos a hipometilagéo global do DNA durante as diferentes

fases da carcinogénese.

A hipometilagcdo global do DNA foi a primeira alteragdo epigenética a ser
observada em células neoplasicas (POGRIBNY; BELAND, 2009). Esse processo
consiste em um estado em que o padrdo de metilacdo encontra-se abaixo do
considerado “normal’, ou seja, menor do que o observado em tecido ndo neoplasico
ou envelhecido (DUNN, 2003). Diversos canceres humanos, dentre eles o de figado
(LIN et al., 2001), apresentam hipometilacdo em seu genoma. Além disso, existe uma
associacao entre o grau de hipometilacao e o estagio de desenvolvimento do tumor, o
que fortalece seu uso como um biomarcador para diagnéstico da doenca
(WIDSCHWENDTER et al., 2004; NAKAGAWA et al., 2005; CALVISI et al., 2007,
WATTS et al.,, 2008; KIM et al., 2009a). Alteracbes no metabolismo da SAM pela
deficiéncia cronica de nutrientes especificos (folato, colina e vitaminas B2, B6, B12),
consumo de etanol ou exposicdo a agentes carcinogénicos como DEN e 2-
AAF (utilizados no modelo do HR) implicam em alteragbes no PMGpya hepatico
(POIRIER, 2002; DUNN, 2003; ROSS, 2003; POGRIBNY; BELAND, 2009).
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Logo de inicio, vale a pena aqui ressaltar que, embora descrita para
avaliar o PMGpna em ratos submetidos ao modelo de carcinogénese de célon
(TAO et al., 2004), a técnica de “Dot-blot” mostrou-se adequada para avaliacdo do
PMGpna nas presentes condigbes experimentais em que a quantidade de DNA é
escassa devido ao procedimento de microdisseccdo tecidual. Alem disso, o0s
resultados apresentados na FIGURA 11 confirmam estudos prévios que mostraram,
por outras metodologias, que a hipometilagdo do DNA consiste em evento precoce na
hepatocarcinogénese (SIMILE et al., 1994; CHEN et al.,, 2004; TRYNDYAK et al.,
2006).

No presente estudo, a suplementacdo com AF em ambas as dosagens
utilizadas néo reverteu a hipometilagdo do DNA observada nas LPN microdissecadas
do GC. O presente estudo € o primeiro a avaliar o efeito da suplementagdo com AF no
PMGpna especificamente em LPN durante as etapas inicias da hepatocarcinogénese
Também por “dot-blot”, observou-se que a atividade quimiopreventiva da metionina
gquando administrada por 44 semanas durante a hepatocarcinogénese induzida pelo
acido dicloroacético (carcinégeno ndo-genotoxico) em camundongos envolve reversao
da hipometilagdo do DNA (PEREIRA et al., 2004). Considerando os resultados do
presente estudo (FIGURA 11), sugere-se que a atividade quimiopreventiva do AF
gquando administrado durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese ndo envolve
alteracdo do PMGpna. Resultados semelhantes foram observados durante a
carcinogénese quimica de cdlon induzida pela 1,2-DMH, em que, apesar da atividade
guimiopreventiva, ndo se observou alteragdo no PMGpya apés a suplementacdo de
ratos com AF (8 mg de AF/Kg de racdo/dia) (KIM et al., 1996). Com o objetivo de
investigar com mais detalhes o papel dessa vitamina na modulacdo dos eventos
epigenéticos, futuros estudos poderiam analisar o efeito da suplementacdo com AF no
PMGpna € No padrdo de metilagdo de genes supressores de tumor e histonas em
diferentes modelos e/ou fases da hepatocarcinogénese, como nas condi¢cdes em que

se observou agdo quimiopreventiva por parte da metionina (PEREIRA et al., 2004).

