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gestacional de ratas na suscetibilidade da progénie feminina a carcinogénese mamaria. 2015.

Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2015.

RESUMO

Fatores dietéticos como o selénio (Se) sdo apontados como importantes moduladores do risco
de desenvolvimento do cancer de mama. Essa neoplasia pode apresentar sua origem no inicio do
desenvolvimento e, assim, a alimentagdo materna poderia ter importantes repercussdes na
programagcao fetal da doenga. A fim de verificar se diferentes concentracdo de selénio na dieta materna
poderiam programar o risco da progénie feminina ao cancer de mama, ratas foram alimentadas com
racdo contendo 0,15 (CO), 1,0 (SUP) ou 0,05 (DEF) ppm de Se durante a gestagdo e sua progénie
feminina iniciada com DMBA. A progénie do grupo SUP apresentou menor suscetibilidade a
carcinogénese, indicado pelo menor nimero médio e multiplicidade de adenocarcinomas mamarios
(p< 0,05), enquanto a do grupo DEF apresentou maior suscetibilidade a carcinogénese, indicado pela
maior incidéncia dos mesmos (p< 0,05). Maes do grupo DEF apresentaram menor concentragdo de
Se no sangue (p< 0,05) e sua prole apresentou menor atividade da enzima GPx1 (p< 0,05). Além
disso, observou-se na glandula mamaria da progénie de 50 dias menor expressdao (western blot e
gPCR) de ERa, Her-2, EGFR e Ras no grupo SUP em comparagdo aos grupos CO e DEF (p< 0,05).
Analisou-se, ainda, o padrao de metilagdo global do DNA (HPLC-DAD), expressdao das enzimas
DNMT]1, 3a e 3b (qQPCR), o padrdo global de modificagdes pds traducionais em histonas (western
blot) e o padrao de metilagdo da regido promotora do gene Era (modificagdo com bissulfito e
pirossequenciamento) na glandula mamaria da progénie de 50 dias. Nao houve diferenca no padrao
de metilacdo global do DNA e expressao das enzimas DNMTs (p>0,05). Houve aumento na expressao
de H4K16 acetilada nos grupos SUP e DEF (p< 0,05). Finalmente, em comparagdo a progénie do
grupo DEF, a do grupo SUP apresentou regido promotora de Era com aumento marginal (p=0,07) na
metilagdo de dois dinucleotideos CpG. Conclui-se que o consumo de diferentes concentragdes de Se
na dieta materna tem impacto sobre a suscetibilidade da progénie ao cancer de mama na vida adulta
através da modulagdo da expressdo de receptores e oncogenes relacionados ao desenvolvimeto dessa
neoplasia, além da influéncia em processos epigenéticos. Tais resultados apontam para a existéncia
de uma “janela de programagao” no inicio do desenvolvimento sensivel a a¢do do Se, resultando em
diminuigdo do risco de cancer de mama quando suplementado na dieta materna e o inverso quando

de sua deficiencia.

Palavras-chave: Cancer de mama, programacao fetal, dieta materna, selénio, epigenética.



Rosim, M.P. Influence of selenium deficiency or supplementation during rat gestational period
on the susceptibility of female offspring to mammary carcinogenesis. 2015. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2015.

ABSTRACT

Based on epidemiological studies and animal models, the essential micronutrient selenium
has been highlighted as a promising dietary factor associated to breast cancer risk reduction. Breast
cancer may have its origin in early development and thus the maternal diet could have important
implications in the fetal programming of the disease. In order to ascertain whether differences in
selenium concentration in maternal diet could modulate the susceptibility of female offspring to breast
cancer, a biological assay was conducted in which female rats were fed a diet with 0.15 (CO), 1.0
(SUP) or 0.05 (DEF) ppm of selenium during gestational period and the female offspring subjected
to a mammary carcinogenesis model induced by DMBA. SUP group offspring presented decreased
susceptibility to mammary carcinogenesis, as indicated by lower (p< 0,05) average number and
multiplicity od adenocarcinomas, while the DEF group offspring had a greater susceptibility, as
indicated by the increase (p< 0,05) in adenocarcinomas incidency. Mothers of the DEF group pesented
lower (p< 0,05) Se blood concetrations and their offspring presented lower (p<0,05).GPx1 activity.
In addition, there was a decrease (p< 0,05) in ERa, Her-2, EGFR and Ras expression (western blot
and qPCR) in the mammary gland of 7 weeks old female SUP group offspring when compared to CO
and DEF groups offspring. DNA global methylation pattern (HPLC-DAD), DNMTI, 3a e 3b
expression (qPCR), global pattern of post-translational modification in histones (western blot) and
methylation status of Era promoter region (bisulfite modification and pyrosequencing) were also
evaluated in the mammary gland of 7 weeks old offspring. There was no diffrence (p>0,05) in DNA
global methylation pattern and DNMTs expression. There was an increase in acetilated H4K16
expression in groups SUP and DEF (p< 0,05). Lastly, when compared to DEF offspring, the SUP
offspring presented a marginal increase in the methylation of two CpG dinucleotides in the Era
promoter region. In conclusion, the consumption of different selenium concentration in maternal diet
plays a role in the progeny’s breast cancer susceptibility through the modulation of receptors and
oncogenes expression, in addition to modifications in epigenetic patterns. These results indicate the

b

presence of a “programming window” in the beggining of development susceptible to selenium

effects, resulting in decreased breast cancer risk when supplemented and the opposite when deficient.

Keywords: Breast cancer, fetal programming, maternal diet, selenium, epigenetics.



LISTA DE SIGLAS

AKT V-Akt Murine thymoma viral proto-oncogene 1
BAX Proteina X associada ao BCL-2

BCL-2 B-Cell CLL/Linfoma 2

BHT Butil-hidréxido-tolueno

Brcal Breast cancer 1

Cav-1 Caveolina-1

cdk4 Cyclin-dependent kinase 4

cDNA DNA complementar a0 mRNA

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais
CH3 Grupamento metil

CIS Carcinoma in situ

c-JUN Transcription factor AP-1-like

c-Myc v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
CO Grupo controle (0,15 ppm Se)

CYP1A Citocromo P450, familia 1, subfamilia A
CYP1B Citocromo P450, familia 1, subfamilia B
DAD Diode Array

DEF Grupo deficiénte (0,05 ppm Se)

DMBA 7,12-dimetilbenz[a]antraceno

DNA Acido desoxirribonucleico

DNMT1 DNA metil-transferase 1

DNMT3a DNA metil-transferase 3a

DNMT3b DNA metil-transferase 3b

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Acido Etilenidiaminotetracético

EGFR Receptor de fator de crascimento epidermal
ERa Receptor de estrogeno o

ERK Extracellular regulated MAP kinase
EZH2 Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit
FCF Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
GADD153 DNA damage inducible transcript 3
GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
GPx Glutationa Peroxidase

GPx1 Glutationa peroxidase 1

GSTP1 Glutationa S-transferase P1

H&E Hematoxilina e eosina

H3K27 Histona 3 lisina 27

H3K27me3 Histona 3 lisina 27 trimetilada

H3K4 Histona 3 lisina 4

H3K4me Histona 3 lisina 4 metilada

H3K9 Histona 3 lisina 9

H3K9ac Histona 3 lisina 9 acetilada



H3K9me2/3
H3K9me3
H4K16
H4K16ac
H4K20
H4K20me3
HAT

HCI
HDAC
Her-2
hMOF
HPLC
HPRT
INCA

IQ

MDA
MgCI2
miRNA
MRNA
mTOR
NaCl
NADPH
NaOH
OMS
p16INK4A
PAGE
PCR
PISK
PMSF
Pten
gPCR
RASSF1A
RNA

RP

SAH
SAM
SDS

Se
SELECT
SNP
STATS
SUP
Suv39hl
Suv4-20h2
TBA

Histona 3 lisina 9 di e trimetilada

Histona 3 lisina 9 trimetilada

Histona 4 lisina 16

Histona 4 lisina 16 acetilada

histona 4 lisina 20

Histona 4 lisina 20 trimetilada

Enzima acetiltransferase

Acido cloridrico

Desacetilases de histonas

Receptor do fator de crescimento epidermal do tipo 2
K(lysine) acetyltransferase 8
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Hipoxantina fodforibosiltransferase
Instituto Nacional do Cancer

Instituto de Quimica

Malonaldeido

Cloreto de magnésio

Micro RNA

RNA mensageiro

Mechanistic Target Of Rapamycin

Cloreto de sddio

Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina
Hidrdxido de Sodio

Organizacdo Mundial da Saude
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Eletroforese em gel de poliacrilamida
Reacdo em cadeia de polimerase
Fosfatidilinosiltol-3-kinase

Fluoreto de fenilmetanosulfonila
Phosphatase and tensin homolog

PCR em tempo real

Ras association domain family 1

Acido ribonucleico

Receptor de progesterona
S-Adenosil-homocisteina
S-Adenosil-metionina

Dodecil-sulfato de sodio

Selénio

Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial
Single nucleotide polymorphism

Signal Transducer and Activatior of Transcription 5
Grupo suplementado (1 ppm Se)
Suppressor Of Variegation 3-9 Homolog 1
Suppressor Of Variegation 4-20 Homolog 2
Acido Tiobarbitdrico



Thp
TBS-T
TEBs
Tris
UDLTs
USP

-6
-9

Proteina de ligacdo ao TATA box
Tris-Buffered Saline com Tween 20
Terminal end buds

Tris (hidroximetil) aminometano
Unidades ducto-lobulares terminais
Universidade de Sao Paulo
Omega-3

Omega-6

Omega-9



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para analise de expressdo génica................c.c...... 48
Tabela 2. Anticorpos utilizados em experimentos de analise da concentracdo de proteinas.. 49

Tabela 3. CaracteristiCas da NINNAA. ........oooeeeeeee e e e eeeees 56



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacao esquematica da organizacdo da glandula maméria................ 24
Figura 2. Etapas-chave no desenvolvimento da glandula mamaria............cccoceeeeeueneee. 26
Figura 3. Etapas do desenvolvimento do cancer de mama.......c.ccoceeeeveienieneeneeneneneene 27
Figura 4. Desenho eXPerimental. .........ccoooviiiririninieeeeee e 43

Figura 5. Consumo de racao de ratas dos grupos CO, DEF e SUP durante o periodo
pré-concepcional, gestacional e de 1aCtagao ..........cceccveveeviieiesiesece e 54
Figura 6. Peso corporeo de ratas dos grupos CO, DEF e SUP durante o periodo

[0 [=1] =T o] o = | SO 55

Figura 7. Concentracdo de selénio no sangue de ratas prenhas dos grupos CO, DEF e

Figura 8. Peso corpdreo da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP ................. 57
Figura 9. Concentracao de selénio no sangue da progénie masculina e feminina dos
grupos CO, DEF e SUP por ocasiao do NasCimento. ..........ccceecveveerieeeeseesreesieseeseeennnns 58
Figura 10. Concentracéo de selénio no plasma e atividade da enzima GPx nos

eritrécitos da progénie masculina dos grupos CO, DEF e SUP com 3 semanas de vida.

Figura 11. Concentracdo de selénio no plasma (A), nos eritrocitos (B) e atividade da
enzima GPx nos eritrocitos (C) da progénie masculina dos grupos CO, DEF e SUP
COM 7 SEMANAS AE VI, ..eeoeiiiiieciie ettt st esbe e e ae e s aaeeaeessaeereens 60
Figura 12. Concentracdo de malonaldeido (MDA) no tecido hepatico da progénie

masculina dos grupos CO, DEF e SUP com 3 e 7 semanas de vida. ........cccccceeveenennen. 61


file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547963
file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547965
file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547965
file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547966
file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547966

Figura 13. Incidencia de adenocarcinomas mamarios em ratas iniciadas com DMBA.

Figura 14. Numero médio e multiplicidade de adenocarcinomas mamarios em ratas
INICIAdas COM DIMIBAL. ... .ottt sttt sttt bt s neesaee e 63

Figura 15. Classificacdo dos tumores mamario na progénie dos grupos CO, DEF e

Figura 18. Numero de Terminal End Buds e tamanho da arvore epitelial da glandula
mamaria da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida..67
Figura 19. Marcadores de apoptose e proliferacdo na glandula mamaria da progénie
feminina de 7 semanasdos grupos CO, DEF € SUP.........cccccovievivienecieceneee e 67
Figura 20. Expressdo do Receptor de Estrogeno a (ERa) na glandula mamaria da
progénie de 7 semanas dos grupos CO, DEF € SUP. .........ccccovieiieiieceeceeeceeeere e 68
Figura 21. Expressao do receptor Her-2 na glandula mamaria da progénie de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP. ...ttt 69
Figura 22. Expressdo de EGFR na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP. ...ttt 70
Figura 23. Expressao dos receptores HER-2 e ERa. em tumores mamarios da progénie

dos grupos CO, DEF e SUP iniciada com DMBA. ........ccoooiiieiieeeeece e 70


file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547974
file:///C:/Users/Marianarosim/Documents/Doutorado/TESE/TESE%20FINAL.docx%23_Toc437547974

Figura 24. Expressdo de Rassfla na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP. ..ottt 71
Figura 25. Expressdo de RAS e PTEN na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP.......ccoooirieeceses e 72
Figura 26. Expressdo dos genes Brcal e c-Myc na glandula mamaria da progénie
feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF € SUP. .......cccooieiiienieiinereeseeeseene 72
Figura 27. Expressdo ERK e AKT na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP. ..ottt 73
Figura 28. Expressdo mTOR e ¢c-JUN na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP.......ccoooiieeceees et 74
Figura 29. Expressdo Caveolina-1, STAT5 e c-RAF na glandula mamaria da progénie
feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF € SUP...........ccccocvininininiienenesenieseeeeaes 75
Figura 30. Padrao global de modifica¢des pos traducionais em residos de histonas na
glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF e SUP. .76
Figura 31. Expressdo de EZH2 na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF € SUP........cooiiieieeeeeseee et 76
Figura 32. Padrao global de modificacdes pos traducionais em residos de histonas em
tumores mamarios da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP induzida com
DIMBA . ettt ettt re e een e nnees 77
Figura 33. Metilacéo global do DNA na glandula mamaria e tecido hepético da
progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida. (.......c.ccccue..... 78
Figura 34. Expressdo dos genes DNMT1, 3a e 3b na glandula mamaria da progénie

feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF € SUP.........ccccoviiievieiiecceeceeeese e 79



Figura 35. Metilacé@o da regido promotora do gene Era na glandula mamaria e tecido

hepatico da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida... 80



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt n st seaen s neenens 22
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ooooeeeeeeeeeteeeee s esesss s s assesssssss s s assassasennans 24
2.1 CANCEE T8 MAIMA ...ttt ettt ettt sttt s b b st s b e et s e eb e s b e b e sbe s e e e s e e eneene 24
2.1.1 Desenvolvimento da glandula mamaria e 0 cancer de mama.........ccccceeeeveevresreeeennnns 24
2.1.2 Cancer de mama € EPIgENELICA ........ccuevvireeiiiiieeeseceee ettt st 27
2.1.3 DMBA como modelo de estudo do cAncer de Mama.........cceeeereeineineineneseenieennes 30
2.2 CANCEr de MAaMA € NUEMIGAD.....c.eeieiieiirtieientertest ettt sttt 31
2.2.1 Selénio @ CANCEr A& MAIMA......ccuviiiriiriirierieiee ettt bbb 33
2.3 Programagao FELal ..........ccoiviriiieeee e 35
2.4 Programagao fetal € NUEFIGAD .....c..oveirieireresee s 37
. OBUIETIVOS ...ttt st st sttt et e s bt e sat e satesabe s be e beenbeesaeesatesateenteetaens 40
3. L ODJELIVO GEIAL ...ttt sttt ene s 40
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ...veuvevereetiietiieiereeieste sttt sttt sttt s 40
4. MATERIAL E METODOS........ooiiiieieeeieteeieseetese s ses s ses s sssssssssssssssssssssssasssssssansssanns 42
AL ANHIMIAIS. ..ttt ettt bttt b et b et bt b et bt bbbttt b ettt b et nes 42
4.2 Ragdes ofertadas durante 0 periodo gestacional ............ccccceveereineineieneenereeseeenes 42
4.3 Protocolo eXPerimMENTAl........c.cccieieiiiiieiiieecese ettt st et te e ae e esaesreenaeneens 42
4.4 Avaliagdo da concentracao de Se no plasma, eritrécitos e sangue total ..............cceeueee. 44
4.5 Atividade da enzima glutationa peroxXidase (GPX) ......cccceceveeeeveseeiiesieeeesie e e e 44
4.6 Analise das concentrac6es de malonaldeido no tecido hepético da progénie masculina de
3 8 7 SBIMANAS. ... eeueirieieetieii et sttt ettt et sr st e st s bt e e s bt e e e bt st e et s h e et e s b e e e e r e s ee e et e r e nesreeneere 45
4.7 Inducdo da carcinogénese mamaria na progénie feminina...........ccocevvvevevenenenenennnne 45
4.8 Analise MacrosCOPICA daS MAMAS ........ccecerverierieieeeieteee e stesse s e e ere e ese s e ssessessesesessesens 46
4.9 Analise histopatoldgico dos tumores mamarios da progénie feminina por meio de
coloracd@o por hematoxilina e e0SiNa (H&E) ........cocveeiiiieiirieeeeee e 46
4.10 Morfologia da glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas...........ccccecveueeeene 46

4.11 Avaliacao da expressao génica no tecido mamario da progénie feminina de 7 semanas

4.12 Anélise do padrao global de modificagdes p6s traducionais em histonas no tecido
mamario da progénie feminina de 7 semanas e nos tumores mamarios da progénie iniciada
COM DIMBA ettt et r et e e bt et e st e enne s ee e e e s reenenresmeene 50

4.13 Analise do padrao de metilacao global do DNA no tecido mamario da progénie
feminina e tecido hepatico da progénie masculina de 7 SemManas..........cccecveverererenereereeenne 51



I TR = - Uo%=To o [ T I N RS 51
4.13.2 Hidrolise do DNA e quantificacao de 5-metil-dC.........ccccevvveeciveececieeeceeee, 51

4.14 Anédlise do estado de metilagdo da regido regulatéria do gene ERa por modificacio
com bissulfito e pirosequenciamento no tecido mamario da progénie feminina de 7 semanas

