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ANDRADE, F.O.Nutricdo e origem desenvolvimentista do cancer de ama: consumo de
racdo com alto teor de gordura animal por ratas duante a gestacéol/lactacédo e
suscetibilidade da prole feminina a carcinogénese améaria. 2014. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universida&ad Paulo, 2014.

RESUMO

O presente trabalho investigou se a exposicao eiodoes precoces da vida a racdo com
alto teor de gordura animal altera o risco de cddeemama na vida adulta em ratas. Ratas maes
foram expostas a racdo com alto teor de gorduraGjAq base de banha de porco (60 % de
energia proveniente de gordura) ou uma dieta cen&N93G (16 % de energia proveniente de
gordura) durante a gestagao ou gestacao e lactagiole feminina com 7 semanas de idade foi
induzida a carcinogénese mamaria com o carcinogdr@adimeti-benz]antraceno. Comparado
a prole do grupo controle, observou-se menor sbda@dde a carcinogénese mamaria na prole
do grupo de ratas prenhas submetidas a racdo AT&tdua gestacdo (menor incidéncia de
neoplasias, multiplicidade e peso das neoplasiagjestacdo e lactacdo (menor multiplicidade).
Prole feminina de ratas exposta a racdo ATG duramestacdo apresentou menor crescimento
da arvore epitelial mamaria, proliferacdo celuldi6{) e expressdo de NFkB p65 e maior
expressdo de p2l1 e niveis globais de H3K9me3 nadg mamaria. Além disso, esta
apresentou uma tendéncia na reducdo da r@aad/Rankl(p=0,09) e niveis de progesterona
sérica (p=0,07). Glandula mamaria da prole femimioagrupo exposto a racdo ATG durante a
gestacao e lactacao apresentou menor nimero de TEBsimento da arvore epitelial e razéo
BCL-2/BAX e maiores niveis de leptina em comparaggwole do grupo controle. Analise de
lipiddbmica das glandulas mamarias revelou que eg@osa racdo ATG especificamente durante
a gestacao apresentou pequenos efeitos no peritides graxos na prole feminina, enquanto
gue a exposicdo a essa racao durante a gestae@&tag@ib promoveu menor concentracao de
acidos graxos saturados (exceto acido estearica)a®r concentracdo de acidos graxos
polinsaturados da série n-6, monoinsaturados @ diainleico conjugado (CLA). De acordo com
analise de dependéncia de redes diferencial (DDiS) gknes diferentemente expressos pela
analise de “microarray” exposicdo a racdo ATG emiopes precoces da vida altera a rede
transcricional da glandula mamaria na vida ad@specificamente, ratas expostas a racdo ATG
somente durante o periodo fetal apresentou aumdat@xpressdo deéirhle Repinl em
comparacdao ao controle. A prole exposta a raceantkio periodo fetal e lactacional apresentou
maior e menor expressao 8&a6e TIrl em comparacdo ao contole, respectivamente e menor
expressao d€rkrs em comparacdo a prole exposta a racdo somentatewgperiodo fetal.
Nossos dados confirmam que o risco de cancer deandg@prole pode ser programado pela
alimentacdo materna. No entanto, ao contrario dosguesperava, exposicao a altos niveis de
gordura animal no inicio da vida diminuiu a sudzktiade ao cancer de mama na vida adulta.
Dentre 0s possiveis mecanismos envolvidos nesd&¢cAm encontram-se a modulacdo da
morfologia e perfil lipidico da glandula mamariegducéo da proliferacéo celular e aumento dos
niveis proteicos de reguladores do ciclo celulapdmacdo de marcas epigenéticas como
H3K9me3, modulacdo da expressdo génica global dmragdo de redes de sinalizagdo, bem
como regulagcéo de vias de sinalizagdo especifioa® RANK/RANKL/NF«B. Porém esses
mecanismos sao dependentes do tempo e periodposgio.

Palavras-Chave: Céancer de mama, banha, dieta ipiderd, programacdo, epigenética,
transcriptoma, lipidoma



ANDRADE, F.O. Nutrition and developmental origin of breast cancer consumption of
lard-based high-fat diet by rats during gestation/ctation and the offspring’s susceptibility
to mammary carcinogenesis2014. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias d&@uticas,
Universidade de S&o Paulo, 2014.

ABSTRACT
The present study investigated whether ea rlydiposure to high levels of animal fat changes
breast cancer risk in adulthood in rats. Dams cmesla lard-based high-fat (HF) diet (60% fat-
derived energy) or an AIN93G control diet (16% datived energy) during gestation or
gestation and lactation. Their 7-week-old femalftspsing were exposed to 7,12-dimethyl-
benzp]anthracene to induce mammary tumors. Comparebde@antrol offspring, significantly
lower susceptibility to mammary cancer developnvea$ observed in the offspring of dams fed
on HF diet during gestation (lower tumor incidengwyltiplicity and weight), or gestation and
lactation (lower tumor multiplicity only). Mammargpithelial elongation, cell proliferation
(Ki67), and expression of NB p65 were significantly lower, and p21 expressam global
H3K9me3 levels were higher in the mammary glandsatd exposed to HF lard diet in utero.
They also tended to have lower Rank/Rankl raticsO(@9) and serum progesterone levels
(p=0.07) than control offspring. In the mammaryngla of offspring of dams consuming the HF
diet during both gestation and lactation, the nundfderminal end buds, epithelial elongation
and the BCL-2/BAX ratio were significantly lowema serum leptin levels were higher than in
the controls. Lipidomic analysis on mammary glasdewed that exposure to a lard-based HF
diet only during gestation had little effects ortyaacids profile on offspring, whereas this
exposure during gestation and lactation promoteghifstant changes on the offspring’s
mammary glands. In general, it decreased SFA (éxoegtearic acid) and increased n-6 PUFA,
MUFA and CLA concentrations in mammary gland. Acliog to Differential dependency
network (DDN), analysis of genes differently exgex$ by microarray, exposure to HF diet
during early life changes the transcriptional netwof the mammary gland in adulthood.
Specifically, rats exposed to HF diet only durihg fetal period showed increased expression of
Hrhl e Repinlcompared to the control. The offspring exposedh® HF dietin utero and
nursing had higher and lower expressiorfstvth6andTIr1l, respectively, compared to the control
and lower expression dEfrkrs compared to the offspring exposed oiry utera Our data
confirm that the breast cancer risk of offspring @ programmed by maternal dietary intake.
However, contrary to our expectation, exposureigh kevels of lard during early life decreased
later susceptibility to breast cancer. The mecmasigivolve modulation of mammary gland’s
morphology and lipid profile, decrease of cell fevhtion and increase of cell cycle regulators,
modulation of epigenetics marks as H3K9me3, modiabf global gene expression with
alteration of transcriptional network and RANK/RANKNFkB pathway. However, these
mechanisms are dependent on the duration and parexposure.

Keywords: breast cancer, lard, high-fat diet, papgming, epigenetics, transcriptome, lipidome
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama é um importante problema de galiddiea, caracterizando a segunda e
a quinta principal causa de morte morte por nea@plantre as mulheres, em regides
desenvolvidas e menos desenvolvidas, respectivan@MsS, 2008; FERLAY et al., 2013). A
alimentacéo influencia diretamente o risco de deslgimento de cancer e o comportamento do
tumor (DAVIS; MILNER, 2007). Desde 1930 estudosdepniolégicos tém demonstrado a
relacdo entre dieta e risco de cancer, dentreoefliesmama (HILL, 1997). O consumo de frutas,
vegetais, cereais, peixe, soja e cha verde paretienmuir o risco de cancer de mama
(RIBOLI;NORAT, 2003; TROCK; HILAKIVI-CLARKE; CLARKE, 2006; KHAN;
AFAQ;HASAN MUKHTAR, 2008; BESSAOUD;DAURES;GERBER08). Por outro lado, o
consumo de gordura animal, principalmente de caenmelha e produtos lacteos parece estar
associado ao aumento do risco desse tipo de cADEE et al., 2003). Observa-se que quanto
maior o consumo per capita de gordura em um pam®rm a taxa de mortalidade por cancer de
mama (CARROLL, 1975).

Processos diretamente relacionados ao desenvoldinum cancer como proliferagao
celular, apoptose, angiogénese, metabolismo dénégenos, diferencia¢do celular, regulacéo
hormonal, reparo do DNA e inflamacdo podem seruarftiados por componentes dos
alimentos, por meio da regulacdo da expressao aémspecialmente por mecanismos
epigenéticos (ROSS, 2007; DAVIS; MILNER, 2007; DBIETI et al.; 2011; ONG et al., 2011;
ANDRADE et al., 2012). Ha dois tipos mais comuesnabdificacdes epigenéticas: aquela que
ocorre em nivel de DNA (metilagdo do DNA) e aqueglee ocorre em nivel de cromatina

(modificacdes pos-traducionais de histonas) (MARHENal.,, 2013; CAPELL & BERGER,
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2013). Nesse contexto, a elucidacdo dos mecanigasteracdo gene-nutriente é de grande
importancia para se entender como a dieta modtkxo de desenvolvimento de doencas como
o cancer (ROSS, 2010).

Como descrito para doencas crbnicas nao transmissoomo as cardiovasculares,
diabetes e obesidade (LANGLEY-EVANS; McMULLEN, 20Q;1ambém no caso do cancer de
mama aventa-se a hipotese de que sua origem psdefigtal (HILAKIVI-CLARKE-2007). Em
1990, Trichopoulos sugeriu que alguns canceres atearse originariam ja no ambiente intra-
uterino, frente a exposi¢cbes elevadas ao estrogERECHOPOULOS, 1990). Nesse sentido
exposi¢cdes hormonais no periodo pré-natal tém siliacionadas a predisposicdo para o
desenvolvimento de cancer de mama (YU et al.,, 2006;ASSIS et al., 2006; DE ASSIS;
KHAN;HILAKIVI-CLARKE, 2006; HILAKIVI-CLARKE; DE ASS IS, 2006; HILAKIVI-
CLARKE, 2007).

Também a dieta materna durante a gestacao e lagiada ser particularmente importante
em modificar o0 ambiente fetal e, consequentementjscetibilidade ao cancer de mama na
idade adulta (YU et al., 2006). Evidéncias sugecgra os periodos precoces da vida sdo os
momentos em que a glandula mamaria esta mais skasnhfluéncia da alimentacédo (STARK et
al., 2003; MICHELS et al., 2007; MESSINA; HILAVIKGLARKE, 2009). Nesse contexto,
tem-se voltado a aten¢cdo para o impacto do consienipideos durante a gestacéo e lactacdo no
risco para cancer de mama na prole, ja que mansitsidade € observada quando exposicdo a
esse macronutriente ocorre em periodos precocad@@MACLENNAN & MA, 2010).

Considera-se que exposicao dietética intra-utedneante a fase de desenvolvimento da
mama, possa reprogramar epigeneticamente a exprgdsi&a na glandula mamaria, resultando

em “Terminal End Buds” (TEBs) com suscetibilidaderada a transformacdo maligna, com



aumento do namero e de células proliferando nestsat@ra. Os genes que podem ser afetados
nesse sentido incluem os que normalmente protegercelalas da transformacédo maligna,
destacando-se os que previnem a formacdo de adat@NA (genes antioxidantes ou que
regulam o metabolismo celular), promovem reparoD#A, induzem apoptose ou inibem a
proliferacdo celular (DE ASSIS; HILAKIVI-CLARKE, ai5; HILAKIVI-CLARKE, 2007).

Assim, levando-se em consideracdo o consumo enss&xce gorduras, principalmente as
saturadas, em nivel mundial, e o continuo aumergsted consumo em paises em
desenvolvimento (KEARNEY, 2010) incluindo nosso spainclusive entre as gestantes
(LACERDA et al.,, 2007; MARTINS & BENICIO, 2011), ppds-se avaliar o impacto do
consumo de racdo com alto teor de gordura aninmatgias, durante o periodo gestacional e
lactacional, na suscetibilidade da prole femininacacinogénese mamaria quimicamente

induzida, bem como possiveis mecanismos celular@gculares e epigenéticos envolvidos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nutricdo e Cancer

A alimentacdo influencia diretamente o risco deedeslvimento de cancer e o
comportamento do tumor (DAVIS; MILNER, 2007). Desti#30 estudos epidemioldgicos tém
demonstrado a relagéo entre dieta e risco de caemre eles o de mama (HILL, 1997).

ApoGs andlise de evidéncias sobre alimentacdo e dsccancer, o Fundo Mundial de
Pesquisa do Cancer (WORLD CANCER RESEARCH FUND)aledeceu metas e
recomendacbes populacionais com objetivo de préeengo cancer. Dentre as metas
estabelecidas, a maioria esta intimamente asso@addimentacdo: manter peso corporal
adequado (IMC entre 18,5 e 24,9); praticar ativdéidica diariamente; evitar o consumo de
alimentos e bebidas densamente energéticos; cansamiinimo 5 por¢des (4009) de vegetais e
frutas diariamente; consumir cereais integrais gurt@nosas; reduzir o consumo de carne
vermelha (menos que 500g por semana); reduzir suoom de bebidas alcodlicas (2 drinques
para homens e 1 drinque para mulheres); redumnsumo de sal (6g/dia); utilizar suplementos
dietéticos apenas em casos especificos (WORLD CAANRESEARCH FUND/AMERICAN
INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 2007).

Estima-se que a alimentacdo contribua na etioldgi80 a 50% de todos os canceres de
mama (WILLETT, 2001; HILAKIVI-CLARKE, 2007). O comsno de frutas, vegetais, cereais,
peixe, soja e cha verde parecem diminuir o riscecaleer de mama (TROCK; HILAKIVI-
CLARKE; CLARKE, 2006, KHAN; AFAQ;HASAN MUKHTAR, 208;

BESSAOUD;DAURES;GERBER, 2008; ALBURQUEQUE et al012). Por outro lado, o



consumo de gordura animal, principalmente de caereelha e produtos lacteos durante o
periodo pré-menopausal parece estar associadonsntuido risco desse tipo de cancer (CHO
et al., 2003; GONZALEZ et al., 2010). Observa-se quanto maior o consumo per capita de
gordura em um pais, maior € a taxa de mortalidadecgincer de mama (CARROL, 1975).
Metanélise de diversos estudos, em modelos comaaineforca o papel da gordura alimentar
em promover o crescimento de neoplasias mamaeasiosque este efeito ndo parece estar
simplesmente associado ao aumento de ingestdicea]lBREEDMAN et al., 1990).

Em outros tipos de neoplasias, como de colon, gasendométrio e ovario também se
observa relagdo com o consumo de gordura (GERB&H9)2 Camundongos alimentados com
dieta rica em gordura (60% de calorias provenietiéegordura) apresentaram significantemente
maior crescimento de tumor de préstata induzido x@roenxerto de células de cancer de
préstata (LNCaP) em comparacdo com camundongosrataios com dieta rica em carboidrato
ou dieta controle, sendo que esse crescimenteeeat®mpanhado do aumento da expresséao do
oncogene Akt e fator de crescimento similar & inau{IGF-1) (NARITA et al., 2008; HUANG
et al., 2012). Porém, outros estudos ndo encamtrassociacdo entre consumo de gordura
saturada e crescimento de tumor em camundongosYDL&D al., 2010).

Dados contraditérios quanto ao consumo de gordaémeer de mama também podem ser
observados (WILLET, 2001). Metanalise, incluindtudss de coorte e caso-controle, encontrou
gue o maior consumo de gordura total, saturada ead®e vermelha, esteve associado com
aumento do risco de cancer de mama (BOYD et aD32@Por outro lado, outros estudos,
incluindo uma metanélise, ndo tém observado e$sgée (ALEXANDER et al., 2010; KEY et

al., 2011; PARK et al., 2012;). Além disso, redugim consumo de gordura dietética ndo



diminuiu o desenvolvimento de cancer de mama enhene com risco elevado (MARTIN et
al., 2011).

Assim, a influéncia da gordura dietética no deskmvento e progressdo do céancer,
inclusive de mama, parece ser muito controversaMEO, 2011; WILLET, 2001, GERBER,
2009). Deve-se levar em consideracéo a dificuldizdestudos epidemiolégicos em quantificar o
consumo deste nutriente (ROMIEU, 2011), bem comdliterentes tipos de &cidos graxos
presentes na gordura dietética (saturados (SFAhomsaturados (MUFA) e polinsaturados
(PUFA)) que podem influenciar de forma diferentelesenvolvimento do tumor (SUBURU;
CHEN, 2012).

As principais fontes de SFA sdo produtos de origemmal como carne, leite, ovos,
podendo ser encontrado também em 6leo de cbcod€.d@s principais tipos de SFA séo acido
palmitico (16:0), acido esteérico (18:0), acidaidm (12;0) e acido miristico (14:0) (SUBURU;
CHEN, 2012). Estudom vitro e in vivo sugerem que SFA pode promover a carcinogénese por
inibir as respostas celulares que sédo normalmesgendadeadas por dano no DNA, como por
exemplo, a inducdo de apoptose. Mais especificanéwido palmitico e miristico inibem a
expressao de proteinas importantes para inducawode celular como p21 e Bax, através de
vias independentes de p53. Além disso, SFA indudiretamente, a transformacédo celular e
aumenta a sintese endogena de SFA em células qp&sieas/neoplasicas, 0 que promove a
progressao do tumor, bem como possivel resistandiagas (MACLENNAN; MA, 2010).

Estudo caso-controle, o qual avaliou mulheres emdad no “Nurses’ Health Study II”,
observou que aquelas que consumiam maior quantidadgordura animal, rica em acidos
graxos saturados, apresentaram maior risco de \dd@ggnento de cancer de mama, em

comparagdo aquelas com menor consumo diario desteente (CHO et al.,2003). Outros



estudos também encontraram associacao positivearage fraca, entre o consumo de gordura
saturada (30 a 40% do valor caldrico total) e risdativo para o desenvolvimento de cancer de
mama (SMITH-WARNER, et al., 2001). Diferentememégentes metanalises e estudo de coorte
ndo observaram associacdo entre consumo de gaumal (35% valor calorico total) com o
risco relativo de desenvolvimento de cancer de m@hBXANDER et al., 2010; PARK et al.,
2011).

Alguns estudos em modelos animais suportam a fsp@jee a gordura saturada promove,
apesar de fraco, efeito promotor da carcinogéneseama (FAY et al., 1997). Paradoxalmente,
acido esteérico (C18:0) um acido graxo saturadoadeia longa inibe o crescimento de células
de cancer de mama em concentragfes fisiologices/éat da inducdo do bloqueio do ciclo
celular em fases G1 e G2, por induzir a expresgaprdteinas, como p21 e p27 e inibir a
expressdo de Rho. Além, disso, acido esteario nedmzncidéncia, em ratas, de tumores
mamarios induzidos pelo carcindgeno N-Nitroso-Nhyleirea (LI et al., 2011).

Em regides mediterraneas, tém-se registrado manméncia de certos tipos de canceres,
como cancer de mama, colon e préstata, a qualb&ida ao padrao dietético dessa populacao.
A dieta mediterranea é caracterizada principalmpotealto consumo de alimentos de origem
vegetal, baixo consumo de carne vermelha e altsurna de 6leo de oliva (TRICHOPOULOU
et al., 2000). Os principais constituintes do deooliva sdo os MUFA, em especial o acido
oleico (18:1, n-9), ao qual é atribuido, em pastgyapel protetor contra o cancer (SUBURU,;
CHEN, 2012). O consumo de 0leo de oliva pareceseindicador favoravel para diversos tipos
de canceres, entre eles o de mama. Pessoas queneompredominantemente 6leo de oliva
como lipideo de adicdo apresentaram reducédo de disacancer de mama 5 vezes menor em

comparagado com aquelas com predominante consumauteiga (PELUCCHI et al., 2011).