Sabe-se que a hiperexpressdo de oncogenes ocorre precocemente em
diferentes tipos de céancer inclusive no de figado (DUNN, 2003). Nesse sentido,
recentemente se demonstrou em humanos a importancia dos genes controlados pelo
oncogene c-myc para a evolucdo de LPN em HCC (KAPOSI-NOVAK et al., 2009).
Assim, a modulacdo da expressdo de c-myc poderia ser relevante a persisténcia de
LPN hepaticas, j& que essas sdo consideradas lesfes precursoras do hepatocarcinoma

(GARCEA et al., 1989). No presente estudo, quando comparado ao respectivo tecido ao
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redor, observou-se que LPN microdissecadas apresentam hiperexpressao de c-myc.
Esses resultados reforcam o contexto de que esse oncogene representa uma
importante alteracdo molecular ja em fases iniciais do processo (NAGY et al., 1988;
GARCEA et al.,, 1989; SIMILE et al.,, 1994). Alem disso, LPN microdissecadas de
animais do grupo AF16 tenderam a apresentar menor expressdao de c-myc em
comparagéo aquela observada em LPN obtidas de animais do grupo CG. Apesar do
resultado ser considerado como marginalmente significativo (p < 0,10) sob a 6ptica
da estatistica, € a primeira vez que se observa que alguma substancia
quimiopreventiva reduz a expressdo de c-myc especificamente em tecido pré-
neoplasico durante as etapas iniciais da carcinogénese hepética. Resultados
semelhantes, porém utilizando amostras de tecido hepatico total (LPN e area ao
redor das LPN), foram descritos durante a prevencdo da hepatocarcinogénese com
SAM (GARCEA et al., 1989; SIMILE et al., 1994; PASCALE et al., 2002) e betaina
(DU et al., 2009), o que sugere que esse oncogene pode constituir alvo molecular

importante para agentes quimiopreventivos do cancer de figado.

Apesar dos resultados apresentados no presente estudo encorajarem a
utiizacdo do AF como um agente quimiopreventivo promissor, ndo se pode ignorar
estudos experimentais prévios mostrando que a dose caracterizada como importante
para protegcdo contra um determinado cancer pode exercer efeitos completamente
paradoxais quando utilizada em outra etapa da carcinogénese ou em animais
submetidos a diferentes modelos de carcinogénese. Além disso, vale a pena aqui
ressaltar que o presente estudo apresenta como principal limitacdo o fato de ter
avaliado o efeito da suplementagdo com AF simultaneamente com a administracdo dos
carcinogénicos DEN e 2-AAF. Assim, ndo se pode excluir a possibilidade de que a acéo
quimiopreventiva observada possa, ao menos em parte, ser reflexo de uma modulacéo
do metabolismo de xenobioticos. Dessa forma, o AF poderia ter agido alterando
atividade de enzimas de fase 1 elou 2, 0 que ocasionaria uma inibicdo da
biotransformacdo e/ou aumento da excrecdo dos carcin6genos, como recentemente
descrito (CANISTRO et al., 2008).

Embora classicamente considerada como uma vitamina com baixa ou nenhuma
toxicidade, pouco ainda se conhece sobre o comportamento de seu metabolismo em
situacdes fisiopatoldgicas como, por exemplo, o cancer. Portanto, sugere-se que 0s
profissionais de saude privilegiem fontes naturais de folato (as quais sdo consideradas
mais seguras e inversamente associadas com o risco de desenvolvimento de diversos

tipos de cancer — ver apéndices) e tenham cautela ao prescrever a forma sintética de
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folato, principalmente quando cronicamente e/ou em individuos predispostos ao cancer
de diferentes origens e tecidos, uma vez que o diagnéstico de LPN em diversos 6rgaos
em humanos ainda ndo estd bem estabelecido. Dessa forma, para uma correta
utilizacdo dessa vitamina seja no ambito de salde publica quanto no clinico, sugere-se
a avaliacdo de cada situacdo fisiolégica e/ou fisiopatolégica utilizando-se para tal
proposito ferramentas de analise do consumo e de funcionalidade metabdlica para a
avaliacdo do estado nutricional e de necessidades n&do apenas de folato, mas dos
diversos outros nutrientes como colina, vitaminas B2, B6 e B12 também envolvidos
nessa complexa rota bioquimica necesséria a fisiologia de diferentes tecidos. Isso é
ainda mais relevante em paises como o Brasil que adotam a fortificacdo compulséria

com AF.
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7. CONCLUSOES

¢ A suplementacdo com AF durante as etapas iniciais da hepatocarcinogénese em

ratos resultou em atividade quimiopreventiva de forma dose-dependente;

o Alteracdo do fenétipo das LPN, reducdo dos danos no DNA, reducdo da
proliferacdo celular e da expressdo de c-myc especificamente em LPN
microdissecadas representam importantes mecanismos celulares e moleculares
associados com a atividade quimiopreventiva do AF;

e A inducdo da apoptose e a reversdo da hipometilacdo global em LPN n&o

representam mecanismos associados com a atividade quimiopreventiva do AF.
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Apéndices

TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA S

TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

APENDICES

Estudos que associam o consumo de folato com o risco de
desenvolvimento de cancer de célon publicados em periddicos
indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco de
desenvolvimento de cancer de mama publicados em periddicos
indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco
de desenvolvimento de linfoma ndo-Hodgkin publicados
em periddicos indexados na base Medline no periodo de
2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco
de desenvolvimento de cancer de pancreas publicados
em periddicos indexados na base Medline no periodo de
2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco
de desenvolvimento de cancer de préstata publicados em
periédicos indexados na base Medline no periodo de
2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco de
desenvolvimento de cancer de figado publicados em periddicos
indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco
de desenvolvimento de cancer de estdmago publicados
em periddicos indexados na base Medline no periodo de
2005 a 2010.

Estudos que associam o consumo de folato com o risco de
desenvolvimento de cancer de ovario publicados em periddicos
indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.
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TABELA 1: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer
de célon publicados em periédicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia

Desenho experimental

Resultado

Roswall et al., 2010

Kim et al., 2009

Figueredo et al., 2008

Kabat et al., 2008

Vogel et al., 2008

Murtaugh et al., 2007

Otani et al., 2005

Van den Donk et al., 2005

Larsson et al., 2005

Sanjoaquin et al., 2005

Zhang et al., 2005

Coorte com 56.332 individuos
dinamarqueses com idade entre 50-64
anos monitorados durante 4 anos.

Caso-controle

Homens e mulheres participantes do
Aspirin/Folate polyp prevention Study.

mulheres
por 16,4

Coorte com 89.835
canadenses monitoradas
anos.

Coorte com 120.852 homens e
mulheres holandesas monitoradas
durante 13,3 anos.

Caso-controle (715 <casos e 979
controles).
Caso-controle (107 casos e 224
controles).
Caso-controle (768 casos e 709

controles).

Coorte com 61.433 mulheres suecas
entre 40-75 anos monitoradas durante
17 anos

Meta-analise.

Coorte com 37.916 mulheres norte-
americanas monitoradas durante 10,1
anos.

-

1 Associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de

cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de

cancer.

CHAGAS, C.E.A.



61
Apéndices

REFERENCIAS

FIGUEIREDO, J.C.; LEVINE, A.J.; GRAU, M.V.; BARRY, E.L.; UELAND, P.M.; AHNEN, D.J.;
BYERS, T.; BRESALIER, R.S.; SUMMERS, R.W.; BOND, J.; McCKEOWN-EYSSEN, G.E;
SANDLER, R.S.; HAILE, R.W.; BARON, J.A. Colorectal adenomas in a randomized folate
trial: the role of baseline dietary and circulation folate levels. Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev. 2008; 17: 2625-31.

KABAT, G.C.; MILLER, A.B.; JAIN, M.; ROHAN, T.E. Dietary intake of selected B vitamins in
relation to risk of major cancers in women. Br. J. Cancer. 2008; 99: 816-821.

KIM, J.; KIM, D.H.; LEE, B.H.; KANG, S.H.; LEE, H.J.; SUH, Y.K.; AHN, Y.O. Folate intake and
the risk of colorectal cancer in a Korean population. Eur. J. Clin. Nutr. 2009b; 63: 1057-64.

MURTAUGH, M.A.; CURTIN, K.; SWEENEY, C.; WOLFF, R.K.; HOLUBKOV, R.; CAAN, B.J;
SLATTERY, M.L. Dietary intake of folate and co-factors in folate metabolism MTHFR
polymorphisms, and reduced rectal cancer. Cancer Causes Control. 2007; 18: 153-163.

LARSSON, S.C.; GIOVANNUCCI, E.; WOLK, A. A prospective study of dietary folate intake and
risk of colorectal cancer: modification by caffeine intake and cigarette smoking. Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev. 2005; 14: 740-3.

OTANI, T.; IWASAKI, M.; HANAOKA, T.; KOBAYASHI, M.; ISHIHARA, J.; NATSUKAWA, S;
SHAURA, K.; KOIZUMI, Y.; KASUGA, Y.; YOSHIMURA, K.; YOSHIDA, T.; TSUGANE, S.
Folate, vitamin B6, vitamin B12, and vitaminB2 intake, genetic polymorphisms of related
enzymes, and risk of colorectal cancer in a hospital-based case-control study in Japan. Nutr
Cancer, 2005; 53: 42-50.

