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I.Revisao de Literatura



1.1 Céncer do colon

O cancer do colon € o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo, € um dos
principais responsaveis pelas mortes por neoplasias malignas, principalmente em paises do
ocidente (Parkin et al., 2001, 2005; INCA, 2010). A incidéncia e mortalidade por este tipo de
cancer constituem importante problema de satde publica, em especial em paises
desenvolvidos e 4reas urbanas de paises menos desenvolvidos. Sua incidéncia tende a
aumentar pelo estilo de vida adotado pela populagcdo que inclui fatores nutricionais, como
baixo consumo de minerais na alimentacdo (Willett et al., 1990; Ministério da satude, 2003).

No mundo, os tumores malignos que acometem o co6lon a cada ano somam cerca de

950 mil casos novos (Ministério da Saude, 1999, 2005).

Nos estados Unidos, este tipo de neoplasia € considerado a terceira causa de morte por
cancer (Jemal et al., 2003). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do cancer (INCA, 2010)
figura entre as cinco primeiras causas de morte por cancer, e a distribuicdo percentual de
tumores malignos de cdlon e reto aproxima-se dos registros encontrados em paises
desenvolvidos, com aumento significativo de suas taxas de incidéncia ao longo das ultimas
décadas, principalmente nas regides sul e sudeste. O nimero de casos novos de cancer de
colon e reto estimado no ano de 2010 ¢ de 13.310 casos em homens e de 14.800 em mulheres
(Tabela 1 e figura 1). Estes valores correspondem a um risco estimado de 14 casos novos a
cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres. Na regido Sudeste, o cancer de colon e
reto foi o terceiro mais incidente (19 novos casos a cada 100.000 homens) entre a populagdo
masculina em 2010. Entre mulheres foi o segundo mais incidente (21 novos casos a cada

100.000 mulheres) (INCA, 2010).



Tabela 1. Estimativas do numero de novos casos por tipo de cancer no ano de 2010, em

homens e mulheres, segundo localizagdo primaria da neoplasia.*

Localizagao Primaria Estimativa de Casos Novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prdstata 52.350 = 52 350
Mama Feminina - 49240 49 240
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.800 9.830 27630
Cdlon e Reto 13.310 14 800 28110
Estomago 13.820 7.680 21.500
Colo do Utero - 18.430 18.430
Cavidade Oral 10.330 3790 14120
Esofago 7.890 2740 10.630
Leucemias 5.240 4340 9580
Pele Melanoma 2960 2970 5930
Outras Localizagoes 59.130 78.770 137.900
Subtotal 182.830 192.590 375.420
Pele ndo Melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as Neoplasias 236.240 253.030 489.270

*Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10

N° de Casos

60.000 —

Feminino

50.000 — Il Masculino
40.000 —
30.000 —
20.000 —
10.000 — I I I
: I I B =

Mama Prostata Traqueia, Codlon e Reto Estémago Gglu do  Cavidade Esdfago  Leucemias Pele
Feminina Bronquio e Utero Oral Melanona
Pulmao

Fonte: Instituto Macional de Gancer - INGA/ M3

Figura 1.Tipos de cancer com maior incidéncia na populagdo brasileira feminina e masculina

para o ano de 2010.



1.2 Carcinogénese experimental

O desenvolvimento de cancer ou carcinogénese, tal como analisado em modelos
experimentais, ¢ um processo dinamico, de multiplas etapas, que envolve alteracdes celulares,
moleculares e morfoldgicas, sustentadas por modificagdes na expressdo de genes que
coordenam atividades essenciais da célula, como proliferacdo, diferenciagcdo e apoptose (Pitot,
1989; Sugimura, 1992; Sequeira, 1997; Ochiai et al., 2003; Agner, 2003).

O processo de carcinogénese ¢ extremamente complexo e dividido em pelo menos trés

etapas: iniciagdo, promogdo e progressdo (Dragan & Pitot, 1991).

A etapa de inicia¢do corresponde a interacdo do agente quimico (iniciador) com o
DNA da célula-alvo, o que leva ao dano permanente e irreversivel do DNA. A eficiéncia da
iniciagdo depende da replicacdo do DNA e divis@o celular, subseqiientes a interacdo com o

cancerigeno quimico, o que “fixa” a alteragdo do genoma (Douglas, 2000).

Os cancerigenos quimicos possuem atomos altamente reativos capazes de capturar
elétrons de sitios nucleofilicos como DNA, RNA, proteinas e lipideos em células-alvo
especificas, o que resulta em alteragdes profundas que podem levar a célula a morte ou a
aquisi¢do de mutagdes em genes criticos que controlam o ciclo celular e apoptose (Schulte-

Hermann et al., 1999; Baird et al ., 2005).

Na promocgio, as células geneticamente alteradas ou iniciadas sofrem um processo de
expansdo clonal. Nesta fase, a presenca de substancias cancerigenas promotoras ou nao
genotoxicas aceleram o desenvolvimento destas lesdes proliferativas e o surgimento de lesdes
pré-neoplasicas. Experimentalmente, a etapa de promog¢do €& caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes tumorais benignas ou focos de células fenotipicamente alteradas,
como os focos de criptas aberrantes (FCA) estudados em carcinogénese induzidas em célon

de ratos (Douglas, 2000). A multiplicacdo celular excessiva dos clones celulares possibilita



um maior acimulo de mutagdes e instabilidade do DNA e o desenvolvimento de anaplasia
que levam as células envolvidas a conversdo maligna e evolugdo para a etapa seguinte da

carcinogénese (Dragan & Pitot, 1991).

Na etapa de progressdo do processo de carcinogénese, as células neoplasicas
apresentam grau elevado de anaplasia, com elevados indices de proliferacdo e indices de
apoptose reduzidos, caracterizando o fendtipo maligno (Dragan & Pitot, 1991). O agente
promotor ¢ dispensavel nessa fase, pois as células que atingiram esse estdgio de
desenvolvimento tumoral sdo auto-suficientes aos estimulos para crescimento e multiplicagdo
celular. O proximo passo dessas células € a infiltracdo da matriz extracelular e a disseminacgao
por via linfatica e vascular para outros tecidos do hospedeiro, caracterizando o potencial de
invasdo e metastases e convresdo para célula maligna. As células malignas se tornam capazes
de romper a lamina basal endotelial, atravessar a parede vascular e cair em sua luz, onde
podem circular para locais a distdncia e interagir com células do sistema imunoldgico

(Robbins & Cotran, 2005).

Ha evidéncias de que minerais presentes na alimentacdo apresentem papel importante
nos estidgios de iniciagdo, promogdo e progressio do desenvolvimento neoplésico,
destacando-se como importantes moduladores do risco ou de protecdo contra o
desenvolvimento de neoplasias especificas (Singh et al., 1992; Boehm et al., 1998; Jaiswal &

Narayan, 2004; Dani et al., 2007).



1.3 Potencial quimioprotetor do zinco

O zinco (do alemao Zink) ¢ um elemento quimico de simbolo Zn, numero atomico 30
(30 protons e 30 elétrons) com massa atdmica de 65,38 Da, ponto de fusdo de 419,50°C e
ponto de ebuli¢io de 908°C. A temperatura ambiente, encontra-se no estado solido e esta
situado no grupo 12 (IIB) da classificagio periodica dos elementos. E um metal branco-
azulado brilhante, estavel ao ar seco e ocorre na natureza como 5 is6topos estaveis, %47n, %7n,
%77n, ®Zn e "°Zn. (Cantero, 1989; McCall & Huang, 2000; Azevedo & Chasin, 2003).

A primeira extracdo de fundi¢do do metal impuro foi realizada na china, por volta do
ano 1000 d.C, e no século XVII chegou a primeira barra de zinco ao Ocidente. No século
XVIII, foi patenteado o processo de obtencdo de zinco na Inglaterra a partir de Blenda
(sulfureto de zinco), que ¢ uma das bases do processo de destilagdo para obter o elemento
(Azevedo & Chasin, 2003). Durante todo o século XX e inicio do XXI o papel do zinco tem
sido amplamente estudado (Botti, 2001), e o conhecimento da sua importadncia para os
organismos vivos comec¢ou quando Rolin em 1869, relatou que a presenca desse metal era
essencial para o crescimento do fungo Aspergillus Niger (Sayers, 1938). Em 1877, foi
descrito a presenga de zinco em musculo e figados humanos, em seguida este elemento foi
descrito em plantas e animais marinhos, e constatou-se que era um dos elementos mais
importantes do organismo e essencial ao lactente, adulto e idoso (Shuttleworth, 1986; Cirino
et al., 1987). Em 1939, a demonstracio da participagdo do zinco na enzima anidrase carbdnica
provou que esse era um elemento fundamental a todas as espécies (Shuttleworth, 1986).
Virios estudos se seguiram demonstrando a importancia da suplementagdo do zinco na

alimentagdo (Sandstead, 1999).

Este metal ¢ considerado um oligoelemento, pois apresenta-se em quantidades
diminutas no organismo, representando apenas 0,003% (1,4 a 2,3g) do corpo humano.

(Tasman, 1992). E o segundo elemento-traco mais prevalente no organismo, apresentando-se



em grandes concentragdes no cérebro, prdstata, pele e seus anexos, figado, pancreas, 0ssos ¢
sangue de mamiferos (Tasman, 1992; Weiss et al., 2001). Embora em quantidades tdo
reduzidas, o zinco ¢ importante componente estabilizador de macromoléculas e membranas

bioldgicas, sendo necessario em todas as fases da vida (Tasman, 1992).

Alimentagdo rica em minerais como o zinco € importante, pois apresentam
componentes antioxidantes que podem exercer efeitos benéficos para a saude humana (Kapil

et al., 2004).

O impacto do cancer do colon na saide publica, tem proporcionado interesse na
quimioprevencdo, € 0s minerais presentes na alimentagdo podem ser agentes promissores na
preven¢do do cancer do célon. Deste modo, alguns estudos sugerem que o cancer do colon é
fortemente influenciado por fatores nutricionais, incluindo a quantidade e composi¢do de
minerais na alimentacdo (Willett et al., 1990). O zinco ¢ distribuido por todo o reino vegetal e
animal em abundancia em segundo lugar em relacdo ao ferro. Algumas das principais fontes

de zinco estdo epresentadas na Tabela 2.

A suplementag@o farmacoldgica € importante estratégia para combater a deficiéncia de

zinco. Na Tabela 3 encontram-se os compostos que podem ser utilizados como suplementos.

Tabela 2. Alimentos que contém zinco.

ALIMENTOS ZINCO (mg/100g)

Cereais e derivados

Arroz, branco, grao-médio, cozido 0,4
Aveia, flocos, crua 2,6
Cereal, mingau, milho, infantil 0,4
Cereal, matinal, milho 7,6

Farinha, Lactea de cereais 1,7



Espinafre, cru

Agrido, cru

Salsa, crua

Tomate, com semente, cru

Tomate, extrato

Coco
Figo, enlatado, em calda
Maracuja

Péssego, enlatado, em calda

Atum, fresco, cru
Bacalhau, salgado, cru
Sardinha

Porg¢do de Peixes

Carne, bovina, acém, moida, cozido
Carne, bovina, contra-filé, grelhado

Carne, bovina, costela de boi, assada

Carne, frango, figado, crua

Leite, fluido 3,7% de gordura

Leite, vaca, integral, pd

Queijo mussarela

Ovo, galinha, cozido

Feijao, Adzuki, cozido, com sal

Ervilha, enlatada, drenada

Verduras, Hortalicas e
Derivados

Frutas e Derivados

Pescados

Carnes e Derivados

Leite e Derivados

Ovo

Leguminosas e Derivados

0,5
0,7
1,3
0,3
0,4

0,9
0,1
0,4
0,1

0,4
0,7
1,3
0,7

8,1
6,7
5,5
3,7

0,4
2,7
2,6

1,0

1,8
0,9

Fonte. Taco, 2004



Tabela 3. Compostos de zinco usados para suplementagao.

Oxido de zinco Estearato de zinco
Sulfato de zinco heptahidratado Escorbato de zinco
Cloreto de zinco Picolinato de zinco
Carbonato de zinco Aminoato de zinco
Citrato de zinco Zinco histidina
Gluconato de zinco Zinco metionina

Fonte. Salgueiro, 2002.

O zinco ¢ essencial na alimentacdo, pois atua na sobrevivéncia e fun¢do das células, de
forma que age como co-fator de diversas enzimas que participam da replicacdo celular,
combate aos radicais livres de oxigénio, manutencdo da integridade do 4cido
dezoxirribonucleico, metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos. (Aggett, 1983; Prasad
& kucuk, 2002; Bargellini et al., 2003; Prasad, 2003). Estudos demonstraram que os
processos oxidativos participam de varios estagios da carcinogénese € que micronutrientes
como o zinco, podem apresentar papel na prote¢do contra neoplasias, em virtude de suas
propriedades antioxidantes (Anetor et al., 2007). E provéavel que este mineral tenha fung¢io na
inibicdo do crescimento e proliferacdo de diversos tipos de células tumorais, incluindo células
do cancer do célon (Iitaka et al., 2001; Park et al., 2002; Klein et al., 2006). A redugdo dos
niveis de zinco na alimenta¢do constitui um dos fatores de risco no desenvolvimento e
progressao de tumores do cdlon e reto (Song et al., 1993). Além disso, o zinco esta envolvido
em muitos aspectos da fisiologia celular, incluindo condigdes estruturais, funcionais e
sinalizagoes de células, ¢ a deficiéncia de zinco estd associada ao retardo do crescimento,

mudancas neurosensoriais e deficiéncias no sistema imunoldgico (Prasad & Kucuk, 2002).

