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Resumo

D’AMICO T. P. Potencial Quimiopreventivo de Lipidios Estruturados obtidos da
Tributirina e Tricaprilina na fase de promogéao da hepatocarcinogénese experimental.
2022. p.92, Tese (defesa doutorado direto) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

A quimioprevencgao do cancer refere-se ao uso de compostos naturais ou sintéticos para prevenir
o desenvolvimento das neoplasias antes do estabelecimento da malignidade. O acido butirico
(AB) atua como um potente quimiopreventivo na hepatocarcinogénese, reduzindo o nimero e o
tamanho de lesbes pré neoplasicas persistentes (pLPN), induzindo a apoptose e modulando
mecanismos epigenéticos. Ja o acido caprilico (AC), além da sua atuagdo como potencializador
de absorg¢ao, vem sendo investigado na area da prevengao do cancer. Neste cenario, o objetivo
do trabalho visa avaliar a atividade quimiopreventiva de lipidios estruturados (EST) obtidos por
interesterificagcdo enzimatica da tributiina com a tricaprilina, na fase de promogado da
hepatocarcinogénese experimental. Apds o processo de interesterificagdo, o produto final
apresentou novos triacilglicerdis com composi¢ao de duas moléculas de acido butirico para uma
de acido caprilico. Ratos machos isogénicos da linhagem Fischer 344 foram submetidos ao
modelo do hepatdcito resistente, sendo distribuidos em dois grupos e tratados diariamente por
via intragastrica com lipidios estruturados (EST) ou com o seu controle isocaldrico, a
maltodextrina (MD), durante a fase de promocao. Como esperado, ndo houve diferenga
estatistica (p>0,05) em relagdo ao peso inicial e final dos animais dos grupos MD e EST, o que
indica auséncia de toxicidade dos compostos administrados. Na analise macroscoépica do figado,
foi observada uma reducao de 33,3% no grupo EST em relagdo ao numero médio de ndédulos
macroscopicos em comparagdo ao grupo MD, porém essa reducdo nao atingiu diferenca
estatistica (p>0,05). Para a avaliagao das lesbes pré neoplasicas (LPN) foi utilizada a marcagao
imunoistoquimica para glutationa-S-transferase (GST-P). O grupo EST apresentou uma redugéo
no numero de lesbes em remodelagao e total GSTP-P+, quando comparado com o grupo MD
(p<0,05). Quando avaliada a % de corpusculos apoptoéticos e indice de proliferagdo celular, nao
houve diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05). Animais tratados com lipidios estruturados
apresentaram maiores (p<0,05) concentragdes de AC e AB por grama de tecido hepatico em
relacdo ao tratamento com maltodextrina. Em relagdo aos danos no DNA, o grupo EST resultou
em cometas de comprimentos menores (p<0,05), menores niveis de y-H2AX (p<0,05) e maiores
concentragdes de p53 nuclear, quando comparados aos animais que receberam maltodextrina,
sugerindo uma protegdo contra danos no DNA no grupo tratado com EST. Os resultados
mostraram que o tratamento com EST resultou em agdes efetivas na fase de promocgéo da
hepatocarcinogénese experimental.

Palavras-chaves: Carcinoma hepatocelular, quimioprevengao, neoplasia, biotecnologia, lipidios

estruturados, tributirina, tricaprilina.



ABSTRACT

D'AMICO T. P. Chemopreventive Potential of Structured Lipids Obtained from Tributyrin
and Tricaprylin in the Promotion Phase of Experimental Hepatocarcinogenesis. 2022. p.92,
Thesis (direct doctoral defense) — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao
Paulo, Sao Paulo, 2022.

Cancer chemoprevention refers to the use of natural or synthetic compounds to prevent the
development of neoplasms before the establishment of malignancy. Butyric acid (AB) acts as a
potent chemopreventive in hepatocarcinogenesis, reducing the number and size of persistent pre-
neoplastic lesions (pLPN), inducing apoptosis and modulating epigenetic mechanisms. Caprylic
acid (CA), in addition to its role as an absorption enhancer, has been investigated in the area of
cancer prevention. In this scenario, the objective of this work was to evaluate the
chemopreventive activity of structured lipids (EST) obtained by enzymatic interesterification of
tributyrin with tricaprylin, in the phase of promotion experimental hepatocarcinogenesis. After the
interesterification process, the final product presented new triacylglycerols with a composition of
two molecules of butyric acid to one of caprylic acid. Isogenic male Fischer 344 rats were
submitted to the resistant hepatocyte model, divided into two groups and treated daily
intragastrically with structured lipids (EST) or with its isocaloric control, maltodextrin (MD), during
the promotion phase. As expected, there was no statistical difference (p>0.05) in relation to the
initial and final weight of the animals in the MD and EST groups, which indicates the absence of
toxicity of the administered compounds. In the macroscopic analysis of the liver, a reduction of
33.3% was observed in the EST group in relation to the mean number of macroscopic nodules
compared to the MD group, but this reduction did not reach a statistical difference (p>0.05). For
the evaluation of pre-neoplastic lesions (PNL) immunohistochemical staining for glutathione-S-
transferase (GST-P) was used. The EST group showed a reduction in the number of remodeling
lesions and total GSTP-P+, when compared to the MD group (p<0.05). Animals treated with
structured lipids had higher (p<0.05) concentrations of AC and AB per gram of liver tissue
compared to treatment with maltodextrin. Regarding DNA damage, the EST group resulted in
comets of shorter lengths (p<0.05), lower levels of -H2AX (p<0.05) and high concentration of
nuclear p53, when compared to animals that received maltodextrin, suggesting protection against
DNA damage in the EST treated group. The results showed that EST treatment resulted in
effective actions in the promotion phase of experimental hepatocarcinogenesis.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, chemoprevention, neoplasia, biotechnology, structured

lipids, tributyrin, tricaprylin.



Agradecimentos

Primeiramente, agradeco a Deus pela oportunidade de poder vivenciar as
experiencias que a vida nos proporciona. Agradego por me dar forgas e saude

para enfrentar as diversas dificuldades ao longo do caminho.

A minha familia, que sempre me apoiou nas minhas decisées e me fizeram forte
quando eu ja ndo conseguia mais. Obrigada por serem a minha base e a minha

fortaleza.

Um agradecimento especial ao Professor Tit. Fernando Salvador Moreno, o qual
me acolheu em seu laboratério e me encantou com o seu amor pela pesquisa.
Agradecgo por todos os ensinamentos, tanto na area académica, como na vida.
Saiba que vocé é uma grande inspiragcdo para muitos pesquisadores,
principalmente para mim. Serei uma eterna fa de seu trabalho e da sua pessoa.

E um orgulho imenso ter sido orientada por voce.

A minha grande irma da vida, Juliana Marques Affonso. Sem vocé isso nao seria
possivel. Aléem de uma grande colega de trabalho, tornou-se uma das pessoas
mais especiais da minha vida. Eu serei sempre sua fiel escudeira e sua fa
namero 1. Vocé é incrivel como pessoa e profissional. Vocé me inspira, me
ensina e me faz ver o valor de uma amizade verdadeira. Nao ha palavras que
caibam neste ou em qualquer outro agradecimento para expressar minha

tamanha gratiddo e amor por vocé. Obrigada por tudo.

Aos meus companheiros de laboratdrio, técnico Renato Heidor e Jossana Ruff.
Obrigada por todo auxilio durante o desenvolvimento da pesquisa e pelas trocas
diarias. Sou muito grata por todo suporte que me deram e por todos os

ensinamentos adquiridos durante esses anos.

Ao meu grande parceiro Guilherme Pires Mauricio, minha forga diaria. Deixo
aqui, meu agradecimento eterno a sua parceria, companheirismo e paciéncia

comigo durante todo esse periodo. Vocé foi crucial para a conclusdo dessa etapa



na minha vida e o seu apoio fez toda diferenga durante todo o processo.

Obrigada por ser esse ser humano incrivel e por ter cruzado meu caminho.

Aos professores Eduardo Purgatto e Juliana Ract, os quais nos auxiliaram no
desenvolvimento deste projeto. Saibam que eu tenho uma imensa admiragéo por

VOCéS.

A todos os professores, funcionarios e alunos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, os quais, de alguma forma, nos
auxiliaram e nos ajudaram durante essa jornada. Agradeg¢o imensamente a

colaboracado de cada um.

As agéncias de fomento cientifico, pelos auxilios concedidos. Fundagdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) - Projeto no
2017/22495-2; Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) — Processo no 142313/2019-0.



“O menino estd solitdrio quando a toupeira aparece pela
primeira vez. Eles passam um tempo juntos,
contemplando o desconhecido. Acho que o desconhecido
é um pouco parecido com a vida — assustador as vezes,

mas lindo”.

(O menino, a Toupeira, a Raposa e o Cavalo).



Lista de Abreviaturas

2-AAF 2-acetilaminofluoreno

AB Acido butirico

AC Acido caprilico

AGCC Acidos graxos de cadeia curta
AGCM Acidos graxos de cadeia média
ATM Ataxia-telangiectasia mutada

ATR - Ataxia-telangiectasia and Rad3 related
AAV adeno virus associado

CBAs Compostos bioativos dos alimentos
CEUA Comité de ética no uso de animais
CDK2 ciclina-dependente quinase 2

CDK4 ciclina-dependente quinase 4

Chk2 - Checkpoint kinase 2

CYP3A4 citocromo p450 3A4

CYP2D6 citocromo p450 2D6

CYP1A2 citocromo p450 1D2

DCNT doengas crbnicas nao transmissiveis
DEN Dietilnitrosamina

DNMT DNA metiltransferase

DMSO dimetilsuféxido

DNMT1 DNA metiltransferase 1

DP desvio padrao

DSBs Quebras de fita dupla do DNA

EDTA do inglés, “ethylenediaminetetraacetic acid”
EST Lipidios estruturados

F-344 Fischer-344

GST-P Glutationa-S-transferase na forma placentaria
HAT Acetilases de histona

HBV Virus da hepatite B

HCC Carcinoma hepatocelular

HCV Virus da hepatite C

HDAC histona desacetilases



HDAC:is inibidores de enzimas histonas desacetilases
HMG-CoA 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA
HP hepatectomia parcial

Hif-1a Fator induzivel por hipdxia 1a
KCI Cloreto de potassio

LPN Lesbes pré-neoplasicas

MD Maltodextrina

Na2HPO4 fosfato dissddico

NaCl cloreto de sddio

NAFLD do inglés, “Non alcoholic fatty liver disease”

NF-kB actor nuclear kappa B

NR4A1 receptor nuclear 4A1

miRNAs MicroRNAs

pLPN Lesbes pré-neoplasicas persistentes

pNF-kB actor nuclear kappa B fosforilado

pCHK2 Checkpoint kinase 2 fosforilada

PBS do inglés, “Phosphate Buffered Saline”

PCNA Antigeno nuclear de proliferagcao celular

PGG 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glucopyranose

PMSF fenilmetilsulfonil fluoreto

PRDXS5 peroxirredoxina-5

RH Hepatdcito resistente

rLPN Lesbes pré-neoplasicas em remodelagao

ROS Espécies reativas de oxigénio

TB Tributirina

TBE Tris/Borato/EDTA

TBS-T solucéao salina tamponada com tris

TC Tricaprilina

TFA trifluoroacetilado

TUNEL do inglés, “Terminal deoxynucleotidiyl transferase mediated dUTP nick
end labelling”

TJs do inglés, “Tight junctions”

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular



Lista de Tabelas

Tabela 1. CBAs com atividade quimiopreventiva no desenvolvimento do HCC e

seus mecanismos de agao.

Tabela 2. Peso corporal inicial e final, bem como peso hepatico relativo,
incidéncia total de ndédulos e seu numero médio dos animais submetidos ao
modelo do Hepatécito Resistente e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios

estruturados (EST) na etapa de promocéao da hepatocarcinogénese.

Tabela 3. Analise morfométrica de lesdes preneoplasicas GSTP* em animais
submetidos ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina
(MD) ou lipidios estruturados (EST) na fase de promogdo da

hepatocarcinogénese.

Tabela 4. Avaliagdo do indice de proliferagédo (porcentagem de nucleos marcados com
PCNA) em lesdes pré-neoplasicas persistentes (pLPN), em remodelacao (rLPN), assim
como em tecido ndo pré-neoplasico ao redor das mesmas (surrounding) nos cortes
histolégicos hepaticos de animais submetidos ao modelo do RH e tratados com
maltodextrina (MD) e lipidios estruturados (EST) nas etapas de promocido da

hepatocarcinogénese.

Tabela 5. Avaliagdo do indice apoptético (porcentagem de corpusculos
apoptéticos), em lesdes totais, lesdes pré neoplasicas persistentes (pLPN) e em
remodelagao (rLPN), assim como em tecido nao pré-neoplasico distante das
mesmas (surrounding) nos cortes histoldgicos hepaticos de animais submetidos
ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) e lipidios estruturados

(EST) na etapa de promogéo da hepatocarcinogénese.

Tabela 6. Porcentagem (%) de LPN persistentes e em remodelagdo com
marcagado imunoistoquimica de p53 citoplasmatica, em ratos submetidos ao
modelo do hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina (MD) e lipidios
estruturados (EST).



Lista de Figuras

Figura 1. Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do HCC e possiveis

acoes de prevencao.

Figura 2. Desenho experimental. Os animais foram submetidos ao modelo do
hepatécito resistente. Os hepatdcitos foram iniciados por meio de administracao
intraperitoneal de DEN em solugao salina (NaCl a 0,9%). Apdés 2 semanas, os
hepatdcitos iniciados foram selecionados pela administracdo de 4 doses uUnicas
em dias consecutivos, por gavagem, de 2-AAF dissolvido em dimetilsufoxido e
oleo de milho (1,25mg/100g p.c.) seguida de uma hepatectomia parcial a 70%
(HP). Os tratamentos foram iniciados apdés uma semana da hepatectomia

parcial.

Figura 3. Composi¢cdo em triacilglicerois da tributirina (A), tricaprilina (B) e
lipidios estruturados (C). Legenda: BBC/BCB triacilglicerdis compostos por dois
acidos butiricos e um acido caprilico; CCB/CBC triacilgliceréis compostos por
dois acidos caprilicos e um acido butirico; BBB triacilglicerol composto por trés

acidos butiricos e CCC triacilglicerol composto por trés acidos caprilicos.

Figura 4. Representacao grafica do controle do peso do animal ndo submetido
ao modelo experimental (ndo iniciado NI), ou submetidos ao modelo do
hepatdcito resistente e tratados com maltodextrina ou lipidios estruturados

durante a etapa de promog¢ao da hepatocarcinogénese.

Figura 5. Concentragdes hepaticas de (i): acido caprilico e (ii): acido butirico no
tecido hepatico em ratos submetidos ao modelo do RH e tratados com
maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de promocao da

hepatocarcinogénese.

Figura 6. Média do comprimento dos cometas em pm dos figados dos animais

submetidos ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios



estruturados (EST) na etapa de promogadao da hepatocarcinogénese.
Maltodextrina (MD); Lipidios Estruturados (EST).

Figura 7. Quantificacdo de y-H2AX dos figados dos animais submetidos ao
modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST)
na etapa de promocao da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios
Estruturados (EST).

Figura 8. niveis de p53 dos figados dos animais submetidos ao modelo do RH
e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de
promogao da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios Estruturados
(EST).