....................................................................................................................................................... 52
4.15 ANALISES ESTATISTICAS ..e.veveveeenieiieiietesierte sttt sttt ettt sbe s st be s e eneeneas 53
CRESULTADOS. ...ttt sttt ettt et e e ese e ese st e s ensenesteneeseneesenes 54
5.1 Consumo de racao, peso corpdreo e concentracdo de Se sanguineo de ratas méaes dos
rupP0S CO, DEF € SUP ..ottt ettt ettt e st esae e beesba e sraesnaeentaenneens 54
5.2 Parametros da ninhada, consumo de racéo, peso corporeo e concentracdo sanguinea de
selénio da progénie dos grupos CO, DEF € SUP ...t 56
5.3 Analise de marcador (MDA) de estresse OXidatiVo ..........cccceeuevierieeeinisieseseseseieseeeeeens 60
5.4 Desenvolvimento de tumores mamarios em ratas iniciadas com DMBA...............c.......... 61
5.5 Contagem do numero de TEBs na glandula mamaria da progénie feminina de 7
SEIMIANAS ..ve.veuvesveseeseeseeseeseesessessessessesseseeseesesseesessassassassesseseasseseese et e st ensessensenseseeseaseasestessansensensesensens 66
5.6 Analise de marcadores moleculares de proliferacdo e morte celular na glandula
mamaria da progénie feminina de 7 SEMAaNAS..........c.ocvevverieeierieieece et 67
5.7 Analise da expressao dos receptores ERa, HER-2 e EGFR na glandula mamaria da
Progénie femMiniNa d& 7 SEMANAS ........coererierierieieieeee ettt ettt b e eae e 68
5.8 Analise da expressao dos receptores HER-2 e ERa. nos adenocarcinomas mamarios da
progénie feminina iniciada cCom DIMBA .........cooi oottt 70
5.9 Analise da expressdo de oncogenes e genes supressores de tumor na glandula mamaria
da progénie femininNa de 7 SEMANEAS ........ccevuerieeierireereeeee et ste et e steeseestesraesaesseessesreesnensens 71
5.10 Anédlise da expressdo de intermediarios da via do Era, Egfr e Ras.......c.ccocevevevveveenene 73
5.11 Analise de marcadores EPIgENELICOS ........ccevververiereeieieesestesie et ere et ere et e s e seeseas 75

5.11.1 Anédlise do padré&o de acetilacdo e metilacéo global de histonas na glandula
mamaria da progénie feminina de 7 semanas e tumores mamarios de ratas iniciadas .... 75

5.11.2 Anédlise do padr&o de metilagdo global do DNA no tecido hepético e glandula
mamaria da progénie feminina de 7 SEMAaNAS...........ccueveirirererierierieeeeee s 77

4.11.3 Anélise da expressdo de DNA metil-transferases na glandula mamaria da progénie
FEMINING B 7 SEMANAS ....c.veeeveieceeeeceeee ettt ste s e be e esaesreenaenes 78

5.11.4 Anédlise do padréo de metilagdo da regido promotora do gene ERa na glandula

mamaria da progénie feminina de 7 SEMAaNAS...........ccuevveieirierererierieeeeeeee et 79
 DISCUSSAD ..ottt 81
6.1 Concentracdes de Se e estresse OXIdAtiVO .........ccevvveerirreriere e e 81
6.2 Morfologia e marcadores de apoptose e proliferacdo da glandula maméria................... 83

6.3 Expresséo dos receptores ERa, Her-2 e EGFR........ccooiiiiiiinccceeeeeeee 84



6.4 Expressdo de oncogenes e genes supressores de tUMOr.........ooeeceerveeeerencesieseeeese e 86

6.5 Proteinas relacionadas as vias do Era, EQfr € Ras ..o 87
6.6 Marcadores EPIGENETICOS. .......cuvueirieirieirieeeiert ettt b ettt sttt nes 89
6.6.1 Modificaches €M NISTONAS ........ccceiiiiieicecereeeee e st ae 89
6.6.2 Modificacbes no padréo de metilacdo global e especifica do DNA .........ccccoevveeenen. 90

7. CONCLUSAO ..ot et et et et et et e s e e e e eeeseeseseses s sse s sesesesesesesesesesesessssasssesasesenennaes 93



1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um importante problema de saude publica, compreendendo uma das
principais causas de morte em nivel global (OMS, 2015). Dentre os diversos tipos de cancer,
as neoplasias mamarias sdo as mais frequentes entre mulheres; estima-se que em 2012
ocorreram cerca de 1,67 milhdo de casos, o que compreende 25% do total de casos de cancer.
No Brasil, 0 nUmero de casos esperados para 0 ano de 2016 € de cerca de 57 mil (INCA,
2015).

O céncer de mama é uma doenca multifatorial e, embora possa estar associado a
fatores genéticos, estima-se que apenas 7% dos casos seja resultado de heranga genética
(HULKA; MOORMAN, 2001). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2015), cerca de
um terco dos casos de cancer podem ser prevenidos por meio de mudancas no estilo de vida.
Nesse sentido, um fator de destaque associado a modulacao da susceptibilidade de individuos
ao cancer de mama ¢ a alimentacdo (DAVIS; MILNER, 2007). Alguns componentes da dieta
que tém sido relacionados com essa modulacdo incluem acidos graxos saturados e
poliinsaturados (HILAKIVI-CLARKE et al., 2005; SIERI et al., 2008), fibras alimentares
(PARK etal., 2009) e soja (TROCK; HILAKIVI-CLARKE; CLARKE, 2006). O selénio (Se)
também apresenta papel promissor na reducdo do risco de diferentes tipos de céncer,
inclusive o de mama (COMBS; LU, 2001; WHANGER, 2007; ALATISE; SCHRAUZER,
2010), por meio de sua acdo antioxidante (RAYMAN, 2012) e modulacédo da expressdo de
oncogenes e genes supressores de tumor (DONG et al., 2002; LEE et al., 2005a).

Visto que o desenvolvimento da glandula maméria se inicia no periodo embrionario
e esse 6rgdo se encontra em constante remodelamento, o cancer de mama também foi
apontado como tendo sua origem no inicio da vida (HILAKIVI-CLARKE; DE ASSIS, 2006;
HILAKIVI-CLARKE, 2007). A alimentagdo materna durante o periodo gestacional é um
importante fator capaz de alterar o ambiente intrauterino e dessa forma alterar a
suscetibilidade de seus descendentes ao cancer de mama (HILAKIVI-CLARKE; DE ASSIS,
2006; HILAKIVI-CLARKE, 2007). Além disso, sabe-se que compostos bioativos de
alimentos e nutrientes, como o selénio, podem modular mecanismos epigenéticos (ONG;
MORENO; ROSS, 2011). Como o periodo de embriogénese é marcado por extensa
reprogramacao epigenética, uma modulacéo inadequada do epigenoma durante essa fase da

vida altamente sensivel teria importantes implicagdes para sua descendéncia, tanto no curto
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como no longo prazo (NAFEE et al., 2008). Nesse sentido, aventa-se a hipdtese de que a
modulacéo do epigenoma pela alimentagcdo e hormdnios maternos poderia estar associada a
origem do cancer de mama ja no inicio da vida (BURDGE; LILLYCROP; JACKSON, 2009;
CHIAM et al., 2009; HILAKIVI-CLARKE; DE ASSIS, 2006; LILLYCROP et al., 2005;
WATERLAND; JIRTLE, 2004).

Assim, esse trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da suplementagdo ou
deficiéncia de selénio na dieta materna durante o periodo gestacional sobre a suscetibilidade

da progénie feminina ao cancer de mama.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer de mama
2.1.1 Desenvolvimento da glandula maméaria e o cancer de mama

A glandula maméria é constituida por dois compartimentos principais, o epitélio,
formado por células basais ¢ luminais e envolto pela membrana basal, e o “fat pad”; estroma
composto por adipdécitos e infiltrado por células vasculares endoteliais, fibroblastos e células
do sistema imunolégico (GJOREVSKI; NELSON, 2011; HENNIGHAUSEN; ROBINSON,
2005; POLYAK; KALLURI, 2010) (Figura 1). Um aspecto desse 6rgao que merece destaque
é seu constante remodelamento, que pode ser influenciado em trés pontos criticos;
embriogénese, puberdade e gestacdo/lactacdo (GJOREVSKI; NELSON, 2011) (Figura 2).

* Leucdcitos

0 Fibroblastos

Células basais

. Células luminais

SS=S Células endoteliais

Figura 1. Representacéo esquematica da organizacao da glandula mamaria. A arvore epitelial é envolvida
pela membrana basal (representada pela linha preta) e composta pelas células basais e luminais. Ao redor da
arvore epitelial encontra-se o estroma, formado por células do sistema imune, fibroblastos, células adiposas e
endoteliais (adaptado de POLYAK; KALLURI, 2010).
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Durante a embriogénese observa-se a formacdo de um sistema ductal rudimentar,
onde as células epiteliais formam um ducto a partir do mamilo até o “fat pad”, iniciando um
processo de ramificacdo. A formacdo dessa estrutura se d& por meio da interacdo entre
epitélio e mesénquima e a arvore epitelial rudimentar permanece quiescente até a puberdade
(SILBERSTEIN, 2001; WATSON; KHALED, 2008).

Durante a puberdade, sob o efeito dos hormdnios ovarianos, observa-se na glandula
mamaria formacao de estruturas denominadas unidades ducto-lobulares terminais (UDLTS)
na extremidade dos ductos. Analogamente, observam-se estruturas semelhantes no tecido
mamario de roedores, denominadas terminal end buds (TEBs). As TEBs sdo estruturas
compostas por duas por¢des, uma regido externa formada por uma Unica camada de células
ndo diferenciadas (stem cells) e uma regido mais interna, formada por maltiplas camadas de
células epiteliais. As células que compdem essa estrutura apresentam alta taxa de proliferacéo
e sdo responsaveis pela elongacdo e bifurcacdo dos ductos (RUSSO; RUSSO, 1980;
WATSON; KHALED, 2008).

A glandula mamaria atinge o apice de seu desenvolvimento durante a gestagdo e
lactacdo, momento em que ocorre diferenciacao das células epiteliais em alvéolos, e se da a
producdo e secrecdo do leite. Posteriormente, a glandula mamaéria sofre processo de
involucdo, que une alta taxa de apoptose de células epiteliais ao remodelamento do estroma,
resultando em caracteristicas semelhantes aquelas anteriores a gestagdo (WATSON;
KHALED, 2008; WISEMAN, 2002).

Postula-se que o cancer de mama tenha inicio nas TEBs/ULDTS, visto que essas
estruturas sdo formadas por células com alto potencial proliferativo, apresentando maior taxa
de formacdo de adutos e menor capacidade de reparo a danos ao DNA (RUSSO; RUSSO,
1980). Esta condi¢do proporciona um ambiente ideal para acumulo de modificacGes
genéticas e epigenéticas, que levam a ativacdo de oncogenes e inibicdo de genes supressores

de tumor.
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Gestacio

Nascimento Puberdade

Células basais

Células luminais Stem cells

Células epiteliais

Membrana basal

Figura 2. Etapas-chave no desenvolvimento da glandula mamaria. O inicio do desenvolvimento da glandula
mamaria se da durante a embriogénese, resultando em uma arvore epitelial rudimentar, que permanece
quiescente até a puberdade, quando sofre influéncia dos hormdnios ovarianos, e atinge desenvolvimento
méaximo durante a gestagao/lactacdo. Detalhe para a composicao das TEBs, que apresentam dois tipos celulares
(Adaptado de Gjorevski e Nelson, 2011).

O desenvolvimento de neoplasias mamarias se da de acordo com etapas bem definidas
(ALLRED; MOHSIN; FUQUA, 2001; POLYAK, 2007) (Figura 3). Células das
TEBs/ULDTSs déo origem a hiperplasias atipicas, que por sua vez originam carcinomas in
situ, que podem evoluir para metastase. A hiperplasia atipica apresenta aumento de tamanho
em relacdo a ULDTS/TEBs normais, devido a proliferacdo e acimulo de células epiteliais
(YU; MOUW; WEAVER, 2011).

Ductos normais sdo formados pela membrana basal, uma camada de células
mioepiteliais e uma camada de células epiteliais. Entretanto, no carcinoma in situ ha
diminuicdo no numero de células mioepiteliais, enquanto células do estroma, como
fibroblastos, linfécitos e células endoteliais estdo presentes em maior quantidade.
Adicionalmente, observa-se aumento no numero de células tumorais, ocasionado pela
promocédo da proliferacdo ou pela inibicdo da morte celular, enquanto a membrana basal
continua intacta (ALLRED; MOHSIN; FUQUA, 2001; POLYAK, 2007).

Ja o carcinoma invasivo destaca-se pela perda da integridade da membrana basal,
auséncia de células mioepiteliais e invasdo da matriz celular por células tumorais,

acompanhadas de macrofagos e fibroblastos, até a corrente sanguinea ou linfatica, podendo
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dar origem a metéstases (ALLRED; MOHSIN; FUQUA, 2001; POLYAK, 2007; YU;
MOUW; WEAVER, 2011) (Figura 3).

. Jeg :i?i 2
éja oql
VEE

Normal in situ Invasivo Metastatico

s ; s Células de . P P
.‘ Leucécitos === Células mioepiteliais & ® cancer “» () Ccélulas de outros érgaos

0 Fibroblastos . Células epiteliais “@- Miofibroblastos 8388  (Células endoteliais

Figura 3. Etapas do desenvolvimento do cancer de mama. O cancer de mama de mama se da por meio de etapas
bem definida, em que ocorrem alteracGes nos tipos celulares, propor¢do de células e conformacdo do tecido
(adaptado de Polyak e Kalluri, 2010).

2.1.2 Cancer de mama e Epigenética

Tradicionalmente, caracteriza-se 0 cancer como uma doenca causada pela presenca
de células com acumulo de altera¢des genéticas, denominadas células neoplésicas. Observa-
se, adicionalmente, que alteracBes em mecanismos epigenéticos também podem estar
envolvidas na iniciacdo e progressdo do cancer. Assim, alteracGes genéticas e epigenéticas
sofrem e exercem modulacdo mutua, permitindo inicio e instalagdo da neoplasia (YOU,
JONES, 2012).

O termo epigenética refere-se a mudancas herdaveis na expressao de genes que ndo
se ddo por meio de alteracdes na sequéncia do DNA (CALLINAN; FEINBERG, 2006).
Metilagdo de citosinas, modificacdes pos-tradugdo de histonas, como acetilacdo e metilacéo,
e a acdo de microRNAS (miRNAS) representam 0s principais processos epigenéticos
(ESTELLER, 2007). A adicdo covalente de grupos metil (CH3) ocorre normalmente na
posicdo 5 de citosinas seguidas por guanina nos dinucleotideos CpG (SHARMA; KELLY;
JONES, 2010). Esses dinucleotideos nédo estdo distribuidos de forma aleatoria no DNA:
concentram-se em regides denominadas ilhas CpG, localizadas em cerca de 60% dos

promotores do genoma humano (WANG; LEUNG, 2004) e que em células normais
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encontram-se ndo metilados (JONES; BAYLIN, 2002; STEARNS; ZHOU; DAVIDSON,
2007). A metilagdo do DNA é mediada pelas enzimas DNA metil-transferases (DNMTS),
sendo as mais conhecidas a DNMTL, responsavel pela manutencdo da metilacdo apds a
replicacdo do DNA, e DNMT3a e 3b, responsaveis pela metilacdo de novo do DNA
(RODRIGUEZ-PAREDES; ESTELLER, 2011; SHARMA; KELLY; JONES, 2010). Em
células normais observa-se que regides repetitivas do DNA estdo hipermetiladas, mecanismo
que previne a instabilidade cromossdmica por silenciar regides ndo codificantes e elementos
transponiveis (SUZUKI; BIRD, 2008). Além disso, a metilacdo do DNA é responsavel por
processos essenciais do desenvolvimento, como imprinting gendmico e inativacdo do
cromossomo X no sexo feminino (BIRD, 2002). A hipermetilcdo do DNA em regides
promotoras causa o silenciamento de determinados genes por impedir o0 acesso de fatores de
transcricdo ao promover uma estrutura de cromatina altamente condensada. O processo
inverso denomina-se hipometilacdo (BAYLIN; OHM, 2006; SHARMA; KELLY; JONES,
2010).

Modificaces pos-traducionais, como as induzidas por enzimas em residuos de
histonas causam remodelamento da cromatina pela modulacéo da capacidade de interacdo
entre essas proteinas nucleares e 0 DNA. A acetilacdo de histonas leva a descondensacédo da
cromatina e consequente aumento na expressao génica, enquanto a desacetilagdo de histonas
resulta na condensagdo da cromatina e inibicdo na transcricdo génica (DALVAI;
BYSTRICKY, 2010; HOWE et al., 2001; KOUZARIDES, 2007). Essas modificacGes
ocorrem, por exemplo, em residuos de lisina como H3K9 (histona 3 lisina 9) e H4K16
(histona 4 lisina 16), pela acdo de enzimas acetiltransferases (HAT) e desacetilases de
histonas (HDAC). Além disso, determinados residuos de lisina podem, ainda, ser metilados
ou desmetilados, pela acao de histona metiltransferases e histona desmetilases. A trimetilacéo
de determinados residuos de lisina como H3K27 (histona 3 lisina 27) e H4K20 (histona 4
lisina 20) resultam no silenciamento génico (DALVAI; BYSTRICKY, 2010;
KOUZARIDES, 2007).

Os miRNAs séo pequenos RNAs ndo codificantes capazes de regular a expressao
génica por meio da ligacdo a regido 3’ de mRNAs, levando a degradacdo desse mRNA ou a

inibicdo de sua traducdo (HE; HANNON, 2004). A desregulacdo na expressdo de miRNAs
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esta relacionada ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, inclusive o cancer de mama
(VAN SCHOONEVELD et al., 2015).

O equilibrio entre as marcas epigenéticas observado em ceélulas normais sofre
drésticas alteracfes em células neoplésicas, com a ocorréncia simultanea de hipermetilacdo
da regido promotora de genes especificos e hipometilacdo global do DNA. Essas alteracdes
resultam no silenciamento de genes supressores de tumor e no aumento da expressdo de
oncogenes envolvidos em mecanismos celulares essenciais, como controle de proliferacao,
sobrevivéncia e diferenciacédo celular, além da perda de imprinting, reativacéo de elementos
transponiveis e instabilidade cromossdémica (ESTELLER; HERMAN, 2002; JOVANOVIC
et al., 2010; RADPOUR et al., 2011; SADIKOVIC et al., 2008).