O zinco € uma espécie atbmica pequena e se comporta quimicamente como um acido
de Lewis, receptor de elétrons, o que determina a sua passagem pelas membranas bioldgicas
tanto por mecanismos de difusdo passiva quanto por transporte ativo (Salgueiro et al., 2000)

(Figura 2 ). O zinco presente na alimentagdo ¢ transferido do limen intestinal para o interior
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do enterdcito, ultrapassando a borda em escova, e depois para o sangue, onde se liga a
albumina e, mais tarde se acumula no figado, para redistribui¢do a outros o6rgios (Cousins,
1985; Salqueiro et al., 2000). O transporte do zinco no trato gastrointestinal e na circulagdo
sanguinea envolve transporte paracelular, sendo mediado por carreadores, (Salqueiro et al.,
2000) como as proteinas intestinais ricas em cisteinas (CRIP’s) e metalotioneinas (MTs), que
se ligam ao zinco para transporta-lo a compartimentos intracelulares, auxiliando no processo
de absorcdo, e proteinas da familia ZnT localizadas na membrana basolateral dos enterdcitos
associadas ao efluxo deste metal (Hempe & Cousins, 1992; Vallee & Falchuk, 1993) (Figura

2).

Intestino

Zinco na
Dieta @

Excrecio

Fezes e Urina

TGI - trato gastrointestinal / Mt's — metalotioneinas
CRIP's — proteinas infestinais ricas em cisteina
ZaT (1,2,3.4) — transportadores de Zn

Figura 2. Mecanismos de absor¢éo de zinco.

Fonte: http://www.artigosZinco/biodisponibilidade do zn.mht
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O papel deste elemento, na manuten¢do da homeostase celular e na protecao de células
contra influéncia do estresse ¢ amplamente reconhecida (Fraker & Telford, 1997). O zinco
pode contribuir para a manutengdo da estrutura da barreira das membranas, desta forma, atua
principalmente na defesa das células epiteliais da mucosa intestinal, que ¢ frequentemente
exposto a milhares de patogenos e agentes deletérios (Rdriguez et al., 1996; Sturniolo et al.,
2001; Bao& Knoell, 2006). Segundo Sturniolo et al. (1998), pacientes com distirbio cronico
na permeabilidade intestinal apresentaram reducdo dos niveis de zinco na mucosa. Estudos
anteriores demostraram que a deficiéncia de zinco aumenta a permeabilidade da barreira da
membrana endotelial, de células epiteliais do pulmlo, e causa ulceragdes no intestino

(Mengheri et al., 1999; Canali et al., 2000).

Além de ser um componente do gene p53, um sensor do dano ao DNA que age para
prevenir acumulos de lesdes genéticas, o zinco funciona como um catalisador de mais de 300
enzimas e mais de 2000 fatores de transcri¢do dependentes do metal envolvidos na expressao

de genes de varias proteinas (Who, 2002; Ho et al., 2003).

O termo “dedos de zinco”, do inglés “zinc fingers”, é amplamente utilizado para
identificar qualquer estrutura compacta que ¢ estabilizada por ions de zinco, geralmente
pequenas proteinas como a anidrase carbonica, fosfatase alcalina, alcool-desidrogenase,
superoxido-dismutase, carboxipeptidase, acido ribonucléico polimerase e trascriptase reversa,
onde o zinco desempenha papel estrutural e funcional essenciais para a homeostase do
organismo humano (Fascineli, 2001). Estas proteinas estdo envolvidas nos processos de
replicagdo e reparo, transcrig¢do e translagdo, metabolismo e sinalizacdo, proliferagdo celular e

apoptose (Krishn et al., 2003).

Uma das fungdes de grande importancia € a participacdo do zinco no sistema de defesa

antioxidante (Kapil et al., 2004). O ion inibe as rea¢des de propagacdo de radicais livres
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\

devido a sintese de metalotioneinas (MT), proteinas citosélicas de baixo peso molecular
(6.000 a 7.000 Da), que se ligam avidamente nos radicais, promovendo protecdo (scavenger)
contra danos em membranas celulares (Zowczak et al., 2001; Koury & Donangelo, 2003). As
MT também estdo associadas a detoxificagdo de metais pesados no organismo (Salqueiro et
al., 2000; Zowczak et al., 2001; Koury & Donangelo, 2003). A interagdo direta do zinco com
processos de transcricdo gé€nica esta relacionada aos promotores dos genes que codificam para
as matalotioneinas, de maneira proporcional as concentra¢cdes de zinco no organismo
disponivel para exercer efeitos fisiologicos em tipos celulares especificos (Henriques et al.,
2003). O estado nutricional relativo ao zinco também esta relacionado a mecanismos diretos
de modulacdo da expressdo génica, a partir da modulagdo da atividade enzimdtica ou de

moléculas sinalizadoras que dependem da ligacdo do zinco (Henriques et al., 2003).

O zinco ¢ componente estrutural da superoxido-dismutase (SOD), enzima presente no
citoplasma de todas as células e que catalisa a conversdo de dois radicais, o ion superoxido e
perdxido de hidrogénio, reduzindo a toxicidade das espécies reativas do oxigénio. A SOD
intracelular encontra-se em niveis reduzidos em situagdes de deficiéncia de zinco (Powell,

2000; Koury & Donangelo, 2003; Tapieiro & Tew, 2003).

Além da atividade antioxidante, este micronutriente ¢ indispensavel para atividades de
enzimas envolvidas diretamente com a sintese de DNA e RNA e, parece ter efeito modulador
e protetor para o crescimento de células neoplésicas (Mafra & Cozzolino, 2004; Wu et al.,

2004).

Diferente dos outros metais de transicdo do quarto periodo da classificagdo periddica

p . 2+ . . . 10 . g
dos elementos, o ion zinco (Zn"") possui um orbital d cheio (d"), o que impossibilita a sua
participacdo em reagdes de oxido-reducdo em que necessariamente, hd uma dindmica de

trocas de elétrons entre o par i6nico, mas permite que seja o aceptor de um par de elétrons
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(Butler, 1998). Portanto o zinco ¢ o ion metalico ideal para funcionar como co-fator em
reacdes que necessitam de um ion redox-estavel, comportando-se quimicamente como um
acido de Lewis durante a catalise (Butler, 1998). Por apresentar preenchimento dos orbitais
“d”, a energia de estabiliza¢io do campo ligante dos ions Zn®" é igual a zero em todas as
geometrias de ligacdo encontradas, o que faz com as geometrias sejam estaveis. Apesar de o
metal assumir preferencialmente a geometria tetraédrica, com numero de coordenagio 4, este
pode variar de 2 a 6, com suas respectivas geometrias, as quais vao desde a forma tetraédrica
regular ou distorcida até a forma octaédrica. A nulidade de efeitos de campos ligantes
contribui para que o zinco apresente tais configuragdes. A auséncia de uma barreira energética
e a multiplicidades de geometrias de coordenagdo, permite que as enzimas dependentes de
zinco alterem a reatividade do ion metalico e conseqiientemente aumentem a habilidade em
catalisar transformac¢des quimicas, acompanhadas de mudancas em sua geometria de

coordenac¢do (kaim & Schwederski, 1996; Butler, 1998; Dhawan et al., 2006).

Os minerais quelatados s@o definidos por Leeson & Summers, (1997) como produtos
resultantes da reagdo de um ion metalico com composto organico, como aminoacido, o qual
funciona como carreador e possui a capacidade de se ligar ao metal por ligagdes covalentes
através de grupamentos aminos ou oxigénio, formando uma estrutura ciclica, como na reagio
que ocorre com o zinco complexado a glicina (ZnGly). Esses ligantes ou quelantes tem o
papel de aumentar a absor¢do e a disponibilidade do mineral no organismo (Ensminger &
Oldfield, 1990). A palavra “quelato” vem do grego “chele” que significa “garra” ou “pinga”,
um termo adequado para descrever a forma pelo qual os ions metalicos polivalentes sdo

ligados aos compostos organicos (Mellor, 1964).

Alguns autores sugerem que os minerais quelatados sdo melhor absorvidos pela célula
epitelial do intestino do que os inorganicos, como o sulfato de zinco (ZnSQO4) pois utilizam as

vias de absor¢@o das moléculas organicas que a eles estdo ligados (Kratzer & Vohra, 1996).
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Nao ha estudos in vitro e in vivo sobre a a¢do do zinco complexado a glicina (ZnGly)
em modelos experimentais da carcinogénese do célon. Assim é de extrema importancia que
sejam feitas investigacdes sobre os possiveis efeitos quimioprotetores do quelato de zinco na

carcinogénese do cdlon.

Finley et al. (1995) sugerem que o zinco na forma de sulfato de zinco (ZnSOy) ¢
adequado para estudar os possiveis efeitos quimioprotetores do zinco no processo de
carcinogénese do colon, pois relatam que o zinco i6nico livre € capaz de difundir-se através
da célula, enquanto o zinco complexado ndo. Dani et al. (2007) demonstraram efeito positivo
do potencial quimioprotetor do zinco na forma de sulfato de zinco (ZnSO,) em modelo

experimental de cancer do colon em roedores.

Assim, ¢ importante que sejam feitas investigacdes comparando o potencial
quimioprotetor do zinco na forma de quelato de zinco (ZnGly) e de sulfato de zinco (ZnSQOy)
no processo de carcinogénese do cdlon induzido pela 1,2-dimethillhidrazina (DMH) em

roedores.
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1.4 Modelo experimental da carcinogénese do colon

Modelos experimentais com a utilizagdo de cancerigenos quimicos sdo adotados para
estudar aspectos da carcinogénese do célon que ndo podem ser analisados em seres humanos.
Os estudos experimentais permitem a observacdo detalhada das alteragdes que precedem o
aparecimento da neoplasia maligna em nivel macroscépico e histoldgico (Chang, 1978, 1982,

1984; Mayer et al., 1987).

Em 1967, Druckrey et al. demonstraram que a administragdo parenteral de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) resultou no desenvolvimento de céancer, tanto no intestino delgado
quanto no coélon de ratos. Todos os animais desenvolveram neoplasias e o cancerigeno
mostrou-se seletivo em seus efeitos, pois foram encontradas somente neoplasias intestinais. A
partir de entdo, a DMH tem sido amplamente utilizada em pesquisas de carcinogénese do
colon para o estudo de varios aspectos da morfologia, patogénese, prevengdo e tratamento

desta neoplasia (Martin et al., 1973; Sunter et al., 1978; Sequeira, 1997).

A DMH ¢ um composto quimico genotoxico com alto grau de especificidade para a
mucosa do colon, em varias espécies de roedores. E um cancerigeno completo que induz
iniciagdo e promog¢do da carcinogénese, ¢ leva a formagdo de neoplasias, visiveis
macroscopicamente, de forma dose dependente (Rogers, 1985; Rodrigues et al.,2002). Para os
experimentos de carcinogénese do colon tém sido utilizadas preferencialmente a via
subcutanea e intraperitoneal (Martin et al., 1973; Richards, 1977). A DMH induz grande
nimero de tumores no célon de roedores, semelhantes aos tumores de colon humano (Martin

et al., 1973; Richards, 1977).

A Ativagdo metabdlica da DMH pelo organismo envolve sua oxidagdo no figado,
originando o azometano, que sofre segunda oxidacdo e gera azoximetano. Este tltimo, apos

hidroxilagdo por enzimas microssdmicas hepaticas, resulta em metilazoximetanol, o qual ¢
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conjugado em acido glicurdnico e secretado pela bile. Ao atigir o intestino sofre hidrolize por
B-glicuronidases  produzidas pelas  bactérias intestinais formando novamente
metilazoximetanol, que sofre oxidagdo convertendo na forma instavel metilazoxiformaldeido.
Este sofre decomposi¢@o formando finalmente o ion carbonico, que é capaz de metilar DNA,
RNA ou proteinas de células intestinais (Matsumoto & Higa, 1966; Weisburger, 1971;
Lamont & O’ Gorman, 1978; Sonh et al., 1991). Alguns autores sugerem que a DMH e seus
metabdlitos hepaticos podem ser transportados até as células epiteliais do cdlon via corrente

sanguinea, e serem secretados pela bile (Zedek et al., 1977).

A Figura 3 demonstra o esquema da biotransformac¢do da DMH.

FIGADO
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Figura 3- Biotransformacdo da 1,2-dimetilhidrazina
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1.5 Focos de criptas aberrantes (FCAs)

O desenvolvimento de cancer do colon em roedores envolve uma série de alteragoes
patoldgicas, compreendendo desde lesdes pré-noeplasicas da mucosa, como os focos de
criptas aberrantes (FCA), até o desenvolvimento de lesdes neoplasicas malignas (Bird, 1995;

Takayama et al., 1998).

Os FCAs s3o biomarcadores morfoldgicos intermediarios do cancer do colon e
indicadores de indugdo neoplasica precoce (Mclellan & Bird, 1988; Bird, 1995; Park et al.,
1997). As criptas aberrantes (CA) foram primeiramente descritas por Bird (1987) no cdlon de
roedores tratados com cancerigenos quimicos e, posteriormente em humanos, por Pretlow et
al.  (1991), no célon de pacientes portadores de adenocarcinomas. As criptas aberrantes
podem ser identificadas na mucosa do célon, como unicas ou na forma de focos, sendo
designados de FCA (Tudek et al., 1989). Os FCAs sdo observados com maior freqiiéncia no
colon médio e distal, tanto em roedores como no homem (Di Gregorio et al., 1997; Rodrigues
et al., 2002). Em roedores, as criptas aberrantes sdo induzidas por compostos quimicos
genotdxicos e ndo genotoxicos (McLellan & Bird, 1988a, b; Bird, 1995; Whiteley et al.,
1996). Os cancerigenos quimicos mais utilizados para a indug¢do de FCA no co6lon de roedores

sd30 a DMH e seu metabolito, o azoximetano (AOM) (Rodrigues et al., 2002).

