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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar se a ingestdo de dietas com
deficiéncia ou suplementacdo de zinco, durante as fases de gestacdo, lactacdo e juvenil,
interfere  no desenvolvimento das glandulas maméarias e na susceptibilidade ao
desenvolvimento de carcinogénese mamaria induzida pela 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA) em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD). Duas geracdes, mées e prole de fémeas
receberam dietas com niveis adequados (35mg/Kg dieta), deficientes (3mg/Kg dieta) ou com
suplementacdo (180mg/Kg dieta) de zinco durante a gestacdo. Apds o desmame, as proles de
fémeas receberam as mesmas dietas das méaes até o dia pos-natal (DPN) 51 ou 53. No DPN 51
fémeas SD foram eutanasiadas para remocao das glandulas mamarias abdominais (D e E) ou
receberam dose Unica de DMBA (50mg/kg; i.g.) para iniciacdo da carcinogénese e
eutanasiadas no DPN 53 ou DPN 180. No dia DPN 53 as glandulas foram processadas para
andlises histoldgicas e imunoistoquimicas, e avaliagdo da expressao de genes relacionados a
dano e reparo de DNA, apoptose, ciclo celular e sinalizacdo de genes relacionados ao receptor
de estrogeno e p53, por RT-gPCR com sistema Tagman Low density array (TLDA). Os
tumores coletados ao longo do experimento e no DPN 180 foram processados para avaliagdo
histoldgica. As fémeas alimentadas com dieta deficiente de zinco apresentaram reducédo
significativa no peso corpdreo nos DPNs 0, 10, 21 e 51. O numero médio de brotos terminais
(TEBS), ductos terminais (TEDs) e l6bulos alveolares (ABLs) mamarios nao diferiram entre
as proles dos trés grupos experimentais. No DPN 53, os indices de proliferacdo nas células
epiteliais mamarias foram significativamente maiores no grupo que recebeu suplementacdo de
zinco em relacdo ao grupo controle, enquanto os indices de células epiteliais em apoptose e
RE-a positivas ndo diferiram entre os grupos. Além disso, a suplementagéo de zinco reduziu
significativamente a expressdo dos genes Api5 e Erccl, que atuam como inibidor de apoptose
e reparo de DNA, respectivamente. No DPN 180, tanto a deficiéncia quanto a suplementacéo
de zinco na dieta ndo alteraram a laténcia, incidéncia, multiplicidade ou volume dos tumores
mamarios induzidos pela DMBA em rela¢do ao grupo controle. No entanto, a suplementacéo
de zinco aumentou o nimero total de tumores em 72% quando comparado aos demais grupos.
Portanto a suplementagdo de zinco durante as fases iniciais da vida e periodo juvenil

aumentou marginalmente a suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores mamarios.

Palavras-chave: Carcinogénese maméria, rato, deficiéncia de zinco e suplementacédo de zinco



Abstract

The present study was designed to evaluate whether dietary intake with zinc
deficiency or supplementation during the pregnancy, lactation and juvenile stages interfere
the development of mammary glands and susceptibility to the mammary carcinogenesis
induced by 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) in female rats Sprague-Dawley (SD) rats.
Two generations, dams and female offspring received dietary with zinc levels adequate (35
mg/kg diet), deficiency (3 mg/kg diet) or supplementation (180 mg/kg diet) during pregnancy.
After weaning, the females offspring received the same diets as their dams until post natal day
(PND) 51 or 53. On PND 51, females SD were euthanized for removal of the mammary
glands (right and left) or received a single dose of DMBA (50mg/kg, ig) for initiation of
mammary carcinogenesis and euthanized on PND 53 or PND 180. On PND 53, mammary
glands were processed for histological and immunohistochemical analyses, as well as
evaluation of the expression of genes related to DNA damage and repair, apoptosis, cell cycle
and signaling related to estrogen receptor and p53 by RT-qgPCR with Tagman Low density
array (TLDA) system. Tumors collected throughout experiment or on PND 180 were
processed for histological evaluation. The females fed with dietary zinc deficiency presented a
significant reduction in body weight on PND 0, 10, 21 e 51. The mean number of the terminal
buds (TEBs), terminal ducts (TEDs) and alveolar lobe (ABLs) in mammary gland did not
differ among offspring of the three groups. On PND 53 the indexes of proliferation in the
mammary glands epithelial cells were significantly higher in the zinc supplementation group
in relation to the control group, while the indexes of apoptosis epithelial cell and positive ER-
a did not differ among the groups. Also, dietary zinc supplementation significantly reduced
the expression of the Api5 and Erccl genes related to apoptosis inhibitor and DNA repair,
respectively. On PND 180 both dietary zinc deficiency as supplementation did not change the,
latency, incidence, multiplicity or volume of DMBA-induced mammary tumors in relation to
the control group. However, dietary zinc supplementation increased the total number of
tumors in 72% compared to others groups. Therefore zinc supplementation during the early
life and juvenile period marginally increased the susceptibility to the mammary tumors

development.

Key words: Mammary carcinogenesis, rat, zinc deficency and zinc supplementation.
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1. A glandula mamaria

As glandulas mamérias sdo apéndices epidérmicos que evoluiram a mais de 300
milhGes de anos atras em mamiferos, provavelmente a partir de glandulas sudoriparas
apocrinas. Estas glandulas distinguem de todos os outros 0rgdos, pois apresentam estrutura
anatdmica Unica capaz de secretar leite para alimentacdo do recém-nascido (Oftedal, 2002).

O tecido mamario é constituido pela porcéo glandular ou epitelial, associada a um
sistema de ductos responsaveis pelo transporte de leite, e pelos tecidos estromais/ conjuntivos
(Figura 1). Nas mulheres, a parte glandular apresenta de 15 a 20 lobos, dentro dos quais
existem muitos I6bulos pequenos, que contém de 10 a 100 alvéolos, cujas células secretoras
sdo responsaveis pela producdo do leite materno (Hondermark, 2003; Hassiotou; Geddes,
2012). Os lobulos sdo interligados através de ductos intralobulares, extralobulares e
galactoforos e, estes, conduzem o leite ao mamilo (Hondermark, 2003).

Este 6rgdo secretor € composto de diferentes tipos de células epiteliais que
crescem a partir do mamilo para a camada de gordura, formada por adipdcitos e infiltrado por
células endoteliais vasculares e fibroblastos, bem como células do sistema imunoldgico, as
quais sdo importantes para o desenvolvimento e funcdo mamaria (Figura 1) (Polyak; Kalluri,
2010; Macias; Hinck, 2012).

A B

CELULAS - / f ’ “%l
MIOEPITELIAIS Vo
CELULAS . /’\’J, Y

EPITELIAIS FIBROBLASTO ‘o i\

7’ A 2
>, G | VASO %‘
/ & =3\ SANGUINEO

/ » oy s \

BN A N

& 3 |

\ S !

\ i1

TR S s ! MATRIZ EXTRACELULAR
ESTROMA » x ESTROMAL.

) . MACROFAGO
/ E GORDURA LOBULOS :
MEMBRANA  CELULA EPITELIAL

DUCTO BASAL LUMINAL

CELULA
MIOEPITELIAL

Figura 1. Estrutura da mama feminina. (A): esquema anatémico, (B): esquema do tecido mamario
com estruturas epiteliais, consistindo de células luminais centrais rodeadas por células
mioepiteliais e inclusas em uma membrana basal continua, e estroma contendo fibroblastos,
células imunes, assim como vasos sanguineos e linfaticos. Fonte: (A) Adaptado de Hondermarck
(2003) (B) adaptado de Cichon et al. (2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macias%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22844349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macias%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22844349
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O desenvolvimento do tecido mamaério é semelhante entre os mamiferos e varias
informacdes foram obtidas em estudos com murinos (Nguyen et al., 1995), o que fornece
esclarecimentos sobre a biologia da mama humana (Macias; Hinck, 2012). O curso do
desenvolvimento da glandula mamaria pode ser descrito em estagios diferencialmente
regulados, incluindo a fase embrionaria, puberal e reprodutiva (Macias; Hinck, 2012).

Durante a embriogénese, a morfogénese da glandula baseia-se na sinalizacdo
coordenada entre o epitélio e 0 mesénquima subjacente (estroma embrionario) (Ercan et al.,
2011), o qual fornece sinais indutores de diferenciacdo das células epiteliais mamarias.
(Macias; Hinck, 2012). O primeiro passo para a morfogénese mamaria em murinos é o
espessamento da ectoderme ventral, referido como linha mamaria bilateral (Robinson, 2007;
Watson; Khaled, 2008; Cowin; Wysolmerski, 2010; Propper et al., 2013). Por volta do 11,5°
dia gestacional esta estrutura da origem aos placddios (Figura 2), que consiste em varias
camadas de células em forma de colunas, que surgem pela migracdo e agregacdo subsequente
de células ectodérmicas em agrupamentos superficiais na linha mamaria (Propper, 1978;
Cowin; Wysolmerski, 2010). Nos seres humanos, as linhas mamarias sao caracterizadas como
cristas elevadas na superficie do ectoderma que persistem apenas na area peitoral onde
formam os placddios mamarios (LiSka et al., 2015). Entre as 7° ¢ 8° semanas, o parénquima
mamario comeca a invadir o estroma subjacente formando um disco mamario primitivo. A
partir da proliferacdo mamaria se originam os brotos epiteliais (LiSka et al., 2015). Enquanto
0s seres humanos apresentam apenas um par de placodio que se desenvolvem em duas
mamas, 0S camundongos e ratos possuem 5 e 6 pares de placodios, respectivamente,
distribuidos ventralmente ao longo dos membros anteriores e posteriores, que se desenvolvem
em 10 e 12 glandulas mamarias funcionais, respectivamente (Russo; Russo, 1996; Ercan et
al., 2011).

Em murinos, os placodios expandem-se em forma arredondada e invaginam-se no
mesénguima subjacente por volta 14° ou 15,5° dia gestacional (Cowin; Wysolmerski, 2010;
Macias; Hinck, 2012) para formar estrutura de broto mamario que cresce e conecta-se a
epiderme como mostrado na Figura 2. As células mesenquimais condensam-se na regiao em
torno do epitélio que recobre o broto, este por sua vez, estende-se e ramifica-se na camada de
gordura subjacente, possibilitando o inicio de uma ramificacdo rudimentar e de um sistema
ductal, por volta do 16° a 18° dia gestacional em fémeas de camundongos (Figura 2)
(Balinsky, 1950; Sakakura, 1987; Ahn, 2015). A formacao do limen € inicialmente observada

no 16° dia gestacional quando espacos intercelulares se desenvolvem dentro do broto. Estes
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espacos aumentam em tamanho e em nimero até que uma luz distinta se torna aparente no 18°
dia gestacional (Hogg, 1983).

Nesta fase, as células epiteliais também se diferenciam em pele especializada do
mamilo (Balinsky, 1950; Sakakura, 1987). Nos seres humanos, ao invés de um Unico broto,
ha a formacdo de varios brotos mamaérios (arvore mamaria) que se unem ao mamilo (Macias;
Hinck, 2012). A geracdo de mamilo ocorre por modificacfes da pele que recobre o
meséngquima e envolve espessamento da epiderme, assim como supressdo de foliculos
capilares e formacdo da bainha de queratinécitos no mamilo no local onde os ductos primarios
ligam-se & superficie da pele (Figura 2) (Hens et al., 2007). O dimorfismo sexual da glandula
mamaria é também alcancado durante esta fase do desenvolvimento embrionario em
camundongos, porém mais tarde em humanos (Macias; Hinck, 2012). Estes processos
requerem sinalizacdo mediada pela proteina relacionada com o hormdnio paratiroide
(PTHLH). Os efeitos de PTHLH parecem exigir sinalizacdo da proteina morfogénica 6ssea
(BMP4), o qual tem sua expressdo aumentada por meio da alta expressdo do receptor
BMPR1A no mesénquima (Hens et al., 2007). Além disso, o aumento da expressdo do fator
de transcricdo Msx2 no mesénquima, € um evento regulatorio, necessario para a acao de
PTHLH na inibicdo da formacédo de foliculos piloso sobre o mamilo (Hens et al., 2007) por
volta do 15,5° dia gestacional como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica ilustrando o desenvolvimento embrionario da glandula
mamaria. O placodio mamario cresce e invagina-se no mesénquima subjacente, em seguida, ha
emissao de sinais da proteina relacionada com o horménio paratireoide (PTHLH) do epitélio para
0 mesénquima, possibilitando aumento da expressdo do receptor-1A da proteina morfogénica
6ssea (BMPR1A). A emissdo de sinais da proteina morfogénica éssea 4 (BMP4) do BMPR1A

para MSX2 no mesénquima inibe a formacgdo de foliculo piloso na bainha do mamilo em
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desenvolvimento. O epitélio mamario cresce em uma estrutura de &rvore pequena, simples
contendo um lumen aberto, o qual permanece desta forma até o nascimento. Fonte: Adaptado de
Cowin; Wysolmerski (2010).

A ramificacdo dos ductos pode comecar no ambiente do tecido adiposo e o
mesénguima embrionario pode se transformar em mesénguima especifico mamario, que mais
tarde se desenvolve em tecido conjuntivo com cordas fibrosas, formando vasos sanguineos e
linfaticos (Hovey et al., 1999).Uma das diferencas mais evidentes entre as glandulas
mamarias humanas e de roedores é a presenca de estroma interlobular denso e intralobular
frouxo na mama de humanos em comparacdo com um estroma rico em tecido adiposo em
roedores (Russo; Russo, 1978).

No nascimento, a estrutura mamaria é apenas um sistema ductal rudimentar
(Figura 2), e como as influéncias enddcrinas maternas diminuem, a glandula passa por um
periodo de crescimento alométrico, que caracteriza uma fase de quiescéncia morfogénica até a
puberdade, quando ocorre a proliferacdo celular intensiva, preenchendo a camada de gordura
sob a influéncia de hormonios e fatores de crescimento (Macias; Hinck, 2012; Sternlicht,
2005; Gjorevski; Nelson, 2011). Nesta fase, ocorre elevada proliferacdo de estruturas
bulbosas, nas extremidades distais dos ductos denominada brotos terminais (TEBS)
(Sreekumar et al., 2015). Estas estruturas sdo consideradas como condutores do crescimento e
arborizacdo dos ductos em toda a camada de gordura, como consequéncia de varios ciclos de
divisdo celular (Hinck; Silberstein, 2005). Desta forma, a puberdade é o estagio mais
marcante da morfogénese mamaria, uma vez que, 0 aumento nos niveis dos hormonios
ovarianos, incluindo o estrogénio, promove a proliferacdo e alongamento dos ductos
existentes e a ramificacdo destes em ductos secundarios e terciarios, cujos brotos terminais
formam as unidades lobulares. Estas Ultimas, contendo estruturas alveolares rudimentares,
também sdo chamadas de brotos alveolares (Anderson et al., 2007; Gjorevski; Nelson, 2011).

A morfogénese da ramificacdo mamaéria ndo se restringe ao compartimento epitelial,
pois concomitante a este processo ocorre a expansao do estroma mamario, atraves de atividades
de remodelamento de matriz extracelular (Russo; Russo, 2004; Anderson et al., 2007). Portanto,
ciclos sucessivos de alongamento, bifurcacdo e ramificagéo lateral resultam na formacgéo de uma
“arvore” epitélio-ductal, com estruturas lobulares, caracteristicas dotecido mamario maduro
funcional, alcancado apenas durante o periodo de gestacdo/lactagdo. (Hartmann, 2007; Gjorevski;
Nelson, 2011).
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2. Fatores de risco e evidéncias epidemioldgicas para o cancer de mama

O céancer continua sendo um grande problema de saude publica, pois é responsavel
por 16% de mortes no mundo (WHO, 2011) e a segunda doenca de maior mortalidade, perdendo
apenas para as doencas cardiovasculares (Siegel et al., 2015). O céncer de mama é o mais
frequentemente diagnosticado e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres no Brasil
e no mundo (Ferlay et al., 2013; INCA, 2014; Siegel et al., 2015). Estima-se 231,840 mil novos
casos para cancer de mama em 2015 (Siegel et al., 2015), apresentando altas taxas de incidéncia e
prevaléncia em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Siegel et al., 2015). E importante
relatar que a frequéncia de novos casos tem aumentado em mulheres mais jovens (Jemal et al.,
2010; Cuzik, 2010; INCA, 2014).

No Brasil, as estimativas de incidéncia de cancer para 2014/2015 sdo de
aproximadamente 576 mil casos novos, dos quais sao esperados 57.120 casos novos de cancer de
mama (Figura 3), ou seja, um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2014). As vérias regides brasileiras apresentam diferentes taxas de incidéncia, sendo sudeste e sul

as regides mais incidentes (Figura 4), (INCA, 2014).

Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (FIGURA 1)

Localizacdao primaria Casos NoVoS

Pristata . 22,8% Mama Feminina . 20,8%
Tragueia, Brénguio & Pulmio . 5,4% Célon e Reto . 6,4%
Célon e Reto . 5,0% Colo do Utero 5,7%
Estémaoo . 4,3% Tragueia, Bronguio e Pulmio  10.930 4,0%
Cavidade Oral . 3,7% Glandula Tirecide 8.050 2,9%
Esdfago . 2,6% Estémago 7.520 2,7%
Laringe . 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga . 2,2% Ovario 5.680 2,1%
Leucemias . 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.350 1,8%
Sistema MNervoso Central . 1,6% Leucemias 4,320 1,6%

* Nimeros amedondados para 10 ou miltiplos de 10

Figura 3. Tipos de cancer com maior incidéncia na populagdo brasileira feminina e masculina
para o ano de 2014. Fonte: INCA, 2014.
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Figura 4. Incidéncia brasileira de cancer de mama por 100.000 mulheres, estimada para o ano de

2014. Fonte: INCA, 2014.

A taxa de mortalidade para o cancer de mama é crescente, em parte, devido a falta
de deteccdo precoce da doenca (Desantis et al., 2011; Mittra, 2011). O cancer de mama é uma
doenga heterogénea, representado por diversos tumores fenotipicamente bem estabelecidos
(Desantis et al., 2011). A natureza complexa desta doenca torna dificil o seu diagndstico e
tratamento, visto que, até 40% das pacientes com cancer de mama, apresentam disseminacédo
de células tumorais para outras localidades, a medida que doenca esta sendo diagnosticada
(Mittra, 2011). Tem sido relatado que 90% das mortes causadas pelas neoplasias de mama séo
devidos a metéstase (Wells et al., 2008; Gunasinghe et al., 2012), uma vez que, sua
mortalidade ndo é causada pelo tumor primario, mas sim pelo crescimento do tumor em locais
secundarios (Weigelt et al., 2005). Apesar dos avangos na terapia sistémica, as taxas de
sobrevida global para tais pacientes ndo tem sido promissoras (Lowery et al., 2010).