ROSWAL, N.; OLSEN, A.; CHRISTENSEN, J.; DRAGSTED, L.O.; OVERVAD, K;
TJONNELAND, A. Micronutrient intake and risk of colon and rectal cancer in a Danish
cohort. Am. J. Epidemiol. 2010. Aceito para publicagéo.

SANJOAQUIM, M.A.; ALLEN, N.; COUTO, E.; RODDAM, AW., KEY, T.J. Folate intake and
colorectal cancer risk: a meta-analytical approach. Int. J. Cancer. 2005; 113; 825-8.

VAN DEN DONK, M.; BUJISSE, B.; VAN DEN BERG, S.W.; OCKE, M.C.; HARRYVAN, J.L.;
NAGENGAST, F.M.; KOK, F.J.; KAMPMAN, E. Dietary intake of folate and riboflavin,
MTHFR C677T genotype, and colorectal adenoma risk: a Dutch case-control study. Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev. 2005; 14: 1562-6.

VOGEL, S.; DINDORE, V.; VAN ENGELAND, M.; GOLDBOHM, A.; VAN DEN BRAND, P.A;;
WEIJENBERG, M.P. Dietary folate, methionine, riboflavin, and vitamin B-6 and risk of
sporadic colorectal cancer. J. Nutr. 2008; 138: 2372-78.

ZHANG, S.M.; MOORE, S.C.; LIN, J.; COOK, N.R.; MANSON, J.E.; LEE, I.M.; BURING, J.E.
Folate, vitamin B6, multivitamins supplements, and colorectal cancer risk in women. Am. J.
Epidemiol. 2006; 163: 108-115.

CHAGAS, C.E.A.



Apéndices

62

TABELA 2: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer

de mama publicados em periddicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia

Desenho experimental

Resultado

Ma et al., 2009a

Ma et al., 2009b

Kabat et al., 2008

Ericson et al., 2007

Larsson et al., 2007
Lajous et al.,2006a

Lajous et al., 2006b

Tjonneland et al.,
2006(*)

Stolzenberg-Solomon et al.,
2006

Baglietto et al., 2005(*)

Chen et al., 2005

Otani et al., 2005

Van den Donk et al., 2005

Larsson et al., 2005

Caso-controle (388 casos e 388 controles).

Caso-controle (458 casos e 458 controles).

Coorte com 89.835 mulheres canadenses
monitoradas por 16,4 anos

Coorte com 11.699 mulheres suecas pos-
menopausa monitoradas durante 9,5 anos.

Meta-analise
Caso-controle (475 casos e 1.391 controles).

Coorte com 62.739 mulheres francesas
monitoradas durante 9 anos.

Coorte com 24.697 mulheres pds-menopausa
monitoradas durante um periodo de 3 a 7 anos.

Coorte com 25.400 mulheres norte-americanas
monitoradas durante 10 anos.

Coorte com 17.447 australianas com idade
entre 40-69 anos monitoradas durante periodo
de 9 a 13 anos.

Caso-controle (1.481 casos e 1.518 controles).

Coorte com 61.433 mulheres suecas entre 40-
75 anos

Coorte com 90663 mulheres pré-menopausa
com idade entre 26 e 46 anos monitoradas
durante 12 anos

Estudo transversal com 475 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama

\

\
\
t
\
t
t
t
\
\
t
\
\

t

1 Associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de

cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de

cancer.

*  Associagdo positiva entre 0 consumo de folato e o risco de desenvolvimento de cancer
em mulheres que consomem etanol diariamente.
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TABELA 3: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de linfoma

ndo-Hodgkin publicados em periédicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado
Koutros et al., 2008  Caso-controle (594 casos e 710 controles) f
Polesel et al., 2007  Caso-controle (190 casos e 484 controles) ‘
Lim et al., 2006 Coorte com 27.111 homens fumantes

participantes do estudo ATBC monitorados ‘

durante 16,4 anos

1 Associagdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.
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TABELA 4: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer

de pancreas publicados em periédicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado
Oaks et al., 2010 Coorte com 57.187 mulheres com
idade  entre  55-74  anos 1
monitoradas durante 6,5 anos.
Oaks et al., 2010 Coorte com 51.988 homens com
idade entre 55-74 anos ‘
monitoradas durante 6,5 anos.
Gong et al., 2009 Caso-controle (532 casos e 1701 1
controles).
Keszei et al., 2009 Coorte com 120.852 homens e
mulheres holandesas ‘
monitorados durante 13,3 anos.
Larsson et al., 2006a Meta-analise. 1
Larsson et al., 2006b Coorte com 81.992 homens e
mulheres monitorados durante 1
6,8 anos.