A génese de FCAs provavelmente comeca com Unica célula iniciada, e através da
expansdo clonal, leva a alteragdo na morfologia das criptas (Chang, 1984). Inicialmente surge
como criptas isoladas e, com o tempo FCAs com mais de uma cripta por foco sdo observadas.
As novas criptas, geralmente, derivam de criptas aberrantes formadas anteriormente (Bird &
Good, 2000). Assim, a multiplicidade de criptas ¢ um parametro importante para avaliar a
progressdo dos FCAs em estudos de carcinogénese experimental, bem como entender a

patogénese do cancer do colon (Cheng & Lai, 2003).
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Na mucosa do colon de animais tratados com cancerigenos quimicos as criptas
aberrantes s3o revestidas por células epiteliais com diferentes graus de maturacio celular e
displasia (Bird, 1995). Do ponto de vista experimental, a andlise de FCAs é fundamental para
se investigar alteragdes moleculares muito precoces na carcinogenese do colon (Ochiai et al.,
2003; Stevens, 2007). Este tipo de lesdo pré-neopldsica consiste em criptas que evoluem
cronologicamente com fendmenos proliferativos, hiperplasicos, displasicos e pequenos
adenomas que podem evoluir para adenocarcinomas (Montenegro et al., 2003; Murilo et al.,
2004). Além disso, foi observado que os FCAs apresentam mudancgas no padrdo de atividade
enzimatica, como reducdo das taxas da hexosaminidase (Barrow et al., 1990; Pretlow et al.,
1990, 1993) e da producdo de mucinas, com aumento de sialomucinas e perda de
sulfomucinas, fenomeno geralmente associado ao grau de displasia e multiplicidade das

criptas (Uchida et al., 1997; Sandforth et al., 1988; Femia et al., 2004).

Estudos anteriores demonstraram alteracdes genéticas nos FCAs, tais como mutagdes
nos genes K-ras, APC e TP53, relacionadas a prolifera¢do celular, presenga de instabilidade
de microssatélites, um sensor de dano ao sistema de reparo do DNA e alteragdes em genes
associados a inflamacao tais como o INOS e COX-2 (Smith et al., 1994; Heinen et al., 1996;
Nucci et al., 1997; Takahashi & Wakabayashi, 2004). Os FCAs com maior grau de displasia
podem apresentar acumulo citoplasmatico e nuclear de P-catenina, que ¢ um marcador

potencial de progressdo neoplésica (Yamada et al., 2000, 2003; Hata et al., 2004).

Tem sido proposto que o numero total, a distribuicdo e a multiplicidade dos FCAs
correlacionam-se com a incidéncia de tumores do cdlon (Bird, 1987; Mc Lellan & Bird,
1988; Tudek et al., 1989; Magnuson et al., 1993). Ha evidencias de que o FCA é importante
ferramenta nos estudos de agentes quimioprotetores ou quimiopreventivo do desenvolvimento

neoplasico, induzido por cancerigenos quimicos (Stevens, 2007).
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I1I. Objetivos gerais

O presente estudo foi delineado com a finalidade de investigar o possivel efeito
quimiprotetor do zinco na forma de quelato (ZnGly), administrado por via oral ou de sulfato
(ZnS0Oy), administrado por via oral e intraperitoneal, no processo de carcinogénese do colon,

em modelo de carcinogénese induzido pela 1,2-dimetilhidrazina em ratos Wistar machos.



IV. Artigo1 ™

De acordo com as normas da revista Toxicology Letters.



Investigacdo do possivel efeito quimioprotetor do quelato de zinco (ZnGly)
administrado por via oral, na etapa de iniciacdo da carcinogénese do colon

induzida pela 1,2-Dimetilhidrazina no rato.

Flavia R. Moraes da Silva °, Maria A. Marchesan Rodrigues *, Luis F. Barbisan 0.

* Universidade Estadual Paulista-UNESP, Faculdade de Medicina de Botucatu, Departamento de

Patologia, Botucatu, SP, 18618-970, Brasil

® Universidade Estadual Paulista-UNESP, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Departamento de

Morfologia, Botucatu, SP, 18618-970, Brasil

*EFndereco para correspondéncia:

Maria Aparecida Marchesan Rodrigues, Ph.D.

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), Universidade
Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, 18618-970, SP, Brasil.

Telefone/Fax: +55 14 3811 6238 ramal 236.

E-mail: mariam@fmb.unesp.br

Revista sugerida: Toxicology Letters, ISSN: 0378-4274



1. Resumo

O presente estudo foi delineado para investigar a possivel agdo quimioprotetora do
quelato de zinco (ZnGly), na etapa de inicia¢do da carcinogénese do célon, induzida pela 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) em ratos Wistar machos. Os animais foram distribuidos em quatro
grupos experimentais e receberam trés doses de 40mg/Kg, via subcutanea (sc) de DMH ou
EDTA (veiculo da DMH) e 15mg/Kg de quelato de zinco (ZnGly) por gavagem durante
quatro semanas. Apds a narcose foram coletadas amostras de sangue e, em seguida
fragmentos do colon para dosagens de zinco. O coélon foi removido inteiro, fixado em
formalina tamponada a 10%, corado com azul de metileno para andlise de incidéncia de focos
de criptas aberrantes (FCAs) e processado histologicamente para andlise dos indices de
proliferagdo celular e apoptose. A exposi¢do a DMH aumentou significativamente os indices
de proliferagao celular e apoptose na mucosa do célon. A administracdo do quelato de zinco
(ZnGly) ndo alterou o numero e multiplicidade de FCAs e ndo modificou as taxas de
proliferagdo celular e de apoptose da mucosa do colon, tanto no grupo tratado com DMH
como no respectivo grupo controle. Os resultados deste estudo indicam o zinco ndo mostrou
acdo protetora na etapa de iniciagdo da carcinogénese do colon induzida pela DMH em ratos

Wistar machos.

Palavras-chave: quimioprevengdo, zinco, carcinogénese do colon, focos de criptas aberrantes.



Abstract

The present study was designed to investigate the possible chemopreventive action of
zinc gluconate (ZnGly) on the initiation step of colon carcinogenesis induced by 1,2-
dimethylhydrazine (DMH) in male Wistar rats. The animals were divided into four groups
and received three doses of DMH (40 mg/Kg, s.c) or EDTA (DMH vehicle) and 15 mg/Kg of
zinc glycine (ZnGly) administered by gavage for four weeks. After the narcosis, blood and
colon fragments samples were collected for zinc dosage. The entire colon was removed, fixed
in buffered formalin 10%, stained with methylene blue for the analysis of ACF formation.
The rates of cell proliferation and apoptosis were also analyzed in epithelial crypt cells. The
exposure to DMH significantly increased the rates of cell proliferation and apoptosis in
epithelial cript cells. Treatment with zinc glycine (ZnGly) did not alter the number and
multiplicity of ACFs, as well as apoptosis and cell proliferation indices in both DMH-treated
and control group. The present findings indicate that zinc did not present chemopreventive

effects on the initiation step of DMH-induced colon carcinogenesis in male Wistar rats.

Key Words: chemoprevention, zinc, colon carcinogenesis, aberrant crypt foci.



2. Introducio

O zinco ¢ considerado um oligoelemento, pois apresenta-se em quantidades diminutas
no organismo, o que representa apenas 0,003% (1,4 a 2,3g) do corpo humano (Tasman, 1992).
Embora em quantidades tdo reduzidas, o zinco é importante componente estabilizador de
macromoléculas e membranas bioldgicas, sendo necessario em todas as fases da vida
(Tasman, 1992). Algumas das principais fontes de zinco sdo: carnes bovinas e suinas, peixes,

aves, leite e derivados, cereais e feijao (Taco, 2004).

Estudos sugerem que a quantidade de zinco presente na alimentagdo pode exercer
efeitos benéficos para a saude humana, como modulagdo do risco do cancer do colon, em
virtude de suas propriedades antioxidantes (Zilegler et al, 2003; Anetor et al., 2007). E
provavel que o zinco apresente papel na prote¢do contra neoplasias, e exerca fungdo na
inibicdo do crescimento e proliferacdo de diversos tipos de células tumorais, incluindo células
do cancer do colon (Park et al., 2002; Klein et al., 2006;). Este metal atua na sobrevivéncia e
fun¢do das células, agindo como co-fator de diversas enzimas que participam da replicacdo
celular, combatendo os radicais livres de oxigénio, e na manutenc¢do da integridade do acido
dezoxirribonucleico, metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos (Aggett, 1983; Prasad,
2003). A redugdo dos niveis de zinco na alimentagdo constitui um dos fatores de risco no

desenvolvimento e progressdo de tumores do colon e reto (Song et al., 1993).

Os minerais quelatados sdo definidos por Leeson and Summers (1997) como produto
resultante da rea¢do de um ion metalico com composto organico, como aminoacido, o qual
funciona como carreador e possui a capacidade de se ligar ao metal por ligagcdes covalentes
através de grupamentos aminos ou oxigénio, formando uma estrutura ciclica, como na reagio

que ocorre com o zinco complexado a glicina (ZnGly).

Alguns autores sugerem que os minerais quelatados sdo melhor absorvidos pela célula

epitelial do intestino do que os inorganicos, como o sulfato de zinco (ZnSO4) pois utilizam as



vias de absor¢@o das moléculas organicas que a eles estdo ligados (Kratzer and Vohra, 1996).
O efeito de metais quelatados baseado em zinco foi avaliado em células de melanoma
maligno de camundongos B16BL6, e foi observado inducdo de apoptose e redugdo do
crescimento tumoral, sugerindo seu potencial como agente anti-neoplasico (Ferry et al, 1998).

Todavia, os estudos com uso de minerais quelatados sdo limitados.

A pesquisa de cancer do co6lon € de grande importancia, pois essas neoplasias malignas
apresentam um importante problema de satide publica, por representarem uma das principais
causas de morte por cancer no Brasil, e corresponderem a aproximadamente 70% das
neoplasias malignas do trato gastrintestinal, com estimativa de 28.110 casos no ano de 2010

(INCA, 2010).

Sdo adotados modelos experimentais que permitem observacdo detalhada das
alteracdes que precedem o desenvolvimento da neoplasia maligna a nivel macroscopico e
histoldgico para melhor compreensdo dos mecanismos iniciais envolvidos no cancer do colon.
(Mayer et al., 1987). Estudos indicam que lesdes pré-neoplasicas, relatadas como focos de
criptas aberrantes sdo importantes biomarcadores utilizados como ferramenta para entender a
patogénese do cancer do colon em estudos experimentais (Bird, 1987). Essas criptas sdo
volumosas, irregulares e revestidas por epitélio displdsico, que constitui uma caracteristica

chave do estado pré-neoplasico (Bird, 1987; McLellan and Bird, 1988).

Esses focos apresentam mudancas no padrido de atividade enzimatica, como reducio
das taxas da hexosaminidase (Pretlow et al., 1993) e da produ¢do de mucinas, com aumento
de sialomucinas e perda de sulfomucinas, fendmeno geralmente associado ao grau de
displasia e multiplicidade das criptas (Femia et al., 2004). Além disso, estudos demonstraram
alteracdes genéticas nos FCAs, tais como mutagdes nos genes K-ras, APC e TP53,

relacionadas a proliferagdo celular, presenca de instabilidade de microssatélites, um marcador



de erros no sistema de reparo do DNA e alteracdes em genes associados a inflamagdo tais

como o INOS e COX-2 (Nucci et al., 1997; Takahashi and Wakabayashi, 2004).

Nao ha estudos in vitro ou in vivo sobre o potencial quimioprotetor do zinco na forma
de quelato de zinco (ZnGly) em modelos experimentais da carcinogénese do célon. Assim ¢
de extrema importdncia que sejam feitas investigacdes sobre os possiveis efeitos

quimioprotetores do ZnGly no processo de carcinogénese do célon.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Investigar o possivel efeito quimioprotetor do zinco na forma de quelato (ZnGly),
administrado por via oral, na etapa de iniciagdo da carcinogénese do célon, em modelo de

carcinogénese induzido pela 1,2 dimethillhidrazina (DMH) em ratos Wistar machos.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar se o ZnGly administrado na dose de 15mg/Kg por via oral, modifica a
formacdo de FCAs, os indices de proliferacdo celular, bem como os indices de apoptose

induzidos pela DMH.



4. Material e métodos
4.1 Animais e ambiente de experimenta¢do

Ratos machos Wistar (n= 20), com 28 dias de idade foram adquiridos no primeiro
semestre de 2009 do Centro Multidisciplinar de investigacdo Biologica (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, Campinas — SP). Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos no Biotério da Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, em condig¢des controladas de temperatura (22 £ 2°C), umidade relativa

do ar (55 = 10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo continua do ar.

Os animais receberam racdo comercial (Nuvilab CR1-Nuvital, PR, Brasil) e agua
filtrada ad libitum. Os animais foram pesados semanalmente, ¢ o consumo de ragdo e agua

avaliados trés vezes por semana ao longo do experimento.

Apds 14 dias de aclimatacdo, os animais com 42 dias de idade receberam ZnGly
(15mg/Kg) por gavagem, utilizando-se agua filtrada como veiculo, trés vezes por semana,

durante todo periodo experimental.

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo estdo de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo colégio brasileiro de
Experimentacdo animal (COBEA), e aprovados pelo comité de ética em experimentagdo

animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo n° (731) (Anexo).



4.2 Delineamento experimental
Os animais foram distribuidos de forma aleatdria em quatro grupos experimentais de 5
animais cada (Figura 1). Ao final da 4* semana de experimento os animais foram submetidos

a eutanasia.

Protocolo Experimental (Modulagdo da fase de Iniciacdo)

Grupo 1 (controle negativo): Os animais receberam ragdo comercial e agua ad libitum,
durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado 1ml de solugdo de
EDTA (veiculo da DMH) via subcutanea (sc), uma vez por semana, durante trés semanas. Os

animais foram eutanasiados no final da quarta semana de experimento.

Grupo 2: Os animais receberam ragdo comercial, dgua ad libitum e ZnGly (15mg/Kg) via
oral (gavage) durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado solugdo
de DMH na dose de 40mg/Kg, sc, uma vez por semana, durante trés semanas. Os animais

foram eutanasiados no final da quarta semana de experimento.