Estudos gendmicos tém identificado cinco subtipos intrinsecos de céancer de
mama: Luminal A, Luminal B, HER2, basal-like e normal-like (Perou et al., 2000; CANCER
GENOME ATLAS NETWORK, 2012). Em especial, os tumores basal-like (triplo negativo)
sd0 muitas vezes resistentes a quimioterapia e sdo capazes de desenvolver metastases para o
pulmé&o e cérebro (Solomayer et al., 2000). A terapia para o cancer de mama tem sido baseada
em uma avaliagdo combinada de fatores prognosticos clinico-patoldgicos classicos, tais como

tamanho do tumor, tipo e grau histologico, metastase em linfonodo e invasdo linfovascular,
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juntamente com biomarcadores j& estabelecidos, como receptor de estrogénio (ER), de
progesterona (PR) e o receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2).
(Riesop et al., 2015). A optimizacdo da gestdo do cancer de mama encontra-se na deteccao
precoce, prognéstico e terapia eficaz individualizada, os quais exigem uma abrangente
compreensdo das interagdes moleculares complexas que estdo na base do desenvolvimento e
progressdo do cancer da mama. O advento de tecnologias que possibilita a obtencdo do perfil
de expressao génica tem sido uma maneira eficaz para desvendar a heterogeneidade deste tipo
de neoplasia (Van’t Veer et al., 2003; Sorlie et al., 2006; Lowery et al., 2010).

O céncer de mama representa uma doenga cronica, relacionada com fatores sécio-
demograficos, ambientais e enddgenos, os quais interagem com susceptibilidade genética
individual (AlQallaf et al., 2007). Assim, a etiologia do cancer de mama é multifatorial,
incluindo fatores genéticos, como alteracdes nos genes Brcal e Brca2, varios fatores de risco
associados a habitos alimentares, estilo de vida (obesidade, alcoolismo, sedentarismo), e estilo
de vida reprodutiva (idade avancada, gravidez tardia, auséncia de gravidez), além dos
desequilibrios hormonais, (uso de horménios exdgenos, contraceptivos orais e terapia de
reposicdo hormonal na menopausa) (Bouchardy et al., 2007; Cuzik, 2010; Riesop et al.,
2015). Estudos sugerem que alimentacdo rica em gordura pode estar relacionada aos
diferentes indices de incidéncia e mortalidade por cancer de mama (Parkin et al., 2005).

A fisiologia da mama compreende caracteristicas peculiares que a torna sensivel a
varios compostos que contribuem para o desenvolvimento do cancer (Mulware, 2013). As
glandulas apdcrinas que compdem o parénquima da mama proliferam continuamente a partir
da menarca com o aumento da populacdo de células durante cada ciclo de ovulacdo, o que
resulta no desenvolvimento da estrutura de brotamento até aproximadamente a idade de 35
anos (Lambreche; Goldberg, 1997). Uma mutacdo que ocorre durante a transcricdo do DNA e
outros erros que podem ocorrer durante cada ciclo de replicacdo celular, expbe os tecidos
mamarios a risco carcinogénico (Mulware, 2013). Embora a doenca clinica, muitas vezes ndo
seja evidente até meia-idade, o cancer de mama pode ser desencadeado no inicio da vida
reprodutiva da mulher (Masso-Welch et al., 2000).

As investigaces sobre o cancer de mama sdo prioritarias para a gestdo da satde
publica, o que estimulam os pesquisadores a tentarem entender melhor a evolugdo dessa
doencga, descobrir suas causas e/ou relaciona-la com fatores de risco, e a buscarem novas

estratégias de prevencéo, diagnostico e tratamento (Cui et al., 2007).
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3. Carcinogénese quimica

Modelos experimentais de inducdo de tumores, pela administracdo de agentes
quimicos carcinogénicos ou inoculacdo de células tumorais em roedores, sdo utilizados para
mimetizar a carcinogénese humana e para conducdo de estudos de prevencao e tratamento do
cancer. (Thompson; Singh, 2000; Hui et al., 2010). Neste sentido, a utilizacéo de cancerigenos
quimicos em roedores tem sido uma ferramenta Gtil para o estudo das mdltiplas etapas da
carcinogénese mamaria (Boone et al., 1992; Thompson; Singh, 2000; Mehta, 2000).

Os cancerigenos quimicos podem atuar nas diferentes etapas da carcinogénese. Os
agentes iniciadores podem ser enquadrados em duas grandes categorias: 1) compostos de acao
direta, que ndo exigem biotransformacéo para exercer sua carcinogenicidade e 2) compostos
de acdo indireta, ou pré-cancerigenos, que exigem conversdo metabdlica para produzir
cancerigenos finais com carater nucleofilico, como por exemplo, agentes alquilantes que
induzem mutac6es no DNA ou a producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio, que séo
capazes de levar a lesdes oxidativas e iniciar o processo de carcinogénese em células-alvo
especificas (Preston; Williams, 2005). As células iniciadas, com alteracdes permanentes em
seu DNA, passam a se proliferar em ritmo diferente das outras células normais, adquirem
novas mutacOes e respondem de maneira mais efetiva aos compostos promotores, ou nao
genotdxicos (Preston; Williams, 2005).

O processo de carcinogénese quimica ocorre através de mdaltiplas etapas
denominadas de iniciacdo, promoc¢do e progressao (Dragan et al, 1991; Pitot, 1993; Pitot,
2001, 2007). A iniciacdo e promocdo estdo bem estabelecidas experimentalmente. Entende-se
por iniciacdo a interacdo de um agente quimico ou fisico com o DNA da célula-alvo. E um
processo irreversivel, porque altera permanentemente a estrutura do DNA, através de ligacdes
covalentes, distorcdo ou quebra da molécula em fita simples ou dupla (Dragan et al, 1991;
Pitot, 1993; Pitot, 2001, Pitot 2007). A promoc¢do ocorre quando tal alteracdo é expressa,
ocorrendo o aparecimento de lesdes focais de células alteradas ou lesGes pré-neoplésicas
(Dragan et al, 1991; Pitot, 1993; Pitot, 2001, Pitot 2007). Essas lesbes apresentam importantes
modificacbes em niveis moleculares e morfologicos, incluindo genes que controlam a
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (Cordon-Cardo, 1998; Ray et al., 2007).
Quando as lesdes adquirem caracteristicas de malignidade tem-se a fase de progressao (Pitot,
1993; Pitot, 2001, Pitot 2007), na qual séo observadas alteragdes no genoma, relacionadas a

proliferacdo celular/apoptose, invasdo de tecidos adjacentes, capacidade de produzir
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metéstases e outras alteracBes bioquimicas, fornecendo o substrato biolégico para a
manifestacdo clinica do cancer (Venning et al., 2015).

As neoplasias mamarias quimicamente induzidas sdo, em geral, carcinomas
horménio-dependentes. A incidéncia, multiplicidade e tipos de tumores mamarios séo
influenciados pela idade, tempo de exposicdo ao cancerigeno, historia reprodutiva,
desregulacdo enddcrina, dieta e outros fatores que alteram o desenvolvimento e o grau de
diferenciacdo da glandula mamaria (Russo; Russo, 1994). As substancias quimicas mais
utilizadas nos modelos experimentais de inducdo da carcinogénese mamaria em fémeas de
ratos e camundongos séo a 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e a N-metil-N-nitrosoureia
(MNU). A exposicédo de ratas jovens a esses cancerigenos antes da primeira prenhez aumenta
a susceptibilidade das glandulas mamarias a iniciacdo do cancer (Russo et al., 1992).

A DMBA é um cancerigeno sintético 6rgdo-especifico utilizado na elaboracgéo de
modelos experimentais de carcinogénese de mama (Macejova; Brtko, 2001), atuando nos dois
estagios da carcinogénese quimica "modelo de iniciacdo-promogdo™ (Slaga, 1984; Dipple et
al., 1984). Esse composto quimico é agrupado na classe dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (Figura 5). A metabolizacdo da DMBA pelas células animais resulta em um
metabolito reativo carcinogénico com sitio reativo diidrodiol epdxido (Macejova; Brtko,
2001). De fato, os diidrodidis epoxidos tém potencial quimico para formar ions carboxi-
benzilicos, intermediarios eletrofilicos que se ligam avidamente a sitios nucleofilicos celulares
(Macejova; Brtko, 2001).

Administracdo de DMBA leva a expressdo aumentada do receptor do
hidrocarboneto citosélico aril (AhR), o qual se transloca para o nucleo e se associa com 0
translocador nuclear do receptor de hidrocarboneto aril (ARNT). Assim, o complexo
AhR/ARNT se liga a genes especificos Ahr e induz transcricdo de genes CYP1. Ahr €
dependente da expressao do citocromo P450 (CYP450) que metaboliza a DMBA em epoxido
e forma adutos de DNA, um evento importante na iniciacdo da carcinogénese (Nebert et al.,
1990; Trombino et al., 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venning%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26539408
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Figura 5-Estrutura quimica do hidrocarboneto
policiclico aromatico 7,12-
dimetilbenz(o)antraceno  (DMBA),
de formula molecular CxoHss.

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html

As celulas epiteliais mamarias de roedores presentes nos brotos terminais (TEBS)
metabolizam a DMBA, resultando em metabdlitos reativos, o que causa danos irreparaveis no
DNA dessas células e dando origem ao desenvolvimento de tumores mamarios (Russo;
Russo, 1987; Russo et al., 1990). Esse efeito carcinogénico é seletivo para as células do TEB
em comparagdo as demais células epiteliais mamarias, pois essas células sdo incapazes de
remover completamente os adutos de DNA formados (Macejova; Brtko, 2001). Estruturas
semelhantes em células mamarias humanas, conhecida como unidade lobular ductal terminal
1 (TDLUL1), parecem ser os sitios de iniciacdo do cancer de mama na maioria das mulheres
(Russo et al., 2000). A razdo pela qual os tumores surgem de TEB/TDLU1 néo é totalmente
compreendida, mas pode estar relacionada com a proliferagdo celular aumentada nestas
estruturas (Russo; Russo, 1980), associado com o aumento dos niveis de formacéo de adutos e
a reducdo da capacidade para reparar danos no DNA (Telang et al., 1992).

Durante o desenvolvimento da glandula mamaéria, os brotos terminais (TEB)
crescem ativamente como estruturas terminais ductais localizadas na franja crescente desta
glandula que se diferenciam em brotos e l6bulos alveolares (ABL) (Grubbs et al., 1983;
Russo; Russo, 1983, 1978,1996). Alguns TEBs também regridem para ductos terminais (TD)
que permanecem até a diferenciacdo final durante a gravidez e lactacdo (Russo e Russo,
1978). Enquanto TEBs s&o considerados os sitios primarios de atividade cancerigena deste
orgdo, um dos mais importantes fatores que determinam a sensibilidade da glandula aos
estimulos neoplésicos é o estdgio de diferenciacdo no momento da exposicdo ao agente
cancerigeno (Nagasawa et al, 1974; Russo; Russo, 1978, 1987).

Observacdes obtidas de estudos com modelos animais indicam que as exposigoes

no inicio da vida a compostos alimentares podem estar associados com alteragcbes na
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vulnerabilidade a carcinogénese mamaria, bem como alteragcdes no nimero de TEBs. Assim, a
ligacdo entre 0o aumento do ndmero de TEBs e maior risco de cancer tém sido fortemente
considerado (Hilakivi-Clarke et al., 1997; de Assis et al., 2006).

4. Impactos da deficiéncia e suplementacdo de zinco no cancer de mama

O zinco é um oligoelemento, essencial para todos 0s organismos vivos e
necessarios para o funcionamento de aproximadamente 3.000 proteinas, o que confere 10%
das proteinas codificadas pelo genoma humano (Ho; Ames, 2002; Maret, 2009; Rink 2011;
Prasad 2011; McCormick et al., 2014). Essas proteinas abrangem todas as classes de enzimas
que sdo indispensaveis para varias funcbes celulares, como resposta ao estresse oxidativo,
proliferacdo celular, sintese de RNA e DNA, bem como sinalizacdo, diferenciacéo celular,
reparo de dano do DNA, progressdo do ciclo celular e apoptose (Bostanciet al., 2014;
Kloubert; Rink, 2015). Assim, este elemento é critico para o crescimento celular (Grattan;
Freake, 2012) e estudos epidemioldgicos tem correlacionado a deficiéncia deste elemento
com o aumento do risco de doencas crénicas, incluindo o cancer (Wu 2004; Leone et al.,
2006).

Embora muitos estudos se concentrem na etiologia do cancer de mama, varios
aspectos da doenca permanecem desconhecidos. No entanto, é provavel que o0s
oligoelementos, como o zinco, desempenhem papéis importantes em processos bioldgicos
relevantes para o cancer de mama, especialmente por ser um componente essencial para acao
antioxidante (Willett, 2001; Gaur et al., 2013). Além disso, o seu papel na manutencdo da
estabilidade gendmica tém sido amplamente relatado (Eide, 2011). Alguns estudos
estabeleceram ligacdo entre a deficiéncia de zinco na alimentacdo e o risco maior de
desenvolver neoplasias (Leone et al., 2006). Desta forma, este elemento tem sido o objeto de
investigacOes sobre a sua importancia em processos bioguimicos gerais (McCall et al., 2000;
Bargellini et al., 2003).

A compreensdo das vias bioquimicas, em que o metabolismo de zinco esta
envolvido no cancer de mama, assim como em outros tipos de neoplasias, € um dos principais
desafios para melhor entendimento da patogenia desta doenca. Em geral, a relagdo de zinco e
tumores pode ser considerada a partir da perspectiva da desregulacdo dos niveis de zinco
intracelular, bem como no soro sanguineo e, a partir da perspectiva de que o nivel deste
micronutriente abundante ou deficiente na alimentacdo resulta em alteracbes de fungdes

bioquimicas no organismo (Gumulec et al., 2011). O zinco é encontrado em uma grande



31

variedade de alimentos tais como: carnes bovinas e suinas, peixes, aves, leite e derivados,
cereais e feijdo (Taco, 2004).

A deficiéncia de zinco € um problema de saude publica global, o que representa
aproximadamente dois bilhdes de pessoas em risco de sua deficiéncia (Brown, 2004). Entre os
metais de transicdo e nutricionais essenciais, 0s ions de zinco apresentam func¢Ges importantes
no desenvolvimento, crescimento e reproducdo dos organismos vivos (Maret 2010). Além
disso, outras complicacdes de deficiéncia de zinco compreendem doencas como, dermatite,
alopecia, disfuncéo do sistema imunoldgico, hipogonadismo, retardo mental e de crescimento,
e outras (Prasad et al., 1963; Hambidge, 2000). A quantidade total de zinco no organismo
humano compreende de 1,4-2,3 g em todos os tecidos do corpo e secrecfes (Chasapis et al.,
2011), enfatizando a sua classificacdo como um elemento traco (Rink; Gabriel, 2000).

A ingestdo de zinco recomendada pelo conselho de alimentacdo e nutricdo dos
Estados Unidos (EUA) é de cerca de 8 mg/dia para mulheres e 11 mg/dia para homens
(Russell et al., 2001). A deficiéncia de zinco afeta predominantemente mulheres em idade
reprodutiva (Caulfield et al., 1998), assim como individuos em fase de crescimento como
bebés, criancas e adolescentes (Roohani et al., 2013). Além disso, os vegetarianos, idosos e
pessoas que vivem em paises em desenvolvimento sdo particularmente propensos a
deficiéncia de zinco (Roohani et al., 2013). Os vegetarianos podem sofrer deficiéncia de
zinco, devido a baixa ingestdo deste elemento, combinada com a ingestdo de grandes
guantidades de fitato, que é responsavel por uma reducdo da biodisponibilidade do zinco
(Kloubert; Rink L, 2015).

As estimativas de baixa ingestdo de zinco, combinados com um aumento das
necessidades deste micronutriente durante a reproducédo (King, 2000), sugerem que, 80% das
mulheres gravidas e lactantes estdo em risco de deficiéncia marginal de zinco (Caulfield et al.,
1998; Scheplyagina, 2005). Essa taxa pode se aproximar de 100% nos paises em
desenvolvimento (Caulfield et al., 1998). Os desequilibrios nutricionais de zinco nessas fases
da vida séo criticos para o desenvolvimento fetal e pds-natal (Sandstead, 1995; Sandstrom,
1997; Vallee; Auld, 1993). Portanto, é de suma importancia pesquisas que permitam o
desenvolvimento de novas estratégias de suplementacdo de zinco em mulheres lactantes para

melhorar a saide e desenvolvimento infantil (Dempsey et al., 2012).



32

E importante considerar que durante a transicdo de um 6rgio quiescente para um
6rgdo com capacidade de secrecdo, ocorrem varias mudangas na glandula maméria que
dependem de zinco, como bioenergia, sinalizacdo dependente do ciclo celular,
apoptose/autofagia e sinalizacdo dependente de hormdnios e citocinas, para manter o epitélio
secretor (Hennigar; Kelleher, 2012 ). Ao mesmo tempo, a glandula maméaria deve acumular e
secretar (McCormick et al., 2010) uma quantidade extraordindria deste elemento
(aproximadamente 1 - 3 mg/dia) no leite, em resposta ao estimulo lactogénico. Assim, o zinco
é requerido pela célula, redistribuido no interior de compartimentos subcelulares, e acumulado
em vesiculas secretoras para transferéncia ao leite (Hennigar; Kelleher, 2012). Contudo, essas
alteracbes envolvem o papel de vérios transportadores de zinco especificos na funcdo deste
orgdo durante a lactacdo (Kelleher et al., 2012) (Figura 6). De certa forma, compreender o
papel da regulacdo do metabolismo do zinco no tecido mamario normal é fundamental para
compreender a relevancia da desregulacdo deste metal no cancer de mama, visto que ocorre
grande acimulo de zinco no tecido tumoral mamario se correlaciona com a progressdo da
doenca (Cui et al., 2007; Hennigar; Kelleher, 2012).

