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RESUMO

O CLA cis-9, trans-11 é considerado um agente anticarcinogénico em determinados tipos de
cancer através da inibicdo da proliferacdo celular e por induzir a apoptose das células
tumorais. Objetivou-se com este estudo analisar a expressdo de genes responsaveis pela
regulacao do ciclo celular e apoptose em explantes tumorais de glandula mamaria de cadelas,
cultivados com os isémeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12do acido linoleico conjugado
(CLA). Os explantes dos tumores (Tumor I: carcinoma anaplasico de mama e Tumor II:
carcninoma tubulopapilar), foram obtidos de duas cadelas, adultas, provenientes de cirurgias
de mastectomia da rotina do Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agroveterinarias.Os
explantes foram cultivados por 24h com os seguintes tratamentos: a) 75uMol/L cis-9, trans-
11 CLA; b) 75 uMol/L trans-10, cis-12 CLA e; c) Controle: Meio de cultivo + albumina
sérica bovina (BSA). Posteriormente foi extraido o RNA total, sintetizado o DNA
complementar (CDNA) e realizada a analise quantitativa da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-gPCR). Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS,
utilizando o procedimento MIXED. O tratamento CLA trans-10, cis-12, quando comparado
ao controle, aumentou a expressdo do gene que codifica a proteina quinase CDK1 em ambos
0s tumores e o tratamento CLA cis-9, trans-1laumentou em 110%quando comparado ao
controle a expressdo génica do gene que codifica a proteina pré-apoptética BAX no tumor |1
(P=0,0001). Nao houve efeito dos tratamentos sobre a expressdo do gene anti-apoptotico Bcl-
2 em ambos os tumores (P=0,3, tumor I;e P=0,2 tumor I1).O CLA cis-9, trans-11 estimula a
apoptose no carcinoma tubulopapilar e o0 CLA trans-10, cis-12 estimula a progresséo do ciclo
celular no carcinoma anaplasico de mama e no carcinoma tubulopapilar.

Palavras-chave: Anticarcinogénico. Nutrigendmica. Cancer. Mastectomia.






ABSTRACT

The cis-9, trans-11 CLA is an anticarcinogenic in some types of cancer by inhibiting the cell
proliferation and inducing apoptosis of tumor cells. The objective of this study was to
measure the expression of genes responsible for cell cycle regulation and apoptosis in
mammary tumor explants of female canine cultured with cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12
conjugated linoleic acid isomers (CLA). Tumor mammary explants (Tumor I: anaplastic
breast carcinoma and Tumor Il: tubulopapillary carcinoma) were obtained from two adult
female canine from the routine mastectomy surgeries at the Veterinary Hospital of the
Agroveterinary Sciences Center. The explants were cultured for 24h with the following
treatments: a) 75 umol/L cis-9, trans-11 CLA; b) 75 uMol/L trans-10, cis-12 CLA and; c)
Control (Culture medium + BSA). Subsequently, total RNA was extracted, complementary
DNA (cDNA) was synthesized and carried out the real-time quantitative polymerase chain
reaction analysis (RT-gPCR). The data were analyzed using the SAS software with the
MIXED procedure. The trans-10, cis-12 CLA treatment, when compared to control, increased
the expression of the gene that encodes the CDK1 protein kinase in both tumors. Thecis-9,
trans-11 CLA treatment increased by 110% when compared to the control, the expression of
the gene encoding the pro-apoptotic BAX protein in tumor 11 (P=0.0001). There was no effect
of the treatments on the expression of the anti-apoptotic Bcl-2 gene in both tumors (P=0.3),
tumor I, and P=0.2 tumor I1). The cis-9, trans-11 CLA stimulates apoptosis in tubulopapillary
carcinoma and the trans-10, cis-12 CLA stimulates tumor cell cycle progression in anaplastic
breast carcinoma and tubulopapillary carcinoma.

Keywords: Anticarcinogenic. Nutrigenomics. Cancer. Mastectomy.
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1 INTRODUCAO

Os acidos linoleicos conjugados (CLA) sdo uma mistura de isdmeros geométricos e de
posicdo do &cido octadecadiendico com ligacGes duplas conjugadas, sendo 0s isémeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 0s mais estudados.

O CLA ¢ um anticarcinogénico natural encontrado na gordura corporal e do leite dos
animais ruminantes em funcéo da bio-hidrogenacaoparcialdos acidos graxos poliinsaturados
presentes na dieta dos animais. Embora o CLA cis-9, trans-11 seja intermediario comum na
bio-hidrogenacdoruminal do é&cido linoleico este isdbmero é principalmente formado na
glandula mamaria e outros tecidos que possuem a enzima estearoil-CoA-dessaturase (A9-
dessaturase) (GRIINARI et al., 2000).

Vaérios estudos utilizando linhagens de células cancerigenas, modelos animais e
animais transgénicos tém mostrado os efeitos anticarcinogénicos do CLA por meio de
alteracdes na iniciacdo, promocao, progressdo e metastase de tumores malignos, devido a
alteracbes na expressao génica de genes e/ou fatores de transcricdo que regulam o ciclo
celular, proliferacdo de células tumorais e/ou apoptose celular.

Em grande parte desses estudos, os quais envolveram diferentes modelos animais e
culturas de células humanas, foram demonstrados, os efeitos inibitorios do CLA sobre
diversos tipos de cancer, como mama, pele, estdbmago, intestino e préstata (PARODI, 1997;
OCHOA et al., 2004).

Objetivou-se com esse estudo verificar o efeito dos isomeros de CLA, cis-9, trans-11 e
trans-10, cis-12 sobre explantes de tumores mamarios de fémeas caninas usando técnicas
moleculares para medir a expressao génica de genes envolvidos no ciclo celular e apoptose de

células neoplésicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A palavra “cancer” ¢ uma denominagdo usualmente utilizada com o intuito de
caracterizar um conjunto de estado patolégico, heterogéneo, nos quais as células se
multiplicam anormalmente invadindo os tecidos circundantes (VOGELSTEIN; KINZLER,
1992).

A associagdo entre as causas que originam o cancer e as mutacfes genéticas sdo cada
vez mais notorias. No caso de neoplasias, as células anormais tendem a se dividir um
incontrolavel numero de vezes destruindo os tecidos do corpo, esse tipo de mutagdo acontece
por meio da ativacdo de proto-oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor
permitindo um desequilibrio na regulacéo do ciclo celular.

Entender os mecanismos moleculares na desregulacdo da progresséo do ciclo celular
no cancer torna-se uma via de acesso importante para compreender como células normais se
tornam tumorigénicas e em paralelo a isso, a forma como novas estratégias de supressao dessa
doenca podem ser projetadas (PARK; LEE, 2003).

2.1 CANCER DE MAMA EM CADELAS

As neoplasias mamarias constituem aproximadamente 50% dos tumores
diagnosticados em cadelas (FONSECA; ALECK, 2000). Pesquisas com cancer de mama
canino tém sido recorrentes por se tratar de um fendmeno altamente incidente e por
apresentarem similaridades em relagéo ao cancer de mama humano.

Os canceres de ocorréncia natural em cachorros e humanos compartilham muitas
caracteristicas, incluindo aparéncia histoldgica, genética tumoral, alvos moleculares,
biolégicos, comportamento e resposta a terapias convencionais (PAOLONI; KHANNA,
2008).

Os canceres espontaneos em cées de estimacao representam um dos melhores modelos
de cancer para serem estudados, por apresentarem caracteristicas naturais e heterogéneas,
capturando a esséncia de cancer de mama humano, ao contrario dos modelos de roedores
geneticamente modificados ou de xenotransplantes (LIU et al., 2014) e por estarem expostos
ao mesmo meio ambiente que 0s humanos, os cdes também podem compartilhar dos mesmos

carcindgenos.
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Os cdes melhor se assemelham aos humanos na biologia, por exemplo, por
apresentarem atividades similares de telomeros e telomerase, sendo esses, fundamentais para
a compreensdo do envelhecimento e das doencas relacionadas a idade, como o cancer
(NASIR et al., 2001).

A complexidade bioldgica dos canceres em animais de estimacgdo capta a esséncia do
cancer em humanos. Essa complexidade é baseada em grande parte pela heterogeneidade
intratumoral “célula-célula” observada em diversos tipos de canceres, como leucemia,
osteossarcoma, prostata, mama, pulméo e carcinomas da bexiga. As consequéncias naturais
dessa heterogeneidade sdo as mesmas caracteristicas mortais dos canceres humanos, incluindo
resisténcia adquirida a terapia, recorréncia e metastase (PAOLONI; KHANNA, 2008). Esses
mesmos autores sugerem que mais importante que as semelhancas histologicas, a medida que
as comparacOes foram feitas, as alteracGes moleculares genéticas que impulsionam cancer em
humanos e em cédes também sdo altamente analogas. Os carcinomas simples caninos
representam fielmente em nivel molecular os carcinomas de mama humano, baseado nisso,
estes fornecem modelos indispensaveis para a pesquisa basica e translacional de cancer de
mama (LIU et al., 2014).