Grupo 3 (Controle Positivo): Os animais receberam racdo comercial e dgua ad libitum
durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicada solu¢do de DMH na
dose de 40mg/Kg, sc, uma vez por semana, durante trés semanas. Os animais forma

eutanasiados no final da quarta semana de experimento.

Grupo 4: Os animais receberam ragdo comercial, dgua ad libitum e ZnGly (15mg/Kg) via
oral (gavagem) durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado 1ml de
solugdo de EDTA, sc, uma vez por semana, durante trés semanas. Os animais foram

eutanasiados no final da quarta semana de experimento.



4.3 Substdncias utilizadas
4.3.1 Solucdo de 1,2 dimetilhidrazina
A solugdo de 1,2 dimetilhidrazina (DMH, Sigma Chemical CO, Mo, EUA) foi diluida

na dose de 40mg/Kg em EDTA (37 mg/100ml de 4gua destilada ) no momento da aplicag@o.

4.3.2 Quelato de zinco (ZnGly)
O ZnGly foi fornecido gentilmente pela Farmacia Cruz Vermelha de Botucatu - SP, na

forma de solugdo e diluida em agua filtrada na dose de 15mg/Kg no momento da aplicag@o.

4.4 Eutanasia, Coleta e Processamento do material, e Quantificagdo de FCA
Os animais foram eutanasiados em cdmara de CO, ao final da quarta semana de
tratamento experimental. Apds a narcose foi coletada amostra de sangue (1ml) e, em seguida

fragmento do colon (aproximadamente 1 cm) de cada animal para dosagens de zinco.

A necropsia foi feita remog¢do de todo colon e reto, inspe¢do para observacdo da
presenca de alteragcdes macroscépicas e lavagem em solug¢do de NaCl 0,9% para a retirada de
residuos fecais. Foi realizada a incisdo da parede longitudinalmente na linha mesentérica no

sentido célon proximal/reto.

O cdlon de cada animal foi estirado, acondicionado em pranchas de isopor e fixado em
solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 horas. Posteriormente, as pecas foram lavadas

em agua por 12 horas e mantidos em alcool 70% até o momento da andlise.

Para contagem de focos de criptas aberrantes, os colons foram retirados do alcool
70%, lavados em agua corrente e corados em solucdo de azul de metileno a 0,2% em PBS por

aproximadamente 2 minutos (ver Anexo 1).
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O cdlon foi cortado nas porg¢des distal, medial e proximal, e cada por¢do foi colocada
sobre uma ldmina (ver Anexo 2). Os segmentos foram analisados em microscépio de luz
convencional em objetiva de 40X (Axiostar plus, Zeiss). A identifica¢do e quantificacdo dos
FCAs foram baseadas em seus aspectos morfologicos diferenciais segundo Bird (1995), 1)
tamanho aumentado e aspecto basofilo com hipercromasia da regido epitelial (camada de
células epiteliais mais espessa) em plano (mais elevado) diferente das criptas intestinais
normais circunjacentes; 2) abertura das criptas de aspecto alterado (circular a alongada,
eliptica ou tortuosa); 3) Criptas aberrantes isoladas ou em focos, designados como focos da
cripta aberrantes que ocupam area maior que a ocupada por um nimero equivalente de criptas
morfologicamente normais. Nao existem criptas de morfologia normal entre as criptas

aberrantes dentro desses focos.

Foram quantificados os FCAs com 1, 2, 3, 4 ou mais criptas aberrantes (CAs), nimero
total de CAs e numero total de FCAs por segmento de cdlon analisado, sendo padronizado o

sentido de analise (cdlon distal- cdlon proximal).

O colon proximal foi descartado, apds contagem dos FCAs, pois ndo apresentou

numero de FCAs que justificasse seu processamento histologico.

As porgdes dos colons foram cortadas longitudinalmente, fornecendo uma vista de
criptas em disposi¢cdo perpendicular, e colocados em cassetes plasticos, resultando em um
total de seis fragmentos, trés fragmentos do célon distal e trés do célon medial (D1, D2, D3 e
M1, M2, M3). Todos os fragmentos foram processados para obten¢@o de cortes histologicos,

que foram corados pela hematoxilina-eosina (HE), e para rea¢des de imunoistoquimica.
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4.5 Indice de proliferacdo celular

A atividade proliferativa das células epiteliais da mucosa do colon foi estimada
utilizando-se andlise imunoistoquimica da expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA). As laminas histologicas passaram pelos seguintes processos:
desparafinizagdo, bloqueio de peroxidases endogenas (20 minutos no peroxido de hidrogénio
3% em PBS), bloqueio de ligagdes inespecificas (60 minutos no leite desnatado 1%),
conjugacgdo over-night com anticorpo primdrio especifico diluido em BSA (1:100 monoclonal
anti-PCNA, clone PC10, DakoCytomation); aplicacdo do polimero conjugado a peroxidase
(pos-primario e anti-mouse/rabbt IgG — Poly HRP, Leica, por 30minutos cada), revelagdo com
o cromogeno 3,3 -diaminobenzidina tetraclorido (DAB, Sigma-Aldrich do Brasil, por 10

minutos), contra-coloragdo (Hematoxilina de Harris), desidratacdo e montagem.

Para andlise de indices de proliferagdo celular foram examinadas 20 criptas
perpendiculares na mucosa do cdélon médio de cada animal, & microscopia Optica, com
objetiva de 40x. Os indices de proliferacdo celular foram determinados pela porcentagem de
células com nucleos marcados em marrom pelo PCNA em relagdo ao niimero total de células
epiteliais analisadas. Os nimeros de células epiteliais € o nimero de nucleos corados foram

estimados em cada cripta, partindo-se da base em dire¢@o ao dpice da cripta (Ziliotto, 2008).

4.6 Indice de Apoptose

Os indices de apoptose foram quantificados, utilizando-se a coloragdo de cortes
histoldgicos pela hematoxilina e eosina (HE). Para determinagdo de indices de apoptose, foi
calculada a taxa de apoptose como a porcentagem de células em apoptose (células com ntcleo
condensado ou fragmentado, formando corpos apoptdticos) em relacdo ao numero total de

células epiteliais de cada cripta de acordo com Dias et al. (2006).
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4.7 Dosagem quali-quantitativa de zinco

A dosagem de zinco no sangue total e no fragmento do célon de cada animal foi
realizada no Centro de Assisténcia Toxicologia (CEATOX), do Instituto de Biociéncias (IB)
da UNESP de Botucatu. Inicialmente as amostras foram submetidas a metodologia de
mineralizacdo por micro-ondas (Provecto modelo - DGT 100 Plus), seguindo o manual da
Provecto Analitica, 2000. A seguir, foi realizada andlise quali-quantitativa do zinco
utilizando-se espectrofotdmetro de absor¢do atdmica (GBC — modelo AA932), através das

técnicas de espectrometria por absor¢do atomica e atomizac¢do por chama.

4.8 Andlise Estatistica.

A andlise estatistica dos parametros analisados foi realizada pelo programa software
Sigma Stat (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). Os dados de peso corpdreo, o
consumo de racdo e agua, indices de apoptose e de proliferagdo celular (PCNA), analise de
criptas aberrantes (CA total, FCA total e FCA/CA) e niveis de zinco foram avaliados entre os
diferentes grupos experimentais utilizando-se testes ndo paramétricos de ANOVA ou

Kruskal-Wallis para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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5. Resultados
5.1 Observacoes de biotério
Durante todo o periodo de tratamento com ZnGly, os animais mostraram-se

clinicamente saudaveis e ndo foram registrados obitos no decorrer do experimento.

5.2 Consumo de dagua e ra¢do, e ganho peso corporeo
A Tabela 1 indica os valores de média e desvio-padrdo do consumo estimado de racio
basal (g/rato/dia), 4gua (ml/rato/dia) e ganho de peso (g) dos animais nos diferentes grupos

experimentais, no protocolo de curta duracdo (4 semanas).

Nao houve diferencas significativas entre os grupos quanto ao consumo de ragdo e

dgua, bem como a evolugd@o do peso corporeo.

5.3 Observagao de necropsia
A necropsia ndo foram encontradas lesdes macroscopicas, com auséncia de

nodula¢des em todos os animais.

5.4 Analise quantitativa de focos de criptas aberrantes (FCA).

A Tabela 2 indica os valores de média e desvio-padrdo dos parametros de avaliacdo
de FCAs no cdlon dos animais dos grupos G1, G2, G3 e G4. Nio foram encontradas criptas
aberrantes nos animais dos grupos ndo tratados com o cancerigeno quimico (G1 e G4). Nos
grupos que receberam DMH (G2 e G3) foram notados FCAs, em sua maioria, constituidos

por uma cripta e, no maximo, por trés criptas.

O numero total de CA, FCA e CA/FCA ndo apresentaram diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos tratados com o cancerigeno quimico (G2 e G3).
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5.5 Indices de proliferacdo celular e apoptose

Os indices de proliferacdo celular pelo PCNA na mucosa do coélon nos diferentes
grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 3. Os grupos tratados com DMH (G2 e G3)
apresentaram aumento significativo da taxa de prolifera¢do celular, quando comparados aos
grupos nio iniciados (G1 e G4) (p <0,001) (Figura 3). O tratamento com ZnGly por via oral,
ndo modificou as taxas de proliferacdo das células epiteliais da mucosa do coélon tanto no

grupo iniciado (G2) como no grupo nao iniciado (G4).

A Tabela 4 indica os indices de apoptose na mucosa do célon nos diferentes grupos
experimentais. Os grupos tratados com DMH (G2 e G3) apresentaram aumento significativo
de células em apoptose, quando comparados aos grupos ndo iniciados (G1 e G4) (p <0,01). A
Figura 4 mostra célula em apoptose. O tratamento com ZnGly por via oral, ndo alterou os
valores de corpos apoptdticos das células epiteliais da mucosa do cédlon tanto no grupo

iniciado (G2) como no grupo nio iniciado (G4).

5.6 Dosagem quali-quantitativa de zinco no colon e no sangue.
A Figura 5 indica os niveis de zinco dosados no colon dos animais, apresentados por

valores médios e desvio padrdo nos diferentes grupos experimentais.

Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos que foram
expostos ou nio ao ZnGly (G1, G2 e G4), quanto aos niveis de zinco dosados na mucosa do

cOlon dos animais.

A Figura 5 indica os niveis de zinco dosados no sangue dos animais, apresentados por
valores médios e desvio padrdo nos diferentes grupos experimentais. Os valores para nivel de
zinco no sangue apresentaram significativamente maiores nos grupos que receberam ZnGly

(G2 e G4), quando comparados ao o grupo controle (G1) e ao grupo que recebeu apenas
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DMH (G3) (p <0,001). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

expostos ao ZnGly (G2 e G4).

6. Discussiao

Tem sido proposto que o niimero total, a distribui¢do e a multiplicidade dos FCAs
correlacionam-se com a incidéncia de tumores do colon (Bird, 1987; Mc Lellan and Bird,
1988), e que FCA ¢ importante ferramenta nos estudos de agentes quimioprotetores ou
quimiopreventivos do desenvolvimento neopldsico, induzido por cancerigenos quimicos

(Stevens, 2007).

Nossos resultados demonstram que o zinco e/ou o uso do cancerigeno quimico no
protocolo de curta duragdo da carcinogénese do colon, ndo interferiu na ingestdo de alimentos
e de agua, bem como no ganho de peso corporeo dos animais, 0 que mostra que os animais

toleraram essas substancias no organismo, de forma que niao houve alteracdes fisiologicas.

Nao foram encontradas criptas aberrantes nos animais dos grupos ndo tratados com o
cancerigeno quimico, o que indica que o zinco na dose de 15mg/Kg administrado por via oral
(gavagem) ndo exerce a¢do iniciadora da carcinogénese do colon. Esses resultados se somam
a estudos in vitro de genotoxicidade, realizados com células de mamiferos, demonstrando que
o0 zinco ndo ¢ carcinogénico, mutagénico ou teratogénico (Vilkina et al., 1978; Kasprzak et al.,

1988).

A dose de 15mg/Kg de ZnGly administrada foi igual a recomendada (15mg/dia) para
um individuo de 70Kg (Tapiero and Tew, 2003). Assim, mesmo em doses similares a
recomenda para humanos, o zinco ndo foi capaz de exercer efeito protetor na etapa de

inicia¢do da carcinogénese do cdlon induzida pela DMH no rato.
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Nos animais tratados com a DMH, o ZnGly ndo alterou significativamente o numero
de FCA, CA e CA/FCA. Esses resultados indicam que o ZnGly na dose de 15mg/Kg nao
inibiu o processo de iniciacdo da carcinogénese do célon, o que pode estar atribuido a baixa
absor¢do deste elemento pela mucosa do coélon dos animais (Valle and Falchuke, 1993),
evidenciada pela semelhanga entre os valores médios de nivel de zinco no colon dos animais
expostos ou ndo ao ZnGly (G1, G2 e G4). Estudos sugerem que os minerais quelatados sao
melhor absorvidos pela célula epitelial do intestino do que os inorgénicos, pois utilizam as
vias de absor¢do das moléculas orgénicas que a eles estdo ligados. Portanto o mecanismo pelo
qual o agente quelante melhora a biodisponibilidade do mineral, depende da capacidade do
ligante seqiiestra-lo, ou de sua habilidade em competir com outros ligantes no trato digestivo,
formando complexos soluveis com o mineral, de forma que seja melhor absorvido pela
mucosa intestinal (Kratzer and Vohra, 1996). Assim o ZnGly pode ter apresentado uma baixa
biodisponibilidade, devido ao rompimento da ligagdo Zn-Gly por outras substancias do trato
digestivo que compete com a glicina e se liga ao zinco, formando complexos estaveis
insoluiveis, o que dificulta a absor¢do deste metal na mucosa intestinal. Desta forma, o
tratamento com ZnGly ndo pode atuar na prote¢do do processo de iniciacdo da carcinogénese

do céblon.