Entre os PUFAs destacam-se os &cidos graxos esisedai série 6mega-6 e 6mega-3.
Alguns estudos descrevem efeitos anticarcinogérdeodieta contendo baixa relagdo 6mega-
6/6mega-3, a qual ndo se aplica em uma dieta deidejue pode alcancar uma razdo de 30:1
(SUBURU; CHEN, 2012). Sugere-se que o0 consumo eesoVegetais contendo acidos graxos
da familia 6&mega-6 promovam a carcinogénese man@ga contrario, o0 consumo de 6leo de
peixe, rico em acidos graxos da familia Gmega-8mpwre efeitos inibitdrios na carcinogénese
(CARROLL; BRADEN, 1984; FAY et al., 1997; CHAJES alt, 2012; SCZANIECKA et al.,
2012). Estudos epidemiolégicos encontraram coidelagversa entre consumo de 6mega-3 e
incidéncia e mortalidade por cancer de mama, aglestambém existir controversias (WILLET,
1997; SIGNORI et al., 2011; SCZANIECKA et al., 2012

Processos diretamente relacionados ao desenvoldnum cancer como proliferagao
celular, apoptose, angiogénese, metabolismo dénégenos, diferencia¢do celular, regulacéo
hormonal, reparo do DNA e inflamacdo podem seruaritiados por componentes dos
alimentos, por meio da regulacdo da expressao @€ROSS, 2007; DAVIS; MILNER, 2007;
DE CONTI et al.; 2011; ONG et al., 2011; ANDRADE&at, 2012).

O acido oleico, por exemplo, inibe a expressao ameptor de fator de crescimento
epiderminal-2 (HERZ2), sugerindo um mecanismo ardicagénico deste acido graxo
(MACLENNAN; MA, 2010). O 6mega 3 atua como um fatmtiinflamatorio e ativando vias de
transducéo de sinal intracelular por alterar a amigdo das membranas celulares (FERGUSON,
2009). Efeitos antioxidantes também s&o mecanispgds quais compostos bioativos dos
alimentos atuam na protecdo contra o cancer. Defgge podem-se citar os polifendis do cha
verde, curcumina, genisteina, resveratrol e licopgue apresentam efeito quimiopreventivo

contra diversos tipos de cancer, inclusive o de madasses antioxidantes modulam vias de



transducdo de sinais inibindo proteinas importaptes a progressao do ciclo celular como
NF«B, MAPKSs, PI3K, cateninas e Nrf2. Também promovenemaro de dano ao DNA, inibem
marcadores de proliferacdo celular, metastase ogdese, além de induzir proteinas pro-
apoptoticas (KHAN; AFAQ; MUKHTAR, 2008) e promovéiferenciacdo celular e aumento da
expressao de genes supressores de tumor (K&@N 2007).

Nesse contexto, a elucidacdo dos mecanismos d@géate gene-nutriente é de grande
importancia para se entender como a dieta modttxo de desenvolvimento de doencas como
o cancer (DAVIS; MILNER, 2007; DELAGE; DASHWOOD, @8). Disciplina pés-genémica
denominada nutrigendmica tem como foco de estudoflaéncia dos diferentes tipos de
nutrientes e compostos bioativos na expressao aéajcconsequentemente, no fendtipo
(GILLIES, 2003; MARIMAN, 2006; KAPUTet al, 2007; LOVEGROVE; GITAU, 2008;
SUBBIAH, 2008; FERGUSON, 2009).

Alteracdes genéticas que causam ativacao de orepgeimativacdo de genes supressores
de tumor representam mecanismos bem estabelecedponsaveis pelo desencadeamento
gradual do cancer em humanos. Contudo, somentéosvgenéticos ndo podem explicar todo o
processo de carcinogénese (KANAI, HIROHASHI, 200¥9yendo-se também considerar os
epigenéticos (BAYLIN; HERMAM, 2000; SPORN; SUH, ZOOKALEBIC, 2003; BAYLIN;
OHM, 2006).

Por meio de mecanismos epigenéticos a expressdoagénseletivamente ativada ou
inativada sem alterar a sequéncia do DNA (DAWSORUZARIDES, 2012). Epigenética €,
dessa forma, definida como mudanca na expressdcaggue € reversivel e hereditaria, sem
qgualquer alteracdo na sequéncia do DNA (SANTOS-RASX.DAS, 2005; BAYLIN; OHM,

2006; HINSHELWOOD; CLARK, 2008; DAWSON; KOUZARIDEZ2012).



Ha dois tipos mais comuns de modificacdes epigeastiaquela que ocorre em nivel de
DNA (metilacdo do DNA) e aquela que ocorre em nigel cromatina (modificacbes pos-
traducionais de histonas) (MARTIN et al., 2013; GAP & BERGER, 2013). A metilacdo do
DNA realizada por DNA metil-transferases (DNMT1,, 3 e 3L) é a adicdo covalente de
grupos metil que ocorre normalmente em dinucleodgpGs. O remodelamento da cromatina
ocorre via modificacdo de residuos de histonasppimas, como por atividade de enzimas que
adicionam um grupo acetil e metil, acetiltransfesade histonas (HATS) e metiltransferases de
histonas (HMTs), respectivamente, e as que remoyemos acetil e metil, desacetilases de
histonas (HDACs) and demetilases de histonas (HDMggspectivamente (JUNIEN;
NATHANIELSZ, 2007; DELAGE; DASHWOOD, 2008; MCKAY; MTHERS, 2011; SUVA;
RIGGI; BERNSTEIN, 2013).

A hipermetilagdo do DNA normalmente promove umaudsta de cromatina altamente
condensada através do recrutamento de proteinamizagoras do DNA, com consequente
reducdo da expressao génica, enquanto que a hifag@etdo DNA causa descompactamento
da cromatina promovendo rearranjos cromossomais ppoeem resultar em instabilidade,
mudancas estruturais nos cromossomos e aument@ressdo génica (BAYLIN; OHM, 2006;
KANAI; HIROHASHI, 2007). A modulacédo da atividade @NMT1 é importante tanto para a
programacdo fetal como para a inducdo da tumorsgénpodendo ser acompanhado por
metilacdo de novo de genes supressores de tumoayvoento da atividade de DNMT3a,
levando a ativacdo aberrante de genes envolvidoprolferacdo e diferenciacdo celular
(BURDGE; LILLYCROP; JACKSON, 2009).

Acetilagcdo (particularmente nas caudas de histblias H4) tem sido ligada ao estado da

cromatina que permite a transcricdo ou que correlpa regides gendmicas transcricionalmente
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ativas (MINUCCI; PELICCI, 2006), enquanto que a aiedilacdo de histonas promove a
inativagdo génica por favorecer o estado condendadoomatina (SEKHAVAT; SUN; DAVIE,
2007). Metilacdo em residuos de histonas H3K4 e #93&stdo associados a ativa transcricao
génica, por outro lado metilacdo de histonas H3K8K27 e H4K20 ocorre em regides

silenciadas transcricionalmente (DELAGE; DASWHOQDO08).

Desenvolvimento da glandula mamaria

A mama € um 0rgdao bilateral que na fémea é sutlan@tmudancas dramaticas em relagéo
ao tamanho, estrutura e funcdo no decorrer da piéanatal, infancia, puberdade, gestacao,
lactacdo e regressdo pos-menopausal (RUSSO; RUSB04). Cada estagio do
desenvolvimento da glandula mamaria representa janala de sensibilidade a fatores
ambientais que modificam o risco de desenvolvimelgacancer de mama (RUSSO; RUSSO,
2004; MACLENNAN; MA, 2010, RUSSO; RUSSO, 2011).

O desenvolvimento da glandula mamaéria inicia-sedai no periodo embrionario pela
invaginacdo de brotos ectodérmicos para o inteldomesoderma, formando um sistema ductal
rudimentar. Esse sistema rudimentar € compostompatucto lactifero principal que se ramifica
em multiplos ductos secundarios, os quais se amgido mamilo. Estes permanecem inativos
até aproximadamente 3 semanas de idade, quandmra®rios estimulam a invasdo e
ramificacdo em direcéo ao “fat pad” (RUSSO; RUS$@B7; RUSSO et al., 1990; SMALLEY;
ASHWORTH, 2003; MACLENNAN; MA, 2010). No final deada ramificacdo ductal,
encontram-se as estruturas de maior proliferacfidaceda glandula mamaria, denominadas
“Terminal End Buds” (TEBs) (RUSSO; RUSSO, 1996; MANNAN; MA, 2010). Apés a 32

semana de vida, as TEBs iniciam a divisdo em ®ai&es menores ou botdes alveolares (AB) e
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a progressiva diferenciacdo de TEBs em ABs ¢é madatpor cada ciclo estral que inicia na
puberdade, que em ratas é por volta de 35 a 42ldiaggla (RUSSO; RUSSO, 1987) (Figura 1).
Apesar da taxa de ramificacdo da glandula mamérieeguzida apds a puberdade, esta continua

durante todos os anos reprodutivos da fémea (MAQLEN, MA, 2010).

55 days

15 days

r*** 1

Figura 1. Desenvolvimento da glandula mamaria. Ductos flrcis
rudimentares se ramificam em ductos secundariogdieegdo ao “fat pad”.
(Fonte: RUSSO E RUSSO, 1996).

Os ductos mamarios sdo estruturas tubulares coedgmrcompostas de dois principais
tipos de células, as células epiteliais que compaeramada interna revestindo o limen e as
células miopiteliais que compdem a camada exterdaima a membrana basal (RUSSO;
RUSSO, 1996). As células presentes nas TEBs s@&zesple se diferenciarem tanto em células
epiteliais quanto em mioepiteliais, sendo assina estrutura considerada um nicho de células

tronco pluripontentes, (RUSSO; RUSSO, 1996; SMALLEASHWORTH, 2003, RUSSO;

RUSSO, 2011).
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O leite materno apresenta papel importante no ionesto e desenvolvimento da glandula
mamaria da prole recém-nascida, ja que este catit@rsos fatores de crescimento como fator
de crescimento epidermal (EGF), importante reguladi proliferacdo e diferenciacdo da
glandula mamaria (RUSSO; RUSSO, 1996). Estroggmogesterona também sdo responsaveis
pelo desenvolvimento da glandula maméaria. O estgestimula o crescimento de ductos
através de fatores de crescimento ou sensibilizac&atores mitogénicos extra-mamarios,
enguanto que a progesterona promove o crescim@nidolalveolar. A prolactina, sob estimulo
do estrogeno, parece também regular o desenvolton@pulo-alveolar e exercer efeito direto
no crescimento do parénquima mamario (RUSSO; RU3995).

Durante a gestacao, o ultimo estagio de desenvehtim a glandula mamaria sofre grande
estimulo hormonal que promove ativa proliferacdalae Nesse periodo, ha extensiva reducao
do numero de TEBs que se dividem para formar ABs,qoais progressivamente sao
diferenciados em l6bulos (MACLENNAN; MA, 2010, RUSSRUSSO, 2011). A lactacao
retarda a reiniciacdo do ciclo estral e a ovulagé@s o parto. Durante esse periodo o0s niveis de
prolactina sao elevados e a expressédo de seuaeegphenta significativamente nas glandulas
mamarias. Apos o desmame, 0s niveis de prolaatitmanam ao normal e os de estrdgeno se
elevam promovendo a reiniciacéo do ciclo estral§80; RUSSO, 1996).

O processo de diferenciacdo apds a primeira gestam@pleta parece proteger contra o
cancer de mama, pois mulheres nuliparas apresantsior risco de desenvolvimento dessa
neoplasia em comparacdo a mulheres primiparas dtiparas (RUSSO; RUSSO, 2004,
RUSSO; RUSSO, 2011). Em ratas virgens, apesar d&snlEBs progredirem para ABs e
I6bulos, uma boa parte nunca se diferencia, poitoraam progressivamente menores e em

forma de dedo, as quais sdo entdo, chamadas, ties deaminais (TDs) (RUSSO et al., 1990).
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Também em mulheres nuliparas e mesmo aquelas genpddbulos ndo diferenciados podem
ser observados, sugerindo que essas estruturadifeé@nciadas sejam possiveis alvos para
transformacéo neoplasica em ratas e mulheres mihias/(RUSSO et al., 1990).

O desenvolvimento da glandula mamaria € compaevet humanos e roedores, 0s quais
podem, entdo, serem usados em pesquisa relacichagés 6rgdo (MACLENNAN; MA, 2010).
Em humanos, a ramificacdo da glandula mamaria gesseolta de 35 anos de idade ou durante
a gestacdo, quando a diferenciacdo ocorre e auliand prepara para a lactagdo. As estruturas
equivalentes as TEBs, em humanos sdo as “Unidabetat-ductal terminal (TDLUS)”. Essas
estruturas sdo consideradas como sitios de inwidg&umorigénese (RUSSO; RUSSO, 2004;
HILAKIVI-CLARKE et al., 2005; MACLENNAN; MA, 2010),pois apresentam alta capacidade
de proliferacdo proporcionado maior sensibilidad®ranacdo de adutos de DNA e reduzida
capacidade de reparo de danos no DNA (RUSSO; WILGRSSSO,1979; HILAKIVI-
CLARKE, 2007). Se a glandula maméaria em desenva@mim que contém maior quantidade de
TEBs-TDLUs, for exposta a um evento iniciador, masera o risco de desenvolvimento da

neoplasia mamaria (HILAKIVI-CLARKE, 2007).

Cancer de mama

O céancer de mama é o segundo tipo de neoplasiacoraism . Entre as mulheres estima-
se que 1,67 milhdes de novos casos foram diagadsscem 2012, correspondendo a 25% de
todos os casos de cancer (FERLAY et al.,, 2013).a4cer de mama caracteriza-se como a
segunda e a quinta principal causa de morte mort@goplasia entre as mulheres, em regides

desenvolvidas e menos desenvolvidas, respectivanfesS, 2008; FERLAY et al., 2013). De
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acordo com o Instituto Nacional do Céancer dos E.UMCI, 2014) a incidéncia e mortalidade
por cancer de mama entre 2006 e 2011 foram de £222%6 a cada 100.000 mulheres por ano
naquele pais, respectivamente . Estima-se ainda2j@&o das mulheres norte-americanas seréo
diagnosticadas com a doenga em algum periodo da(AIdTEKRUSE et al., 2010). No Brasil,

a cada ano, cerca de 27,9% dos casos novos de eamceulheres sdo de mama, de acordo com
o Instituto Nacional do Cancer (INCA). A estimatida casos novos em 2014 € de 57.120, com
risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil medi{@ICA, 2014). O aumento da incidéncia
de cancer de mama em paises em desenvolvimentemedevido ao aumento da expectativa
de vida, aumento da urbanizacdo e adocédo de dstil@a ocidental. (OMS, 2012).

A histdria natural do cancer de mama envolve pssgie através de estagios patoldgicos e
clinicos definidos, iniciando-se com hiperprolifgia ductal, com evolu¢do para carcinama
situ e invasivo e, finalmente, em doenca metastatiddo carcinomain situ as células
mioepiteliais se apresentam epigeneticamente eifjgcamente alteradas e em namero reduzido,
devido potencialmente a degradacdo da membrana Bdém disso, fibroblastos estromais e
miofibroblastos, linfocitos e células endoteliggesentam-se em nimero aumentado. Perda de
células mioepiteliais e da membrana basal estahedaono desenvolvimento de carcinoma
invasivo, no qual células neoplasicas podem invesirdos ao redor e migrar para O0rgaos
distantes, levando eventualmente a metastase (P®JL2@07).

Os fatores de risco para o cancer de mama inclo@marca precoce, nuliparidade, idade
na primeira gestacdo e menopausa tardias, uso tdmraepcionais orais e de terapia de
reposicdo hormonal, envelhecimento, historia familetnia, exposicdo a radiagdo ionizante e
alta densidade do tecido mamario (razdo do tecldndglar e o tecido adiposo da mama)

(BALLARD-BARBASH et al., 2009; INCA, 2014). Alémeasses, fatores relacionados ao estilo

15



de vida como tabagismo, ingestdo de alcool, h&bditoentar, sedentarismo e excesso de peso
tém sido relacionados ao desenvolvimento de canceale mama
(PATEL;SHARMA;JORDAN,2007; MARTIN-MORENO;SOERJOMATRAM;
AGNUSSON, 2008; INCA 2014). Busca-se estabeleuarsgestilos de vida poderiam reduzir o
risco de desenvolvimento de cancer de mama em neslleom risco médio e direcionar a
guimioprevencédo para mulheres com alto risco. Aessidade de estratégias de redugao do risco
da doenca deve ser enfatizada, visto que esteléip@ncer, além de ser o mais comum entre as
mulheres, tem apresentado aumento significativeudaincidéncia, especialmente nos paises em
desenvolvimento (CUZICK, 2008).

O metabolismo hormonal é um fator de grande destaqucancer de mama, ja que alta
concentracao de estradiol, tanto por sintese enddme por fontes exdgenas esta associada com
maior risco. Assim, os fatores de risco para cameermama variam de acordo com status
hormonal durante a vida da mulher, antes e ap@napausa, gestacdo e lactacdo. Além disso, o
status hormonal influencia a taxa de proliferac@iferenciacdo do epitélio mamario nos varios
estagios do desenvolvimento e diferenciacdo dadglanmamaria, caracterizando diferente
vulnerabilidade a carcindgenos dependendo do estigivida da mulher (GERBER, 2009).
Mais recentemente, maior atencdo tem sido dadaapel gla progesterona na promoc¢éao do
cancer de mama. Este hormo6nio promove aumento aldeprcdo celular e morfogénse no
epitélio luminal da glandula maméaria (OBR & EDWARDX®12) por estimular a expansao de
popula¢gdes de células tronco adultas presentes resssutura (JOSHI et al., 2010). Esse
processo parece envolver o aumento da expressdgaite do receptor ativador do fator

nuclear-kB (RANKL) nas células luminais (Obr & Edds, 2012) o qual é liberado para o meio
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extracelular para se ligar aos receptores RANKcéadas tronco, levando a ativacao a jusante
da via de sinalizacdo IKK/IB/N&B/cyclin D1 (SCHRAMEK et al., 2010).

O modelo de carcinogénese mamaria em ratas tentediderado adequado para estudos
de carcinogénese mamaria humana (RUSSO et al.,).1880caracteristicas desse modelo
permitem a elucidacdo de mecanismos envolvidos estdgios de iniciacdo, promocao e
progressdo da carcinogénese e a transposicdo dos gara humanos, a fim de desenvolver
estratégias de prevencao e tratamento. As sinaldesl encontradas entre as neoplasias de ratas
induzidas quimicamente e neoplasias humanas inclhestotipo das neoplasias, presenca de
tipos de células que reagem com marcadores imonaishicos similares e o comportamento da
neoplasia (RUSSO et al., 1990; RUSSO; RUSSO, 2011).

Os principais modelos de carcinogénese mamariaatas 40 0S quimicamente induzidos
pelos carcinbgenos N-methylnitrosourea (NMU) e ®it@ethylbenzg)anthracene (DMBA) em
ratos Sprague-Dawley e Fischer 344. Nos carcinomaiszidos por DMBA, a incidéncia,
laténcia, multiplicidade e histologia das neopksdo dependentes da dose administrada por
gavagem, podendo, a incidéncia, alcancar 100% coma Unica dose. A suscetibilidade a
carcinogénese induzida quimicamente é fortemenperdiente da idade e € maxima quando
administrada entre 45 a 60 dias de idade, periadguwe as TEBs estdo se diferenciando em
ABs com ativa organogénese e alta taxa de prot@eraelular (RUSSO; WILGUS; RUSSO,
1979; RUSSO et al., 1990). A administracdo de DMi&se periodo inibe a diferenciacdo de
TEBs a ABs, as quais se transformam em estrutura®res chamadas de proliferacdo
intraductal (IP). Estas por sua vez se tornam pssivamente maiores, culminando em
confluéncia e formacédo de carcinomassity, podendo evoluir para carcinoma invasivo e

ocasionalmente em metastase (RUSSO et al., 1990).
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Por outro lado, TEBs que ja se diferenciaram emafBs da administracdo de DMBA
ndo desenvolvem carcinomas, mas submetem-se aacditatdando origem a I0bulos
hiperplasicos ou dilatagbes cisticas. Assim, caroas mamarios originam-se em estruturas
menos diferenciadas (TEBs), enquanto que lesfesgriz) como adenomas, cistos e
fibroadenomas originam-se de estruturas mais ditgadas (ABs), indicando que o carcindégeno
requer uma estrutura alvo adequada e o tipo de léspende da area da glandula mamaria
afetada (RUSSO; WILGUS; RUSSO, 1979; RUSSO el&f).