Figura 6. Rede de transporte de zinco na glandula maméria em resposta a lactacdo. Setas
vermelhas indicam aumento de zinco, setas pretas nenhuma alteracdo, e setas roxas indicam
diminuicdes na expressdo de transportadores de zinco em resposta a lactagcdo. ER, reticulo
endoplasmaético. Fonte: adaptado de Kelleher et al. (2012).
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Estudos in vivo e in vitro revelaram que a deficiéncia de zinco celular leva ao
aumento do estresse oxidativo e provoca danos no DNA (Fenech; Ferguson, 2001; Ho et al.,
2003; Milner, 2004; Finley, 2005; Yan et al., 2008), o que resultaria no desenvolvimento do
cancer. Enquanto que a suplementacdo de zinco tem mostrado potencial para inibicdo do
desenvolvimento do cancer (Fujii, 1954; Paski; Xu, 2001; Franklin; Costello, 2007,
Hashemiet al., 2007).

Neste sentido, a nutricdo inadequada deste micronutriente prejudica a funcéo de
varias proteinas dependentes de zinco (Yan et al., 2008). Subconjuntos destas proteinas inclui
a metalotioneina (Theocharis et al., 2004), e superéxido dismutase (SOD) Cu/Zn, (Oteiza et
al., 2001), envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo, as proteinas que controlam as
respostas de reparo aos danos do DNA (Prasad, 1998; 2003; Song, 2009), as enzimas de
sinalizacdo intracelular (Vallee; Auld, 1993; Prasad, 1995), cerca de 3.000 fatores de
transcricdo (Andreini et al., 2006; Maret 2009; Rink 2011), proteinas dedo de zinco que
requerem zinco para a sua estabilidade estrutural e se ligam ao DNA (Brown et al., 2002;
Prasad, 2009), p53, que regula varias fungdes relacionadas com a reparo do DNA, ponto de
verificacdo do ciclo celular e inducdo de apoptose (Harris, 1996;Gasco et al., 2002), bem
como as metaloproteinases de matriz (MMPs), uma familia de endopeptidases dependente de
zinco e célcio que regulam a remodelacdo da matriz extracelular nos tecidos (Lin et al., 2011)
e desempenham funcgdo importante na invasao e metastases de tumores quando suas funcGes
estdo desreguladas (Alam; Kelleher, 2012). Contudo, 0s mecanismos antioxidantes e
anticarcinogénicos associados com a homeostase de zinco parecem desempenhar papel
inibitério sobre o crescimento de células neoplésicas (Alam; Kelleher, 2012).

As perturbacdes na homeostase do zinco podem induzir alteracGes bioquimicas
caracteristicas de neoplasias (Bhuloka et al., 2004). Este mineral, que participa na expressao
génica, proliferacdo celular e regulacdo da apoptose, pode ter influéncia direta sobre o
desenvolvimento de diferentes formas de cancer. No entanto, 0 mecanismo exato de como o
zinco afeta o crescimento de células neoplasicas ndo é ainda bem esclarecido (John et al.,
2010).

A complexidade da homeostase de zinco requer a compartimentalizagdo de zinco
em organelas intracelulares, que é rigidamente regulada atraves da integracdo de mecanismos
de transporte deste metal (Kelleher et al., 2011). A Figura 7 mostra a atual compreenséo das
consequéncias resultantes da desregulacdo do zinco nos tecidos da mama e do

desenvolvimento de cancer (Alam; Kelleher, 2012).
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O zinco € um cétion bivalente e, portanto ndo é capaz de atravessar as membranas
celulares por difusdo passiva. No entanto, tem sido identificado duas familias de
transportadores de zinco, essenciais para controlar a homeostase de zinco, bem como evitar o
elevado acumulo deste ion acompanhado de efeitos toxicos no interior da célula (Palmiter et
al., 2003; Eide, 2006). Membros da familia do gene Slc39a (Zip1-14) sdo responsaveis pelo
influxo de zinco para o citoplasma (Jeong; Eide, 2013; Huang; Tepaamorndech, 2013). Em
contrapartida, membros da familia do gene Slc30a (ZnT1-10) promovem o efluxo do excesso
de zinco a partir do citoplasma para vesiculas intracelulares (Kambe et al., 2002; Lopez et al.,
2011). Alguns membros de transportadores de zinco que estdo envolvidos na carcinogénese
mamaria estdo mostrados na Figura 7.

Como a glandula mamaria é um tecido secretor que requer zinco para 0S processos
bioldgicos especificos e criticos para a sua funcéo, este tecido acumula zinco abundante em
vesiculas secretoras e regula rigidamente a secrecdo de zinco para tais processos (Kelleher et
al., 2011). Entretanto, o metabolismo desregulado de zinco no tecido mamario estd implicado
em desordens, e desenvolvimento de doencas como o cancer (Kelleher et al., 2011). Funcdes
alteradas de transportadores de zinco ganharam muita atencdo em termos de sua expressao e
atividades na modulacéo dos niveis intracelulares de zinco e sua correlagdo com o cancer de
mama (Alam; Kelleher, 2012).

O transportador de zinco ZnT2 desempenha papel chave no sequestro deste metal
em vesiculas (Kelleher; Lonnerdal, 2003; Lopez; Kelleher, 2009; Guo et al., 2010) e ¢
regulado positivamente por niveis de zinco celular de um modo similar a MT (Guo et al.,
2010). Tem sido estabelecido a importancia do ZnT2 previamente no metabolismo de zinco na
glandula maméria normal, ao acumul&-lo em vesiculas destinadas a secrecdo para o leite
durante a lactacdo (Lopez; Kelleher, 2009; Lopezet al., 2011). Portanto, isto pode sugerir que
0 ZnT2 desempenha funcdo critica no acumulo deste oligoelemento em vesiculas
intracelulares para proteger as células tumorais mamarias do seu acumulo elevado (Palmiter
et al.,, 1996; Lopezet al., 2011). Além disso, os transportadores ZnT2 e MT tém sido
encontrados com expressdo elevada em células tumorais de mama (Lopezet al., 2011; Alam;
Kelleher, 2012), como mecanismo de protecdo da toxicidade e morte das células tumorais
pelo excesso de zinco intracelular (Bay et al., 2006; Lopez et al., 2011; Alam; Kelleher, 2012;
Larner et al., 2015). O zinco em excesso aumenta a geracdo de superoxido (Donadelli et al.,
2009) e acidose intracelular, e ativa tanto a apoptose dependente de caspase (Rudolf;
Cervinka, 2004; Jayaraman; Jayaraman, 2011) como a independente de caspase (Donadelli et

al., 2009). A alta expresséo de MT em carcinomas mamarios, também pode estar associada
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com a inibigdo de p53 e, consequentemente com resisténcia a apoptose (Puca et al., 2009; Yap
et al., 2009).

Tem sido encontrada em biopsias de cancer da mama, bem como em células
tumorais cultivadas, a expressdo elevada de algumas proteinas que desempenham funcéo na
homeostase deste elemento, incluindo ZIP6 (Taylor, 2000), ZIP7 (Taylor et al., 2008), ZIP10
(Kagara et al., 2007), e ZNT2 (Lopezet al., 2011), que participam da rede de transportadores
de zinco e promovem o desenvolvimento de cancer de mama (Figura 7). A expressao génica
elevada de Zip6, Zip7 e Zip1l0 em tumores de mama, que promovem o fluxo de zinco para as
células, parece inibir os transportadores transmembranares deste metal para as células
normais, sugerindo que as células tumorais seletivamente aumentam a absor¢do de zinco na
doenca (Grattan; Freake, 2012). Além disso, as proteinas ZIP6 e ZIP10 estdo associadas com
alto grau do cancer de mama e metéstase do linfonodo (Kasper et al., 2005; Taylor et al.,
2007; Grattan; Freake, 2012).
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Figura 7. Papel da homeostase de zinco nas fungdes celulares que potencialmente apontam para
iniciacdo e progressdo do cancer de mama. Acdo de p53; ATM/MRN, proteinas de resposta ao
dano e reparo do DNA, proteina dedo de zinco MTF1, o qual controla a transcri¢do de proteinas
reguladoras de niveis de zinco celular como a metalotioneina (MT) e metaloproteinases de matriz
(MMPs), que regulam a remodelacdo de tecidos. Controle de niveis de zinco no citosol por
regulacdo coordenada dos transportadores de zinco ZNTs e ZIPs e importancia do zinco para a

proliferacdo celular, regulacdo do ciclo celular, diferenciacao, sinalizacdo, autofagia e apoptose.
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Snail, um fator de transcricdo dependente de zinco que desempenha papel central no

desenvolvimento da transicdo mesenquimal epitelial (EMT). Fonte: (Alam; Kelleher, 2012).

Um recente estudo mostrou que a deficiéncia marginal de zinco (15 mg Zn/kg
dieta) fornecida na dieta de camundongos fémeas, resultou em elevado acimulo de zinco no
tecido mamario, acompanhado do aumento da expressdo dos transportadores de zinco Zip 6 e
Zip 10, o que estabeleceu um microambiente toxico na glandula (Bostanci et al., 2015). Os
efeitos incluiram estresse oxidativo, inflamagdo ductal e estromal, fibrose e expansdo da
glandula mamaria, além do aumento da expresséo de receptores de estrogenio (ER), 0s quais
possuem potenciais riscos para conduzir ao aparecimento do cancer de mama (Bostanci et al.,
2015), o que indica que o estresse oxidativo pode também ser associado a deficiéncia, além
do acumulo de zinco intracelular.

Evidéncias crescentes tém implicado diretamente na desregulacédo do metabolismo
do zinco celular em cancer de mama (Taylor et al., 2007; Kelleher et al., 2009; Lopez;
Kelleher, 2010). Desta forma, o elevado acimulo deste metal no tecido mamario esta
associado com sua malignidade (Santoliquido et al., 1976; Margalioth et al., 1983). Autores
tém mostrado correlacdo entre os niveis elevados de zinco na glandula mamaria e o inicio da
carcinogénese (Cui et al., 2007). Esta observacdo é ainda apoiada pela demonstracdo de niveis
de zinco significativamente mais elevados em bidpsias de mama retiradas de mastectomias
em comparacdo com o tecido mamario normal (Geraki et al., 2002; 2004). Alguns estudos
também mostraram relacdo entre os baixos niveis deste micronutriente no plasma e o risco
para o desenvolvimento de cancer de mama (Kuo et al., 2002; Adzersen et al., 2003; Taylor et
al., 2011), o que levou a sugestdo de que os niveis de zinco plasmaticos podem ser utilizados
como um prognostico, bem como marcadores terapéuticos para o cancer da mama (Kopanski
et al., 2001; Oyama et al., 2003).

Os efeitos do zinco sdo, contudo, ambiguos (cancerigenos ou protetores), visto
que, parecem ser muito complexos e se manifestam de forma dependente do tipo de neoplasia
(Gumulec et al., 2011). A ubiquidade das fun¢Ges do zinco em processos biologicos
concentra-se na ideia de que este elemento estd envolvido em numerosos processos celulares
(Andreini et al., 2006; Maret; Li, 2009) e a sua regulagdo é importante ndo sé no
desenvolvimento e proliferacdo de tecidos, mas também na transformacdo neoplésica
(Krishna et al., 2003; Yan et al., 2007). Determinados niveis de zinco celular afetam
profundamente a satde celular e apresentam inimeros papeis na iniciacdo e progressdo do

cancer e, potencialmente, a prevencdo. A interacdo entre 0s niveis de zinco, expressdo de
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transportadores de zinco, e funcdo imunoldgica esta entrelacada com vias de sinalizagdo
celular fornecendo vérios mecanismos para o papel do zinco no céncer (Grattan; Freake,
2012).

5. Programagcéo Fetal e efeitos da deficiéncia de zinco sobre a vida fetal e pds-natal

O conceito de programacéo fetal sugere que o feto pode ser programado durante o
desenvolvimento intra-uterino para desenvolver doencas na vida adulta (Langley-Evans,
2004; Barker; 2004, 2006). Portanto, a programacdo pode se estender até a infancia, onde
diferentes 6rgdos e sistemas continuam se adaptando a varios estimulos (Calkins; Devaskar,
2011). Algumas décadas mais tarde, os efeitos da programacdo podem ser refletidos por
adaptacdes irreversiveis, que resultam em mau funcionamento dos Orgdos e sistemas, e

também a diminuicdo na longevidade (Lucas, 1991). Este fendmeno é mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Diagrama da programacéo fetal. Fonte: (Wells, 2003).

De fato, a programacao pode determinar de forma profunda o perfil da saude e as
doencgas que irdo acometer um individuo ao longo de sua vida (Wells, 2003). Quando o feto €
colocado sob a influéncia de determinados estimulos durante o desenvolvimento embrionario,
as respostas adaptativas que ocorrem nesse periodo podem ser memorizadas e fixadas

permanentemente (Lucas, 1991; Ozanne et al 1996; Simmons et al 2001).
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A gestacdo e inicio da vida pos-natal sdo periodos de desenvolvimento os quais
apresentam sensibilidade e suscetibilidade a fatores ambientais (Godfrey; Barker, 2000;
Cottrell; Ozanne, 2008). Durante estes periodos, o fornecimento de alimentos, tanto em
termos de quantidade e qualidade é completamente depende de habitos alimentares e
nutricionais da mée (Beck et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos e experimentais tém proposto que um ambiente pré-natal
adverso, como perturbagdes nutricionais e metabolicas podem programar modificacBes em
longo prazo, resultante de alteracGes adaptativas na expressdo de genes e/ou selecéo clonal de
células adaptadas, preferencialmente em tecidos programados (Lucas, 1998; Alexander, 2006;
Padmavathi et al., 2009).

Além da influéncia nutricional, a programacdo fetal também sugere que a
susceptibilidade a doencas (incluindo disfuncdes reprodutivas) pode ser resultado do estresse
durante o periodo fetal e neonatal e da exposicdo ambiental a agentes toxicos (Heindel, 2007).
Estas incluem doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, diabetes do tipo Il, doencas
renais, doencgas pulmonares crbnicas obstrutivas, osteoporose, esquizofrenia, depressao,
cancer de mama e sindrome dos ovarios policisticos (Ozane et al., 2004;Hilakivi-clarke, 2007;
Langley-Evans; McMullen, 2010).

Trichopoulos (1990) sugere que alguns canceres de mama originariam ja no
ambiente intra-uterino frente a exposicdes elevadas ao estrdgeno materno. Nesse sentido,
exposicdes hormonais no periodo pré-natal tém sido relacionadas a predisposi¢do para o
desenvolvimento do cancer de mama (Assis et al., 2006; Hilakivi-Clarke, 2007). Dieta,
exposi¢cdes ambientais e alteragdes enddcrinas maternas podem aumentar o risco de cancer de
mama por induzir no feto mudancas epigenéticas, ou seja, mudancas na expressdo génica,
reversiveis e hereditarias, sem qualquer modificacdo na sequéncia do DNA (Hinshel et al.,
2008) capazes de alterar a susceptibilidade a fatores de iniciagdo do cancer de mama
(Lillycrop et al., 2005; Hilakivi-Clarke; Assis, 2006; Hilakivi-Clarke, 2007; Burdge et al.,
2009).

A alimentacéo influencia diretamente o risco de desenvolvimento de cancer e 0
comportamento do tumor (Davis; Milner, 2007). Desde 1930 estudos epidemioldgicos tém
demonstrado a relagdo entre dieta e risco de cancer, dentre eles o de mama (Hill, 1997).
Estima-se que a alimentacdo contribua para a etiologia de 30 a 50% de todos os canceres de
mama (Willet, 2001; Hilakivi-Clarke, 2007), o consumo de gordura animal, principalmente de
carne vermelha e produtos lacteos durante o periodo pré-menopausal parece estar associado

ao aumento do risco desse tipo cancer (Cho et al., 2003).
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A deficiéncia de zinco, observada em mulheres gestantes e em recém-nascidos
nos paises em desenvolvimento e desenvolvidos é principalmente devido a um desequilibrio
entre a ingestdo e o aumento da necessidade deste micronutriente nessas fases da vida, assim
sua deficiéncia poderia ser um insulto nutricional para o desenvolvimento fetal e pds-natal
(Vallee, 1993; Sandstead, 1995; Tomat et al., 2008;Tomat et al., 2010). Além disso, a
deficiéncia de zinco também afeta individuos em fase de crescimento como criancas e
adolescentes (Roohani et al., 2013). Os resultados de estudos experimentais realizados em
animais e estudos observacionais em populagdes humanas mostram que a deficiéncia materna
de zinco durante a gestacdo pode causar efeitos adversos na prole como morte embrionéria ou
fetal e disfuncdo imune precoce (Hess; King, 2009), além de complica¢des neurolégicas,
diabetes induzida por alteracfes do metabolismo do zinco materno e aumento do risco de
complicacdes cardiovasculares, como hipertensdo e disfuncdo renal, que persistem na vida
adulta (Tomat et al., 2010).

Varios autores ttm mostrado que a deficiéncia materna de zinco em animais reduz
a secrecao de leite, que pode ter implicacdes importantes para a transferéncia de nutrientes e
para a saude e desenvolvimento do lactente, sugerindo uma relacdo entre a deficiéncia
materna de zinco e hipogalactia (Chowanadisai et al., 2004; Scheplyagina, 2005; Dempsey et
al., 2012). Além disso, 0 zinco poderia programar doencas do adulto por mecanismos
epigenéticos, uma vez que controla reacdes de metilacdo e modificacGes epigenéticas do DNA
e histonas (metilacdo e acetilacdo de histonas) (Keen et al., 2003; Maret; Sandstead, 2008).