Nesse sentido, o gene Rassfla, supressor de tumor, apresenta-se frequentemente
silenciado por hipermetilacdo de seu promotor no cancer de mama (ESTELLER, 2007;
FENG et al., 2009; RADPOUR et al., 2009; WIDSCHWENDTER; JONES, 2002). Além de
estar envolvido em vias pro-apoptéticas mediadas por Ras, Rassfla inibe tanto a
transformacdo maligna de tumores quanto a progresséo da fase G1 para a fase S do ciclo
celular por impedir o acimulo de ciclinaD1 (KIM etal., 2003; SHIVAKUMAR et al., 2002).
Esse gene apresenta seu promotor hipermetilado em cerca de 70% dos casos de neoplasias
mamarias (HELLER et al., 2009).

Outros genes supressores de tumor encontram-se silenciados devido a hipermetilacdo
de suas regides promotoras no cancer de mama. E o caso do Brcal, responsavel por reparos
de danos ao DNA (DENG, 2006; ESTELLER et al., 2000) e Pten, responsavel pelo controle
de proliferacéo e sobrevivéncia celular (GARCIA et al., 2004; KHAN et al., 2004; SONG;
SALMENA; PANDOLFI, 2012).

Verificou-se também que a expressdo de genes envolvidos em processos epigenéticos
encontrava-se alterada em casos de cancer de mama. Assim, Girault e colaboradores
observaram aumento na expressdo de DNMTSs, em especial a DNMT3B no cancer de mama,
0 que indicaria que essa enzima exerce um papel de maior influéncia nesse tipo de neoplasia
(GIRAULT et al., 2003).

Analises in vitro utilizando linhagens de células de cancer de mama relacionam o
aumento da malignidade das mesmas ao aumento da acetilacdo de H4 e reducdo da

trimetilagcdo da histona H4K20, sendo que a perda de trimetilacdo foi acompanhada pela
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diminuicdo na expressdo das enzimas histona metil-transferases Suv39hl e Suv4-20h2
(TRYNDYAK; KOVALCHUK; POGRIBNY, 2006). Essas alteragcdes epigenéticas estdo
relacionadas a diminuigdo no controle de danos do DNA, instabilidade cromossémica e
aumento no risco de desenvolvimento de tumores (PETERS et al., 2001). Por outro lado,
outros estudos, mostraram que amostras de tecidos de cancer de mama apresentam
diminuigéo na acetilacdo de H4K16 (ELSHEIKH et al., 2009), bem como menor expresséo
da enzima hMOF, responsavel pela acetilacdo da mesma em humanos (PFISTER et al.,
2008).

Kleer e colaboradores (2003) mostraram que a expressdao de EZH2, enzima do
complexo Polycomb, que tem acdo de metiltransferase e é responsavel pela trimetilacdo de
H3K27, est4 superexpressa em amostras tecidos de cancer de mama invasivo e metastatico.
O aumento de expressdo foi relacionado a maior proliferacdo de células tumorais, capacidade
de crescimento celular independente de ancoragem e invasdo celular (BACHMANN et al.,
2006; KLEER et al., 2003).

2.1.3 DMBA como modelo de estudo do cancer de mama

Um dos principais modelos para estudo do cancer de mama em animais € baseado na
iniciacdo com o carcindgeno 7,12,dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) em ratas da linhagem
Sprague-Dawley (BARROS et al., 2004; CLARKE, 1997 ; RUSSO; RUSSO, 1987). O
DMBA € um hidrocarboneto policiclico aromatico que apresenta grande potencial
imunossupressor e carcinogénico (GAO et al., 2005). Para exercer sua atividade
carcinogénica, 0 DMBA precisa ser metabolicamente ativado através de enzimas do
citocromo P450. Mais especificamente, a enzima CYP1A é responsavel por sua ativacao no
figado, enquanto a CYP1B é responsavel por sua ativacdo em outros 6rgdos, como na
glandula mamaria (CHRISTOU et al., 1995; LAMBARD et al., 1991). Sua metabolizagédo da
origem a intermediarios epoxidos mutagénicos, responsaveis pela formacdo de adutos do
DNA, que por sua vez, sdo responsaveis por mutacdes no DNA e pela transformacéo maligna
celular.

Estudos mostram que a carcinogénese resultante da administracdo de DMBA em
roedores tem inicio nas TEBs (RUSSO; RUSSO, 1987). Observa-se a maior captacdo de
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carcindgeno pelo nucleo das células dessas estruturas, maior taxa de conversdo de DMBA
em epdxidos e capacidade reduzida no reparo de adutos de DNA (RUSSO; RUSSO, 1987).
A administragdo de DMBA ocorre em roedores entre 40-55 dias de vida, por tratar-
se de um periodo com alta densidade e alta proliferacdo de TEBs, que € associada ao aumento
na sintese de DNA, que por sua vez aumenta a taxa de ligacao entre DNA e o carcin6geno
(RUSSO; WILGUS; RUSSO, 1979). A maior parte dos tumores desenvolvidos a partir da
administracdo de DMBA sdo adenocarcinomas que, assim como tumores mamarios em
humanos, sdo dependentes de hormonios ovarianos, bem como de alta taxa de proliferacédo
celular e da idade de exposicao ao carcindgeno, que pode ter sua efetividade modulada por

diversos fatores ambientais, como alimentacdo (RUSSO et al., 1990).

2.2 Cancer de mama e nutricao

O cancer de mama € o tipo de cancer mais frequente em mulheres no mundo, sendo
de 1,7 milhGes a estimativa do numero de casos diagnosticados por ano, enquanto o0 nimero
de mortes é de cerca de 520 mil (TORRE et al., 2015; OMS, 2013). Embora conhecido como
uma doenca caracteristica de paises desenvolvidos, sua incidéncia em paises em
desenvolvimento corresponde a 50% da incidéncia global (JEMAL et al., 2011). No Brasil,
o cancer de mama é a neoplasia de maior incidéncia entre mulheres, correspondendo a 22%
do numero de casos de cancer por ano, com cerca de 57 mil novos casos e 13 mil mortes por
ano (INCA, 2015).

A incidéncia de cancer de mama varia muito entre mulheres que vivem em diferentes
localidades. Assim, por exemplo, verificou-se que em paises da Africa Central e Asia
Oriental a frequéncia é de cerca de 30 casos a cada 100.000 mulheres, enquanto na Europa
Ocidental esse numero € 90 casos a cada 100.000 mulheres (FERLAY et al., 2014; PARKIN;
FERNANDEZ, 2006). Estudos realizados com individuos migrantes de paises asiaticos para
paises ocidentais mostraram que as geracOes posteriores a migragdo eram mais susceptiveis
ao desenvolvimento do cancer de mama (PORTER, 2008). Essa maior susceptibilidade se
mostrou proporcional a geracdo de descendentes de migrantes (ZIEGLER et al., 1993) ou ao
seu nivel de aculturagdo (TSENG et al., 2006) sendo que, em alguns casos, a incidéncia

tornou-se semelhante a observada na regido de imigracao. Isso sugere que fatores ambientais
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e comportamentais, além dos genéticos, teriam papel relevante na modulacao do risco para
essa neoplasia.

Alguns dos fatores relacionados ao estilo de vida que podem modular o risco de
desenvolvimento de cancer de mama sao: idade da menarca e da primeira gravidez,
nuliparidade, uso de anticoncepcionais orais e de terapia de reposicdo hormonal, aléem da
prética de exercicios fisicos, consumo de alcool e dieta (BALLARD-BARBASH et al., 2009;
KRUK, 2014; MADIGAN et al., 1995).

Um fator de destaque associado a modulacdo do risco de cancer é a alimentacéo.
Estudos mostraram que, em paises desenvolvidos, cerca de 30% dos casos de cancer estariam
relacionados a dieta, enquanto que em paises em desenvolvimento, fatores nutricionais
seriam responsaveis por 20% dos casos (NAHLEH; BHATTI; MAL, 2011). Mais
especificamente com relacdo ao cancer de mama, diversos estudos mostram que a dieta pode
ser um fator relevante no risco de desenvolvimento da doenca (PETRIC et al., 2015;
LAMARTINIERE et al., 1995; SIERI et al., 2008; WITTE; HARDMAN, 2015).

Fatores dietéticos que tém sido relacionados com a modulagdo do risco de cancer de
mama incluem, por exemplo, diferentes tipos de lipidios. Nesse sentido, estudos indicam que
0 alto consumo de ®-3, bem como um aumento na razdo -3/w-6 na dieta, estaria
inversamente relacionado ao risco de cancer de mama (LI, 2015; WITTE; HARDMAN,
2015). Da mesma forma, o consumo de azeite de oliva extra virgem, rico em ®-9, resultou
na diminui¢do na incidéncia dessa neoplasia (TOLEDO et al., 2015). Por outro lado, o
consumo de &cidos graxos saturados, como palmitico e oleico, estdo associados a aumento
no risco de cancer de mama (SCZANIECKA et al., 2012).

O consumo de cha verde por mulheres norte americanas de origem asiatica mostrou-
se inversamente proporcional ao desenvolvimento de cancer de mama (WU et al., 2003). O
tratamento de células de cancer de mama, com a epigalocatequina-3-galato, composto
fenolico presente no cha verde, resultou em diminuicdo na proliferacdo celular pela
interrupcdo do ciclo celular na fase G1, através da inibicdo das ciclinas D e E
(THANGAPAZHAM et al.,, 2007). Esse composto ainda apresenta propriedades
antioxidativas e de promocdo de apoptose, também responsaveis por seu potencial
quimiopreventivo (PETRIC et al.,, 2015). O alto consumo de fibras na dieta estaria

relacionado a diminui¢do no risco de cancer de mama tanto em estudos epidemiol6gicos
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(AUNE et al., 2012; PARK et al., 2009), como em modelos animais (COHEN et al., 1991).
O mesmo foi observado com relagdo ao alto consumo de antioxidantes por mulheres no
periodo p6s menopausa (PANTAVOS et al., 2015). Merece destaque nesse sentido o
micronutriente essencial selénio, que apresenta papel promissor na reducdo do risco de
diferentes tipos de cancer, inclusive o de mama (ALATISE; SCHRAUZER, 2010; IP, 1998;
LIU etal., 1991; WHANGER, 2007).

2.2.1 Selénio e cancer de mama

O (Se) foi descoberto em 1817 pelo quimico Jons Jacob Berzelius e foi considerado
um elemento tdxico durante muitos anos. Apenas em 1957 observou-se que a auséncia de
selénio na dieta era responsavel por necrose hepatica observada em animais e a sua adigdo
poderia reverter tal quadro, demonstrando que o selénio € um micronutriente essencial
(SCHWARZ; FOLTZ, 1957).

Sabe-se que o Se desempenha fungdo em diversos processos regulatérios do
organismo, como manutengdo do sistema imune e reprodutivo, além da modulagéo do risco
de doencgas, como as cardiovasculares e cancer (RAYMAN, 2012). Uma das formas atraves
das quais esse micronutriente atua no organismo é por meio da acdo de selenoproteinas;
proteinas que apresentam o aminoacido selenocisteina em sua composi¢do, como € 0 caso da
glutationa peroxidase 1 (GPx1), selenoproteina responsavel pela reducdo do peréxido de
hidrogénio (ROTRUCK et al., 1973).

Embora o consumo de Se varie amplamente em a@mbito mundial, de 7 a 4990 ug/dia
devido a diferentes concentrac@es de selénio no solo de diferentes regides, o consumo diario
recomendado desse micronutriente é de 50-60 ug, quantidade necessaria para a atividade
méaxima da GPx1 (RAYMAN, 2012). No entanto, a maior parte dos paises no mundo
apresenta consumo de selénio abaixo do recomendado (FAIRWEATHER-TAIT etal., 2011).

Na década de 1970, observou-se que a taxa de mortalidade causada por diversos tipos
de céncer era menor em individuos que moravam em locais caracterizados pela alta
concentracdo de Se no solo (SHAMBERGER; WILLIS, 1971). Porém, o interesse pelo
potencial anticarcinogénico desse micronutriente foi realmente impulsionado com a

publicacdo de Clark e colaboradores (1996) sobre os resultados do Nutritional Prevention of
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Cancer Study, em que individuos cuja dieta foi suplementada com Se (levedura enriquecida
com Se) em concentracfes supranutricionais (200 npg) apresentaram uma incidéncia
significativamente menor de cancer de pulmdo, colon e prostata.

Em 2001 iniciou-se o SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial),
estudo que analisou o efeito da suplementacédo com Se (selenometionina) no risco de cancer
de prostata e cujos resultados mostraram gque nao houve, entretanto, protecdo (LIPPMAN et
al., 2009). Visto que parte dos estudos populacionais aponta para o efeito protetor do Se, tal
resultado inesperado indica que sdo necessarios mais estudos que considerem, inclusive, dose
e forma quimica de Se a serem utilizadas, para se estabelecer uma relagdo entre este composto
e 0 desenvolvimento de diferentes neoplasias (EL-BAYOUMY, 2009; HATFIELD;
GLADYSHEV, 2009).

Mais especificamente em relagdo ao cancer de mama, observou-se que individuos
portadores dessa neoplasia apresentam concentrac@es inferiores de Se no plasma e unhas em
relacdo individuos saudaveis (ALATISE; SCHRAUZER, 2010; LOPEZ-SAEZ et al., 2008;
MANNISTO et al., 2000; REJALI; JAAFAR; ISMAIL, 2007). Além disso, observou-se que
0 maior consumo de selénio, estimado a partir de questionario de frequéncia alimentar,
resultou em menor incidéncia de mortalidade por cancer de mama em mulheres suecas
portadoras da doenca (HARRIS; BERGKVIST; WOLK, 2012), bem como em menor
ocorréncia de quebras no DNA de mulheres portadoras de polimorfismo no gene BRCA1
(KOTSOPQOULOS et al., 2010; KOWALSKA et al., 2005).

Em modelos conduzidos em animais, a acdo anticarcinogénica do Se mostrou-se
dependente da dose administrada e, principalmente, da forma quimica em que o
micronutriente se encontra (IP et al., 1991). Selenito e selenometionina constituem formas
muito utilizadas em experimentos de quimioprevencao do cancer de mama (IP; HAYES,
1989). O consumo de dieta contendo de 3-5 ppm de selenito de sodio por ratas da linhagem
Sprague-Dawley inibiu em 50% a carcinogénese mamaria quimicamente induzida pelo
carcinbgeno DMBA (IP, 1981; LIU et al., 1991; THOMPSON et al., 1982). A
selenometionina administrada nas mesmas concentracgdes, no entanto, foi menos eficiente do
que o selenito, tanto em relacdo ao nimero de tumores, como a incidéncia dos mesmos em
animais induzidos com DMBA. Esse efeito poderia ser explicado pelo fato da

selenometionina ser incorporada em proteinas no lugar de metionina, reduzindo sua
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metabolizacdo a metilselenol, composto indicado como responsavel pela acao
anticarcinogénica do Se (IP; HAYES, 1989; THOMPSON; MEEKER; KOKOSKA, 1984).
Por outro lado, a deficiéncia de Se na dieta (0,02-0,1 ppm) pode promover o desenvolvimento
desse tipo de neoplasia em animais iniciados com DMBA (IP; DANIEL, 1985; IP, 1981).

Alguns dos possiveis mecanismos responsaveis pelo efeito protetor do Se contra o
desenvolvimento de cancer foram tema de diversas revisdes (EL-BAYOUMY, 2001;
JACKSON; COMBS, 2008; RAYMAN, 2005), sendo eles a diminui¢do na formacgéo de
adutos de DNA pelo agente carcinogénico DMBA, o que explicaria a protecdo na fase de
iniciacdo da doenca; efeito antioxidante por meio da enzima glutationa peroxidase; inducao
de apoptose e inibicdo da proliferagdo celular. Ainda, o Se pode modular diferentes alvos
moleculares em linhagens de cancer de mama, como genes responsaveis pelo controle do
ciclo celular como ciclina D1 e cdk4, bem como aqueles envolvidos com processos
apoptoticos, como c-jun e GADD153 (DONG et al., 2002), bem como o gene que codifica
para o receptor de estrégeno (ERa) (LEE et al., 2005a).

O Se se destaca também por sua influéncia em processos epigenéticos (DAVIS;
UTHUS; FINLEY, 2000; XIANG et al., 2008; BARRERA et al., 2008). Em células LNCaP
de céncer de prdstata o tratamento com selenito inibiu a expressdo de DNMT1, 3a e de
HDAC, bem como induziu a desmetilacdo do promotor do gene GSTP1, envolvidos na
protecao contra estresse oxidativo (XIANG et al., 2008). De forma interessante, o tratamento
dessa mesma linhagem com selenometionina ndo alterou a expressdo de GSTP1
(RAMACHANDRAN et al., 2007), ressaltando a importancia da forma quimica de selénio.
Em células tumorais de célon Caco-2, o tratamento com Se reduziu a metila¢do do promotor
do gene supressor de tumor p16™K4A (BARRERA et al., 2008), enquanto a deficiéncia de Se
induziu hipometilagéo global do DNA (DAVIS; UTHUS; FINLEY, 2000).

2.3 Programacéo fetal

Programacdo fetal, também conhecida como hipotese desenvolvimentista de doengas
crénicas ou ainda Hipdtese de Barker, refere-se a constatacdo de que existem periodos
especificos no desenvolvimento em que 0 organismo se encontra mais suscetivel a alteragdes

no ambiente. Dessa forma, estimulos e insultos durante esses breves periodos podem causar
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alteracdes em estruturas e funcdes de 0rgaos e sistemas, alteragdes essas que podem modular
o risco de desenvolvimento de doencas cronicas na vida adulta desse organismo (BARKER,
2004).

Diversos estudos, tanto epidemioldgicos quanto em modelos animais, foram
realizados para analisar o impacto de fatores ambientais na programacao de doencas. Nesse
sentido, a ocorréncia de infeccdes virais no sistema nervoso central durante a infancia foi
relacionada ao desenvolvimento de esquizofrenia na idade adulta (DALMAN et al., 2008).
Animais expostos a altas concentracdes de glicocorticoides durante o periodo fetal
apresentaram baixo peso ao nascer e tiveram seu metabolismo de glicose programado, como
observado pela hiperglicemia e resisténcia a insulina na vida adulta (NYIRENDA et al.,
1998). Ratos expostos a bisfenol-A durante o periodo embrionario tornaram-se mais
suscetiveis ao surgimento de lesdes pré-neoplasicas na prostata (HO et al., 2006).