Em relag@o aos niveis de zinco no sangue, os grupos G2 (exposi¢do ao ZnGly e DMH)
e G4 (exposi¢do ao ZnGly), apresentaram valores significativamente maiores, quando
comparados aos grupos G1 (controle), e G3 (exposicdo a DMH), o que deve ser atribuido a

exposi¢do dos animais dos grupos G2 e G4 ao ZnGly.

Esses resultados indicam que o zinco apresentou uma baixa absor¢do pela mucosa do
colon dos animais (Valle and Falchuke, 1993) e que este elemento pode estar sendo absorvido

em grande proporg¢do pelo intestino delgado, desta forma foi observado maior nivel de zinco
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no sangue dos animais que receberam ZnGly quando comparado aos animais ndo expostos a

este metal.

Em nosso estudo piloto, foi demonstrado alto nivel de zinco nas fezes dos animais que
receberam ZnGly (227mg/1) na dgua de beber em relagdo aos animais que ndo foram expostos
a este mineral. Esta dose foi escolhida com base em relatos anteriores de efeitos benéficos do
zinco em outros modelos experimentais (Dani et al., 2007) Os niveis de zinco no cdlon ndo
diferiram entre os animais que receberam ou ndo ZnGly, sendo que no sangue o nivel de zinco
apresentou-se bem elevado nos animais que foram expostos ao ZnGly quando comparado aos
animais que nio receberam este elemento (ver Anexo 5). Esses resultados referendam os

encontrados pelo presente estudo.

Embora o mecanismo de absor¢do intestinal de zinco tenha sido parcialmente
elucidado, ainda ndo ¢ completamente entendido, mas ha trabalhos na literatura que mostram

que a absor¢do de zinco depende do tempo, concentragdo, pH, e temperatura (Reyes, 1996).

Estudo in vitro com células HCT-116 de cancer do colon, apds tratamento com cloreto
de zinco (ZnCl,), demonstrou inibi¢do da proliferagdo destas células, que carregam mutagdo
no gene APC, através da estabilizagdo da proteina APC, o que induziu parada do ciclo celular

na fase G2/M (Jaiswal & Narayan, 2004).

O aumento da proliferacdo celular ¢ condi¢cdo importante na carcinogénese humana e
experimental (Chang et al., 1997). A proliferacdo celular epitelial na mucosa do célon pode
ser afetada por substincias inibidoras, e assim reduzir a chance de expressdo do tumor e
desenvolvimento da carcinogénese do colon (Difronzo et al., 1987). Os resultados para
proliferacdo celular obtidos neste estudo, demonstraram que a exposicdo a DMH aumentou
significativamente a proliferacdo celular na mucosa do célon, como observado pelo aumento
dos indices de marcagdo pelo PCNA nas células epiteliais expostas ao cancerigeno quimico.

A administragdo do ZnGly na dose de 15mg/Kg ndo modificou as taxas de proliferagdo
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celular da mucosa do cdlon, tanto no grupo tratado com DMH, como no respectivo grupo
controle ndo iniciado. Portanto nossos resultados demonstram que o tratamento com o ZnGly
(15mg/kg) por gavagem ndo interferiu na atividade proliferativa das células epiteliais da

mucosa do colon.

Em relagcdo ao indice de apoptose, os resultados do presente estudo demonstraram
aumento significativo nas células epiteliais expostas ao cancerigeno quimico. A administragao
do ZnGly na dose de 15mg/Kg ndo modificou as taxas de apoptose da mucosa do colon, tanto
no grupo tratado com DMH como no respectivo grupo controle nio iniciado, embora alguns
autores tenham atribuido o papel antitumoral do zinco como ativador da transcri¢do do gene
pS3, supressor tumoral, que induz o processo de apoptose (Cho et al., 1994). Segundo os
autores, o zinco ¢ responsavel pela conformacgdo funcional da proteina p53, desempenhando
papel critico na sua estrutura, o qual apresenta um atomo de zinco fortemente ligado que ¢

necessario para a ligagdo do p53 ao DNA.

7. Conclusdes

O ZnGly administrado por gavagem, na dose de 15mg/Kg, ndo alterou o
desenvolvimento de focos de criptas aberrantes (FCAs) e ndo interferiu sobre a atividade
proliferativa e taxa de apoptose da mucosa do célon, tanto no grupo exposto ao cancerigeno
quimico, como no respectivo grupo controle. Portanto o ZnGly administrado por gavagem, na
dose de 15mg/Kg, ndo mostrou agdo protetora da etapa de iniciacdo da carcinogénese do

colon induzida pela DMH em ratos Wistar machos.
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Figura 1 — Protocolo experimental quelato de zinco (ZnGly).



Figura 2 - Focos de criptas aberrantes (FCA) identificados pela coloragdo de azul de
metileno: A) FCA com uma cripta aberrante; B) FCA com duas criptas

aberrantes. Objetiva de 20x.

s L] alka - %
'"f iy & % &
" L] . r g . E F - 1 : 3 '
" ry ) \ J ditiy
) . IH‘:- ' g-tﬂ""" J 3 e L L N “ ;I'" el
’ ’ () ny "
5 _e ol SR, v 4 | N .;5 ' LA
L - b E i L [}
- W e S | N B ARATR )
r Ll Y & atie i ay (|
Wy f Jue e s i f b - bofly  YiGRt. &0 )
s o V odd : = . "i - ‘.‘ Ve s -
- - - i ® = i . * y -
y i L & = § -3 ' 8 i 5 L 5 F
i & = W Ie P * b o . T e
: : "1,1"} $ e =\ 2 [ R =k e o’ % ' B B L
:; L ya - d-“I-l. L 4 =Sl 5. i '.' ..:l"" 'S A il; .'}
b A ) . b S - \ "% “: NS 2 L8N i 24
A."'\ b " B | ¥ - | - L ".‘"’ . A=
'Y L. § ¥ - [l ! - @ ‘
bt ey [ Pt '* ifani® Semiyw  Nie 9]
' | 3 - " " 1. 3 "‘i." - e » &
k2 & %P - y N i g = d
e . N f F -“‘ '-!“A " gl -.*,.'\'_ L i) P I':. 2 .'
T L . r ¥ - &N 0y \"‘ J y "E' I \ : vk
b . i y i 'ﬁ - et W ‘f“' Uy .‘rl Iy r“li' A 1}
@ by -~ = 7 RN : T | £ )
Kt N PR S ST G
- b g -, ¥ " '.‘ d e Lol Wy YT L]
- — A ~ ‘_'... Aty R -t = Il | = L

Figura 3 - Cortes histoldgicos de criptas intestinais de animal nio iniciado pela DMH (A,
objetiva de 40x) e iniciado (B, objetiva de 20x), mostrando expressdo
imunoistoquimica do PCNA (nucleos marrons) localizada principalmente na

regido basal das criptas (A vs B).



Figura 4 - Corte histologico de criptas intestinais de animal iniciado pela DMH
mostrando corpo apoptdtico (seta) objetiva de 40x.
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Figura 5 — Niveis de zinco no cdlon (pg/g) e sangue (ug/ml) dos animais nos diferentes

grupos experimentais ao final das 4 semanas de experimento.
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1. Resumo

O presente estudo foi delineado para investigar a participacdo do sulfato de zinco
(ZnS0Oy), na etapa de iniciag@o da carcinogénese do colon, induzida pela 1,2- dimetilhidrazina
(DMH) em ratos Wistar machos. Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais,
receberam trés doses de 40mg/Kg, via subcutinea (sc) de dimetilhidrazina (DMH) ou EDTA
(veiculo da DMH) e 60mg/Kg de sulfato de zinco (ZnSO4) por via intraperitoneal (i.p) ou via
oral (v.0) durante quatro semanas. Foram coletadas amostras de fezes em diferentes horarios
(8,16 e 24 horas) apos aplicacdo do ZnSO4 para dosagens de zinco. Apds a narcose foram
coletadas amostras de sangue e, em seguida fragmentos do colon para dosagens de zinco. O
colon foi removido inteiro, fixado em formalina e corados com azul de metino para analise de
incidéncia de focos de criptas aberrantes (FCAs), e processados para andlise dos indices de
apoptose e proliferacdo celular. O tratamento com sulfato de zinco (ZnSOs) pela via
intraperitoneal na dose de 60 mg/Kg mostrou ter efeitos de toxicidade de forma que reduziu
significativamente o consumo de agua e ragdo, e o peso corpdreo dos animais, sendo que sete
animais evoluiram para o6bito. O sulfato de zinco (ZnSO,) adiministrado tanto pela via
intraperitoneal, bem como pela via oral ndo alterou o numero e multiplicidade de FCAs, assim
como indices de apoptose e proliferacdo celular da mucosa do célon. Os resultados indicam
que nas condi¢des experimentais empregadas nesse estudo, o sulfato de zinco (ZnSQO4) ndo
apresentou efeitos quimioprotetores na etapa de iniciacdo da carcinogénese experimental do
colon, induzida quimicamente por dimetilhidrazina (DMH) em ratos Wistar machos, e que a
via intraperitoneal ndo ¢ adequada para modelo experimental de tratamento com o sulfato de

zinco (ZnSOy).

Palavras-chave: quimioprevencdo, zinco, carcinogénese do colon, focos de criptas aberrantes.



Abstract

The present study was designed to investigate the potential chemopreventive activity
of zinc on the initiation step of colon carcinogenesis induced by 1,2-dimethylhydrazine
(DMH) in male Wistar rats. The animals were divided into six groups and received three
doses of DMH (40 mg/Kg, s.c) or EDTA (DMH vehicle) and 60 mg/Kg of zinc sulfate
(ZnSO4) administered by intraperitoneal (i.p) or oral (o.r) routes for four weeks. Faeces
samples were collected in different hours (8,16 e 24 hours) after application of zinc. After the
euthanasia, blood and colon fragments samples were collected for zinc dosage. The entire
colon was removed, fixed in formalin, stained with methylene blue for the analysis of ACF
formation. The rates of cell proliferation and apoptosis were also analyzed in epithelial crypt
cells. Treatment with 60 mg/Kg from zinc sulfate (ZnSQO4) by intraperitoneal (i.p) route
showed toxic effects leading significantly reduced food intake and water consumption,
and body weight gain of animals, leading seven animals to death. Zinc sulfate (ZnSQOy)
administered both intraperitoneally or orally did not alter the number and multiplicity
of ACFs, as well as indices of apoptosis and cell proliferation of colonic mucosa in both
DMH-treated and control group. The present findings indicate that zinc did not present
chemopreventive effects on the initiation step of DMH-induced colon carcinogenesis in male
Wistar rats. Furthermore, our data suggest that intraperitoneal route is not adequate for

treatment with ZnSQOy.

Key Words: chemoprevention, zinc, colon carcinogenesis, aberrant crypt foci.



2. Introducio

Durante todo o século XX e inicio do XXI o papel do zinco tem sido amplamente
estudado (Botti, 2001). Em 1877, foi descrito a presenga de zinco em musculo e figados
humanos, em seguida este elemento foi descrito em plantas e animais marinhos, e constatou-
se que era um dos elementos mais importantes do organismo e essencial ao lactente, adulto e
idoso (Shuttleworth, 1986). Em 1939, a demonstracdo da participagdo do zinco na enzima
anidrase carbOnica provou que esse era um elemento fundamental a todas as espécies
(Shuttleworth, 1986). Vérios estudos se seguiram demonstrando a importincia da

suplementag¢@o do zinco na alimentacdo (Sandstead, 1999)

O zinco ¢ considerado um oligoelemento, pois se apresenta em quantidades diminutas
no organismo, o que representa apenas 0,003% (1,4 a 2,3g) do corpo humano (Tasman, 1992).
Embora em quantidades tdo reduzidas, o zinco é importante componente estabilizador de
macromoléculas e membranas biologicas, sendo necessario em todas as fases da vida
(Tasman, 1992). Algumas das principais fontes de zinco sdo: carnes bovinas e suinas, peixes,

aves, leite e derivados, cereais e feijao (Taco, 2004).

Estudos sugerem que a quantidade de zinco presente na alimentagdo pode exercer
efeitos benéficos para a saude humana, como modulagdo do risco do cancer do colon, em
virtude de suas propriedades antioxidantes (Zilegler et al, 2003; Anetor et al., 2007). E
provavel que o zinco apresente papel na prote¢do contra neoplasias, e exerca fungdo na
inibi¢do do crescimento e proliferacdo de diversos tipos de células tumorais, incluindo células
do cancer do colon (Klein et al., 2006). Este metal atua na sobrevivéncia e fungdo das células,
de forma que age como co-fator de diversas enzimas que participam da replicag@o celular,
combate aos radicais livres de oxigénio, manutencdo da integridade do 4cido

dezoxirribonucleico, metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos (Prasad, 2003).



O cancer do cdlon e reto ¢ um dos principais responsaveis pelas mortes por neoplasias
malignas, principalmente em paises do ocidente (Parkin, 2001). No Brasil, o cancer de colon
figura entre as cinco primeiras causas de morte por cancer, e a distribuicdo percentual de
tumores malignos de célon e reto aproxima-se dos registros encontrados em paises
industrializados (INCA, 2001), tendo-se observado aumento significativo de suas taxas de
incidéncia ao longo das ultimas décadas, principalmente nas regides sul e sudeste (INCA,

2001).

A pesquisa de cancer do co6lon € de grande importancia, pois essas neoplasias malignas
apresentam um importante problema de saude publica, por representarem uma das principais
causas de morte por cancer no Brasil, e corresponderem a aproximadamente 70% das
neoplasias malignas do trato gastrointestinal, com estimativa de 28.110 casos no ano de 2010

(INCA, 2010).

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos iniciais envolvidos no cancer do
colon, sdo adotados modelos experimentais que permite uma observacdo detalhada das
alteracdes que precedem o desenvolvimento da neoplasia maligna a nivel macroscdopico e
histolégico (Mayer et al., 1987). A 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e seus metabolitos sdo
cancerigenos completos com alto grau de especificidade para o célon, em varias espécies de
roedores (Rogers and Nauss, 1985). A ag@o genotoxica desse cancerigeno induz FCAs na
mucosa do cdlon de roedores. Os FCAs sdo importantes biomarcadores, utilizados como

ferramentas para entender a patogénese do cancer do coélon (Bird, 1995).