Figura 9. niveis de p53 nuclear nos figados dos animais submetidos ao modelo
do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa
de promogdo da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios
Estruturados (EST).



Sumario

1. INTRODUGAO .......ceuieuirrirrerresesseeessessessessessessessessssssssssssssesssssesssssssssessssenns 17
1.1 Dieta, NULrGA0 € CANCET.........coeeii e 17
1.2 Epidemiologia do Hepatocarcinoma Celular (HCC) .............ouviiiiiiininnnnes 19
1.3 HepatoCarCINOGENESE. ........uuueiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeetee et eeeeeeeeeeeeneenneennes 21
1.4 Modelo do Hepatécito Resistente (RH) ....oovvveeeeeiiiiii, 24
1.5 QuUIMIOPrevengao € HCC...........uueeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeenenennes 25
1.6 Acido BUtirico @ TrbULIMNG. ..........ooveieieeeeeeeee e, 28
L I3 (e=T o] 11 = 30
1.8 Lipidios Estruturados (EST) ....uuuuiiiiiiiieieecceeee e 31

7 1= 1 i I L 34

3. MATERIAL E METODOS ......coeoieteueeercerasseessessesssesssssssssssessssssssssssssssnssns 35
3.1 Preparo dos EST ... 35
3.2 Composigao de triacilglicerdis dos EST.........cccoeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 35
3.3 ENSQIO N VIVO....ce oot 36

3.3.1 Modelo de hepatocarcinogénese do hepatdcito resistente (RH).... 36

3.3.2 Eutanasia dOS aniMaliS...........uuuuuuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeenenennnnnnnnnnnee 38
3.3.3 Exame macroscoépico do figado...........coeevuiiiiiiiiiiiiiieee e 39
3.4 Dupla marcagéao por Imunoistoquimica para GST-P+ e PCNA............... 39
3.5 Avaliagao da apopPtOSE.......ccceeiiieiiiie e 40
3.6 Determinacao das concentracdes hepaticas de acido butirico e caprilico
...................................................................................................................... 41
3.7 Ensaio do Cometa NeULro............uiiii i 41
3.8 Western BIOt .. ..o 42
3.9 Marcacgao por Imunoistoquimica para p53 citoplasmatica....................... 43
3.10 Analises EstatiStiCas ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiii e 44
4. RESULTADOS........oooeeeeeeeeeeeeeeeeee s e s e s e e e e e s e s s s s e s s s eses e e s s s seseesessssesnenenesnssnssessnnnnns 45
4.1 Caracterizag@0o dos EST ... 45

4.1.1 Composicado em triacilglicerois ...........ccooviiiiiiiiieiiiieeee e, 45



4.2 BNSAIO 11 VIV ... e e 47

4.2.1 Peso corpdreo e hepatico dos animais............cceeveeiieeeeeeeeeeeeennnnnn. 47

4.2.2 Exame macroscopico do figado..........cceeeeiiiiiiiiiiiciiee e, 49

4.3 Morfometria de lesdes pré neoplasicas positivas para GST-P. .............. 50

4.4 Avaliagao da proliferaGao..........cooee e 51

ViR ANVZ= 1 [F=Tor=ToJo £= =T o o] o) (o 1S - 52
4.6 Determinagcao das concentragcdes hepaticas de acido butirico e caprilico

...................................................................................................................... 53

4.7 Ensaio do Cometa NEULIO.........oii i 54

4.8 WeStern DIOL........eeeeee e 55

4.8.1 Quantificagdo da histona -H2AX ..., 55

4.8.2 Quantificagao da proteina pS53 total ...........coeeeiiiiiiiiiiiie. 56

4.8.3 Quantificagao da proteina pS3 nuclear ...........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 57

4.9 Avaliacao da proteina p53 citoplasmatica por imunoistoquimica............ 58

5. DISCUSSAOQ ......cceeieerirerteesses e ssessessessessessessessessessssssssssssesssssessessesesssssens 59

6. CONCLUSAO .......ccuireiricicieee e s e e sessesse s ssssse s s ssessesssssssnsanean 70

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoeeeerereeeecresnsssse s essessssesssanas 71

9. ANEXOS ...t 87



1) INTRODUGAO

1.1. Dieta, Nutricao e Cancer

A discussdo a respeito de uma alimentacdo saudavel vem sendo
especulada ha muitos anos, desde a época do velho testamento. Um exemplo a
ser citado é do Profeta Daniel, o qual foi um israelita de linhagem nobre, levado
de Juda para a Babilénia, em aproximadamente 605 a.C., para servir o rei
Nebuchadnezzar do Império Babilonico.

Durante o seu mandato, o rei determinou que fossem servidas aos jovens
capturados, entre eles o Daniel, as mesmas iguarias que eram servidas no
banquete real (carnes vermelhas e vinho). Porém, Daniel propds no seu coragao
nao se contaminar com a porgéo das iguarias do rei. Isso porque possivelmente
o alimento real era conflitante as regras alimenticias estabelecida na Lei de
Moisés. Daniel entdo conversou com o Rei para estabelecer um acordo para que
durante dez dias fosse servido a Daniel e trés amigos apenas legumes e agua.
Ao final dos dez dias, eles seriam examinados e comparados com os demais
jovens que estavam se alimentando com as iguarias do palacio. Apds dez dias,
Daniel, Hananias, Mizael e Azarias estavam com aspecto mais saudavel do que
qualquer outro jovem (DANIEL 1:5-20).

Muitos estudos apontam para uma relacdo entre fatores ambientais e o
desenvolvimento de doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), que
constituem um dos maiores problemas de saude publica no mundo (STEWART,
2014). Entre elas, destaca-se o cancer, que ocupa o segundo lugar em
mortalidade, atras somente das doencas cardiovasculares.

A hipétese dessa relagdo ganhou forga por meio de estudos que
comparavam individuos com idades semelhantes de diferentes lugares do
mundo, com as taxas de surgimento da doenca. Eles observaram que a taxa de
incidéncia ndo seguia o padréo esperado para uma doenga de causa apenas
genética. Apesar dessas observagdes nao terem sido suficientes para apontar a
origem da doenca, foram necessarias para mostrar que existem diferentes
fatores envolvidos com a sua origem (DOLL, PETO, 1981). A partir disso, as
pesquisas relacionando dieta, nutricdo e cancer crescem exponencialmente
(DOLL, PETO, 1981).
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Os fatores de risco relacionados com a incidéncia do cancer podem estar
ligados as caracteristicas individuais e ambientais, como exposicdo a
substancias nocivas e estilo de vida. Os cinco principais fatores de risco
relacionado ao estilo de vida s&o: elevado indice de massa corporal, baixo
consumo de frutas e hortalicas, sedentarismo, etilismo e o tabagismo
(MENTELLA et al., 2019). As pesquisas que avaliam os fatores que contribuem
para o desenvolvimento da doencga determinam que entre fatores ambientais, o
fator dietético representa de 30 a 35% (ANAND et al.,2008; BAENA, SALINAS,
2014).

Evidéncias cientificas mostram que a adogao da dieta mediterranea, ou
seja, aumento no consumo de frutas, legumes, cereais e peixes e diminuicao do
consumo de carnes vermelhas e processados, € capaz de promover a
longevidade, além de ser considerada um fator protetor contra o
desenvolvimento do cancer (WILLET, 1995; XAVIER, 2009). Isso pode estar
relacionado com a agao antioxidante dos compostos bioativos (CBAs) presentes
nos alimentos, que possuem efeitos antiinflamatérios e anticarcinogénicos
(DANIELE et al, 2017).

Um estudo realizado por Schwingshackl e Hoffman (2016) mostrou que
a adesao a uma alimentacdo abundante em frutas e hortalicas e diminuicdo do
consumo de carnes e alimentos processados, esta associada a uma redugao
significativa na mortalidade e incidéncia geral do cancer, especialmente de
neoplasias de mama, estdbmago, pancreas, prostata e figado
(SCHWINGSHACKL, HOFFMANN, 2016). Em relagcdo ao carcinoma
hepatocelular (HCC), evidéncias afirmam que a dieta é reconhecida como um
potencial fator de risco relacionado ao estilo de vida para o desenvolvimento da
doenga (GEORGE et al.,2021). Alimentos como peixes, graos integrais, café e
vegetais podem contribuir para a redugao da incidéncia do HCC (FEDIRKO et
al., 2013; SETIAWAN et al., 2015; BAMIA et al., 2015; YANG et al., 2019).

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre a qualidade da dieta de
populacdes com risco relativamente alto para o desenvolvimento de HCC, Luu e
colaboradores (2021) utilizaram dados do Singapore Chinese Health Study, um
estudo de coorte prospectivo, de 63.257 chineses com idades entre 45 e 74
anos. Destes, foram identificados 561 participantes potenciais. O resultado da

avaliagao apoiam a questdo de que a adesido a uma dieta mais saudavel pode
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diminuir o risco de HCC. Além disso, os autores sugerem que a modificagdo da

dieta pode ser uma abordagem eficaz para a prevengao primaria da doenca.

1.2. Epidemiologia do Hepatocarcinoma Celular (HCC)

O céncer é considerado um dos mais importantes problemas de saude
enfrentados na atualidade, principalmente nos paises em desenvolvimento. Em
2025, s&o estimados 20 milhdes de novos casos de cancer (INCA, 2018). De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer, para o Brasil, a estimativa para cada
ano do triénio 2020-2022 aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer
(450 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma) (INCA, 2020).

O carcinoma hepatocelular (HCC) corresponde a 80% dos casos de
cancer de figado em todo o mundo, enquanto o colangiocarcinoma intra-hepatico
corresponde a 20% dos diagnésticos (ARAVALLI, CRESSMAN, STEER, 2013;
BRAY etal., 2018). O HCC é a sexta neoplasia mais incidente e a terceira causa
de morte relacionada ao cancer no mundo (SUNG el al., 2021). A distribuicéo
global do HCC varia de acordo com os fatores de risco, sendo o0 mais importante
as infecgdes virais hepatite B (HBV) e C (HCV). Outros fatores de risco
relacionados ao HCC sdo o consumo excessivo de bebidas alcdolicas,
tabagismo e exposicdo a alimentos contaminados por aflatoxinas (WALY,
YANGDE, YUXIANG, 2012; ARAVALI, CRESSMAN, STEER, 2013;
BERTUCCIO et al., 2017; CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY et al., 2021).

A incidéncia elevada em partes da Asia e da Africa oriental é o reflexo dos
casos de infecgao pelo HBV (BRAY, 2018). Ja no Japéo, Egito e América do
Norte, os casos de HCC estdo relacionados a infeccédo pelo virus HCV (
BERTUCCIO et al., 2017). No Brasil, 65,3% dos pacientes apresentam como
fator etiolégico do HCC o virus HCV (PARANAGUA-VEZOZZO et al., 2014).

Além disso, paises ocidentais apresentam uma elevacao na incidéncia do
HCC relacionada ao aumento dos casos de esteatose hepatica ndo alcodlica
(NAFLD — Sigla do inglés “Non alcoholic fatty liver disease”), que pode estar
relacionada a obesidade e diabetes tipo 2, resultado da alteragdo no padrao
alimentar da populacdo desses paises (WALY, YANGDE, YUXIANG, 2012;
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LINDSEY, 2015; CHIDAMBARANATHAN-REGHUPATY et al., 2021). No caso
dos EUA, as taxas de incidéncia de cancer de figado mais do que triplicaram
entre 1975 e 2011 (MITTAL, EL-SERAG, 2013). Esse aumento pode estar
relacionado ndo s6 as mudancas alimentares, como também ao aumento da
infeccao crénica pelo HCV devido ao abuso de drogas injetaveis, que era comum
nas décadas de 1960 e 1970 (MITTAL, EL-SERAG, 2013; LAFARO, 2015;
BERTUCCIO et al., 2017). Assim, as principais causas do HCC podem ser
evitadas por meio de medidas de saude publica, como a vacinagdo, mudancgas
no comportamento alimentar e estilo de vida (TORRE et al., 2015).

A doenga geralmente € diagnosticada em estagio avangado, limitando
as abordagens terapéuticas (FORNER et al., 2014). Além disso, apresenta mau
prognéstico; apenas 11% dos pacientes contam com uma sobrevida maior do
que cinco anos (OHRI, 2016). Portanto, a identificagcdo de novos alvos para
prevencdo e tratamento do HCC torna-se necessaria para melhorar o

prognéstico dos pacientes com esta doenca.
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Figura 1. Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do HCC e possiveis

acdes de prevencgao.

20



1.3. Hepatocarcinogénese

A hepatocarcinogénese corresponde a um processo de longa duragéo,
envolvendo o aparecimento de uma sequéncia de hepatdcitos alterados, com
modificagdes genéticas e epigenéticas. Essas células podem progredir para
lesbes pré-neoplasicas, que podem adquirir um fendtipo maligno com
capacidade de crescimento autbnomo e metastatica (FARBER, CAMERON,
1980; COLEMAN, 2005).

Em relacdo a suas origens, sao observadas duas vias de
desenvolvimento: evolugao estocastica (clonal) ou hierarquica (a partir de células
que possuem propriedades funcionais caracteristicas de células tronco)
(ARAVALLI; CREESMAN; STEER, 2013). A primeira refere-se a mutagédo de
células maduras que adquire um potencial proliferativo ilimitado, progredindo
para o cancer (ARRAVALLI, CREESMAN, STEER; 2013). Ja a segunda esta
relacionada com o desenvolvimento da carcinogénese a partir de células
quiescentes que possuem caracteristicas de células progenitoras
(MARQUARDT; ANDERSEN; THORGEIRSSON, 2015).

A carcinogénese é um processo que se desenvolve em multiplas
etapas, envolvendo o acumulo de alteracbes genéticas e epigenéticas
importantes para a regulagcdo do complexo celular. Para que isso ocorra, €
necessaria metade ou dois tercos da vida da espécie (FARBER, 1990). O
desenvolvimento da carcinogénese compreende, basicamente, trés etapas com
diferentes caracteristicas, sendo elas: iniciagcado, promogao e progresséao (PITOT,
2001).

A iniciagao corresponde a alteragao irreversivel da estrutura do DNA,
que leva a mutagao em genes especificos criticos para o estabelecimento desta
fase, como os supressores de tumor e oncogenes (FARBER, 1990; PITOT, 2001;
POGRIBNY; RUSYN, 2014). Ja a promogao é caracterizada pela expansao
clonal das células iniciadas em resposta ao estimulo de um agente promotor,
originando as lesdes pré — neoplasicas (FARBER, 1990; PITOT, 2001). Por
ultimo, a progressao, caracterizada pelo estabelecimento da malignidade devido
a proliferacao celular exacerbada e mutagdo em centenas ou milhares de genes

(PITOT, 2001; FEO, 2006). Como as etapas de iniciagdo e progressao sao
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irreversiveis, a promogdo € o principal alvo da acdo de agentes
quimiopreventivos (PITOT, 2001; TROSKO, 2005).

Nos ultimos anos, houve um aumento da importancia dos eventos
epigenéticos no desenvolvimento da doenga, mudando a visdo de que o HCC
seria uma doenga apenas genética (POGRIBNY; RUSYN, 2014).