Embora os efeitos da ingestdo de macronutrientes durante a gestacdo em doencas
crénicas na prole adulta tém sido o tema de muitos estudos, os efeitos de micronutrientes,
especialmente oligoelementos, sdo mal compreendidos (Padmavathi et al., 2009).

O interesse na relacdo programacao uterina e doengas humanas na vida adulta tem
sido crescente nos ultimos anos. A utilizacdo de modelos experimentais com animais
favoreceu o entendimento das relacdes entre modificacfes do ambiente materno e a salde da
prole ao longo da vida. A natureza dos estudos em animais concentra-se tipicamente na
alteracéo de aspectos especificos da nutricdo materna (redugéo do contetdo proteico, restricdo
alimentar global ou menor consumo de calorias) durante periodos criticos do desenvolvimento
(inicio do desenvolvimento, periodos de organogénese, crescimento fetal) e os resultados
destas alteragOes na satde e no desenvolvimento da prole (Watkins; Fleming, 2009).

Diante da alta prevaléncia de cancer de mama e das evidencias de sua possivel
origem fetal, alguns estudos epidemioldgicos e experimentais tém buscado elucidar a

associacdo da nutricdo materna durante a gestagéo e risco de desenvolvimento de cancer nos
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descendentes. (Hilakivi-Clarke; Assis, 2006; Khan et al.,2007; Burdge et al., 2009). Desta
forma, nosso interesse se voltou na avaliagdo dos efeitos da deficiéncia e suplementacdo de
zinco nas fases iniciais da vida e periodo juvenil, e a susceptililidade ao desenvolvimento de

neoplasias mamarias induzidas pela DMBA.
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Tendo em vista a escassez de estudos que relacionam os possiveis efeitos da
ingestdo de dieta com deficiéncia ou suplementacdo de zinco durante as fases de gestacdo e
lactacdo e suas repercussdes na prole sobre a susceptibilidade ao cancer de mama na vida
adulta, o presente estudo teve como objetivo investigar se a ingestao de dietas com deficiéncia
ou suplementacdo de zinco durante a gestacdo, lactacdo e fase juvenil interfere na
susceptibilidade ao desenvolvimento de carcinogénese mamaria induzida por 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD).
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Abstract

The present study was designed to evaluate whether dietary intake with zinc
deficiency or supplementation during the pregnancy, lactation and juvenile stages interfere
the development of mammary glands and susceptibility to the mammary carcinogenesis
induced by 7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) in female rats Sprague-Dawley (SD) rats.
Two generations, dams and female offspring received dietary with zinc levels adequate (35
mg/kg diet), deficiency (3 mg/kg diet) or supplementation (180 mg/kg diet) during pregnancy
and lactation. After weaning, the females offspring received the same diets as their dams until
post natal day (PND) 51 or 53. On PND 51, females SD were euthanized for removal of the
mammary glands (right and left) or received a single dose of DMBA (50mg/kg, ig) for
initiation of mammary carcinogenesis and euthanized on PND 53 or PND 180. On PND 53,
mammary glands were processed for histological and immunohistochemical analyses, as well
as evaluation of the expression of genes related to DNA damage and repair, apoptosis, cell
cycle and signaling related to estrogen receptor and p53 by RT-gPCR with Tagman Low
density array system (TLDA). Tumors collected throughout experiment or on PND 180 were
processed for histological evaluation. The females fed with dietary zinc deficiency presented a
significant reduction in body weight on PND 0, 10, 21 e 51. The mean number of the terminal
buds (TEBs), terminal ducts (TEDs) and alveolar lobe (ABLs) in mammary gland did not
differ among offspring of the three groups. On PND 53 the indexes of proliferation in the
mammary glands epithelial cells were significantly higher in the zinc supplementation group
in relation to the control group, while the indexes of apoptosis epithelial cell and positive ER-
a did not differ among the groups. Also, dietary zinc supplementation significantly reduced
the expression of the Api5 and Erccl genes related to apoptosis inhibitor and DNA repair,
respectively. On PND 180 both dietary zinc deficiency as supplementation did not change the,
latency, incidence, multiplicity or volume of DMBA-induced mammary tumors in relation to
the control group. However, dietary zinc supplementation increased the total number of
tumors in 72% compared to others groups. Therefore zinc supplementation during the early
life and juvenile period marginally increased the susceptibility to the mammary tumors

development.

Key Words: Mammary carcinogenesis, rat, zinc deficency and zinc supplementation.
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1. Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar se a ingestdo de dietas com
deficiéncia ou suplementacdo de zinco, durante as fases de gestacdo, lactacdo e juvenil,
interfere no desenvolvimento das glandulas mamarias e na susceptibilidade ao
desenvolvimento de carcinogénese mamaria induzida pela 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA) em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD). Duas gerag¢des, mées e prole de fémeas
receberam dietas com niveis adequados (35mg/Kg dieta), deficientes (3mg/Kg dieta) ou com
suplementacdo (180mg/Kg dieta) de zinco durante a gestacéo e lactacdo. Apos o desmame, as
proles de fémeas receberam as mesmas dietas das mées até o dia p6s-natal (DPN) 51 ou 53.
No DPN 51 fémeas SD foram eutanasiadas para remoc¢édo das glandulas mamarias abdominais
(D e E) ou receberam dose unica de DMBA (50mg/Kkg; i.g.) para iniciacdo da carcinogénese e
eutanasiadas no DPN 53 ou DPN 180. No dia DPN 53 as glandulas foram processadas para
andlises histoldgicas e imunoistoquimicas, e avaliacdo da expressao de genes relacionados a
dano e reparo de DNA, apoptose, ciclo celular e sinalizacdo de genes relacionados ao receptor
de estrogeno e p53, por RT-gPCR com sistema Tagman Low density array (TLDA). Os
tumores coletados ao longo do experimento e no DPN 180 foram processados para avaliagdo
histoldgica. As fémeas alimentadas com dieta deficiente de zinco apresentaram reducdo
significativa no peso corporeo nos DPNs 0, 10, 21 e 51. O nimero médio de brotos terminais
(TEBs), ductos terminais (TEDs) e I6bulos alveolares (ABLs) mamarios ndo diferiram entre
as proles dos trés grupos experimentais. No DPN 53, os indices de proliferacdo nas células
epiteliais mamarias foram significativamente maiores no grupo que recebeu suplementacéo de
zinco em relacdo ao grupo controle, enquanto os indices de células epiteliais em apoptose e
RE-a positivas ndo diferiram entre os grupos. Além disso, a suplementacdo de zinco reduziu
significativamente a expressdo dos genes Api5 e Erccl, que atuam como inibidor de apoptose
e reparo de DNA, respectivamente. No DPN 180, tanto a deficiéncia quanto a suplementacéo
de zinco na dieta ndo alteraram a laténcia, incidéncia, multiplicidade ou volume dos tumores
mamarios induzidos pela DMBA em relagdo ao grupo controle. No entanto, a suplementacéo
de zinco aumentou o numero total de tumores em 72% quando comparado aos demais grupos.
Portanto a suplementacgdo de zinco durante as fases iniciais da vida e perido juvenil aumentou

marginalmente a suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores mamarios.

Palavras-chave: Carcinogénese mamaria, rato, deficiéncia de zinco e suplementacdo de

zinco.
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2. Introducéo

O zinco é um mineral essencial para o crescimento e desenvolvimento de todos 0s
organismos (Kloubert and Rink, 2015), e necessario para o funcionamento de
aproximadamente 10% das proteinas codificadas pelo genoma humano, que utilizam zinco
para fins estruturais ou cataliticos (Ho and Ames, 2002; Andreini et al., 2006, 2009; Rink
2011; Prasad 2011). Essas proteinas participam de varias funcdes celulares, como respostas ao
estresse oxidativo, manutencdo da integridade do DNA e RNA, proliferacdo celular e
apoptose, assim como regulacdo de pontos de verificacdo do ciclo celular através da proteina
p53 (Harris, 1996; Gasco et al., 2002; Yan et al., 2008). O zinco é encontrado em uma grande
variedade de alimentos tais como carnes bovinas e suinas, peixes, aves, leite e derivados,
cereais e feijdo (Taco, 2004), e a sua ingestdo recomendada pelo conselho de alimentagédo e
nutricdo dos Estados Unidos (EUA) é de cerca de 8 mg/dia para mulheres e 11 mg/dia para
homens (Russell et al., 2001).

Os resultados de deficiéncia de zinco afeta predominantemente mulheres em idade
reprodutiva (Caulfield et al., 1998), assim como individuos em fase de crescimento como
bebés, criancas e adolescentes (Roohani et al., 2013). Os desequilibrios nutricionais de zinco
nessas fases da vida sdo criticos para o desenvolvimento fetal e pés-natal (Sandstead, 1995;
Sandstrom, 1997). Portanto, é de suma importancia pesquisas que permitam o0
desenvolvimento de novas estratégias de suplementacdo de zinco em mulheres lactantes para
melhorar a salude e desenvolvimento infantil (Dempsey et al., 2012). O interesse na relacdo
entre programacdo uterina e doencas humanas na vida adulta tem sido crescente nos Gltimos
anos. A utilizagdo de modelos experimentais com animais favoreceu o entendimento das
relacbes entre modificacdes do ambiente materno e a salde da prole ao longo da vida
(Watkins and Fleming, 2009).

E provavel que o zinco tenha importancia na protecdo contra o desenvolvimento
de neoplasias, e na inibicdo do crescimento e proliferagdo de diversos tipos de células
tumorais, incluindo células neoplasicas mamarias (Fraker et al., 2000; Silva, 2007; Franklin;
Costello; 2009), especialmente por ser um componente essencial para agdo antioxidante
(Willett, 2001; Gaur et al., 2013). Além disso, 0 seu papel na manutencdo da estabilidade
gendmica tém sido relatado (Eide, 2011).

Alguns estudos estabeleceram uma ligacéo intrinseca entre a deficiéncia de zinco
na alimentagdo e um risco maior de desenvolver neoplasias (Leone et al., 2006). Desta forma,

este elemento tem sido o objeto de investigacGes sobre a sua importancia em processos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franklin%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19160419
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bioquimicos (McCall et al., 2000; Bargellini et al., 2003). A compreensdao das vias
bioguimicas, em que o metabolismo de zinco esta envolvido no cancer mama, assim como em
outros tipos de canceres, € um dos principais desafios para um melhor entendimento da
doenca (Gumulec et al., 2011).

Evidéncias crescentes tém implicado diretamente na desregulacédo do metabolismo
do zinco celular no cancer de mama (Taylor et al., 2007; Kelleher et al., 2009; Lopez
andKelleher, 2010). Desta forma, o elevado acimulo deste metal no tecido mamario esta
associado com o desenvolvimento do tumor (Santoliquido et al., 1976; Margalioth et al.,
1983). Estudos in vivo e in vitro revelaram que a deficiéncia de zinco celular leva ao aumento
do estresse oxidativo e provoca danos no DNA (Fenech and Ferguson, 2001; Ho et al., 2003;
Milner, 2004; Finley, 2005;Yan et al., 2008), o que resulta no desenvolvimento de neoplasias,
como as de mama. Por outro lado, a suplementacdo de zinco tem mostrado papel importante
na inibicdo do desenvolvimento desta neoplasia (Paski and Xu, 2001; Federico et al., 2001;
Franklin and Costello, 2007; Hashemi et al., 2007). No entanto, estes dados permanecem
conflituosos, pois alguns autores tem mostrado uma correlacdo entre os niveis elevados de
zinco na glandula mamaria e o inicio da carcinogénese (Cui et al., 2007).

Observacdes obtidas de estudos com modelos animais indicam que determinadas
exposicdes no inicio da vida pode estar associados com alteragdes na vulnerabilidade a
carcinogénese mamaria, bem como alteracGes no nimero de brotos mamarios que crecem
como estruturas terminais (TEBS) e se diferenciam em brotos e I6bulos alveolares (ABL)
(Grubbs et al., 1983; Russo and Russo, 1983, 1978,1996). As células dos TEBs séo
consideradas o sitio priméario de atividade cancerigena na glandula mamaria, pois essas
celulas sdo incapazes de remover completamente os adutos de DNA (Macejova and Brtko,
2001). Assim, a ligacao entre 0 aumento do nimero de TEBS e maior risco de cancer tem sido
fortemente considerado (Hilakivi-Clarke et al., 1997; Hilakivi-Clarke et al., 2004; de Assis et
al., 2006).

Diante da alta prevaléncia de cancer de mama, das evidéncias de sua possivel
origem fetal e dos mecanismos celulares em que o zinco estd envolvido, alguns estudos
epidemioldgicos e experimentais tém buscado elucidar a associagdo entre zinco e cancer de
mama (Kelleher et al., 2009; Lopez andKelleher, 2010; Gumulec et al., 2011).
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3. Objetivos
3.1. Objetivos Especificos

1. Investigar se a ingestdo precoce de dietas deficientes ou suplementadas com
zinco durante a gestacdo, lactacdo e fase juvenil interfere no desenvolvimento e diferenciacao
das estruturas mamarias normais em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD).

2. ldentificar e correlacionar as alteragcGes do desenvolvimento mamario normal,
causadas pelas intervencbes supracitadas, com o0 aumento na susceptibilidade ao
desenvolvimento de carcinogénese mamaria induzida por 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA) em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD).

3. Verificar as alteracOes da expressdo de genes relacionados ao dano, reparo,
morte celular e proliferacdo celular e sinalizacdo do receptor de estrogeno induzidas pela
DMBA e os efeitos modificadores do zinco e das dietas supracitadas nos tecidos mamarios

coletados dois dias apds a administracdo do cancerigeno.

4. Material e Métodos
4.1. Animais e ambiente de experimentacéo

Ratos machos (n= 20) e fémeas (n= 60) da linhagem Sprague-Dawley (SD) foram
adquiridos do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP, Campinas — SP). Os machos e fémeas foram instalados
separadamente no Biotério do departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP até atingirem a idade reprodutiva (12 semanas).

Durante a fase de crescimento foram mantidos cinco animais por gaiola de
polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de ago inox na forma de grade e forradas com
maravalha branca de pinho autoclavada. As gaiolas juntamente com a maravalha foram
trocadas trés vezes por semana seguindo protocolo pré-estabelecido pela Faculdade de
Medicina. As condi¢Ges ambientais do biotério de temperatura (22 £ 20C), umidade relativa
do ar (55 + 10%), fotoperiodo (ciclos 12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo continua do
ar foram rigorosamente controladas durante toda a fase de crescimento e experimentagéo.
Todos os animais receberam ragdo comercial (NUVILAB CR1 — NUVITAL, PR) e agua
filtrada em bebedouros de vidro com tampa de borracha e bico metalico (500 ml). A agua e a

racao foram fornecidas ad libitum.
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4.2. Delineamento Experimental

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo foram submetidos a
aprovacio pelo Comité de Etica na experimentacdo animal (CEEA) da Faculdade de
Medicina de Botucatu, protocolo n° (917) (Anexo 1).

Apos atingir a idade reprodutiva, duas fémeas virgens foram colocadas com um
macho por gaiola por 12h (periodo escuro). Todas as fémeas foram entdo submetidas ao
exame citopatologico para esfoliacdo vaginal que consistiu na introducdo de haste flexivel
com algoddo umedecido em solucdo de NaCl 0,9% na abertura vaginal em sentido horario,
seguido do esfregaco do material contido na haste flexivel em sentido anti-horéario em laminas
histologicas. A presenca de esperma na esfoliacdo vaginal e identificacdo da fase de estro do
ciclo em microscopio convencional (Figura 1), foi considerada como Dia Gestacional 0
(DGO). Esses procedimentos foram realizados todos os dias para obtencdo de numero de
fémeas prenhes proposto para cada grupo experimental. As fémeas consideradas prenhes
foram mantidas em gaiolas individuais, e receberam dieta padrdo (AIN 93G) com niveis
normais (35 mg/Kg dieta), deficiéncia (3 mg/Kg dieta) ou suplementacdo (180 mg/Kg dieta)
de zinco e agua ad libitum do dia gestacional 10 (DG10) ao 21° dia pés natal (DPN 21).

Figura 1. Fotomicrografia de esfregaco vaginal apds 12 horas de acasalamento, considerado
positivo. Presenca de espermatozoides (seta preta) e células queratinizadas da fase
estro do ciclo estral (seta vermelha).



69

Durante a fase gestacional foi avaliado peso corpoéreo, consumo de agua e de
racdo nos DG 0, 6, 9, 12, 15, 18 e 20, e semanalmente durante o periodo de lactagcdo. O peso
corporeo da prole de filhotes foi documentado ao nascimento e no decorrer do experimento, e
0s consumos de agua e de ragdo avaliados semanalmente.

Apo6s o nascimento dos filhotes, foi realizada a sexagem por comparacdo da
distancia anogenital (esta distancia no macho é duas vezes maior do que na fémea),
observacao da papila genital (saliente no macho) e identificacdo dos mamilos nas fémeas, que
se tornam visiveis por volta de uma semana de vida. A sexagem e reducdo do namero de
filhotes por mée foi realizada no DPN 0. Foram mantidos oito filhotes por mée (cinco a seis
fémeas + dois ou trés machos) de modo a garantir disponibilidade de leite materno igualitaria
entre todos os filhotes da ninhada. Os filhotes foram mantidos em gaiolas individuais com as
mées até a idade do desmame (DPN 21). Apds este periodo, as maes foram encaminhadas
para eutanésia e a prole de fémeas foi separada para experimentacao, e distribuida da seguinte
forma de acordo com a Figura 2:

Grupo 1: Prole de fémeas SD de mées alimentadas com dieta deficiente em zinco (3 mg/Kg)
durante a gestacdo e lactacdo e fémeas das ninhadas até a fase juvenil (DPN 21 até o DPN
53).