Estudos demonstraram alteragcdes genéticas nos FCAs, tais como mutagdes nos genes
K-ras, APC e TP53, relacionadas a proliferacdo celular, presenca de instabilidade de
microssatélites, um marcador de erros no sistema de reparo do DNA e alteragdes em genes

associados a inflamacao tais como o INOS e COX-2 (Takahashi and Wakabayashi, 2004).



Finley et al., (1995) sugerem que o zinco na forma de sulfato (ZnSQO,) ¢ adequado para
estudar os possiveis efeitos quimioprotetores do zinco nos processos de carcinogénese do
colon, pois relatam que o zinco i6nico livre é capaz de difundir-se através da célula, enquanto
o zinco complexado ndo. Dani et al. (2007) demonstraram um efeito positivo do potencial

quimioprotetor do zinco ZnSO4 em modelos experimentais.

Assim ¢ de extrema importancia que sejam feitas investigagdes sobre os possiveis

efeitos quimioprotetores do ZnSO4 no processo de carcinogénese do colon.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Investigar o possivel efeito quimioprotetor do zinco na forma de sulfato (ZnSO,),
administrado por via intraperitoneal e oral, na etapa de iniciagdo da carcinogénese do colon,
em modelo de carcinogénese induzido pela 1,2 dimethillhidrazina (DMH) em ratos Wistar

machos.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar se o ZnSO4 administrado na dose de 60mg/Kg tanto por via intraperitoneal,
como por via oral, modifica a formagdo de FCAs, os indices de proliferacdo celular, bem

como os indices de apoptose induzidos pela DMH.



4 Material e métodos
4.1 Animais e ambiente de experimenta¢do

Ratos machos Wistar (n= 45), com 28 dias de idade foram adquiridos no primeiro
semestre de 2009 do Centro Multidisciplinar de investigacdo Biologica (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, Campinas — SP). Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos no Biotério da Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, em condig¢des controladas de temperatura (22 £ 2°C), umidade relativa

do ar (55 = 10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo continua do ar.

Os animais receberam racdo comercial (Nuvilab CR1-Nuvital, PR, Brasil) e agua
filtrada ad libitum. Os animais foram pesados semanalmente, ¢ o consumo de ragdo e agua

avaliados trés vezes por semana ao longo do experimento.

Apoés 14 dias de aclimatacdo, os animais com 42 dias de idade receberam ZnSO4
(60mg/Kg), em duas doses de 30mg/Kg (uma de manha e uma a tarde) trés vezes por semana,

utilizando-se a via intraperitoneal e a via oral (gavagem) durante todo periodo experimental.

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo estdo de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal (CEEA) da faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo (n° 731) (Anexo).

4.2 Coleta de fezes

Foram coletadas amostras de fezes das caixas dos animais nos diferentes grupos
experimentais para dosagens de zinco. As coletas foram realizadas (8, 16 e 24 horas) apods

cada aplicacdo de ZnSO, para andlise da cinética deste metal no trato gastrointestinal.



4.3 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleatoria em seis grupos experimentais de 5 a
10 animais cada (Figura 1). Ao final da quarta semana de experimento todos os animais

foram eutanasiados.

Protocolo Experimental (Modulacdo da fase de Iniciag?o)

Grupo 1 (Controle Negativo): Os animais receberam ragdo comercial e dgua ad libitum,
durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado 1ml de solugdo de

EDTA (veiculo da DMH), via subcutanea (sc), uma vez por semana, durante trés semanas.

Grupo 2 (Teste Via Intraperitoneal): Os animais receberam ragdo comercial, dgua ad libitum,
e ZnSO4 (60mg/Kg), em duas doses de 30mg/ Kg por dia por via intraperitoneal, durante todo
o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicada solu¢do de DMH na dose de

40mg/Kg, sc, uma vez por semana, durante trés semanas.

Grupo 3 (Controle Via Intraperitoneal): Os animais receberam rag¢do comercial, dgua ad
libitum, e ZnSO4 (60mg/Kg), em duas doses de 30mg/ Kg por dia, por via intraperitoneal,
durante todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado Iml de solucdo de

EDTA, via subcutanea, sc, uma vez por semana, durante trés semanas.

Grupo 4 (Teste Via Oral): Os animais receberam ra¢do comercial, agua ad libitum ¢ ZnSO4
(60mg/Kg), em duas doses de 30mg/Kg por dia por via oral (gavagem), durante todo o
experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicada solu¢do de DMH na dose de

40mg/Kg, sc, uma vez por semana, durante trés semanas.

Grupo 5 (Controle Via Oral): Os animais receberam ragdo comercial, dgua ad libitum e
ZnSO4 (60mg/Kg), em duas doses de 30mg/Kg por dia por via oral (gavagem), durante todo o
experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicado 1ml de solucdo de EDTA, via

subcutanea, sc, uma vez por semana, durante trés semanas.



Grupo 6 (Controle Positivo): Os animais receberam ragcdo comercial, agua ad libitum durante
todo o experimento. A partir do décimo quarto dia foi aplicada solugdo de DMH na dose de

40mg/Kg, sc, uma vez por semana, durante trés semanas.

4.4 Substancias utilizadas
4.4.1 Solucdo de 1,2 dimethilhidrazina

A solug¢do de 1,2 dimethilhidrazina (DMH, Sigma Chemical CO, Mo, EUA) foi
diluida na dose de 40mg/Kg em EDTA (37 mg/100ml de agua destilada ) no momento da

aplicacao.

4.4.2 Sulfato de zinco (ZnSO,)

O ZnSO,) foi fornecido gentilmente pela Farmacia Cruz Vermelha de Botucatu - SP,
na forma de soluto e dissolvido em solugéo salina (0,9% NaCl) no momento de uso, quando
utilizada a via intraperitoneal. Para a via oral (gavagem) o ZnSO, foi dissolvido em agua
filtrada no momento de uso. O tratamento com o mineral aos foi realizado na dose de
60mg/kg, em duas doses de 30mg/Kg por dia (um de manha e uma a tarde), trés vezes por

sémana.

4.5 Eutanasia, Coleta e Processamento do Material, e Quantifica¢do de FCAs
Os animais foram eutanasiados em cdmara de CO, ao final da quarta semana de
tratamento. Apds a narcose foi coletada amostra de sangue (1ml) e, em seguida fragmento do

colon (aproximadamente 1 cm) de cada animal para dosagens de zinco.

A necropsia foi feita remog¢do de todo cdlon e reto, inspecdo para observacdo da

presenca de alteracdes macroscopicas e lavagem em solugdo de NaCl 0,9% para a retirada de
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residuos fecais. Foi realizada a incisdo da parede longitudinalmente na linha mesentérica no

sentido célon proximal/reto.

O cdlon da cada animal foi estirado, acondicionado em pranchas de isopor e fixado em
solugdo de formalina tamponada a 10% por 24 horas. Posteriormente, as pe¢as foram lavadas

em agua por 12 horas e mantidas em alcool 70% até o momento da andlise.

Para contagem de focos de criptas aberrantes (FCA), os cdlons foram retirados do
alcool 70%, lavados em agua corrente e corados em solugdo de azul de metileno a 0,2% em

PBS por aproximadamente 2 minutos.

O cdlon foi cortado com navalha nas porcdes distal, medial e proximal, e cada porcdo
foi colocada sobre uma lamina. Os segmentos foram analisados em microscopio de luz
convencional em objetiva de 40X (Axiostar plus, Zeiss). A identificacdo e quantificacdo dos
FCAs foram baseadas em seus aspectos morfologicos diferenciais segundo Bird (1995), 1)
tamanho aumentado e aspecto e aspecto baséfilo com hipercromasia da regido epitelial
(camada de células epiteliais mais espessa) em plano (mais elevado) diferente das criptas
intestinais normais circunjacentes; 2) abertura das criptas de aspecto alterado (circular a
alongada, eliptica ou tortuosa); 3) Criptas aberrantes (CAs) isoladas ou em focos, designados
como focos da criptas da cripta aberrantes (FCAs) que ocupam area maior que a ocupada por
um numero equivalente de criptas morfologicamente normais. Nado existem criptas de

morfologia normal entre as criptas aberrantes dentro desses focos.

Foram quantificados os FCAs com 1, 2, 3, 4 ou mais criptas aberrantes (CAs), além
de nimero total de CAs, numero total de FCAs por segmento de cdlon analisado, sendo

padronizado o sentido de andlise (c6lon distal- c6lon proximal).

O colon proximal foi descartado, apds andlise dos FCAs, pois ndo apresentou numero

de FCAs que justificasse seu processamento histologico.
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As por¢cdes mediais e distais dos colons foram incluidos como “swiss-roll”,
fornecendo maior area de visdo das criptas em disposi¢do perpendicular, (ver Anexo 3) e
colocados em cassetes plasticos. Todos os fragmentos foram entdo processados para obtengao
de cortes histologicos, que foram corados pela hematoxilina-eosina (HE), e para reacdes de

imunoistoquimica.

4.6 Indice de proliferacdo celular

A atividade proliferativa das células epiteliais da mucosa do colon foi estimada
utilizando-se andlise imunoistoquimica da expressdo do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA). As laminas histologicas passaram pelos seguintes processos:
desparafinizagdo, bloqueio de peroxidases endogenas (20 minutos no peroxido de hidrogénio
3% em PBS), bloqueio de ligagdes inespecificas (60 minutos no leite desnatado 1%),
conjugacgdo over-night com anticorpo primdrio especifico diluido em BSA (1:100 monoclonal
anti-PCNA, clone PC10, DakoCytomation); aplicacdo do polimero conjugado a peroxidase
(pos-primario e anti-mouse/rabbt IgG — Poly HRP, Leica, por 30minutos cada), revelagdo com
o cromdgeno 3,3’-diaminobenzidina tetraclorido (DAB, Sigma-Aldrich do Brasil, por 10

minutos), contra-colora¢do (Hematoxilina de Harris), desidratacdo e montagem.

Para andlise de indices de proliferacdo celular foram examinadas 20 -criptas
perpendiculares na mucosa do cdélon médio em cada animal, a microscopia Optica, com
objetiva de 40x. Os indices de proliferacdo celular foram determinados pela porcentagem de
células com nucleos marcados em marrom pelo PCNA em relacdo ao ntimero total de células
epiteliais analisadas. Os nimeros de células epiteliais e o numero de nuicleos corados foram

estimados em cada cripta, partindo-se da base em dire¢@o ao apice da cripta (Ziliotto, 2008).
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4.7 Indice de Apoptose

Os indices de apoptose foram quantificados, utilizando-se a coloragdo de cortes
histologicos pela hematoxilina e eosina (HE). Para determinacdo de indices de apoptose, foi
calculada a taxa de apoptose como a porcentagem de células apoptoticas (células com nucleo
condensado ou fragmentado, formando corpos apoptdticos) em relacdo ao numero total de

células epiteliais de cada cripta de acordo com Dias et al. (2006).

4.8 Dosagem quali-quantitativa de zinco

As dosagens de zinco no sangue total, no colon e nas fezes coletadas das caixas dos
animais dos diferentes grupos experimentais foram realizadas no Centro de Assisténcia
Toxicolégia (CEATOX), do Instituto de Biociéncias (IB) da UNESP de Botucatu.
Inicialmente as amostras foram submetidas a metodologia de mineralizagdo por micro-ondas
(Provecto modelo - DGT 100 Plus), seguindo o manual da Provecto Analitica, 2000. A seguir,
foi realizada andlise quali-quantitativa do zinco utilizando-se espectrofotometro de absorcdo
atomica (GBC — modelo AA932), através das técnicas de espectrometria por absor¢do

atdmica e atomizag@o por chama.

4.9 Analise Estatistica.

A andlise estatistica dos pardmetros analisados foi realizada através do programa
software Sigma Stat (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA). Os dados de peso corporeo,
o consumo de ragdo e dgua, indices de apoptose e de proliferacdo celular (PCNA), analise de
criptas aberrantes (CA total, FCA total e FCA/CA) e niveis de zinco foram avaliados entre os
diferentes grupos experimentais utilizando-se testes ndo paramétricos de ANOVA ou

Kruskal-Wallis para amostras independentes. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.



13

5. Resultados
5.1 Observacoes de biotério

A maioria dos animais mostraram-se clinicamente saudaveis durante todo o periodo de
tratamento com o ZnSQy via oral, sendo que dois animais evoluiram para ébito, um do grupo

G4 (exposto ao ZnSO4 via oral e DMH) e um do respectivo grupo controle (GS5).

O tratamento com ZnSOy via intraperitoneal ndo foi tolerado pelos animais (Figura
3). Duas semanas ap0s a aplicagdo do ZnSQOy, os animais apresentaram sinais de morbidade
como, pelos erigados, dificuldade respiratéria, conjutivite, corrimento ocular, diminui¢do do
consumo de alimento e dgua, aumento do volume abdominal e diarréia. Sete animais
evoluiram para dbito, cinco do grupo G2 (exposicdo ao ZnSO4 por via intraperitoneal e

DMH) e dois do respectivo grupo controle (G3) no decorrer do experimento.

Foi possivel realizar exame pds-morte de quatro animais que receberam ZnSO, via

intraperitoneal (G2).

Os demais ndo foram necropsiados em decorréncia do avangado estado de autdlise e
de canibalismo pelos outros animais da caixa. Dois animais do grupo G2 (exposto a0 ZnSO4
via intraperitoneal e DMH) apresentaram ascite e peritonite fibrinosa. Dois animais deste
mesmo grupo apresentaram distencdes generalizadas de algas, intestino e estdmago dilatado, e

pulmdes vinhosos.