No geral, as neoplasias mamarias em ratas indugilaicamente sdo adenocarcinomas
ductais, fortemente hormoénio dependente tanto ipdt&gdo quanto para o crescimento, ou seja,
ERo-positivos, e possuem caracteristicas patologicamekhantes as neoplasias do tipo

adenocarcinomas em mulheres (RUSSO et al., 1998SRJRUSSO, 2011).

Origem desenvolvimentista do cancer de mama

A hipétese de “origem fetal das doencas no adwdsiabelece a relacdo entre ambiente
intrauterino adverso com doenca da prole na vidaltaad Este fendmeno, denominado
“programacao fetal” descreve o processo de estirmuldatero que constitui uma resposta
permanente no feto promovendo maior suscetibilidadeencas na vida adulta (ARMITAGE;
TAYLOR; POSTO, 2005).

A influéncia do ambiente fetal no risco de desevimeénto de doencas ao longo da vida
foi primeiro sugerido por BARKER & OSMOND (1986) gobservaram forte associacao entre
mortalidade infantil no periodo de 1921-25deenca coronaria no periodo de 1968-78,
dependendo da localizacao geogréfica. Seguindddgisa, dados epidemioldgicos consistentes

foram obtidos em grande estudo de coorte com pespeaforam expostas, durante o periodo
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fetal, a fome holandesa no momento da 22 Guerraldluantre os anos de 1944-45. Restricao
materna esteve associada ao desenvolvimento des@aBvdoencas nos descendentes, como as
coronarias, hiperlipidemia, problemas de coagulagi®sidade; obstrucdo de vias aéreas,
microalbumindria e intolerancia a glicose (PAINTER)SEBOOM; BLEKER, 2005).

Sugere-se que 0 baixo peso ao nascer reflita, etadirente, condi¢bes intra-uterinas
adversas, as quais promoveriam distirbios no midaim que persistiiam e promoveriam
maior suscetibilidade a diversas doencas na viddtaadARMITAGE; TAYLOR; POSTO,
2005). Varios estudos epidemioldgicos e experimem@stram associacdo entre baixo peso ao
nascer e risco de desenvolvimento de doencas vastiolares (BARKER et al., 1989;
CURHAN et al., 1996; McCANCE et al., 1994). Eseklacédo pode ser explicada pela hipétese
do fenétipo econdmico sugerido por HALES & BARKEROQ1). E proposto que o feto se
adapte a desnutricdo materna promovendo um reterdoescimento e permanentes mudancas
no metabolismo, possibilitando o individuo a melBobreviver em um ambiente escasso no
periodo poés-natal (GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007).Quando este ambiente pds-
natal ndo é escasso, como predito, e pelo contr@riadividuo apresenta uma alimentacao
densamente energética e com reduzido gasto, astiesenvolver doencas como a obesidade e
disturbios no metabolismo de glicose (SWANSON et 2009; GLUCKMAN; HANSON;
BEEDLE, 2007).

Porém, aventa-se que o alto peso ao nascer, tangst@g| associado com aumento de
obesidade e diabetes tipo 2, sugerindo que aléom@erestricdo alimentar, 0 excesso alimentar
pode também programar o feto para o risco de dekemento de doencas, como a sindrome
metabdlica, na vida adulta (CURHAN et al., 1996;MINCE et al., 1994; ARMITAGE;

TAYLOR; POSTO, 2005). Além disso, muitos fatorexlem induzir mudancas na fisiologia e
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anatomia durante o periodo fetal, com consequém@al®ngo da vida, sem necessariamente
alterar o tamanho ao nascer (GLUCKMAN; HANSON; BEE)2007).

A hipotese do fendtipo econdmico ndo prové expfioapara alterada funcédo da prole
adulta pela supernutricdo materna (ARMITAGE; TAYLOROSTO, 2005) com consequente
alto peso ao nascer da prole, bem como néo exqait® eventos precoces na vida pode induzir
mudancas fisiologicas sem alterar o tamanho acengd&l UCKMAN; HANSON; BEEDLE,
2007). Assim, sugere-se a hipotese da “respostaatla preditiva” que propde que o feto faca
mudancasn Utero baseado no ambiente pos-natal predito. Quandoresp@sta adaptativa &
apropriada, o fenotipo € normal; entretanto, quagte ambiente predito é incompativel com o
ambiente atual, a doenca se manifesta (ARMITAGEYI@R; POSTO, 2005).

Alteracdo do ambiente em outros periodos do deseamanto, como lactagdo, infancia e
puberdade, os quais sdo chamados de periodosstieigi&de do desenvolvimento pode também
programar o feno6tipo com modulacdo do risco de rdedeimento de doencas. Significante
maturacdo do organismo ocorre durante o periodordenentacdo, assim dieta materna durante
esse periodo também tem profundo impacto na pragao de doencas (ARMITAGE;
TAYLOR; POSTO, 2005). Dieta rica em banha duraneedodo de amamentacdo promove na
prole elevada pressdo sanguinea, funcdo endadefmimida e homeostase anormal de glicose
(Khan et al., 2004; ARMITAGE; TAYLOR; POSTO, 200Beste contexto, mais recentemente,
os termos “programacdo do desenvolvimento” e “oniggesenvolvimentista da salde e da
doenca” (DOHaD) séo preferencialmente usados (ARMHE; TAYLOR; POSTO, 2005;
GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007; KAJANTIE, 2008).

Ha fortes evidéncias que mudancas fisiologicas ®utagais obtidas através da

manipulacdo do ambiente em periodos precoces da estho associadas com alteracdes
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permanentes na expressao génica regulada pordapigenéticos como metilacdo do DNA e
modificagbes pos-traducionais de histonas comolagéb e acetilacéo, j4 que estes fatores séo
de grande importancia na biologia do desenvolvimé¢@® UCKMAN; HANSON; BEEDLE,
2007; SWANSON et al., 2009).

Nos mamiferos, dois periodos séo caracterizadosxtensa reprogramacao epigenética: a
gametogénese e apos a fertilizacdo, em que ocorpdaadiferenciacdo celular (MICHELS;
XUE, 2006; DELAGE; DASHWOOD, 2008). Apos a fertdigdo, os genomas materno e paterno
submetem-se a extensa desmetilacdo, seguida dagéetde novo por atividade de DNMT3a e
3b por volta do periodo de implantacdo. Padroesiekacdo sdo mantidos através da mitose
por atividade de DNMT1 (LILLYCROP et al., 2007).

Como descrito para doencgas crbnicas ndo transmissbomo as cardiovasculares,
diabetes e obesidade (LANGLEY-EVANS; McMULLEN, 201éambém no caso do cancer de
mama aventa-se a hipotese de que sua origem pedefietal (HILAKIVI-CLARKE-2007). Em
1990, Trichopoulos sugeriu que alguns canceres alaarse originariam ja no ambiente intra-
uterino frente a exposicbes elevadas ao estrogeEREICHOPOULOS, 1990). Nesse sentido
exposi¢cdes hormonais no periodo pré-natal tém sidiacionadas a predisposicdo para o
desenvolvimento de cancer de mama (YU et al., 2005;ASSIS et al.,, 2006; DE ASSIS;
KHAN;HILAKIVI-CLARKE, 2006; HILAKIVI-CLARKE; DE ASS IS, 2006; HILAKIVI-
CLARKE, 2007). Assim, por exemplo, filhas de mubrseque fizeram uso de dietilestilbestrol
(estrégeno sintético) durante a gestacdo pararealtarto espontdneo apresentaram risco
aumentado para o cancer de mama (SANDERSON &08B; PALMER et al.,2006).

Atualmente, alguns pesquisadores tém buscado damtes fatores de risco que estdo

associados com a programacao do cancer de mansare@svenir de forma mais eficaz essa
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neoplasia. Filhas de méaes que sofrerem pré-eclamapresentam menor risco de
desenvolvimento de cancer de mama na vida adulkéan Aisso, fatores presentes no ambiente
cultural das maes durante a gestacao tém sidoveazdanais considerados potenciais fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer de mamaate. Assim, o pais de residéncia da mée
durante a gestacdo pode influenciar o risco de ecade mama nas filhas indicando a
importancia das diferencas dos varios fatores @faciais no ambiente uterino (TROISI;
POTISCHMAN; HOOVER, 2007).

Também a dieta materna durante a gestacéo e lagiaga ser particularmente importante
em modificar o ambiente fetal e, consequentement®jscetibilidade ao cancer de mama na
idade adulta (YU et al., 2006). Evidéncias sugetpra os periodos precoces da vida sdo os
momentos em que a glandula mamaria esta mais seashfluéncia da alimentacéo (STARK et
al., 2003; MICHELS et al., 2007; MESSINA; HILAVIKGLARKE, 2009). Assim, diante da
alta prevaléncia de cancer de mama e das evidé@heisisa possivel origem fetal ou em periodos
precoces da vida, como a lactacdo, tem se buscadoivel epidemiolégico e experimental
elucidar a associacdo da nutricdo materna durangestacao e lactacdo com o risco de
desenvolvimento de cancer de mama nas descend@uitdsy CROP et al., 2005; HILAVIKI-
CLARKE et al, 1997; 2006; DE ASSIS et al., 2006; AN et al., 2007).

Alguns estudos encontraram relagéo direta entoegpakbo ao nascer e incidéncia de cancer
de mama, embora 0s mecanismos ndo sejam ainda atamphte entendidos
(MELLEMKJAER et al., 2003; AHLGREN et al., 2003; KRN et al., 2007; BURDGE;
LILLYCROP; JACKSON, 2009). Metanalise de 26 estidacontrou forte evidéncia entre peso
ao nascer e risco de cancer de mama. O riscovielkdtimado de desenvolvimento de cancer de

mama para mulheres com alto peso ao nascer foj2Z3equando comparado a mulheres com
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peso normal ao nascer (MICHELS; XUE, 2006). Diféeemlo observado para doencas
cardiovasculares ou metabdlicas, o baixo peso aocengarece reduzir o risco de cancer de
mama (BURDGE; LILLYCROP; JACKSON, 2009).

O tecido adiposo apresenta funcdes endocrinagabalieas e assim influencia a sintese e
biodisponibilidade de estrégeno e outros hormée@aiais, insulina, IGF-1 e adipocinas como
leptina e adiponectina. Esses hormonios e fat@esebcimento estdo associados com o risco de
cancer de mama (DE ASSIS et al., 2006), pois pad#aenciar na glandula maméaria o numero
de células embrionérias suscetiveis a carcinogdMISHHELS; XUE, 2006; LOF et al., 2009).

A morfologia da glandula mamaria pode ser alteedaum padrédo que aumenta ou reduz
a suscetibilidade a transformacdo maligna, inclwimdimento ou reducdo da proliferacéo,
diferenciacdo celular e apoptose, ou do nimeroERsTque séo os sitios de iniciagdo do cancer
de mama (De ASSIS; HILAKIVI-CLARKE, 2006). As céad tronco que compdem as TEBs
possuem um longo tempo de vida utii e podem serogepmadas ainda durante o
desenvolvimento precoce, como por exemplo, no gerifetal ou durante a lactacdo. A
programacdo dessas células pode ocorrer atravésodiéficacbes epigenéticas que serdo
herdadas pelas células filhas ap6s a divisdo celd@ando origem a células luminais e

mioepiteliais alteradas (HILAKIVI-CLARKE, 2007).

Origem desenvolvimentista do cancer de mama e nigéo

O periodo de exposicdo a diversos componentes rdatines € determinante do efeito
destes em reduzir ou aumentar o risco de canceratea (De ASSIS; HILAKIVI-CLARKE,

2006).Em estudos conduzidos em animais, exposicdes eegatbetéticos durante o periodo
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fetal ou na puberdade, momentos em que a glandar@ania encontra-se em desenvolvimento e
remodelacédo, alteram a suscetibilidade ao desemwio de tumores de mama (HILAKIVI-
CLARKE, 2007). De forma semelhante, em humanosnalgesultados sugeriram que exposi¢cao
a genisteina durante a infancia reduziu o riscoateer de mama tardio, embora esse efeito ndo
tenha sido observado quando o consumo deste campustreu especificamente durante a vida
adulta (SHU et al., 2001; WU et al., 2002). Unkldireto entre o feto e 0 ambiente intra-uterino
€ a transferéncia placentaria de nutrientes da dieterna. Assim, nutricdo materna tem grande
impacto no desenvolvimento do feto, incluindo o eme®lvimento da glandula mamaria
(MACLENNAN; MA, 2010).

A importancia do periodo de exposicao e risco ae@ade mama também € verdade para
a gordura dietética. Maior sensibilidade é obseavaaando exposicdo a esse macronutriente
ocorre em periodo intra-uterino, de pré-puberdagilerdade (MACLENNAN; MA, 2010).
Nesse contexto, tem-se voltado a atencdo para actmmlo consumo de lipideos durante a
gestacédo e lactacdo com risco para cancer de mapr@le. Assim, por exemplo, racéo indutora
de obesidade (rica em 6leo de soja e algodéao) im@ummento dos niveis de leptina em ratas
Sprague-Dawley durante a gestacdo, resultando eior inaidéncia de neoplasias mamarias
induzidas pelo DMBA tanto na méae (DE ASSIS et 2006), quanto na prole feminina (De
ASSIS; KHAN;HILAKIVI-CLARKE, 2006). Mais especificaente, nessas ultimas observou-se
nas primeiras 8 semanas de vida aumento do nureer&Bs, bem como de células proliferando
nessa estrutura mamaria (De ASSIS; KHAN;HILAKIVI-BRKE, 2006).

De forma semelhante, racdo rica em &cidos graxosgén® aumentou o0s niveis de
estradiol em ratas gestantes, cuja prole feminiambém apresentou maior predisposicdo ao

desenvolvimento de cancer de mama induzido quimeéoten (HILAVIKI-CLARKE et al.,
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1997). Prole de camundongos fémeas alimentadaslieaansuplementada com 10% p/p de 6leo
de canola (20% n-6,10% n-3) durante os periodogedtacao e lactacdo apresentaram menor
suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores mamatraduzidos em menor incidéncia,
multiplicidade e peso dos tumores mamarios (IOAl.e2010). Sugere-se que o acido graxo da
série 6mega 3, o acido docosahexaendico (DHA)eptesno leite materno, seja o principal
responsavel pela reducdo do risco de cancer de naragés da amamentacdo, em mulheres
pré-menopausadas. A suplementacdo desse acido gmaastagios precoces da vida como a
lactacdo, parece exercer impacto direto no desenwemto da glandula mamaria com
consequente modificagdo do risco futuro de desemuehto de cancer neste 0Orgao
(MACLENNAN; MA, 2010).

Dieta, exposi¢cOes ambientais e alteracfes end&amadernas podem aumentar o risco de
cancer de mama por induzir no feto mudancas epigasg¢que alterariam a sua suscetibilidade
a fatores de iniciagdo do cancer de mama (LILLYCRDREI., 2005; HILAKIVI-CLARKE;DE
ASSIS,2006; BURDGE; LILLYCROP; JACKSON, 2009).

Experimentos conduzidos em camundongos agouti forgrartantes para demonstrar que
a nutricdo materna no periodo gestacional tem itoppimfundo no padrdao de metilacdo do
genoma e, consequentemente, no fenotipo da préke,apenas em relacdo ao padréo de
coloracdo do pelo, mas também na suscetibilidad#esenvolvimento de doencas cronicas néo
transmissiveis (COONEY; DAVE; WOLFF, 2002; DOLINGet al., 2006; BERNAL,; JIRTLE,
2010). Restricao proteica durante o periodo fetampveu no figado reducdo de 33% da
metilacdo do promotor do gene GR1 (receptor deoghricéide), com aumento de sua
expressao nos animais adultos. De acordo com oseauesses resultados estdo associados com

reducdo da expressdo de DNMT1 e alteracbes pdasctoamhs em histonas, que promovem
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ativacdo da transcricdo, como aumento de acetilagdH3K9 (174%) e H4K9 (302%)
(LILLYCRORP et al., 2007). Em humanos e animaisestgo de acido félico durante a gestacao
previne defeitos no tubo neural por favorecer dlagéio de ilhas CpGs em determinadas regides
do genoma (CRACIUNESCU et al., 2004).

Consumo de racéo rica em gordura (46% das caldeagadas de oleo de milho) elevou
em ratas prenhas os niveis de estrOgeno, cuja feaknina apresentou na idade adulta
hipometilagdo de ER na glandula mamaria, o que rppdestar relacionado ao maior
desenvolvimento de cancer de mama quimicamenteziohwlu(YENBUTR; HILAKIVI-
CLARKE;PASSANITI, 1998). Considera-se que exposidétética intra-uterina, durante a fase
de desenvolvimento da mama, possa reprogramar nepig@mente a expressao génica na
glandula mamaéria, resultando em TEBs com susddtli alterada a transformagéo maligna,
com aumento do numero e de células proliferandsanestrutura. Os genes que podem ser
afetados nesse sentido incluem os que normalmaeontegem as células da transformacéao
maligna, destacando-se os que previnem a formagaoutos de DNA (genes antioxidantes ou
gue regulam o metabolismo celular), promovem regirdDNA ou inibem a apoptose (De
ASSIS; HILAKIVI-CLARKE, 2006; HILAKIVI-CLARKE, 2007). Alteracfes epigenéticas em
genes que induzem a proliferacdo celular e inibediferenciacdo linhagem-especifica séo
também alvos da exposicdo intra-uterina, ja que Swerativacdo permite escape dos
mecanismos de reparo celular (DE ASHE& AKIVI-CLARKE, 2006).

Estudo de analise de expressédo génica global ddw&mamaria da prole de maes que
consumiram diferentes tipos de dieta rica gord88&4 das calorias em 6leo de oliva ou em 6éleo
de cartamo ou em manteiga) durante a gestacaotagdac observou alteracdo nas vias de

proliferacdo celular e vias de checkpoint da fag&Vicdo ciclo celular. Os genes que tiveram

26



sua expressao aumentada incluem marcadores dieagdio celular (ex: Ccnbl, Ccna2, Plk1,
Aurkb, Top2a, Bubl) e genes regulados pela famdle fatores de transcricdo E2F
(MEDVEDOVIC et al., 2009).

Apesar de se ressaltar a importancia da eluciddgsionecanismos envolvidos nos efeitos
das exposicOes dietéticas em fases precoces daaisiascetibilidade ao cancer de mama para o
estabelecimento de estratégias de reducédo dod#sdoenca (HILAKIVI-CLARKE, 2007), séo
ainda limitados os estudos conduzidos no campo gemer da nutricdo e origem fetal e/ou
precoce do cancer (BURDGE; LILLYCROP; JACKSON, 2D09

Deve-se levar em consideragdo o aumento, nas 8ltideadas, do consumo de gorduras,
principalmente as saturadas em nivel global (OM®832 bem como em nosso pais, no qual se
observa que 82% dos brasileiros consomem quantabeléacidos graxos saturados superiores as
recomendadas (IBGE, 2011). Mais especificamentegrupo de gestantes também tem
apresentado consumo elevado desse tipo especé#id@ridos graxos (MARTINS; BENICIO,
2011), o que é de grande preocupacao uma vez geisal evidéncias apontam a dieta materna
como um fator responsavel pela modulacédo do riscdogncas na prole, inclusive o cancer de
mama.

Nesse sentido, propds-se avaliar o impacto do coosie racdo com alto teor de gordura
animal por ratas, durante o periodo gestaciorattadional, na suscetibilidade da prole feminina
a carcinogénese mamaria quimicamente induzida, dmmo possiveis mecanismos celulares,

moleculares e epigenéticos envolvidos.
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4. OBJETIVOS

Geral

Avaliar se o consumo de racéo com alto teor deugardnimal (banha) por ratas, durante o
periodo gestacional ou gestacional e lactacior@raaa suscetibilidade da prole feminina a
carcinogénese mamaria quimicamente induzida, bemo cpossiveis mecanismos celulares,

moleculares e epigenéticos envolvidos.