Grupo 2: Prole de fémeas SD de méaes alimentadas com dieta com niveis normais de zinco
(35 mg/Kg) durante a gestacdo e lactacdo e fémeas das ninhadas até a fase juvenil (DPN 21
até o DPN 53) (Grupo controle).

Grupo 3: Prole de fémeas SD de maes alimentadas com dieta suplementada com zinco (180
mg/Kg) durante a gestacdo e lactacdo e fémeas das ninhadas até a fase juvenil (DPN 21 até o
DPN 53).
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Figura 2. Protocolo experimental para avaliar o efeito de dietas com diferentes niveis de zinco
durante as fases de gestacdo e lactacdo e fase juvenil na suscetibilidade a

carcinogénese mamaria em fémeas da linhagem Sprague-Dawley.

4.3. Preparo da racdo com adicdo de zinco

A dieta padrdo (AIN 93G com modificacdes na fonte de gordura (6leo de milho
ao invés de 6leo de soja) e adi¢do de niveis normais de zinco (35 mg/Kg) ou dieta deficiente
(3 mg/Kg) ou suplementada (180 mg/Kg) de zinco foram adquiridas da HN & C —
Consultoria em Nutricdo Experimental na forma de p6 (Tabela 1). A dieta foi umidificada na
unidade de pesquisa experimental UNIPEX/UNESP em misturador industrial (CAF-modelo
M60), em seguida foi peletizada em maquina peletizadora de racdo (Chavantes- PR), seca por
ventilacdo e acondicionada em sacos plasticos previamente identificados e mantidos sobre

refrigeracdo (-5°C) até o momento do uso.
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Tabela 1. Composicgéo das races semi-purificadas

Ingredientes Dieta Padrdo Dieta Dieta
AIN-93G! Deficiente Suplementada com
em zinco (teste) zinco (teste)

Gordura (mg) (6leo de milho %) 7 7 7
Proteina (mg) (%) 20 20 20
Carboidrato (mg) (%) 64 64 64
Calcio (mg/g)? 0,5 0,5 0,5
Vitaminas Ds (1U/g)? 1 1 1
Fosforo (PO4) (mg/g)? 0,3 0,3 0,3
Zinco (Zn) (mg/g)? 0,035 0,003 0,18
Fibra (celulose) (%) 5 5 5
Acido Félico (mg/g)? 2,3 2,3 2,3
L-cistina (%) 0,3 0,3 0,3
L-cisteina (%) - - -
Colina (%) 0,2 0,2 0,2

'AIN-93G Diet for Gestating and Growing Rodents
’mg/g ou 1U/g da Mistura de Vitaminas ou Minerais

4.4. Periodo gestacional, lactacional e juvenil até o DPN 51 e 53

Exemplares das proles de fémeas SD (n=10 por grupo sendo 1 fémea/ninhada)
foram eutanasiadas no DPN51. A eutanasia procedeu-se por injecdo intraperitoneal de
guetamina/xilazina. Apds a narcose foram coletados 1,5 ml de sangue de cada animal por
puncdo cardiaca para analise de niveis séricos de estradiol e progesterona. As amostras de
sangue foram mantidas por aproximadamente 15 minutos em tubos de polipropileno de 5 ml,
devidamente identificados e sem anti-coagulante. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas para separacdo do soro, coletado cerca de 500 pl e mantidas a -20° C. Todas as
amostras de soro foram encaminhadas para determinacdo dos hormonios estradiol e
progesterona (quimioluminescéncia), em laboratério privado. Apds a eutandsia as glandulas
mamarias abdominais direitas foram removidas e seguidas para processamento da montagem
total, conforme o protocolo descrito por de Assis et al (2010). As glandulas mamarias
abdominais esquerdas também foram coletadas, estendidas em papel filtro e, posteriormente,
fixadas para obtencdo de cortes histologicos para analises de hematoxilina-eosina (HE) e

imunoistoquimica.
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Exemplares das proles de fémeas SD (n=10 por grupo sendo 1 fémea/ninhada)
foram eutanasiadas no DPN53 apds a administracdo de dose oral Unica de 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA, 50 mg/kg, Sigma-Aldrich, EUA) no DPN 51. A eutanasia
procedeu-se ap6s a injecdo intraperitoneal de quetamina/xilazina. Apds a eutanasia, as
glandulas mamarias abdominais direita foram coletadas em criotubos de 2 ml e armazenadas a
-80° C. Essas amostras foram encaminhadas para processamento de anélise da expresséo de
genes relacionados a dano e reparo de DNA, proliferacdo e morte celular, sinalizacdo de
receptor de estrogeno e p53 por RT-PCR em tempo real com sistema TLDA. As glandulas
mamarias abdominais esquerdas também foram coletadas para obtencédo de cortes histolégicos

para anélises de HE e imunoistoquimica.

4.5. Periodo adulto DPN 51 ao 180

Exemplares das proles de fémeas SD (n=16 por grupo sendo 1 fémeas/ninhada)
foram iniciadas para carcinogénese mamaria com dose Unica oral de DMBA (50 mg/kg,
Sigma-Aldrich, EUA) no DPN 51. Esses grupos de fémeas foram alimentados com racéao
contendo 0os mesmos niveis de zinco do DPN 53 ao 180. Cada fémea foi avaliada
clinicamente por apalpacdo a cada dois dias, durante todo o periodo experimental, com o
intuito de detectar e registrar o desenvolvimento dos tumores mamarios, sendo registrado o
dia de aparecimento e sua localizacdo anatdmica. Apos a eutanasia por injecdo intraperitoneal
de quetamina/xilazina foram coletadas amostras de tumores mamarios. Essas amostras foram
fixadas em formalina tamponada 10%, processadas e embebidas em parafina, cortadas a 5 [lm
de espessura em micrétomo rotativo e coradas pela HE.

Durante a necropsia dos animais foi calculado volume de cada tumor pelo método
de determinacdo do volume de elipses (largura x altura x profundidade x 0,75 x 3,141592)
(Dias et al., 2013). Os tumores mamarios induzidos pela DMBA foram agrupados em trés
categorias levando-se em consideracdo seu volume médio em cada um dos grupos
experimentais: pequeno (0,01 a 4,23 cm®), médio (4,24 a 8,46 cm®) ou grande (8,47 a 12,7
cm®). Para isso, os tumores foram ordenados em trés intervalos representados por um terco
dos volumes tumorais.

O diagnostico e caracteristicas histopatoldgicas das neoplasias mamarias foram
analisados em cortes histoldgicos corados por HE, com base em critérios histopatoldgicos
pré-estabelecidos (Costa et. al., 2002; Russo and Russo, 2000). A incidéncia, multiplicidade e
laténcia tumoral foram calculadas para os diferentes grupos experimentais (Grassi et al.,
2011).
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4.6. Montagem Total da Mama

A solucédo para coloracdo de Carmine Alum Stain constituiu de 1g de Carmine
(Sigma-Aldrich Co., EUA, LLC — CAS 1390-65-4) e 2,59 de aluminio potassio sulfato
dodecahidratado (Sigma-Aldrich Co. LLC - CAS 7784-24-9) dissolvidos em 500 ml de agua
destilada e fervidos por 20 minutos. Posteriormente, o volume final foi ajustado para 500 ml
de 4gua, filtrado e refrigerado até o0 momento de uso.

Apdbs a eutanasia dos animais no DPN 51, as glandulas mamarias abdominais
direitas foram removidas, esticadas em laminas, fixadas em formalina tamponada 10% por 48
h e seguidas para processamento da técnica de montagem total. As laminas contendo as
glandulas mamaérias foram colocadas em recipiente com a solugdo de coloracdo Carmine
Alum e mantidas imersas por 2 dias em agitacdo. Depois de coradas as laminas foram
removidas do corante e lavadas em alcool 70%, 95% e 100% permanecendo 1 hora em cada
solugdo. Apos essa etapa, as ldminas foram colocadas em xilol e permaneceram até o tecido
adiposo da glandula maméria apresentar transparéncia (dois dias ou mais), e posteriormente
seguidas para montagem com laminula e Permount.

A analise morfométrica da mama foi realizada pela medida (em milimetros) da
distancia entre o final da borda do linfonodo e as margens mais externas da glandula mamaria
(10 animais por grupo) (Figura 3), em lupa com objetiva de 1x (Leica MZ12 — Japan - DF C
420). (Leica MZ12 — Japan - DF C 420) aclopada a um sistema de captura e analise de
imagens. Foi realizada a contagem de estruturas terminais (TEB: estrutura ductal terminal >
100 um de diametro e que apresentam de 3 a 6 camadas de células epiteliais na periferia do
broto mamario; TED: com didmetro menor que 100 um e com uma ou 3 camadas de células
epiteliais entre o lmen ductal e borda externa da estrutura e ABL de 5 a 10 brotos alveolares
(Figura 4).
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FReY o

Figura 3. Montagem total mostrando a extensdo da arvore epitelial (linha preta pontilhada) em

relacdo a superficie do linfonodo (seta preta) em lupa com objetiva de 1x, de glandula

mamaria de ratas SpragueDawley do DPN 51.

Figura 4. Fotomicrografia de mama de ratas SpragueDawley com 51 dias de idade preparadas
pela técnica de montagem total. (A) visdo microscopica das estruturas (4x); (B)
TEBs (setas pretas) e TDs (setas vermelhas) (20x); (C) ABLs (setas) (20x); (D)
Detalhe doTEB (seta preta) e TED (seta vermelha) (40x).
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4.7. Anélises histologica e imunoistoquimica

Os critérios utilizados para definicdo e classificacdo histologica de neoplasias de
mama foram classificados segundo critérios publicados na literatura (Thompson and Singh,
2000). O indice de apoptose foi analisado pelo método de HE, a expressdo de Ki-67, do
receptor de estrdgeno alfa (RE-a) foi detectada pela técnica imunoistoquimica do complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (Hsu and Raine, 1981). As células epiteliais mamarias Ki-
67 ou RE-apositivas foram analisadas nas mamas abdominais esquerdas (ductos e alvéolos
mamarios) coletadas no DPN 53, dois dias apds a aplicacdo do DMBA. Células epiteliais
mamarias ductais e alveolares em apoptose foram identificadas por critérios morfol6gicos
(Russo and Russo 1987).

Os valores dos indices de marcacdo de Ki-67 (IM%) ou RE-a. (IM%) e de células
apoptoticas (IA%) foram determinados dividindo-se o numero de nucleos positivos ou de
células epiteliais mamarias em apoptose pelo numero de células analisadas de cada animal, e
multiplicando-se por 100.

Os anticorpos e reagentes utilizados na reacdo imunoistoquimica foram: anticorpo
policlonal 1gG de camundongo anti-Ki-67 (ABCAM, EUA), anticorpo monoclonal IgG de
camundongo anti-ER-alfa (Biocare Medical, EUA), e sistema de polimero Dako LSAB +
System — HRP (Dako, Dinamarca).

4.8. Dosagens bioguimicas de progesterona e estradiol
As dosagens séricas de progesterona e estradiol da prole de fémeas (10
animais/grupo) foram realizadas pelo método de quimiluminescéncia no laboratério Vitae

cromatografia liquida em andlises clinicas Ltda, Sdo Paulo SP.

4.9. Extracao, quantificacdo e analise da qualidade de RNA das glandulas mamérias.

A extracdo de RNA total das amostras de glandulas mamarias abdominais direitas
de cada grupo experimental no DPN 53 foi realizada com o kit RNeasy Mini Kit® (QIAGEN,
Valencia CA, USA) seguindo o protocolo do fabricante.

A extracdo de RNA foi iniciada com fragmentos de aproximadamente 100mg de
tecido congelado que foram imediatamente colocados em 1 ml de giazol para inicio da lise do
tecido mamario. As amostras foram trituradas e lisadas por 25 segundos utilizando-se
homogenizador Polytron PT 1.300 D (Kinematica, Inc., Bohemia NY, USA). Apés a
homogeneizagdo, foram adicionados 0,2 ml de cloroformio na amostra e, entdo centrifugado
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para separacdo dos restos teciduais. Ao sobrenadante foi adicionado o0 mesmo volume de
etanol 70%, e a solucéo foi transferida para a coluna do kit da Qiagen, onde o RNA foi tratado
com DNase I (Qiagen) na coluna e ficou retido por afinidade até a sua eluicdo com 40ulL em
agua livre de RNAses, presente no Kit.

A quantificagdo e pureza do RNA total extraido foi avaliada pelo
espectrofotdmetro Nanovue (GE, EUA) (40), a partir da relagdo de absorbéancia 260/280nm e
260/230nm. As amostras utilizadas tiveram razdes préximas de 2.0. A qualidade do RNA foi
avaliada por meio do perfil, baseado na conservacdo das bandas 28S e 18S do RNA
ribossdmico, ¢ do valor de integridade (RIN: “’RNA Integrity Number’”) obtidos apos
eletroforese por capilaridade no equipamento Agilent 2100 Bionalyzer (Agilent Technologies,
Inc, Wilmington DE, USA), com utilizacdo do Kit RNA Nano6000 (Agilent Technologies,
EUA). As amostras foram consideradas adequadas na presenca de RIN maior ou igual a 7,0.
As amostras que ndo atingiram os critérios necessarios de boa qualidade foram excluidas do

experimento.

4.10.Sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) de cada amostra foi sintetizado a partir de
aliquotas contendo 0,5992 pg de RNA, quantidade padronizada para todas as amostras. A
sintese de cDNA foi realizada com o Kit da invitrogen (SuperScript Vilo TM cDNA
Synthesis) seguindo o protocolo do fabricante. A cada amostra de RNA foram adicionados
6ul de uma mistura composta de 4pl de tampdo (5X viloTM Reaction Mix) contendo
oligonucleotideos iniciadores randon primers, dNTPs e MgCI2 otimizados para a reacéo, e
21l de tampéo de transcriptase reversa (10X superscript Enzyme Mix) contendo inibidor de
ribonuclease recombinante RNase OUT e uma proteina auxiliar. Posteriormente, a mistura foi
incubada a 25 °C por 10 minutos, seguida por incubagdes a 42 °C por 60 minutos e 85 °C por

5 minutos.

4.11. Expressdo génica por reagdo de RT-gPCR com o sistema Tagman Low density array
(TLDA)

O perfil de expressdo génica foi determinado em cada amostra, através da reacdo
de RT-gPCR em tempo real com o sistema TagMan® Array Low Density Array (TLDA)
(Applied Biosystems-Life Technologies, EUA). Esse sistema e constituido de cartdes
microfluidos TagMan® Array (Applied Biosystems-Life Technologies, EUA). Cada cartdo

apresenta 384 pocos com primers e sondas de hidrolise especificos, customizados, que
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permite a quantificacdo de 96 genes para 4 amostras diferentes, sendo 92 genes especificos
(relacionados com proliferagcdo celular, apoptose, dano e reparo de DNA, sinalizagdo do
receptor de estrégeno e do gene p53 (Tabela suplementar em Anexo 3), e quatro genes de
referéncia, analisados no aparelho. O uso de cartdes microfluidos permite a distribuicdo da
amostra nos 384 pocos por centrifugacdo minimizando erros. A técnica foi realizada de
acordo com o sugerido pelo fabricante (Applied Biosystems, EUA), sendo testados quatro
genes de referéncia (TRFC, ACTB, RPL13A, e PUML1) (Majidzadeh-A et al., 2011; Shah and
Faridi, 2011; Kili¢ Y et al., 2014). Foram utilizadas cinco amostras de cDNA por grupo,
totalizando 15 amostras. Para cada amostra foi preparado um mix, contendo 16 pl de cDNA
(0,5992 pg),100 pl de Master Mix Tagman Fast Advanced (Applied Biosystems, CA, USA),
e o valor final foi ajustado para 200 pl com &gua livre de nuclease. Cada cartdo possui 8
canaletas de entrada e permite a quantificacdo dos genes para 4 amostras diferentes. Entédo
foram aplicados 200 pl do mix (cDNA+Master Mix+agua) por amostra, sendo 100 pl em
cada canaleta. Os cartdes foram centrifugados em duas etapas sequenciais por 1 minuto a 120
rpm e selados para evitar o refluxo das amostras, e entdo as canaletas foram descartadas.

A quantificacdo do cDNA foi realizada no equipamento QuantStudioTM 12 K
Flex Real-Time PCR System (Life Technologies, EUA). A reacdo de amplificacdo foi
realizada com o seguinte ciclo: 2 min a 50 °C para incubacdo da uracila-DNA-glicosilase
(UNG), 10 min a 95 °C para ativacdo da polimerase, 40 ciclos de 3 segundos de desnaturacéo
a 95 °C e 60 segundos de anelamento e extensdo a 60 °C.

Apobs a realizacdo da gRT-PCR, a baseline foi definida automaticamente para cada
cartdo e o valor do threshold (CT), ciclo em que a curva de amplificagcdo ultrapassou o limiar
de detecgdo da flourescencia, foi determinado e utilizado para a quantificacdo da expressao
génica. Os dados com os valores de thresholds foram exportados para serem posteriormente
analisados pelo software ExpressionSuite v 1.0.3 (Life Technologies, EUA) em relacdo ao
controle enddgeno PUM1, que apresentou maior estabilidade.

A quantificacdo da expressdo de cada gene foi calculada pelo ACT, representado
pela diferenca de expressdo entre o0 gene alvo e o controle enddgeno de uma determinada
amostra. Para fazer a comparagdo dos niveis de expressdo génica dos grupos foi utilizado o
calculo do fold change 2- AACT, onde o AACT corresponde a diferenga entre o ACT
(expressdo normalizada) das amostras estudadas (tratadas e ndo tratadas). Para esses
resultados foram considerados como diferencialmente expressos os genes com fold change

(expressao relativa) > |1,5| e p < 0,05.
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4.12. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sigma Stat (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, USA). Os dados de peso corporeo e ganho de peso, consumo de
racdo e agua, indice de proliferacdo, apoptose e RE-a positivas, assim como contagem das
estruturas e distancia (linfonodo/extremidade) das glandulas mamarias abdominais, dosagens
hormonais, multiplicidade e tamanho de tumores foram analisados pelos testes ANOVA, e
quando nao foi observada distribuicdo normal aplicou-se o teste Kruskall-Wallis. A incidéncia de
tipos, padrdes e caracteristicas histoldgicas das neoplasias mamarias foram analisadas pelo
teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fischer. Para analise de animais livres de tumor
utilizou-se o teste de Kaplan-Meier, seguido de Long Rank Test. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05.