Na analise histologica dos 6rgdos desses animais que evoluiram para obito, grupo G2
(exposicdo ao ZnSOj4 via intraperitoneal) foi observado peritonite fibrinosa no intestino e

figado de todos animais. Dois animais apresentaram edema e homorragia alveolar (ver Anexo

4).]
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5.2 Consumo de agua e ra¢do e peso corporeo
A Tabela 1 indica os valores de média e desvio-padrdo do consumo médio de racdo
(g/rato/dia), agua (ml/rato/dia), e ganho de peso corpdreo (g) dos animais dos grupos G1, G2,

G3, G4, G5 ¢ G6.

Os animais dos grupos G2 e G3 (exposicdo ao ZnSO, via intraperitoneal)
apresentaram consumo médio estimado de ragdo significativamente menor, quando
comparados aos grupos G1 (controle), G4 e G5 (exposi¢do ao ZnSQOy via oral) (p <0,001), e

significativamente menor, quando comparado ao G6 (exposicdo a DMH) (p <0,001).

O consumo médio estimado de dgua dos animais dos grupos que receberam ZnSOy via
intraperitoneal (G2 e G3) foi significativamente menor quando comparado aos animais dos
grupos G1 (controle) (p <0,01), G4 e G5 (exposicdo ao ZnSO, via oral) e significativamente

menor, quando comparado ao G6 (exposicdo a DMH) (p <0,01).

Em relacdo ao ganho de peso corpodreo, os animais dos grupos que receberam ZnSQy
via intraperitoneal (G2 e G3) apresentaram valores médios significativamente menores,
quando comparados aos animais que receberam ZnSOy via oral (G4 e GS), e aos animais do

grupo controle (G1) (p <0,001) (Figura 2).

Durante a necropsia, os animais do grupo G2 e G3 (exposicdo ao ZnSO, via
intraperitoneal), apresentaram retencdo de liquidos na cavidade, algas intestinais aderidas,
estdmago e colon dilatado, e figados pequenos e pélidos. O peso do figado dos animais esta

representado na Tabela 2.
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5.3 Anadlise quantitativa de focos de criptas aberrantes (FCA).
As criptas aberrantes foram detectadas estereoscopicamente pela coloragdo de azul de

metileno.

Nos grupos que receberam a DMH (G2, G4 e G6), foram observados focos em sua
maioria constituidos por uma cripta e, no maximo por duas criptas. O numero total de CA,
FCA e CA/FCA, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados com o cancerigeno quimico. Ndo foram detectadas lesdes pré-neoplasicas nos

animais que nio receberam DMH (G1, G3 e G5) (Tabela 3).

5.4 Indices de proliferacéo celular e apoptose

Os indices de proliferacdo celular pelo PCNA na mucosa do coélon nos diferentes
grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 3. Os grupos tratados com DMH (G2, G4 e
G6) apresentaram aumento significativo da taxa de proliferacdo celular, quando comparados

aos grupos ndo tratados com DMH (G1, G3 e G5) (p <0,01).

O tratamento com ZnSO4 por via oral e por via intraperitoneal ndo alterou as taxas de
proliferacdo das células epiteliais da mucosa do cdlon tanto nos grupos iniciados (G2 e G4),

bem como nos grupos ndo iniciados (G3 e G5).

A Tabela 5 apresenta os indices de apoptose na mucosa do colon nos diferentes
grupos experimentais. Os grupos tratados com DMH (G2, G4 e G6) apresentaram aumento
significativo de corpos apoptdticos, quando comparados aos grupos controles nao tratado com

DMH (G1, G3 e G5) (p < 0,01).

O tratamento com ZnSO4 por via oral e por via intraperitoneal ndo alterou corpos
apoptoticos das células epiteliais da mucosa do coélon tanto nos grupos iniciados (G2 e G4),

bem como nos grupos nio iniciados (G3 eGS5).
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5.5 Dosagem quali-quantitativa de zinco
5.5.1 Dosagem de zinco tecidual

A Figura 4 indica os niveis de zinco dosados no co6lon dos animais nos diferentes
grupos experimentais. O nivel de zinco tecidual dos animais do grupo G2 (exposto ao ZnSO4
por via intraperitoneal e DMH) apresentou-se menor quando comparado ao dos animais do

grupo G3 (exposto ao ZnSO4 por via intraperitoneal).

Em relag@o a exposicdo ZnSOy por via oral, os animais do grupo G4, também exposto
a DMH, apresentaram menor nivel de zinco tecidual, quando comparado aos animais do

grupo G5 (exposi¢do ao ZnSOy).

Os niveis de zinco tecidual dos animais expostos ao ZnSOy por via intraperitoneal (G2
e G3) apresentaram-se maiores, quando comparados aos animais dos grupos expostos a este

elemento por via oral (G4 e G5).

Os animais dos grupos ndo expostos ao ZnSO4, G1 (controle) e G6 (exposi¢do a
DMH), apresentaram niveis de zinco tecidual similares e menores quando comparados aos

demais grupos expostos ao ZnSO4 (G2, G3, G4 e G5).

5.5.2 Dosagem de zinco no sangue

A Figura 4 indica os niveis de zinco dosados no sangue dos animais nos diferentes
grupos experimentais. Os grupos que receberam ZnSOy4 por via intraperitoneal (G2 e G3),
assim como os grupos que receberam ZnSOy por via oral (G4 e GS), na presenca de DMH ou
ndo, apresentaram niveis de zinco sérico similares, € maiores quando comparados aos grupos

ndo expostos a este elemento, G1 (controle) e G6 (exposto a DMH).

Os animais dos grupos ndo expostos ZnSO4, G1 (controle) e G6 (exposto a DMH),

apresentaram niveis de zinco tecidual similares.
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5.5.3 Dosagem de zinco nas fezes

Os niveis de zinco dosados nas fezes dos animais nos diferentes grupos experimentais
sdo apresentados na Figura 5. Em relacdo as dosagens de zinco nas fezes em diferentes
horérios (8,16 e 24 horas) apds a aplicagdo do ZnSQy, foi observado que em todos os grupos
experimentais houve aumento do nivel de zinco nas fezes, 16 horas apdés a aplicagdo do

ZnSOy4 e reducido dos niveis de zinco, 24 horas apds a aplicagdo do mesmo.

Os animais do grupo que recebeu ZnSQOy, por via intraperitoneal, associado com DMH
(G2), apresentaram menor nivel de zinco nas fezes, em relagdo ao grupo que recebeu este
elemento por esta mesma via, ndo associado com DMH (G3) nos diferentes horarios, apos

aplicacdo do ZnSOs,.

Os animais do grupo que recebeu ZnSOs, por via oral associado com DMH (G4),
apresentaram menor nivel de zinco nas fezes, em relagdo ao grupo que recebeu este elemento
por esta mesma via, nio associado com DMH (GS5) nos diferentes horarios, apds aplicacido do

ZI’ISO4.

Os grupos que receberam ZnSQOy por via oral (G4 e G5), apresentaram maiores niveis
de zinco nas fezes, em relacdo aos grupos que receberam este elemento por via intraperitoneal
(G2 e G3) nos diferentes horarios apds aplicagdo do ZnSO,, sendo a diferenga mais evidente

na analise de 16 horas apds aplicacdo deste elemento.

O grupo ndo exposto ao ZnSOy4, G1 (controle), mostrou menor nivel de zinco nas

fezes, quando comparado aos demais grupos expostos a este elemento.
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6. Discussiao

Nossos resultados demonstram que durante o tratamento com ZnSQ, via oral a maioria
dos animais mostraram-se clinicamente saudaveis, embora dois animais evoluissem para
obito, um do grupo G4 (exposto ao ZnSO4 via oral ¢ DMH) e um do respectivo grupo
controle (G5). A ocorréncia destes obitos pode ser conseqiiéncia de erro técnico no momento
da aplica¢do do ZnSO4 por meio de gavagem, pois estes animais mostraram-se clinicamente

saudaveis no decorrer do experimento.

Nao foi possivel realizar exame pds-morte destes animais, devido ao avancado estado

de autélise e de canibalismo pelos outros animais da caixa.

Durante o tratamento com ZnSOj, via intraperitoneal, os animais apresentaram sinais
de morbidade, sendo que sete animais evoluiram para 6bito. Esses resultados s@o similares
aos observados por Domingos et al. (1988), em estudos compostos de zinco, incluindo o
ZnSO4 por via intraperitoneal em roedores. Estes autores observaram os mesmos sinais de

morbidade, seguidos por casos de dbitos como observados no nosso estudo.

A dose de 60mg/Kg de ZnSO, foi quatro vezes maior que a recomendada (15mg/dia)
para um individuo de 70Kg (Tapiero and Tew, 2003). A dose de ZnSO, foi escolhida com
base em relatos anteriores de efeitos benéficos do ZnSO4 em outros modelos experimentais
com roedores (Di Leo et al., 2001). Assim, mesmo em altas doses o zinco administrado tanto
por via oral, bem como intraperitoneal ndo foi capaz de exercer efeito protetor na etapa de
iniciagdo da carcinogénese do cdlon induzida pela DMH no rato. Além de ter levado os
animais que receberam este metal intraperitonealmente as condi¢cdes de morbidade e,

posteriormente a dbito.
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No exame pds-morte de alguns animais do grupo G2 (exposi¢do ao ZnSO, via
intraperitoneal e DMH), foi constatado ascite, peritonite fibrinosa, distensdo generalizada de
alcas, intestino e estomago dilatado, e pulmdes vinhosos. Na andlise histologica todos os
animais apresentaram peritonite fibrinosa no intestino e figado. A dose de 60mg/Kg de
ZnSO4 administrada por via intraperitoneal, pode ter sido alta, causando lesdo tecidual e
toxicidade local, pelo contato direto com o peritdnio, e conseqiientemente, com o estomago,
intestino e figado, sem sofrer alteragdes que freqiientemente ocorrem no trato digestivo pela
via oral. A grande oferta do metal aos animais, pode ter excedido as necessidades fisioldgicas
e ultrapassado o mecanismo de controle homeostatico do metal no organismo desses animais,
tornando-os com sinais de morbidade citados acima, e posteriormente levando-os a 6bito. A
relacdo entre consumo de zinco e saude ¢é afetada por fatores fisioldgicos homeostaticos e por
fatores extrinsecos como exposi¢do excessiva ao metal ou exposi¢do a concentragdes na faixa
aceitdvel, necessaria para varios processos metabolicos e bioquimicos (Hettich and

Wibbertmann, 2001).

Dois animais apresentaram edema e hemorragia alveolar. Estes resultados sdo
similares aos encontrados por Hettich and Wibbertmann (2001) que observaram efeitos
agudos de toxicidade local em roedores ap6s a inalagdo ou instilagdo intratraqueal de
compostos de zinco, que incluiu edema alveolar, aflicio pulmonar e infiltracdo de leucdcitos

no pulmao.

Hempe and Cousins (1992), em estudo de absor¢do de zinco em ratos observaram que
a homeostase do metal no organismo pode envolver proteinas de ligagdo a metais, como
proteinas intestinais ricas em cisteinas (CRIP’s) e metalotioneinas (MTs). O zinco liga-se a
CRIP, para poder ser absorvido pelas células, e a metalotioneina regula a ligacdo do zinco a
CRIP, o que impede a absor¢do excessiva de zinco na mucosa intestinal. Outros mecanismos

desconhecidos também podem existir. Normalmente observa-se que, quando o zinco esta em
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concentragdes aumentadas no limen intestinal, a propor¢do de zinco citossélico associado as
CRIP’s diminui e ha concomitantemente aumento de ligagdo as MTs (Goyer, 1996; Christian
et al., 1998). Portanto, a exposi¢do ao sulfato de zinco na dose de 60mg/Kg por via
intraperitoneal deve ter excedido a capacidade da metalotioneina de se ligar ao metal e atuar
no controle de absor¢@o excessiva. Desta forma, foi possivel observar em nosso estudo, sinais
de morbidade nos animais e, subsequenemente casos de obitos (Goyer, 1996; Christian et al.,

1998).

Outra possibilidade que pode ter levado esses animais a essas condig¢des, e
posteriormente a Obito, seria a possivel reducdo dos niveis de cobre causada pela alta
exposicdo ao zinco. O zinco em altos niveis de exposi¢do pode interagir com outros
oligoelementos, especialmene o cobre, resultando na sua redug@o. Sugerem-se que alguns dos
sinais de toxicidade por alto consumo de zinco pode ser atribuido a indugdo da deficiéncia de
cobre (Hill and Matrone, 1970). Estes autores consideram que os elementos com
caracteristicas semelhantes como o zinco e cobre, atua de forma biologicamente antagdnica a
outra, como um resultado de competicdo por sitios de ligacdo as proteinas que requerem
metais como co-fatores. Além disso, estudos tem mostrado que a alta exposi¢do ao zinco
altera os niveis de ferro e calcio (Bremner and Beattie, 1995). A observacdo de sinais de
toxicidade, como anemia em animais que receberam altas doses de zinco ¢ geralmente
atribuida a inducdo de deficiencia de cobre por alta exposicdo ao zinco (Hettich and

Wibbertmann, 2001).

Na andlise histologica dos 6rgdos dos animais que sobreviveram até o momento de
eutanasia, foi observada peritonite fibrinosa hepatica, o que pode ser atribuido a irritacdo

tecidual causada pela administra¢do intraperitoneal do ZnSOy,

Segundo Hettich and Wibbertmann (2001) em humanos a intoxicacdo por ingestdo

acidental de grandes quantidades de zinco (1000-2500mg/L) na 4gua em curto prazo, levou a
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efeitos gastrointestinais, como dores abdominais, vomitos e diarréia, além de anemia, e esses
sintomas foram reversiveis com a interrup¢do da ingestdo do metal. Sintomas semelhantes
levando a morte, tem sido relatado apds administragdo de grandes doses de zinco intravenosa
em paciente em didlise renal, expostos ao zinco através do uso de agua armazenada em
unidades galvanizadas, os sintomas da toxicidade do zinco foram reversiveis quando a dgua

foi submetida a filtragdo com carbono ativado (Hettich and Wibbertmann, 2001)

Nossos resultados demonstram que os animais expostos ao ZnSQ; via intraperitoneal
(G2 e G3), apresentaram valores médios significativamente menores de consumo de ragdo e
agua, peso corpdreo e ganho de peso corporeo, quando comparados aos animais dos grupos
G1 (controle), G4 e G5 (exposi¢cdo ao ZnSQy via oral) e G6 (exposicdo apenas a DMH).
Estes resultados sdo similares aos observados por Domingos et al. (1988), e indicam que a
exposicdo ao ZnSO4 na dose de 60mg/Kg via intraperitoneal, interferiu na ingestdo de
alimentos e agua, e conseqiientemente no ganho de peso corpdreo dos animais, o que pode

ser atribuido aos possiveis efeitos de toxicidade do metal na dose administrada.