2.2 SURGIMENTO DO CANCER

As linhagens de células somaéticas crescem e se dividem certo nimero de vezes, até
que ocorra, quando necessario, a morte celular em prol do bem estar do organismo. Esse
processo de morte é denominando apoptose ocorrendo durante varias situacdes fisiologicas ou
patoldgicas, sendo um mecanismo de remocdo de células lesadas e de renovacdo celular,
possuindo assim um papel essencial na manutencdo da homeostase tecidual (ANAZETTI,
MELLO, 2007).

O crescimento descontrolado das células de cancer é resultado de anormalidades
acumuladas que afetam muitos dos mecanismos reguladores. As células cancerosas
tipicamente mostram anormalidades nos mecanismos que regulam a proliferacdo, a
diferenciacdo e a sobrevivéncia de células normais. O inicio do tumor é tido como sendo o
resultado de uma alteragcdo genética que leva a proliferacdo anormal de uma Unica célula
(COOPER, 2001). As células de um organismo multicelular ttm o comprometimento de
colaborar entre si, utilizando sinais para sua comunicacdo ditando a cada uma como devem

operar. Se surgir alguma alteracdo molecular, essa harmonia celular é prejudicada em um
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passo que bilhdes de células podem sofrer mutacGes, rompendo assim o controle social
(ALBERTS et al., 2010). Mais preocupante ainda é se uma mutacdo der certa vantagem
seletiva a uma unica célula, possibilitando que ela cresca e se divida mais vigorosamente que
suas vizinhas, tornando-a fundadora de um clone mutante, sendo possivel o seu crescimento
fora do contexto.

A progressdo do cancer é sucedida por intermeédio de uma cascata de eventos
complexos que estdo de certa forma envolvida com a regulagéo do ciclo celular (PARK; LEE,
2003).

Pelo menos duas classes distintas de genes demonstraram estar envolvidos na
carcinogénese. Entre eles estdo os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Os
proto-oncogenes parecem estar envolvidos no crescimento e desenvolvimento celular normal
e quando expressos de forma inadequada resulta em sinais proliferativos envolvidos no
crescimento neoplésico, tornando-os oncogenes. Em contraposi¢cdo, 0s genes supressores de
tumor também podem atuar no controle da divisdo celular e possivelmente na diferenciacéo,
porém, suas funcGes podem ser inativadas ou perdidas pelo desenvolvimento do tumor,
controlando o crescimento neoplasico de forma negativa (BARRETT; WISEMAN, 1987).

Hé a existéncia de pelo menos seis alteracfes bioldgicas (ver Figura 1) na célula para
que ela apresente um fen6tipo maligno, sendo elas, manutencdo da sinalizacdo proliferativa;
evasdo dos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular programada (apoptose),
potencial replicativo ilimitado; angiogénese sustentada para importar nutrientes e exportar
residuos; invasao tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Figura 1 - As caracteristicas do cancer

Sustenta a sinalizacao
proliferativa

Evade os supressoresde
crescimento

Ativaa invasao e

Induz a angiogénese

metastase

Habilita a imortalidade
replicativa

Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2000).
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E o progresso conceitual da ultima década acrescentou duas marcas emergentes de
potencialidade geral a esta lista, sendo elas, reprogramacdo do metabolismo energético e
evasdo da destruicdo imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011). No decorrer desua progressao
a célula tumoral obtém resisténcia a apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

O termo apoptose surgiu no inicio dos anos 70 pelo grupo de estudos de Kerr e
colaboradores e foi definido por ser considerado um tipo de morte celular distinto da necrose
(ver Figura 2) (KERR et al., 1972).

Figura 2 - Caracteristicas morfoldgicas de apoptose e necrose
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Fonte: Grivicich et al. (2007).

Apoptose sucede como um mecanismo de defesa, como em reagdes imunes ou quando
as células sdo danificadas por doencas ou agentes nocivos. Durante o processo de apoptose,
ocorre uma retracdo da célula causando perda de aderéncia com a matriz extracelular e com as
células vizinhas, porém, a maioria das organelas celulares mantém sua morfologia (KERR et
al., 1972).

No entanto, de acordo com Ziegler e Groscurth (2004) e BeikzadeheDelirezh (2014),
pode ocorrer: (1) ruptura na membrana externa das mitocondrias; (2) condensacdo da
cromatina que se concentra junto @ membrana celular; (3) formacdo de prolongamentos
(blebs) na membrana nuclear; (4) desintegracdo do nucleo em fragmentos envoltos pela
membrana celular; (6) formacdo dos corpos apoptoticos (porgdes celulares envoltas pela

membrana celular, resultado do rompimento dos prolongamentos da membrana celular
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contendo o conteudo celular); (7) fagocitose dos corpos apoptéticos por macréfagos (remocéo
sem causar algum processo inflamatorio).

Para que ocorra a coordenada ativacdo da cascata de apoptose, Sd0 necessarias muitas
moléculas exercendo diversas funcdes, dentre estas, estdo as proteinas anti-apoptéticas, pro-
apoptoticas e as caspases.

Os membros da familia de proteinas Bcl-2 (B-celllymphoma 2) sdo integradores
cruciais de sinais de sobrevivéncia e morte gerados dentro e fora das células em eucariotos
superiores (BORNER, 2003). Essa familia de proteinas é subdividida em duas classes:
membros anti-apoptdticos como Bcl-2 e Bcl-xL (B-celllymphoma-extra large), que atuam
como fatores de sobrevivéncia, tendo como funcéo inibir as células a entrar em apoptose por
intermédio da prevencdo da liberacdo do citocromo-c da mitocéndria para o citoplasma, e
membros pré-apoptéticos como Bax (Bcl-2 associated X protein) e Bak (Bcl-2-
antagonist/killer), (BORNER, 2003). O controle da quantidade de proteinas pro-apoptoticas e
anti-apoptaticas estabelecem o limiar que determina se uma célula deve ou ndo morrer e é este
equilibrio que fornece a homeostase tecidual (GRIVICICH et al., 2007). Assim, 0s membros
dessa familia Bcl-2 operam como pontos de controle através dos quais o0s sinais de
sobrevivéncia e morte devem passar antes de determinar o destino das células.

Geralmente, a ativacdo das caspases desempenha um papel central nos estimulos que
provocam a apoptose. As caspases sdo uma familia de proteases que possuem uma cisteina no
seu sitio ativo e apresentam habilidade em identificar e clivar substratos que contém residuos
de aspartato (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997), atuando como iniciadoras ou efetoras
da apoptose. As caspases humanas que participam do processo de apoptose séo classificadas
em seis, sendo elas: caspases:3, 6, 7,8, 9 e 10. A apoptose pode ser desencadeada por duas
rotas distintas: via extrinseca(via do receptor da morte de superficie celular) via intrinseca
(mitocondrial). Na via extrinseca a ativacdo da caspase-8 ap6s o recrutamento do complexo
do sinalizador de indutor de morte (DISC) é o evento critico que transmite o sinal de morte.
Os receptores de morte reconhecem um ligante especifico e esse indutor de morte interage
com moléculas que recrutam a caspase-8 (BUDIHARDJO et al., 1999) que ird ativar a
caspase-3a executar a morte por apoptose. A capase-3 € a via final comum de quase todas as
vias apoptoticas, sendo a caspase final e ativa nessas duas vias aqui mencionadas. A via
intrinseca é ativada por estresse intra ou extracelular e é iniciado pela mitocondria, e a
ativacdo dascaspases é desencadeada pela formacdo de um complexo multimérico Apaf-1

(Fator de ativacdo de protease associada a apoptose I)/Citocromo-c que € totalmente funcional
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no recrutamento e ativagcdo da pro-caspase-9. A caspase-9 ativada, entdo, cliva e ativa
caspasesa jusante, como caspase-3, 6 e 7 (BUDIHARDJO et al., 1999) (ver Figura 3).

Figura 3 -Via intrinseca de ativacdo da apoptose
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Fonte: Grivicich et al. (2007).

A irradiacdo ou drogas usadas para a quimioterapia contra o cancer resultam em dano
no DNA em algumas células, o que pode levar a morte apoptotica por intermédio de uma via
dependente de p53 (tumor protein 53) (ELMORE, 2007). De modo geral, quando o0s
mecanismos celulares falham ocorre a progressdo do tumor e em algum momento dessa
progressao a célula ganha resisténcia a apoptose. O que se tem notado referente a esse tipo de
ocorréncia é a alta freqiiéncia de mutagdes em p53 que atesta sua potencial importancia na
patogénese, diagndstico e tratamento do cancer humano (HARRIS, 1996).