Eventos epigenéticos modulam a expressdo génica sem alterar a
sequéncia do DNA (MA et al., 2014). Essas alteragdes sao transmitidas as
células filhas durante a divisao celular (MA et al., 2014; EGGER et al., 2004). No
HCC, as alteragdes epigenéticas envolvem processos tais como a metilagao do
DNA, modificagcdes pds-traducao nos residuos de aminoacidos de histonas como
a acetilacao, fosforilagdo e metilacao; e regulacdo de miRNAs nao-codificantes
(SANTOS — ROSA; CALDAS, 2005; BARTOVA et al., 2008).

As histonas correspondem a um octamero formado por dois pares de
quatro histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e pela histona ligante (H1). Essa estrutura
€ responsavel pelo empacotamento do DNA na cromatina (LIU; WANG; HSU,
2018). A acetilacdo e desacetilagdo das histonas esta relacionada com a
ativagao ou inibicdo da transcricdo génica. Esse processo requer enzimas que
adicionam ou retiram um grupo acetil dos aminoacidos, acetilases (HAT) e
desacetilases de histonas (HDAC), respectivamente (SANTOS - ROSA;
CALDAS, 2005; LIU; WANG; HSU, 2018). A acetilacao afrouxa a cromatina,
favorecendo o acesso de fatores de transcricdo. Ja a desacetilagdo, mantém a
cromatina mais condensada, diminuindo o acesso dos fatores de transcricdo
(DAVIE, 2003; SANTOS — ROSA; CALDAS, 2005).

O aumento do estresse oxidativo é considerado como um fator importante
no processo da carcinogénese (FU, CHUNG, 2018). Este & definido pela
alteracdo no equilibrio entre as substancias pré-oxidantes e anti-oxidantes,
levando a danos oxidativos (SIES, STAHL, SEVANIAN, 2005).

Substancias pro-oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (ROs),
sao caracterizadas como elementos quimicos altamente reativos e instaveis,
capazes de transformar outras moléculas com as quais interagem (SRINIVAS et
al., 2018). Elas sédo produzidas a partir da redugao do oxigénio de compostos
organicos, como proteinas, lipideos e acidos nucléicos (LIU et al., 2019). Essas
substancias s&o geradas a partir de mecanismos enddégenos e exdgenos, como

metabolismo celular e exposigdo a carcindgenos, respectivamente (PISOSCHI
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et al., 2021). A presenca desses elementos no microambiente é crucial para a
iniciacdo e progressao da neoplasia, podendo levar a danos no DNA (FU,
CHUNG, 2018; LIU et al., 2018).

Os danos no DNA referentes a rupturas da cadeia dupla (DSBs) s&o
seguidos pela fosforilagdo da histona H2AX (KUO, YANG, 2008; BARROSO,
AGUILERA, 2021). A sua fosforilagdo ocorre por meio da proteina ataxia-
telangiectasia mutada (ATM) da familia quinases (JANG et al., 2012). A H2AX
quando fosforilada € denominada y-H2AX e é detectada apds a exposigao a
agentes que alteram a integridade do DNA, sendo um estimulo para o
recrutamento de proteinas para o reparo do mesmo (KUO, YANG, 2008;
IVASHKEVICH, A. et al, 2012). A fosforilagcdo da H2AX é a primeira etapa apds
o estabelecimento da DSBs (SMITH et al., 2010). A sua presenga em lesdes pré-
neoplasicas pode ser considerada um importante biomarcador para prever o
risco de desenvolvimento do HCC (MATSUDA et al., 2013).

Apds danos no DNA, outras proteinas sdo acionadas com objetivo de
interromper o ciclo celular e induzir a apoptose de células danificadas. Entre elas,
destaca-se a proteina P53 (HAFNER et al., 2019).

Originalmente descrito em 1979, o gene TP53 (tumor protein 53) foi o
primeiro supressor de tumor a ser elucidado (VOGELSTEIN, LANE, LEVINE,
2000; KUNST et al., 2016). A sua importancia esta relacionada com a sua
mutacao regularmente presente nas neoplasias humanas (OREN, 2003; KUNST
et al., 2016). Este gene é responsavel por codificar a proteina P53, também
conhecida como guardido do genoma (KUNST et al., 2016).

A funcédo da proteina P53 esta relacionada com a parada do ciclo celular
no ponto de checagem quando ha danos no DNA, impedindo assim, mutacdes
(PARRALES, IWAKUMA, 2015; WU, HAYASHI, INOUE, 2006). Também
apresenta mecanismos relacionados com a inducéo da apoptose, senescéncia,
diferenciacao e reparos no DNA (MAXIMOV, MAXIMOV, 2008; LEVINE, OREN,
2009). Além disso, atua como um importante fator de transcricao de centenas de
genes que contribuem de varias maneiras para os seus efeitos biologicos
(LEVINE, OREN, 2009; PARRALES, IWAKUMA, 2015; KUNST, 2016). Quando
uma célula sofre mutagbes que a predispdem a se tornar maligna, a P53 é
ativada para desencadear uma resposta para reparar o dano no DNA ou

induzir a apoptose da célula afetada (OREN, 2003).
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A P53 possui alguns mecanismos pouco elucidados de importagcéo e
exportagao nuclear, mediados por uma série de fatores, inclusive por alteragdes
pos — tradugao, como acetilacéo e fosforilagcdo (VOUSDEN, 2002; LIU, TAVANA,
GU, 2019). A sua localizag&o esta intimamente relacionada com o desempenho
da sua funcdo, sendo desejavel o seu deslocamento para o nucleo apés o
estresse celular como meio de inibir a proliferacdo de células mutadas
(O'BRATE, GIANNAKAKOU, 2003; YAMAGUCHI et al., 2009). O seu acumulo
no citoplasma é um indicativo de mau prognéstico (O'BRATE, GIANNAKAKOU,
2003).

A sua ativagao esta relacionada com o estresse celular durante o
desenvolvimento do cancer. Em condigdes normais, os niveis expressos da P53
estdo reduzidos (KUNST et al., 2016). Ja a sua inativagédo pode estar relacionada
tanto a alteragbes genéticas, quanto epigenéticas (VOUSDEN, 2002).

1.4. Modelo do “Hepatécito Resistente” (RH)

Dentre os diversos modelos experimentais que recapitulam o
desenvolvimento da hepatocarcinogénese em humanos, inclusive com a
sincronizagao das fases de iniciagao, promogao e progressao, destaca-se o do
“Hepatdcito Resistente” (RH), descrito por Solt e Farber (1976) e modificado por
Semple-Roberts et al. (1987). Esse modelo consiste na administragdo da
dietilnitrosamina (DEN), um carcinogeno completo e indireto, com maior
capacidade de agente iniciador que, a partir da agdo de enzimas do sistema
citocromo P450, da origem a metabolitos eletrofilicos capazes de alquilar
estruturas de DNA, seguida pela administragdo do agente promotor 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF), também completo e indireto com maior potencial
promotor, capaz de selecionar os hepatdcitos iniciados e inibir a proliferacdo dos
hepatdcitos normais. Por fim, os animais sdo submetidos a hepatectomia parcial
(HP) a 70%, de modo a estimular a proliferagdo celular (SOLT; FABER, 1976,
HEINDRYCKX; COLLE; VLIERBERGHE, 2009).

Ao final de 6 semanas apo6s a administragcao da DEN, é possivel identificar
lesdes pré-neoplasicas persistentes (pLPN), consideradas sitios de progressao
para o HCC, e as em remodelagéo (rLPN), que retornam ao fendétipo normal do
figado (ANDERSEN et al., 2010). Nesse modelo, tanto as pLPN quanto as em
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rLPN, que surgem devido ao desenvolvimento de alteragbes morfologicas
caracterizadas por focos de hepatdcitos alterados, podem ser facilmente
distinguidas com marcadores especificos, como a glutationa — S- transferase na
sua forma placentaria (GST-P) (LIBBRECHT, DESMET, ROSKAMS, 2005;
ANDERSEN et al., 2010). Aproximadamente 95% das LPN retornam ao fenétipo
normal da célula do figado e apenas 5% progridem para focos neoplasicos e
HCC (FARBER; RUBIN, 1991; FEO et al, 2006). Assim, modelos de
hepatocarcinogénese, como o do RH, sdo uteis para a avaliagdo da atividade
quimiopreventiva (CONTI et al., 2012).

1.5. Quimioprevengao e HCC

A quimioprevencéao do cancer refere-se ao uso de um ou mais compostos
naturais ou sintéticos para prevenir as neoplasias durante as etapas de iniciagcao
e promogao, antes do estabelecimento da malignidade (SPORN et al., 1976).

Com o indicio de que o desenvolvimento do cancer estaria relacionado
com fatores ambientais e que, com isso, poderia ser prevenido, iniciou-se a
discussao em torno dos tipos de prevengdo do cancer, que podem ser
classificados em: prevencdo primaria, secundaria e terciaria (DE FLORA,
FERGUSON, 2005). A prevengao primaria esta relacionada com a eliminagao
dos fatores de risco em populagdes saudaveis, como por exemplo vacinacgao,
mudangas no estilo de vida e habitos alimentares. Ja a segunda tem como
objetivo retardar a evolugdo da doenga de individuos com lesées conhecidas
como pré-neoplasicas ou até mesmo individuos com pré-disposi¢cao genética,
inibindo etapas que podem levar a progressao do cancer (LI et al., 2020). Por
ultimo, a prevengao terciaria visa pacientes com risco de recidiva ou surgimento
de um novo céancer primario (HONG; SPORN, 1997).

Dentre os diversos agentes quimiopreventivos, destacam-se o0s
compostos bioativos dos alimentos (CBAs), que podem ser encontrados em
frutas e hortalicas (ONG, et al., 2012). Esses compostos possuem diferentes
acgdes bioldgicas, capazes de controlar mais de uma via metabdlica (GANESAN;
JAYACHANDRAN; XU, 2018). Devido aos seus diferentes mecanismos de agao,

a combinacdo de agentes quimiopreventivos tem sido considerada uma
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alternativa importante para a prevencgéo do cancer (SPORN, 1997; STEWARD;
BROW, 2013; HEIDOR et al., 2016).

Cada um desses compostos pode ser classificado de acordo com a sua
fase de atuagcdo. Enquanto uns atuam na fase inicial, chamados de agentes
bloqueadores, outros atuam na fase de promogdo, denominados agentes
supressores. Porém, alguns podem atuar em ambas as fases, denominados
agentes bloqueadores e supressores (WATTENBERG, 1996).

Os carcinégenos frequentemente exibem caracteristicas chaves para o
desenvolvimento da doenca os quais, muitas vezes, sdo alvos da acédo dos
compostos bioativos, entre elas, pode-se dizer que os CBAs possuem acao na
genotoxicidade, reparo do DNA e instabilidade gendmica, alteragdes
epigenéticas, estresse oxidativo, inflamagédo crbnica e proliferacdo celular
(SMITH et al., 2015).

Estudos revelam uma variedade de compostos bioativos dos alimentos
(CBAs) que atuam de forma efetiva no campo da quimioprevencédo do HCC. Na

tabela a seguir, destaca-se alguns CBAs e seus mecanismos de acgao.

Tabela 1. CBAs com atividade quimiopreventiva no desenvolvimento do HCC e seus

mecanismos de acio.

CBAs Mecanismos de agao Referéncias

Diminuigéo da proliferagao Ong et al., 2006; Chagas
celular, danos no DNA,

. ~ et al., 2009.
inducao da apoptose e
Farnesol inibicado da HMG-CoA
redutase.

Diminuicao da proliferacdo | Espindola et al., 2005;

celular, danos no DNA, Ong et al., 2006; Vieira et

Geranilgeraniol inducao da apoptose e al., 2011; Cardozo et al.,
inibicado da HMG-CoA 2011.
redutase.
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Inibicdo da HMG-CoA
redutase, diminuicao da

proliferacao celular em

Espindola et al., 2005;
Cardozo et al., 2011;
Scolastici et al., 2014;

3-lonona pLPN, diminuicdo do numero | Furtado et al., 2017,
de células ovais, aumento | Miranda et al., 2019.
das pLPN, diminuicdo p53
citoplasmatica e aumento de
mMiRNAs supressores de
tumor.
Diminuicdo no numero e Toledo et al., 2003;
Luteina tamanho de pLPN e danos | Moreno et al., 2007.
no DNA.
Diminuigdo no numero e Toledo et al, 2003;
Licopeno tamanho de pLPN, Scolastici et al., 2008;
diminuigado de danos no DNA | Wang et al., 2010.
e inibicao da proliferacao
celular.
Diminuicado de pLPN e Moreno et al., 1991;
células ovais, aumento de Moreno et al., 1995; Rizzi
rLPN, indugéo da et al., 1997; Dagli et al.,
3-Caroteno diferenciagao celular, 1998; Naves et al., 2001;
diminuicao de danos no Moreno et al., 2002;
DNA, inibicdo da HMG-CoA Fonseca et al., 2005.
e diminui¢ao da proliferagao
celular.
Diminuicao da proliferacdo | Naves et al., 2001;
celular, inibicdo de danos no | Moreno et al.,, 2002;
Vitamina A DNA, aumento da conexina | Fonseca et al., 2005.

43, diferenciacao celular e
retardo na proliferagao de

células ovais.

Diminuic&o de pLPN,

aumento de rLPN,

Chagas et al., 2011;
Guariento et al., 2014.
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diminui¢ao da proliferagao
Acido Félico celular em pLPN, diminuicdo
(Vitamina B9) de danos no DNA e
regulagédo de genes
envolvidos com a

angiogénese.

Inducéo de enzimas de Huber, Parzefall, 2005;

reparo ao dano no DNA, Bravi et al., 2013; Bohn

Cafeina e Acido diminuicao do risco de et al., 2014; Romualdo et
clorogénico cirrose e alteragdo no al., 2020.

metabolismo de

xenobidticos.
Inibidor de HDACs, Kuroiwa-Trzmielina et al.,
diminuigao de pLPN, 2009; de Conti et al.,

aumento de rLPN, indu¢cdo | 2012; de Conti et al.,
Tributirina da apoptose, diminuicdo da | 2013; Guariento et al.,
P53 citoplasmatica, aumento | 2014; Heidor et al., 2016;
da P53 nuclear e diminuicdo | Ortega et al.,, 2016;

de marcadores angiogénicos | Andrade et al., 2018; de

(HIF1-a). Conti et al., 2020.
epigalocatequina- Diminuicdo no numero de Hirose et al., 1993; Kuo,
3-galato LPNs, indugcao da apoptose, Lin, 2003; Umemura et

aumento da ativacao de P53, | al., 2003; Lee, Shim, zhu
diminuigao da proliferacdo e | 2005; Kaufmann et al.,
inibicdo da DNMT1. 2009.

1.6. Acido butirico e tributirina

Uma molécula com acéo eficaz na quimioprevencido é o acido butirico
(AB), um acido graxo de cadeia curta (AGCC) constituido por quatro atomos de
carbono, e obtido através da fermentacao de fibras alimentares nao digeriveis

por bactérias endoégenas (HEIDOR et al., 2014). E considerado a principal fonte
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de energia (70 - 90%) para os colondcitos, apresentando um papel fundamental
para o seu desenvolvimento (MANRIQUE, GONZALEZ, 2017).