Nao foram encontradas criptas aberrantes nos animais dos grupos ndo tratados com o
cancerigeno quimico, o que indica que o zinco na dose de 60mg/Kg administrado tanto por
via intraperitoneal como por via oral ndo exerce acdo iniciadora da carcinogénese do colon.
Esses resultados se somam a estudos in vitro de genotoxicidade, realizados com células de
mamiferos, demonstrando que o zinco ndo € carcinogénico, mutagénico ou teratogenico

(Vilkina et al., 1978; Kasprzak et al., 1988).

Nos animais dos grupos tratados com o cancerigeno (G2 ¢ G4), o ZnSO4 na dose de
60mg/Kg administrado pelas duas vias, ndo alterou significativamente o nimero de CA, FCA

e CA/FCA.
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Esses resultados indicam que o ZnSO4 na dose de 60mg/Kg administrado por via
intraperitoneal, bem como via oral ndo inibiu o processo de iniciagdo da carcinogénese do
colon, o que pode ser atribuido a redugdo de zinco tecidual, que pode ter reduzido os niveis de
enzimas antioxidantes, em que a presenga do zinco exerce papel estrutural e funcional
(Fascineli, 2001). A redugdo de zinco tecidual pode estar relacionada a agressdo genotdxica
ocasionada pela exposi¢do a DMH, que por sua vez, gera estresse oxidativo, aumentando as
espécies reativas de oxigénio. Dani et al. (2007) observaram redu¢do dos niveis de zinco na
mucosa do célon, além de redugdo das atividades das enzimas superoxido-dismutase (SOD)

em animais tratados com DMH.

O zinco ¢ componente estrutural da superéxido-dismutase (SOD), enzima presente no
citoplasma de todas as células e catalisa a conversdo de dois radicais, o fon superoxido e
perdxido de hidrogénio, reduzindo a toxicidade das espécies reativas do oxigénio. A SOD
extracelular encontra-se em niveis reduzidos em situag¢des de deficiéncia de zinco (Koury and
Donangelo, 2003). Pequenos desvios na concentragdo fisioldgica destas enzimas tornam
dificil o desenvolvimento de suas atividades e pode exercer dano oxidativo de lipideos,

proteinas, e DNA (Mates and Sanchez-Jimenez, 1999).

Os niveis de zinco tecidual dos grupos expostos ao ZnSQO4 por via intraperitoneal (G2
e G3) apresentaram-se maiores quando comparados aos grupos expostos ao sulfato de zinco
por via oral (G4 e G5), o que pode estar atribuido as diferentes vias de administragdo do
metal, uma vez que a administracdo por via intraperitoneal ndo permite que o zinco sofra
reagdes com outras substancias do trato gastrointestinal, como ocorre na via oral, o que pode
ter levado ao menor nivel de zinco tecidual detectado nos animais que receberam o metal por
via oral, e conseqlientemente, ao aumento de niveis de zinco excretados pelas fezes,

observados nos diferentes horarios apos aplicacdo do sulfato de zinco. Portanto esses
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resultados ndo influenciaram na ag¢do inibidora do processo de iniciagcdo da carcinogénese do

cblon nas diferentes vias.

A semelhanca dos niveis de zinco tecidual dos grupos G1 (controle) e G6 (exposto a
DMH), deve-se ao fato de que esses grupos ndo receberam ZnSO4 e que a DMH néo interferiu

na concentrac¢do de zinco tecidual endégeno dos animais do grupo G6.

Em relacdo aos niveis de zinco no sangue dos grupos que receberam o metal por via
intraperitoneal (G2 e G3) e por via oral (G4 ¢ G5) na presenca de DMH ou néo, ndo foi
considerado diferenc¢a entre os grupos, demonstrando que a agcdo genotdxica da DMH, apesar
de ter interferido na concentracdo de zinco tecidual exdgeno, ndo interferiu na concentragao
de zinco no sangue dos animais que receberam DMH, o que indica que o efeito de
genotoxicidade da DMH se restringe ao tecido da mucosa do célon, o qual é representado

como sitio especifico da agdo genotdoxica da DMH (Rodrigues et al.,2002).

Os animais dos grupos ndo expostos ao ZnSO4, G1 (controle) e G6 (exposto a DMH),
apresentaram niveis de zinco no sangue similares, o que indica que a DMH néo interferiu na

concentrag@o de zinco no sangue dos animais do grupo G6.

Outra possibilidade que pode explicar a auséncia da ag@o inibidora do ZnSO4 no
processo de iniciagdo da carcinogénese do coélon neste estudo, ¢ a alta dose utilizada de
ZnSO0y4, na dose de 60mg/Kg, que pode ter afetado a absor¢do de zinco pelas células epiteliais
da mucosa do célon, evidenciada pelo aumento de excre¢do de zinco nas fezes no periodo de
16 horas apds a aplicag@o intraperitoneal e/ou oral do ZnSO4 nos grupos que receberam este
elemento (G2, G3, G4 e G5). Esses resultados podem estar atribuidos ao mecanismo de
controle homeostatico, diante de alta exposicdo ao metal, que influencia nos ajustes de
absor¢do gastrointestinal e excre¢do exdgena do metal pelas fezes (Cozzolino, 1997). Esses
ajustes foram observados no periodo de 16 horas apds a aplicacdo do metal, apresentado pelo

maior nivel de excre¢@o de zinco pelas fezes dos grupos (G2, G3, G4 e GS5) o que indica que
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¢ nesse momento que ocorre o ajuste homeostatico do metal no trato gastrintestinal do rato
quando exposto a alta dose do metal. Assim, a alta dose (60mg/Kg) aplicada nos animais por
via intraperitoneal e/ou oral, resultou em alta excrecdo de zinco pelas fezes. Yang et al (1995)
observaram que doses muito altas de consumo de zinco afetam a eficiéncia de absor¢do deste
metal pelas células epiteliais da mucosa do colon de ratos, € que aumento de excre¢do de

zinco pelas fezes contribuem para regular a homeostase de zinco no trato gastrointestinal.

Ha estudos que indicam que a administragdo de altas doses de zinco em roedores pode
estar envolvida com expressdes de proteinas de membranas plasmaticas de células intestinais
das familias ZnT, que sdo transportadoras de zinco e influenciam no seu metabolismo
(Palmiter and Huang, 2004). Segundo os autores estas proteinas reduzem a concentracdo de
zinco citoplasmatico por seqiiestro, secre¢do ou efluxo de zinco, em condi¢des de excesso de

zinco para poder alcangar o controle homeostatico do metal no trato gastrointestinal.

Assim como os niveis de zinco tecidual detectados nos animais tratados com DMH
apresentaram-se menores, quando comparados aos animais ndo tratados com DMH em ambas
as vias, os niveis de zinco das fezes dos animais tratados com DMH, também apresentaram-se
menores quando comparados aos animais que nao receberam DMH. Estes resultados indicam
que concentracdes de zinco na mucosa do colon foram reduzidas, em resposta a agressao
genotdxica, ocasionada pela exposi¢do a DMH (Dani et al., 2007), e conseqiientemente houve

reduc¢do de zinco nas fezes desses animais.

O aumento da proliferacdo celular ¢ condi¢do importante na carcinogénese humana e
experimental (Chang et al., 1997). A proliferacdo celular epitelial na mucosa do célon pode
ser afetada por substancias inibidoras, e assim reduzir a chance de expressdo do tumor e
desenvolvimento da carcinogénese do colon (Difronzo et al., 1987). Os resultados para
proliferagao celular obtidos neste estudo, demonstraram que a exposicdo a DMH aumentou

significativamente a proliferacdo celular na mucosa do célon, como observado pelo aumento
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dos indices de marcagdo pelo PCNA nas células epiteliais expostas ao cancerigeno quimico.
A exposi¢do ao ZnSO4 na dose de 60mg/Kg administrado por via intraperitoneal e/ou oral ndo
modificou as taxas de proliferacdo celular da mucosa do célon, tanto nos grupos tratados com
DMH, como nos respectivos grupos controles nio iniciados. Portanto nossos resultados
demonstram que o tratamento com ZnSO4 (60mg/kg) por via intraperitoneal e/ou oral ndo

interferiu na atividade proliferativa das células epiteliais da mucosa do célon.

Em relagdo ao indice de apoptose, os resultados do presente estudo demonstraram
aumento significativo de corpos apoptodticos nas células epiteliais expostas ao cancerigeno
quimico. A exposi¢do ao ZnSO4 na dose de 60mg/Kg administrado por via intraperitoneal
e/ou oral ndo modificou as taxas de apoptose da mucosa do célon, tanto nos grupos tratados
com DMH como nos respectivos grupos controles ndo iniciados. Nossos resultados ndo estdao
de acordo com os de Cho et al. (1994) que atribuiram o papel antitumoral do zinco a indugéo
do processo de apoptose em roedores, pela participacdo deste metal em processos bioldgicos,
como ativacdo da transcricdo do gene p53, supressor tumoral, que induz o processo de
apoptose frente a agressdo celular. Segundo os autores, o zinco ¢ responsavel pela
conformacdo funcional da proteina p53, desempenhando papel critico na sua estrutura, o qual
apresenta um atomo de zinco fortemente ligado que ¢ necessario para a ligagcdo do p53 ao

DNA.
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7. Conclusdes

O ZnSO,4 administrado por via intraperitoneal e/ou oral na dose de 60mg/Kg, nio
interferiu no desenvolvimento de FCAs, bem como na atividade proliferativa e taxa de
apoptose da mucosa do célon, tanto nos grupos expostos ao cancerigeno quimico, como nos
respectivos grupos controles. Portanto o ZnSO4 administrado por via intraperitoneal e/ou oral
na dose de 60mg/Kg, ndo mostrou agdo protetora da etapa de iniciagdo da carcinogénese do

colon induzida pela DMH em ratos Wistar machos.

A administracdo do ZnSO4 na dose de 60mg/Kg por via intraperitoneal, mostrou ter
efeitos de toxicidade, seguidos por casos de Obitos tanto em animais do grupo exposto ao
cancerigeno quimico, como em animais do respectivo grupo controle. Portanto a via

intraperitoneal ndo ¢ adequada para modelo experimental de tratamento com 0 ZnSOy.
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VI. Conclusées gerais
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Conclusdes Gerais
O Zinco na forma de quelato de zinco (ZnGly) administrado oralmente na dose de

15mg /Kg:

1) Nao interferiu sobre a atividade proliferativa e taxa de apoptose das células epiteliais da
mucosa do cdlon, tanto no grupo exposto ao cancerigeno quimico, como no respectivo grupo
controle.

2) Nao mostrou acdo inibidora ou protetora da iniciagdo e promoc¢do do cancer do colon
induzido pela DMH em ratos Wistar machos.

3) Nao mostrou acdo inibidora ou protetora da formagédo de lesdes pré-neoplasicas (focos de

criptas aberrantes) do cdlon induzido pela DMH em ratos Wistar machos.

O Zinco na forma de sulfato de zinco (ZnSO,) administrado por via oral e

intraperitoneal na concentracdo de 60mg/Kg:

1) Nao interferiu sobre a atividade proliferativa e taxa de apoptose das células epiteliais da
mucosa do cdlon, tanto no grupo exposto ao cancerigeno quimico, como no respectivo grupo
controle.

2) Nao mostrou acdo inibidora ou protetora da iniciagdo e promoc¢do do cancer do colon
induzido pela DMH em ratos Wistar machos.

3) Nao mostrou acdo inibidora ou protetora da formagdo de lesdes pré-neoplasicas (focos de
criptas aberrantes) do cdlon induzido pela DMH em ratos Wistar machos.

4) Mostrou ter efeitos de toxicidade, seguidos por casos de obitos tanto em animais do grupo
exposto ao cancerigeno quimico, como em animais do respectivo grupo controle. Portanto a
via intraperitoneal ndo ¢ adequada para modelo experimental de tratamento com o sulfato de

zinco (ZnSOy).



VII. Anexos



ANEXO 1

Figura 1 - Colon fixado corado com azul de metileno a 0,2%.

ANEXO 2

Figura 2 - Colon nas por¢des distal, medial e proximal
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ANEXO 3

Figura 1- Corte histoldgico do célon incluido pelo método de “Swiss-roll” de animal
iniciado com DMH apds 4 semanas de tratamento experimental (HE, objetiva
de 10x).
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ANEXO 4

Figura 1 — Cortes histolégicos do figado (A) e do intestino (B) mostrando peritonite
fibrinosa (setas). Pulmao (C e D) com edema e hemorragia alveolar (seta
verde e preta, respectivamente), de animais que receberam ZnSO4 por via
intraperitoneal. A, B e C (HE, objetiva de 20x). D ( HE, objetiva de 40x ).

ANEXO 5

Tabela 1. Niveis de zinco no cdlon, sangue e fezes dos animais nos diferentes grupos
experimentais'. Experimento Piloto.

Grupo/Tratamento’ N Colon (ng/g) Sangue (ug/ml) Fezes (ng/g)
(G1) Controle 5 9,55 6,54 260,51
(G2) ZnGly 5 11,81 48,3 500,52

"Valores representados em pool; 2 ZnGly = quelato de zinco (227 mg/l), N = ntimero de animais.
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