Assim como outras doencas crénicas ndo transmissiveis, o cancer de mama pode
apresentar sua origem no periodo embrionario. Em 1990, Trichopoulos sugeriu que o risco
de desenvolvimento do cancer de mama estaria associado a concentragdo de estrégeno a que
o individuo foi exposto durante o periodo gestacional. Tendo em vista que a concentracdo de
estrégeno durante esse periodo pode ser indiretamente avaliada pelo peso ao nascer, gestacéo
de gémeos dizig6ticos e ocorréncia de eclampsia, entre outros fatores, notou-se que os dois
primeiros estdo associados a um aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama
na vida adulta, enquanto o Gltimo foi relacionado a diminuicdo nesse risco (EKBOM et al.,
1992). Do mesmo modo, filhas de mulheres que utilizaram o composto dietilestilbestrol,
estrogeno sintético prescrito na década de 40 para mulheres que apresentavam risco de
aborto, durante a gestacéo, apresentaram um aumento no risco de desenvolvimento de cancer
de mama (PALMER et al., 2006).

Estudos experimentais também corroboram as observacbes de estudos
epidemioldgicos; ratas com maior concentracdo plasmatica de estrogeno durante a gestacao
tiveram filhas que apresentaram maior suscetibilidade & carcinogénese mamaria
quimicamente induzida (HILAKIVI-CLARKE et al., 1997). A exposic¢do in utero a altas
concentragOes de estrogeno causou em ratas aumento no numero de TEBs, aumento na
proliferacdo e diminuicdo de morte celular nessas estruturas, bem como alteragcdes na

expresséo de genes como a caveolina-1 e seus alvos downstream (SHAJAHAN et al., 2010).
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Dentre os diversos elementos capazes de alterar o ambiente intrauterino e, por meio
disso, alterar a suscetibilidade da prole feminina ao cancer de mama na vida adulta, a
alimentacdo materna apresenta papel de destaque.

2.4 Programacdo fetal e nutricdo

Um dos principais exemplos do impacto da alimentacéo na programacdo fetal se deu
em decorréncia da Fome Holandesa. Durante o inverno de 1944-1945, em meio a Segunda
Guerra Mundial, tropas alemés impediram o fluxo de alimentos da zona rural a zona urbana
da Holanda. Dessa forma, o consumo calérico da populacdo da regido caiu abruptamente de
2000 calorias para cerca de 400-800 calorias por dia, até que, ao final do cerco, a ingestdo
caldrica retornou aos seus valores originais. Estudos mostraram que individuos expostos a
essa restricdo alimentar durante o periodo fetal apresentaram maiores indices de obesidade,
resisténcia a insulina, aumento da pressdo arterial e risco de doencas cardiovasculares na vida
adulta (ROSEBOOM et al., 2001).

A alimentacdo materna vem sendo considerada um dos principais fatores de
modulacdo do ambiente intrauterino e que poderia programar o risco de desenvolvimento de
cancer de mama na progénie (HILAKIVI-CLARKE; DE ASSIS, 2006; HILAKIVI-
CLARKE, 2007). Estudos conduzidos com ratas mostram que diferentes intervengoes
nutricionais durante o periodo gestacional podem aumentar a suscetibilidade da progénie
feminina a carcinogénese mamaria quimicamente induzida. Esse efeito se da por meio da
alteracdo na diferenciacdo da glandula mamaria e expressdo de genes relacionados a
proliferacdo celular e apoptose (HILAKIVI-CLARKE; DE ASSIS, 2006; HILAKIVI-
CLARKE, 2007).

Hilakivi-Clarke e colaboradores (1997) alimentaram ratas prenhas com dieta em que
cerca de 40% das calorias eram provenientes de 6leo de milho (rico em &cidos graxos w—6)
e observaram que, ao induzir a carcinogénese mamaria na progénie feminina com o
carcindgeno DMBA, a incidéncia de tumores foi maior e a laténcia de seu aparecimento foi
menor, quando comparado a progénie do grupo controle (cerca de 15% das calorias totais
provindas de 6leo de milho). lon e colaboradores (2010), por outro lado, observaram que o

consumo de dieta com alto teor de &cidos graxos da familia -3, provenientes do 0Oleo de

37



canola, por ratas prenhas, reduziu o desenvolvimento tumoral no tecido mamario da progénie
feminina.

A ingestdo de alcool por ratas prenhas causou aumento no nivel de 17p-estradiol no
plasma das mesmas, assim como aumento, na progénie feminina, do nimero de TEBs, bem
como da incidéncia e numero de tumores, (HILAKIVI-CLARKE et al., 2004).
Recentemente, verificou-se que a suplementacdo da dieta materna com acido fdlico
aumentou o risco de desenvolvimento de tumores mamarios nas filhas, aumentando a
multiplicidade de tumores e diminuindo o periodo de laténcia do aparecimento dos mesmos
(LY etal., 2011).

Estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa mostrou que o consumo de dieta rica
em lipidios provindos de fonte animal (banha) por ratas no periodo de gestacdo ou gestacdo
e lactagdo causou diminuigdo no risco de desenvolvimento de cancer de mama na progénie
feminina (DE OLIVEIRA ANDRADE et al., 2014). Esse resultado foi acompanhado por
diminuicdo na elongacdo da arvore epitelial mamaria e diminuicao na proliferacdo celular,
além da modulacéo na expressdo de proteinas e alteracdo da expressdo global de H3K9me3.

Um dos mecanismos atraveés dos quais a nutricdo durante periodos-chave do
desenvolvimento pode causar a programacéao de fendtipos na vida adulta é pela modulagéo
de processos epigenéticos. Diversos estudos utilizando modelos animais foram realizados
nesse sentido. Observa-se que larvas fémeas de abelhas podem originar abelhas operéarias ou
rainhas. Seu destino é dependente da dieta recebida durante o periodo larval, sendo que essa
influéncia da dieta é exercida por meio da modificacdo nos padroes de metilagdo do DNA
(KUCHARSKI et al., 2008).

Experimentos com camundongos Agouti mostraram que a dieta materna durante o
periodo gestacional tem profunda influéncia no padrdo de metilacdo do genoma dos filhotes,
alterando o padrédo fenotipico da prole em relagdo a coloracéo da pelagem e, adicionalmente,
seu metabolismo e suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas cronicas, como obesidade
(COONEY; DAVE; WOLFF, 2002). Em ratas, a suplementacdo da alimentacdo materna com
acido folico reverteu as alteragdes na metilacdo do DNA e em histonas induzidas por restricdo
proteica (CRACIUNESCU et al., 2004; LILLYCRORP et al., 2007). A hipometilacdo do
promotor do receptor de estrogeno a no tecido mamario de ratas jovens também pode ser

modulado in utero com dieta materna com alto teor de acidos graxos ®-6, resultando em
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aumento do risco de cancer de mama (YENBUTR; HILAKIVI-CLARKE; PASSANITI,
1998).

A deficiéncia ou suplementacdo com Se durante o periodo gestacional poderia ter
consequéncias fundamentais para o risco de desenvolvimento de cancer na progénie. Estudo
pioneiro desenvolvido por Popova (2002), verificou que camundongos sujeitos a
suplementacdo com selenito na dgua de beber durante a tltima semana de gravidez e dez dias
apos o parto causou na progénie masculina diminuicao significativa no nimero de tumores

espontaneos no figado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se 0 consumo de racéo deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio, sob
a forma de selenato de sodio, por ratas durante o periodo gestacional influencia a suscetibilidade da
prole feminina & carcinogénese mamaria quimicamente induzida, bem como possiveis mecanismos

celulares, moleculares e epigenéticos envolvidos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as concentracdes de selénio no sangue total de ratas prenhas expostas a
racao deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo
gestacional;

e Determinar as concentracOes de selénio no plasma e eritrocitos e atividade da enzima
GPx nos eritrécitos da progénie de 3 e 7 semanas de ratas expostas a racao deficiente
(0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo gestacional;

e Avaliar as concentracdes de malonaldeido no figado da progénie de ratas expostas a
racao deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo
gestacional;

e Avaliar a morfologia da glandulas mamarias da progénie de ratas expostas a racédo
deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo
gestacional;

e Auvaliar em glandulas mamaérias da prole de ratas expostas a racao deficiente (0,05
ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo gestacinal:

- Padréo de metilagéo global do DNA

- Padrdo de acetilacdo de histonas H4K16 e H3K9, de metilacdo de H4K20, H3K27, H3K9
e H3K4

-Expressdo dos receptores ERa e HER-2

- Expressao de marcadores de proliferagédo celular e apoptose
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-Expressdo de oncogenes e genes supressores de tumor relacionados ao desenvolvimento de

cancer de mama

-Estado de metilacéo da regido regulatorio do gene Era

Avaliar o desenvolvimento de neoplasias mamarias induzidas pelo carcindgeno
DMBA na progénie de ratas expostas a ragdo deficiente (0,05 ppm) ou suplementada
(1 ppm) com selénio durante o periodo gestacional;

Realizar anélise histopatoldgica dos tumores de mama da progénie de ratas expostas
a racao deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo
gestacional;

Avaliar padrdo de acetilacdo de histonas H4K16 e H3K9, de metilacdo de H4K20,
H3K27, H3K9 e H3K4 nos tumores mamarios na progénie de ratas expostas a racdo
deficiente (0,05 ppm) ou suplementada (1 ppm) com selénio durante o periodo

gestacional.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos e ratas da linhagem Sprague-Dawley, obtidos da colonia do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universidade de
Sdo Paulo (FCF/IQ-USP), mantidos em gaiolas de polipropileno com tampas de aco
inoxidavel e contendo maravalha previamente esterilizada. O ensaio bioldgico foi realizado
nas dependéncias do biotério da FCF/1Q-USP, em ambiente com temperatura e umidade
ambiental controladas, sob ciclo de 12hs claro-escuro. O presente projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da FCF-USP (Protocolo
CEUA/FCF/326).

4.2 Rac0es ofertadas durante o periodo gestacional

Ratas prenhas da linhagem Sprague-Dawley dos grupos CO, SUP e DEF foram
alimentadas com rag&o formulada com base na AIN-93G (Reeves et al., 1993), apresentando
alteracdes apenas quanto a concentracdo de selenato de sdédio no mix de minerais. Dessa
forma, o grupo controle recebeu racédo contendo 0,15 ppm de Se e o grupo SUP recebeu racéo
contendo 1 ppm de Se. Ao grupo DEF, no entanto, foi ofertada racdo em que ndo houve o
acréscimo de selenato de sodio, visto que a caseina apresenta quantidade residual de selénio,

resultando em uma concentracédo de cerca de 0,05 ppm de Se.

4.3 Protocolo experimental

Ap0s periodo de aclimatagdo (uma semana) as ratas foram distribuidas aleatoriamente
em 3 grupos com quantidade inicial de 10 ratas cada (Figura 4) e iniciaram o consumo das
respectivas racfes experimentais. Apos duas semanas, as ratas (8 semanas de idade) foram
acasalas com ratos de 10 semanas de idade na proporcao de 1 macho para cada 2 fémeas por
gaiola. O acasalamento foi realizado no periodo escuro e o dia gestacional foi determinado

por presenca de esperma no esfregaco vaginal.
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Grupo CO: ratas que receberam durante a gestacdo racdo AIN-93G contendo 0,15
ppm de Se sob a forma de selenato de sodio e cuja parte da progénie feminina foi eutanasiada
com 7 semanas de idade e parte iniciada com DMBA e eutanasiada com 15 semanas de idade;

Grupo DEF: ratas que receberam durante a gestacdo racdo AIN-93G contendo 0,05
ppm de Se sob a forma de selenato de sodio e cuja parte da progénie feminina foi eutanasiada
com 7 semanas de idade e parte iniciada com DMBA e eutanasiada com 15 semanas de idade;

Grupo SUP: ratas que recebem durante a gestacdo ragdo AIN-93G contendo 1 ppm
de Se sob a forma de selenato de sodio e cuja parte da progénie feminina foi eutanasiada com

7 semanas de idade e parte iniciada com DMBA e eutanasiada com 15 semanas de idade;

Grupo 2 sem + Gestagéo Lactagao Prole feminina

Ef E2

CO E— 3 |
—

E1l E2

; }
SuP | — L 4

M Y

E1

' E2
DEF | — \ 4 ¢

I Y

s Racao contendo 0,15 pp Se
== Racao contendo 1 ppm Se
== Racao contendo 0,05 ppm Se

3 Racdo comercial

‘ 7,12-dimetilbenz[a]antraceno; 50 mg/kg peso corp[oreo
E1 Eutandsia se ratas com 7 semanas de idade, nao iniciadas com DMBA

E2 Eutanasia de ratas com 15 semanas de idade, iniciadas com DMBA

Figura 4. Desenho experimental.

Apds o nascimento, parte da progénie foi mantida com a rata méae (até 8 filhotes por
mde) em gaiolas de polipropileno com tampas de aco inoxidavel contendo maravalha
previamente esterilizada (1 gaiola para cada ninhada). A racdo das mées dos grupos DEF e
SUP foi modificada para a ragdo do grupo controle (0,15 ppm Se) a partir do nascimento e

mantida até o final do periodo de lactagcdo. A progénie de todos os grupos foi desmamada
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apos 3 semanas do nascimento, alimentada com racdo comercial e mantida em gaiolas de
polipropileno com tampas de aco inoxidavel contendo maravalha previamente esterilizada.
Vinte animais da progénie feminina de cada grupo foram submetidos ao modelo de
carcinogénese mamaria por meio de iniciagio com DMBA, sendo eutanasiados com 15
semanas de idade. O restante da prole feminina foi eutanasiada com sete semanas de idade.
A prole masculina foi eutanasiada com 3 e 7 semanas e o material colhido (plasma, eritrocitos
e tecido hepatico) para andlises do estado nutricional da progénie.

4.4 Avaliacéo da concentracdo de Se no plasma, eritrocitos e sangue total

Para a avaliacdo da concentracdo de selénio, utilizaram-se amostras de sangue total
de ratas prenhas no 17° dia de gestacdo e de sua progénie masculina e feminina no dia do
nascimento, bem como de plasma da progénie masculina com 3 semanas de idade e plasma
e eritrdcitos da progénie masculina com 7 semanas de idade. As amostras foram transferidas
para tubos contendo &cido nitrico e submetidas a agquecimento gradual de 50 a 150°C em
bloco digestor. Apds total digestdo das amostras, adicionou-se acido cloridrico (1,2N) e as
amostras foram aquecidas até 200°C durante 2h, para a reducdo do Se VI a Se IV. Por fim,
estas amostras foram diluidas para 25mL com agua deionizada e submetidas a leitura por
espectrometria de absorcdo atdmica por geracdo de hidretos acoplados a cela de quartzo
(GONZAGA, 2002).

4.5 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A determinacdo da atividade da GPx foi realizada em amostras de eritrécitos da prole
masculina de 3 e 7 semanas de idade com o auxilio de Kkits comerciais (Ransel 505 —
RANDOX Laboratories, Crumlin/UK) adaptados para o uso em analisador bioquimico
automatico (Liasys® MAS, Rome, Italy). O método se baseia na oxidacdo da glutationa
reduzida por um hidroperdxido, catalisada pela GPx. Na presenca da enzima e do cofator
NADPH, a glutationa oxidada é imediatamente convertida a forma reduzida com a oxidacéao
concomitante do NADPH em NADH™ (PAGLIA; VALENTINE, 1967).
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4.6 Analise das concentracdes de malonaldeido no tecido hepéatico da progénie

masculina de 3 e 7 semanas

Amostras de tecido hepatico (100 mg) da prole masculina (n = 5/grupo), dos grupos
CO, SUP e DEF, de 3 e 7 semanas, foram homogeneizadas e transferidas para um eppendorf
de 1,5 mL contendo 12,5 puL de BHT 0,2% e 6,25 pL de NaOH 10N. As amostras foram
aquecidas em banho a 60 °C por 3 minutos. Apos resfriamento em gelo por 10 minutos, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Apds centrifugacédo, 500
pL do sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf de 2 mL, e adicionou-se 250 pL
de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,6% a cada amostra. Novamente as amostras foram aquecidas
em banho a 95°C por 30 minutos. Apds resfriamento em gelo por 10 minutos, foi realizada a
extracdo de malondialdeido (MDA) com 750 uL de butanol por 15 segundos em vortex na
velocidade maxima. Apoés extracao, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C por
10 minutos. 650 pL do sobrenadante foi filtrado utilizando-se microfiltro de 13 mm
(Millex®, Millipore) e transferido para leitura em HPLC com detector DAD 532 nm, coluna
Phenomenex Reverse-phase C18(250 mm X 4,6 mm x 5 pm), fluxo de 1 mL/min. Os

resultados sdo expressos em ng/mg de proteina.

4.7 Inducdo da carcinogénese mamaria na progénie feminina

As neoplasias mamarias foram induzidas pelo modelo classico que emprega o
carcinbgeno DMBA para iniciacdo da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7
semanas de idade. Os animais receberam, por intubacdo gastrica, uma dose Unica dose (50
mg/kg de peso corpdreo) de DMBA (Sigma, EUA) dissolvida em 6leo de milho em volume
final de 0,5mL (de OLIVEIRA ANDRADE et al., 2014). Apo6s 7 semanas da inducdo da
carcinogénese mamarias, 0s animais forma eutanasiados em camera de CO,. Apdls a
eutanasia, as glandulas e neoplasias mamarias foram retiradas, lavadas em solugéo salina
0,9%. Um fragmento do material foi fixado em formalina tamponada neutra a 10% e o
restante congelado em nitrogénio liquido e armazenado em “freezer” a —80°C para futuras

analises.
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4.8 Analise macroscopica das mamas

Ap0s quatro semanas da iniciagdo com DMBA, todos os animais foram apalpados a
cada trés dias de modo a se registrar a presenca, localizacdo e data de detec¢édo de todas as
neoplasias mamarias (WHITSETT; CARPENTER; LAMARTINIERE, 2006). Foram
analisados: laténcia de aparecimento de neoplasias mamarias; incidéncia de neoplasias
mamarias (nimero de animais com neoplasias/numero total de animais), nimero médio
(ndmero de neoplasias/animal), multiplicidade (numero de neoplasias/animal com tumores)

e peso das neoplasias mamarias.