Especificos

» Determinar os niveis séricos de estradiol, leptirogesterona em ratas prenhas expostas

ou nado a racao com alto teor de gordura animah@abem como em sua prole.

» Avaliar o desenvolvimento de neoplasias mamariadyzidas pelo carcinégeno DMBA,
em ratas expostas ou ndo a racado com alto teardarg animal (banha) durante o periodo

fetal e lactacional.

» Realizar analise histopatoldgica dos tumores dear@mratas expostas ou hdo a racao com
alto teor de gordura animal (banha) durante o gerfetal e lactacional e iniciadas com

DMBA.
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Avaliar a morfologia, proliferacdo celular e apg®oem glandulas mamarias de ratas

jovens expostas ou ndo a racdo com alto teor dkugoanimal (banha) durante o periodo

fetal e lactacional.

Avaliar em glandulas mamarias de ratas jovens ¢apasl ndo a racdo com alto teor de

gordura animal (banha) no periodo fetal e lactadion

o

o

Padrao de metilacéo global do DNA,;

Padréo de acetilacdo de histonas H3K9 e H4K1lareetitacdo de histonas H3K9,
H3K27 e H3K4,

Expressdo a nivel de proteina dos receptores haimale progesterona (PR),
estrogeno (ERe ERB) e fator de crescimento epidermal (HER-2).

Expressao génica global;

Perfil de acidos graxos (Lipidoma).
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5. ORGANIZACAO DA TESE

Este estudo esta estruturado no formato de daigoartientificos, os quais juntos
respondem aos objetivos do trabalho. O primeinga@intitulado por “Exposi¢cdo a racdo com
alto teor de gordura animal (banha) durante osogesi fetal e lactacional modifica a
suscetibilidade ao cancer de mama na vida adultaatas” relata que prole feminina de ratas
maes que consumiram racdo com alto teor de goahimaal durante a gestacdo e gestagéo e
lactacdo apresenta menor suscetibilidade ao c@lecerama na vida adulta. Maior protecdo foi
observada na prole do grupo de mées que foram @gpdsacio experimental somente durante
a gestacdo, enquanto que a continua exposicaotel@dactacdo reduziu os efeitos protetores.
Dentre os possiveis mecanismos envolvidos nessacAmencontram-se a alteracdo do nimero
de TEBSs, crescimento da arvore mamaria epitekalugdo da proliferacao celular, aumento de
apoptose e modificacdes pds-traducionais de histona

O segundo artigo intitulado por “Perfil de acidoax@s e padréo de expressao génica global
em glandulas mamarias de ratas expostas a racaaltorteor de gordura animal, durante o
periodo fetal e lactacional, associados ao riscoadeer de mama na vida adulta” relata que a
exposicao a racdo com alto teor de gordura anirbaka de banha durante periodos precoces da
vida altera o lipidoma e o transcriptoma da glaadubmaria da prole feminina no periodo de
puberdade (7 semanas de vida) e essas alteracdesrfilade acidos graxos e no padrdo de
expressao génica global poderiam estar associados ceducdo da suscetibilidade ao cancer de
mama na vida adulta. Ainda, o periodo especificexgmsicdo promove impactos diferentes no
organismo, reforcando o conceito de diferentes lganede suscetibilidade durante o

desenvolvimento.
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6. ARTIGO 1: Exposicédo a racdo com alto teor de gordura animabénha)
durante os periodos fetal e lactacional modifica auscetibilidade ao cancer de
mama na vida adulta em ratas [Publicado no Journalof Nutritional

Biochemistry]

Exposure to lard-based high-fat diet during fetal ad lactation periods
modifies breast cancer susceptibility in adulthoodin rats
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Resumo

O presente estudo investigou se a exposicdo precoagdo com alto teor de gordura
animal aumenta o risco de cancer de mama na vidtaagm ratas. Ratas maes foram expostas a
racdo com alto teor de gordura (ATG) a base dedédatporco (60 % de energia proveniente de
gordura) ou uma dieta controle AIN93G (16 % de giaeproveniente de gordura) durante a
gestacdo ou gestacdo e lactacdo. A prole femimma ¢ semanas de idade foi induzida
carcinogénese mamaria com o carcinégeno 7,12-dibeetzfplantraceno. Ratas prenhas
expostas a racdo ATG apresentaram maiores nivéeptilea circulantes em comparacao a ratas
prenhas do grupo controle. Comparado a prole dgogroontrole, observou-se menor
suscetibilidade a carcinogénese mamaria na protrm de ratas prenhas submetidas a racao
ATG durante a gestacao (menor incidéncia de neaplasultiplicidade e peso das neoplasias)
ou gestacdo e lactacdo (menor multiplicidade). lePieminina de ratas exposta a racdo ATG
durante a gestacdo apresentou menor crescimentvdee epitelial mamaria, proliferacédo
celular (Ki67) e expressdo de NFkB p65 e maior esgio de p21 e niveis globais de H3K9me3
na glandula mamaria. Além disso, esta apresentoa tendéncia na reducdo da razao
Rank/Rankl(p=0,09) e niveis de progesterona seérica (p=0;0)parada a prole feminina do
grupo controle. Glandula maméria da prole femirdoagrupo exposto a racdo ATG durante a
gestacao e lactacdo apresentou menor numero de TEBsimento da arvore epitelial e razéo
BCL-2/BAX e maiores niveis de leptina em comparag@oole do grupo controle. Nossos dados
confirmam que o risco de cancer de mama da prolie per programado pela alimentagao
materna. No entanto, ao contrario do que se espeeaposicao a altos niveis de gordura animal

no inicio da vida diminuiu a suscetibilidade aoasgirde mama na vida adulta.
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Abstract

The present study investigated whether early l¥posure to high levels of animal fat
increases breast cancer risk in adulthood in Edsis consumed a lard-based high-fat (HF) diet
(60% fat-derived energy) or an AIN93G control di#6% fat-derived energy) during gestation
or gestation and lactation. Their 7-week-old feanalfspring were exposed to 7,12-dimethyl-
benzplanthracene to induce mammary tumors. Pregnant damsuming a HF diet had higher
circulating leptin levels than pregnant control datdowever, compared to the control offspring,
significantly lower susceptibility to mammary candevelopment was observed in the offspring
of dams fed a HF diet during pregnancy (lower tunmasidence, multiplicity and weight), or
pregnancy and lactation (lower tumor multiplicitply). Mammary epithelial elongation, cell
proliferation (Ki67), and expression of NB p65 were significantly lower, and p21 expression
and global H3K9me3 levels were higher in the manyngéands of rats exposed to a HF lard diet
in utero. They also tended to have lowRanKRankl ratios (p=0.09) and serum progesterone
levels (p=0.07) than control offspring. In the maamynglands of offspring of dams consuming a
HF diet during both pregnancy and lactation, theniber of terminal end buds, epithelial
elongation and the BCL-2/BAX ratio were significgntower, and serum leptin levels were
higher than in the controls. Our data confirm ttieg breast cancer risk of offspring can be
programmed by maternal dietary intake. Howeverjreoy to our expectation, exposure to high

levels of lard during early life decreased latescaptibility to breast cancer.
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Introducéo

O cancer de mama € um importante problema de sailllliea no mundo e o tipo mais
comum de céancer entre as mulheres, corresponden?®¥a de todos o0s cénceres nessa
populagcdo (FERLAY et al.,, 2013). Embora a origem cBncer de mama permanece
desconhecida, muitos fatores de risco foram ideatlbs, incluindo fatores genéticos,
hormonais e ambientais, especialmente a nutric3EGARDEN; ROMIEU; LELIEVRE,
2012; PETO, 2001). Estima-se que 38% dos canceratatha podem ser prevenidos por fatores
dietéticas (AICR, 2010).

Estudos epidemioldgicos iniciais suportam a hipdtés que elevada ingestdo de gordura
dietética estd associada com o risco de canceadar(LUBIN; WAX; MODAN, 1986). Meta-
analise de diferentes estudos com modelos animfais;ou a idéia de que as gorduras dietéticas
promovem o crescimento de tumores mamarios (FREERMA990). No entanto, outros
estudos observaram resultados conflitantes solpapel da gordura dietética no cancer de
mama, e ainda, diferentes tipos de gorduras pardeerefeitos opostos sobre esta doenca
(HULKA, 1989; WILLET, 2001). Por exemplo, o consurde gordura animal, que consiste
principalmente de acidos graxos saturados (SFAg, associada ao aumento do risco de cancer
de mama em alguns estudos (CHO et al., 2003; GONZAIRIBOLI, 2010), mas ndo em
outros (LOF et al., 2007; KEY et al., 2011; PARKaét 2012). Além disso, reducao na ingestéo
de gordura na dieta ndo impediu o desenvolvimeato&ahcer de mama em mulheres com alto
risco (MARTIN et al., 2011).

Como descrito para muitas doencas crbnicas nasntiasiveis, incluindo as doencas
cardiovasculares, diabetes e obesidade (HALES; BARRO001l; LANGLEY-EVANS;

MCMULLEN, 2010), o cancer de mama também pode tex erigem no periodo fetal
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(HILAKIVI-CLARKE; De ASSIS, 2006). Em 1990, Trichaulos (1990) sugeriu que alguns
canceres da mama sao programados durante o degerardb fetal pelo ambiente intra-uterino,
especificamente pela exposicdo a niveis elevadesiulégenos. Propde-se, ainda, que tanto a
desnutricAo materna como 0 excesso alimentar noatdumante a gestacdo, pode reprogramar
epigeneticamente a expressao génica na glandula@maeamesultando em aumento do namero de
“Terminal End Buds” (TEBS) com consequente aumetdosuscetibilidade a transformagéo
maligna (DE DE ASSIS; HILAKIVI-CLARKE, 2006).

Sugere-se que exposi¢cado a dieta com alto teor mieigodurante o periodo intra-uterino
possa modular o risco de cancer de mama na viddaagwossivelmente devido a maior
sensibilidade da glandula mamaria aos lipideos nterrao desenvolvimento inicial
(MACLENNAN, 2010). Exposicdes maternas a dieta guetida com 0Oleo de milho, o qual
contém grande quantidade de n-6 acidos graxossatlirados acidos (PUFA) , ou Crisco , que
contém gordura saturada (6leo de algoddo) e PUHR#o (de soja), foram associadas com
maiores niveis de estrogeno e de leptina durantegeatacdo, respectivamente, e,
consequentemente maior suscetibilidade da proleinfiean a carcinogénese mamaria
(HILAKIVI-CLARKE et al., 1997; De ASSIS, et al., 2@). Por outro lado, suplementacdo com
Oleo de peixe ou canola, fontes alimentares imptesade n- 3 acidos graxos, durante a lactacéo
ou gestacéo e lactacdo diminuiu a suscetibilidadedacer de mama na prole do sexo feminino
(OLIVO, HILAKIVI-CLARKE, 2005; ION; AKINSETE; HARDMAN, 2010).

Em 2003, o consumo de oleos de origem vegetal ,®iv8zes maior e 0 consumo de
gordura animal foi 4,5 vezes maior em paises im@ligados comparado aos paises em
desenvolvimento (KEARNEY, 2010). Estima-se quelacé entre a ingestdo de 6leo vegetal

nos paises industrializados e em desenvolvimenttnt@ra a ser o mesmo para os préoximos 10
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anos. No entanto, a relacdo entre a ingestdao ddurgoanimal vai cair para 1,6, porque o
consumo de gordura animal no Ocidente esta dimilougnquanto 0 consumo nos paises em
desenvolvimento estd aumentando (KEARNEY, 2010p BKisabe se o aumento do consumo
materno de gordura animal durante a gestacao@feteo de cancer de mama entre as filhas.

Controle da expresséo génica por meio de mecanigpigsnéticos como a metilagdo do
DNA e modificagBes em histonas durante periodosoges da vida podem determinar o destino
celular (GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007; WADHWA teal., 2009; VASTENHOUW
& SCHIER, 2012). Ingestdo materna de gordura efus ®feitos sobre o ambiente hormonal
fetal pode afetar o risco de desenvolvimento deerdde mama da prole através da inducéo de
mudancgas epigenéticas nos genes que controlam sziroento da glandula mamaria e
determinam a sua suscetibilidade a essa neoplasia.

O presente estudo objetivou avaliar os efeitosotie@mo materno de ragdo com alto teor
de gordura animal (ATG) durante a gestacdo ou ¢fsta lactacdo sobre a suscetibilidade a
carcinogénese mamaria na prole feminina, e as ngadassociadas na morfologia da glandula
mamaria, marcadores epigenéticos e expressao gédécaesultados sugerem que o maior
consumo de gordura por ratas maes durante a gestalifziu a suscetibilidade a carcinogénese
mamaria (menor incidéncia e multiplicidade, e madaéncia) na prole feminina, e durante a
gestacdo e lactacdo reduziu a multiplicidade deotumamario na prole feminina. Ambas as
exposi¢coes reduziram o elongamento epitelial mardaiprole. Redugéo da suscetibilidade ao
cancer de mama na prole exposta a racdo ATG sornmentero foi associada a reducdo da
proliferacéo celular (Ki67) e expressdo de NFkB p@haior expressdo de p21 e niveis globais
de H3K9me3, em comparacédo a prole do grupo confPotde feminina exposta a racdo ATG

Utero e durante a lactacdo apresentou menor numero Be €Hla razdo BCL-2/BAX. Estes
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resultados sugerem que a ingestdo materna derdltess de gordura durante a gestacdo ou
gestacao e lactacdo pode reduzir a suscetibilidacBrcinogénese mamaria na prole feminina,

porém os mecanismos envolvidos parecem ser depesddnperiodo de exposicao.

Material e Métodos

Protocolo experimental

Ratos machos e fémeas da linhagem Sgilagwley foram obtidos a partir da colonia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universiia&o Paulo, Brasil e foram mantidos em
atmosfera de 55 =+ 10% de umidade relativa, a 22°#22 com ciclo 12h claro/escuro ( luzes
acesas as 07:00 horas), recebendo agua e racaociani®uvital , Brasil)ad libitum O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité Elica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidad8do Paulo (Niumero do protocolo
283/2010). Os animais foram acasalados na propagdomacho para cada 2 fémeas por gaiola
e o dia gestational O foi determinado pela presdegasperma nos esfregacos vaginais.

Antes do acasalamento, as fémeas foram dividitia3 grupos (n = 20 por grupo): CO (
ratas expostas a ragdo-controle [AIN- 93G] durantestacdo e lactacdo; controles), G ( ratas
expostas a racdo com alto teor de gordura [ATGrarte a gestacdo) e GL ( ratas expostas a
racdo ATG durante a gestacdo e lactacao) (Figuréd tacdo ATG é baseada na AIN- 93G
(REEVES et al., 1993) com adicdo de banha, o gpeesenta uma dieta ocidental rica em
gordura animal (SULLIVAN et al., 2010) (Tabela 2)e Nas racdes CO e ATG, 10% e 60% das
calorias totais foram provinientes de lipidos, eespamente. Em um estudo piloto, observou-se

gue os ratos do grupo de racado com alto teor dugconsumia aproximadamente 30 % menos
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(g) comparado a ratos submetidos a racdo contb@esa forma, apesar da maior densidade
energética da racdo ATG (5,2 kcal/g) em comparagio a racdo controle (3,9 kcal/g), o
consumo diario de energia ndo diferiu entre os@gupara assegurar a ingestdo comparavel de
micro e macronutrientes entre 0s grupos, os ingnéels (exceto para o amido e banha) foram
normalizados de acordo com a densidade energéicadh dieta, como mostrado na Tabela 1.
Além disso, porque a racdo ATG é altamente sustetdv oxidacdo, o teor de
tertibutilhidroquinona foi aumentado (PANG;CHOI;PKR 2008). Para adaptacdo a dieta
experimental, ratas fémeas foram alimentadas camcées CO ou ATG por cinco dias antes do
acasalamento. Durante a lactacdo, a racdo daswaessdo grupo G foi alterada para AIN93-G ,
enquanto as racoes dos grupos CO e GL permaneédig8-G e ATG, respectivamente.

Ainda, para evitar o efeito do tamanho da ninhadda rata mae foi mantida somente
com 6 filhotes do sexo feminino que foram desmarmadodia pds-natal 21. Apdés o desmame a
prole feminina de todos os grupos consumiram ratgidaboratério comercial comum para
roedores (Nuvital , Brasil) (Figura 1). Ratas mges apresentaram canibalismo ou nao ficaram
prenhas foram excluidas do estudo. O peso corfparakgistrado trés vezes por semana e 0
consumo alimentar foi registrado diariamente e wem por semana para as maes durante a

gestacao e lactacdo e para a prole feminina, riaspeente.
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Idade (semanas)

Prole feminina

Gestacdo
3 7 26
Grupos B
E1l ' E3
v
co | | v J’I
¢ | |
GL | | |

Ratas maes que receberam, ao longo da gestacalaaanfio, racdo controle cc10%
L de calorias provenientes de lipideos;

] Ratas mées que receberam, ao longo da gestac@taedts racdo com alto teor
L1 gordura animal (ATG) com 60% de calorias provemgrte lipideos;

Prole feminina das ratas dos grupos CO, G e GlLreggberam racao comercial com
L1 pararoedores (Nuvital; Parana, Brasil);

v 1,2- dimetilbenza)antraceno (IMBA): 50 mg/kg de peso corpore

El Eutanasia de ratas, com 3 semanas de idade, ini@ol@#s com DMBA

E2 Eutandsia de ratas, com 3 semanas de idade, ioi&ol&#s com DMBA

m
[N

Eutanasia de ratas, com 26 semanas de idadedasgotam DMBA

Figura 1: Desenho experimental
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Tabela I Composicao das racdes controle (CO) e com adtrodie gordura animal (ATG)

Ingredientes (6{0) ATG
0/Kg g/1000Kcal 0/Kg g/1000Kcal

Amido de milho 529,486 133.51 121.667 23.22
Caseina 200 50.43 264 50.43
Sacarose 100 25.22 132 25.22
Oleo de soja 70 17.65 92 17.65
Banha 0 0.00 257 49.02
Fibra 50 12.61 66 12.61
Mix de mineral (AIN-93G-MX) 35 8.83 46 8.83
Mix de vitamina (AIN-93-VX) 10 2.52 13 2.52
L-cistina 3 0.76 4 0.76
Bitartarato de colina 2,5 0.63 3.3 0.63
Tert-Butilhidroquinona (BHT) 0,014 0.002 0.037 0700
Total 1000 252.15 1000 190.88

Tabela 2 Distribuicdo de macronutrientes das racdes cten{@O) e com alto teor de gordura

animal (ATG)

Macronutrientes CO ATG

% por % de % por % de

peso calorias peso calorias

Carboidrato 64,7 65 27,7 21
Proteina 18,7 19 24,7 19
Lipideo 7,0 16 34,9 60
Kcallg 3,9
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Determinacdo do perfil lipidico das racdes

O perfil lipidico das racbes CO e ATG foi deterntioale acordo com a AOAC (2002).
Os acidos graxos foram esterificados em éstereBigostde acordo com a Hartman & Lago
(1973), e a sua composicao foi analisada por cagnafia gasosa (GC 17 A Shimadzu / Classe
GC 10, Japéo) equipado com detector de ionizac@hama (FID) e Supelcowax ® 10 coluna
capilar de silica fundida (30 mm x 0,25 milimettD3. A temperatura foi fixada em 170 ° C,
aumentada para 225 °© C a uma velocidade de 1°Cémimantida durante 25 min. As
temperaturas do vaporizador e do detector fora@5@eC e 270°C, respectivamente. Heélio foi
utilizado como gas de transporte (1 mL/min). A tifeeacdo dos acidos graxos foi realizada por
comparacgdo dos tempos de retengcdo com a mistugateles metilicos de acidos graxos. Cada

determinacéo foi realizada em triplicata, utilizarices amostras diferentes para cada racao.