Estima-se que a maior taxa de fermentagao das fibras ocorra no célon, e
que 83% dos AGCC produzidos sédo constituidos por acetato, propionato e
butirato (CUMMINGS et al., 1987). A absorgdo do butirato ocorre tanto por
difusdo passiva, como por mecanismos de transporte ativo (VELLAZQUEZ;
LEDERER; ROMBEAU, 1997). Estudos demonstraram que dietas com teor de
fibra reduzido, culminam em menores concentragdes de acido butirico no colon
de ratos, enquanto uma ingestdo elevada resulta no aumento de sua
concentragdo (CUMMINGS, 1981). Apds a sua metabolizagédo, o AB segue para
corrente sanguinea e posteriormente atinge o figado por meio da veia porta
(BEAUVIEUX et al., 2001).

O acido butirico € o principal AGCC com atividades antineoplasicas
descritas na literatura, principalmente em linhagens de células neoplasicas de
hepatocarcinoma e carcinoma de célon (NAKANO et al.,, 1997; SAITO et al.,
1998). Seus mecanismos de acao estao relacionados as suas propriedades anti-
inflamatdrias, diminuicdo da proliferacdo celular, além da modulacdo da
expressao génica pela inibigcdo das enzimas desacetilases de histona (HDACs).
Porém, apesar de ser um agente quimiopreventivo com a¢gdes promissoras, deve
ser levada em consideracao a sua farmacocinética (NAKANO et al., 1997; SAITO
et al., 1998).

Devido a sua meia vida curta de 14 minutos (DANIEL et al., 1989), existe
uma dificuldade em atingir uma concentragdo plasmatica eficaz e,
consequentemente, apresenta um uso limitado por via oral. A tributirina (TB), um
triacilglicerol com trés moléculas de acido butirico esterificados em uma molécula
de dlicerol, é considerado um pré — farmaco do AB, pois apresenta um
comportamento farmacocinético adequado para ser administrado via oral.
(VINOLO et al., 2012; HEIDOR et al., 2014). Esta bem estabelecido na literatura
sua atuagao no contexto da quimioprevencgéo da hepatocarcinogénese, por meio
da reducao do numero e tamanho das pLPN, induzindo a apoptose e modulando
processos epigenéticos, como a acetilacdo de histonas (KUROIWA-
TRZMIELINA et al., 2009). A tributirina é capaz de regular a expressao génica
por ser um potente inibidor de desacetilases de histonas (HDAC) (STELIOU, et
al., 2012).
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A TB também demonstrou propriedades antineoplasicas no cancer de
prostata e no cancer de mama pela diminui¢ao da proliferacéo celular e inducao
da apoptose (HEERDT et al.,, 1999; KUEFER et al.,, 2004). Nos estudos
realizados pelo nosso grupo, a TB apresentou atividade quimiopreventiva em
ratos submetidos ao modelo do hepatdcito resistente (RH) (KUROIWA -
TRZMIELINA et al., 2009; DE CONTI et al., 2012).

Em investigagbes anteriores com administracdo de TB em animais
submetidos ao modelo do RH, houve um aumento da atividade supressora de
tumor da proteina p53. Isso pode estar relacionado com o aumento da acetilagao
da proteina, uma vez que a agao da tributirina esta ligada a inibicdo das HDACs
(de CONTI et al., 2013). Além disso, outro estudo durante a fase de promogao
da carcinogénese hepatica mostrou aumento nos niveis nucleares de p53 e
manutencgao de suas fungdes bioldgicas (ORTEGA et al.,2016).

Recentemente, foi observada a atuagdo da TB como um agente
antiangiogénico nos estagios iniciais da hepatocarcinogénese. Os mecanismos
envolvidos nesse evento ocorreram por meio da reducao de Hif-1a, subunidade
do fator de transcricdo Hif-1. Este regula a expresséo de genes envolvidos na
resposta a hipdxia, alguns dos quais promovem a neovascularizagdo, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), responsavel por estimular a
proliferacdo das células do endotélio vascular e sua migracao (ANDRADE et al.,
2019). Tendo em vista a angiogénese como um processo crucial para o
desenvolvimento do HCC, a atividade antiangiogénica da TB ja nos estagios
iniciais da hepatocarcinogénese, reforca a sua agdo como agente preventivo

contra o desenvolvimento do HCC.

1.7. Tricaprilina

A tricaprilina (TC) é um triacilglicerol, que apresenta trés moléculas de
acido caprilico (AC) esterificadas na molécula de glicerol. O acido caprilico € um
acido graxo de cadeia média (AGCM), constituido por 8 carbonos e pode ser
encontrado em laticinios e no 6leo de coco (McCARTNEY et al., 2016).

O acido caprilico (C8), assim como outros AGCM estdo sendo
investigados pelas industrias farmacéuticas como intensificadores de

permeabilidade intestinal (PEs), com o objetivo de potencializar a absor¢ao de
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outros componentes por meio da modulagéo da barreira intestinal (BRAYDEN et
al., 2020).

A octreotida oral, farmaco que possui o acido caprilico como PE, encontra-
se na fase Ill de estudos clinicos para o tratamento de acromegalia (MELMED et
al., 2014; SAMSON et al., 2020). O estudo tem como justificativa promover a
aceitabilidade do paciente ao tratamento, uma vez que os individuos apresentam
certo desconforto ao tratamento por meio de injecdes dolorosas (BRAYDEN et
al., 2020). O mecanismo de ac¢ao do C8 esta relacionado com a modulagao de
proteinas que compdem as tight junctions (TJs) no tecido epitelial intestinal
(TUVIA et al., 2014).

Além da sua atuagdo como potencializador de absorgédo, o acido caprilico
vem sendo investigado na area da prevengao do cancer. Apesar da auséncia de
estudos in vivo que apresentam atividades quimiopreventivas, o estudo in vitro
realizado por Narayanan (2015) demonstrou que este acido graxo atua como
agente antineoplasico em células de carcinoma colorretal humano, carcinoma
epidermoide e células de adenocarcinoma da glandula mamaria humana.

Os mecanismos envolvidos estao relacionados com a regulagdo negativa de
proteinas criticas para a progressao do cancer, como CDK2 (ciclina-dependente
quinase 2) e CDK4 (ciclina-dependente quinase 4), e regulagdo positiva de
proteinas  relacionados com a indugdo da apoptose, como
NR4A1 (peroxiredoxina 1) e P21 (inibidor da quinase dependente de ciclina 1)
(NARAYANAN, 2015).

1.8. Lipidios Estruturados

Devido a evolugdo de processos biotecnoldgicos € possivel se obter
triacilglicerois modificados a partir de uma mistura lipidica. Assim, acidos graxos
que naturalmente ndo estariam esterificados em uma mesma molécula de
glicerol sdo produzidos sob a agdo de uma reacdo de interesterificagao,
resultando em novos triacilglicerdis, denominados lipidios estruturados (EST)
(OSBORN, AKOH, 1998)

Os lipidios estruturados foram desenvolvidos com o objetivo de viabilizar

as formulagbes de novos produtos, uma vez que sdo capazes de agregar
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algumas caracteristicas como propriedades nutricionais, organolépticas e
fisicas. Um exemplo do uso deste processo € a producdo de férmulas infantis
(SILVA, GIOIELLI, 2009; CABALLERO, et al. 2014). As reagbes de
interesterificacdo ocorrem majoritariamente pelos métodos quimicos e
enzimaticos (CASTRO et al., 2004). Tanto a interesterificagdo quimica, quanto a
enzimatica levam a uma distribuicdo aleatdria de acidos graxos na molécula de
glicerol, seja dentro da mesma molécula ou entre moléculas diferentes (SILVA
et al., 2015). O processo ocorre com a hidrélise inicial do produto, seguido da
reacao de esterificacdo (ZHANG, LEE, WANG, 2020).

A interesterificacdo enzimatica é feita por biocatalisadores, na forma
soluvel ou imobilizada (OSBORN; AKOH, 2002). Esses biocatalisadores
possuem especificidade em relagdo a quebra da ligagdo do acido graxo na
molécula de glicerol, tornando o produto da reagdo mais previsivel (WILLIS;
MARANGONI et al., 2008). Algumas de suas vantagens sédo condigdes de
reacbes mais brandas devido a sua baixa energia de ativagao,
regioespecificidade, producdo de lipidios mais puros e menor producdo de
subprodutos indesejaveis, que podem alterar as caracteristicas fisicas e
organolépticas do produto final (FELTES et al, 2012; SILVA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2020). Ja a desvantagem deste método esta associada ao alto
custo dessas enzimas, muitas vezes inviabilizando a produgdo em elevada
escala industrial (WILLIS; MARANGONI et al., 2008).

Ja a interesterificagao quimica ocorre por meio do uso de catalisadores
quimicos, como metais alcalinos, que reorganizam aleatoriamente os acidos
graxos na molécula de glicerol (NORIZZAH, NUR AZIMAH, ZALIHA, 2018). Uma
das desvantagens do método € a falta de controle sob a posicdo dos acidos
graxos no produto final, necessidade de temperaturas elevadas para reagéo e
producao de residuos indesejaveis (OSBORN; AKOH, 2002). Por outro lado,
este € 0 método mais adotado pela industria devido ao custo reduzido em
producdes em elevada escala (ROUSSEAU, MARAGONI 1998; RACT,
GIOIELLI, 2003).

No contexto da quimioprevengao, com o objetivo de potencializar os
efeitos biolégicos de agentes quimiopreventivos na hepatocarcinogénese,
Heidor e colaboradores (2014) produziram um lipideo estruturado a partir da

interesterificacdo enzimatica do 6leo de linhaga e tributirina, administrados
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durante a fase de iniciagdo e promog¢ao da hepatocarcinogénese experimental.
Os resultados demonstraram que o tratamento com EST inibe o
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas persistentes (pLPN).

Uma vez que o acido caprilico é utilizado em diversas formulacdes
farmacéuticas como facilitador da absorgao de farmacos pela mucosa do trato
gastrointestinal (McCARTNEY et al., 2016), a interesterificagdo da tributirina com
a tricaprilina seria uma estratégia para sintese de um sistema de carreamento
do acido butirico pelo acido caprilico presentes no estruturado. Nesse sentido,
espera-se que os lipidios estruturados aumentem as concentragcbes hepaticas
de acido butirico e desempenhe seus efeitos quimiopreventivos na fase de

promogao da hepatocarcinogénese experimental.
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2. Objetivo

Produzir lipidios estruturados por meio da interesterificacdo da tributirina,
fonte de acido butirico, com a tricaprilina, fonte de acido caprilico, na proporgao
em que os EST apresentem 2 moléculas de acido butirico e 1 molécula de acido
caprilico. Além disso, avaliar seu potencial quimiopreventivo quando
administrados durante a fase de promogdo da hepatocarcinogénese

experimental.
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3. Material e Métodos

3.1. Preparo dos lipidios estruturados

Para o preparo dos lipidios estruturados (EST) foi utilizada uma mistura de
tributirina (TB) (97% Aldrich, EUA) e tricaprilina (TC) (99% Sigma, EUA) na
propor¢gdao 1,6:1,0 (massa:massa) ou 2,5:1,0 (mol:mol). A mistura foi
interesterificada em um reator tubular de vidro com 70 g da lipase 1,3 especifica

de Thermomyces lanuginosa imobilizada (Lipozyme TL IM, Novozymes, Brasil)

com atividade de 250 IUN/g. Inicialmente, 6leo de soja foi introduzido no reator
com fluxo de 1mL/min para a remogao de agua e bolhas de ar da enzima. Apos
a temperatura do reator atingir 60°C, a mistura de TB com TC foi bombeada para
o mesmo com fluxo de 1mL/min (tempo de residéncia de 1h). Para evitar
possiveis contaminagcbes com os acidos graxos do Oleo de soja, foram
descartados os primeiros 200 mL do produto interesterificado (SILVA et al.,
2011). O tempo de residéncia da mistura no reator foi de 1h e o produto
interesterificado foi coletado em frasco apropriado e armazenado a 4°C.

A sintese e caracterizagcdo dos lipidios estruturados foram realizadas no
Departamento de Tecnologia Bioquimica-Farmacéutica, com a colaboragao do
da Profa. Juliana N. R. Ract.

3.2. Composicao de triacilglicerois dos lipidios estruturados

As amostras de TB, TC e EST foram dissolvidas em acetona (5 mg/L) e
diretamente analisadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Shimadzu 9 Prominence 20A; Shimadzu Corporation, Japao), equipado com
detector de espalhamento de luz Shimadzu ELSD-LTII e duas colunas Supelcosil
TM C18 (25 cm x 4,6 mm x 5 ym). Os picos foram identificados com padrdes de
triacilglicerdis puros e foi considerada a ordem da eluicdo de acordo com o
numero de carbonos equivalentes. As analises foram conduzidas em duplicatas

e os resultados foram expressos como valores médios.

35



3.3. Ensaio in vivo

3.3.1 Protocolo Experimental - Modelo de hepatocarcinogénese do

Hepatoécito Resistente (RH)

Foram utilizados ratos machos isogénicos Fischer 344 (F344), recém-
desmamados, pesando inicialmente entre 80-90g e obtidos da colbnia do biotério
da CEMIB - UNICAMP. Foram solicitados 24 animais, os quais seriam
distribuidos em 5 grupos diferentes:

Animal nao iniciado (NI) composto por 1 animal; Grupo maltodextrina
(MD) composto por 5 animais; Grupo tributirina (TB) composto por 6 animais;
Grupo tricaprilina (TC) composto por 6 animais; Grupo estruturado (EST)
composto por 6 animais. Devido & alteracdo inesperada do protocolo da
hepatectomia parcial pelo comité de ética no uso de animais (CEUA), houve uma
mortalidade acima do esperado para o procedimento, que levou a redugao do
numero de grupos por auséncia de animais, conforme explicado mais adiante.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (2-3 ratos/gaiola)
com tampas de aco inoxidavel contendo maravalha esterilizada. Agua e ragéo
comercial peletizada comum para roedores de laboratério (Purina Nutrimentos
Ltda., Brasil) foram oferecidas ad libitum durante todo o experimento, e seus
pesos foram controlados diariamente. O ensaio bioldgico foi realizado nas
dependéncias do biotério da FCF/IQ-USP, apds aprovacao pelo comité de ética
em pesquisas em Animais de Experimentagao (Protocolo CEUA/FCF-USP 565)
em ambiente apropriado para condugado de estudos de carcinogénese, a
temperatura de 22°C £ 2°C e ciclo de iluminagéo claro-escuro de 12 h (07h — 19h
claro; 19h — 07h escuro). Apds o periodo de aclimatacdo de uma semana todos
os animais foram submetidos ao modelo do “hepatdcito resistente” (RH), de
acordo com Semple-Roberts (1987), com exceg¢ao do rato ndo submetido a
qualquer tratamento. A iniciacdo ocorreu pela administracdo intraperitoneal de
dietilnitrosamina (DEN; Sigma EUA, 15 mg/100 g de peso corporal, p.c)
dissolvida em solu¢ao de NaCl a 0,9%. Apds um periodo de recuperagao de 2
semanas os hepatdcitos iniciados foram selecionados pela administracéo de 4
doses unicas em dias consecutivos, por gavagem, de 2-acetilaminofluoreno (2-

AAF; Sigma EUA, 1,25 mg/100 g de peso corporal, p.c) dissolvido em
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dimetilsuféxido (DMSO) e 6leo de milho. Vinte e quatro horas apds a ultima
aplicacdo de 2-AAF os animais foram submetidos a um potente estimulo
mitogénico, representado por uma hepatectomia parcial (HP) a 70% sob
anestesia com isofluorano, com indugcdo de 3-4% e manutencdo de 1-2%
(MICHAEL et al., 2017). 15 minutos antes da cirurgia, os animais receberam o
analgésico metadona na dose 1 mg/100 g de peso corporal, p.c., € 0,6 mg/100
g p.c de 12 em 12h durante 3 dias apés HP. Os ratos submetidos ao modelo do
RH foram aleatorizados e distribuidos em grupos experimentais uma semana
apos a HP, quando iniciados os tratamentos (de CONTI et al. 2012).