4.9 Andlise histopatolégico dos tumores mamarios da progénie feminina por meio de

coloracéo por hematoxilina e eosina (H&E)

Cortes de neoplasias mamarias foram fixados em formalina tamponada neutra a 10%
e corados com H&E como descrito por Junqueira e Junqueira (1983). O exame
histopatoldgico dos tecidos foi realizado classificando-as em papilifero, cribiforme,
cribiforme/comedo, misto e tubular, além de carcinoma in situ (CIS), caracterizado por ser
uma lesdo inicial ndo invasiva (COSTA; SOLANAS; ESCRICH, 2002).

4.10 Morfologia da glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas

Uma das glandulas mamarias abdominais da prole feminina de 7 semanas dos grupos
CO, DEF e SUP foi utilizada para montagem total para contagem de TEBs (Terminal End
Buds). Para a montagem total, o tecido mamario foi incubado em fixador (6 partes de tanol
100%, 3 partes de cloroférmio e 1 parte de acido acético glacial) por periodo overnight.
Posteriormente as laminas foram lavadas por 15 min em etanol 70, 50 e, por fim 30%. As
laminas foram entdo lavadas em agua por 5 min e incubadas com carmine (Sigma-Aldrich)
overnight. O material foi entdo lavado em &gua corrente para retirada de excesso de corante
e lavado por 15 min em etanol 90, 95 e 100% e permaneceram no Xilol para retirada de
gordura do tecido. As TEBs foram contadas na periferia da arvore epitelial (DE ASSIS et al.,
2010).
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4.11 Avaliacdo da expressdo génica no tecido mamario da progénie feminina de 7

semanas

4.11.1 Expressdo de mRNA por gPCR

A extracdo de RNA do tecido mamaério foi realizada com RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit (Qiagen), de acordo com suas instrugdes e sua concentracao e pureza foram determinadas
por espectrofotometria (Nanodrop1000, ThermoScientific). A conversdo do RNA para
cDNA pela enzima transcriptase reversa foi realizada com High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies) de acordo com instrucdes do fabricante, utilizaram-se
2 ug de RNA para a reacao.

Adicionou-se ao cDNA (concentracdo final de 1,25 ng/ul) 5 ul de SYBR green
Master mix (EvaGreen, Biotium) e 0.5 ul dos primers (5 ug/ul) (Tabela 1). A reacdo de
amplificagéo foi realizada no aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e consistiu em duas etapas: etapa de 15
min a 95°C e 40 ciclos de 95 °C por 10 s e 60 °C por 30 s. Cada amostra foi utilizada em
triplicata. Os niveis absolutos de expressdo génica foram determinados utilizando-se uma
curva relativa de concentragdo, a eficiéncia da reacdo foi considerada adequada entre 90-
110%. Por meio do programa GENORM, os genes Gapdh, Tbp, Actina e Hprt foram testados
e 0 gene Gapdh foi escolhido como o melhor candidato a gene de referéncia. O nivel de
expressao dos genes alvo foram normalizados pelo gene de referéncia Gapdh. Os primers
foram desenhados utilizando-se o programa IDT tool primer design e confeccionados pela
IDT (Integrated DNA Technologies, USA).
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para analise de expressao génica

Gene Foward Reverse
Actina 5" GAG ACCTTC AACACCCCAGC 3 5’ CAG TGG TAC GAC CAG AGGAC ¥
Brcal 5> AGA GTA AAT GCA CCC GATGG ¥ 5> TGC CCT CAG AAA AGT CAC AAG 3°
c-myc 5’CTCGCGTTATTT GAAGCCTG 3’ 5’ TCG CAG ATG AAATAG GGC TG 3°
DNMT3a 5° GGT CAT GTG GTT CGG AGA TG3’ 5° AGG ACT TCG TAG GAG ATG GTG &
DNMT3b 5 AGATACTGT TGC TGT TTC GGG 3’ 5" TGG TAG GAG ATG GAG ATG GTG 3’
ERa 5> GGC ACA TGA GTA ACA AAGGCA ¥ 5° GGC ATG AAG ACGATGAGCAT ¥
GAPDH 5> TCT CTG CTC CTC CCT GTTCT 3’ 5> TAC GGC CAAATCCGTTCACA 3
Her-2 5> AAATCC CCG TGG CTATCAAG 3 5’ GCT GTACTG TGG ATG TCAGG 3’
HPRT 5° CCC CAA AAT GGT TAA GGT TGC 3’ 5 AAC AAAGTC TGG CCT GTATCC 3’
K167 5 ATT CAG GCC CTG CGA AGC CG ¥ 5" GCG TTG AAG GTA GGT GCC CCA 3’
Rassfla 5’ TTC ACC TGC CAT TAC CGA TG 3° 5’ CTC AGT CTC AGC TTG GGA AAG 3’
Thbp 5 CAG GCACCACCCCCTTGTATCCTTC3 5 AGA GCT CTG AGA GGC TGG TGT GGC 3’

4.11.2 Expressdo de proteinas por western blot

Para a extracdo de proteinas totais, 100 mg de tecido macerado foram
homogeneizados com 200 ml de tamp&o RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris base pH 7.5, 1%
Igepal CA-630, 0.5% Na deoxcicolato), acrescido de coguetel inibidor de protease (Complete
Mini, Roche, 1 tablete para 10 ml de RIPA), 1 mM de ortovanadato de sédio, 1 mM PMSF,
10 mM glicerofosfato e 250 mM prirofosfato de sddio. A solucdo foi mantida em gelo por
30 minutos e centrifugada por 10 minutos a velocidade méxima. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e a quantificacdo de proteina foi realizada utilizando-se o kit
BCA Protein Assay (Thermo Scientific). As amostras foram diluidas a uma concentragéo de
0,9 ug/pL em tampéo RIPA e Loading Buffer (Invitrogen) ja acrescido de 3-mercaptoetanol
(sigma) na proporcéo 4:1.

A separacdo e deteccdo das proteinas foi realizada por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de poliacrilamida 4-12% (WG1402, Life Technologies, USA) e tamp&o de corrida Tris-
glicina 1x, utilizando um tanque de eletroforese vertical (XCell4 SureLock™ Midi-Cell, Life

Technologies, USA). Depois, as proteinas foram transferidas do gel para membrana de
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nitrocelulose com o aparelho iBlot2 (IB23001, Life Technologies, USA). A membrana foi
blogueada com leite desnatado diluido em TBS-T (5%) por uma hora a temperatura ambiente,
sob agitacdo. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario
(Tabela 2) diluido em TBS-T (1:1000), overnight a 4°C. A membrana foi incubada com o
anticorpo secundario (Tabela 1) diluido em leite 5% (1:5000) por uma hora.

Para o controle, a membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (1:1000),
overnight a 4°C sob agitacdo e, entdo com anticorpo anti-goat (1:5000) por uma hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. A imunodeteccdo foi feita utilizando-se o reagente
Chemiluminescent HRP Antibody Detection reagent (E2400, Denville Scientific Inc., USA)

e o sinal capturado em filme (eba45, Radiomat).

Tabela 2. Anticorpos utilizados em experimentos de anélise da concentragéo de proteinas

Anticorpo Empresa Cddigo
Anti-Rabbit Santa Cruz sc-2030
Anti-Mouse Santa Cruz sc-2031

Anti-Goat Santa Cruz sc-2020

ACTINA Santa Cruz sc-1616

AKT Cell Signaling 9272
BAX UPSTATE 06-499x4
BCL-2 UPSTATE 554279
CAV-1 Cell Signaling 3238
c-JUN Cell Signaling 9165
c-RAF Cell Signaling 9422
EGFR Cell Signaling 2232
ERa Santa Cruz sc-542
EZH2 Cell Signaling 4905
H3K27me3 Cell Signaling 4395
H3K4me Cell Signaling 9723
H3K9%ac Abcam 61231
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Tabela 2 (CONT.). Anticorpos utilizados em experimentos de andlise da concentracdo de

proteinas
Anticorpo Empresa Cadigo
H3K9me2/3 Cell Signaling 5327
H4K16ac Abcam 109463
H4K20me3 Cell Signaling 5737
HER-2 Invitrogen H01011
ERK Cell Signaling 4695
mTOR Cell Signaling 2983
P-cJUN Cell Signaling 9164
P-ERK Cell Signaling 4730
P-mTOR Cell Signaling 5536
PTEN Cell Signaling 9559
RAS Cell Signaling 3965
RASSF1AA Abcam 180801
STATS Cell Signaling 9358

4.12 Analise do padrao global de modifica¢bes pos traducionais em histonas no tecido
mamario da progénie feminina de 7 semanas e nos tumores mamarios da progénie
iniciada com DMBA

As histonas foram extraidas utilizando-se o kit Histone Extraction Kit (Abcam,
ab113476), de acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, incubou-se 100mg do
tecido macerado com tampao de lise por 30 minutos e essa solucdo foi centrifugada a 12.000
rpm por 5 minutos a 4°C. Ao sobrenadante, adicionou-se o tampdo Balance-DTT. A
concentracdo de histonas foi quantificada por meio do kit BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) e as amostras foram diluidas para a concentracdo de 0,3 pg/uL em tampéo RIPA
e Loading Buffer (Invitrogen) ja acrescido de 3-mercaptoetanol (sigma) na proporc¢éo 4:1.

A separacdo e deteccdo das modificagdes dos residuos de histonas (acetilagdo das
histonas H4K16 e H3K9 e trimetilagdo de H4K20, H3K9, H3K4 e H3K27) foi realizada por
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meio da técnica de western blot (detalhada no item 3.11.2). Os anticorpos utilizados
encontram-se na tabela 2. Utilizou-se a expressdo de actina como controle para a

normalizacé&o.

4.13 Anélise do padrdo de metilacdo global do DNA no tecido mamario da progénie

feminina e tecido hepatico da progénie masculina de 7 semanas

4.13.1 Extracdo do DNA

Amostras de tecido mamario e tecido hepatico (100g) da progénie dos grupos CO,
DEF e SUP de 7 semanas de vida foram incubadas com tampao de lise (Cell Lysis Solution,
Qiagen) e proteinase K (20 mg/mL, Sigma Aldrich) sob agitacdo a 55 °C por um periodo
overnight. Posteriormente as amostras foram incubadas com RNAse A (15mg/mL, Sigma
Aldrich) por uma hora sob agitacio a 37 °C. A solugao acrescentou-se solugao de precipitacio
de proteinas (Cell Protein Solution, Qiagen), o homogenato foi centrifugado a 16.000 rcf por
5 min a 4°C, ao sobrenadante acrescentou-se isopropanol gelado para precipitacdo do DNA
e a solucdo foi centrifigada a 16.000 rcf por 5 min a 4°C. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e precipitado lavado com etanol 70%. Centrifugou-se a solucéo
novamente por 4 min a 5.000A rcf e o sobrenadante foi descartado. O DNA foi ressuspendido
em &gua com desferroxamina (0,1 mM). As amostras foram quantificadas por

espectrofotometria (Nanodrop1000, ThermoScientific).

4.13.2 Hidrdlise do DNA e quantificacdo de 5-metil-dC

Foram hidrolisados 12 ug de DNA com tampdo Tris— HCI/MgCl2 200 mM (pH 7,4)
e DNAse 1 (Sigma Aldrich) por uma hora a 37°C. O DNA foi incubado com fosfodiesterase
(Sigma Aldrich) e fosfatase alcalina por uma hora a 37°C. Aliguotas foram injetadas no
Sistema analitico HPLC-DAD (Shimadzu Corporation) usando-se a coluna Luna C18(2) 250
mm X 4,6 mm ID, 5 microns (Phenomenex) com uma pré coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex) eluida com gradiente de acido férmico (0,1% em agua) e CH3OH (0 - 25 min,
0 - 18% CH30H; 25— 27 min 18 - 0% CH3OH, 27 - 37min, 0% CH3OH) com fluxo de 1 mL/
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min, 30 ° C. O detector DAD foi programado para 260 nm para quantificacdo de dC e 286
nm para quantificagdo de 5-metil-dC. A curva de calibracdo foi realizada em um intervalo de
0,5 a 6 nmol para dC e 0,005 para 0,4 nmol para 5-metil-dC.

4.14 Anélise do estado de metilacédo da regido regulatoria do gene ERa por modificagéo
com bissulfito e pirosequenciamento no tecido mamario da progénie feminina de 7

semanas

Inicialmente realizou-se a extracdo de DNA gendmico, como detalhado no item
4.13.1. As amostras apresentaram razao 260/280 préximas a 2,0 e razdo 260/230 entre 1,7 e
2,3. A empresa EpigenDx (MA, EUA) realizou a modificagdo com bissulfito e o
pirosequenciamento. O DNA foi diluido para 45 pL e adicionou-se 5 uL de NaOH 3N,
seguido por incubagéo de 30 minutos a 42 °C para a desnaturacdo do DNA. Entdo, 100 pL
de solucdo de bissulfito de sodio foram adicionados ao DNA e a soluc¢éo foi incubada por 14
horas a 50°C. O tratamento com bissulfito retira 0 grupo amina da citosina ndao metilada,
sendo convertida em uracila, enquanto as citosinas metiladas sdo mantidas.

O DNA tratado foi purificado com a coluna Zymogen e eluido para 20 ul com T1EO0.2
(1 mmol/L Tris, 0,2 mmol/L EDTA, pH 8,0) e 1 ul da solucéo foi utilizada para cada PCR.
A PCR foi realizada com 0,2 uM de cada primer, sendo que um dos primers foi biotinilado
para que o produto final da PCR pudesse ser purificado com microesferas de sepharose
revestidas com estreptavidina. O produto da PCR foi ligado a Streptavidin Sepharose HP
(GE Healthcare Life Sciences) e as microesferas contendo o resultado da PCR foram
purificadas, lavadas e desnaturas com solucdo 0,2 M de NaOH e relavadas utilizando o
Pyrosequencing Vacuum Prep Tool (Pyrosequencing, Qiagen) como recomendado pelo
fabricante. 10 ul do produto da PCR foi sequenciado com o Pyrosequencing PSQ96 HS
System (Pyrosequencing, Qiagen) seguindo as instru¢cbes do fabricante. O estado de
metilacdo de cada locus foi analisado individualmente como um SNP T/C utilizando o

software QCpG (Pyrosequencing, Qiagen).
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4.15 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram testados quanto a distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk)
e a homogeneidade das variancias (teste de Levene e Brown-Forsythe). Quando atendidos
esses requisitos, as comparacdes foi aplicado o teste ANOVA seguido pelo Teste de Duncan.
Quando ndo foi observada distribuicdo normal e, principalmente, a homogeneidade das
variancias, foi adotado teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal Wallis ou Exato de Fisher.
A analise estatistica da incidéncia de tumores foi feita pelo teste de Kaplan-Meier (Kaplan-
Meier survival analysis), seguido de Long Rank Test. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média e o nivel de significancia utilizado e de 5% (p<0,05). As
andlises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA 8.0 (StatSoft).
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5. RESULTADOS

5.1 Consumo de ragdo, peso corpdreo e concentracao de Se sanguineo de ratas mées dos
grupos CO, DEF e SUP

O consumo de ragdo por ratas dos grupos CO, DEF e SUP foi acompanhado durante
0 periodo de pré-concepcao, gestacdo e lactacdo (Figura 5A). Os trés grupos apresentaram
padrdo de consumo semelhante. N&o houve diferenca (p>0,05) entre os trés grupos quanto a
média de consumo durante o periodo pré-concepcional (Figura 5B), de gestacdo (Figura 5C)
e lactacdo (Figura 5D).
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Figura 5. Consumo de ragdo de ratas dos grupos CO, DEF e SUP durante o periodo preé-
concepcional, gestacional e de lactacéo. (A) O consumo de racdo foi acompanhado durante o periodo
pré-concepcional, gestacional e de lactacdo. (B) Consumo médio de ragdo durante o periodo pré-
concepcional, (C) gestacional e (D) de lactacdo. Os dados foram expressos como média + erro padrao.
N&o houve diferenga significativa (Kruskal Wallis, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo
contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas
receberam racéo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em
que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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O ganho de peso das ratas dos grupos CO, DEF e SUP também foi acompanhado
durante o periodo gestacional (Figura 6A). Os trés grupos apresentaram ganho de peso
semelhante. N&o houve diferenca (p>0,05) entre os grupos quanto & média de peso corpdreo

durante o periodo gestacional (Figura 6B).
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Figura 6. Peso corpéreo de ratas dos grupos CO, DEF e SUP durante o periodo gestacional. (A) O
peso corporeo das ratas foi acompanhado durante o periodo gestacional. (B) Peso corpéreo médio de ratas
durante o periodo gestacional. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Nao houve diferenga
entre os grupos (Kruskal Wallis, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 0,15 ppm
Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragao contendo
0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam racao
contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

No 17° dia de gestacdo, amostras de sangue foram colhidas a fim de se quantificar a
concentracdo de selénio (Figura 7). Ratas do grupo DEF apresentaram menores (p<0,05)
concentragcfes de selénio no sangue em comparacdo as do grupo SUP e CO. Né&o houve
diferenca (p>0,05) entre a concentracdo de Se sanguineo das ratas do grupo SUP e CO.
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Figura 7. Concentracao de selénio no sangue de ratas prenhas dos grupos CO, DEF e SUP. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo. Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo CO* ou
SUP** (ANOVA + Duncan, p<0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,05
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo
1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.2 Parametros da ninhada, consumo de racgao, peso corpdreo e concentracao sanguinea

de selénio da progénie dos grupos CO, DEF e SUP

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas da ninhada dos grupos CO, DEF e SUP logo
apos seu nascimento. Nao houve diferenca (p>0,05) entre 0s grupos quanto ao nUmero médio
de filhotes por fémeas, peso corpdreo da progénie masculina e feminina e razdo n° de

fémeas/n® machos por mae.

Tabela 3. Caracteristicas da ninhada.