Andlise de niveis hormonais em ratas prenhas evanp®le feminina

O sangue de ratas prenhas e filhotes fémeas feiacial por puncéo da cauda no 17° dia
gestacional e nas®3e 7 semanas poés-parto por puncdo cardiaca durantetamasia,
respectivamente. O soro foi obtido e mantido aC&fi¢ a sua utilizacdo. Os niveis de estradiol e
progesterona foram determinados utilizando kitsratkoimunoensaio para ratos da Siemens
Medical Solutions Diagnostics (Munique, Alemanhahquanto os niveis de leptina foram
determinados utilizando Kit RADPK-81K da Millipo(®assachusetts, EUA), de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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Indug&o da carcinogénese mamaria

A inducéo de neoplasias mamarias na prole femuaé@saratas dos grupos CO, G e GL (n
= 24/grupo) foi realizada utilizando-se o modelassico que emprega o carcindbgeno DMBA.
Esse € bem caracterizado e amplamente utilizadtysime, em estudos com nutrientes. A
carcinogénese foi induzida quando as ratas compiat&y semanas de idade. Os animais
receberam, por intubacdo géastrica, dose Unica Rgrde peso corpéreo) de DMBA (Sigma,
EUA) (De ASSIS; KHAN; HILAKIVI-CLARKE, 2006). A DMBA foi dissolvida em oleo de
milho em volume final de 0,5 mL. Foram avaliadasténcia de aparecimento de tumores, 0
namero de animais com tumores (incidéncia do tureog numero de tumores por animal
(multiplicidade de tumores). Os animais que deskevam ou ndo tumor foram eutanasiados
com 26 semanas de idade. Quando se apresentaraiipumdms ou quando as neoplasias
mamarias alcancaram 10% do peso corporal (HILAKDVARKE, 1997; DE ASSIS;
KHAN;HILAKIVI-CLARKE, 2006), os animais foram eutasiados antes da data prevista. A
eutanasia dos animais ocorreu em camera de &ds a eutandsia, as glandulas e neoplasias
mamarias foram retiradas, lavadas em solucao salih8%, a temperatura de aproximadamente
4°C. Um fragmento do material foi fixado em formalireanponada neutra a 10% e o restante
congelado em nitrogénio liquido e armazenado emeZer” a —8% para andlises futuras.

Andlise histopatoldgica do tumor foi realizada derdo com RUSSO & RUSSO (2000).
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Andlise da morfologia da glandula mamaria da priEminina

A morfologia da glandula mamaria indica rivel de suscetibilidade para o
desenvolvimento de cancer. Em particular, o nirderd EBs e o maior elongamento da arvore
epitelial mamaria sdo associados com o aumentoisdo e desenvolvimento de tumores
mamarios (HILAKIVI-CLARKE, 2007; NIELSENet al, 2010). Preparacdes de montagem total
foram obtidos a partir de glandulas mamarias abdaisida prole feminina com 3 e 7 semanas
de idade como descrito por De ASSIS (2010). TEBanfiocontados a partir de preparacoes da
montagem total de acordo com RUSSO e RUSSO (198%) 12/grupo). O crescimento da
arvore epitelial mamaria foi medido a partir do niamaté o final da arvore epitelial mamaria
para ratas com 3semanas de idade e a partir dodidd até o final da arvore epitelial mamaria

para ratas com 7 semanas de idade.

Andlise da proliferacéo celular nas glandulas marmadada prole feminina

A proliferacao celular foi avaliada emit®s mamarios obtidos da prole feminina com
7 semanas de idade (n = 5 por grupo) por imunaisteiga para Ki67. Tecidos mamarios foram
fixados em formol tamponado 10% , incluidos em fp@ae seccionados. Os cortes foram
desparafinados em xilol e hidratados gradualmenta élcoois (100%, 95%, 70%, 50%),
seguidos de recuperacao antigénica em tampaord®@H 6,0 (0,5 % de Tween) em panela de
pressdo durante 20 minutos. Os tecidos foram iageom HO, a 3% por 10 min. Possiveis
ligacdes inespecificas foram bloqueadas por 30 twsncom bloqueador de proteina (DAKO ,

EUA). O tecido foi incubado por uma noite com d@rpo monoclonal primario anti-rato para
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Ki67 (Dako , EUA) a uma diluicdo de 1:50 . Aposiaarlavagens, o tecido foi tratado com
anticorpo secundario biotinilado anti - IgG antiuse (Vector Laboratories, EUA) por 30 min a
temperatura ambiente, seguido por tratamento coagerges Vectastain ABC (Vector
Laboratories , EUA) durante 30 minutos a tempeaatimbiente. O tecido foi lavado e corado
com 3,3 ' - diaminobenzidina (DAKO , EUA) por 4 mios e, em seguida, lavado e contrastado
com hematoxilina (Vector Laboratories , EUA). irglide proliferacdo foi determinado pelo
calculo da porcentagem de células com coloracadiyaopara Ki67 em 1.000 células por
estrutura (I6bulo ou ducto). A marcacao foi andiéssaom auxilio do programa Image J (NIH ,

EUA).

Andlise da expressao génica em glandulas mamadagsae feminina

O RNA da glandula maméria foi extraido com RNeaigydLMini Kit ( QIAGEN , EUA ),

de acordo com o protocolo do fabricante, e a safidpde foi confirmada usando Agilent 2100
Bioanalyzer e RNA 6000 LabChips, a partir dos qoaisumeros de integridade do RNA (RIN)
foram calculados. RNA foi incubado com DNAse pormaidutos, e a reacao foi finalizada com
EDTA 0,02 M, a 75°C por 10 min. RNA tratado (1 [fgj utilizada para a sintese de cDNA
usando kit de transcricdo reversa (High CapacitilAOReverse Transcription Kit; Applied
Biosystems, EUA), de acordo com as instru¢gfes docfante. Os niveis de expresséo de genes
alvo foram medidos através de PCR em tempo redl0OF®Y Fast Real-Time PCR System;
Applied Biosystems). cDNA ( 2 mL ) a uma concerdi@afinal de 5 ng/mL foi misturado com 5
mL EvaGreen gPCR Mastermix ( Applied Biosystem Mate , EUA ) e 0,5 mL de 5 mmol

primers sense e antisense em placas de 384 pogosaédes de PCR foram iniciadas com 95°C
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por 15 min seguidas da etapa de amplificacdo coniclis de 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg
e 72°C por 30 seg. Cada amostra foi analisadaiplcdta. Os niveis de expressao génica foram
determinados utilizando o método de quantificagativa por curva padréo, e a eficiéncia da
reacdo foi considerada adequada quando estava ¥ntt#0 % e o valor de R quadrado foi
superior a 0,98. Antes da andlise dos genes aliyu-se ensaio com genes enddgenos como
18S rRNAGAPDH, Tpb, g-actina, Hrptl e Rpl13apara identificar o melhor controle endégeno
para o experimento em questao, utilizando o soéiwyaNorm. Com base neste ensaio, 0s niveis
de expressdo de genes alvo foram normalizados agene GAPDH “Primers” foram
desenhados utilizando a ferramenta de desenhoicherprIDT, exceto para 188RNA que

foram baseados em WANG (2008). As sequéncias doeéps” estdo listadas na tabela 3.

Tabela 3 Sequéncia de Primers

Gene Sequéncia
Sense Anti-sense

Rank 5-ATATGCCTGCATCCCCTGAA-3 5 TAGCCATCCGTTGAGTTGGAS’
Rankl 5-CTGGTGAGGAAATTAGCGTCCAG-3' 5-AAGCCCCAAAGTACGTCE-3'
Gapdh 5-TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT-3’ 5-TACGGCCAAATCCGTTCACA’

Thp 5-CTTGACCTAAAGACCATTGCAC-3' 5-CACACCATTTTCCCAGAACTG-3'
p-actin 5-GCCAACCGTGAAAAGATGAC-3’ 5-CAGAGGCATACAGGGACAAC-S’
Hprtl 5-GCCCTTGACTATAATGAGCACT-3’ 5-CCGCTGTCTTTTAGGCTTG-3’
Rpll3a 5 GGGCAGGTTCTAGTATTGGATG-3 5-CCTCACAGCGTACAACCAGS’
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Andlise dos niveis de proteina nas glandulas mamsdata prole feminina

Os niveis das proteinas BAX, BCL-2 (apoptose), pe1Cp27Kipl (proliferacdo celular)
receptor de estrogénio (ERa), receptor de estrogerfo(ERB), receptor de progesterona (PR),
Receptor 2 do fator de crescimento epidermal hunm@&ieR -2) e fator nuclear Kappa B
(unidade NFkB p65) foram avaliados por western blot tecidos mamarios obtidos da prole
feminina com 7 semanas de idade (n=5 por grupoprodeina total foi extraida a partir de
tecidos mamarios utilizando tampdo RIPA com inibidde protease (Roche, Suica),
glicerofosfato (10 mM), ortovanadato de sodio (1 )hMrofosfato (5 mM) e PMSF (1 mM). As
amostras foram vortexadas com o tampdo durantenbitos, incubadas em gelo durante 30
minutos e centrifugada por 10 minutos a alta vdide. A proteina presente no sobrenadante foi
guantificada com o BCA Protein Assay Reagent (BierEUA). Os extratos de proteina foram
separadas em gel desnaturante de poliacrilamida %1SDS -PAGE). As proteinas foram
transferidas usando o Sistema iBlot ® 7 minutosiflogen , EUA), e bloqueadas com 5% de
leite em p6 desnatado por 1 h a temperatura anebi&st membranas foram incubadas com
anticorpos primarios contra BAX , p27, NFkB p65r{@aCruz Biotechnology , EUA ); BCL - 2
(Beckman Coulter , EUA); BR ERB, HER-2 (Cell Signaling Technology, EUA ); p21
(Oncogene Research Products , EUA) e PR (anticdkpoam, Reino Unido ) em diluigbes de
1:2.000 a 4 ° C por uma noite. Apos diversas lawagas membranas foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRB)Q00, Santa Cruz Biotechnology, EUA),
a temperatura ambiente por 1 h. As membranas foeaetadas utilizando reagente de deteccao
de quimioluminescéncia de anticorpo HRP (Denvilbéestific Inc., USA) e expostas a filme

Kodak de auto-radiografia. A densidade Optica daslas foi quantificada utilizando o software
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Quantity One (Bio-Rad , EUA). Para controle da digdle de carregamento, as proteinas de

interesse forma normalizadas paffgactina.

Andlise dos niveis globais de acetilacédo e triragéib de histonas nas glandulas mamaérias da

prole feminina

Niveis globais de acetilacdo das histonas HBdiSi (H3K9) e H4 lisina 16 (H4K16) e os
niveis globais de trimetilacdo de H3K9, H3 lisinda @3K27) e H3 lisina 4 (H3K4) foram
avaliados por western blot em tecidos maméariosdobtia partir da prole feminina com 7
semanas de idade (n=6 por grupo). Para extracaustienas, cerca de 150 mg de glandula
mamaria foram homogeneizadas com 600 pL de tampdisalgelado [HEPES (10mM; pH =
7,9; USB, EUA); Triton X — 100 (1%, USB, EUA); Mgd(1,5 mM; Sigma Aldrich, EUA); KCI
(10 mM; Merck, Alemanha); Butirato de sodio (5 mBigma Aldrich, EUA); DTT (0,5 mM,;
Invitrogen, EUA); PMSF (1,5 mM; Sigma Aldrich, EUA)ibidor de Protease jis/mL; Sigma
Aldrich, EUA); Inibidor de Fosfatase, f@/mL; Sigma Aldrich, EUA)] por 20-30 minutos e
centrifugado por 5 minutos a 50009 e 4°C. Apdsrifagacdo o precipitado foi coletado, lavado
com 500 pL de tampéao de lise gelado e incubadoHGi0,2 N por uma noite a 4°C. Apos este
periodo as amostras foram centrifugadas por 5 mitb@0g a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o pH ajustado pafa57uL de NaOH 2M para cada 200 pL de
solucéo). As histonas foram quantificadas pelo dette Bradford de acordo com o protocolo
do fabricante (Thermo Scientific, EUA) e armazersaala80°C.

Os extratos de proteina foram submetidos a é&eése em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) a 15% e tampao Tris-glidiXa utilizando-se uma cuba de

eletroforese vertical (Mini PROTEAN®System, Bio RdflUA). Posteriormente, as proteinas
63



foram transferidas do gel para a membrana de gititmse Hybond-ECLTM (Amersham
Biosciences, EUA), com poro de diametro de @f20no decorrer de 35 min. O bloqueio da
membrana foi realizado com reagente proprio presentsistema de quimioluminescéncia ECL
(Enhanced Chemiluminescence, GE Heathcare, Reimo)lJpor 1 h em temperatura ambiente,
sob agitacdo. Apos o bloqueio, a membrana foi iadalzom os anticorpos primérios anti-acetil
H3K9 e H4K16 (Upstate, EUA) (1:5000) diluido em geate ECL, por uma noite a 4°C.
Posteriormente, a membrana foi incubada com apticgecundéario conjugado a peroxidase
HRP anti-imunoglobulina de coelho (GE Healthac&eino Unido) na diluicdo 1:10000 em
reagente ECL por 1 h. A membrana foi entdo incultada anticorpo primario anti-H1(Upstate,
EUA) na diluicdo de 1:5000 em reagente ECL poral3v°C e sob agitacdo, o qual serve para
controle da técnica, e em seguida incubada comsoapti secundario conjugado a peroxidase
HRP anti-imunoglobulina de rato (GE Healthacaran&&Jnido) na diluicdo 1:10000 em ECL
por 1 h, em 37°C e sob agitacdo. A imunodeteccadfeita utilizando-se o sistema de
guimioluminescéncia ECL. O sinal foi captado uéiiddo o sistema de aquisicdo de imagens
ImageQuant 400 (GE Healthcare, Reino Unido). Pasecatdo dos anticorpos primarios anti-
trimetil H3K9, H3K27 e H3K4 realizou o procedimerde “stripping”. Para tanto a membrana
foi incubada com solucdo de SDS 2% contendo 100mPArdercaptoetanol a 60°C por 30 min

e o western blot seguido a partir do bloqueio.

Andlise do padréo de metilacdo global do DNA enmdldas mamarias da prole feminina

Metilagdo global do DNA foi avaliada por cromatafip liquida de alta eficiéncia

(HPLC) com leitor de “Diode Array” (DAD) nos tecidanamarios da prole feminina com 7
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semanas de idade (n = 6 por grupo ). Para a egtdg@adDNA, cerca de 100 mg de tecido
mamario foi homogeneizado com tampédo de lise (@eRuregene Kit, QIAGEN, EUA)
contendo 0,5 mM de deferoxamina (Sigma Aldrich, BUAs amostras homogeneizadas foram
incubadas com proteinase K (20 mg/mL, Sigma Aldri@UA ) durante a noite a temperatura
ambiente. As amostras foram tratadas com RNas® m{mL, Sigma Aldrich , EUA ) por 2h ,

e a proteina foi precipitada com solucdo de pregjgo de proteinas (Gentra Puregene Kit ,
QIAGEN, EUA ). O homogeneizado foi centrifugado.@0® rpm por 15 min a 4°C, e o DNA
precipitado com isopropanol gelado. Apds centrifdga tampao Tris (Tris 10 mM com um
deferoxamina mM , pH = 7,0 ) e cloroférmio (96 %lcool isoamilico (4 %) foram adicionados
ao precipitado. ApOs centrifugacdo, 5 M de NaCl087de etanol foram adicionados ao
sobrenadante, o qual foi incubado por uma noitearsstras foram centrifugadas por 10 min a
3000 rpm, e o DNA foi ressuspenso em agua com ®)ldendeferoxamina. As amostras foram
guantificadas por espectrofotometria (Nanodropl0OBermoScientific). DNA (5 mg) foi
hidrolisada com tampao Tris incluindo HCI/MgQ@00 mM (pH 7,4) e DNAse 1 (Sigma Aldrich

, EUA) durante 1 h a 37°C. O DNA foi incubado corfosfodiesterase (Sigma Aldrich , EUA )
e fosfatase alcalina por 1 h a 37°C. As aliquo@a®HNA hidrolisado foram injetadas no sistema
analitico HPLC -DAD (Shimadzu Corporation , Japadjlizando uma coluna Luna C18 (2),
250 mm x 4,6 mm DI, 5 microns (Phenomenex , Ta@anCA), com pré - coluna C18 de 4,0 x
3,0 mm (Phenomenex , Torrance , CA), eluidos congradiente de acido formico (0,1 % em
agua) e ChHOH (0 - 25 min , 0-18 % de GBH ; 25 - 27 min 18-0 % C4DH , 27-37 min , 0 %
de CHOH), com uma taxa de fluxo de 1 mL/min , a 30 °Cdé@ector DAD foi fixado em 260

nm para quantificacdo de dC e em 286 nm para atifjcagéo do 5-metil-dC. As curvas de
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calibracao foram realizadas em intervalos de 0,856l por dC e 0,005-0,4 nmol de 5 - metil -

dcC.

Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como meédia = err@gad meédia (SEM), e todas as
andlises foram conduzidas no programa ESTATISTIC® @tatsoft, EUA). Comparacdes
multiplas entre grupos foram realizadas utilizamadlise de variancia (ANOVA) seguida de
teste post hoc de Duncan, e as comparacdes emsrgrdpos foram realizadas pelo testde
Student. ANOVA de analises repetidas foi aplicadsapa avaliacdo da ingestdo calorica e
Curva de Kaplan-Meier e teste Log-Rank foram agbsapara determinar diferencas em relacéo
a incidéncia de tumores. Andlise de proporcdesefalizada com o teste de Fisher. Para todas as

analises de dados 0,05 foi aplicado como limite de significanciaatittica.

Resultados

Efeitos da ragcdo ATG em variaveis gestacionais

A ingestao caldrica ndo diferiu (p> 0,05) entrerass maes dos grupos CO, G e GL
(Figura 2). Devido ao controle homeostatico da sté@ye alimentar e gasto energético, é bem
descrito que ratas gravidas que consomem racaoattonteor de energia reduzem o consumo
alimentar, a fim de ajustar sua ingestao de calo(lARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005).
Isso sugere que os efeitos relatados da exposig@Eghia ATG durante a gestacdo ou gestacao e

lactacdo parece estar relacionado ao aumento dmimmnde gordura e ndo da ingestao caldrica.
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O ganho de peso durante a gestacdo, numero deefilloéde, relacdo fémeas/machos e 0 peso
da prole ao nascer ndo foram diferentes (p>0,05e evs grupos (Tabela 4). A exposicao
materna a racdo ATG marginalmente aumentou ossnéeeleptina das méaes (p = 0,07) no 17°

dia gestacional, mas nao afetou os niveis de édt(ad 0,05) (Tabela 4).
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Figura 2: Ingestao caldrica diaria dos CO, G e GL durargestacéo e lactagdo. Nao houve
diferencas estatisticamente significantes @p05) entre os grupos de acordo com ANOVA
de andlises repetidas. Os dados estdo expressoswédia + SEM (n = 11-13).

Tabela 4Efeitos da racdo ATG em variaveis gestacionais

. Grupc
Variaveis co G GL

Ganho de peso durantigestacéc 152.2 +9.. 157.6 £ 5.. 146.8 + 7.
(9)
Niveis gestacionais dt
hormonios:

Estradiol (pg/mL 36.4+4. 344+2! 404 £ 2..

Leptina (ng/mL) 6.8+ 1. 13.8+2.7 13.5 +3.7
Numero de filhotes por ae 125+ 1. 12.8 0.t 12.3+0.9.
Razao fémeas/mact 1.32 +£0.: 1.1+0.: 1.5+0.
Peso ao nasc:

Macho: 7.2+0.C 7.1+0.: 6.9+0..