5. Resultados
5.1. Fase gestacional, lactacional e juvenil

As fémeas prenhes dos trés grupos experimentais (n=15/grupo) ndo apresentaram
sinais clinicos evidentes de toxicidade ao longo do periodo gestacional com a ingestdo de
dietas com diferentes niveis de zinco durante o periodo DG 10-21 (Tabela 2). O nascimento
das ninhadas ocorreu predominantemente durante o periodo diurno e ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a duracdo da gestacdo, tamanho e razdo sexual das ninhadas ao
nascimento nos diferentes grupos experimentais (Tabela 2). Entretanto, alguns filhotes
natimortos foram observados, sendo a maioria do grupo de mdes alimentadas com dieta
deficiente em zinco (G1= 3 mg/Kg). Além disso, alguns filhotes do grupo com deficiéncia de
zinco evoluiram para 6bito no dia seguinte ou se mostraram debilitados ao nascimento. Desta
forma, no grupo de fémeas prenhes alimentadas com dieta deficiente em zinco ocorreu a
morte de vinte filhotes ao nascimento, enquanto nos grupos de mées que receberam dieta com
niveis normais (G2= 35 mg/Kg) ou com suplementacdo de zinco (G3= 180 mg/Kg) foram
observados quatro filhotes natimortos (p=0,001).

As fémeas prenhes do grupo alimentado com dieta deficiente em zinco (G1= 3
mg/Kg) geraram 143 filhotes, sendo 62 fémeas e 81 machos, enquanto as maes prenhes dos
grupos alimentados com dieta com niveis normais de zinco (G2= 35 mg/Kg) ou
suplementacdo de zinco (G3= 180 mg/Kg) produziram 140 filhotes, sendo 72 fémeas e 68
machos e de 177 filhotes, sendo 91 fémeas e 86 machos, respectivamente. Apds a sexagem,
retirada dos natimortos e da reducdo das ninhadas (8 filhotes/ninhada) foram obtidas 41, 68 e

73 fémeas viaveis para inclusdo nos grupos com dieta deficiente em zinco (G1= 3 mg/KQg),
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niveis adequados (G2= 35 mg/Kg) ou com suplementacdo de zinco (G3= 180 mg/Kg),
respectivamente (Tabela 2). Para esse estudo foram utilizadas 36 fémeas da geracdo F1 de
cada grupo experimental, de acordo com o nimero total de fémeas obtidas no G1= 3mg/Kg de
zinco, o qual apresentou menor nimero de fémeas, devido ao maior numero de filhotes
mortos ao nascimento.

As ninhadas (machos e fémeas) das fémeas prenhes alimentadas com dieta
deficiente em zinco (G1= 3 mg/kg) apresentaram menor (p= 0,018) peso corpdreo ao
nascimento (DPN 0), quando comparado com os grupos alimentados com dieta adequada
(G2= 35 mg/Kg) ou com suplementacdo (G3= 180 mg/Kg) de zinco na dieta (Tabela 2).

A Tabela 2 indica os valores do consumo estimado de racdo (g/rato/dia), peso
corporeo final e ganho de peso das fémeas prenhes alimentadas com dieta deficiente (3
mg/Kg), com niveis normais (35 mg/Kg) ou com suplementacdo (180 mg/Kg) de zinco, a
partir do DG 10. N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quanto ao
consumo médio de racdo na gestacdo. No DG 21, o peso corporeo das fémeas prenhes do
grupo alimentado com deficiéncia de zinco (G1= 3 mg/Kg) foi menor (p < 0,023) quando
comparado ao grupo de fémea prenhes alimentadas com dieta com suplementacdo de zinco
(G3= 180 mg/Kg), mas semelhante quando comparado ao grupo de maes alimentadas com
niveis adequados de zinco (G2= 35 mg/Kg). O ganho de peso corpéreo do grupo de maes
alimentadas com dieta deficiente de zinco (G1= 3 mg/Kg,) foi menor (p < 0,002) quando
comparado aos demais grupos experimentais (G2 e G3).

Os valores do consumo estimado de racdo (g/rato/dia) e peso corpéreo das maes
lactantes alimentadas com dieta deficiente, com niveis normais ou com suplementacdo de
zinco estdo apresentados na Tabela 2. O consumo médio de racdo foi menor (p= 0,001) nos
grupos de lactantes alimentadas com racdo deficiente (G1= 3 mg/Kg,) e com suplementacéo
de zinco (G3= 180 mg/Kg,) quando comparado ao grupo de méaes alimentadas com niveis
adequados de zinco (G2= 35 mg/Kg).

Embora alguns filhotes do grupo de maes alimentadas com dieta deficiente de
zinco (G1l= 3 mg/Kg) mostraram-se debilitados ao nascimento, estes sobreviveram e
mostraram-se ativos durante o periodo de lactacdo. Entretanto, no DPN 10 e 21, a prole de
fémeas de maes alimentadas com dieta deficiente de zinco apresentou menor peso corporeo
médio (p= 0,001) em relacdo as proles dos demais grupos experimentais (Tabela 2).

A Tabela 2 indica os valores de média e desvio-padrdo do consumo estimado de
racdo (g/rato/dia) pela prole e peso corpdreo dos diferentes grupos experimentais do DPN 21

ao DPN 51 (final da fase juvenil). O consumo médio de racéo foi menor (p= 0,001) no grupo
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da prole de fémeas que recebeu racdo deficiente (G1= 3 mg/Kg) quando comparado aos
grupos da prole de fémeas alimentadas com niveis adequados (G2= 35 mg/Kg) e com
suplementacéo de zinco (G3= 180 mg/Kg), nas fases de gestacdo, lactacdo e juvenil. No DPN
51, as proles de fémeas alimentadas com dieta deficiente de zinco apresentaram menor peso

corporeo médio (p= 0,001) em relacdo as proles dos demais grupos experimentais.
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Tabela 2. Dados reprodutivos das maes e prole expostas as dietas com diferentes

concentracdes de zinco®.

Grupo/tratamento?

Parametros (G1) (G2) (G3)

Zn (3mg/Kg) Zn (35mg/Kg) Zn (180mg/KQ)
Maes 15 15 15
Gestacao 22,66 + 0,48 22,66 £ 0,72 22,80 £ 0,86
Duracdo da gestacdo (dias)
Tamanho da ninhada 9,87 + 2,83 10,43 + 2,93 11,93 + 2,63
Razéo sexual (M:F)* 1,25 + 0,69 1,28 +1,15 1,32 +1,39
Consumo de ragao 20,24 + 3,51 19,81+1,24 20,82 + 1,58
(g/rato/dia)*
Peso corpéreo (g) DG 21 375,24 + 30,08 " 380,56 + 22,76 400,00 £ 21,90
Ganho de peso corpéreo (g)° 67,17 +27,05"" 87,43 +14,35 91,58 + 31,72
Lactacdo
Consumo de ragdo 26,44 +5,78 ** 41,97 6,83 " 34,77 £ 4,26
(g/rato/dia)®
Perda de peso (g)’ 58,00+ 27,30 - 49,00+ 21,52 - 49,64 + 19,88
Prole de Fémeas 418 68 73
Filhotes mortos ao nascer 208 +# 4 4
Peso corpdreo (g)
DPN O 6,07 +0.98 ** 6,63 £ 0.94 6,74+ 0,78
DPN 10 19,41 +3,13** 24,22 295" 22,58 + 2,94
DPN 21 4228 +6,11"" 5966+ 8,17 55,00 + 7,83
DPN 21-51 10° 10° 10°
Consumo de racéo 7,33+2,06** 12,00 £ 2,23 11,39 £ 2,30
(g/rato/dia)
Peso corporeo final 141,38 +29,43** 195,77 + 18,52 187,83 £ 7,02

! Valores representados por média + SD. “Exposicéo as dietas com deficiéncia de zinco (3mg/Kg), zinco
nornal (35mg/Kg) e suplementacéo de zinco (180mg/Kg) durante as fases iniciais da vida. *Ntmero da
prole de machos dividido pelo nimero da prole de fémeas. “Valor estimado mensurado no DG 10 ao
DG 21.° Baseado na Diferenca entre DG 21 e DG 10. ®Valor estimado mensurado no DL 3 ao DL
21."Baseado na Diferenca entre DL 3 e DL 21. ® Numero de animais. ** Diferencas significativas do

grupo G1 em relagdo ao grupo G2 e G3, respectivamente, numa faixa de valor de p= 0,001 - 0,01 de

acordo com os testes anova ou Kruskal-wallis.
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5.2. Analise morfométrica e estrutural da mama (Montagem Total)

A Tabela 3 mostra os valores de média e desvio-padrao da distancia (mm) entre o
linfonodo e as margens exteriores da glandula mamaria das proles de fémeas dos diferentes
grupos experimentais no DPN 51. As glandulas mamarias abdominais das proles de fémeas
alimentadas com dieta deficiente em zinco (G1= 3 mg/Kg) apresentaram menor distancia
linfonodo-margem externa (p= 0,001) quando comparado as glandulas mamarias dos grupos
que receberam dieta com niveis normais (G2= 35 mg/Kg) e com suplementacdo de zinco
(G3= 180 mg/Kg), como mostrado na Figura 5.

Os valores médios da contagem das estruturas mamarias das proles de fémeas dos
diferentes grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 3. Os valores do nUmero médio
de TEBs, TEDs e ABLs por campo microscopico foram similares entre 0s grupos

experimentais.

Tabela 3. Efeitos da exposicéo as dietas com diferentes concentra¢des de zinco na glandula

mamaria, desde as fases iniciais da vida até o DPN 517

Grupo/tratamento

Parametros (G1) (G2) (G3)

Zn (3mg/Kg) Zn (35mg/Kg) Zn (180mg/Kg)
NUmero de animais 10 10 10
Distancia (mm) 9,67 £ 2,42* 1491+1,21 15,27 £ 1,58
Linfonodo/mama
TEBs? 66,00 + 22,77 57,70 £ 10,01 50,20 £ 11,59
TEDs® 123,20 + 34,47 98,50 + 29,20 119,90 + 35,28
ABLs? 39,60 + 17,57 35,00 £ 9,70 31,50 + 17,28

! Valores representados por média + SD; ? Estruturas mamarias: TEBs (Broto Terminais),
TED (Ductos Terminais) e ABLs (Lobulo Alveolares).* Diferencas significativas em relacéo

ao grupo G2 e G3, (p= 0,001 e p=0,010) de acorco com o teste Anova.
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linfonodo (seta preta) em lupa com objetiva de 1x, de glandula maméria de ratas

Sprague Dawley do DPN 51. (A) Grupo com dieta deficiente de zinco (3 mg/Kg, G1);
(B) Grupo com dieta com niveis normais de zinco (35 mg/Kg, G2); (C) Grupo com

suplementacéo de zinco (180 mg/Kg, G3).

5.3. Indices de proliferacéo celular e apoptose e analise de RE-a

A expressdo e os indices de proliferagdo celular (%) pelo Ki-67 nas células
epiteliais mamarias dos diferentes grupos experimentais estdo apresentados na Figura 6. As
glandulas maméarias abdominais das proles de fémeas que receberam dieta com
suplementacdo de zinco (G3= 180 mg/Kg) apresentaram maiores (p=0,027) niveis de
proliferacédo celular, quando comparado aos grupos que receberam dietas deficientes (G1= 3
mg/Kg) ou com niveis adequados de zinco (G2= 35 mg/Kg) no DPN 53 (dois dias apds a
aplicacdo da DMBA).
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Figura 6. (A): Marcacdo imunoistoquimica em glandulas mamarias para Ki-67 (G3). (B):
indice de proliferacio celular nas células epiteliais das glandulas mamarias da
prole de fémeas dos diferentes grupos experimentais. G1= (3 mg/kg Zn), G2= (35
mg/Kg Zn) e G3 (180 mg/Kg Zn). * Diferenca significativa em relacdo aos grupos
G1 e G2 de acordo com o Kruskal-wallis seguido do teste de Tukey.

A Figura 7 apresenta um corte histoldgico da glandula mamaria em HE (Figura
7A) evidenciando uma célula em apoptose (seta), assim como os indices de apoptose (%) nas
células epiteliais mamarias dos diferentes grupos experimentais (Figura 7B). Os resultados
indicam que os niveis de apoptose foram semelhantes nas glandulas mamarias entre 0s grupos

experimentais no DPN 53 (dois dias apos a aplicacdo da DMBA).
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Figura 7. (A): Corte histoldgico de glandula mamaria corado em HE mostrando células
epiteliais mamarias em apoptose (setas) (G1). (B): indice de apoptose (%) nas
células epiteliais nas glandulas mamarias da prole de fémeas dos diferentes
grupos experimentais. G1= (3mg/kg Zn), G2= (35mg/Kg Zn) e G3 (180mg/Kg
Zn). Teste estatistico Anova.

A expressdo de ceélulas positivas para RE-o e seus indices (%) nas células
epiteliais mamarias dos diferentes grupos experimentais estdo apresentados na Figura 8. Os
resultados indicam que a positividade para 0 RE-a positivas foi semelhante nos diferentes

grupos experimentais. Os niveis de estrogeno e progesterona também néo foram alterados no
DPN 53 (Tabela 4).
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Figura 8. (A): Marcagdo imuonoistoquimica em glandulas maméarias para o RE-a (G1).
(B): indice de células epiteliais RE-o positivas (%) nas glandulas mamarias da
prole de fémeas dos diferentes grupos experimentais. G1= (3mg/kg Zn), G2=
(35mg/Kg Zn) e G3 (180mg/Kg Zn). Teste estatistico Kruskal-wallis.
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Tabela 4. Dosagens bioquimicas de progesterona e estradiol nos diferentes grupos

experimentais’.

Grupo/tratamento?
Parametros (G1) (G2) (G3)
Zn (3mg/Kg) Zn (35mg/Kg) Zn (180mg/kg)
NUmero de animais 10 10 10
Progesterona (ng/ml) 24,47+ 11,01 26,34 £ 9,11 23,46 £ 8,84
Estradiol (pg/ml) 22,50 + 6,91 22,30 + 4,66 20,10 + 0,31

! Valores representados por média + SD; ? Exposicdo as dietas com deficiéncia de zinco
(3mg/Kg), zinco nornal (35mg/Kg) e suplementacéo de zinco (180mg/Kg) durante as fases

iniciais da vida até a fase juvenil (DPN 51). Teste estatistico Anova.

5.4. Avaliacdo da expressao génica por Tagman Low Density Array (TLDA)
5.4.1. Extragdo de RNA

A concentracdo de RNA total extraido das glandulas mamaérias abdominais esta
apresentada na Tabela 1 (anexo 2). As amostras escolhidas tiveram razdo entre as
absorbancias com os comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm prdxima de 2,0, o valor de
Rin igual ou maior que 7,0 e dois picos bem definidos, correspondentes as bandas 28S e 18S
do RNA ribossdmico no eletroferograma (Figura 1 em anexo 2), o que indica RNA de boa

qualidade.

5.4.2. Analise quantitativa da expressao génica

Os genes selecionados para analise de expressdo foram considerados
diferencialmente expressos com base no fold change > |1,5/ e p < 0,05. Dos 92 genes
avaliados no tecido mamario da prole de fémeas dos diferentes grupos experimentais (Tabela
suplementar em anexo 3), apenas 0s genes Api5 e Erccl foram considerados
diferencialmente expressos no tecido mamario no DPN 53. Esses genes apresentaram baixa
expressao com fold change de 0,497 (p=0,019) e 0,508 (p=0,036), respectivamente, no grupo
que recebeu a dieta com suplementagcdo de zinco (G3= 180 mg/Kg) em relacdo ao grupo
controle que recebeu dieta com niveis adequados de zinco (G2= 35 mg/Kg) (Figuras 9 e 10).
Quando comparamos o perfil da expressdo génica do grupo exposto a dieta com deficiéncia
de zinco (G1= 3 mg/Kg) com os grupos G2 e G3, ndo foi encontrada diferenca significativa

na expressao génica. A Figurall ilustra a rede em que esses dois genes estdo envolvidos.
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Figura 9. Expressao do gene Api5 nas glandulas mamarias do DPN 53 (48 horas apés a
administracdo da DMBA) nos diferentes grupos experimentais. G1= (3mg/kg
Zn), G2= (35mg/Kg Zn) e G3 (180mg/Kg Zn). * Diferenca significativa em

relacdo ao grupo G2 de acordo com Anova seguido do teste Holm-Sidak.

Fold Change

G1 G2 G3
Grupos

Figura 10. Expressdo do gene Erccl nas glandulas mamarias do DPN 53 (48 horas apds a
administracdo da DMBA) nos diferentes grupos experimentais. G1= (3mg/kg Zn),
G2= (35mg/Kg Zn) e G3 (180mg/Kg Zn). * Diferenca significativa em relacdo ao

grupo G2 de acordo Anova seguido do teste Holm-Sidak.
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Figura 11. Rede Formada pelos genes Api5 e Erccl que tiveram diminuicdo de sua expresséo.

Fonte: http://stringdb.org/newstring_cgi/show_input_page.pl?

5.5. Fase Adulta
5.5.1- Dados obtidos durante o periodo em biotério

A Tabela 5 indica os valores de média e desvio-padrdo do consumo estimado de
racao (g/rato/dia), agua (ml/rato/dia) e peso corpéreo da prole de fémeas dos diferentes grupos
experimentais durante o DPN 53-180. Em geral, o consumo médio de racdo e agua e ganho de
peso foi semelhante entre os diferentes grupos experimentais. Entretanto, menor peso
corporeo final (p= 0,001) foi observado no grupo da prole de fémeas que foram expostas a
dieta com deficiéncia de zinco (G1= 3 mg/Kg), quando comparado aos grupos que receberam
dietas com niveis adequados (G2= 35 mg/Kg) e suplementadas com zinco (G3= 180 mg/Kg),
durante as fases gestacional, lactacional e juvenil (Tabela 5).