Grupo n° total de maes n° n° fémeas/ Peso corporeo Peso corporeo
filhotes/mae n° machos por mae fémeas machos
Cco 09 10.7+0.9 0,91+04 6.410.7 6.8 £0.7
DEF 08 104 +2.1 1,68+ 1,26 6,7+0.7 7+0.8
SUP 06 10.8+3.6 0.89 +0.35 6.51-0.8 6.8 0.7

Os resultados estdo representados como média + erro padrdo. Nao houve diferenca entre os grupos (Kruskal
Wallis, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragcdo contendo 0,05 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; SUP — grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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A Figura 8 apresenta 0 peso corporeo da progénie feminina dos grupos CO, DEF e
SUP. A progénie feminina dos trés grupos apresentou padrdo de crescimento semelhante
(Figura 8A). Néo houve diferenca (p>0,05) entre a progénie dos grupos quanto a média de

peso corpdreo durante o ensaio bioldgico (Figura 8B).
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Figura 8. Peso corporeo da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP. (A) Peso corpéreo da progénie
feminina durante ensaio bioldgico. (B) Peso corpéreo médio da progénie feminina. Os dados foram expressos
como média + erro padrdo. N&o houve diferenca significativa (Kruskal Wallis, p>0,05). CO - grupo de ratas
expostas a ra¢do contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo de ratas
expostas a ra¢do contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo de ratas
expostas a racéo contendo 1 ppm Se durante periodo pre-concepcional e gestacional.

Coletou-se sangue da progénie masculina e feminina dos grupos CO, DEF e SUP por
ocasido do nascimento para verificagdo da concentracdo de selénio. Ndo houve diferenca
(p>0,05) entre a progénie dos grupos experimentais quanto as concentracfes de Se sanguineo

(Figura 9).
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Figura 9. Concentracéo de selénio no sangue da progénie masculina e feminina dos grupos CO, DEF e
SUP por ocasido do nascimento. Os dados foram expressos como media + erro padrdo. N&o houve diferenca
entre os grupos experimentais (ANOVA, p>0,05). CO - grupo de ratas expostas a ra¢do contendo 0,15 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo de ratas expostas a ragdo contendo 0,05 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo de ratas expostas a ragdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.

A Figura 10 apresenta a concentracdo de selénio no plasma e a atividade da enzima
antioxidante GPx nos eritrécitos da progénie masculina dos grupos CO, DEF e SUP com 3
semanas de vida. Em comparagdo a progénie do grupo CO, a progénie do grupo SUP
apresentou maiores (p<0,05) concentracdes de Se plasmatico, enquanto a progénie do grupo
DEF apresentou um aumento marginal (p=0,06) nas concentracGes de Se plasmatico (Figura
10A). A progénie de ratas do grupo DEF apresentou menor (p<0,05) atividade de GPx
quando comparada a progénie do grupo CO, enquanto nao foi observada diferenca (p>0,05)

entre as proles dos grupos CO e SUP (Figura 10B).
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Figura 10. Concentracdo de selénio no plasma e atividade da enzima GPx nos eritrécitos da progénie
masculina dos grupos CO, DEF e SUP com 3 semanas de vida. (A) Concentracdo de selénio no plasma e
(B) Atividade da GPx nos eritrocitos. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. *Estatisticamente
significativo quando comparado com o grupo CO (ANOVA + Duncan, p<0,05). Marginalmente diferente
comparado ao grupo CO™®ou SUP®®. CO - grupo de ratas expostas a ra¢do contendo 0,15 ppm Se durante periodo
pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo de ratas expostas a ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo
pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo de ratas expostas a ragao contendo 1 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional.

Adicionalmente, realizou-se a quantificacdo das concentracdes de Se plasmaticas
(Figura 11A) e nos eritrocitos (Figura 11B) da prole masculina de 7 semanas dos grupos CO,
SUP e DEF. A partir dessas analises, observou-se que a progénie com 7 semanas de vida do
grupo SUP apresentou uma diminuicdo (p<0,05) na concentracdo plasmatica de Se, quando
comparado ao grupo CO e DEF, sendo que ndo houve diferenca (p>0,05) entre esses dois
grupos. Ndo foram observadas diferencas quanto a esse parametro nos eritrocitos desses
animais.

Da mesma forma que a prole com 3 semanas de idade, a progénie de 3 semanas do
grupo DEF continuou a apresentar menor (p<0,05) atividade da enzima GPx quando
comparada a progénie dos grupos CO e SUP (Figura 11C), embora sua concentracdo de Se
tanto no plasma como em eritrdcitos ndo seja inferior (p>0,05) aquelas apresentadas pela
progénie dos grupos CO e SUP. Néao houve diferenca (p>0,05) com relacdo a atividade de

GPx entre os grupos CO e SUP.
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Figura 11. Concentragédo de selénio no plasma (A), nos eritrécitos (B) e atividade da enzima GPx nos
eritrécitos (C) da progénie masculina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo. Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo CO* e
SUP** (ANOVA + Duncan, p<0,05). Marginalmente diferente do grupo CO*®. CO - grupo de ratas expostas a
racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo de ratas expostas a
racdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo de ratas expostas a
racdo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.3 Analise de marcador (MDA) de estresse oxidativo

Tendo em vista que foi observada uma diminuicdo na atividade da enzima GPx na
progénie do grupo DEF, tanto de 3 como 7 semanas de vida, decidiu-se por realizar
experimento para a quantificacdo da concentracdo hepéatica de MDA, produto final da
peroxidacdo lipidica, na prole masculina de 3 semanas (Figura 12A) e 7 semanas (Figura
12B) dos grupos CO, DEF e SUP. Ndo foi observada diferenca (p>0,05) entre a progénie dos

trés grupos experimentais.
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Figura 12. Concentracdo de malonaldeido (MDA) no tecido hepatico da progénie masculina dos grupos
CO, DEF e SUP com 3 (A) e 7 (B) semanas de vida. Os dados foram expressos como média + erro. Ndo
houve diferenca significativa. (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,15
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam racéo contendo
0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo
contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.4 Desenvolvimento de tumores mamarios em ratas iniciadas com DMBA

A Figura 13 apresenta os dados de incidéncia de adenocarcinomas mamarios na prole
feminina dos grupos CO, DEF e SUP iniciada com DMBA. Verifica-se que a progénie
feminina do grupo DEF apresentou maior (p<0,05) incidéncia de adenocarcinomas mamarios
em comparacao a progénie dos grupos CO e SUP. Néo foi observada diferenca significativa

(p>0,05) entre esses dois Ultimos grupos.
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Figura 13. Incidencia de adenocarcinomas mamarios em ratas iniciadas com DMBA. (Kaplan-Meier,
p<0,05). Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo CO* ou SUP** (Log-rank test, p<0,05).
CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e
gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 1 ppm Se durante periodo
pré-concepcional e gestacional.

Observa-se na Figura 14A que a progénie do grupo SUP apresentou menor (p< 0,05)
numero médio de adenocarcinomas mamarios em relacdo a progénie feminina do grupo DEF
e apresentou uma diferenca marginal (p=0,06) quando comparada a progénie do grupo CO.
Né&o houve diferenca (p>0,05) entre a progénie feminina dos grupos DEF e CO em relagéo a
esse parametro. A progénie do grupo SUP também apresentou menor (p< 0,05)
multiplicidade de adenocarcinomas mamarios quando comparada a do grupo CO e uma

diminuicdo marginal (p=0,08) quando comparada a do grupo DEF (Figura 14B).
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14. NUmero médio e multiplicidade de adenocarcinomas mamarios em ratas iniciadas com

DMBA. (A) Relacdo entre o nimero de adenocarcinomas mamarios e 0 nimero de ratas em cada grupo. (B)
Relacdo entre 0 nimero de adenocarcinomas mamarios e 0 nimero de ratas com adenocarcinomas mamarios
em cada grupo. Os dados foram expressos como média + erro. Estatisticamente significativo quando
comparado ao grupo CO* e DEF** (ANOVA + Duncan, p<0,05) e diferenca marginal quando comparado
ao grupo CO®™ (ANOVA + Duncan, p= 0,06). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam racéo
contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas
receberam racéo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

De acordo com a classificacdo histologica, constatou-se que 0s animais apresentavam

seis tipos de adenocarcinomas mamarios; papiliferos, cribformes, cribforme/comedo, mistos,

tubulares e CIS (carcinoma in situ). Todos classificam-se como neoplasias epiteliais malignas

invasivas, com exce¢do daqueles classificados como CIS, que correspondem a neoplasias

epiteliais malignas ndo invasivas (RUSSO et al., 1990). Ndo houve diferenca (p>0,05) na

proporcdo de cada tipo de adenocarcinoma mamario encontrado nos trés grupos

experimentais, apenas no caso de tumores classificados com CIS, encontrados apenas na

progénie do grupo SUP (Figura 15). As imagens dos tipos de adenocarcinomas mamarios

encontrados em maior frequéncia (p<0,05) nas amostras estdo representadas na Figura 16.
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Figura 15. Classifica¢do dos tumores mamario na progénie dos grupos CO, DEF e SUP. Os dados foram
expressos como porcentagem do nimero total de tumores. Estatisticamente significativo quando comparado
aos grupos CO* e DEF** apenas em realacdo aos tumores CIS (Exato de Fisher, p< 0,05). CO - grupo em que
as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo
em que as ratas receberam ragao contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP -
grupo em que as ratas receberam racdo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

Além disso, os tumores analisados foram classificados de acordo com sua
malignidade, em grau 1 e 2, sendo que ndo foram observados tumores de grau 3. A
classificacdo em graus histol6gicos se da a partir da analise de trés parametros. O primeiro
deles é o padréo histolégico do tumor, ou seja, a porcentagem do tumor em que houve a
formacédo de glandulas acinares. O segundo € a grau nuclear, em que a morfologia dos nucleos
celulares é analisada. O terceiro critério a ser analisado é a taxa de células em mitose no
tecido tumoral (ELSTON; ELLIS, 1991; Pathology Reporting of Breast Disease, 2005). De
forma geral, a analise do grau histolégico verifica o qudo diferente o tecido tumoral se

encontra em comparacao ao tecido mamario normal.
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Figura 16. Tipos histolégicos mais frequentemente observados nos tumores mamarios. A) Padrdo
papilifero; B) Padrdo cribiforme; C) Padrdo cribiforme/comedo; D) Adenocarcinoma mamario mostrando
nucleos com pleomorfismo moderado, nucléolos evidentes e com figuras de mitose frequentes (*) e grupos de
células apoptdticas (seta).

by

Dessa forma, os animais submetidos a carcinogénese gquimicamente induzida
apresentaram tumores mamarios classificados em grau 1 e 2, sendo que houve um nimero
superior (p< 0,05) de tumores de grau 1 em todos os grupos experimentais. N&o houve

diferenga (p>0,05) na proporcao de tumores de grau um e grau 2 entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17. Classificacdo dos tumores mamario na progénie dos grupos CO, DEF e SUP. Os dados foram
expressos como porcentagem do nimero total de tumores. Estatisticamente significativo quando comparado ao
préprio grupo (Exato de Fisher, p< 0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ra¢do contendo 0,15 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam rac¢do contendo 0,05
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam racéo contendo
1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.5 Contagem do numero de TEBs na glandula mamaria da progénie feminina de 7

semanas

Realizou-se analise do numero de TEBs (Figura 18A) e do tamanho da arvore epitelial
(Figura 18B) a partir da montagem total de mamas da progénie dos grupos CO, DEF e SUP
com 7 semanas de vida (Figura 18). Nao houve diferenca (p>0,05) entre a progénie dos
grupos em relacao a esses dois parametros.
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Figura 18. Namero de Terminal End Buds e tamanho da arvore epitelial da glandula mamaria da
progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida. (A) Nimero de TEBs (B) Tamano
da arvore epitelial. Os dados foram expressos como média + erro. Ndo houve diferenga entre 0s grupos
(ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragao contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam rag¢do contendo 0,05 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.6 Analise de marcadores moleculares de proliferacdo e morte celular na glandula
mamaria da progénie feminina de 7 semanas

N&o foram observadas diferencas entre a progénie dos grupos CO, DEF e SUP
(p>0,05) com relacdo a razdo entre a expressdo das proteinas BCL-2 e BAX (Figura 19A).
Da mesma forma, ndo houve diferenca (p>0,05) quanto aos niveis de MRNA do gene Ki67

entre a progénie dos grupos experimentais (Figura 19B).
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Figura 19. Marcadores de apoptose e proliferacdo na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanasdos grupos CO, DEF e SUP.A) Razdo entre BCL-2 e BAX B) Niveis de mRNA do gene Ki67. Os
valores foram normalizados com actina e estdo expressos como média + erro. N&o houve diferenga significativa.
(ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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5.7 Analise da expressao dos receptores ERa, HER-2 e EGFR na glandula mamaria da

progénie feminina de 7 semanas

Observou-se que o0 Era encontrou-se menos (p<0,05) expresso na glandula mamaria

da progénie do grupo SUP quando comparado a do grupo CO e DEF, tanto em nivel de
MRNA (Figura 20A) como em nivel protéico (Figura 20B).
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Figura 20. Expressdo do Receptor de Estrogeno a. (ERa) na glandula mamaria da progénie de 7 semanas
dos grupos CO, DEF e SUP. (A) Niveis de mRNA do gene Era normalizados com Gapdh. (B) Expresséo
protéica de ERa normalizada com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro padréo.
Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos CO* e DEF** (ANOVA+Duncan, p<0,05). CO -
grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional;
DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e
gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional
e gestacional.

Resultados semelhantes foram observados em relacéo a expressao do receptor HER-
2 (Figura 21), em que a sua expressao em nivel de mRNA (Figura 21A) e de proteina (Figura
21B) foi menor (p<0,05) na progénie do grupo SUP em realacdo & progénie dos outros

grupos. No entanto, a expressdo gene Her-2 em nivel de mRNA (Figura 21A), mas néo de
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proteina (Figura 21B), foi menor (p<0,05) na progénie do grupo DEF em comparacdo a
progénie do grupo CO.
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Figura 21. Expressdo do receptor Her-2 na glandula maméria da progénie de 7 semanas dos grupos CO,
DEF e SUP. (A) Niveis de mRNA do gene Her-2 normalizada com Gapdh. (B) Expresséo protéica de HER-2
normalizada com proteina ACTINA. Os valores estdo expressos como media + erro. Estatisticamente
significativo quando comparado aos grupos CO* e DEF** (ANOVA+Duncan, p<0,05). CO - grupo em que as
ratas receberam ragdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em
gue as ratas receberam racdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP -
grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

A expressao de EGFR em nivel de proteina também foi menor (p<0,05) na progénie

do grupo SUP quando comparada a progénie dos outros grupos experimentais (Figura 22).
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Figura 22. Expressdo de EGFR na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos CO,
DEF e SUP. Expressdo de EGFR normalizada com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro.
Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos CO* e DEF** (ANOVA+Duncan, p<0,05). CO -
grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional;
DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e
gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional
e gestacional.

5.8 Andlise da expressao dos receptores HER-2 e ERa nos adenocarcinomas mamarios
da progénie feminina iniciada com DMBA

Embora tenha sido observada diminui¢éo na expresséo dos receptores HER-2 e ERa.
na glandula mamaria da progénie de 7 semanas do grupo SUP, ndo houve diferencas (p>0,05)
com relacdo a expressao dos mesmos nos tumores mamarios da progénie dos 3 grupos

experimentais (Figura 23).
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Figura 23. Expressdo dos receptores HER-2 e ERa em tumores mamarios da progénie dos grupos CO,
DEF e SUP iniciada com DMBA. (A) Expressdo de ERa normalizada pela expressdo de ACTINA (B)
Expressdo de HER-2 normalizada com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro. Nao houve
diferenca significativa (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,05
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo
1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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5.9 Anédlise da expressdo de oncogenes e genes supressores de tumor na glandula
mamaria da progénie feminina de 7 semanas

Embora tenha sido observada maior (p<0,05) expressao de mRNA do gene Rassfla
na progénie do grupo DEF quando comparado a do grupo CO (figura 24A), essa diferenca
ndo se manteve em nivel protéico (Figura 24B). N&o foram observadas diferencas (p>0,05)
entre a progénie do grupo SUP e CO quanto a expressdo de RASSF1A.
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Figura 24. Expressdo de Rassfla na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF
e SUP. (A) Niveis de mRNA do gene Rassfla com Gapdh. (B) Expressao protéica de RASSF1A normalizada
com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro. Estatisticamente significativo quando comparado
ao grupo CO* (ANOVA+Duncan, p<0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm
Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo
1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

A progéne do grupo SUP apresentou menor (p<0,05) expressdo de RAS em nivel de
proteina quando comparado a progénie do grupo CO e uma tendéncia (p=0,07) de menor
expressdo quando comparada a do grupo DEF (Figura 25A). N&o houve diferenca (p>0,05)

na expressdo de PTEN entre a progénie feminina dos grupos experimentais (Figura 25B).
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Figura 25. Expressdo de RAS e PTEN na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos
grupos CO, DEF e SUP. (A) Expressdao de RAS normalizada com ACTINA. (B) Expressdo de PTEN
normalizada com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro. Estatisticamente significativo
quando comparado ao grupo CO* (ANOVA+Duncan, p<0,05) e diferenca marginal quando comparado ao
grupo DEF®™ (Anova+Duncan, p=0,07). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam rac¢do contendo 0,05
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ra¢éo contendo
1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

N&o houve diferenca (p>0,05) com relacéo a expressao dos genes Brcal (Figura 26A)
e c-Myc (Figura 26B) entre a progénie feminina dos 3 grupos.
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Figura 26. Expressao dos genes Brcal e c-Myc na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas
dos grupos CO, DEF e SUP. (A) Expressdo de Brcal normalizada com Gapdh. (B) Expressdo de c-Myc
normalizada com Gapdh. Os valores estdo expressos como média + erro. Ndo houve diferenca significativa
(ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,05 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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5.10 Anélise da expressdo de intermediérios da via do Erea, Egfr e Ras