Por ser considerada uma supressora de tumor, a proteina p53 desempenha um papel
critico na carcinogénese, por estar associada a mutacdo em mais de 50% de todos os canceres
humanos (OREN, 2003; ELMORE, 2007). Com a funcdo de monitorar a integridade do
genoma (ARRUDA et al., 2008), a p53 esta diretamente envolvida na transcricdo de genes
que regulam o ciclo celular, na ativacéo das proteinas de reparo, quando o DNA sofre algum
dano, na capacidade de manter o ciclo celular no ponto de regulagdo G1/S no reconhecimento

ao dano do DNA e induzir a célula a entrar em apoptose caso 0 dano seja
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irreversivel,(VOGELSTEIN; KINZLER, 1992 ; HARRIS, 1993; OREN, 2003; ELMORE,
2007).

Se ndo houver estresse celular, a proteina p53 é mantida em baixos niveis, em estado
estacionario, exercendo muito pouco, se houver, efeito sobre o destino das células. Porém, em
resposta a varios tipos de estresse, a p53 torna-se ativa e niveis elevados da proteina bem
como a capacidade bioquimica aumentada sdo observados (OREN, 2003).

A maioria das células cancerosas acumula anormalidades gendmicas a uma taxa
notavelmente rapida, pois ndo conseguem manter sua estrutura e nimero de cromossomos
(PAMPLONA et al., 2012). Segundo Hanahan e Weinberg (2000), a maioria dos tipos de
células tumorais que se propagam em cultura parece ser imortalizada, sugerindo que o seu
potencial replicativo ilimitado é uma caracteristica adquirida ‘in vivo’ durante a progressao do
tumor e que é essencial para o desenvolvimento do seu estado de crescimento maligno e isso,
pode em parte, ser associado a capacidade que a célula desenvolve em manter ativada a
funcgéo dos seus telomeros.

Os teldmeros sdo seqliéncias ricas em guanina que se encontram nas extremidades dos
cromossomos e sdo encolhidos ao longo de cada processo de replicacdo, até chegar a um
limiar em que a célula ndo consegue mais se replicar e por fim entra em apoptose. Na maioria
dos canceres, a atividade da enzima telomerase geralmente se correlaciona com o estado de
proliferacdo, pois a presenca da enzima € quase sempre necessaria para a proliferacdo
ilimitada, (SHAY; BACCHETTI, 1997), sendo assim, durante a replicacdo do DNA na fase S
do ciclo celular estd enzima mantém a estrutura da sequéncia telomérica e promove a
formacdo de proteinas com estrutura de quepe que protegem as extremidades dos
cromossomos (ALBERTS et al., 2010).

Esta estabelecido que a progressdo de um fendtipo de tumor pré-maligno para maligno
depende da angiogénese (CARMELIET; JAIN, 2000). Dessa maneira, as células tumorais
conseguem se manter no microambiente tumoral, por intermédio de alguns genes especificos
que irdo estimular essa neovascularizacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2000) que é necessaria
para que o tumor cresca além de um determinado tamanho. Esse processo de
neovascularizagdo nada mais é que a capacidade da celula em induzir seu proprio suprimento
de sangue e prossegue por intermedio da producdo combinada de sinais indutivos de todo o
constituinte celular do tumor (ZIYAD; IRUELA-ARISPE, 2011). Tais sinais sdo produzidos
em resposta a hipoxia, que comeca a afetar as células & medida que o tumor se expande além
de um milimetro ou dois em didametro (ALBERTS et al., 2010). Para isso, as células

tumorigénicas criam uma instabilidade local em seus sinais angiogénicos e esse “interruptor
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angiogénico” € um equilibrio complexo de multiplos fatores pr6 e anti-angiogénicos
secretados pelas células do hospedeiro e do tumor, que quando equilibrado a favor de fatores
pré-angiogénicos desencadeardo nova formacgdo de vasos sanguineos (CARMELIET; JAIN,
2000). A formacéo de novos vasos sanguineos ndo sé contribuem no suprimento de oxigénio
e nutrientes, como também criam uma via de escape para as células cancerosas formarem
metastase (ALBERTS et al., 2010). A capacidade adquirida que uma célula tumoral possui
em se tornar metastatica surge no decorrer do desenvolvimento da maioria dos tipos de cancer
humano, em que, as massas de tumores primarios, geram células pioneiras que se afastam,
desenvolvem capacidade de invadir os tecidos adjacentes, e em seguida, viajam para locais
distantes para formar novas colénias (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Em relacdo a complexidade do céncer que de certa forma engloba a biologia dos
tumores, esta ndo pode ser compreendida enumerando somente os tracos das células
cancerosas e, portanto envolve as cooperagdes do ‘“microambiente tumoral” para a
tumorigénese (HANAHAN; WEINBERG, 2000), pois, ha interacdes entre as células
cancerosas e 0 estroma tumoral,sendo um componente importante no desenvolvimento do
tumor. O estroma é o arcabouco do tumor, sendo constituidos de tecido conectivo normal,
contendo fibroblastos, miofibroblastos, leucécitos inflamatérios e células musculares lisas
(ver Figura 4).

As células do estroma agem nas células tumorais secretando proteases que remodelam
a matriz extracelular. Assim, o tumor e seu estroma se desenvolvem juntos, tornando-se o
tumor dependente das células do estroma (ALBERTS et al., 2010).

Figura 4 - O microambiente do tumor

Capilar Célula cancerosa

Fonte: Alberts et al. (2010).
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2.3 ACIDOS GRAXOS E CANCER

Os lipidios sdo essenciais para 0 organismo por possuirem a capacidade de exercer
diversas fun¢des, sendo componentes nao-proteicos de membranas bioldgicas, precursores de
compostos essenciais, agentes emulsificantes, isolantes, solubilizantes das vitaminas
lipossoliveis (A, D, E e K), fonte e transporte de combustivel metabdlico, além de
componentes de bio-sinalizagdo intra e extracelulares.

Os acidos graxos sdo cadeias hidrocarbonadas aciclicas, ndo-polares, sem ramificacdes
e, em geral, com 4 a 24 &omos de carbono. Podem ser saturados, monoinsaturados (contém
uma ligacdo dupla) ou poliinsaturados (contém duas ou mais ligacdes duplas) (MOTTA,
2005). Embora a gordura dietética tenha sido implicada em alterar a carcinogénese, 0S
pesquisadores tém agora focado em acidos graxos especificos e seu possivel mecanismo de
acao.

A gordura dietética integra &cidos graxos poliinsaturados 6mega-3 e dmega-6 0s quais
desempenham papéis importantes em processos bioldgicos. Nos ultimos anos houve um
crescente interesse nos estudos desses acidos graxos e se haveria alguma propriedade em
ambos que estaria relacionado com o risco de desenvolvimento de cancer ou combate do
mesmo (ROSE; CONNOLLY, 1999 ; JACK et al., 2000, STREEP et al, 2003 ; SIDDIQUI et
al., 2004 ; MCENTEE et al., 2008).

O consumo de gorduras tem sido atribuido por diversos pesquisadores como sendo um
agente que aumentaria o risco da incidéncia de cancer de prostata entre outros tipos de cancer,
mais especificamente os &cidos graxos 6mega-6 (KELAVKAR et al., 2006).

O écido linoleico é um acido graxo de 18 carbonos com duas insaturacbes e
classificado como 6mega-6, sendo um precursor do acido araquidénico. Por se tratar de um
4cido graxo essencial precisa ser suprido pela alimentacdo. Acidos graxos essenciais s3o
importantes precursores na biossintese de varios metab6litos (MOTTA, 2005). Ap6s a sua
ingestdo, o acido linoleico pode ser oxidado, armazenado em triglicerideos, incorporado em
fosfolipideos de membrana ou alongado e dessaturado em &cido graxo mais insaturado
(MARTINS; GRUEZO, 2007).

O metabolismo do acido araquidonico tem sido estudado como regulador de
crescimento neoplasico (HAMMAMIEH et al., 2007), por estimular a formacdo de
eicosanoides e sua sinalizagdo contribui com a propagacdo do dano celular (SOBERMAN;
CHRISTMAS, 2003).
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Eicosandides sdo substancias sinalizadoras que atuam como mediadoras do processo
inflamatorio (FUNK, 2001) e que modulam biologicamente um grande numero de processos
fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a carcinogénese, por intermédio das vias lipoxigenase e
cicloxigenase, (NATHOO et al., 2004), estando estas relacionadas com a inicia¢éo, promocao
do céncer, proliferacdo celular de células tumorais e metastase (BARTSCH, et al. 1999). Estes
fatores ocorrem, pois, a atividade de ciclooxigenase (COX) em &cido araquiddnico permite a
producdo de prostaglandinas ou tromboxanos e a atividade lipoxigenase (LOX) produz
leucotrienos (ver Figura 5). Duas classes de enzimas sdo responsaveis pela producdo dos
eicosanoides, ciclooxigenases (COX) 1 e 2, e lipoxigenases (LOX), 5, 12 e 15 (SOBERMAN;
CHRISTMAS, 2003).