1 Associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
céancer.
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TABELA 5: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer
de prostata publicados em periddicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado

Figueiredo et al., 2009 Coorte com 651 homens com idade
média de 41 anos monitorados por até f
10,8 anos.

Shannon et al., 2009 Caso-controle (140 casos, 230 controles
clinicos e 250 controles sem cancer de 1
prostata).

Kasperzyk et al., 2009(1) Retrospectivo  com 525  suecos
diagnosticados com cancer de préstata. ‘

Weinstein et al., 2006 Coorte com 27.111 finlandeses com
idade entre 50-69 anos monitorados ‘
durante 7 anos.

Stevens et al., 2006 Coorte com 65.836 homens monitorados ‘
durante 9 anos.

Pelucchi et al., 2005 Caso-controle (1.294 casos e 1.451 f
controles).

1 Associagdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

T Sem associacéo positiva com a sobrevida de pacientes com cancer de prostata
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TABELA 6: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer
de figado publicados em periddicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado

Kuo et al., 2007(#) Estudo transversal com 60 pacientes com 1
HCC

Welzel et al., 2007 Coorte com 450 individuos chineses com 1
hepatite B monitorados durante 4 anos.

Associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

# Associagdo inversa entre o consumo de folato e o prognoéstico da doenca

REFERENCIAS
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OBROIN, S.; SHEN, F. S.; LIN, W. Y.; McGLYBB, K. A. Blood folate levels and risk of liver
damage and hepatocellular carcinoma in a prospective high-risk cohort. Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev. 2007; 16:1279-82.
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TABELA 7: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer
de estdbmago publicados em periédicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado
Keszei et al., 2009 Coorte com 61.433 mulheres suecas
com idade entre 40-70 anos ‘

monitoradas durante 13,3 anos.

Galvan-Portillo et al.,, 2009 Caso-controle (248 casos e 478 1
controles).

Larsson et al., 2006a. Coorte com 61.433 mulheres suecas
monitoradas durante um periodo de 7 a ‘
17 anos.

Larsson et al., 2006b Meta-analise. ‘

1 Associagdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

‘ Sem associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
céancer.
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TABELA 8: Estudos que associam o consumo de folato com o risco de desenvolvimento de cancer
de ovario publicados em periédicos indexados na base Medline no periodo de 2005 a 2010.

Referéncia Desenho experimental Resultado
Kotsopoulos et al., 2010 Transversal com 152 mulheres com 1
cancer de ovario.

Navarro-Silveira et al.,, 2009 Coorte com 49.613 mulheres
canadenses monitoradas durante

16,4 anos.

Kabat et al., 2008 Coorte com 89.835 mulheres
canadenses monitoradas por 16,4 ‘
anos

Tworoger et al., 2006 Coorte com 80.254 mulheres f
monitoradas durante 22 anos.

1 Associacdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

‘ Sem associacgdo inversa entre o consumo de folato e o risco de desenvolvimento de
cancer.

Associacdo inversa ndo estatisticamente significativa entre o consumo de folato e o
risco de desenvolvimento de cancer.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comiss#o de Etica em Experimentagac Animal

Oficio CEEA n° 39/2006

Sao Paulo, 12 de junho de 2006.

limo(a) Sr(a).

Carlos Eduardo Andrade Chagas
Orientador Prof. Fernando Salvador Moreno
FBA

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissao de Etica em Experimentagdo Animal da FCF/USP, em reunido realizada
em 12 de junho do corrente, APROVOU o projeto “Avaliagdo das eventuais
atividades quimiopreventivas do &cido folico na hepatocarcinogénese em ratos’

(Protocolo CEEA n® 111), apresentado por Vossa Senhoria.

Sendo o que nos cumpre, reiteramos protestos de estima e consideragao.
Atenciosamente,
A foiia Roaecdan

Profa. Dra. Elfriede Marianne Bacchi
Vice-Presidente da CEEA

Av. Prof. Lineu Prestes, 680 - Bloco 13 A - Cldade Universitarla - CEP 06508-800 - SAc Paulo - SP
Fone: (11) 30913677 / Fax: {11) 3813-5083 - e-mail: rtrigo@usp.br
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