Assim, os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes

grupos:

e Animal néao iniciado (NI): composto por 1 animal que n&o foi submetido
ao modelo RH, nem tratado.

e Grupo maltodextrina (MD): composto por 5 animais submetidos ao
modelo do RH que receberam diariamente maltodextrina (Nidex®, Nestlé,
Brasil; 300 mg/100g p.c.) como controle isocalérico, por gavagem.

e Grupo estruturado (EST): composto por 6 animais submetidos ao
modelo do RH que foram tratados diariamente com lipidios estruturados
obtidos por interesterificacdo enzimatica da tributirina com a tricaprilina

por gavagem (180mg/100g p.c.).

As doses dos EST foram calculadas para fornecerem a mesma quantidade
energética da TB [6 Kcal, na dose de 200 mg/100g de peso corpdéreo (p.c)] ja
que com esta foi observada atividade quimiopreventiva na hepatocarcinogénese
experimental (KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2012). Foi
considerada para o calculo a hidrélise completa, ou seja, um mol de triacilglicerol
fornece, para efeito de calculo, 3 mols de acidos graxos e um de glicerol.
Supondo que os lipidios estruturados apresentem, como esperado, a propor¢ao
mol/L de 2:1 (acido butirico : acido caprilico), a dose dos EST foi de 180mg/100g
p.c. A maltodextrina (MD) foi utilizada na dose de 300mg/100g p.c.
(KUROIWATRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2012; GUARIENTO et al.,
2014). As doses foram calculadas a partir da dose de tributirina que apresenta
efeito bioldgico de acordo com estudos do grupo (KUROIWATRZMIELINA et al.,
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2009; de CONTI et al., 2012). Os animais receberam os tratamentos durante 4

semanas consecutivas.

N (1) Animal ndo iniciado [NI)

N {5) GRUPO MD

N (6) GRUPO EST

[ | Animal ndo iniciado (NI) Metadona na dosagem de

1mg/100g por peso corporal
15 minutos antes da
hepatectomia e 0,6mg/100g

por peso corporal de 12 em

| | Grupo EST: 180mg de lipidios estruturados /100g peso corporal/dia

‘ DEN (dietilnitrosamina) 15mg/100g de peso corporal 12 horas por 3 dias apds a

cirurgia.

‘ 2-AAF (acetilaminofluoreno) 2,5mg/100g de peso corporal

‘ Hepatectomia parcial 70%
‘ Eutandsia

Figura 2. Desenho experimental. Os animais foram submetidos ao modelo do
hepatdcito resistente. Os hepatécitos foram iniciados por meio de administragdo
intraperitoneal de DEN em solugdo salina (NaCl a 0,9%). Ap6s 2 semanas, 0s
hepatécitos iniciados foram selecionados pela administragao de 4 doses Unicas em dias
consecutivos, por gavagem, de 2-AAF dissolvido em dimetilsuféxido e 6leo de milho
(1,25mg/100g p.c.) seguida de uma hepatectomia parcial a 70% (HP). Os tratamentos

foram iniciados apds uma semana da hepatectomia parcial.

3.3.2. Eutanasia dos animais

Para a eutanasia, os animais permaneceram em jejum por 6 horas e foram
pesados e tratados antes do procedimento. A eutanasia ocorreu por choque
hipovolémico por ocasido da secgao da aorta abdominal sob anestesia com
isoflurano (indugdo com 3-4% e manutengdo com 1-2%). Em seguida, foi
coletado o figado, lavado em solugéo salina gelada a 0,9% e pesado em balanga

digital, seguindo-se, entdo, 0 exame macroscoépico.
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3.3.3. Exame macroscoépico do figado

O figado de cada animal foi examinado individualmente quanto a
presenga em sua superficie de formag¢des nodulares de coloragdo, em geral,
esbranquicada ou amarelada que se distinguem do parénquima hepatico. Apos
0 exame, cada lobo foi seccionado em fatias de aproximadamente 0,3 cm de
espessura, para identificacdo e contagem dos nodulos.

Posteriormente, esses segmentos foram colhidos para analise
imunoistoquimica. Estes fragmentos de figado foram fixados em formalina
tamponada a 4% por 48 horas e depois permaneceram em alcool a 70%. O
restante dos lobos hepaticos foi devidamente identificado e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e em seguida armazenado em freezer a -80° C

(Anexo I).

3.4. Dupla marcagao por Imunoistoquimica para GST-P+ e PCNA

Para avaliar o numero, tamanho e a classificagao das LPN, assim como a
proliferacao celular, foi realizada a dupla marcacao imunoistoquimica para GST-
P e PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular), respectivamente. As
laminas com os cortes histologicos a Sym, foram desparafinizadas, hidratadas,
e posteriormente colocadas em panela de pressao com tampao citrato 1x por 3
minutos sob pressao de 15 a 20 psi. Depois de atingirem a temperatura
ambiente, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com perédxido de
hidrogénio (H202) 10% em PBS, durante 30 min. Em seguida, as laminas foram
mergulhadas em solucdo de leite em pd desnatado 3% em PBS e,
posteriormente, incubadas com o anticorpo primario anti-PCNA (DAKO,
Dinamarca) na diluigdo de 1:250 em albumina sérica bovina 1% (BSA 1%) por
16 horas a 4°C. No dia seguinte, as laminas foram tratadas com anticorpo
secundario Mach4 Universal HRP Polymer (Biomedical care, EUA) por 1h e
reveladas por reagdo com diaminobenzidina (DAB — Dako, Dinamarca). A
fosfatase alcalina foi bloqueada com levamisole (Dako, Dinamarca) durante 30
min, e, em seguida, ocorreu a incubagdo com o anticorpo anti-GST-P (MBL,
Japao), na diluicdo de 1:500 por 2h a temperatura ambiente. Posteriormente as
laminas foram tratadas com polimero conjugado a fosfatase alcalina (Dako
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cytomation EnVision, Dinamarca) por 30 min, reveladas com Permanent Red
(Dako, Dinamarca) e contra coradas com Hematoxilina de Harris (CARDOZO et
al., 2011). Entre todas as etapas foram realizadas 3 lavagens dos cortes de 5
minutos com PBS 1x. A analise das laminas foi realizada em microscépio com
platina motorizada (Imager.M2, Zeiss, Alemanha) acoplado ao sistema de
analise de imagens AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Alemanha). A morfometria foi
expressa na forma de numero e tamanho de pLPN ou rLPN (Anexo Il) e a
porcentagem da area do corte histoldégico ocupado pelas lesées. A quantificagcao
da proliferacédo celular foi expressa na forma de % de nucleos de hepatdcitos
positivos para PCNA (Anexo IV) em pLPN ou rLPN, ou area de tecido nao pré-

neoplasico ao redor das mesmas (surrounding).

3.5. Avaliagao da apoptose

Para a avaliagdo da apoptose, foi utilizado o kit comercial ApopTag®
Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich, EUA) que detecta
células apoptéticas in situ marcando quebras de fita de DNA pelo método
TUNEL. Resumidamente, as laminas com os cortes histolégicos a 5um foram
desparafinizadas e hidratadas e, em seguida, os cortes foram pré-tratados com
proteinase K por 15 minutos, seguida de peroxido de hidrogénio para bloqueio
da peroxidase endogena, por 5 minutos. O tampdo de equilibrio foi entédo
aplicado nos cortes de acordo com as instrucdées do manual. Os cortes foram
incubados com enzima TdT por 1 hora em camara umida a 37°C e
posteriormente lavados com o buffer de lavagem de modo a interromper a
reacao. O conjugado anti-digoxigenina foi entdo aplicado aos cortes, que foram
incubados em camara umida a temperatura ambiente por 30 minutos.
Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS e foi aplicado o substrato de
peroxidase para o desenvolvimento de cor. A coloracdo foi realizada a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Os cortes foram entdo imediatamente
lavados com H20 e contra corados com methyl green. A analise das laminas foi
realizada em microscopio com platina motorizada (Imager.M2, Zeiss, Alemanha)
acoplada a sistema de analise de imagens Axio Vision. Para a analise, foram
selecionadas 1000 células de cada tipo de lesao, pLPN e rLPN, assim como de

tecido n&o pré-neoplasico distante das mesmas (surrounding). A quantificagdo
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da apoptose foi expressa na forma de % de corpusculos apoptéticos marcados
em pLPN, rLPN ou surrounding (Anexo lll), tanto dos grupos submetidos ao

modelo do RH, como no animal n&o iniciado (NI).

3.6. Determinagao das concentragoes hepaticas de acido butirico e acido

caprilico

A determinacdo das concentragdes hepaticas de acido butirico e acido
caprilico foi realizada pelo professor Dr. Eduardo Purgatto do Departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental da FCF/USP, de acordo com Kuroiwa
Tzmielina e colaboradores (2009), com adaptagbes. Amostras congeladas de
figado foram homogeneizadas com solugdo 50 mM de PMSF (fenilmetilsulfonil
fluoreto — inibidor de proteases) e acetonitrila, além do padr&o interno, ester
etilbutirico (Sigma, EUA) ou caprilato (Sigma, EUA). A quantificagao foi feita em
cromatégrafo gasoso HP6890 (Agilent, Palo Alto, California) equipado com
coluna CP Wax 58- FFAP (25 m x 0.32 m x 0.2 um), acoplado a
espectrofotbmetro de massas HP5973 (Agilent, EUA).

3.7. Ensaio do cometa neutro

O rompimento das fitas do DNA foi avaliado em amostras de figado
armazenadas a -80 ° C, usando o ensaio do cometa conforme descrito
anteriormente (TOLEDO et. al., 2003). Os tecidos foram homogeneizados em
PBS a 4°C. As células isoladas foram imobilizadas em uma matriz de agarose
(Sigma) de baixo ponto de fusdo em uma lamina de microscopia. Posteriormente,
essas células foram lisadas em uma solu¢cdo de tampao TBE (Tris 90 mM,
H3BO3 90 mM e Na2-EDTA 2 mM, pH 8,4) e SDS 2,5% e submetidas a
eletroforese horizontal em tampao TBE a 2V/cm de distancia entre os eletrodos
por 2 minutos. Apos a fixacdo com acido tricloroacético, os cometas resultantes
foram corados com nitrato de prata.

Os comprimentos do cometa foram analisados em um microscoépio de luz
(Axio Imager.M2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha) com ampliagao

de 50 x com software para analise de imagem (software AxioVision, versao 4.8,
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Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha). Um total de 100 cometas por
animal foi analisado.

A viabilidade das células do figado foi determinada pela analise das
imagens do cometa apds a coloragdo com prata. O cometa foi considerado ndo
viavel quando apresentou uma aparéncia "em forma de nuvem" ou uma cabecga
muito pequena em relacdo a cauda lembrando a forma de um pino ou balao.
Nesse caso as células possivelmente eram necroticas ou apoptéticas. A
viabilidade da suspenséao celular foi considerada aceitavel quando a frequéncia
dessas imagens foi inferior a 2% (Barbisan et al., 2003). Os resultados foram
expressos como comprimento do cometa em um, pois existe uma relacéo direta

entre essa variavel e o dano do DNA (McCarthy et al., 1997) (Anexo V).

3.8. Western blot

As histonas de figado de ratos foram extraidas em solugdo acida de
acordo com o kit comercial Histone Extraction Kit - ab113476 (Abcam, UK). As
proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A
analise dos niveis de expressdo da histona yH2AX e proteina p53 foram
realizadas por western blot. Para tanto, 50 ug de proteinas e histonas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 15% (SDS-
PAGE) imerso em tampao tris-glicina em cuba de eletroforese vertical Mini Tetra
Cell (Bio-Rad, EUA) por aproximadamente 2h a 120V. Apds a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose Hybond-ECLTM,
poro 0,2uM (GE Healthcare, Suécia) overnight a 4°C. A eficiéncia da
transferéncia foi verificada com a coloragédo da membrana com Ponceau-S (UBS,
EUA), e, em seguida lavada com tampao PBS (NaCl 137 Mm; Na2HPO4 10 Mm;
KCI 2,68 Mm; KH2PO4 1,76 Mm e Tween 1% em agua). O bloqueio da
membrana foi realizado com solugdo de leite desnatado Molico 5% (Nestle,
Suiga) por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada
com tampao PBST (NaCl 137 Mm; Na2HPO4 10 Mm; KCI 2,68 Mm; KH2PO4
1,76 Mm e Tween 1% em agua) e incubada com o anticorpo yH2AX (Cell
Signaling, EUA) e anticorpo p53 (Santa Cruz Biotechnology) na diluigdo 1:1000

em TBS-T por 16 horas a 4°C. Apds a incubacdo da membrana com anticorpo
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primario especifico, foi realizada a incubagdo com o anticorpo secundario
conjugado a peroxidase HRP anti-imunoglobulina de coelho (Amersham
Biosciences, Suécia) na diluicdo 1:10000 em TBS-T por 2h. A detecgao das
proteinas foi realizada por quimioluminescéncia com o conjunto de reagentes
especifico ECL Advanced (GE Healthcare, Suécia). A intensidade das bandas
foi quantificada por densitdbmetro (Modelo GS-700 Imaging Densitometer, BIO-
RAD, EUA) com software especifico (Molecular Analyst, BIO-RAD, EUA). Para
esse experimento foi utilizado o numero de 5 animais por grupo experimental. A
intensidade das bandas da yH2AX foi normalizada com as bandas produzidas
pela histona H1 (Upstate, EUA) na diluicdo 1:1000 em TBS-T e as bandas da
proteina p53 foi normalizada pela proteina B-actina (Sigma, EUA) na diluicao
1:1000. Os resultados foram expressos como fold change de intensidade de
banda em relagéo ao grupo controle MD.

3.9. Marcagao por Imunoistoquimica para p53 citoplasmatica

As laminas com os cortes histolégicos a Sum, foram desparafinizadas,
hidratadas, e posteriormente colocadas em panela de pressdao com tampéo
citrato 1x por 3 minutos sob pressao de 15 a 20 psi. Depois de atingirem a
temperatura ambiente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena com
peroxido de hidrogénio (H202) 10% em PBS, durante 30 min. Em seguida, as
laminas foram mergulhadas em solugao de leite em pé desnatado 3% em PBS
e, posteriormente, incubadas com o anticorpo primario p53 (Santa Cruz
Biotechnology) na diluigdo de 1:100 em albumina sérica bovina 1% (BSA 1%)
por 16 horas a 4°C. No dia seguinte, as laminas foram tratadas com anticorpo
secundario Mach4 Universal HRP Polymer (Biomedical care, EUA) por 1h e
reveladas por reacdo com diaminobenzidina (DAB — Dako, Dinamarca). As
laminas foram contra coradas com Hematoxilina de Harris (CARDOZO et al.,
2011), desidratadas e montadas em Permount. Entre todas as etapas foram
realizadas 3 lavagens dos cortes de 5 minutos com PBS 1x. A analise das
laminas foi realizada em microscopio com platina motorizada (Imager.M2, Zeiss,
Alemanha) acoplado ao sistema de analise de imagens AxioVision 4.8 (Carl

Zeiss, Alemanha). A quantificagc&o foi realizada por meio da expressao da % de
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citoplasmas de hepatocitos positivos para p53 (Anexo VI) em pLPN ou rLPN.