Fémea 7.1+0.: 6.8+0.: 6.8+0.:

Os dados apresentados foram obtidos a partir d&314,12 ratas maes dos grupos CO, G e

GL, respectivamente. Para niveis hormonais n =r@pgo. Os dados estdo expressos em

média + S.E.M/Diferenca marginal (p = 0,07) em relagdo ao grud@ acordo com

ANOVA seguida do teste de Duncan. 67



Composicao de acidos graxos das racbes CO e ATG

A composicado de acidos graxos foi determinada agatr lipidica das racdes. A racao
controle contém 17 % , 27 % e 55 % ( % de gorduted } de SFA, monoinsaturados (MUFA) e
PUFA, respectivamente, enquanto que a racdo AT@eoB7% , 38% e 24% destes acidos
graxos, respectivamente (Tabela 5). Ingestdo ddugmitotal didria durante a gestagéo por ratas
maes do grupo CO foi de 1,42g e por ratas maesgdgsos G e GL 2,70g e 2,63g,
respectivamente (Tabela 6). Durante a lactacAa@nswno de gordura total foi de 2,49 g no
grupo CO, 2,36 g no grupo G e 4,84 g no grupo Gdbéla 5). Ratas maes expostas a ragao
ATG durante a gestacao consumiram maior quantidadgFA (4,2 vezes ) e MUFA (2,7 vezes)
(p < 0,05) e menor quantidade de PUFA (1,2 - vezes) Q05 ) em comparagdo com 0 grupo
CO (Tabela 6). De forma similar, mades expostascaoradd TG durante a lactacdo consumiram
neste periodo maior quantidade de SFA (4,3 vezedJEA (2,8 vezes) (p< 0,05) e menor

guantidade de PUFA (1,2 - vezes) (p > 0,05) em ewagdo com o grupo CO (Tabela 6).
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Tabela 5 Perfil de cidos graxos da fragao lipidica dgéea CO e ATG

Foérmula Nome % da fracao lipidica
Cco* ATG*
14:0 Miristico 0,31+0,01 1,15+0.05
16:0 Palmitico 12,17 £ 0,13 21,98 + 0,45
16:1 Palmitoléico 0,13 +0,01 1,10 £ 0,04
17:0 Margarico - 0,34 £0,01
18:0 Esteéarico 3,58 + 0,06 13,67 £ 0,12
18:1(n-9) Oléico 24,06 + 0,02 33,01 +£0,35
18:1(n-7) Vacénio 2,7+0,09 3,77 0,59
18:2 (n-6) Linoleico 51,32 £0,20 22,3+0,39
18:3 (n-3) a-Linolénico 4,1+0,02 1,46 £ 0,04
20:0 Eicosandico 0,24 £ 0,03 0,15 +£0,03
20:1 (n-9) Eicosendico 0,13 +0,04 0,37 £ 0,05
20:2 Eiocosadiendico - 0,21 + 0,04
22:0 Docosandico 0,31+ 0,04 -
n.i Nao Identificado 0,96 + 0,14 0,49 + 0,03
Saturados 16,61 £ 0,09 37,28 £ 0,56
Totais Monoinsaturados 27,02 + 0,10 38,26 +0,14
Polinsaturados 55,42 £ 0,22 23,98 £ 0,39

* As amostras foram analisadas emitapéh

Tabela 6 Ingestdo diaria de acidos graxos (g/animal) @bas maes durante a gestacdo e

lactacdo

Acidos Gestacao Lactag&o

graxos CO G GL CO G GL
SFA 0.24 +0.01  1.01+0.61 0.99 +0.02 0.42+0.01 0.40+0.01 1.81+0.05
MUFA 0.39+0.01 1.04+£0.01 1.01+0.02 0.67+0.01 0.64+0.02 1.86+0.05
PUFA 0.79+0.02 0.65+0.61 0.63+x0.0f 1.40+0.03 1.32+0.04 1.17+0.03

Os dados apresentados foram obtidos a partir d&314,12 ratas mées dos grupos CO, G e GL,
respectivamente. Os dados estdo expressos em méfi&.M. *Diferenca estatisticamente
significante em relagéo ao grupo CO de acordo cteste de Kruskal Wallis.
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Efeitos da exposicdo materna a racdo ATG sobreasihormonais da prole feminina

Os niveis de estradiol sérico ndo diferiu entrgropos (p> 0,05, dados ndo mostrados).
Em comparacéo com a prole dos grupos CO e G, fawolmina com 3 e 7 semanas de idade do
grupo GL apresentou maiores niveis séricos denegiigura 3a). Em comparacdo com a prole
feminina do grupo CO, prole feminina com 7 semadasidade do grupo G apresentou

diminuicdo marginal (p=0,07) dos niveis séricopuateesterona (Figura 3b).
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Figura 3: a) Niveis séricos de Itina da prole feminina com 3 e 7 semanas de idadgupos CO, (

e GL. Diferencas estatisticamente significantes Qp05) em comparagdo cd®0 e°G (3 semanas de
idade) €CO eG (7 semanas de idade), de acordo com ANOVA segiddaste de Duncan. b) Niveis
séricos de progesterona da prole feminina com 3senianas de idade do grupos CO, G e GL.
“Diferenca marginal (p=0,07) em comparacéo com @@@O (7 semanas de idade) de acordo com
ANOVA seguida do teste de Duncan. Os dados sa@ssps como a média + SEM (n = 6 por grupo).
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Efeitos da exposicdo materna a racdo ATG sobrercimagénese mamaria na prole feminina

Prole feminina de ratas maes expostas a racdo Ahikrdge durante a gestacdo (G)
apresentou menor £0,05) incidéncia de tumores mamarios e multipéidiel (Figura 4, Tabela
7) em comparagdo com o grupo CO, e maigd(@5) laténcia do primeiro tumor comparado a
prole exposta a racdo ATG durante a gestacaoag&xr{grupo GL). Além disso, prole feminina
do grupo G apresentou menor £00,05) peso de tumores em comparacdo ao grupo CO.
Comparado com o grupo CO, prole feminina do grugo &resentou menor (g 0,05)
multiplicidade de tumor mamario (Tabela 7). Em ®ds grupos, tumores mamarios foram
predominantemente malignos e classificados commaoadecinomas tubulares ou papilares.
Comparado com o grupo G, prole feminina do grupoaptesentou maior proporcac<(p05)

de adenocarcinomas mamarios de grau 2.
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Figura 4: Incidéncia de tumores mamarios prole feminina dos grupCO, G e GL

(n=24 por grupo)Diferenca estatisticamente significante<{j0,05) em relacdo ao
grupo CO de acordo com a analise de Kaplan-Mdieste log rank.
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Tabela 7 Efeitos da exposi¢cdo materna a racdo ATG solmar@nogénese mamaria na
prole feminina

Grupo
Parametros CO G GL
Numero de ratos 24 24 24
gﬁmgﬁodt‘i ran'i’)?rfdcig)e”to do  gge3.9 82+5.8 6246.3
MU|t|p|IC|dadel 2.3x0.3 1.2+0.3 1.4+0.3
(No./rat)
Peso dos tumores:
<0.509 43.6% 65.6% 46.9%
0.51-2.0g 38.2% 21.9% 25.0%
>2.1g 18.2% 12.5% 28.1%
Namero total de tumores 56 29 35
Benignos 3.4% 12.5% 12.9%
Malignos 96.6% 87.5% 87.1%
Tipos histologicos
Tubular, 50.9% 39.2% 59.3%
Papilar 35.1% 53.6% 29.6%
Cribiforme 7.0% 0% 7.4%
Misturado 7.0% 7.2% 3.7%
Estadiamenfo
1 73.7% 78.6% 48.2%
2 21.0% 10.7% 37.0%
3 5.3% 10.7% 14.8%

"Multiplicidade: nimero de tumores/ nimero totalra®s por grupo. Diferenca significativa €F0,05) em
relacdo ao grup@CO e"GL de acordo com ANOVA seguida do teste de Duncaaneparados corfCO e
grupo’G acordo com o teste exato de Fisher.

“de tumores malignos
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Efeitos da exposicdo materna a racdo ATG sobre diatogia da glandula mamaria da prole

feminina

A prole feminina com 3 semanas de idade dos gr@essL apresentou menor nimero
de TEBs comparada a prole do grupo CO, emborardgfis@ncia estatistica {§0,05) s6 foi
alcancada no grupo GL (Figura 5c¢). Em comparacé&o@grupo CO, o elongamento da arvore
mamaria epitelial foi menor na prole com 3 semate&lade do grupo G 0,05) e GL (p =
0,06) (Figura 5d). Nao houve diferenca (p> 0,05) menhum dos paréametros morfolégicos
mamarios analisados entre a prole dos grupos COGE com 7 semanas de idade (dados ndo

mostrados).
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Figura 5: Morfologia da glandula mamaria da prole feminina c®memanas de idacdos
grupos CO, G e GL. Fotomicrografia de Terminal Bndis [a, 5X] e [b, 20X]. ¢c) Numero de
Terminal End Buds por glandula mamaria. d) Elongamepitelial (cm) da glandula mamaria.
*Diferenca estatisticamente significante< (9,05) e “Diferenca marginal (p = 0,06) em
comparacdo ao grupo CO de acordo com ANOVA segdadeste de Duncan. Os dados
estdossos como a média = SEM (n = 8-11).
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Efeitos da exposicdo materna a racdo ATG sobreoéifpracdo celular, apoptose e niveis

protéicos de p21l e p27 na glandula mamaria dagpfeiminina com 7 semanas de idade

Observou-se menor £p,05) proliferacdo celular tanto nos l6bulos e dsidtas glandulas
mamarias da prole feminina do grupo G em comparagagrupo CO (Figuras 6a e b). Ainda, a
prole feminina do grupo G apresentou maior expeesks proteinas p21 {p0,05) e p27
(p=0,07) em comparacgdo com grupo CO (Figura 6¢.€xtindulas mamarias da prole feminina
do grupo GL apresentou menox(p05) raz&o entre as proteinas anti-apoptose BEpdteina
pré-apoptotica BAX em comparacdo com o grupo CQuifa 7). A prole feminina do grupo G
seguiu a mesma tendéncia, embora as diferencasfondm estatisticamente significantes

(p>0,05).

Efeitos da exposicdo materna a racdo ATG sobrepeessao de ERR ERS e HER-2 e sobre a

via PR-RANK-RANKL na glandula mamaria da prole féna com 7 semanas de idade

Western blotting foi usado para avaliar os efegtdengo prazo da exposicéo a racdo ATG
no inicio da vida sobre a expressdo de ER, HERPRee qPCR para avaliar a razdo da
expressdo ddrank/Rankl Nao houve diferencas (p> 0,05) entre os gruposrelacdo a
expressao de ER ERB e HER-2 (Figura 8). Comparado com a prole femimiaagrupo CO, a
prole feminina do grupo G apresentou redugédo desis;mda subunidade p65 NFkB<(p05) e
menor razao da expressdo Rank/Rankl(p=0,09), porém ndo houve diferenca (p> 0,05) em
relacdo a expressdo PR (Figura 9). Estas alterag@eforam observadas na prole feminina do

grupo GL, exposta a gordura animal durante o periiei@l e lactacional.
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Figura 6: Andlise da expresséo de Ki67 f imunoistoquimica e p21 e p27 por western blot. Fatmgrafia
(40X) da marcacdo com Ki67 (a), e a quantificacd@ubliferacdo celular (b) nas glandulas mamaraprdle
feminina com 7 semanas de idade dos grupos CGGG eDiferenca estatisticamente significante erag&b ao
grupo®CO (ductos) €CO e°GL (I6bulo) de acordo com ANOVA seguida do testeDdmcan. Imunoblot com
marcacédo para p21 e p27(c) e quantificacdo (dxpieessao das proteinas p21 e p27 em glandulasnaantda
prole feminina com 7 semanas dos grupos CO, G eDBkrenca estatisticamente significante comparza®
grupos®CO e "GL e diferenca marginal comparado aos grui@® (p=0,08) €“GL (p=0,07) de acordo com
ANOVA seguido pelo teste de Duncan. Os dados estfressos como a média £ SEM (n = 6 por grupo para
analise de Ki67, n=5 por grupo para analise de &vestiot).

77



4 -
o -
O &) &) §
~ I
§ 3
BCL-2 -
= a
g,
BAX 2
&
@
| 1
8
B-actina 5
0 4

Cco G GL

Figura 7: Andlise da expressdao das proteinas-2 e BAX por western blo
Imunoblot com marcacdo para BCL-2 e BAX (a) e éoada expressdo de BCL-
2/BAX (b) em glandulas mamarias da prole feminioanc/ semanas de idade dos
grupos CO, G, e GL. Os dados estdo expressos eomédia = SEM (n = 5 por
grupo). “Diferenca estatisticamente significante de acomim ANOVA seguida do
teste de Duncan §0,05).
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Figura 8: Analise da expresséo das proteinasa, ER3 e HEF-2 por western blot. Imunobl
com marcacao para BERERB e HER-2 (a) e quantificacdo da expressao de R ER3 (c) e
HER2 (d) nas glandulas mamarias da prole feminima ¢ semanas de idade dos grupos CO, G e
GL. Os dados estdo expressos como meédia + SEM (o5 grupo). Sem diferencas
estatisticamente significantes (p> 0,05) entrerap@s de acordo com ANOVA.
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Figura 9: Avaliacdo da expressao das proteinas PR e NBE&Bppr western blce da expressé
génica de Rank e RankL por gPCR. Imunoblot comcag@io para PR e NFkB p65 (a) e
quantificacdo de PR (b), NFkB subunidade p65 (&zéo da expressdo génicaRbnk/Rank(d) nas
glandulas mamarias da prole feminina com 7 send@madade dos grupos CO, G, GL. Os dados estao
expressos como média + SEM (n = 5 por grupo). Bifeas significantes (p< 0,05) e'marginais (p =
0,09) em comparacédo com o grupo de CO de acordmdeste de Student.
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Efeitos da exposicdo materna a racao ATG sobredndmade metilacdo global e modificacdes

pos-traducionais em histonas nas glandula mamataprole feminina com 7 semanas de idade

Exposicdo materna a racdo ATG néo alterou o padedmetilagcdo global do DNA em
glandulas mamarias da prole feminina (dados nadraums). Comparado ao grupo CO, prole
feminina do grupo G apresentou maioresO(p5) niveis H3K9me3 na glandula mamaria,
engquanto que ndo foram observadas diferencas emwaceH3K9ac, H4K16ac, H3K27me3 e
H3K4me3 (Figura 10). Nenhuma diferenca foi obseavadssas marcas epigenéticas entre a

prole feminina dos grupos CO e GL.
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Figura 10: Analise de modificacBes f-traducionais em histonas. Imunoblot com marcacé@ [pH3K9ac
H4K16ac, H3K9me3, H3K27me3 e H3K4me3 (a), quard{fdo dos niveis de acetilagdo das hitonas H3K9 e
H4K16 (b) e quantificacdo dos niveis de trimetitagias histonas H3K9, H3K27 e H3K4 (c) nas glandulas
mamarias da prole feminina com 7 semanas de idaslggmipos CO, G e GL. Os dados estdo expressos como
média = SEM (n=5 por grupo). Diferencas estatistieate significantes (g 0,05) em comparacdo ao grij@D e

GL de acordo com ANOVA seguida do teste de Tukey.
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Discussao

Observou-se neste trabalho que a prole feminimatds que consumiram altos niveis de
gordura animal durante a gestacdo ou durante aggese lactacdo apresentou menor risco de
desenvolvimento de cancer de mama. Mais espec#ictana prole feminina exposta a racéo
com alto teor de gordura animal somente duranteriogo fetal apresentou reducéo de todos os
parametros de carcinogénese mamaria como maiociatde aparecimento do primeiro tumor
comparado a prole feminina exposta a racdo duranperiodo fetal e lactacional e menor
incidéncia, multiplicidade e peso dos tumores coagh@ ao grupo controle. Por outro lado, a
prole feminina exposta a racdo com alto teor delugar animal durante o periodo fetal e
lactacional apresentou reducdo somente da muitiptie. O risco reduzido da prole exposta a
racdo ATG durante o periodo fetal foi associado cecdo do elongamento da arvore epitelial
mamaria, reducdo da proliferacdo celular e expoeded\NFkB p65 e maior expressao de p21 e
niveis de H3K9me3 nas glandulas mamarias. O ristluzido a carcinogénese mamaria
observada na prole feminina exposta a racdo dumaptgiodo fetal e lactacional foi associado
com reducgdo do elongamento da arvore epitelial mamAinda, a glandula mamaria desse
grupo apresentou menor numero de TEBs e menor rdadexpressdo da proteina anti-
apoptotica BCL-2/proteina pro-apoptotica BAX congulr ao grupo controle. Nossos dados
confirmam estudos prévios que observaram que o deadesenvolvimento de cancer de mama
pode ser programado, ainda, durante o periodo det@leriodo pos natal precoce por ingestédo
alimentar materna (TRICHOPOULOS, 1990; HILAKIVI-CEXKE et al., 1997; De ASSIS &
HILAKIVI-CLARKE, 2006; DE ASSIS et al., 2012). Paré diferente do esperado prole

feminina de ratas maes que consumiram racédo caentealt de gordura animal a base de banha
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(acidos graxos saturados e monoinstarudos) apeeaemt menor suscetibilidade ao
desenvolvimento de cancer de mama na vida adulta.

Andlise do perfil de acidos graxos da racdo ATGdasaeste estudo indicou que
acidos graxos saturadas (principalmente palmitid®:0] e estearico [C18:0]) e
monoinsaturados (principalmente oléico [18:1 nedj)npdem 37% e 38% dos acidos graxos
totais, respectivamente. Nao ha uma associacaergeiéntre o consumo de gordura durante
a vida adulta, especialmente de origem animal, @oisco de desenvolvimento de cancer de
mama (LOF et al., 2007; PARK et al., 2012). Embestudos epidemiol6gicos observaram
associacao entre consumo dos &cidos graxos satupatioitico e estearico e aumento do
risco de cancer de mama (SAADATIAN-ELAHI et al.,020 SCZANIECKA et al., 2012)
dados opostos foram observados em estidogro e in vivo. Especificamente, tratamento
de células de cancer de mama com palmitato promwmwete celular e inibiu o crescimento
celular (HARDY et al., 2000; KOURTIDIS et al., 200%stearato inibiu a progressao do
ciclo celular por induzir a expressao de 24" e p2#"** in vitro e em modelin vivode
carcinogénese mamaria  induzida  com N-Nitrblsmetiluréia  em ratos
(WICKRAMASINGHE et al., 1996; LI et al., 2011).

Até o momento nenhum estudo investigou o impaatexposicdo a racdo com alto teor
de gordura animal proveniente de banha durantequesiprecoces da vida no risco de cancer de
mama na vida adulta. MEDVEDOVIC et al. (2009) oliaeaim que o consumo isocalorico de
dieta com alto teor de lipidios a base de manteigdeo de oliva, ricos em &cidos graxos
palmitico e n-9 MUFA, respectivamente, por ratagadte a gestacdo e lactacdo e pela prole
durante os 7 primeiros meses de vida, aumentooldepacédo celular na glandula mamaria da

prole feminina. Por outro lado, consumo de rac&s&ada em Oleo de oliva por ratas maes por 5
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semanas antes da gestacdo, durante a gestacdagéidadiminuiu a suscetibilidade da prole
feminina a carcinogénese mamaria induzida quimicéen&STARK et al., 2003). NOs sugerimos
gue alta ingestdo de tanto acidos graxos saturado®noinsaturados e menor consumo de
polinsaturados por ratas maes expostas a racaoba$&da em banha foi associado com efeitos
protetores contra o cancer de mama observado®lgafeminina.

O periodo de exposicdo a gordura dietética reptesen fator de grande influéncia na
suscetibilidade ao cancer de mama (De ASSIS & HIDNAKCLARKE, 2006). Exposicado a
racdo com alto teor de 6leo de milho, rica em nJ&EAR, durante o periodo fetal (HILAKIVI-
CLARKE et al., 1997) ou durante o periodo fetahetdcional (STARK et al., 2003), mas n&o
durante a pré-puberdade (OLIVO & HILAKIVI-CLARKE,0B5) aumentou a suscetibilidade a
carcinogénese mamaria em ratas na vida adultaoyel que o tempo de exposicdo a ragio
ATG a base de banha €, de forma similar, importaatéeterminacdo dos efeitos no risco de
desenvolver cancer de mama na vida adulta. Osogfgirotetores observados foram
parcialmente perdidos na prole feminina expostaagia ATG durante o periodo fetal e
lactacional.