Figura 5 - Vias da Ciclooxigenase e Lipoxigenase

Acido Araquidénico 20:4 n-6
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Ciclooxigenase Lipoxigenase
Endoperoxidos Ciclicos Hidroperoxiacidos
Prostaciclinas Tromboxanos Leucotrienos Acidos Graxos

Hidroxilados

Prostaglandinas

Fonte: Adaptado de Martins e Gruezo (2008).

Em experimento com ratos inoculados com células de cancer de mama humano,
recebendo dietas contendo 16 ou 24% da energia provenientes do acido linoleico, houve um
incremento no peso do tumor comparado com a dieta que continha o mesmo valor de gordura
total, mas somente 4% da energia advinda do &cido linoleico (ROSE et al., 1993; ROSE et al.,
1994).

Estudos com humanos e ratos indicaram que uma dieta rica em &cido linoleico pode
ser um dos fatores de maior risco para desenvolvimento de cancer de prostata, principalmente
naqueles individuos com altas concentra¢cbes da enzima 15-lipoxigenase-1 no epitélio
prostatico (KELAVKAR et al., 2006).
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Recentemente, estudos demonstraram que a incubag¢do com CLA trans-10, cis-12 esta
associada com uma reducdo na expressdo do receptor de membrana HER-2 (Human
Epidermal growth factor Receptor-type 2) na proteina HER-2 expresso em linhagem de
células de cancer de mama SKBr3 (FLOWERS et al., 2009).

Apesar de o acido linoleico ter sido considerado um fator para o aumento de cancer de
mama, outros acidos graxos 6mega-6, como o acido linoleico conjugado e acido y-linolénico
(GLN) tém demonstrado capacidade de inibir o crescimento de céancer in vivo e in vitro

através de varios mecanismos de acdo (DOMINGUEZ et al., 2007).

2.4 DESCOBERTA DO CLA

Pariza et al. (1979) sugeriram que a carne bovina grelhada possuia um componente
carcinogénico. Pouco tempo depois, esse mesmo grupo de pesquisadores identificou que a
carne bovina possuia tanto componentes mutagénicos como componentes antimutagénicos, ao
contrario do que se acreditava anteriormente (PARIZA et al.,1983).

Em 1985, Pariza e Hargraves em estudos com esta fracdo da carne bovina
administrado para camundongos, observaram efeito capaz de inibir a progressao de tumor em
células epiteliais. Posteriormente, o isolamento dessa fracdo do extrato da carne foi obtido por
Ha et al. (1987) onde encontraram quatro isdmeros derivados do acido linoleico e que cada
um continha dupla ligacdo conjugada sendo denominados &cidos linoleicos conjugados
(CLA).

Esses acidos graxos (CLA) sdo encontrados em produtos de ruminantes, sendo
oriundos da bio-hidrogenacdo ruminal parcial dos &cidos graxos poliinsaturados que fazem
parte da dieta ou, sintetizados endogenamente pelo animal por acdo de uma enzima chamada
estearoil-CoA-dessaturase (A9-dessaturase) a partir do acido vacénico (trans-C18:1), outro

intermediério da bio-hidrogenacdoruminal dos lipidios da dieta.

2.5 ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA) E CANCER

Nos Ultimos anos, o CLA tem despertado o interesse de muitos pesquisadores devido a
sua acdo anticarcinogénica. Os dois isdmeros mais pesquisados sdo o cis-9, trans-11 e o

trans-10, cis-12 (ver Figura 6) e, os modelos mais estudados incluem estudos com células in
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vitro ou in vivo utilizando modelos animais, sendo fornecidos via alimentacdo como isdmeros

puros, misturas de isdmeros ou produtos enriquecidos com CLA.

Figura 6 - Isdmeros de CLA cis 9, trans-11 e trans-10, cis-12
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Fonte: Adaptado de Pariza et al. (2000).

Varias propriedades fisiologicas tém sido atribuidas ao CLA e sobre 0s mecanismos
pelo qual ele age no organismo inibindo a carcinogénese.

Os dois isémeros principais agem de forma diferente no organismo e o meio pelo qual
0s isdbmeros atuam e quais rotas metabolicas estdo envolvidas tém sido o principal objetivo
para entender sua acdo anticarcinogénica.

Os isdmeros do CLA podem alterar a iniciacdo, promogdo, progressao e metastase de
tumores malignos (ARAB et al., 2016). Esses efeitos podem, em alguns casos, ser atribuidos a
alteracBes na peroxidacdo lipidica, na composicdo dos &cidos graxos dos tecidos, no
metabolismo de eicosandides, na expressao génica, na regulacdo do ciclo celular, na
proliferacdo de células e apoptose (KELLEY et al., 2007).

Sobre isso, a suplementacdo com o isdmero cis-9, trans-11 levou ao aumento nos
produtos da peroxidagdo lipidica sendo indicativo do aumento do estresse oxidativo sugerindo
que este isdmero poderia matar as células cancerosas através desse mecanismo (DEVERY;
STANTON, 2001).

Em um estudo com o objetivo de avaliar o efeito de cada isbmero sobre os tumores
mamarios HUBBARD et al. (2002) incorporaram na dieta de ratos, duas doses diferentes (0,1

ou 0,25%) de cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 purificados e uma mistura de ambos (0,125%
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de cada isOmero). Esses autores demonstraram que apesar do cis-9, trans-11 alterar a
tumorigénese e o trans-10, cis-12 o metabolismo, ambos agiram na redugdo das metastases
tumorais.

A relacdo entre ciclo celular e apoptose é reconhecida pelos genes que codificam as
proteinas c-Myc (fator de transcricdo que estimula a progressao do ciclo celular e a apoptose),
p53 (bloqueia o ciclo celular em resposta ao DNA danificado), pRb (inibe a progressdo do
ciclo celular), Ras (induz o crescimento anormal de células de céncer), Bcl-2 (inibidores de
ativacdo das caspases e apoptose), NF-kB (fator de transcri¢do na regula¢do da resposta
inflamatoria capaz de provocar tumorigénese).Ap6s estimulacdo, essas proteinas podem
induzir proliferagdo celular, parada do ciclo ou morte celular (ANAZETI; MELO, 2007,
COOPER, 2001). O CLA atua principalmente nessas proteinas que regulam o ciclo celular
(KELLEY et al., 2007).

Ip et al. (2001), observaram reducdo na morfogénese da glandula maméria, na
atividade proliferativa, bem como na propor¢do de expressdo das ciclinas D1 e A no epitélio
mamario de ratas suplementadas com CLA e aumentaram 0s niveis das proteinas p16 e p27 as
quais sdo inibidoras do processo de divisdo celular. Através desse estudo, sugeriram que 0
CLA reduz a proliferagdo celular bloqueando sintese do DNA e proteinas do ciclo celular que
regulam esse processo.

Kemp et al. (2003) trabalharam in vitro com células de cancer de mama e observaram
o efeito de uma mistura de isdmeros do CLA sobre a p53, que é a proteina amplamente
conhecida como indutora de parada do ciclo celular e de apoptose e onde mais
frequentemente acontecem mutagdes quando se desencadeia um tumor. Em concentragdes
citostaticas, o CLA provocou parada do ciclo celular em G1 e induziu o acumulo dos
supressores de tumor p53, p27 e proteina p21.

Lee et al. (2006) observaram que o isdbmero trans-10, cis-12 e ndo o cis-9, trans-11,
induziu a expressao do gene pro-apoptotico NAG-1 (Non-steroildalanti-inflammatory drug
activated gene) em células de cancer coloretal humano.Entre os dois isbmeros do CLA
testados nesse estudo, apenas o trans-10, cis-12 foi um inibidor eficaz do crescimento celular
e indutor de apoptose.

O efeito do CLA sobre células de cancer de mama foi estudado por Wang et al.
(2008,) onde relataram que cerca de 75% dos canceres de mama possuiam o receptor de
estrogénio (ERa) positivo. O estrogénio causa iniciagdo, promocdo e progressdo destes
tumores. Nesse estudo o CLA foi testado como tratamento Unico e em associagdo com o anti-

estrogenotomoxifeno (TAM), uma droga usada no combate de cancer, sendo observado efeito
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maior na inducdo de apoptose quando da presenca do CLA e do TAM, sugerindo uma
possivel associa¢do benéfica do CLA com outras drogas no combate ao cancer. Vale destacar
que o isdbmero do CLA usado neste experimento foi o trans-10, cis-12.