3.10. Analises Estatisticas

Os experimentos foram realizados com amostras nao pareadas, de forma
inteiramente casualizada e todos os dados obtidos foram testados quanto a
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk). Na comparagao entre apenas dois
grupos, as analises estatisticas foram realizadas pelo teste t Student. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao e todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism 8 (GraphPad, EUA)

e adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. Resultados

4.1. Caracterizagao dos lipidios estruturados

4.1.1. Composig¢ao em triacilglicerdis

A Figura 3 representa a composigdo em triacilgliceréis da tributirina,
tricaprilina e lipidios estruturados, onde A corresponde ao acido butirico, B acido
caprilico e C aos lipidios estruturados. Como esperado, a tributirina apresentou
predominio de BBB e a tricaprilina, de CCC. Apds o processo de
interesterificacdo, o produto final apresentou 67% de novos triacilglicerdis;
destes, 42,3% representam, conforme o desejado, a estruturacédo na forma
BBC/BCB, ou seja, dois acidos butiricos € um acido caprilico; e 24,7%

representam a estruturagao na forma BCC/CBC.
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Figura 3. Composicao em triacilgliceréis da tributirina (A), tricaprilina (B) e lipidios
estruturados (C). Legenda: BBC/BCB triacilgliceréis compostos por dois acidos butiricos
e um acido caprilico; CCB/CBC triacilgliceréis compostos por dois acidos caprilicos e
um acido butirico; BBB triacilglicerol composto por trés acidos butirircos e CCC

triacilglicerol composto por trés acidos caprilicos.

4.2. Ensaio in vivo

4.2.1. Peso corpoéreo e hepatico dos animais

O acompanhamento da evolugdo do peso corpdreo teve como objetivo
avaliar a aplicagdo adequada do modelo RH, além de observar eventuais efeitos
téxicos das substancias administradas. Na Figura 4 observa-se queda na média
do peso corporal dos animais de ambos os grupos tratados apds a administragcéo
da DEN, de 2-AAF e do procedimento de hepatectomia parcial (70%), como
esperado. A evolugdo do peso se manteve semelhante nos dois grupos, tendo
em vista a diferenga entre as médias dos dois, que se manteve constante durante
todo o experimento.

A mortalidade dos animais foi de 50%, valor superior ao observado em
outros experimentos do laboratério (ESPINDOLA et al., 2005; HEIDOR et al.,
2014).

Esse experimento foi o pioneiro no grupo a utilizar analgesia, conforme
preconizado pelo Comité de Etica. A incomum mortalidade pode estar
relacionada a uma sobrecarga hepatica causada por uma associagéo de fatores,
tais como a retirada de 70% do figado, administracdo do anestésico Isoflurano e
administragado do analgésico metadona na dose de 1 mg/100g p.c. 15 minutos
antes da cirurgia e 0,6mg/100g p.c. de 12 em 12 horas no pds-cirurgico durante

3 dias conforme orientac&o recebida pela veterinaria ligada ao CEUA/FCFUSP.
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Figura 4. Representagéo grafica do controle do peso do animal ndo submetido ao
modelo experimental (ndo iniciado NI), ou submetidos ao modelo do hepatécito
resistente e tratados com maltodextrina ou lipidios estruturados durante a etapa de
promoc¢ao da hepatocarcinogénese. Animal NI: 1 animal; Grupo MD: 5 animais; Grupo

EST: 6 animais.
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4.2.2. Analise macroscoépica do figado de animais submetidos ao
protocolo experimental

Apods a eutanasia, os figados foram coletados para analise macroscopica.
Foi analisada a presenca de nédulos na superficie de cada lobo do figado, assim
como em cortes com espessura de 3mm. Com relagdo aos pesos corporeos dos
ratos, tanto no inicio, como no final do experimento, ndo houve diferencas
significativas (p>0,05) entre os grupos, demonstrando auséncia de toxicidade
dos compostos estudados. A incidéncia dos nédulos macroscépicos foi de 83,3%
no grupo EST e de 100% no grupo MD, indicando que o modelo do RH foi
adequadamente aplicado. O tratamento com os EST resultou na reducéo de
33,3% no numero médio de ndédulos hepaticos macroscépicos em comparagao
aos animais que receberam MD (controles). Porém esta diferenca nao atingiu

significancia estatistica (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Pesos corporal inicial e final, bem como peso hepatico relativo,
incidéncia total de nédulos e seu numero médio do animal nao iniciado (NI) e
submetidos ao modelo do Hepatodcito Resistente, tratados com maltodextrina
(MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de promogdo da

hepatocarcinogénese.

Peso Peso Pe§ ° N médio
Grupos . Peso e Hepatico sia -
Corpéreo ! hepatico - Incidéncia de
(n) Inicial (g) Corpoéreo @) Relativo (%) nédulos
Final (9) (%)
NI (1) 82,0 288,9 10,10 3,5 0 0
MD (5) 72,7+13,2 256,3+9,6 10,7+1,9 4,2+0,7 100 72 £ 56,3
EST (6) 89,5+14,8 269,2+10,3 10,5+1,15 3,9+04 83,3 48425

Dados apresentados na forma de média £ desvio padrao da média. Normalizagao dos dados testada
pelo teste Shapiro — Wilk, seguido do teste estatistico t Student.
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4.3. Morfometria de lesbes pré neoplasicas positivas para
GST-P.

O grupo EST apresentou uma redugdo no numero de lesbes em
remodelacao e total GSTP-P+, quando comparado com o grupo MD (p<0,05).
Em relacdo % de area ocupada por LPN persistentes e total GST-P+, houve uma
reducao no grupo tratado com EST de 40,3% e 38,1% respectivamente, quando
comparado com o grupo MD, porém sem diferenga estatistica. Em relacéo ao
tamanho médio das lesbes, ndo houve diferenca entre os grupos (p>0,05). Nao

foram observadas lesées GSTP+ no animal ndo iniciado. (Tabela 3).

Tabela 3. Analise morfométrica de lesbes preneoplasicas GSTP* em
animais submetidos ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com
maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na fase de promocéo da

hepatocarcinogénese.

Numero LPN Tamanho médio (mm2) % de area ocupada por LPN
Grupos GST-P*/ cm2 GST-P*
(n) rpLPN
Total pLPN rLPN Total pLPN rLPN Total pLPN

MD (5) ©61,6+184 22,8+#8,3 38,7¢+13,0 0,2+0,0 0,5+0,1 0,1+0,0 17,3+6,1 10,9453 6,3+3,6

EST(6) 32,0£160* 12,8t87  440:113* 03202 05:0,3 02:0,1 10,7467 6,5¢3,9 4,243,

"Diferenga em relagao ao grupo MD. Normalizagdo dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk,
seguido do teste estatistico t Student. Dados expressos na forma de média + desvio padrao da
média. pLPN = lesGes preneoplasicas persistentes, rLPN = lesbGes preneoplasicas em

remodelagéo.

50



4.4. Avaliacao da proliferacao celular

A avaliagdo da proliferagdo celular por meio da marcagdo do antigeno
nuclear de proliferagédo celular (PCNA) mostrou que os grupos tratados com MD
e EST apresentaram maior (p<0,05) porcentagem de nucleos marcados para
PCNA tanto nas pLPN, como nas rLPN, em comparagado ao surrounding do
respectivo grupo. O grupo tratado com lipidios estruturados apresentou 30% e
45% menos nucleos marcados PCNA+ em comparag¢ao ao grupo tratado com
MD tanto em pLPN, como nas rLPN, respectivamente. Porém, essa diferenca

nao atingiu diferenga estatistica (p>0,05).

Tabela 4. Avaliacdo do indice de proliferagdo (porcentagem de nucleos
marcados com PCNA) em lesbes pré-neoplasicas persistentes (pLPN), em
remodelagdo (rLPN), assim como em tecido nao pré-neoplasico ao redor das
mesmas (surrounding) nos cortes histoldgicos hepaticos de animais submetidos
ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) e lipidios estruturados

(EST) na etapa de promogéo da hepatocarcinogénese.

indice de proliferagao
(% de nucleos marcados com PCNA)

Grupos (n) Total Surrounding PLPN rLPN
MD (5) 18,054 6,6 3,2 21,2 +5,7* 12,8 £ 5,4*
EST (6) 11,4+ 3,6 39126 14,7 £ 6,1* 7,0 £ 3,9

Dados expressos na forma de média + desvio padrao; *Diferenga em relagdo ao surrounding
no mesmo grupo, de acordo com teste de normalizagdo dos dados testada pelo teste Shapiro —
Wilk, seguido do teste estatistico t Student.
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4.5. Avaliacao da apoptose

Em relacdo a apoptose, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos experimentais em relagdo a porcentagem de corpusculos
apoptéticos (p>0,05). Da mesma forma, os grupos MD e EST n&o apresentaram
diferenca estatistica significante em relagéo a % de corpusculos apoptéticos nas
pLPN nem nas rLPN, em comparagdo com o surrounding do respectivo grupo
(p>0,05).

Tabela 5. Avaliacdo do indice apoptdético (porcentagem de corpusculos
apoptoticos), em lesdes totais, lesdes pré neoplasicas persistentes (pLPN) e em
remodelagdo (rLPN), assim como em tecido ndo pré-neoplasico distante das
mesmas (surrounding) nos cortes histoldgicos hepaticos de animais submetidos
ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) e lipidios estruturados

(EST) na etapa de promogéo da hepatocarcinogénese.

indice apoptético
(% de corpusculos apoptoticos)

Grupos (n) Lesao Total Surrounding pLPN rLPN
MD (5) 0,79+ 4,34 0,08 + 0,98 0,85+5,72 0,5+2,76
EST (6) 0,46 + 3,77 0,1+1,41 0,49+487 0,43+3,52

Dados expressos na forma de média + desvio padrao da média. pLPN= lesées preneoplasicas
persistentes, rLPN=lesdes preneoplasicas em remodelagdo. Normalizagdo dos dados testada
pelo teste Shapiro — Wilk, seguido do teste estatistico t Student.
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4.6. Determinacao das concentragoes hepaticas de acido
butirico e acido caprilico

Foram também determinadas as concentragdes de acido caprilico (AC) e
de acido butirico (AB) no tecido hepatico dos animais submetidos ao modelo do
RH e tratados com MD ou EST durante a fase de promocido da
hepatocarcinogénese. Em relacdo as concentragcdes hepaticas de acido
caprilico, observa-se que os animais do grupo EST, como esperado,
apresentaram maiores concentragdes em relagao aos animais do grupo MD (p <
0,05) (Figura 5 i). No que diz respeito ao acido butirico, o grupo EST, também
como esperado, apresentou maior concentragao hepatica (p < 0,05) em relagéo

ao grupo MD (Figura 5 ii).
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#Diferenga em relagao ao grupo MD. Normalizagao dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk,
seguido do teste estatistico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 6 animais.

Figura 5. Concentragbes hepaticas de (i): acido caprilico e (ii): acido butirico no tecido
hepatico em ratos submetidos ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou

lipidios estruturados (EST) na etapa de promocgao da hepatocarcinogénese.
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4.7. Ensaio do cometa neutro

Na Figura 6 € possivel observar que os animais que receberam o tratamento
com lipidios estruturados apresentaram cometas de comprimentos menores

(p<0,05), quando comparados aos animais que receberam maltodextrina.
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* Diferenga em relagéo ao grupo MD. Normalizagdo dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk,
seguido do teste estatistico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 5 animais.

Figura 6. Média do comprimento dos cometas em uym dos figados dos animais
submetidos ao modelo do RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados

(EST) na etapa de promogao da hepatocarcinogénese.
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4.8. Westen blot do figado dos animais

4.8.1.Quantificagao da histona y-H2AX

Com o objetivo de avaliar a agao dos lipidios estruturados na diminui¢gao
dos danos no DNA, foi feita a marcacao por western blot da histona y-H2AX. Na
Figura 7 € possivel observar que os animais que receberam o tratamento com
lipidios estruturados, apresentaram menores niveis de y-H2AX (p<0,05), quando

comparados aos animais que receberam maltodextrina.
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* Diferenga em relag&o ao grupo MD. Normalizag&o dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk,
seguido do teste estatistico t Student. Grupo MD: 5 animais; Grupo EST: 5 animais.

Figura 7. Quantificagdo de y-H2AX dos figados dos animais submetidos ao modelo do
RH e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de

promocao da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios Estruturados (EST).

55



4.8.2.Quantificagao da proteina p53 total

Na Figura 8 observa-se a marcacdo da quantidade total de p53 por
western blot. Houve um aumento de 27% de p53 no grupo tratado com lipidios

estruturados, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significante
(p<0,05).
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Normalizagao dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk, seguido do teste estatistico t Student.

Figura 8. niveis de p53 dos figados dos animais submetidos ao modelo do RH e
tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de promogao

da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios Estruturados (EST). Grupo MD: 5
animais; Grupo EST: 5 animais.
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4.8.3.Quantificagcao da proteina p53 nuclear

A localizacao nuclear da proteina p53 envolve sua agcao em diversas vias
relacionadas com mecanismos quimiopreventivos. Na figura 9, os animais do
grupo tratado com lipidios estruturados apresentaram um aumento de 82% na
concentragdo de p53 nuclear (p<0,01) quando comparados com 0s animais

tratados com maltodextrina.
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** Diferenca em relagdo ao grupo MD. Normalizagdo dos dados testada pelo teste Shapiro —

Wilk, seguido do teste estatistico t Student.

Figura 9. niveis de p53 nuclear nos figados dos animais submetidos ao modelo do RH
e tratados com maltodextrina (MD) ou lipidios estruturados (EST) na etapa de promocgéao
da hepatocarcinogénese. Maltodextrina (MD); Lipidios Estruturados (EST). Grupo MD:

5 animais; Grupo EST: 5 animais.
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4.9. Avaliacado da proteina p53 citoplasmatica por

imunoistoquimica

De acordo com a tabela 6, € possivel observar que em ambos os grupos
tratados, notou-se maior (p<0,05) porcentagem de LPN persistentes marcadas
no citoplasma para p53 quando comparado com LPN em remodelag&o. No grupo
MD, 45% das LPN p53 positivas sao persistentes, enquanto 5% sao LPN em
remodelagdo. Ja no grupo estruturado, 30% representam LPN persistentes
positivas para p53, enquanto 4,4% representam LPN em remodelagdo. Nao
foram observadas marcagdes nas células adjacentes as lesdes (surrounding) e

nem no animal ndo submetido ao modelo do hepatdcito resistente.

Tabela 6. Porcentagem (%) de LPN persistentes e em remodelagdo com
marcagao imunoistoquimica de p53 citoplasmatica, em ratos submetidos ao
modelo do hepatécito resistente, tratados com maltodextrina (MD) e lipidios
estruturados (EST).