Maior nimero de TEBs na glandula mamaria é frequmeante associado com aumento
do risco de cancer de mama, possivelmente porggee e€srutura € o sitio de iniciagdo da
neoplasia (RUSSO & RUSSO, 1987; HILAKIVI-CLARKE, @D). Elongamento da arvore
epitelial mamaria reflete rapido crescimento dandlda mamaria direcionada por TEBs
(WILLIAMS & DANIEL, 1983). Ingestdo materna de rag&om alto teor de gordura (6leo de
milho e Crisco) aumentou o nimero de TEBs na gl@nchamaria da prole, o qual foi associado
com maior suscetibilidade a carcinogénese mam&ibAKIVI-CLARKE et al.,, 1997, De

ASSIS; KHAN; HILAKIVI-CLARKE, 2006). No presente @&sdo, o numero de TEBs
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apresentou-se reduzido e o elogamento epiteligrdatio na glandula mamaria da prole
feminina com 3 semanas de idade das ratas maeogsemiram racdo ATG, consistente com o
menor risco de desenvolvimento de cancer de maser\do.

Exposicdo a gordura dietética durante as fasesedendolvimento pode promover
alteracdo da expressado de genes envolvidos noaatltar e apoptose na glandula mamaéria,
com consequente programacdo da suscetibilidadeeacds na vida adulta como o cancer
(HILAKI-CLARKE, 2007). No presente estudo, nés atvsenos reducdo da proliferagdo celular
e aumento da expressao de proteinas reguladoresldaelular como p21 e p27 na glandula
mamaria da prole feminina com 7 semanas de idadmaks que consumiram racdo ATG
durante a gestacdo. p21 e p27 sao inibidores desps dependentes de ciclinas e proteinas
chaves no processo de inibicdo da progressao do c#tular da fase G1 para a fase S
(ABUKHDEIR; PARK, 2008). Reducédo da expressdo degsateinas é associada com maior
agressividade de tumores de mama e metastase @ERSet al., 2013). Continua exposicdo a
racdo ATG durante a gestacdo e lactacdo diminufezao de expressdo da proteina anti-
apoptética BCL-2/pré-apoptética BAX na glandula naaia da prole feminina com 7 semanas
de idade. Nossos dados sugerem que exposi¢cao mateagdo com alto teor de gordura animal
durante a gestacéo e gestacao e lactacao dimimiscoode cancer de mama na prole por inibir a
proliferacdo celular e induzir apoptose, respactiente.

Maiores niveis séricos de leptina em ratas premuhsidas por racdo rica em gordura, a
base de Crisco, foram associados com aumentoaodéescancer de mama na prole (De ASSIS;
HILAKIVI-CLARKE, 2006, De ASSIS; KHAN; HILAKIVI-CLARKE, 2006). Em nosso
estudo, os niveis de leptina sérica foram maiones, ndo estatisticamente significante, em ratas

prenhas expostas a racdo ATG. Esses resultadasesperados ja que nos observamos reducao
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do risco de cancer de mama na prole feminina ds rafies que consumiram racao ATG durante
a gestacdo ou gestacdo e lactacdo. O papel deesaitveis de leptinan Utero no risco de
cancer de mama na vida adulta devera ser investigduramente.

Progesterona estd associada com aumento da mcditercelular e morfogénse no
epitélio luminal da glandula maméaria (OBR & EDWARD&)12). No presente estudo, nds
observamos que a prole feminina de ratas maesanseimiram racdo ATG durante a gestacao
apresentou menores niveis de progesterona comparggole feminina do grupo controle.
Sugere-se que a inducdo da carcinogénese por fEogesinvolva a expansao de populacdes de
células tronco adultas da glandula maméria (JOSHl., 2010) através da estimulacdo da
expressao do receptor ativador do ligante fatoleankB (RANKL) nas células luminais (OBR
& EDWARDS, 2012). RANKL ¢é liberado para o meio edelular e se liga aos receptores
RANK nas células tronco, levando a ativacdo a jgsada via de sinalizacdo
IKK/IB/NFkB/cyclin D1 para estimular a proliferacdo celul@CHRAMEK et al., 2010).
Interessantemente, em nosso estudo, reducao deis diy progesterona foi acompanhada por
diminuicdo da razdo de expressBRank/Rankle expressdo da subunidade p65 docByF
sugerindo que essa via foi suprimida e pode essocada com reducdo da carcinogénese
mamaria na prole feminina de ratas que consumisg@orATG durante a gestacao.

Alteracdes dos padrdes globais de modificacdes istanlas durante fases precoces de
desenvolvimento sdo associadas com processos reslidae medeiam o desenvolvimento e
diferenciacdo da glandula mamaria (RIJNKELS et 2010; VASTENHOUW & SCHIER,
2012). NGs observamos neste estudo que o consumeonmala ragcdo ATG somente durante a
gestacdo promoveu aumento dos niveis de H3K9meaganaula mamaria da prole feminina,

porém a significancia funcional desta marca epigesméa modulacdo do risco de cancer de
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mama permanece a ser elucidada. Niveis elevadtes meslificacdo pds-traducional em histona
causa repressao transcricional (FULLGRABE, KAVANAGHDSEPH, 2011) e sdo associados
com inibicdo do potencial tumorigénico de célulasadncer de mama da linhagem MCF-7
(KHANAL et al., 2013). Por outro lado, altos niveis H3K9me3 foram observados no soro de
pacientes com cancer de mama (LESZINSKI et al.,2pPGd aumento dessa modificacdo
promoveu migracdo e invasdo de células de cancenatea (YOKOYAMA et al., 2013).
Assim, permanece a necessidade de elucidar se salgncogenes foram silenciados por
modificagbes em histonas da glandula mamaria des rtpostas a racdo ATG em periodos
precoces da vida. Embora nés ndo observamos djesemo padrdo global de metilacdo do
DNA, é de fundamental importancia que futuros estuitivestiguem possiveis alteracées nos
niveis de metilacdo em regifes promotoras de omesge genes supressores de tumor.

Em conclusdo, nossos dados reforcam achados prgums dieta materna durante a
gestacéo pode determinar a suscetibilidade da pmldesenvolvimento de cancer de mama na
vida adulta (HILAKI-CLARKE, 2007). No6s observamosiega prole feminina de ratas que
consumiram racdo com quantidade elevada de bamaatdua gestacdo apresentou reduzido
risco de desenvolvimento de neoplasias mamariaszidas por DMBA. Sera de grande
importancia confirmar , em estudos futuros, sefegos protetoras dessa racédo se aplicam em
outros modelos de cancer de mama como por exempdielos de camundongos modificados
geneticamente. Devido outros estudos demonstratenmcgnsumo materno de dieta com alto
teor de gordura saturada aumenta a incidéncia @mcde cardiovasculares e disfuncoes
metabdlicas na prole (TAYLOR et al., 2004; ARMITAGEAYLOR; POSTON, 2005; KHAN
et al., 2003), ndo € aconselhado que mées durg@stacdo consuma altos niveis de banha para

proteger as filhas contra o cancer de mama. Oeistslos deverdo focar na identificagdo da
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combinacdo Otima de acidos graxos dietéticos, bemoca quantidade que pode ser
recomendada para gestantes a fim de reduzir o dsatoencas nas filhas; que provavelmente
envolvera altos niveis de acidos graxos monoingdts, n-3 PUFA, alguns tipos de acidos

graxos saturados e menores quantidades de n-6 PUFAS
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7.  ARTIGO 2: Perfil de acidos graxos e padrao de expressdo gémiglobal
em ratas que foram expostas a racdo com alto teoredgordura animal,
durante o periodo fetal e lactacional, associado®m o risco de cancer de

mama na vida adulta
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Resumo

Noés previamente observamos que prole femininaat#s que consumiram racdo com alto
teor de gordura animal (ATG; 60% de calorias pravites de lipideos) durante a gestacdo ou
gestacao e lactacdo apresentaram menor risco devibsmento de cancer de mama. A fim de
melhor esclarecer esses efeitos protetores inekpe@r exposicdo a banha durante os periodos
precoces da vida, nos aplicamos ferramentas d#ditipca e nutrigenfnica para investigar o
perfil de &cidos graxos e o padrdo de expressadiweg@obal da glandula mamaria da prole
feminina. Exposicdo a racdo ATG promoveu, em genainor concentracdo de acidos graxos
saturados (exceto acido estearico) e maior coraggatrde acidos graxos polinsaturados da série
n-6, monoinstarurados e acido linoleico conjugd@ioX) na glandula mamaria de ratas expostas
a racdo ATG durante periodos precoces da vidacipalmente durante o periodo fetal e
lactacional. De acordo com analise de dependéreiaedes diferencial (DDN) dos genes
diferentemente expressos pela andlise de “micngaeaposicdo a racdo ATG em periodos
precoces da vida altera a rede transcricional d@ndgla mamaria na vida adulta.
Especificamente, ratas expostas a racdo ATG sondmEnte o periodo fetal apresentou
aumento da expresséo Hehle Repinlem comparacdo ao controle. A prole exposta a ragédo
durante o periodo fetal e lactacional apresentoimeamenor expressao &ra6 e Tlrlem
comparagdo ao controle, respectivamente e menoessgo deCrkrs em comparacao a prole
exposta a ragcdo somente durante o periodo fetakalferma, a exposi¢do a ragdo ATG durante
periodos precoces da vida altera o perfil de acgtagos e a rede transcricional na glandula
mamaria de ratas jovens e essas alteracoes ligidénei de expressdo génica poderiam estar

associadas com a reduzida suscetibilidade ao cdacgeama na vida adulta.
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Abstract

We have previously shown that female offspring atf dams consumed a lard-based
high-fat (HF) diet (60% fat-derived energy) duripgegnancy or during pregnancy and lactation
were at a reduced risk of developing mammary camcerder to better clarify these unexpected
protective effects by early life lard exposure, ngve applied a lipidomics and nutrigenomics
approach to investigate the fatty acid profile giabal gene expression pattern in the mammary
tissue of the female offspring of dams that consiméard-based high fat diet during gestation
or gestation and lactation periods. Exposure @ar@tbased HF diet promotes decreases in SFA
(except for stearic acid) and increases in n-6 PUNAJFA and CLA concentrations in
mammary gland of rats exposed to the HF diet ilyd#e, mainly in utero and nursing.
According to Differential dependency network (DD&f)alysis of genes differently expressed by
microarray, exposure to HF diet during early lifeanges the transcriptional network of the
mammary gland in adulthood. Specifically, rats esqebto HF diet only during the fetal period
showed increased expressiortrhle Repinlcompared to the control. The offspring exposed to
the HF dietin uteroand nursing had higher and lower expressiogtd6andTIrl, respectively,
compared to the control and lower expressioRirs compared to the offspring exposed only
in utera We conclude that exposure to a lard-based Hmgwarly life changes the fatty acid
profile and transcriptional network in mammary glan young adult rats and these lipidomic
and gene expression alterations could be assoaidtedhe observed reduced susceptibility to

breast cancer in adulthood.
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Introducéo

O consumo de gordura esta aumentando em todo carWAdDIVELOO et al., 2013).
Entre os periodos de 1995-1997 a 2001-2003 o peadeglobal de ingestao calorica a partir de
gordura total aumentou quase 2% e importantesibaittores para essa alteracdo alimentar sdo
0s Oleos vegetais e a gordura animal (WOLMARANRQ0Atencéo especial tem sido dada a
gordura animal, importante fonte de acidos graxaiarados (SFA) (WOLMARANS, 2009),
Visto que 0 consumo excessivo desse tipo de acadm gesta associado com diversas doencas,
incluindo as cardiovasculares e diabetes (SALTER32PAQUET et al, 2013).

Entretanto os efeitos da gordura alimentar no rideocancer de mama ndo estao
completamente esclarecidos (FREEDMAN et al., 10YD et al., 2003; LOF et a., 2007;
KEY et al.,, 2011; PARK et al., 2012). Especificateerpara a gordura animal, efeitos
contraditérios sdo relatados. Consumo elevado delugp animal, principalmente carne
vermelha e produtos lacteos, foi associado ao mianmaodesto do risco de cancer de mama
(CHO et al., 2003; BOYD et al., 2003; GONZALEZ &BOLI, 2010). Por outro lado, outros
estudos epidemioldgicos ndo observaram associaté® @ consumo de gordura animal e SFA
com essa doenca (LOF et al., 2007; ALEXANDER et2010a, ALEXANDER et al., 2010b ;
KEY et al., 2011; PARK et al., 2012). Estudos daliaes lipiddmicas observaram que pacientes
com cancer de mama apresentaram diferentes perfi€idos graxos no soro e membrana dos
eritrécitos, sugerindo que alterado metabolismdigieleos € um importante fator durante a
carcinogénese mamaria (PALA et al., 2001; LV & YANZB12).

Consumo materno de gordura alimentar durante deduey de gestacdo e/ou lactacdo é

outro fator que pode modular o risco de cancer dmanna vida adulta (De ASSIS et al., 2006;
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ION et al., 2010). Estudos prévios com animais nastn que exposicao intrauterina a racao
com alto teor de gordura a base de 6leo de milbotefde acido linoléico, aumentou a
suscetibilidade a carcinogénese mamaria na vidkaa(HILAKIVI-CLARKE et al., 1997; De
ASSIS et al., 2012). Em adicdo, consumo maternadées a base de 6leo de canola ou oliva
durante a gestacdo e lactacdo reduziu o desenwitonde cancer de mama quimicamente
induzido na prole (STARK et al., 2009; MABASA et,&013). Sugere-se que a alteracdo da
suscetibilidade ao cancer de mama, por exposicénttuperiodos precoces da vida a gordura,
possa estar associada com a modulacdo da expassiogenes e de genes supressores de
tumor (HILAKIVI-CLARKE et al., 2007; MEDVEDOVIC etal., 2009). Analise de
nutrigendmica com avaliacao da expressao génitmlgbouma estratégia Util na identificacdo de
redes de sinalizacdo funcionalmente relevantegpqgdem estar envolvidas no desenvolvimento
do céncer de mama sob exposicdo nutricional durantperiodo intrauterino (OLIVO-
MARSTON et al., 2008).

Nés observamos previamente que prole femininatdse tpe consumiram ragdo com alto
teor de gordura animal (ATG) a base de banha (60%altbrias provinientes de lipideos) durante
a gestacdo ou durante a gestacao e lactacdo aprasemenor risco de desenvolvimento de
cancer de mama (ANDRADE et al., 2014). No grupoadas que foram expostas a racdo ATG
somente durante o periodo intrauterino todos ogcés da carcinogénese mamaria foram
reduzidos como incidéncia, multiplicidade e pess tlonores comparado ao grupo controle,
bem como maior laténcia de aparecimento do primeinoor comparado ao grupo exposto a
racdo ATG durante o periodo fetal e lactacionalstdl@ltimo grupo, observou-se reducdo da
multiplicidade de tumores comparado ao controlggegndo menor protecdo comparado ao

grupo exposto a racdo ATG someirtieutero (ANDRADE et al., 2014). A fim de melhor
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esclarecer esses efeitos protetores inesperadoexXposicdo a banha durante os periodos
precoces da vida, nos aplicamos ferramentas d#otpca e nutrigendnica para investigar o
perfil de &cidos graxos e o padrdo de expressdiweg@obal da glandula mamaria da prole

feminina de ratas que consumiram racdo ATG duagiestacdo e durante a gestacéo e lactacéo

Material e métodos

Protocolo Experimental

O protocolo experimental foi previamente descrito detalhes (ANDRADE et al.,
2014). Resumidamente, ratas fémeas da linh&gmague-Dawley foram divididas em 3 grupos
antes do acasalamento: CO (ratas fémeas expostagda controle [AIN-93G] durante a
gestacao e lactacdo); G (ratas fémeas expostagsi@a cam alto teor de gordura animal [ATG]
durante a gestacdo e racdo AIN-93G durante a Bmtae GL (ratas fémeas expostas a racdo
ATG durante a gestacdo e lactacdo). A racdo ATgaseada na AIN-93G (REEVES et al.,
1993) com adicdo de banha. Nas ragbes CO e ATG 4080% de calorias totais sao
provinientes de lipideos, respectivamente. A ithgitdo de acidos graxo na racdo ATG foi de
37%, 38% e 24% de saturados, monoinsaturados esptlrados, respectivamente, enquanto
gue para a racdo CO, essa distribuicdo foi de 17P% e 55%, respectivamente. Tecidos
mamarios foram obtido das proles femininas cormTasas de idade dos grupos CO, G e GL, as

guais foram alimentadas com racdo comercial comana wedores (Nuvital; Paranda, Brasil).

99



Andlise do perfil de acidos graxos na glandula maaa

Lipideos foram extraidos dos tecidos mamarios obtdh prole feminina com 7 semanas
de idade (n=4 por grupo) usando o método de F@letta de 50 mg de tecido foi macerado com
nitrogénio liquido, misturados com 1 ml de clorofid:metanol (2:1); 25uL de PMSF; 10uL de
padrdo C19 diluido em diclorometano e incubado yoa noite a 4°C. A fracdo organica
contendo os lipideos foi coletada. A derivatizagés acidos graxos a metil ésteres (FAMES) foi
realizada de acordo com o protocolo de ICHIHARA BKUBAYASHI (2010) com algumas
modificagbes. A fracdo organica da extracdo deo&cigraxos foi seca em corrente dg N
ressuspendida em 2@0de tolueno e transferida para wial de reacdo. Uma aliquota de 1,5 ml
de metanol e 0,3 ml de HCI 8% em metanol (v/v)fticionada. O vial foi fechado e aquecido a
100°C por 1 hora. Apos resfriar, 1 mL de hexano e Hengua ultrapura foram adicionados, o
vial foi fechado, agitado vigorosamente em voértex p min e mantido a temperatura ambiente
até completa separacdo das fases. A fase orgamesiar foi coletada e transferida para um
tubo de ensaio, seca em corrente derdssuspendida com 50 pL de hexano e transfesaida p
um vial. As amostras foram injetada no sistema cromatiograicoplado ao detector de massas
(Agilent 6890 /Agilent 5973 Mass Selective Detertm modo com divisor de amostraplit
5:1) a 256C. A coluna usada foi a DB-5MS (30 m x 0.25 mm mdiameter, 0.25um film
thickness; Agilent). Hélio foi usado como gas cada a um fluxo de 1 ml/min. Durante a
corrida, a temperatura do forno foi mantida initiehte a 78 por 0,5 min., aumentada até
175°C a 5C/min. e, em seguida, até 280a 2C/min, sendo mantida, ao final, por 0,5 min. Os
metil ésteres de acidos graxos foram identificaelpsr comparacéo de tempos de retengdo com

seus respectivos padrdes (Supelco, Inc.) e busdabhiateca de espectros de massas NIST
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2008. As andlises foram feitas em triplicata e d&ARIE foi quantificado com base em curvas-

padréo feita com os respectivos padrdes auténfBugselco, Inc.). Os &cidos graxos analisados

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Acidos graxos analisados n:éandula mamaria da prole feminina dos ©s CO, G

e GL por CG-EM

Acido graxo Sindnimo Acido graxo Sindnimo
Caprilico c8:.0 Alpha-Linolénico ci18:3
Céaprico C10:0 Araquidico C20:0
Undecilico C11:0 Eicosenodico C20:1
Laurico C12:.0 Eicosadiendico C20:2
Tridecilico C13:.0 Dihomoy-linolénico C20:3
Miristico C14.0 Araquiddnico C20:4
Meristoléico Cl4:1 Eicosapentaendico (EPA) C20:5
Pentadecilico C15:.0 Heneicosilico acid C21.0
Pentadecendico Ci5:1 Beénico C22:0
Palmitoléico Cil6:1 Erldcico C22:1
Cis-10-Heptadecendico Ci7:1 Docosadiendico C22:2
Estearico Cc18:.0 Docosahexaendico (DHA) C22:6
cis-13-Octadecendio Cci8:1 Tricosilico C23.0
Oleico ci18:1 Lignocérico C24.0
Linoleico C18:2 Nervbnico C24:1

trans-10, cis-12-octadecendico

C18:2 (t10c12)

Andlise do padrédo de expresséo génica global nddemamario da prole feminina dos grupos

CO,GeGL

O RNA da glandula mamaéaria foi extraido doide mamario da prole feminina com 7

semanas de idade (n-5 por grupo) com RNeasy Lipid Kit ( QIAGEN , EUA ), de acordo

com o protocolo do fabricante, e a sua qualidadectmfirmada usando Agilent 2100

Bioanalyzer e RNA 6000 LabChips, a partir dos qoaisiumeros de integridade do RNA (RIN)
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foram calculados. RNA total de alta qualidade fddridizado com Chip da Affymetrix
(Affymetrix Rat Genome 230 2.0 GeneChip) de acaroim o protocolo do fabricante. Dados de
expressado foram normalizados pelo método da imtadsi logaritimica de erro da sonda
(PLIER) como implementado pela Affymetrix (http:yiw.affymetrix.com/). Test de Student e
“fold-changes” foram calculados para comparar 3D @a@nscritos e variantes entre CO x G, CO
X GL e G x GL, e genes apresentand0,p5 (univariada, bi-caudal) e fold-change >=1faifo
considerados diferentemente expressos. Analiseamep@nentes Principais (PCA) foi obtida
com o grupo de dados afim de sumarizar a variagdexgpressdo génica sob influéncia da
exposicdo a racdo ATG durante a gestacao e lactez@téndula mamaria da prole feminina
(RAYCHAUDHURI et al., 2000). Para a andlise de def#acia de redes diferencial (DDN do
inglés “Differential dependency network”) MATLAB @ytoscape foram utilizados para analise
e visualizacdo, respectivamente (ZHANG et al., 2005 parametros usados para a analise de
DDN foram K=1, p value cutoff=0.01, threshold=0.2motac&o funcional e termos da ontologia
génica foram avaliados usando IPA (Integrated Rathia analysis; Ingenuity®
Systems, www.ingenuity.com) e  Mouse Genome Infoeat (MGIl) data base

(http://www.informatics.jax.org/), respectivamente.