N&o houve diferenga (p>0,05) quanto a relagdo entre P-ERK/ERK (Figura 27A) e
expressao de AKT entre a prole feminina dos grupos experimentais (Figura 27B). Também
ndo houve diferenca (p>0,05) quanto a relacdio P-mTOR/mTOR (Figura 28A) e P-
cJUN/cJUN (Figura 28B), bem como quanto a expressao das proteinas caveolina-1 (CAV-1)
(Figura 29D), STATS (Figura 29B) e c-RAF (Figura 29C) entre a progénie dos grupos CO,
DEF e SUP.
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Figura 27. Expressdao ERK e AKT na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos
CO, DEF e SUP. (A) Razdo entre a expressao P-ERK1 e 2 e ERK1 e 2. (B) Expressdo de AKT normalizada
com ACTINA. Os valores estdo expressos como média + erro. Ndo houve diferenga significativa (ANOVA,
p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional
e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 1 ppm Se durante periodo
pré-concepcional e gestacional.
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Figura 28. Expressdo mTOR e ¢c-JUN na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos
CO, DEF e SUP. (A) Razdo entre a expressdo P-mTOR e mTOR total. (B) Razéo entre a expressao P-cJUN e
cJUN total. Os valores estdo expressos como média + erro. N&o houve diferenca significativa (ANOVA,
p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional
e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ra¢do contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 1 ppm Se durante periodo

pré-concepcional e gestacional.
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Figura 29. Expressdo Caveolina-1, STAT5 e ¢c-RAF na glandula mamaria da progénie feminina de 7
semanas dos grupos CO, DEF e SUP. (B) Expressdo de STAT5. (C) Expressdo de c-RAF (D) Expressdo de
Caveolina-1. Os valores estdo expressos como média + erro e normalizados com ACTINA. N&o houve diferenca
significativa (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm
durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.11 Anélise de marcadores epigenéticos

5.11.1 Analise do padrdo de acetilacdo e metilacdo global de histonas na glandula

mamaria da progénie feminina de 7 semanas e tumores mamarios de ratas iniciadas

Observou-se uma maior (p<0,05) expressdo da histona H4K16 acetilada na glandula
mamaria da progénie dos grupos SUP e DEF quando comparados ao grupo CO. Nao se
observou diferenga (p>0,05) nos padrGes de metilacdo e acetilacdo dos outros residuos

analisados entre os grupos experimentais (Figura 30).
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Figura 30. Padrao global de modificagGes pos traducionais em residos de histonas na glandula mamaria
da progénie feminina de 7 semanas dos grupos CO, DEF e SUP. (A) Os valores estdo expressos como média
+ erro e foram normalizados com ACTINA. Estatisticamente significativo quando comparado aos grupos CO*
(ANOVA+Duncan, p<0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam rag&o contendo 1 ppm
Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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N&o foram observadas diferencas (p<0,05) na expressao da enzima histona
metiltransferase EZH2 na glandula mamaria da progénie feminina dos grupos experimentais
(Figura 31). Esse dado esta de acordo com a ausénica de diferenca na expressao de

H3K27me3 observada entre 0s grupos.
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Figura 31. Expressdo de EZH2 na glandula mamaria da progénie feminina de 7 semanas dos grupos CO,
DEF e SUP. (A) Os valores estdo expressos como média + erro e foram normalizados com ACTINA. Néo
houve diferenca significativa. (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 0,15
ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragao contendo
0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam racgao
contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

Visto que a modificagdo no padrdo global de acetilagdo e metilagcdo de histonas em

tumores mamarios esta relacionado a malignidade e ao progndstico do tumor, realizou-se a
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analise desses parametros em tumores mamarios na progénie dos grupos CO, DEF e SUP
iniciados com DMBA. Néo foram observadas diferencas (p>0,05) nos padrdes de metilacdo

e acetilagdo nos residuos de histona analisados entre 0s grupos experimentais (Figura 32).
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Figura 32. Padréo global de modificagdes pos traducionais em residos de histonas em tumores mamarios
da progénie feminina dos grupos CO, DEF e SUP induzida com DMBA. (A) Os valores estdo expressos
como media + erro padrdo e foram normalizados com ACTINA. N&o houve diferenca significativa. (ANOVA,
p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam racéo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional
e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragéo contendo 1 ppm Se durante periodo
pré-concepcional e gestacional.

5.11.2 Analise do padrao de metilacdo global do DNA no tecido hepatico e glandula

mamaria da progénie feminina de 7 semanas
N&o houve diferenca (p>0,05) quanto ao estado de metilacdo global do DNA do

tecido mamario (Figura 33A) e do tecido hepatico (Figura 33B) da progénie feminina dos

grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida.
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Figura 33. Metilacdo global do DNA na glandula mamaria e tecido hepético da progénie feminina dos
grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida. (A) Metilacdo global do DNA na glandula mamaria e (B)
tecido hepatico. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Ndo houve diferenca significativa.
(ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragao contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-
concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,05 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam racdo contendo 1 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional.

4.11.3 Analise da expressdo de DNA metil-transferases na glandula mamaria da

progénie feminina de 7 semanas
N&o houve diferencas (p>0,05) na expressdo das enzimas DNMTL1, 3a e 3b entre a

progénie dos grupos CO, DEF e SUP (Figura 34). Esse dado esta de acordo com a auséncia

de diferenca no padréo de metilacdo global observada entre os grupos.
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Figura 34. Expressao dos genes DNMT1, 3a e 3b na glandula maméaria da progénie feminina de 7 semanas
dos grupos CO, DEF e SUP. (A) Expressdo de DNMT1 normalizada com Gapdh. (B) Expressdo de DNMT3a
normalizada por Gapdh (C) Expressdao de DNMT3b normalizada com Gapdh. Os valores estdo expressos como
média + erro. Ndo houve diferenca significativa (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam
racdo contendo 0,15 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas
receberam racdo contendo 0,05 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que
as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.

5.11.4 Analise do padrao de metilacdo da regido promotora do gene ERa na glandula

mamaria da progénie feminina de 7 semanas

Duas sequéncias da regido regulatéria do gene Era foram analisadas com relagdo ao
estado de metilacdo dos dinucleotideos CpG. A regido localizada na posicdo entre -2431 e -
2400 do codon ATG, contendo 4 dinucleotideos CpG, ndo apresentou metilacdo em nenhuma
das amostras analisadas (dado ndo apresentado). O estado de metilacdo da regido regulatéria
localizada na posicéo entre -2320 a -2263 do codon ATG, contendo 6 dinucleotideos CpG,
esta representado no Figura 35.

Né&o houve diferenca (p>0,05) na metilagdo dos nucleotideos -51, -50 e -47 entre a
prole feminina dos grupos experimentais. Porém observou-se um aumento marginal (p=0,07)

na metilacdo do dinucleotideo -49 e -46 na progénie feminina do grupo SUP em comparacao
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a do DEF e diminuicdo marginal (p=0,07) na metilacéo no dinucleotideo -48 na progénie do

grupo DEF em comparacdo a progénie do grupo CO.
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Figura 35. Metilagdo da regido promotora do gene Ere na glandula maméria e tecido hepético da progénie
feminina dos grupos CO, DEF e SUP com 7 semanas de vida. Os dados foram expressos como média + erro.
Diferenca marginal quando comparado ao grupo DEF*e CO™* (Anova+Duncan, p=0,07). N&o houve diferenca
significativa. (ANOVA, p>0,05). CO - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 0,15 ppm Se durante
periodo pré-concepcional e gestacional; DEF - grupo em que as ratas receberam ragcdo contendo 0,05 ppm Se
durante periodo pré-concepcional e gestacional; SUP - grupo em que as ratas receberam ragdo contendo 1 ppm
Se durante periodo pré-concepcional e gestacional.
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6. DISCUSSAO

Embora seja conhecida a importancia do selénio no inicio do desenvolvimento
(BOGDEN et al., 2006; BOSTEDT; SCHRAMEL, 1990; GRAZUL-BILSKA et al., 2009)
poucos estudos relacionaram a exposicdo a diferentes concentragdes desse micronutriente
durante o periodo intrauterino e o desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis
na vida adulta. Mais especificamente com relacdo ao cancer, até 0 momento apenas um
estudo (POPOVA, 2002) teve como tema o efeito do consumo de concentracdo
supranutricional de selénio durante a gestacdo e a diminui¢do do surgimento de tumores
hepaticos em sua prole masculina. Tendo em vista que ainda ndo existem estudos sobre os
possiveis efeitos do selénio na dieta materna sobre a programacédo do cancer de mama, 0s
resultados aqui apresentados mostram que tanto a suplementacdo como a deficiéncia de
selénio durante a gestacdo modularam o risco de desenvolvimento de cancer de mama na
prole feminina; a deficiéncia de Se resultou em um aumento na incidéncia de animais com
adenocarcinomas, enquanto a suplementacdo resultou em menor ndmero médio e
multiplicidade de adenocarcinomas por rata. Além disso, a suplementacdo com selénio
resultou em um ndmero estatisticamente significativo de tumores ndo invasivos na progénie

do grupo SUP.

6.1 Concentracdes de Se e estresse oxidativo

A fim de observar possiveis efeitos da intervencdo ainda na mde, uma amostra do
sangue desses animais foi colhida no 17° dia de gestacdo para a quantificacdo da concentracao
de Se. A menor concentracdo de Se no sangue de ratas alimentadas com dieta deficiente em
Se esta de acordo com resultados obtidos por outros pesquisadores em estudos prévios, em
que se verificou que o consumo de racdes deficientes em Se contendo 0,025 ppm ou 0,005
ppm por ratas prenhas resultou em redugdes de 40 e 90%, respectivamente, nas concentragoes
sanguineas do micronutriente (BATES et al., 2000; SMITH; PICCIANO, 1986).

Uma possivel explicacdo para a auséncia de aumento da concentracdo desse
micronutriente no grupo SUP seria a de que a maior oferta de Se teria sido suficiente para a

ativacdo mecanismos homeostaticos que poderiam ter atuado no sentido de se manter estavel
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as concentracdes do micronutriente, por meio do aumento de sua excre¢cdo ou mesmo a
diminuicdo da mobilizagdo de tecidos como o figado.

Diferentemente de resultados de estudos prévios (BATES et al., 2000; SMITH;
PICCIANO, 1986), em que se verificou que a progénie de ratas submetidas a deficiéncia de
Se apresentavam reducfes nas concentracfes sanguineas do micronutriente, ndo houve
diferenca entre a progénie dos grupos CO e DEF quanto as concentra¢fes de Se no sangue.
Esses resultados estdo, no entanto, de acordo com os obtidos por Delgado e colaboradores
(2011), em que a progénie de ratas alimentadas com dieta contendo 0,01ppm de Se
apresentou concentracdes séricas de Se semelhantes a progénie do grupo controle, tendo sido
isso associado a uma reducdo de excrecdo urindria de Se associada a manutengdo da
homeostasia do mineral. A manutencdo dos niveis sanguineos de Se em situacdo de
deficiéncia dietética desse micronutriente estaria relacionada a necessidade de manutencédo
adequada a atividade da enzima glutationa peroxidase em situacdes de aumento do estresse
oxidativo como no proprio periodo gestacional (OJEDA et al., 2009).

De maneira interessante, os resultados obtidos pela analise da atividade da enzima
GPx ndo refletem diretamente aqueles observados nas analises da concentracdo de Se
plasmatica, visto que a expressdo e atividade da enzima glutationa peroxidase, selenoproteina
envolvida no controle de estresse oxidativo (RAYMAN, 2000), esta diretamente relacionada
ao consumo de selénio na dieta (BARNES et al., 2009; LEI et al., 1995; MORIARTY;
REDDY; MAQUAT, 1998). Dessa forma, seria esperado que maiores concentracfes
plasmaticas de Se refletissem em maior atividade da enzima GPx. Por outro lado, a
deficiéncia durante o periodo in Utero pode ter causado alteragdes fisiologicas que
acarretaram na menor atividade de GPx durante a vida jovem/adulta, deixando esses animais
mais vulneraveis a danos causados por estresse oxidativo.

Tendo em vista a diminui¢do na atividade da enzima GPx na progénie do grupo DEF,
tanto de 21 como 50 dias de vida, aventou-se a hipotese de que os animais submetidos a
deficiéncia de selénio durante o periodo fetal encontrar-se-iam em uma situacédo de estresse
oxidativo, o que em ultima andlise teria culminado com o aumento da suscetibilidade desses
animais a carcinogénese mamaria. A fim de verificar essa hipotese, avaliaram-se 0s niveis de
MDA no figado dos animais de 21 e 50 dias. O MDA é um dos principais produtos

secundarios da oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, sendo considerado um marcador

82



de estresse oxidativo e diversos estudos mostram uma correlacdo inversa entre a
concentracdo de selénio e atividade de GPx com as concentra¢des de MDA (JOVANOVIC
et al., 2013; RUKGAUER; NEUGEBAUER; PLECKO, 2001). No entanto, ndo houve

diferenca na concentracdo de MDA no figado da progénie dos grupos experimentais.

6.2 Morfologia e marcadores de apoptose e proliferacdo da glandula mamaria

Terminal End Buds (TEBs) sao estruturas presentes nas glandulas mamarias de ratos
que correspondem as TDLUs (Terminal Ductal Lobular Units) em humanos e s&o
reconhecidas como sendo o local de inicio da carcinogénese (RUSSO; RUSSO, 1980). A
carcinogénese quimicamente induzida por DMBA se inicia nas TEBs por duas caracteristicas
dessa estrutura; por sua alta taxa de proliferacdo e pela baixa capacidade de remover adutos
de DNA formados pelo carcinégeno (RUSSO et al., 1990). Dessa forma, o nimero de TEBs
presente na glandula maméria esta diretamente relacionado a suscetibilidade do individuo em
desenvolver cancer de mama (HILAKIVI-CLARKE, 2007). Além disso, a crescimento de
arvore epitelial se da através da alta taxa de proliferacdo das células que compdem as TEBs,
portanto o tamanho da arvore epitelial também esta relacionado ao risco de desenvolvimento
do céncer de mama.

O numero de TEBs pode ser modulado por componentes da dieta materna, como
acido fdlico (SIERI et al., 2008), &cidos graxos saturados (DE OLIVEIRA ANDRADE et al.,
2014) e poli-insaturados (HILAKIVI-CLARKE et al., 2005). A auséncia de diferenca entre
a progénie dos diferentes grupos em relacéo a esses parametros indica que a modulagdo da
suscetibilidade ao cancer de mama pelas diferentes concentracfes de selénio ndo se da pela
modificacdo em aspectos morfoldgicos desse orgao.

BCL-2 e BAX sdo membros da familia BCL-2, que apresenta importante papel no
controle de apoptose (DANIAL, 2007). Como essas proteinas exercem fungdes contrarias,
um aumento na racdo BCL-2/BAX representaria uma diminui¢cdo na taxa de apoptose. O
balanco entre as taxas de apoptose e proliferacdo celular é essencial para o desenvolvimento
e manutencdo da homeostase da glandula mamaria e uma perturbagdo nesse balango podem
implicar em aumento no risco de desenvolvimento de céncer de mama
(ANANTHANARAYANAN et al., 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2011). No entanto,
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observou-se que os efeitos do selénio na dieta materna ndo influenciaram apoptose e
proliferacdo celular na glandula mamaria de ratas jovens.

Visto que um dos meios pelos quais o selénio exerce sua funcdo anticarcinogénica é
através da regulacdo da apoptose (SINHA; EL-BAYOUMY, 2004), esperava-se que a
progénie do grupo DEF apresentasse uma diminuicao na razao BCL-2/BAX. Por outro lado,
os resultados de proliferacdo e morte celular do grupo SUP estédo de acordo com estudos
anteriores, em que células normais de mama néo foram afetadas pelo tratamento com selénio,
sendo que a diferenca sO foi observada em células pré-malignas (IP; THOMPSON;
GANTHER, 2000).

6.3 Expressdo dos receptores ERa, Her-2 e EGFR

A sinalizacéo do estrégeno por meio do receptor de estrégeno (ER) é essencial para
o desenvolvimento da glandula mamaéria. Camundongos knockout ER” apresentaram
diminuicdo na proliferacao celular e consequente diminui¢éo no crescimento ductal, além de
diminuicdo na diferenciacdo da arvore epitelial (MALLEPELL et al., 2006). Por meio do ER,
0 estrogeno induz a expressdo de anfiregulina, proteina que se liga ao EGFR, agindo de forma
parécrina na inducdo de proliferacdo de células vizinhas (CIARLONI; MALLEPELL;
BRISKEN, 2007).

Estudos também correlacionaram a expressdo de ER e o risco de desenvolvimento do
cancer de mama. Nesse sentido, comparacgdes entre epitélio de glandulas mamarias normais
em pacientes com cancer de mama e tumores benignos de mama mostraram que o primeiro
grupo apresenta niveis maiores de expressao de ER (KHAN et al., 1998). Além disso,
Lawson e colaboradores (1999) avaliaram diferencas na expressdo de ER em mulheres
caucasianas e japonesas, concluindo que essa Ultima populacéo, que apresenta menor risco
de cancer de mama, apresenta também menor expressdo de ER. Nossos resultados estédo de
acordo com esses estudos, visto que a diminuicdo na expressdo de ERa foi associada a
diminuicdo no desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios. Porém, ao contrério do
esperado ndo houve um aumento na expressao desse receptor na progénie do grupo DEF.

Por outro lado, os resultados aqui apresentados védo de encontro com resultados em

que o feto foi exposto a ambiente com altas concentracdes de estrégeno, como a prole de
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animais que consumiram dieta hiperlipidica ou estrogeno sintético durante a gestagcdo. Nesses
estudos a prole apresentou uma diminuicdo na expressao de ER, o que levou ao aumento no
namero de TEBs, ja que o ER também desempenha importante papel na diferenciacéo, e ao
aumento no desenvolvimento de tumores mamarios (HILAKIVI-CLARKE et al., 1998).

Também se observou uma associacao entre a expressao do receptor HER-2 e o risco
de desenvolvimento de adenocarcinomas na progénie de 50 dias do grupo SUP. Sabe-se que
0 aumento na expressdo desse receptor esta relacionado ao aumento na suscetibilidade ao
desenvolvimento de tumores mamarios, visto que sua sinalizacdo afeta a populacdo de stem
cells na glandula mamaria, aumentando essa populacéo atraves da modulacdo de mecanismos
de controle da proliferagdo, o que resultaria em um aumento no numero de alvos de eventos
carcinogénicos (KORKAYA et al., 2008). No entanto, em relagdo aos niveis proteicos, ndo
se observou diferenca na expressdo de HER-2 entre a progénie do grupo CO e DEF.

De forma curiosa, houve uma diminui¢do na expressao de mMRNA também no grupo
DEF quando comparado ao grupo CO. Essa incongruéncia entre niveis de mRNA e niveis de
proteina poderia ser resultado de aumento na taxa de traducdo devido a diminuigcdo na
expressao de miRNAs, e diminuicao nas taxas de degradacédo de proteinas, por exemplo (HE;
HANNON, 2004).