O estagio de vida dos animais e 0 momento de administracdo do CLA podem interferir
na magnitude da resposta ao cancer. Ip et al. (1995) observaram que o fornecimento de CLA a
ratas antes ou ap6s a administracdo do carcinogénico apresentou a mesma eficacia antitumor,
no qual os melhores resultados foram observados com a alimentacdo continua dos animais.
Isso foi confirmado quando ratas que receberam CLA durante todo o periodo de experimento
tiveram reducdo de 50% na incidéncia do tumor e 70% de redugdo no numero total de
tumores (IP et al., 1997). A eficicia do CLA aparentemente resultou da sua habilidade em
reduzir a densidade do epitélio mamario durante o estagio proliferativo do desenvolvimento
da glandula mamaria (THOMPSON et al., 1997).
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3 HIPOTESES

Os isémeros do CLA irdo reduzir a expressdo génica dos genes anti-apoptoticos;
Os isdbmeros do CLA irdo aumentar a expressao génica dos genes pro-apoptéticos e

responsaveis pela regulacéo do ciclo celular;
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4 OBJETIVOS

A seguir, explicita-se o objetivo geral e os objetivos especificos do trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se os isdbmeros de CLA tém efeitos benéficos sobre a expressdo de

genes envolvidos no ciclo celular e apoptose das células neoplasicas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) avaliar se os diferentes isomeros de CLA sdo capazes de alterar a
expressao de genes responsaveis pela regulacéo do ciclo celular: (inibidora
de quinase dependente de ciclina 1 — p21, proteina supressora de tumor -
p53, quinase dependente de ciclina — CDK1, reguladora negativa de p53 —
Mdm-2);

b) avaliar se os diferentes isobmeros de CLA sdo capazes de alterar a
expressao de genes responsaveis pela regulacdo da apoptose: proteina pro-
apoptotica — BAX, proteina anti-apoptotica BCL-2, fator de ativacdo de
protease apoptética 1 — Apaf-1 e Caspase-3.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal do CAV/UDESC sob o protocolo n° 01.13.14, e foi realizado no Laboratorio de
Virologia do Centro de Diagndstico Microbiolégico (CEDIMA) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O material
bioldgico foi obtido das cirurgias feitas em duas fémeas caninas, adultas, apos realizacdo de
exame clinico, exame oncoldgico, hemograma completo, bioquimica sérica, provenientes da
rotina do Hospital de Clinica Veterinaria do CAV/UDESC, os quais foram encaminhados
para mastectomia.

Foram realizados dois experimentos, nos quais foram analisados dois tipos diferentes
de tumores, porém, ambos sendo malignos. O primeiro tumor (TUMOR 1) é caracterizado
como Carcinoma anaplasico de mama e o segundo tumor (TUMOR II) é um Carcinoma
tubulopapilar de mama (ver Figura7 A e B).As andlises foram realizadas igualmente para os
dois tumores.

Cada explante foi separado com uma agulha fina em18 pequenos pedacos (n = 6 por
tratamento), com peso médio de 80 + 2mg e cultivado em placas de 35 mm (Nunclon - Nunc,
Roskilde, Denmark), em meio Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium (DMEM-Sigma-Aldrich,
Sdo Paulo, SP, Brasil), por 24h em incubadora a 37°C com 5% CO, e umidade saturada
utilizando os seguintes tratamentos: a) Controle: meio de cultivo + BSA livre de &cidos
graxos; b) CLA cis-9, trans-11 (75umol de acido linoleico conjugado cis-9, trans-11); ¢) CLA
trans-10, cis-12 (75umol de acido linoleico conjugado trans-10, cis-12), complexados a
albumina sérica bovina (BSA) livre de &cidos graxos. Apos as 24h de cultivo, os explantes
foram retirados das placas, alocados em tubos contendo QiAzolLysisReagent
(QiagenSciences; Germantown, MD, EUA) e submetidos a “moagem” com homogeneizador
de tecidos portéatil (Scienlabor - Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para posterior extracdo do RNA
total, que foi realizado com a utilizagdo do Kit RNeasyLipidTissue (QiagenSciences). A
possivel contaminagdo por DNA foi removida por tratamento com DNAse (Sigma-Aldrich)
“oncolumn”. A pureza do RNA foi verificada utilizando-se espectrofotémetro NanoDrop,
ND-2000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, EUA) e a qualidade avaliada através da
relagdo A260/280 nm que foi ~2,10 (x 0,02).

Posteriormente realizou-se a sintese do DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit
GeneAmp (AppliedBiosystems; Foster City, CA, EUA) com “randomprimers” em aparelho

termociclador (MJ96+, Biocycler; Biosystems Importadora, Curitiba - PR, Brasil).
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O RT-gPCR foi realizado em triplicatas, em placa de 48 pogos (Micro Amp,
AppliedBiosystems), com volume de reagdo de 15 uL, sendo 5 puL (30 ng) de cDNA ¢ 10 uL
de GoTaqgPCR Master Mix (Promega; Madison, WI, EUA), no aparelho StepOne Real-Time
(AppliedBioSystems), com o uso de “primers” especificos para cada um dos genes avaliados
(ver Tabela 1), testados previamente.Os dados foram analisados com o software StepOne
versdo 2.1 (AppliedBiosystems). As curvas de dissociacdo foram geradas no final de cada
execucdo para verificar a presenca de um unico produto. Todas as amostras foram executadas
com uma curva padrdo de sete pontos com um "pool” de cDNA de todas as amostras com
diluicdo seriada (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625%). Posteriormente, uma equacéo de
regressao foi gerada ao tracar os valores de limiar do ciclo de RT-gPCR em relagéo ao log de
cada valor da curva padrdo. A inclinacdo (b) da equacdo descreveu a eficiéncia da reacéo.
Todas as reacOes apresentaram coeficiente de determinacdo superior a 0,98 e eficiéncia entre
90 e 110%.0s genes de interesse foram: p53 (Proteina supressora de tumor 53); p21
(Inibidora de quinase dependente de ciclina 1); Cdkl (Quinase dependente de ciclina 1); Bcl2
(Proteina anti-apoptotica); Apaf-1 (Fator-1 de ativacdo de protease apoptotica); Mdm?2
(Reguladora negativa de p53); Bax (Proteina pro-apoptotica); Caspase-3.0s dados foram
analisados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute; Cary, NC, EUA, versdo 9.2, 2009),
utilizando o procedimento MIXED. O modelo utilizado incluiu o tratamento e as amostras
como efeitos fixos. Foi utilizado como co-variavel a média geométrica dos “housekeeping”
proteina ribossémica S18 (RPS18) e proteina ribossémica S19 (RPS19) (VANDESOMPELE
et al., 2002). Os valores de residuos estudentizados fora de + 2,5 foram considerados
“outliers” e excluidos da analise. Quando necessario, os dados foram transformados para log2
e reportados transformados de volta aos valores originais. O LSMEANS foi usado para

comparar os tratamentos, sendo a significancia declarada em P<0,05 e a tendéncia em P<0,10.
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Tabela 1. Primers caninos usados na analise de PCR quantitativo em tempo real

Reverse Primer

Gene Forward Primer
p53 CCGCGCTATGGCCATCTAT
p21 CAGCTGAACAAGGAGTCAGATGTT

Cdkl AGATTCCATCCCTCCTGGTCA
Mdm2 ATCAGGCAGGGGAGAGTGAT
Apaf-1  GAAGACAGTCCTGTGTGAGGG
Bax GCCCTTTTGCTTCAGGGTTTC
Bcl-2 AATCAAGTGTTCCGCGTGACT
Caspase- TTCATTATTCAGGCCTGCCGAGG
3

RPS19 CTCTGGCAGCCTTCCTCA

S18 GCCTTTGCCATCACAGCAAT

GGCAAGACCGTCACTACTGTCA
GGGCCAGAAGAGACAATAACTCA
TGCAGAACTCTTCTGGAGTGG
CACGAAGGGCCCAACCTCTA
CCCAACAACCTGCCATTCCACAT
CGATGCGCTTGAGACATTCG
GGCCCCGAAGGTAAGGAATA
TTCTGACAGGCCATGTCATCCTCA

TCATCGTAGGGAGCAAGCT
TGAGCTCTCCTGCTCTCTTGGT

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



48

Figura 7 - Histologia dos explantes de tumores mamarios de fémeas caninas (A) Carcinoma
anaplésico de mama (B) Carcinoma tubulopapilar de mama
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Carc}noé tubulopapiare mama (20x, hematoxilina e eosina)
Fonte: Laminas histoldgicas cedidas pelo laboratdrio de Patologia Animal (LPA), CAV/UDESC, 2017.
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6 RESULTADOS

A seguir explicitam-se os resultados do trabalho.