Grupos (n) % de pLPN p53* % de rLPN p53*
MD (5) 45+ 24,9 5039
EST (6) 30,7 £ 18,2 44+55

MD EST
100-
80- .
60 7
40
20
0- I-—lLl T
S N S N
S £

* Diferenca entre pLPN e rLPN no grupo MD. # Diferenga entre pLPN e rLPN no grupo

EST. Normalizagcdo dos dados testada pelo teste Shapiro — Wilk, seguido do teste estatistico ¢
Student.
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5. Discussao

Uma vez que o HCC apresenta mau prognéstico por ser diagnosticado em
fase avangcada, torna-se necessaria a busca por novos agentes
quimiopreventivos. A tributirina apresenta efeitos positivos na quimioprevencéao
da hepatocarcinogénese, visto que esta é responsavel pela indugéo da apoptose
e modulagado de mecanismos epigenéticos, atuando como um forte inibidor das
enzimas desacetilases de histonas (HDACis) (KUROIWA — TRZMIELINA, 2009;
DE CONTI et al., 2012; SHARMA, TOLLEFSBOL, 2022). A combinagdo de
compostos bioativos pode fornecer inumeras vantagens no que tange a
quimioprevengdo, como o aumento da eficacia e biodisponibilidade de
determinada substancia. Essas propriedades sdo esperadas com os lipidios

estruturados obtidos a partir da interesterificagao da tributirina com a tricaprilina.

Tendo em vista estudos do grupo que demonstram atividade
quimiopreventiva da tributirina, a reagao de interesterificacdo para a obtencao
dos EST foi direcionada para que a maior parte dos lipidios estruturados
formados fosse tal que, quando hidrolisados fornecessem moléculas de acido
butirico e acido caprilico na proporgéo 2:1 (KUROIWA — TRZMIELINA, 2009; DE
CONTl et al., 2012; HEIDOR et al., 2014). A reagao teve como produto diferentes
triacilglicerois, sendo eles: BBC/BCB triacilglicerdis compostos por dois acidos
butiricos e um acido caprilico;, CCB/CBC triacilglicer6is compostos por dois
acidos caprilicos e um acido butirico. Dado o direcionamento da reagao, foi
observada uma proporgao maior na formagao de triacilgliceréis do tipo BBC/BCB
em relagdo ao BCC/CBC. Além disso, a presenca elevada de BBB pode estar
relacionada com o excesso de tributirina adicionada para potencializar a reagao,
assim como com a ineficiéncia da enzima na hidrdlise do triacilglicerol. Tanto a
tributirina como a tricaprilina apresentaram em sua composi¢cao somente acido

butirico e acido caprilico, respectivamente.

N&o foram observadas diferengas entre os grupos tratados em relagéo
a evolucao do peso corporal dos animais, nem ao peso hepatico relativo no final

do experimento, confirmando que ndo houve efeitos deletérios prejudiciais a
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saude, e nem toxicidade pela administragdo das dosagens utilizadas dos
tratamentos. Além disso, a auséncia de variagdo nos pesos indica que a
maltodextrina atua como um adequado controle isocalérico (de CONTI et al.,
2012; HEIDOR et al., 2014).

Em relagdo a analise das lesbes pré neoplasicas, o grupo tratado com
lipidios estruturados mostrou atividade quimiopreventiva, uma vez que
apresentou redugcdo no numero de lesbes em remodelacéo e total GSTP-P+,
quando comparado com o grupo MD. Uma das hipéteses para tais achados € o
aumento nas concentragdes de AB no figado destes animais. Kuroiwa-trzmielina
e colaboradores (2009) demonstraram que o tratamento com tributirina
(200mg/100g de p.c), administrado na fase de iniciagdo e promogao resultou em
menor area de pLPN no grupo tratado quando comparado ao grupo controle.
Apesar da auséncia de diferenca estatistica, a porcentagem de area ocupada
por pLPN e total GST-P+ foi menor no grupo EST quando comparado ao grupo
MD. A auséncia de diferengas estatisticas significativas pode estar relacionada
com o alto desvio padréo entre os animais, devido ao numero reduzido de
amostras, em decorréncia da exacerbada mortalidade durante a aplicacdo do
modelo RH. Por outro lado, a utilizagdo de animais isogénicos com uniformidade
fenotipica e genotipica, como os Rattus norvegicus Fischer 344, possui grandes
vantagens experimentais, que permite a redugdo do numero de animais nos

experimentos.

A morte dos animais ocorreu, em geral, minutos apds a hepatectomia.
Estes apresentavam respiracdo nao aprofundada, indicando que a
metabolizagcdo de ambos, analgésico metadona (administrado 10 minutos antes
da cirurgia) e anestésico isoflurano, estava comprometida. Isso pode estar
relacionado com o metabolismo destes farmacos, que ocorre no figado por meio
da via metabdlica envolvendo as enzimas do sistema citocromo P450 (YOUNIS
et al., 2019; SAFARI et al., 2015; MANGO et al., 2022). A metadona é
metabolizada principalmente no figado; a etapa principal consiste na N-
desmetilacdo pelas CYP3A4, CYP2D6 e CYP1A2. Ja o isoflurano ¢é
metabolizado pela enzima CYP2E1 a um intermediario reativo trifluoroacetilado
(TFA) (FERRARI et al., 2004; LIVERTOX, 2018). Deste modo, uma hipodtese &
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que o figado remanescente apos a hepatectomia parcial a 70% comprometido
pela administracido da DEN e 2-AAF, nao foi capaz de suprir as necessidades

de metabolizagdo concomitante do analgésico e anestésico.

Durante a hepatocarcinogénese, as células neoplasicas sofrem um
aumento na taxa de proliferagao celular e apoptose quando comparadas com as
células nao-neoplasicas (surrounding) (GRASL-KRAUPP et al., 1997). Essa
informagao é apoiada por diversos trabalhos do grupo (ESPINDOLA et al., 2005;
ONG et al., 2006; KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009; de CONTI et al., 2011).
No presente estudo, a avaliagao do indice de proliferacdo celular resultou em
diferencgas estatisticas entre o surrounding do mesmo grupo em ambos os tipos
de lesbes. Por outro lado, apesar do grupo tratado com EST ter apresentado
uma maior porcentagem de corpusculos apoptéticos em comparagdo ao
surrounding do mesmo grupo tanto em pLPN, como nas rLPN, ndo houve
diferenca estatistica. Vale ressaltar que, estudos do grupo mostraram indugao
da apoptose pela administragao de tributirina em modelos in vivo nas fases
iniciais da hepatocarcinogénese (KUROIWA — TRZMIELINA, 2009; DE CONTI
et al.,, 2012) e, além disso, o estudo in vitro realizado por NARAYANAN e
colaboradores (2015) mostra atividade antineoplasica por meio da indugao da

apoptose em células neoplasicas tratadas com acido caprilico.

As agdes quimiopreventivas do acido butirico ja sdo bem descritas na
literatura, porém, devido as suas caracteristicas farmacocinéticas, a sua
administracao oral torna-se limitada. Estudos demonstram que a tributirina, pro-
farmaco do acido butirico, fornece concentragdes significativas de AB no figado,
capazes de exercer sua fungdo antineoplasica (KUROIWA-TRZMIELINA et al.,
2009; de CONTI et al., 2011; NA, SEOK, HA, 2021). Para confirmar tais dados,
foi realizada a quantificagdo de AB e AC no figado dos grupos tratados e, como
esperado, o grupo EST apresentou maior (p < 0,05) concentragado de AC e AB
por grama de tecido hepatico em relagdo ao grupo controle MD. Nos grupos
tratados a maior concentragdo de AB quando comparada com a concentragao
de AC pode ser resultado da fermentacao de fibras dietéticas pelas bactérias

colénicas do intestino, que tem como um dos produtos finais o butirato.
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Por outro lado, a acdo do acido capriico no processo da
hepatocarcinogénese permanece desconhecida. A literatura carece de
informacgdes neste sentido. Em um estudo in vitro com acidos graxos de cadeia
média, o AC demonstrou atividade antineoplasica significativa em células
humanas de cancer colorretal, de pele e de mama (NARAYANAN et al., 2015).
O AC também demonstrou atividade em tumores gliais de alto grau (HGGs) e
glioblastoma multiforme (GBM), os quais estao entre os canceres mais malignos
conhecidos. Durante a terapia metabdlica cetogénica classica, a utilizagao de
AC pode fortalecer as acdes antitumorais e reduzir a toxicidade sistémica pela
programacao diferencial das vias mitocondriais e outras vias metabdlicas
(ALTINOZ, OZPINAR, SEYFRIED, 2020; DAMIANO et al., 2020). Até o momento
nao foram encontrados estudos publicados que avaliem in vivo as suas acgdes

observadas in vitro.

Danos no DNA ocorrem quando o reparo da cromatina € incompleto ou
impossivel de ser realizado, sendo originado, muitas vezes, pela presenca de
substancias pré-oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (ROS)
(SUROVA; ZHIVOTOVSKY, 2013; Jl et al., 2022). A presenga de ROS é capaz
de modificar biomoléculas como o DNA, podendo causar mutagdes em genes
importantes tais como supressores de tumor e/ou proto-oncogenes e assim
estimular a formagédo de neoplasias (HEIDOR, et al., 2014; NI et al., 2019;
ZHANG et al, 2022). Sob condi¢des fisiologicas, os niveis de ROS séao
rigidamente controlados para manter a homeostase celular normal e as fungdes
biologicas essenciais pela acdo de enzimas antioxidantes. Ja na presenca de
danos, os mecanismos de reparo sdo determinados por diferentes vias de
sinalizagdo, como por exemplo a via de resposta ao dano no DNA (DDR). DDR
€ uma cascata de transducéao de sinal homeostatica que ativa as vias de reparo
do DNA em resposta a varios tipos de danos (NI et al.,, 2019). Com isso, no
presente estudo, optou-se por usar o ensaio do cometa na sua versédo neutra,
pois ele permite a analise da quebra das fitas simples e dupla do DNA, que é
sempre seguida pela fosforilagdo da histona H2AX (ABRAMENKOVS et al.,
2022).

Como resultado, observou-se comprimentos de cometas menores no

62



figado dos animais do grupo EST, o que pode estar relacionado com agéo dos
lipidios estruturados na redugao de danos no DNA. O estudo realizado com ratos
submetidos ao modelo do hepatdcito resistente e tratados com lipidios
estruturados obtidos a partir da tributirina e 6leo de linhaga, mostrou redugao no
comprimento dos cometas nas amostras de figado do grupo tratado. Os autores
sugerem que esse resultado pode ser devido ao aumento da expressdo de
enzimas antioxidantes e maior eficiéncia no processo de reparo do DNA devido

a presenca do acido butirico em sua estrutura (ORTEGA et al., 2021).

A proteina Ataxia-telangiectasia mutada (ATM) esta diretamente
associada ao mecanismo celular de resposta a lesdes. A ATM exerce sua fungao
atuando nas proteinas-chave do ciclo celular que s&o induzidas em resposta a
uma variedade de estimulos, incluindo o estresse oxidativo, por meio da
fosforilagdo de seus alvos, como por exemplo a fosforilacido da histona H2AX.
Os sinais iniciados por y-H2AX e outros sensores sao transmitidos para
proteinas transdutoras, como a quinase Chk2, as quais regulam varias
moléculas efetoras, como por exemplo a proteina supressora de tumor p53 (NI
et al., 2019).

A variante histona H2AX € um componente essencial do nucleossomo
responsavel por iniciar as etapas do processo de reparo do DNA, mantendo a
estabilidade gendmica através da iniciagdo de uma cascata de sinalizagdo que
atua coletivamente para promover o reparo da quebra da fita dupla do DNA (LIU
et al.,, 2022). A y-H2AX tem sido considerada um indicador adequado para
avaliar danos no DNA (SCHUTZ, STOPE, BEKESCHUS, 2021). No presente
estudo, além da redugdo no comprimento dos cometas, o grupo tratado com
lipidios estruturados apresentou niveis menores da histona H2AX na sua forma
fosforilada (y-H2AX), quando comparado ao grupo controle. Essa diminuicao
pode ser atribuida a administragcdo dos EST, sugerindo que o tratamento
apresentou diminuicdo na producado de substancias pro-oxidantes ou maior

eficiéncia no processo de reparo do DNA.

Os inibidores de enzimas desacetilases de histonas (HDACis), como o

acido butirico, exibem efeitos antiproliferativos seletivos em células
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geneticamente danificadas e podem aumentar a sensibilidade das células
neoplasicas a agentes genotdxicos. Usando o ensaio do cometa, bem como a
marcacao de yH2AX, o estudo realizado por GNEDINA e colaboradores (2022)
mostrou que o butirato de sddio inibiu o reparo da quebra de fita dupla do DNA
(DSB) em células alteradas, mas ndo em células normais. A n&o agdo dos
HDACIis em células normais apresentou as vantagens de HDACis em terapia de
combinagdo com agentes genotoxicos para aumentar seletivamente sua

atividade citotoxica em células neoplasicas.

TAKAI e coloboradores (2004) demonstraram a partir da avaliagao de seis
linhagens de células de cancer endometrial que os inibidores de HDAC
(HDACIs), como o butirato de soédio, inibem a proliferacdo de células
neoplasicas, estimula a apoptose e induz a parada do ciclo celular. Os resultados
obtidos pelo grupo sugerem que os HDACIs sao eficazes na inibigdo do
crescimento de células de cancer endometrial in vitro e em camundongos nude,
sem efeitos colaterais toxicos. Essa descoberta impacta na possibilidade de que
os HDACIs possam ser particularmente eficazes no tratamento de cancer de

endométrio.

Diversos estudos ja verificaram atividades de diferentes compostos
bioativos relacionadas a protegdo contra danos no DNA. A Theabrownin, um
componente bioativo do cha verde, € conhecida por melhorar o metabolismo
lipidico e reduzir o nivel de colesterol do figado. O estudo realizado por Xu e
colaboradores (2021) revelou que a Theabrownin exibiu efeitos inibitorios
significativos nas células SK-Hep-1, HepG2 e Huh7 de HCC. Os achados
demonstraram que a TB suprimiu significativamente o crescimento do tumor nas
células SKHep-1, além de induzir a senescéncia celular e apoptose através da
ativacdao pela fosforilagdo da cascata ATM-H2AX-Chk2-p53. Outro estudo
realizado por Kim e colaboradores (2022) avaliou a redugdo de danos no DNA
pela administracdo do composto natural Pentagalloylglicose (PGG) em células
de cancer de pulméao resistentes a cisplatina. Os autores concluiram que a PGG
induziu a apoptose por meio da regulagao positiva das proteinas y-H2AX, pCHK2
e p53.
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Com o objetivo de avaliar caracteristicas biolégicas de dois extratos
enriquecidos com polifendis em células endoteliais da veia umbilical humana
expostas a condigdes hiperglicémicas, Lelciu e colaboradores (2021) avaliou a
quantificacdo do estresse oxidativo e expressdes de NF-kB, pNF-kB, HIF-1a e
y-H2AX. Os resultados mostraram que a exposi¢do a hiperglicemia induziu o
estresse oxidativo e consequentemente lesdes no DNA. Os extratos
enriquecidos com polifendis demonstraram uma redugao significativa do
estresse oxidativo e da formacao de y-H2AX, sugerindo seu papel protetor nas

células endoteliais na hiperglicemia.