Todos 0s grupos experimentais apresentaram aumento de peso corpéreo a partir
da 2° semana apés aplicacdo da DMBA, e ganho de peso progressivo durante o periodo

experimental (Figura 12).
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Figura 12. Evolucdo do peso corporeo médio dos diferentes grupos experimentais ao longo das

18 semanas do estudo. Teste estatistico Anova.

Tabela 5. Consumo médio estimado de racdo e agua, peso corporeo final e ganho de peso da prole de
fémeas iniciadas com a DMBA durante o periodo do DPN 53-180".

NUmero de  Consumo deracdo  Consumo de agua  Peso corporeo  Ganho de peso

Group/Treatment” animais (g/rato/dia) (ml/rato/dia) Final (g) @’

(G1) Zn (3mg/Kg) 16 17,24 + 2,62 35,24 + 7,30 267,15 +28,57* 101,00 + 32,16
(G2) Zn (35mg/Kg) 16 18,31+ 2,37 32,63+ 4,74 317,84 + 36,02 106,55 + 35,38
(G3) Zn (180mg/KQ) 16 17,52+ 2,43 31,87 +4,41 314,00 £ 20,85 101,44 + 33,58

! Valores em média + SD; * Ingestéo de dietas com deficiéncia (3mg/Kg), niveis normais (35mg/Kg) e com
suplementacdo (180mg/Kg) de zinco durante as fases iniciais da vida até a fase juvenil (DPN 53). * Diferenca

significativa em relacdo ao grupo G2 e G3 (p=0,001) Teste estatistico Anova.

5.5.2. Desenvolvimento de tumores mamarios e analise histopatoldgica

A Figura 13 apresenta 0 nUmero cumulativo de tumores palpaveis detectados ao
longo das 25% semanas de experimento, somados aos tumores pequenos detectados durante
necropsia. Os tumores mamarios comegaram surgir em torno da 3? semana de experimento
apos a aplicacdo do DMBA. Os primeiros tumores apareceram no grupo com suplementacao
de zinco (G3= 180 mg/Kg) em vinte dias, no grupo com niveis normais de zinco (G2= 35
mg/Kg) em quarenta e cinco dias e no grupo com deficiéncia de zinco (G1= 3 mg/Kg) em
trinta e seis dias apds a aplicacdo da DMBA (Tabela 6). O nimero e a incidéncia de tumores

aumentaram a partir da sétima semana ap0s a aplicacio da DMBA nos trés grupos
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experimentais, e progressivamente, durante o experimento. O grupo com suplementacéo de
zinco (G3= 180 mg/Kg) apresentou maior nimero e incidéncia de tumores mamarios tanto no
decorrer (Figura 13 e 14) como ao final do experimento (DPN 180), quando comparado aos

demais grupos, embora sem significancia estatistica (Tabela 6).

40 ~

—4=—G1 (3mg/Kg Zn)
G2 (35mg/Kg Zn)
—k— G3 (180mg/Kg Zn)

Numero cumulativo de tumores

12 3 456 7 8 91011121314151617 18 Necropsia
Semanas

Figura 13. NUmero cumulativo e a semana de deteccdo de tumores mamarios palpaveis nos
diferentes grupos experimentais ao longo do estudo somados aos tumores

identificados na necropsia.
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—— G3(180mg/Kg Zn)
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123 4567 8 910111213141516 17 18 Necropsia
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Figura 14. Incidéncia de tumores nos diferentes grupos experimentais ao longo das 18
semanas de estudo, somados aos tumores identificados na necropsia. Teste

estatistico Qui-quadrado.
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A Figura 15 indica que o grupo com suplementacéo de zinco (G3= 180 mg/Kg)
apresentou menor porcentagem de animais livres de tumor quando comparado aos demais
grupos, porém sem diferenca significativa. Além disso, a ingestdo de dietas com diferentes
niveis de zinco nas fases iniciais da vida ndo alterou de forma significativa a laténcia,
incidéncia ou multiplicidade de tumores mamarios detectados no periodo experimental
estabelecido (Tabela 6).
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Figura 15. Proporcdo de animais livres de tumores nos diferentes grupos experimentais ao
longo das 18 semanas de estudo, somados aos tumores identificados na necropsia.

Né&o houve diferenga significativa (Kaplan-Meier e Log Rank Test, p> 0,05).

A maioria dos tumores mamarios induzidos pelo DMBA foi diagnosticada como
adenocarcinomas com padrédo histolégico papilifero (Figura 16). A frequéncia desse padrédo
histoldgico tumoral nos diferentes grupos experimentais foi de 76%, 77% e 55% para 0S

grupos G1, G2 e G3, respectivamente. O volume médio (cm3) dos tumores mamarios nas trés
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faixas de tamanho analisadas (pequeno, médio e grande) ndo diferiu entre os trés grupos
experimentais (Figura 17).

Figura 16. Padrdo histolégico dos tumores mamarios induzidos pela DMBA mostrando: (A)

Adenocarcinoma de paddo papilifero; (B) Adenocarcinomas de padrao tubular; (C)
Adenocarcinoma de padrdo cribiforme; (D) Adenocarcinoma de padrdo
cribiforme/comedo. Coloracao histologica de HE, objetiva de 10x.
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Figura 17. Namero de tumores mamarios de diferentes volumes nos trés grupos experimentais ao
final da 182 semana do estudo. Os tumores foram classificados como pequeno (0,01-
4,23 cm®), médio (4,24-8,46 cm®) ou grande (8,47-12,71 cm?®). Teste estatistico

Anova.

Tabela 6. Dados de laténcia, incidéncia, multiplicidade e tipos histoldgicos das neoplasias mamarias

induzidas pela DMBA nos diferentes grupos experimentais.

Grupo/tratamento?

(G1) (G2) (G3)
Parametros Zn (3mg/KQg) Zn (35mg/Kg) Zn (180mg/Kag)
Numero de animais 16 16 16
Laténcia Tumoral (dias)* 70,89 + 19,08 78,38 £ 22,18 72,90 £ 24,66
Primeiro Tumor (dia) 36° 45° 20°
Incidéncia Tumoral (%) 11/16 (69) 11/16 (69) 14/16 (87)
Multiplicidade* 1,91+1,38 2,00 1,10 2,85 + 1,99
Numero de Tumores 21 22 38 (72%)
Tipo histolégico (%)
Adenocarcinoma Papilar 16 (76) 17 (77) 21 (55)
Adenocarcinoma Tubular 4 (19) 3(13) 11 (29)
Adenocarcinoma Tubular/papilar 0 (0) 2(9) 3(8)
Adenocarcinoma Cribiforme 1(5) 0 (0) 3(8)

! Valores representados por média + SD; “Exposicdo as dietas com deficiéncia de zinco (3mg/Kg), zinco
nornal (35mg/Kg) e suplementacdo de zinco (180mg/Kg) durante as fases iniciais da vida até a fase
juvenil (DPN 53): ®NUmero de tumores por animal. Para Laténcia e multiplicidade tumoral, teste

Kruskal-wallis, Incidéncia e tipo histoldgico de tumores, teste exato de Fischer.
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6. Discussao

No presente estudo, dietas com deficiéncia e suplementagdo de zinco foram
introduzidas durante os periodos de gestacdo, lactacdo e fase juvenil, para explorar os efeitos
sobre o desenvolvimento da glandula mamaria e susceptibilidade a carcinogénese na geracéo
F1 de fémeas SD. Nossos resultados demostraram que a deficiéncia de zinco interferiu no
crescimento do animal e, consequentemente, no tamanho da glandula mamaria no DPN 51,
mas ndo alterou de forma significativa a susceptibilidade a carcinogénese mamaria ao longo
do estudo. Entretanto, a suplementacdo de zinco (~ 5 vezes mais que no grupo controle)
parece sinalizar para um aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores
mamarios induzidos pela DMBA.

A ingestdo de dieta com deficiéncia de zinco (3mg/kg, G1) nas fases iniciais da
vida interferiu na evolucao do peso corporeo da prole de fémeas, sendo que esta reducédo de
peso corpdreo ndo foi recuperada na vida adulta, mesmo com a ingestdo de dieta com niveis
adequados de zinco durante o periodo DPN 53-180 (Tabela 5 e Figura 12). Desta forma, a
deficiéncia de zinco durante periodos criticos iniciais da vida determinou o crescimento
corporeo da prole durante a vida adulta, mesmo com a corre¢do desta deficiéncia mineral (Yu
et al, 2013). O zinco esta presente em diversas atividades bioldgicas, e sua deficiéncia esta
relacionada a vérios disturbios e alteracbes no metabolismo de células normais, que inclui
anorexia, perda de peso, menor eficiéncia da acdo de alimentos e reducdo do crescimento,
(Kaji, 2001; Sun et al., 2005; Sun et al., 2007a).

O zinco € necessario para varios processos intra e extracelulares, incluindo o
crescimento e proliferacdo celular, cuja desregulacdo pode estar associada a carcinogénese
(Lee et al., 2004; Andreini et al., 2006). Alguns autores sugerem que niveis elevados de zinco
na alimentacdo podem estar associados ao aumento do risco de cancer de mama (Cui et al.,
2007).

Nos avaliamos a morfologia da glandula mamaria através da montagem total e,
embora ndo encontramos alteracdes no numero das estruturas mamarias, TEBs, TEDs e ABLs
em nenhum dos grupos experimentais, foi observado menor distancia (mm) entre o linfonodo
e as margens exteriores da glandula mamaéria na prole de fémeas alimentadas com dieta
deficiente em zinco (gestacdo, lactacdo e juvenil). Esse resultado reflete os efeitos negativos
da deficiéncia de zinco sobre o crescimento da glandula mamaria em relacéo ao linfonodo e,
portanto na area ocupada pela arvore epitelial (Mandrupet al., 2012). De fato, a glandula
mamaria é um tecido que requer zinco para seu desenvolvimento e funcdo (Kelleher et al.,

2009; MacDonald, 2000). Além disso, o crescimento menor da glandula pode estar
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diretamente relacionada com o0 menor consumo alimentar e menor peso corpdreo encontrado
nesta prole desde o seu nascimento, como observado por Yu et al. (2013). Todavia, esta
reducdo de crescimento mamario nao influenciou no ndmero de TEBSs, estruturas
indiferenciadas localizadas no final dos ductos mamarios, responsaveis pelo crescimento
ductal e pela origem dos novos ductos e alvéolos (Russo et al., 1979). Estas estruturas
apresentam niveis maiores de proliferacdo celular e, portanto sdo susceptiveis a carcinégenos
e propensos ao desenvolvimento do cancer mamario (Russo et al., 1979; Russo and Russo,
1996b; Fenton, 2006). Portanto, 0 aumento ou reducdo do numero de TEBs pode alterar o
risco de cancer de mama ap0s alteragdes nutricionais ou exposi¢do a um carcinégeno quimico
no inicio da vida (Hilakivi-Clarke et al., 1997; Fenton, 2006; Rudel et al. , 2011).

Relatos da literatura indicam que a deficiéncia de zinco pode contribuir para
danos e modificacdes oxidativas no DNA, o que pode aumentar o risco de desenvolvimento
de neoplasias incluindo as de mama (Huang, 1999; Fernandes and Mafra, 2005; Leone et al.,
2006; Grattan and Freake, 2012). Outros estudos mostraram que a suplementagdo com zinco
reduziu o estresse oxidativo e melhorou a eficiéncia do sistema imunolégico, sugerindo a
participacdo deste mineral em mecanismos importantes envolvidos na prevencdo do cancer
(Federico et al., 2001; Prasad, 2002). Neste estudo, a deficiéncia em zinco (3mg/Kg, G1) ndo
aumentou de forma significativa o risco para o desenvolvimento de tumor mamario em
nenhum dos parametros avaliados, assim como a suplementagéo de zinco (180mg/kg, G3) ndo
exerceu nenhum papel na inibicdo do desenvolvimento da carcinogénese mamaria na prole de
fémeas. Ao contrario, a suplementacdo de zinco levou ao aumento significativo de
proliferacdo das células epiteliais mamarias e reducdo da expressdo dos genes Erccl e Api5
no tecido mamaério. Portanto, esses resultados sinalizam um discreto potencial para
modificacdo da susceptibilidade a carcinogénese mamaria da prole de fémeas alimentadas
com dieta suplementada com zinco nas fases iniciais da vida. As concentracdes de 3 e 180
mg/Kg de zinco na ragdo basal foram escolhidas com bases em estudos anteriores de
deficiéncia e suplementacédo de zinco (Woo and Xu, 2002; Sun et al., 2007b).

Sabe-se que o aumento da proliferacdo celular durante a carcinogénese gera
necessidade de fornecimento continuo e suficiente de zinco para sustentar o crescimento
tumoral (McQuitty et al., 1970; Paski and Xu, 2002; Lee et al., 2004). Estudos in vivo tém
mostrado que o crescimento de carcinomas mamarios pode ser suprimido apos a deplecdo de
zinco, tanto em seres humanos como em camundongos (Dewys and Pories, 1970; Pories et al.,
1977; Mills et al., 1984). Além disso, Woo et al. (2002) demonstraram que doses elevadas de

zinco durante a fase de promogéo podem favorecer o desenvolvimento de tumores mamarios
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induzidos pela N-metil-N-nitrosuréia (MNU) em ratas Sprague-Dawley. No entanto, 0s
efeitos de zinco na tumorigénese ndo estdo ainda bem definitivos, e sdo dependentes do tipo
do modelo experimental (Lee et al., 2004).

Leitzmann et al. (2003) sugeriram que pode haver um efeito ambivalente da
suplementacdo de zinco no cancer de préstata em seres humanos. Neste contexto, a dose
recomendada de 15mg/dia de zinco pode apresentar efeito protetor (Tapiero and Tew, 2003),
enquanto doses diarias superiores a 150 mg (dez vezes maior que a recomendada) poderia
promover a tumorigénese (Gumulec et al., 2011). Assim, o envolvimento do zinco no
desenvolvimento do cancer parece ser complexo, e requer estudos mais aprofundados do
metabolismo do zinco e suas vias bioquimicas (Gumulec et al., 2011).

Neste estudo, dois dias ap6s a aplicacdo da DMBA, observamos reducdo da
expressao do gene Erccl no tecido mamario do grupo suplementado com zinco (180mg/Kg,
G3) em relagédo ao grupo controle (35mg/Kg, G2). O gene Erccl participa do mecanismo de
reparo por excisdo de nucleotideos (NER), uma via importante pela qual sdo removidos
diferentes tipos de danos no DNA, tais como, adutos, ligacGes cruzadas, lesdes oxidativas,
danos por alquilacéo e formacéo dimeros de timidina (Zhu et al., 2014), que distorcem a dupla
hélice e interferem na transcricdo e replicagio do DNA (Lehmann, 2003). Sabe-se que
alteracbes em genes de reparo do DNA podem alterar a capacidade da célula em remover
danos no DNA e aumentar o risco de cancer (Zhu et al., 2014), através do acumulo de
mutacdes deletérias, levando a instabilidade genética e evolucdo para o cancer de mama
(Helzlsouer et al., 1995;Helzlsouer et al., 1996; Mojgan et al., 2012).

Conforme mostrado na Figura 11, o gene Erccl interage com o gene Ercc4
(Excision repair cross-complementation group 4), também conhecido como Xpf, para formar
um heterodimero, o qual cliva a terminacdo 5° do DNA no sitio danificado, durante o
processo e excisdo da lesdo do DNA (Tripsianes et al, 2005; Tsodikov et al, 2005; Wang et
al., 2011; Zhu et al., 2014). Antes deste processo € necessaria a identificacdo do dano no
seguimento do DNA a ser excisado. Para tanto, as endonucleases XPA e XPC codificadas
pelos genes Xpa e Xpc, respectivamente, séo recrutadas para o local como sensores de danos
(Houstmuller et al., 1999; Sugasawa, et al., 2005; Min and Pavletich, 2007). Em seguida, 0
gene Ercc2 (Excision repair cross-complementation group 2) interage com a via NER e
codifica a proteina ERCC2 (ou endonuclease XPD) para abrir a dupla fita de DNA em torno
do local do dano (Benhamou and Sarasin, 2005). Posteriormente, a proteina ERCC5 (ou

endonuclease XPG) codificada pelo gene Ercc5 (Excision repair cross-complementation
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group 5), procede a excisdo na terminacdo 3’ do DNA no segmento da lesdo (Houstmuller et
al., 1999).

Existem poucos estudos sobre a expressdo de Erccl em cancer de mama (Fu et al.,
2012; Gerhard et al., 2013). Alguns mostram que a menor expressao do gene Erccl poderia
estar relacionada ao aumento do indice de proliferacdo no tecido mamario (Zhu et al., 2014), e
consequentemente ao aumento de nimero de tumores mamarios da prole de fémeas (Mojgan
etal., 2012).

Na Figura 11 também é possivel observar que a funcdo do gene Erccl é ativada
pelo gene H-ras (Harvey rat sarcoma viral oncogene) (Youn et al., 2004), molécula de
sinalizacdo central que regula a oncogénese e as propriedades invasivas e migratorias de
células epiteliais mamarias (Yong et al., 2011). Essas moléculas ativam redes criticas de
sinalizacdo celular, incluindo as de sobrevivéncia e proliferacao celulares e de motilidade e
organizacédo do citoesqueleto (Boguski and McCormick, 1993). A expressao de Ras tem sido
sugerida como um marcador para a agressividade do tumor no cancer de mama (Clair et al.,
1987; Clark and Der, 1995; Watson et al., 1991; Moon et al., 2000). No entanto, neste estudo
a expressdo do gene Hras nao foi avaliada.