6.1 TUMOR | - CARCINOMA ANAPLASICO DE MAMA

Foi medida a expresséo de oito genes que codificam as proteinas reguladoras do ciclo
celular e apoptose, sendo elas: p53, p21, Mdm-2 e Cdk1 (Ciclo celular); Bax, Bcl-2, Apaf-1 e
Caspase-3 (Apoptose).

Na Figura 8 (A) pode-se observar que o tratamento CLA trans-10, cis-12aumentou em
41% (P=0,03) a expressao da quinase dependente de ciclina (CDK1) quando comparado ao
controle. Similarmente, quando comparado ao controle, este mesmo tratamento aumentou em
36% a expressao génica da proteina p53 (Figura 8B). Em contraste, quando comparado ao
controle, os tratamentos CLA (trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11) nédo alteraram a expressédo
génica dos outros genes que codificam as proteinas avaliadas e envolvidas na regulacdo do
ciclo celular como a p21 (P=0,8) e Mdm-2 (P=0,7) (ver Tabela 2).

Figura 8 - Expressao génica da CDK1 (A) e p53 (B) no TUMOR |
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Tabela 2—-Expressdo dos genes responsaveis pelo ciclo celular e apoptose no TUMOR |

Tratamentos
Gene Controle T10, C12 C9, T11l SEM Valor - P
p21 0,7844 0,8197 0,7564 0,92 0,89
Mdm-2 1,1501 0,9736 1,0053 0,15 0,71
Bcl2 0,6618 0,8766 0,8008 0,10 0,35
Apaf-1 0,854 0,8178 0,7312 0,09 0,64
Caspase-3 1,1467 1,3231 1,1632 0,13 0,59

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Em relacdo aos genes envolvidos na regulacdo da apoptose ambos os isémeros de
CLA trans-10, cis-12 e cis-9, trans-11, quando comparados ao controle,reduziram a expressao
génica do gene que codifica a proteina pré-apoptdtica BAX em 32 e 38% respectivamente(ver
Figura 9). Com relacdo a expressdo génica dos genes codificadores das outras proteinas
apoptoticas analisadas, os tratamentos ndo tiveram efeito, sendo elas: Bcl-2 (P=0,3), Apaf-1
(P=0,6) e Caspase-3 (P=0,5) (ver Tabela 2).

Figura 9 — Expressao génica da BAX no TUMOR |
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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6.2 TUMOR Il - CARCINOMA TUBULOPAPILAR DE MAMA

O tratamento CLA cis-9, trans-11laumentou a expresséo génica (P=0,0001) do gene
que codifica a proteina pro-apoptética BAX em 110% (ver Figura 10)quando comparado ao

controle.

Figura 10 — Expresséo génica da BAX no tumor 1l
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os outros genes que codificam as outras proteinas que estdo diretamente relacionadas
a apoptose ndo sofreram efeito dos tratamentos quando comparados ao controle (Bcl-2, P=0,2;
Apaf-1, P=0,8 e Caspase-3, P=0,5) (ver Tabela 3).Ja o tratamento com o isémero CLA trans-
10, cis-12 aumentou em 45% a expressdo génica do gene codificador da proteina CDK1 (ver

Figura 11) quando comparado ao controle.

Figura 11— Expressdo génica da CDK1 no tumor Il

180,0 - a
160,0 -
140,0 - [
120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0
40,0 -
200 -
0,0

P=0,008

— o
—

CDK1Abundanciade mRNA
relativo a % do controle

Controle T10, C12 C9, T11

Tratamentos

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Os dois tratamentos ndo exerceram efeito na expressao génica dos genes codificadores
das demais proteinas diretamente relacionadas ao ciclo celular, como p53 (P=0,3), p21
(P=0,1), (ver Tabela 3) mas houve uma tendéncia em aumentar a expressdo do gene que
codifica a proteina Mdm-2 (P=0,09) em 29% para o tratamento CLA trans-10, cis-12, quando

comparado ao controle (ver Figura 12).

Tabela 3 — Expressdo dos genes responsaveis pelo ciclo celular e apoptose no TUMOR I

Tratamentos
Gene Controle T10, C12 C9,T11 SEM Valor - P
p21 0,8506 0,6483 0,8945 0,09035 0,15
p53 0,7623 0,7555 0,9055 0,08134 0,36
Bcl2 0,4959 0,7502 0,6594 0,1112 0,29
Apaf-1 1,1273 1,0132 1,0998 0,1357 0,82
Caspase-3 0,6983 0,7347 0,8256 0,08953 0,54

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Figura 12 - Expressdo génica da MDM-2 no tumor |1
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7 DISCUSSAO

Apesar da frequente incidéncia de tumores mamarios caninos, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos moleculares de sua progressdo maligna. A respeito disso, 0 que varios estudos
tém demonstrado, é queo descontrole na progressao do ciclo celular seja uma das causas na
qual esta malignidade é estabelecida (KLOPFLEISCH; GRUBER, 2008).

O tratamento CLA trans-10, cis-12 aumentou a expressao génica do gene codificador
da quinase dependente de ciclina CDK1 em ambos os tumores avaliados. Essas proteinas
quinases quando associadas as suas ciclinas fosforilam uma variedade de substratos alvos
impulsionando a progressdo do ciclo celular. Em especial, a CDK1 associada a ciclina B
impulsiona a célula a entrar em mitose. Isso € um indicio de que a célula tenha recebido
estimulo para prosseguir a fase mitotica do ciclo celular quando cultivada com este isdmero
de CLA, o que repercute de forma negativa por estimular o ciclo celular nas células tumorais.
Sobre o efeito do CLA trans-10, cis-12, Ip et al. (2007) com o intuito de avaliar a eficicia de
isdbmeros (cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12) de CLA em um modelo de cancer de mama
clinicamente relevante, incorporaram na dieta de camundongos transgénicos (com uma alta
expressao do gene ErbB2 no epitélio mamario)a partir do desmame, uma mistura dos
isbmeros ou os dois separadamente e verificaram que o tratamento com CLA trans-10, cis-12
estimulou a hiperplasia lobular do epitélio maméario e o desenvolvimento do tumor,
diminuindo a laténcia para 168 dias de idade em comparacdo com 256 e 270 dias nos grupos
dos tratamentos CLA cis-9, trans-11 e controle (sem CLA), respectivamente.ApOs esses
resultados os autores sugeriram que seria prudente evitar suplementos de CLA contendo o
isbmero trans-10, cis-12, pois os efeitos deste isdmero ndo eram especificos para 0s
camundongos transgénicos como também aumentou a proliferacdo do epitélio mamario em
ambos, ratos FVB/tipo selvagem e FVB/ErbB2. De forma similar, Meng et al. (2008), com o
objetivo de estender o trabalho realizado por Ip et al. (2007), propuseram avaliar se o efeito
estimulador de tumorigénese no epitélio mamario de ratos ErbB2 seria mantido com a
administracdo prolongada de CLA trans-10, cis-12 na dieta e verificaram que este isdbmero
estimulou a sobrevivéncia e a proliferacdo celular dos tumores. Neste estudo, sugerimos que
esse isdbmero de CLA estimulou a proliferacdo celular nos explantes do carcinoma anaplésico,
mesmo tendo sido observado o aumento na expressdo do gene que codifica a proteina p53,
possivelmente ndo se estabilizando a ponto de permitir um bloqueio do ciclo celular ou
induzir a apoptose, visto que, nesse tratamento ndo se observou efeito tanto para o gene que

codifica a proteina inibidora de CDK, p21, quanto para o gene que codifica a proteina pro-
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apoptética Bax. Ainda, Ip et al. (2007), discutiram que apesar do CLA cis-9, trans-11 ndo ter
sido eficaz no modelo ErbB2, sua capacidade de inibir o desenvolvimento de tumores
mamarios de ratos sugere que este isbmero possa ter atividade para prevencao de alguns tipos
de cancer de mama.

Neste estudo, o tratamento CLA cis-9, trans-11 quando comparado ao controle,
aumentou em 110% a expressdo do gene que codifica a proteina pro-apoptotica BAX no
carcninoma tabulopapilar atuando contrariamente a proliferacdo celular. Sendo a morte
celular apoptdética governada por um grande nimero de genes cujos produtos proteicos atuam
como interruptores moleculares de forma positiva ou negativa (IP et al., 2000), a inducédo de
apoptose por CLA pode ser associada a reducao da proteina anti-apoptética Bcl-2 dentro das
lesGes (BELURY, 2002). No presente estudo, ndo foi observado um efeito de tratamento para
ambos isémeros de CLA sobre a expressdo do gene que codifica a proteina Bcl-2 nos dois
experimentos, sugerindo que essa proteina ndo desempenhou um papel critico em inibir a
apotose nas células tumorais. A expressao dap53 ap0ds o tratamento com CLA cis-9, trans-11
ndo sofreu efeito de tratamento, o que nos sugere que os explantes do carcinoma tubulopapilar
possam ter recebido estimulo para apoptose por intermédio de um mecanismo independente
de p53.Sendo as proporgdes relativas entre a proteina anti-apoptdtica Bcl-2 com os andlogos
pré-apoptoticos Bax e Bcl-Xs que determinam a apoptose (MAJUNDER et al. 2002) e tendo
sido observado um aumento na expressdo da Bax por intermédio do tratamento CLA cis-9,
trans-11 no tumor 11, sinaliza que este isbmero de CLA induz a célula tumoral a entrar em
apoptose.