EGFR apresentou 0 mesmo padréo de expressdo do ERa e Her-2. Assim como o
HER-2, 0 EGFR é um membro da familia erbB de receptores tirosina quinase e exerce papel
de destaque no desenvolvimento da glandula mamaria, mais especificamente em relacdo ao
crescimento ductal da arvore epitelial (TROYER; LEE, 2001). A exposicdo no periodo pré-
pubertal & genisteina, responsavel por diminui¢cdo no risco de cancer de mama, resultou em
diminuicdo na expressdo de EGFR em estruturas menos diferenciadas da glandula mamaria
(BROWN et al., 1998). No mesmo sentido, a exposi¢do in utero ao bisfenol A, composto
conhecido por aumentar o risco de desenvolvimento de tumores mamarios, resultou em
aumento na expressdo de EGFR (BETANCOURT et al., 2010). Em concordancia com esses
estudos, a diminuicdo na expressdo de EGFR estd relacionada com o menor risco de
desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios observado na progénie do grupo SUP.

Como foi vista essa diminui¢do na expressdo de receptores na glandula mamaria de
ratas jovens, decidiu-se por avaliar a expressdo de ERa e Her-2 nos adenocarcinomas

mamarios da prole induzida com DMBA. A modifica¢cdes observadas em ratas com 7 semana
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nédo se mantiveram apos a indugéo. Estudos com a linhagem celular de cancer de mama MCF-
7 mostraram que o tratamento com selénio diminui a expressao (tanto em relacdo aos niveis
de mRNA como de proteina) de Era e diminuiu a ligacéo entre esse receptor ao DNA (LEE
et al., 2005b; SHAH et al., 2005). O Her-2 encontra-se superexpresso em cerca de 30% dos
casos de cancer de mama, estando relacionado a sua capacidade de formar metastases e a um
pior prognostico (SLAMON et al., 1989). Esses resultados, somados aos resultados das
andlises histopatoldgicas dos adenocarcinomas mostram que ndo ha uma diferenca na
agressividade e prognostico entre as neoplasias dos animais iniciados dos grupos CO, DEF e
SUP.

6.4 Expressao de oncogenes e genes supressores de tumor

Visto que que tanto a suplementacdo com a deficiéncia em selénio resultou na
modulacéo no risco de cancer de mama na progénie feminina, decidiu-se avaliar a expressdo
de oncogenes e genes supressores de tumor que exercem papel de destaque no
desenvolvimento do cancer de mama.

Assim como no caso da expressdo do receptor HER-2, a diferenca nos niveis de
MRNA do gene Rassfla ndo foi acompanhada de alteragdes em nivel proteico, o que poderia
ser explicado por uma diferenca na taxa de traducdo ou de degradacdo de proteinas. Um dos
mecanismos de acdo do Rassfla é através da diminuigdo na expressdo do Era (THALER et
al., 2012). Embora tenha sido observada diferenga na expressdo desse receptor, ela parece
ndo ser dependente de Rassfla. Ao contrario do que foi observado no presente trabalho, nosso
grupo de pesquisa ja mostrou que o tratamento de células de cancer de mama com selenito
de sodio resultou em aumento na expressao desse gene supressor de tumor (DE MIRANDA
etal., 2014).

Os outros dois genes supressores de tumor analisados, Pten e Brcal, também
apresentaram padrao de expresséo diferente do esperado. A expressao do gene Pten pode ser
modulada por componentes da dieta, como a genisteina, modulando dessa forma o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (DAVE et al., 2005). Além disso, a exposic¢éo a mirtilo
em po na dieta materna aumentou a expressdo de PTEN na glandula mamaria da prole de 21
dias (RAHAL et al., 2013). No entanto, embora fosse esperado que a progénie do grupo SUP
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apresentasse um aumento na expressao de Pten e o contrario fosse observado na prole do
grupo DEF, ndo houve diferenca na expresséo desse gene.

Com relacdo ao gene Brcal, observa-se um aumento em sua expressdo na glandula
mamaria da prole do grupo DEF, embora esse aumento ndo seja significativo. Esse gene
supressor de tumor esta envolvido em mecanismos como reparos de danos ao DNA e
progressdo do ciclo celular (DENG, 2006) sendo que um dos mecanismos de ac¢do seria a
inibicdo da expressdo de ERa e RP (receptor de progesterona) (CALVO; BEATO, 2011),
além inibir a expressdao do miRNA-155, conhecido micro RNA oncogénico, por meio de
mecanismos epigenéticos (CHANG et al., 2011). Péde-se observar, no entanto, que os niveis
de RNA do Brcal ndo influenciaram a expressao de ER ¢, visto que seu aumento na prole do
grupo DEF resultaria em diminui¢do na expressdo desse receptor no mesmo grupo. Seria
interessante investigar os niveis de proteina BRCA1 para averiguar se o padréo da expressao
de mRNA se mantem em nivel proteico.

O c-myc é um oncogene regulador por estrogeno e esté associado a diversos processos
regulatérios, como proliferacdo e diferenciacdo celular e apoptose (DANG, 2012). Estudos
anteriores mostraram que o tratamento de células de cancer de mama com Se sob a forma de
acido metilseleninico inibiu a transcricdo de c-myc através da diminui¢do dos niveis de
MRNA de ERa (LEE et al., 2005b; SHAH et al., 2005). No entanto, a diminui¢cdo na
expressdo de ERa causada pela suplementacdo de selénio ndo modificou a expressao desse
oncogene.

O oncogene Ras, por outro lado, apresentou-se diminuido na progénie do grupo SUP.
Esse oncogene tem como principais ativadores upstream os membros da familia erbB de
receptores, sendo que sua ativacdo constitutiva se da pela desregulacdo na expressdo de
EGFR e HER-2 em tumores mamarios (ELENBAAS, 2001; HOADLEY et al., 2007). Esse
oncogene esta relacionado ao aumento da instabilidade cromossémica em células de mama
pré-malignas (ZENG et al., 2010).

6.5 Proteinas relacionadas as vias do Ere, Egfr e Ras

Como a exposicdo a diferentes concentragdes de selénio através da dieta materna

resultou em diminuicdo na expressdo ERa, EGFR e RAS, avaliou-se a expresséo de proteinas
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relacionadas a suas principais vias de sinalizacdo: a via RAF-MEK-ERK relacionada a
regulacdo do crescimento celular, apoptose e diferenciacéo, e a via do PI3K-AKT relacionada
a sobrevivéncia celular e crescimento, entrada no ciclo celular, que pode levar a ativacao do
mTOR activation (revisado em CASTELLANO; DOWNWARD, 2011).

Quando o receptor de estrégeno é ativado por meio de um ligante, principalmente
estrogeno, ocorrem dois tipos de resposta; a resposta ndo-genémica, que é mediada pelo
receptor localizado na membrana e citoplasma e pela ativacdo de mensageiros secundarios,
ou a resposta gendmica, mediada pelo receptor de estrogeno nuclear (FORYST-LUDWIG;
KINTSCHER, 2010). A sinalizacdo do EGFR e a ndo-genémica do ERa podem ocorrer pelas
mesmas vias ativadas por RAS; pela ativacdo da via do ERK (LEVIN, 2003; RAZANDI et
al., 2003) ou do PIBK-AKT-mTOR (HYNES; BOULAY, 2006). Adicionalmente, 0 ERa
pode modular a expressdo génica pela resposta genémica, em que o receptor interage com o
complexo do fator de transcricdo AP-1, composto pelo proto-oncogene C-JUN, na regido
promotora de genes alvo, como o c-myc (SIEWIT et al., 2010).

Embora fosse esperada uma diminuicdo na expressdo dessas proteinas envolvidas nas
vias de sinalizacdo, visto que os ativadores dessa via se encontram menos expressos na prole
do grupo SUP, ndo houve diferenca nesse parametro em nenhum dos marcadores avaliados.
Visto que as vias analisadas sdo importantes para um grande ndmero de processos
moleculares e podem ser ativadas ou inibidas por diversos genes, a auséncia de diferenca
poderia ser explicada pela interferéncia desses outros fatores (LUO; MANNING;
CANTLEY, 2003). Além disso, os genes estudados; Er ¢, Egfr e Ras participam de diversas
vias de sinalizacdo (BLOBEL, 2005; YARDEN, 2001). Dessa forma, a diminuicdo na
expressao dos mesmos pode resultar na inibi¢do ou ativacao de outras vias, que poderiam ser
responsaveis pelos resultados observados nos grupos experimentais.

A caveolina é um dos principais componentes de estruturas da membrana celular
denominadas caveolas, importantes para a transducdo de vias de sinalizagcdo (SIMONS;
TOOMRE, 2000). A menor expressao de caveolina esta relacionada ao desenvolvimento de
diversos tipos de cancer, entre eles 0 de mama, agindo por meio da expressao e ativacdo de
ERa. Estudos utilizando linhagens de cancer de mama mostraram que a menor expresséo de
caveolina-1 (CAV-1) levou ao aumente na expressdo de ERa, contribuindo para a

transformacdo maligna dessas células (ZHANG et al., 2005). Além disso, a exposi¢do in
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utero a estrégeno reduziu a expressdo de CAV-1 e aumentou a de ERa na glandula mamaria
da prole e esses efeitos foram associados a um aumento na programacao do cancer de mama
(SHAJAHAN et al., 2010). Por outro lado, a exposi¢do pré-pubertal de estrégeno causou
efeito oposto na expressdo dessas proteinas, levando a diminuigdo no risco de cancer de
mama (SHAJAHAN et al., 2010). Adicionalmente, observou-se que a CAV-1 pode interagir
com EGFR, diminuindo sua expressao (COUET; SARGIACOMO; LISANTI, 1997).
Entretanto, as diferentes dietas maternas, embora tenham modulado a expressao tanto de ERa
como EGFR, ndo resultaram em alteracGes na expressao de CAV-1.

Da mesma forma, nédo foi observada diferenga na expressao de STATS5, proteina que
tem papel fundamental no desenvolvimento da glandula mamaria na gestacao e lactacao, pela
modulacéo da proliferacéo e diferenciacdo celular (CUI et al., 2004). Esse fator transcricional
pode participar também da transformacdo celular e carcinogénese quando desregulado
(IAVNILOVITCH et al., 2004). Como o EGR e estradiol, através do EGFR e ER
respectivamente, podem modular a ativagdo de STAT5 (BJORNSTROM; SJOBERG, 2002;
GALLEGO et al., 2001) seria esperado observar uma diferenca na expressao de STAT5 na
prole feminina do grupo SUP, porém nao houve diferenca entre nenhum dos diferentes

grupos.

6.6 Marcadores epigenéticos

6.6.1 Modificagdes em histonas

Visto que marcadores epigenéticos estao relacionados ao padrao de expressdo génica
por meio de alteragcdes na conformacdo da cromatina, modificacbes pos-traducionais em
residuos de histonas sdo importantes marcadores associados ao risco de desenvolvimento de
cancer de mama (DALVAI; BYSTRICKY, 2010; HOWE et al., 2001; KOUZARIDES,
2007).

Sabe-se também que o selénio é um fator capaz de alterar o padrdo dessas
modificacdes. Nesse sentido, macrofagos tratados com selénio apresentaram uma diminuigéo
na acetilacdo de H4K16, que foi relacionado a diminuicdo desse marcador na regido

promotora de genes pro-inflamatorios (NARAYAN et al., 2015). Como a acetilagdo de
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H4K16 encontra-se aumentada na glandula mamaria tanto na prole do grupo DEF como SUP,
torna-se ainda necessério avaliar o padrdo dessa marca na regido promotora de genes
associados ao desenvolvimento de cancer de mama.

O tratamento de linhagem LNCaP de cancer de prostata com selenito de sodio
diminuiu a atividade de histona desacetilase, aumentando os niveis de acetilacdo da H3K9 e
diminuindo os niveis de metilacdo da mesma, marcas que resultam em aumento na expressao
génica (XIANG et al., 2008). Por outro lado, como observado no presente estudo, a
suplementacdo com selénio e folato ndo alterou a metilacéo e acetilacdo da histona H3K9 no
tecido hepatico de camundongos (BERMINGHAM et al., 2013).

Além disso, sabe-se que o periodo embrionario € marcado por extensa reprogramacao
do epigenoma (NAFEE etal., 2008). Nesse sentido, De Oliveira-Andrade et al. (2014)
mostraram que a dieta materna foi responsavel pelo aumento na acetilacdo de H3K9 na
glandula mamaria da prole que apresentou menor risco de cancer de mama.

Embora nédo tenha sido observada diferenca na expressédo de H3K27 trimetilada, a
expressédo da histona metiltransferase EZH2, membro do grupo Polycomb, foi analisada. O
aumento na expressao dessa enzima esta relacionado ao aumento da suscetibilidade ao cancer
de mama (DING et al., 2006). A exposicdo durante o periodo fetal a estrogeno sintético,
responsavel por aumento no risco de desenvolvimento dessa neoplasia na idade adulta, foi
responsavel pelo aumento na expressdo de EZH2 (DOHERTY et al., 2010). No entanto, o
aumento no desenvolvimento de adenocarcinomas mamarios na progénie do grupo DEF nédo
foi acompanhada por mudancas na expressdo dessa histona metiltransferase.

A auséncia de alteracdo nos padrbes metilacdo e acetilacdo de residuos de histonas
nos adenocarcinomas da prole dos grupos CO, DEF e SUP iniciada com DMBA esta de
acordo com os dados referentes ao grau dos tumores e a expressdo dos receptores HER-2 e
ERa, indicando que ndo ha diferenca de malignidade e progndéstico nos tumores entre 0s

grupos.

6.6.2 Modificagdes no padréo de metilacdo global e especifica do DNA

Visto que a exposicdo a diferentes concentragdes de selénio durante o periodo fetal

através da dieta materna causou modificagcdes na expresséo de Era. e o fato de que o selénio

90



é conhecido por ter efeito sobre processos epigenéticos, aventou-se a possibilidade de que a
diminuicdo na expressdo de ERa estaria relacionada a alteracfes no estado de metilacdo da
regido regulatéria desse gene. A regido localizada na posic¢éo de -2320 a -2263 do cddon
ATG, correspondente ao Exon 1 do ERa, exerce funcéo regulatoria na expressdo desse gene,
sendo altamente suscetivel a mudancas no padrdo de metilagdo de citosinas (YENBUTR;
HILAKIVI-CLARKE; PASSANITI, 1998).

Poucos estudos avaliaram a modulacdo do risco de cancer de mama por meio da
interferéncia da dieta materna no padrdo de metilagdo de regides regulatorias do gene ERa. A
prole de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica durante o periodo gestacional apresentaram
diminui¢@o na metilagdo do Exon 1 da regido 5° UTR do gene ERa na glandula maméria, o
que foi relacionado ao aumento na suscetibilidade desses animais ao cancer de mama
(YENBUTR; HILAKIVI-CLARKE; PASSANITI, 1998).

A andlise desse parametro mostra que a suplementacao e deficiéncia de selénio na
dieta materna podem levar a alteracdes no estado de metilagdo da regido regulatéria do ERa.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para determinar se essas modificacdes sao
suficientes para causar a diminuicao da expressdo desse gene, ou se a combinagdo com outros
mecanismos é necessaria para obter tal efeito.

Descreve-se que 0 selénio é capaz de modular o padrdo de metilagdo do DNA tanto
através do metabolismo de um carbono como pela modulacdo da atividade das DNA
metiltransfersaes. Nesse sentido, Davis e Uthus (2003) mostraram que a deficiéncia de
selénio apresenta efeitos inversos a deficiéncia de folato no metabolismo de um carbono;
com diminuicdo na concentracdo de homocisteina pelo aumento de sua conversao a
cistationina pela via de transulfuracdo e aumento da razdo SAM/SAH. Contrério a essas
observacdes, no entanto, animais que receberam dieta suplementada em selénio apresentaram
maiores niveis de metilacdo global, bem como maior atividade da enzima metiltransferase
tanto no figado como no célon, sendo o oposto observado em animais que receberam dieta
deficiente em selénio (DAVIS; UTHUS, 2003).

Estudos utilizando células de cancer de préstata observaram resultados que véo de
encontro aos apresentados por Davis e Uthus, em que a oferta de selénio diminuiu a atividade
de DNMTs (XIANG et al., 2008), embora sua deficiéncia em células de cancer de colon
tenha levado a hipometilagéo global do DNA (DAVIS; UTHUS; FINLEY, 2000). Da mesma
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forma, o tratamento de células de cancer de mama com diferentes formas de selénio diminuiu
a expressdo da enzima DNMT1 (DE MIRANDA et al., 2014). Porém, embora a
suplementacéo e deficiéncia de selénio tenham efeitos sobre o estado de metilagcdo do DNA,

ndo foram observadas diferencas no padrdo global de metilacdo do DNA e na expressédo de
DNA metiltransferases 1, 3a e 3b.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a exposicédo a diferentes
concentragOes de selénio através da dieta materna durante a gestacdo pode programar o risco
de cancer de mama da progénie feminina na vida adulta. A suplementacdo da dieta materna
com selénio diminuiu o risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias na prole feminina
na vida adulta. Essa programacéo foi associada & modulagdo de mecanismos celulares e
moleculares, com diminuicdo na expressao dos receptores ERa, HER-2 e EGFR na glandula
mamaria desses animais com 7 semana de idade n&o iniciadas com DMBA. Além disso, a
diminuicdo na expressdo de ERa. pode estar relacionada a mudancas no padrdo de metilacéo
de sua regido regulatoria. Por outro lado, a deficiéncia de selénio na dieta materna promoveu
um aumento na incidéncia de adenocarinomas mamarios em sua prole feminina,
acompanhado por diminui¢do na expressdo de GPx no inicio da vida.

Visto que o cancer de mama é um problema de salde publica, que causam danos ndo
apenas relacionados a saude, mas também em ambito financeiro e emocional, nossos
resultados apontam para a possibilidade de estabelecimento de medidas de reducéo do risco

do cancer de mama ja no inicio da vida.
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A Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCF/USP, em
reunido realizada em 04 de julho de 2011, APROVOU o projeto “Nutricao materna e
programacdo fetal do cancer: influéncia da deficiéncia ou suplementag&o com
selénio durante o periodo gestacional de ratas na suscetibilidade da progénie
feminina & carcinogénese maméria” (Protocolo CEUA/FCF/326), apresentado por
Vossa Senhoria, devendo apenas, ser excluido o nome do candidato & pos- ;
“graduacao, do Formulario de Registro.

Atenciosamente,

-~ Prof. Dr“Marco Afitonio Stephano
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP
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