A shiconina, um fitoterapico chinés (raiz seca de Lithospermum
erythrorhizon), pode inibir a atividade celular, induzir o dano oxidativo e promover
a senescéncia celular de células neoplasicas por meio da ativacdo da via de
sinalizagdo p53/p21. Com o objetivo de investigar a acdo desse composto no
cancer de pulmao, os autores utilizaram células de adenocarcinoma do pulmao,
cultivadas por 12 h, 24 h e 48 h com diferentes concentragdes de shiconina (0
gm, 2 ym e 4 ym), respectivamente. Os niveis de expressao das proteinas p-
H2AX, p53 e p21 foram avaliados. Como resultado, os pesquisadores
observaram que os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os niveis de
expressdao de p-H2AX, p53 e p21 aumentaram significativamente (p<0,05)

conforme o aumento da concentragdo do fitoterapico (LIWEN et al., 2022).

Um dos mecanismos envolvidos na protegao contra danos no DNA ocorre
por meio da proteina p53, a qual é responsavel pela ativagdo de centenas de
genes envolvidos nesse processo (PARRALES, IWAKUMA, 2015; WANG et al.,
2022). Estudos realizados pelo nosso grupo indicam que a tributirina atua na
retencao de P53 no nucleo (ORTEGA et al., 2016). Uma vez que a localizagao
da P53 esta relacionada com a sua fungao bioldgica, a presencga desta no nucleo
potencializa o desempenho de sua fungdo como guardia do genoma (O'BRATE,
GIANNAKAKOQU, 2003; KONG et al., 2022).

Em condigdes normais, a proteina p53 esta em concentragcbes nao
detectaveis no nucleo, uma vez que sua regulacdo esta relacionada a sua

degradacgao citoplasmatica. A sua presenca no nucleo acontece devido a
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resposta ao estresse celular (KULEAPE et al., 2022). Os resultados obtidos
neste experimento mostraram niveis maiores desta proteina no nucleo do grupo
tratado com lipidios estruturados, o que indica que o tratamento com EST pode
estar atuando na translocacéo da proteina frente ao dano que os animais foram
expostos. A regulacédo da p53 € necessaria para a resposta adequada ao tipo de
estresse e € mediada por modificagdes pds-traducionais, incluindo fosforilagao,
acetilagao, entre outras. Com isso, a presenca da p53 no nucleo no presente
estudo pode estar relacionada com mecanismos epigenéticos em virtude da
acdo da administracdo dos ESTs (ORTEGA et al., 2016; HERNANDEZ
BORRERO, EL-DEIRY, 2021).

Estudos mostram que a combinagao entre inibidores de HDACs amplifica
a atividade antitumoral possivelmente induzindo hiperacetilagdo de p53,
sugerindo que o tratamento com este tipo de combinagdo pode ser uma
estratégia eficaz (PALANI, BECK, SONNEMANN, 2012; TOMICIC, DAWOOD,
EFFERT, 2021). Um estudo investigou a eficacia in vivo do butirato de sddio e
da tributirina administrados via oral, na inibicdo do crescimento do cancer de
préstata. Os autores demonstraram uma acgao efetiva por parte dos inibidores de
HDACs no cancer de prostata humano por meio da inibicdo do crescimento
celular e mecanismos proé-apoptéticos. Os resultados apresentados fornecem
informacgdes importantes para a aplicacdo dessas substdncias em ensaios
clinicos bem controlados em pacientes com alto risco de recorréncia apds terapia
especifica ou em pacientes com cancer de préstata avancado (KUEFER et al.,
2004).

Um estudo realizado com o knockdown da peroxirredoxina-5 (Prdx5), uma
enzima antioxidante citoprotetora que inibe o acumulo de peréxido endégeno ou
exogeno, resultou em aumento da acetilacdo de p53 nos residuos K379 e K382,
aumentando a estabilidade de p53 no nucleo e o desempenho de suas funcdes.
A ativacdo de p53 por acetilagdo sugere que a sua desacetilacdo pode
desempenhar um papel vital na regulagdo negativa da atividade da proteina
REED, QUELLE, 2014). No entanto, outro estudo realizado com células
neuronais, mostrou que a acetilacédo de p53 nos residuos K381 e K382 inibiu

especificamente a morte celular induzida por danos no DNA mediada por p53,
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sugerindo que a acetilagdo da proteina p53 depende do contexto e do tipo de
célula (AGBORBESONG et al., 2022).

As proteinas de transporte nuclear, importinas e exportinas, podem
desempenhar um papel importante no cancer (MAHIPAL, MALAFA, 2016). Elas
atuam na localizag¢ao subcelular de moléculas criticas, como a proteina p53, por
meio do transporte nucleocitoplasmatico (MEHMOOD et al.,, 2021). Estes
processos intracelulares implicam em varios cenarios dentro da célula, incluindo
motilidade celular, regulagdo do ciclo celular e apoptose, contribuindo no
processo da carcinogénese. Em canceres de ovario, cervical, pancreatico,
pulmao, gastrico, carcinoma hepatocelular e mama, foi detectado um aumento
no nivel de expresséo da proteina exportina e foi relatado que esse aumento foi
associado a metastase, aumento do tamanho do tumor, grau histolégico e
diminuicdo da sobrevida global (KIM, MORDOVKINA, SOROKIN, 2022). O
estudo realizado por Ortega e colaboradores (2016) mostrou que tanto ratos
submetidos ao modelo do hepatacito resistente e tratados com tributirina durante
a fase de promog¢ao, quanto células de HCC de rato e humano tratadas com
butirato de sédio, demostraram reduc¢ao na interagao entre a ligagéo da exportina
CRM1 e proteina p53. Isso pode resultar em um acumulo nuclear da proteina

p53 e aumento das suas fungdes antineoplasicas.

A inativacido da proteina p53 € uma das caracteristicas mais comuns em
canceres humanos. Um dos mecanismos envolvidos € a inativagdo da proteina
quando mantida no citoplasma. Assim, p53 ndo pode se deslocar livremente para
0 nucleo para realizar suas fungdes supressoras de tumor como fator de
transcrigdo (ELWAKEEL, 2022). Os resultados referentes a imunoistoquimica da
p53 demonstraram um acumulo da proteina no citoplasma dos hepatécitos nas
lesdes pré neoplasicas, principalmente nas lesdes persistentes, mas néo nas
células adjacentes (surrounding). Este dado vai ao encontro dos resultados
obtidos pelo grupo anteriormente (MAZZANTINI, de CONTI, MORENO, 2008;
KUROIWA-TRZMIELINA et al., 2009) Este acumulo pode estar relacionado com
a condicao patologica das lesdes, uma vez que em ambos 0s grupos ha uma
presenca maior nas lesdes persistentes, as quais estdo relacionadas com a

progressao da doenga. Com isso, sugere-se que essa caracteristica pode estar
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envolvida com a perda da fungao da proteina p53 decorrente do seu acumulo no
citoplasma. O mascaramento de sinais de importagao ou exportagcao nuclear,
seja por mudancas na conformacgao de tetramero da proteina ou pela ligagao a
outra proteina, fornece um mecanismo rapido e eficiente para prevenir o
reconhecimento do sinal pela maquinaria de transporte nuclear. Uma hipotese é
que o transporte nuclear-citoplasmatico de p53 pode ser regulado por diferentes
modificagdes, entre elas modificacdes epigenéticas. A sua ligagdo com outros
fatores pode dificultar sua marcagao nuclear. Além da p53, é possivel que outros
supressores tumorais também sejam sequestrados no citoplasma por
associagao com parceiros de ligagcdo (FABBRO; HENDERSON, 2003). Apesar
de nao significativa, a diminuicao da p53 citoplasmatica tanto nas pLPN quanto
nas rLPN podem estar associadas a estabilizagao da proteina no nucleo devido
a administracao dos lipidios estruturados, uma vez que o acido butirico possui

acao neste contexto.

Os estudos apresentados e discutidos até o momento corroboram com os
resultados obtidos nessa pesquisa, uma vez que os danos no DNA sao eventos
importantes durante o processo da carcinogénese. As atividades
quimiopreventivas observadas podem estar relacionadas tanto com as
concentragcdes hepaticas observadas no grupo tratado com lipidios estruturados
de acido butirico, que possui acdes quimiopreventivas bem estabelecidas na
literatura, inclusive com mecanismos envolvendo o reparo do DNA, quanto com
as concentragdes hepaticas de acido caprilico. Em relagdo ao AC, um estudo
anterior do nosso grupo no qual somente a tricaprilina foi administrada em
animais durante as fases de iniciacdo e promogao da hepatocarcinogénese,
mostrou atividades quimiopreventivas in vivo pela agao do acido caprilico (dados

nao publicados).

A estruturagdo a partir da tributirina e tricaprilina resultou em um lipidio
estruturado inovador com acdes quimiopreventivas na fase de promogao da
hepatocarcinogénese experimental. O aumento nas concentragdes hepaticas de
acido butirico e acido caprilico no figado dos animais tratados com EST resultou
na minimizag&o dos danos no DNA. A diminui¢do da y-h2AX indica que ha uma

diminui¢cdo na formacao de danos no DNA, possivelmente pela diminuicdo do
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estresse oxidativo por meio da acao do acido butirico e, talvez, do acido caprilico,
como substancias antioxidantes. Paralelo a isso, o estudo mostrou acumulo da
proteina p53 no nucleo, que pode estar relacionado com mecanismos
epigenéticos, como a acetilagdo, que estabiliza a proteina no nucleo e faz com
que ela desempenhe seu papel como guardid do genoma, induzindo a parada
do ciclo celular de células neoplasicas, por exemplo. Apesar de nao significativa,
a diminuigdo da p53 nas pLPN no grupo EST avaliado por imunoistoquimica
pode ser um indicativo de que a proteina p53 estd mais no nucleo devido a
administracdo dos EST, seja pela acetilagdo da proteina, ou por mecanismos
envolvendo as proteinas importina e exportina, uma vez que ha dados na
literatura mostrando a ag¢do do acido butirico neste contexto. Estes sao
mecanismos importantes a serem elucidados, uma vez que a falta de reparo no
DNA danificado contribui com o processo da carcinogénese, diminuindo a

manutencgao da estabilidade genémica e resultando na progressao do cancer.
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6. Conclusao

Lipidios estruturados produzidos por interesterificagdo enzimatica da TB
com TC exercem atividade quimiopreventiva modulando vias relacionadas ao
reparo do DNA em ratos Fischer-344 tratados durante a fase de promocéo da
hepatocarcinogénese. Tais achados séo sustentados pela atuagado dos EST em
mecanismos envolvendo a proteina p53 e sua presenca no nucleo, onde
desenvolve sua fungdo como protetora do genoma. Este achado é apoiado pela
diminuicdo dos danos no ensaio do cometa neutro, aumento dos niveis da
proteina p53 no nucleo e diminuigao da fosforilagdo da H2AX, um importante

marcador de lesdes no DNA.
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8. Anexos

ANEXO |

NI MD EST

Anexo I: Imagem representativa da macroscopia dos figados dos animais do
grupo nao iniciado (NI) e dos grupos submetidos ao modelo do hepatdcito
resistente (RH) tratados com maltodextrina (MD) e lipidios estruturados (EST),
na fase de promogéao da hepatocarcinogénese.
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ANEXOIII

Anexo lI: Imagens representativas de LPN persistente (A) e LPN em
remodelagao (B) (Objetiva 10x).
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ANEXO il

Anexo lll: Imagem representativa de corpusculos apoptoéticos (Objetiva 40x).
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ANEXO IV

Anexo IV: Imagem representativa de células marcadas com PCNA na dupla
marcagao com GSTP+ (Objetiva 40x).
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ANEXO V

Anexo V: Imagem representativa do cometa neutro (Objetiva 40x).
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ANEXO VI

Anexo VI: Imagem representativa da marcagao citoplasmatica da proteina p53
(Objetiva 40x).

92



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

CEUA/FCF 021.2018-P565
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Eventual atividade
quimiopreventiva de lipidios estruturados obtidos a partir da tributirina e
tricaprilina na fase de promogéao da hepatocarcinogénese, registrada com o n°
565, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a) Thais Pereira D'Amico, sob
orientagé&o do(a) Prof. Dr. Fernando Salvador Moreno - que envolve produgio
Ou manutencao ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto Federal n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e das normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), em reunido
de 13 de abril de 2018.

Finalidade Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo | 01/05/2018 a 31/05/2020
Espécieflinhagem/raga | Rato Fischer - 344

Numero de animais 34 "
Peso/ldade 80-90g; 21 diac
Sexo Macho

Origem Biotério — CEMIB-UNICAMP

Conforme a legislagao vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatério final.

Sao Paulo, 03 de maio de 2018,
5 /7{’/4_4 é// /acq/ 0
Profa. Dra. Sabrind Ep pﬁanio
Vice-Coordenadora da CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-800, S30 Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: ceuafcf@usp br


https://digital-camscanner.onelink.me/P3GL/g26ffx3k

	PARTE 1
	UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO
	FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS

	UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO
	FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS
	1o. examinador
	3o. examinador
	Resumo
	Agradecimentos
	Lista de Abreviaturas
	Lista de Tabelas
	Lista de Figuras
	Sumário
	1. INTRODUÇÃO 17
	2. OBJETIVO 34
	3. MATERIAL E MÉTODOS 35
	4. RESULTADOS 45
	5. DISCUSSÃO 59
	6. CONCLUSÃO 70
	8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 71




	parte 2
	4. Resultados
	4.1. Caracterização dos lipídios estruturados
	4.2. Ensaio in vivo
	4.2.1. Peso corpóreo e hepático dos animais
	4.2.2. Análise macroscópica do fígado de animais submetidos ao protocolo experimental
	4.3. Morfometria de lesões pré neoplásicas positivas para GST-P.
	4.7. Ensaio do cometa neutro
	4.8. Westen blot do fígado dos animais
	4.8.1. Quantificação da histona ƴ-H2AX
	4.8.2. Quantificação da proteína p53 total
	4.8.3. Quantificação da proteína p53 nuclear
	4.9. Avaliação da proteína p53 citoplasmática por imunoistoquímica
	De acordo com a tabela 6, é possível observar que em ambos os grupos tratados, notou-se maior (p<0,05) porcentagem de LPN persistentes marcadas no citoplasma para p53 quando comparado com LPN em remodelação. No grupo MD, 45% das LPN p53 positivas são ...
	Tabela 6. Porcentagem (%) de LPN persistentes e em remodelação com marcação imunoistoquímica de p53 citoplasmática, em ratos submetidos ao modelo do hepatócito resistente, tratados com maltodextrina (MD) e lipídios estruturados (EST).
	* Diferença entre pLPN e rLPN no grupo MD. # Diferença entre pLPN e rLPN no grupo EST. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t Student.
	* Diferença entre pLPN e rLPN no grupo MD. # Diferença entre pLPN e rLPN no grupo EST. Normalização dos dados testada pelo teste Shapiro – Wilk, seguido do teste estatístico t Student.
	5. Discussão
	HONG W., SPORN M. Recent advances in chemoprevention of cancer. Science. 5340 ; 1073-1077, 1997.
	STELIOU K. et al. Butyrate Histone Deacetylase Inhibitors. Bio Research, v. 4, n.192 – 198, 2012.

	CamScanner 11-21-2022 16.39_1 (1)