De maneira semelhante, em um estudo para avaliar a inducdo de apoptose em ratas
com estruturas mamarias normais versus pré-malignas, alimentadas com CLA cis-9,trans-11,
Ip et al. (2000), utilizaram o método de imunohistoquimica para verificar a expressdo das
proteinas que regulam a apoptose (Bcl-2, Bax e Bak). Os autores citados anteriormente nao
observaram um efeito de CLA em Bak e Bax, no entanto, detectaram uma baixa regulacéo da
proteina anti-apoptotica Bcl-2 pelo CLA nas celulas pré-malignas e sendo o aumento da
expressao da Bcl-2 associada a ndo ocorréncia de apoptose nas células, estes autores sugerem
que este isdbmero de CLA induziu apoptose por intermédio deste mecanismo.

No presente estudo, a utilizagdo de métodos por intermédio de teste de apoptose para
verificacdo de morte celular dos explantes cultivados com os diferentes isomeros de CLA em
ambos os tumores se faz necessario para definirmos os pontos finais biologicos que definem

€SS€e processo.



55

8 CONCLUSOES

O CLA cis-9, trans-11 estimula a apoptose no carcinoma tubulopapilar de mama e o
CLA trans-10, cis-12 estimula a progresséo do ciclo celular tumoral no carcinoma carcicnoma

anaplasico de mama e carcinoma tubulopapilar de mama.
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9 CONSIDERACOES GERAIS

O método de PCR quantitativa em tempo real é uma ferramenta de extrema
importancia na quantificacio de RNA’s mensageiros em baixos niveis, tornando a
quantificacdo rapida, com alta sensibilidade, praticidade e exatiddo. Neste estudo, a escolha
dos genes para terem sua expressao quantificada foi baseada em dados de literatura e
informacdes sobre as vias de regulacdo do ciclo celular e apoptose das células. A obtencao
dos nossos resultados ocorreu por intermédio de um ensaio bem delineado levando em
consideracdo controle, nuimero de repeticdes para uma maior acuracia que foram
posteriormente validadas por métodos estatisticos.

Neste estudo, mesmo com a aplicacdo desta técnica que nos propiciou melhores
compreensdes dos mecanismos celulares e fisioldgicos que ocorreram com as amostras
expostas aos diferentes tratamentos, fazer uso de outras analises para obtermos um maior
entendimento e clareza dos nossos resultados seria de grande valia. Muitas sdo as alteracdes
morfolégicas que ocorrem na célula durante a apoptose e baseada na deteccdo de tais
alteracdes, diferentes metodologias sdo amplamente empregadas para esta avaliacdo. Para
ambos os tumores foi retirada uma amostra referente a cada tratamento e armazenadas em
freezer -80°C para essas posteriores possiveis analises. Por exemplo, o teste de apoptose seja
ele pelo uso da técnica de citometria de fluxo com kit apoptotico especifico ou por intermédio
de outras técnicas como western-blot para verificacdo da ativacdo das caspases, entre outros,
seria de grande valia para observamos uma possivel inducdo de apoptose pelos nossos
tratamentos nos diferentes tipos de tumores avaliados.

Ainda, avaliar a expressdo génica das ciclinas que estdo envolvidas nas fases de
sintese de DNA e mitose das células nos daria um maior aporte para identificarmos se 0s
respectivos isdbmeros de CLA avaliados neste estudo estimularam ou inibiram a proliferacéo
celular em ambos os tumores. Um exemplo disso seria a avaliagdo das ciclina E responsavel
pela Fase - G1/S, ciclina A (Fase — S) e ciclina B (Fase M).



58



59

REFERENCIAS

ALBERTS, B. et al. Céncer: In: . Biologia Molecular da Ceélula. 5. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2010. cap. 23.

ANAZETTI, M. C.; MELO, P. S. Morte Celular por Apoptose: uma visdo bioquimica e
molecular.MetroCamp. Pesquisa, Campinas,v. 1, p. 37-58, 2007.

ARAB, A. et al. The effects of conjugated linoleic acids on breast cancer. A
systematicreview. Advanced Biomedical Research, [S.l.], v. 5, 2016.

ARRUDA, J. T. et al. Proteina P53 e o Cancer: controvérsias e esperancas. Estudos, Goiania,
GO, v. 35,n. 1, p. 123-141, 2008.

BARRETT, J. C.; WISEMAN, R. W. Cellular and molecular mechanisms of multistep
carcinogenesis: relevance to carcinogen risk assessment. Local: PMC. Environmental
Health Perspectives, [S.l.], v. 76, p. 65, 1987.

BEIKZADEH, B.; DELIREZH, N. Morphological features of cell death through microscopic
view. Local: Research in Molecular Medicine, [S.l.], v. 2, n. 4, p. 1-2, 2014.

BELURY, M. A. Inhibition of carcinogenesis by conjugated linoleic acid: potential
mechanisms of action. The Journal of nutrition, [S.l.], v. 132, n. 10, p. 2995-2998, 2002.

BUDIHARDJO, I. et al. Biochemical pathways of caspase activation during apoptosis.
Annual review of cell and developmental biology, [S.I.], v. 15, n. 1, p. 269-290, 1999.

CARMELIET, P; JAIN, R. K. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature, [S.l.], v.
407, n. 6801, p. 249-257, 2000.

COOPER, G. M. A célula: uma abordagem molecular. 3. ed. Porto Alegre: Artmed, 2007.

DEVERY, R., MILLER, A., STANTON, C. Conjugated linoleic acid and oxidative behaviour
in cancer cells. Biochemical Society Transactions, London, v. 29, p. 341-344, 2001.

DOMINGUEZ, M. G., JIANG, X., CASTELAO. Lipid peroxidation, oxidative stress genes
and dietary factors in breast cancer protection: a hypothesis. Breast Cancer Research, [S.1.],
v. 9, p. 201, 2007.



60

ELMORE, S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic pathology, [S.I.],
v. 35, n. 4, p. 495-516, 2007.

FLOWERS M, THOMPSON P.A. t10c12 Conjugated Linoleic Acid Suppresses HER2
Protein and Enhances Apoptosis in SKBr3 Breast Cancer Cells: Possible Role of COX.
PLosone [S.1.], v. 4, p. 1-9, 2009.

FONSECA, C. S., DALECK, C. R. Neoplasias mamarias em cadelas: Influéncia hormonal e
efeitos da ovario-histerectomia como terapia adjuvante. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 30, p.
731-735, 2000.

FUNK, C. D. Prostaglandins and leukotrienes: advances in eicosanoid biology. Science,
[S.1.], v. 294, n. 5548, p. 1871-1875, 2001.

GRIINARI, J. M. et al. Conjugated linoleic acid is synthesized endogenously in lactating
dairy cows by A9-desaturase. The Journalof Nutrition, [S.l.], v. 130, n. 9, p. 2285-2291,
2000.

GRIVICICH, I. et al. Morte celular por apoptose. Revista Brasileira de Cancerologia, Rio
de Janeiro, v. 53, n. 3, p. 335-343, 2007.

HAMMAMIEH, R et al. Control of the growth of human breast cancer cells in culture by
manipulation of arachidonate metabolism. BMC cancer, [S.l.], v. 7, p. 138, 2007.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The hallmarks of cancer. Cell, [S.I.], v. 100, n. 1, p. 57-
70, 2000.

HARRIS, C. C. p53 tumor suppressor gene: from the basic research laboratory to the clinic-an
abridged historical perspective. Carcinogenesis, [S.l.], v. 17, n. 6, p. 1187-1198, 1996.

HUBBARD, N. E., LIM, D., ERICKSON, K.L. Effect of separate conjugated linoleic acid
isomers on murinemammarytumorigenesis. Cancer Letters, [S.I.], v. 190, p. 13-19, 2002.

IP, C. et al. Induction of apoptosis by conjugated linoleic acid in cultured mammary tumor
cells and premalignant lesions of the rat mammary gland. Cancer Epidemiology and
Prevention Biomarkers, Philadelphia, v. 9, n. 7, p. 689-696, 2000.



61

IP, C. et al. Retention of conjugated linoleic acid in the mammary gland is associated with
tumor inhibition during the post-initiation phase of carcinogenesis. Carcinogenesis, [S.1.], v.
18, p. 755-759, 1997.