A suplementacdo de zinco também levou a reducdo na expressao do gene Api5
(Apoptosis inhibitor 5) no tecido mamério da prole de fémeas suplementadas com zinco
(180mg/Kg, G3) apenas em relagdo ao grupo controle. O gene Api5, também conhecido como
Aacll (Anti-apoptosis clone 11) ou FIF (fibroblast growth factor-2-interacting factor),
codifica a proteina nuclear API5 com funcdo anti-apoptotica (Cho et al., 2014), cuja a
expressdo elevada tem sido relacionada com a supressdo de apoptose ap0s a privacdo de
fatores de crescimento (Tewari et al, 1997; Kim et al, 2000).

A apoptose é um processo regulado geneticamente e fornece um mecanismo de
protecdo celular vital contra o desenvolvimento de neoplasias, pois remove as células com
danos no DNA (Kerr et al., 1994; Meterissian, 1997). Assim, a inibicdo da apoptose confere
vantagem de sobrevivéncia em células portadoras de alteragdes genéticas, e pode promover a
aquisicdo de mutacdes adicionais e 0 acumulo de células, resultando na progresséo neoplésica
(Kerr et al., 1994; Meterissian, 1997). Portanto a expressdo aumentada do Api5 tem sido
correlacionada com o aumento de risco de desenvolvimento neoplésico (Krejci et al., 2007,
Cho et al., 2014; Guha et al., 2010).

Apesar de evidéncias do envolvimento do gene Api5 na tumorigénese, as
informagdes sobre a expressdo da sua proteina em tumores humanos ainda é escassa (Tewari

et al, 1997; Cho et al., 2014; Song et al., 2014). Em células de cancer de mama, a expressao
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de Api5 foi relatada em apenas um estudo de quimioprevencdo do composto tocotrienol, o
qual levou a uma baixa expressdo do gene Api5 detectada através de microarray e validada
por gRT-PCR em células MCF-7 de tumor mamario, mostrando seu papel na manutencédo dos
indices normais de apoptose (Ramdas e tal., 2011).

No presente estudo, embora a dieta suplementada com zinco (180 mg/Kg, G3)
tenha levado a uma baixa expressdo do gene Api5 no tecido mamario da prole de fémeas, ndo
encontramos diferenca no indice de apoptose (%) e nem na incidéncia de tumores.
Adicionalmente, observou-se maior indice de proliferacdo celular por de ki67 (%) no tecido
mamario e, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na incidéncia de tumores,
foi observado maior numero de tumores neste grupo. Até o momento, ndo ha estudos na
literatura relacionados com suplementacédo de zinco e alteragcdes na expressdo do gene Api5 no
tecido mamario.

Embora tenhamos encontrado baixa expressdo de dois genes (Erccl e Api5) no
tecido mamario do grupo suplementado com zinco (180 mg/Kg, G3), o envolvimento deles
ocorre em vias diferentes e relativamente distantes. De acordo com a Figura 11 esses genes
ndo apresentam interacdes diretas. Os genes Ercc2 e Erccl que participam do reparo de dano
ao DNA pela via NER, interage com o gene Tceal (Transcription elongation factor A (SllI),
1), cuja funcdo € estimular a elongacdo da transcri¢do, e promover sua leitura através de sitios
de parada da transcricdo pela RNA polimerase Il (SivaRaman et al., 1990; Wind and Reines,
2000; Shimoaraiso et al., 2000; Kettenberger et al., 2003). Este, por sua vez, interage com 0
gene Api5 (Figura 11). De acordo com os resultados de proliferacdo celular e nimeros de
tumores no grupo que recebeu a suplementacdo de zinco (180 mg/Kg, G3), podemos sugerir
que a baixa expressdo do gene Erccl pode ter apresentado maior impacto no desenvolvimento
de tumores mamarios na vida adulta do que a baixa expressdo do Apib.

Os estudos que correlacionam os niveis de zinco na alimentacdo e o cancer de
mama permanecem conflitantes. Enquanto alguns estudos sugerem que niveis elevados
podem estar associados ao aumento do risco de cancer de mama (Cui et al., 2007) e outros
sugerem que a baixa ingestdo de zinco inibe o crescimento de adenocarcinomas mamarios
implantados em ratos machos (Mills et al., 1984), outros estudos relatam a associagéo da
suplementa¢do de zinco com mecanismos envolvidos na prevencdo do cancer de mama
(Federico et al., 2001; Prasad and Kucuk 2002). Estes altimos relatam que além deste mineral
atuar como componente da estrutura da cromatina, ele atua como co-fator de mais de 3.000
fatores de transcricdo, incluindo as proteinas dedos de zinco que se ligam ao DNA e regulam

0 processo de transcricdo e replicacdo e de enzimas antioxidantes como a superoxido
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dismutase (CuzZnSOD) e vérias proteinas envolvidas no reparo do DNA (Falchuk,
1998;Prasad, 1998;Prasad, 2003). Estudos sugerem que a altos niveis 0 zinco pode apresentar
propriedades anti-apoptoticas (Plum et al., 2010), provavelmente, por limitar a extensdo de
dano oxidativo induzido pela deficiéncia de zinco (Cui et al., 2000; Oteiza et al., 2000). O
zinco também € capaz de estabilizar lipideos e proteinas e, desta forma, proteger as
membranas celulares e macromoléculas de danos oxidativos. Por outro lado, é importante
relatar que a disponibilidade elevada de zinco pode também induzir o estresse oxidativo, e 0
seu impacto na homeostase de zinco pode ser tanto de protecdo (Tapiero and Tew, 2003)
como de promocdo da tumorigenese (Gumulec et al., 2011) em funcdo da sua disponibilidade
(Maret, 2006). Além disso, estudos relatam a interacdo do zinco com vérias moléculas
reguladoras da apoptose, promovendo a inibicdo de caspases (Perry et al., 1997; Stennicke
and Salvesen, 1997).

Neste estudo, a ingestdo de dietas com diferentes niveis de zinco nao alterou a
morfologia dos tumores mamaérios induzidos pela DMBA na vida adulta. Essa analise,
adaptada da classificacdo histopatoldgica de tumores humanos, € uma ferramenta Gtil para o
diagnostico e graduacdo da agressividade dos tumores mamarios induzidos quimicamente
(Costa et al., 2002). A maioria das neoplasias induzidas pela DMBA foi diagnosticada como
de crescimento expansivo e com &reas de invasdo local, mas sem metéstases diagnosticadas.
QOutros trabalhos na literatura tém demonstrado resultados semelhantes em modelos
experimentais com roedores com o uso da DMBA e com incidéncia superior a 90% de
animais com adenocarcinomas mamarios (Russo and Russo, 1996b; Costa et al., 2002). O
volume médio (cm3) dos tumores mamarios nas trés faixas de tamanho analisadas (pequeno,
médio e grande) ndo diferiu entre os trés grupos experimentais (Figura 17). Assim, oS
resultados indicam que a ingestdo de zinco nas fases iniciais da vida ndo interferiu de forma

significativa em alteracGes na suscetibilidade a carcinogénese mamaria induzida pela DMBA.
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7. Conclusoes

A suplementacdo de zinco durante as fases de gestacdo, lactacdo e juvenil
aumentou de forma marginal a suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores mamarios.
Esta suscetibilidade foi evidenciada pelo aumento da proliferacdo das células epiteliais
mamarias e pela reducdo da expressao do gene Erccl, envolvido com reparo de dano do DNA
no tecido mamario, assim como pelo aumento do nimero de tumores. A suplementacdo de
zinco também reduziu a expressdao do gene Api5 com funcdo anti-apoptética, porém esta
reducao apresentou menor impacto no desenvolvimento de tumores do que o gene Erccl. No
entanto, a deficiéncia de zinco durante os periodos iniciais da vida ndo alterou a
susceptibilidade a carcinogénese mamaéria, porém reduziu o crescimento da prole de fémeas e,

consequentemente diminuiu o desenvolvimento da glandula mamaria.
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ANEXO 1
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ANEXO 2

Tabela 1. Dados da extracdo de RNA das glandulas mamarias da prole de fémeas do
DPN 53.

(G1) Zn (3mg/Kg)

4 1.030,0 1,9 8,2

(G2) Zn (35mg/KQ)

2 106,8 2,0 7,0

4 4440 1,9 7,1

(G3) Zn (180mg/Kg)

2 42,8 19 7,2

4 193,2 2,0 7,0

'Razdo de absorbancia relacionada a pureza (livre de contaminantes proteicos) do RNA; *
Numero de integridade do RNA (RIN).
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Figura 1.Eletroferogramas representando RNAs de boa qualidade. Os picos representam as
bandas de 28S e 18S (direita e esquerda) do RNA ribossémico.
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Tabela Suplementar — Genes avaliados, presentes no cartdo microfluidoTagMan® Array, e 0s
processos com os quais eles estdo relacionados.

Unigene GeneBank Simbolo Descricao Gene ame Processo*

Rn.3105 NM_001100850 Abll C-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase Abl 1
Rn.64522 NM_023979 Apafl Apoptotic peptidase activating factor 1 - 2,5

Rn.5949 NM_024148 Apexl APEX nuclease (multifunctional DNA repair APE, Apex, REF-1 3,4,5

enzyme) 1

Rn.103083 NM_001127379 Api5 Apoptosis inhibitor 5 MGC187857 2
Rn.42932 NM_021702 Atxn3 Ataxin 3 Rsca3 4
Rn.145049 NM_001107757 Aven Apoptosis, caspase activation inhibitor - 2
Rn.36696 NM_022698 Bad BCL2-associated agonist of cell death MGC72439 2,6
Rn.16320 NM_001106647 Bagl BCL2-associated athanogene - 2,56
Rn.10668 NM_017059 Bax Bcl2-associated X protein - 2,5

Rn.9996 NM_016993 Bcl2 B-cell CLL/lymphoma 2 Bcl-2 1,2,56
Rn.31142 NM_022684 Bid BH3 interacting domain death agonist - 2,5
Rn.48840 NM_012514 Brcal Breast cancer 1 - 1,3,4,5
Rn.103225 NM_031542 Brca2 Breast cancer 2 - 1,3,4,5
Rn.107499 NM_012920 Camk2a Calcium/calmodulin-dependent protein kinase PK2CDD, PKCCD 1

Il alpha

Rn.10562 NM_012922 Casp3 Caspase 3 Lice, MGC93645 1,2
Rn.16195 NM_053736 Casp4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase  Caspll, MGC124949 2
Rn.88160 NM_031775 Casp6 Caspase 6 MGC93335, Mch2 2
Rn.53995 NM_022260 Casp7 Caspase 7 - 2
Rn.54474 NM_022277 Casp8 Caspase 8 - 2
Rn.32199 NM_031632 Casp9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase ~ Apaf3, Casp-9-CTD, 2,5

Casp9_v1, Ice-Lap6,
Mch6

Rn.13094 NM_053702 Ccna2 Cyclin A2 MGC156527 1,6

Rn.6743  NM_001009470 Ccnb2 Cyclin B2 MGC108931 1,5
Rn.22279 NM_171992 Cendl Cyclin D1 - 1,6
Rn.15455 NM_001100821 Ccnel Cyclin E1 CYCLE, Ccne 1,6
Rn.98992 NM_001108656 Ccne2 Cyclin E2 - 5,6
Rn.25180 NM_134360 Cd40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily Tnfrsf5 2

member 5
Rn.1120 NM_012924 Cd44 Cd44 molecule CD44A, METAA, 6
MGC124941,
RHAMM

Rn.11390 NM_133571 Cdc25a Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) - 1,5

Rn.6934 NM_019296 Cdkl Cyclin-dependent kinase 1 Cdc2, Cdc2a 5

Rn.6115 NM_053593 Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4 - 1,5
Rn.10089 NM_080782 Cdknla Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cipl, Wafl 1,5,6
Rn.48717 NM_031550 Cdkn2a Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Arf, INK4A, MTSL1, 1,5,6

p16, p16Cdkn2a,
pl9ARF

Rn.8171  NM_001170467 Cidea Cell death-inducing DFFA-like effector a - 2
Rn.204016 NM_001108869 Cideb Cell death-inducing DFFA-like effector b - 2
Rn.32259 NM_031702 Cldn7 Claudin 7 MGC124679 6

Rn.7262 NM_138910 Dadl Defender against cell death 1 - 2



Rn.41244

Rn.8402
Rn.154614
Rn.6955
Rn.72471
Rn.73967
Rn.154586
Rn.37227
Rn.9096

Rn.12447
Rn.93966

Rn.7320

Rn.74906

Rn.10595

Rn.37460
Rn.52638
Rn.16664
Rn.24593
Rn.10250

Rn.6813
Rn.93714
Rn.11303

Rn.162081
Rn.44266

Rn.179073
Rn.9836
Rn.73551

Rn.11325
Rn.12072

Rn.92423

Rn.10686
Rn.2411

Rn.65930
Rn.11327

Rn.9346
Rn.88690

Rn.40977
Rn.92419
Rn.105454
Rn.138438

NM_001106201

NM_171995
XM_242065
NM_053354
NM_001100778
XM_214476
XM_226441
NM_031507
NM_012551

XM_576312
NM_017003

NM_001106228

NM_001172809

NM_012689

NM_012754
NM_001107198
NM_053430
NM_001106395
NM_024127

NM_013122
NM_021835
NM_130741

NM_001025425
NM_053777

XM_001059437
NM_012861
XM_225460

NM_053968
NM_012603

XM_226742

NM_012609
XM_342346

NM_024358
NM_013063

NM_017141
NM_021662

NM_001107152
NM_138516
NM_001014168
NM_001107529

Dclrela

Ddb1
Ddb2
Dnmtl
E2f1
E2f3
E2f4
Egfr
Egrl

Ep300
Erbb2

Erccl
Ercc2

Esrl

Esr2
Exol
Fenl
Foxo3
Gadd45a
lgfbp2
Jun
Lcn2
Map2k7
Mapk8ipl
Mbd4
Mgmt
Mki67
Mt3
Myc

Naip2

Nfl
Nfkbl

Notch2

Parpl

Polb
Pold1

Pole
Polk
Poll
Prcl

DNA cross-link repair 1A, PSO2 homolog (S.
cerevisiae)
Damage-specific DNA binding protein 1

Damage specific DNA binding protein 2
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1
E2F transcription factor 1
E2F transcription factor 3
E2F transcription factor 4
Epidermal growth factor receptor

Early growth response 1

E1A binding protein p300

V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma
derived oncogene homolog (avian)
Excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency, complementation group 1

Excision repair cross-complementing rodent
repair deficiency, complementation group 2

Estrogen receptor 1
Estrogen receptor 2 (ER beta)
Exonuclease 1
Flap structure-specific endonuclease 1
Forkhead box O3

Growth arrest and DNA-damage-inducible,
alpha
Insulin-like growth factor binding protein 2

Jun oncogene
Lipocalin 2
Mitogen activated protein kinase kinase 7

Mitogen-activated protein kinase 8 interacting
protein 1
Methyl-CpG binding domain protein 4

0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

Antigen identified by monoclonal antibody Ki-
67
Metallothionein 3

Myelocytomatosis oncogene

NLR family, apoptosis inhibitory protein 2

Neurofibromin 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1
Notch homolog 2 (Drosophila)

Poly (ADP-ribose) polymerase 1

Polymerase (DNA directed), beta

Polymerase (DNA directed), delta 1, catalytic
subunit
Polymerase (DNA directed), epsilon

Polymerase (DNA directed) kappa
Polymerase (DNA directed), lambda

Protein regulator of cytokinesis 1
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- 3,4
- 4
- 4
- 5
- 1,5
RGD1561600 1,5
- 1
ERBBL, ErbB-1, Errp 6
Krox-24, NGFI-A, 5
Ngfl, Ngfi, zif-268
- 5
- 6
- 3,4,5
- 3,4
ER-alpha, Esr, 5,6
RNESTROR
ER-beta, ERbeta, Erb2 6
- 3,4
FEN-1, MGC94425 3,4
Fkhrl1, Foxo3a 5
Dditl, Gadd45 1,2,35
IGFBP-2, ILGFBPA 6
- 5,6
- 6
2, INKK 6
JIP1, Jip-1, Mapk8ip 2
- 3
- 3,4
- 1,6
GIF, Mt-3 6
MGC105490, 5
RNCMYC, c-myc,
mMyc
Bircl, Bircla, Birclb, 2
Naip
- 5
NF-kB 2,5
- 1
Adprt, MGC93658, 3,4
Parp-1
- 2,4
- 3
- 3
Dinbl 3
- 4
- 5



Rn.24110 NM_001108327 Prkdc
Rn.55115 NM_017045 Rb1
Rn.19480 NM_199267 Rela
Rn.25752 NM_057108 Serpinb5
Rn.154278 NM_001106416 Skp2
Rn.41053 NM_001012066 Sphk2
Rn.185771 NM_001013062 Thbsl
Rn.165619 NM_001169138 Thbs2
Rn.54443 NM_030989 Tp53
Rn.42907 NM_019221 Tp63
Rn.103860 NM_001108696 Tp73
Rn.1923 NM_031836 Vegfa
Rn.2710 NM_031140 Vim
Rn.92531 NM_031534 Wwitl
Rn.2925 NM_022548 Zmat3
Rn.6059 NM_017050.1 Sodl

Protein kinase, DNA activated, catalytic
polypeptide
Retinoblastoma 1

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene

homolog A (avian)
Serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovalbumin), member 5
S-phase kinase-associated protein 2 (p45)

Sphingosine kinase 2
Thrombospondin 1
Thrombospondin 2

Tumor protein p53
Tumor protein p63

Tumor protein p73
Vascular endothelial growth factor A
Vimentin
Wilms tumor 1
Zinc finger, matrin type 3

Sod1 superoxide dismutase 1, soluble

MGC189093

NFkB
Maspin, PI-5, Pi5

RGD1562456
TSP-1, Tspl
TSP-2

MGC112612, Trp53,
p53
Ket, P731, Tp73l,
Trp63
P73, Trp73

VEGF164, Vegf

PAG608, Wigl
Sodl
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3,4

56

o N

6
1,2,35,6

1,25
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*1- Ciclo celular; 2- Apoptose; 3- Dano de DNA; 4- Reparo de DNA; 5- Cascata do gene p53;

6- Cascata do receptor de estrogeno