IP, C., SCIMECA, J.A., THOMPSON, H. Effect of timing and duration of dietary conjugated
linoleic acid on mammary cancer prevention. Nutrition and Cancer, [S.l.], v. 24, p. 241
247, 1995.

IP, M. M. et al. The t10, c12 isomer of conjugated linoleic acid stimulates mammary
tumorigenesis in transgenic mice over-expressing erbB2 in the mammary epithelium.
Carcinogenesis, [S.l.], v. 28, n. 6, p. 1269-1276, 2007.

JACK, G.S et al. Reduced 15-lipoxigenase-2 immunostaining in prostate adenocarcinoma:
correlation with grade and expression in high-grade prostatic intraepithelial neoplasia.
Human Pathology, [S.1.], v. 31, p. 1146-1154, 2000.

KELAVKAR et al. Prostate Tumor Growth and Recurrence Can Be Modulated by the N-6:N-
3 Ratio in Diet: Athymic Mouse Xenograft Model Simulating Radical Prostatectomy.
Neoplasia, [S.1.], v. 8, p. 112-124, 2006.

KELLEY, N. S., HUBBARD, N. E., ERICKSON, K. L. Conjugated Linoleic Acid Isomers
and Cancer. Journal of Nutrition. [S.I.], v. 137, p. 2599-2607, 2007.

KEMP, M. Q., JEFFY, B. D., ROMAGNOLO, D. F. Conjugated Linoleic Acid Inhibits Cell
Proliferation through a p53-Dependent Mechanism: Effects on the Expression of G1-
Restriction Points in Breast and Colon Cancer Cellsl. Journal of Nutrition, [S.I.], v. 133, p.
3670-3677, 2003.

KERR, J. F.; WYLLIE, A. H.; CURRIE, A. R. Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wide-ranging implications in tissue kinetics. British journal of cancer, [S.1.], v. 26, n. 4,
p. 239, 1972.

KLOPFLEISCH, R.; GRUBER, A. D. Differential expression of cell cycle regulators p21,
p27 and p53 in metastasizing canine mammary adenocarcinomas versus normal mammary
glands. Research in veterinary science, [S.I.], v. 87, n. 1, p. 91-96, 2009.

LEE, S. et al. Conjugated linoleic acid stimulates an anti-tumorigenic protein NAG-1 in an
isomer specific manner. Carcinogenesis, [S.1.], v. 27, p. 972-981, 2006.



62

LIU, D. et al. Molecular Homology and Difference between Spontaneous Canine Mammary
Cancer and Human Breast Cancer. CancerResearch, [S.1.], v. 74, n.18, p. 5045-5056, 2014.

MAJUMDER, B et al. Conjugated linoleic acids (CLAS) regulate the expression of key
apoptotic genes in human breast cancer cells. The FASEB Journal, [S.l.], v. 16, n. 11, p.
1447-1449, 2002.

MARTINS, J. M.; GRUEZO, N. D. Acido graxo W-6 na etiologia do cancer de cdlon e reto.
Revista Brasileira De Cancerologia, Rio de Janeiro, v. 55, n. 1, p. 69-74, 20009.

MCENTEE, M. F et al. Dietary n-3 Polyunsaturated Fatty Acids Enhance Hormone Ablation
Therapy in Androgen- Dependent Prostate Cancer. American Journal Pathology, [S.I.], v.
173, p. 229-241, 2008.

MENG, X. et al. t10, c12-Conjugated linoleic acid stimulates mammary tumor progression in
Her2/ErbB2 mice through activation of both proliferative and survival
pathways. Carcinogenesis, [S.I.], v. 29, n. 5, p. 1013-1021, 2008.

MOTTA, V. T. Bioquimica. Caxias do Sul: EDUCS, 2005. 332 p. v. 1.

NASIR, L. et al. Telomere Lengths and Telomerase Activity in Dog Tissues: A Potential
Model System to Study Human Telomere and Telomerase Biology. Neoplasia, [S.I.], v. 3, n.
4, p. 351-359, 2001.

NATHOO, N.; BARNETT, G. H.; GOLUBIC, M. The eicosanoid cascade: possible role in
gliomas and meningiomas. Journal of clinical pathology, [S.l.], v. 57, n. 1, p. 6-13, 2004.

NICHOLSON, D. W.; THORNBERRY, N. A. Caspases: killer proteases. Trends in
biochemical sciences, [S.l.], v. 22, n. 8, p. 299-306, 1997.

OCHOA, J. et al. Conjugated linoleic acids (CLAS) decrease prostate cancer cell proliferation:
different molecular mechanisms for cis-9, trans-11 and trans-10, cis-12 isomers.
Carcinogenesis, [S.1.], v. 25, 1185-1191, 2004.

OREN, M. Decision making by p53: life, death and cancer. Cell Death & Differentiation,
[S.1.], v. 10, n. 4, p. 431-442, 2003.

PAMPLONA et al. Progressive telomere dysfunction causes cytokinesis failure and leads to
the accumulation of polyploid cells. PLoS Genetics, [S.I.], v. 8, n.4, p. 1-11, 2012.



63

PAOLONI, M.; KHANNA, C. Translation of new cancer treatments from pet dogs to
humans. Nature Reviews Cancer, [S.I.], v. 8, n. 2, p. 147-156, 2008.

PARIZA, M. W. et al. Mutagens and modulator of mutagenis in fried ground beef.
CancerResearch, [S.1.], v. 43, p. 2444-2446, 1983.

PARIZA, M. W.; PARK, Y; COOK, M. E. Mechanisms of action of conjugated linoleic acid:
evidence and speculation. Proceedings of the Society for Experimental Biology and
Medicine, [S.I.], v. 223, n. 1, p. 8-13, 2000.

PARIZA, M. W.; HARGRAVES, W.A. A beef derived mutagenesis modulator inhib its
initiation of mouse epidermal tumor by 7,12-dimetylbenz [a]anthracene. Carcinogenesis,
[S.1], v.6, p. 591-593, 1985.

PARK, M., LEE, S. Cell cycle and cancer.Journal of Biochemistry and Molecular Biology,
[S.1], v. 36, p. 60-65, 2003.

PARODI, P.W. Cow’s milk fat components as potential anticarcinogenicagents. Journal
Nutrition, [S.1.], v. 127, p. 1055-1060, 1997.

ROSE, D. P., CONNOLLY, J. M., LIU, X. H. Effects of Linoleic Acid on the Growth and
Metastasis of Two Human Breast Cancer Cell Lines in Nude Mice and the Invasive capacity
of These Cell Lines in Vitrol. Cancer Research, [S.l.], v. 54, p. 6557-6562, 1994.

ROSE, D. P. et al. Effects of diets containing different levels of linoleico acid on humam
breast cancer growth and lung metastasis in nude mice. Cancer Research, [S.l.], v. 53, p.
4686-4690, 1993.

ROSE, D. P.; CONNOLLY, J. M. Omega-3 fatty acids as cancer chemopreventive agents.
Pharmacology & therapeutics, [S.1.], v. 83, n. 3, p. 217-244, 1999.

SHAY, J. W.; BACCHETTI, S. A survey of telomerase activity in human cancer. European
journal of cancer, [S.l.], v. 33, n. 5, p. 787-791, 1997.

SIDDIQUI, R.A. et al. Omega 3-fatty acids: health benefits and cellular mechanisms of
action. Medicinal Chemistry, [S.I.], v. 4, p. 859-871, 2004.



64

SOBERMAN, R. J.; CHRISTMAS, P. The organization and consequences of eicosanoid
signaling. Journal of Clinical Investigation, [S.l.], v. 111, n. 8, p. 1107, 2003.

STRIPP, C. et al. Fish Intake Is Positively Associated with Breast Cancer Incidence Rate.
Journal of Nutrition, [S.1.], v. 133, p. 36643669, 2003.

THOMPSON, H. et al. Morphological and biochemical status of the mammary gland as
influenced by conjugated linoleic acid: Implication for a reduction in mammary cancer risk.
Cancer Research, [S.l.], v. 57, p. 5067-5072. 1997.

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization of real-time guantitative RT-PCR data
by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biology, [S.l.], v. 3, p.1-
12, 2002.

VOGELSTEIN, B., KINZLER, K.W. p53 function and dysfunction. Cell, [S.l.], v. 70, p. 523-
526, 1992.

WANG, L. et al. Conjugated linoleic acid induces apoptosis through estrogen receptor alpha
in human breast tissue. BMC Cancer, [S.I.], v. 8. 2008.

ZIEGLER U, GROSCURTH P. Morphological features of cell death. News Physiology
Science, [S.I.], v. 19, n.3, p.124-128, 2004.

ZIYAD, S.; IRUELA-ARISPE, M. L. Molecular mechanisms of tumor angiogenesis. Genes
& Cancer, [S.I.], v. 2, n. 12, p. 1085-1096, 2011.