Validacdo de genes diferentemente expressos ramte@amario da prole feminina dos grupos

CO,GeGL

RNA foi incubado com DNAse por 20 minytesa reacao foi finalizada com EDTA 0,02
M, a 75 ° C por 10 min. RNA tratado (1 ug) foiluida para a sintese de cDNA usando kit de

transcricdo reversa (High Capacity cDNA Reversen3ception Kit; Applied Biosystems,
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EUA), de acordo com as instrucdes do fabricanteni@sis de expressdo de genes alvo foram
medidos através de PCR em tempo real (7900HT Feast-Rme PCR System; Applied
Biosystems). cDNA (2 mL) a uma concentracao final5dng/mL foi misturado com 5 mL
EvaGreen qPCR Mastermix (Applied Biosystem MatsrjdtUA ) e 0,5 mL de 5 mmol primers
sense e antisense em placas de 384 pocos. Assae®CR foram iniciadas com 95°C por 15
min seguidas da etapa de amplificacdo com 40 c#085°C por 15 seg, 60°C por 30 seg e
72°C por 30 seg. Cada amostra foi analisada enicéig. Os niveis de expressao génica foi
determinada utilizando o método de expressao valatilizando curva padréo, e a eficiéncia da
reacdo foi considerada adequada quando estava ¥ntt#0 % e o valor de R quadrado foi
superior a 0,98. Antes da analise dos genes akiiu-se ensaio com genes enddégenos como
18S rRNA GAPDH, Tpb, p-actina Hrptl, genesRpll3a para identificar o melhor controle
enddgeno para o experimento em questao, utilizarsdftware geNorm. Com base neste ensaio,
0s niveis de expressao de genes alvo foram noadakzpara o ger@APDH “Primers” foram
desenhados utilizando a ferramenta de desenharderpriDT, exceto pard8S rRNAque foram

baseados em WANG (2008). As sequéncias dos “prirest&o listadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Sequéncia dos primers

Gene Sequéncia
Sense Anti-sense
Hrhl 5-AGTCTGTGGCTGAGGGAGAT-3’ 5-TCCGCCGACAAGTATTCAGG'
Repin 1 5- AGTCACTTGATTGCAGCGGA-3’ 5-AGTCAGTGCAGCTATGCAGG3’
Pam 5-AGTGTCCGTGGTTCTCATTAC-3' 5-GACTCTTCCAGAACTTGACTG-3’
Stra6é 5-GAGGACTCACAGGGCCAATC-3’ 5-GACTATGGCTTGGCGAGAGG
Crkrs 5-CTTGCTCGGCTCTATAACTCTG-3’ 5-ACCCACAGCTCCAAACATG3
Tirl 5-GCAAACCTTACCAGAGTGCC-3' 5-GACCCTCAGTTTGGACAACAAG-3’
Gapdh 5-TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT-3' 5-TACGGCCAAATCCGTTCACA
Tbp 5-CTTGACCTAAAGACCATTGCAC-3’ 5-CACACCATTTTCCCAGAACTG-3’
p-actin 5-GCCAACCGTGAAAAGATGAC-3’ 5-CAGAGGCATACAGGGACAAC3’
Hprtl 5-GCCCTTGACTATAATGAGCACT-3' 5-CCGCTGTCTTTTAGGCTTG-3’
RPL13A  5-GGGCAGGTTCTAGTATTGGATG-3’ 5-CCTCACAGCGTACAACCAE3’

Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + errd@aad média (SEM) e todas as
analises foram conduzidas no programa ESTATISTIQA(8tatsoft, EUA), com excecdo das
analises de microarray. Comparacdes multiplas gntneos foram realizadas utilizando analise
de variancia (ANOVA) seguida de teste post hoc dedan, e as comparacgdes entre dois grupos
foram realizadas pelo testede Student. Para todas as analises de daddf)5pfoi aplicado
como limite de significancia estatistica. PCA fambém utilizada para a separagédo de possiveis

“clusters” a partir do perfil lipidico das glandslenamarias da prole feminina dos grupos CO, G

e GL.
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Resultados

Perfil lipidico do tecido mamario da prole femininam 7 semanas de idade dos grupos CO, G e

GL

O perfil lipidico da glandula mamaria claearte foi habil em diferenciar a prole feminina
do grupo GL em comparacéo aos grupos CO e G, coa® ger observado pela PCA (Figura 1).
A diferenciacdo do grupo GL foi principalmente dkva influéncia dos seguintes acidos graxos:
acidos graxos saturados (SFA) estearico, miristidurico, beénico, heneicosilico e
pentadecilico; acidos graxos monoinsaturados (MUIA€ristoléico, cis-13-octadecendico,
heptadecendico e oléico; &cidos graxos polinsabsradPUFA) da série 0mega-3
docosahexaenoico, eicosatriendico, eicosapentaemitinolénico; PUFA da série 6mega-6
araquidonico, linoleico, eicosadiendico; e acidwliico conjugado (CLA) l@ansl2-<cis
octadecenoico (Figura 1). Ainda, a pequena diféeagdo entre a prole feminina do grupo G e
CO é devida principalmente a influéncia dos acigmsxos laurico, miristico, heneicosilico,
beénico, lignocérico e docosahexaendico (Figura 1)

De acordo com a andlise estatistica por XNO15 acidos graxos apresentaram
concentracdes diferentes nos tecidos mamarios aa fgminina dos grupos CO, G e GL
(Figura 2). Mais especificamente, comparado ao @rG@, a prole feminina do grupo G
apresentou maiorgp<0,05) niveis de acido araquidénico (6mega-6) e me=n(p<0,05) niveis
de acidos graxos laurico e miristico (SFA) no tesithmario. Ainda, comparado ao grupo CO, a
prole feminina do grupo GL apresentou maioresO(@5) niveis de estearico (SFA),

meristoléicocis-10-heptadecendicajs-13-octadecendico, oléico e eicosenodico (MUFA), bem

105



y-linolénico, linoleico, araquiddnico e eicosadiem{omega-6) drans-10, cis-12-octadecenoic
(CLA) e menores (0,05) niveis dos acidos graxos laurico, miristleeneicosilico e beénico
(SFA) (Figura 2). Comparado ao grupo G, a proleirfiéra do grupo GL apresentou maiores
(p=0, 05) niveis de estearico (SFA), meristoléits;10-heptadecendicejs-13-octadecendico e
eicosendico (MUFA)homo-y -linolénico, linoléico e eicosadiendico (omega-®)]10trans12
cis-octadecandico (CLA) e menores<(p05) niveis de acidos graxos laurico e mirist8BA)

(Figura 2).
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Figura 1: Analise de componentes principais (PCA) do pégdidico das glandulas mamarias da prole femirdoa
grupos CO, G e GL . PCA por acidos graxos (a) egpapos (b). O primeiro componente principal (PEBC2 foram
responsaveis por 37,21% e 18,94% da variacdo,atsmeente.
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Figura 2: Perfil lipidico do tecido mamar da prole feminina cor7 semanade idadedos grupos CO, G e GL. C
dados estdo expressos como média = SEM (n = 4rddifa estatisticamente significante<(p,05) em relacdo ao
grupo’CO, °G e“GL. * Marginal (p =0,09) diferenca em relacdo ao COa®db com ANOVA seguida pelo teste de
Duncan.

Comparacao da expressao génica global do tecidoamarda prole feminina dos grupos CO e
G

Noés identificamos 51 genes diferentemente expresstve os tecidos mamarios da prole
feminina dos grupos CO e G (Figura 3). Comparadgrapo CO, prole feminina do grupo G
apresentou 25 genes com expressao reduzida e 26 gem expressao aumentaB&A dos
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genes diferentemente expressos mostrou que o pddrérpressao génica foi habil em separar
as amostras experimentais em dois clusters disfimeluindo as amostras do grupo G (1°
cluster) e amostras do grupo CO (2° cluster) (Figd)y. Os 20 genes mais diferentemente
expressos estdo envolvidos em vias de sinalizag@ortantes que estdo relacionadas com a
carcinogénese commeplicacdo do DNA, morte e sobrevivéncia celuladevenvolvimento
celular. Ainda, genes envolvidos nonetabolismo de lipideogambém apresentaram-se

diferentemente expressos entre os grupos CO eg@ré» e Anexo 1).
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Figure 3: Genes diferentemee expressos entre a prole feminina dos grupos G. “Heat maps
mostrando score de expresséo génica individual ienpara os genes que foram diferentemente
expressos.
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Figura 4. Genes diferentemente expres
entre a prole feminina dos grupos CO e
G.Andlise de componentes principais dos
genes diferentemente expressos entre a prole
feminina dos grupo CO e G. O perfil de
expressao génica foi capaz de discriminar
dois “clusters” separando as amostras do
grupo CO (vermelho) das amostras do grupo
G (verde). O primeiro componente principal
(PC1), PC2 e PC3 representam 54,29%,
10,01% e 9,61% da  variacdo,
respectivamente.
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Figura 5: Andlise biofuncional dos 20 genes mais diferentéenerpressos entre
prole feminina dos grupos CO e G.
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Comparacao da expressao génica global do tecidodmiarda prole feminina dos grupos CO e

GL

Nos identificamos 101 genes diferentemente expsesstie os tecidos mamarios da prole
feminina dos grupos CO e GL (Figura 6). Comparaxigrapo CO, prole feminina do grupo GL
apresentou 46 genes com expressao reduzida e BS gem expressdao aumentaB&A dos
genes diferentemente expressos mostrou que o pddrérpressao génica foi habil em separar
as amostras experimentais em dois clusters disfimaluindo as amostras do grupo GL (1°
cluster) e amostras do grupo CO (2° cluster) (Fign)y. Os 20 genes mais diferentemente
expressos estado envolvidos em vias de sinalizag@ortantes que estdo relacionadas com a
carcinogénese condesenvolvimento de 6rgédos, desenvolvimento embidriesenvolvimento
de tecidos e morte e sobrevivéncia celukinda, genes envolvidas metabolismo de lipideos
e carboidratostambém apresentaram-se diferentemente expresss @ntgrupos CO e G

(Figura 8 e Anexo 2).
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Figura 7. Genes diferentemente expres
entre a prole feminina dos grupos CO e

5 GL.Andlise de componentes principais dos
-10 1(59.33%) genes diferentemente expressos entre a prole
feminina dos grupo CO e GL. O perfil de
expressao génica foi capaz de discriminar
dois “clusters” separando as amostras do
grupo CO (vermelho) das amostras do grupo
GL (verde). O primeiro componente
principal (PC1), PC2 e PC3 representam
59,33%, 8,72% e 7,02% da variacao,
respectivamente.
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Figura 8: Analise biofuncional dos 20 genes mais diferentéen@xpressos entre
prole feminina dos grupos CO e GL.
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Comparacao da expressao génica global do tecidodmiarda prole feminina dos grupos G e

GL

Nos identificamos 100 genes diferentemente expsesstie 0s tecidos mamarios da prole
feminina dos grupos G e GL (Figura 9). Comparadgrapo G, prole feminina do grupo GL
apresentou 83 genes com expressao reduzida e &% gem expressao aumentaB&A dos
genes diferentemente expressos mostrou que o pddrérpressao génica foi habil em separar
as amostras experimentais em dois clusters disfimeluindo as amostras do grupo G (1°
cluster) e amostras do grupo GL (2° cluster) (FAagu®). Os 20 genes mais diferentemente
expressos estao envolvidos em vias de sinalizag@ortantes que estdo relacionadas com a
carcinogénese comezancer, morfologia tumoral e celular, crescimentutar e proliferacao,
morte e sobrevivéncia celular, replicacdo, reconaéo e reparo do DNAgntre outras. (Figura

11 e Anexo 3).
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Andlise de DDN para os genes diferentemente exgsestre os tecidos mamarios da prole

feminina dos grupos CO e G

Andlise de DDN foi utilizada para detectateracdes topoldgicas estatisticamente
significantes na rede transcricional entre os ggupO e G (ZHANG et al., 2011a). De acordo
com essa andlise, houve mudancas na rede traoeatidia prole feminina exposta a racdo ATG
durante o periodo intrauterino (grupo G) em cong@raao grupo CO (Figura 12a) consistindo
de 7 conexdes (conexdes vermelhas) que existermgame grupo CO e 9 conexdes (conexdes
verdes) que existem somente no grupo G. Geéired e Repinl apresentaram aumento da
expressao na glandula mamaria da prole feminingrdpo G em comparacdo ao grupo CO
(Figura 12b,c), os quais foram validados por PCRempo real Kirh1l p<0,5; Repin 1p=0,08)

(Figure 12b,c).
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Figura 12 a) Analise de dependéncia de redes diferefbidN) de genes diferentemente expressos entreol@ p
feminina dos grupos CO e G. Circulo verde significe o gene é menos expresso e circulo vermelhdisigque o
gene é mais expresso no grupo G. Linhas de conaudiam relacdo de regulacéo entre os genesnBadivermelhas
e verdes representam as relacdes regulatéria®auessem sob a condicdo CO e G, respectivamerpeeEsao relativa
dos genedirhl (b), eRepin 1(c). Os dados estdo expressos como média + SEB).(fBiferenca estatisticamente
significante (p< 0,05) €’marginal (p = 0,084) diferenca em relagéo ao g@Pode acordo com ANOVA seguida pelo
teste de Duncan.
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Andlise de DDN para os genes diferentemente exgsestre os tecidos mamarios da prole

feminina dos grupos CO e GL

De acordo com a analise de DDN, houve mudancaseda transcricional da prole
feminina exposta a ragcdo ATG durante o periodd étactacional (grupo GL) em comparacao
ao grupo CO (Figura 13a) consistindo de 10 coneXdemsexdes vermelhas) que existem
somente no grupo CO e 2 conexdes (conexdes verde®xistem somente no grupo GL. Genes
Pam e Stra6 apresentaram aumento da expressdo na glandulariaataaprole feminina do
grupo GL em comparagdo ao grupo CO (Figura 13Bpgsar de os dois genes mostrarem
maior expressao no grupo GL em comparacédo ao dodp@or PCR em tempo real, somente

Stra6alcancou diferenca estatisticatr@6p<0,5; Pamp=0,33) (Figure 13b,c).
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Figura 13: a) Andlisede dependéncia de redes diferencial (DDN) de gdifesentemente expressos entreprole
feminina dos grupos CO e GL. Circulo verde sigaifitie 0 gene é menos expresso e circulo vermglhifich que o
gene é mais expresso no grupo GL. Linhas de coaeogicam relacdo de regulacdo entre os genesinAasl
vermelhas e verdes representam as relacfes reiagagde sé existem sob a condicdo do CO e GLectispmente.
Expresséo relativa dos gen&am (b), eStra6 (c). Os dados estdo expressos como média + SEMBjn°Diferenca
estatisticamente significante €@0,05) em relacéo ao grupo CO de acordo com ottdst&Student.
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Andlise de DDN para os genes diferentemente exgsestre os tecidos mamarios da prole

feminina dos grupos G e GL

De acordo com a analise de DDN, houve mudancaseda transcricional da prole
feminina exposta a ragcdo ATG durante o periodd étactacional (grupo GL) em comparacao
ao grupo exposto a essa racdo somente no peri@diddgieipo G) (Figura 14a) consistindo de 3
conexdes (conexdes vermelhas) que existem somenigrupo G e 6 conexdes (conexdes
verdes) que existem somente no grupo GL. Genks e TIrl apresentaram menor expressao na
glandula maméaria da prole feminina do grupo GL emmmaracdo ao grupo G (Figura 14a).
Apesar de os dois genes mostrarem menor expressgapo GL em comparacao ao grupo G
por PCR em tempo real, somer@ekrs alcancou diferenca estatistica comparado ao grupo G
(Crkrs p<0.5; Tlrl p=0.1) (Figura 14b, c). Entretanto, a expressaoldefoi significantemente
menor (<0,5) no grupo GL em comparacao ao grupo CO (Fifydc.
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Figura 14: a) Andlisede dependéncia de redes diferencial (DDN) de gdifeentemente expressos entre a p
feminina dos grupos G e GL. Circulo verde significee 0 gene é menos expresso e circulo vermelhdisagque o
gene é mais expresso no grupo GL. Linhas de cooeiogBicam relacdo de regulacdo entre os genesinhasl
vermelhas e verdes representam as relacfes ragqdagfie s6 existem sob a condicdo do G e GL, caspmente.
Expresséo relativa dos genéskrs (b) e TIrl (c). Os dados estdo expressos como média + SEB).(Diferenca
estatisticamente significante £§0,05) em relacdo ao gruf60O e’G de acordo com ANOVA seguida de teste de
Duncan.
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Discussao

NOs observamos previamente que o alto consumo meatky gordura animal durante a
gestacdo e durante a gestacdo e lactacdo redugiuscetibilidade da prole feminina ao
desenvolvimento de cancer de mama (ANDRADE et 2014). No presente estudo nés
aplicamos ferramentas de lipiddmica e nutrigen6rpesa melhor esclarecer os resultados
inesperados. De acordo com os dados obtidos, ngasesignificantes foram observadas quanto
ao perfil de acidos graxos e padrédo de expressdicagéo tecido mamario da prole feminina
exposta a racdo com alto teor de gordura animabntieir periodos precoces da vida,
especialmente quando essa exposicéao foi duraredadp fetal e lactacional.

O desenvolvimento de cancer de mama envolve aftesago metabolismo de acidos
graxos (BAKKER et al., 1997; BOUGNOUX et al., 200®&%¢rfil lipidico alterado no soro ou
tecido adiposo mamario tém sido relatado em pasenbm cancer de mama e tém sido
considerado potencial biomarcador de risco e mrstipo (LV & YANG, 2012). Embora os
efeitos do consumo de lipideos materno na programdg cancer de mama tém sido descritos,
ndo ha informacdo na literatura quanto ao impaetsel tipo de intervencdo no perfil de acidos
graxos da glandula mamaria da prole submetida graamacdo. Dessa forma, o presente estudo
avaliou o perfil de &cidos graxos no tecido mamdadrole feminina exposta a racdo ATG em
periodos precoces da vida pela técnica de CG/EMeqaraplamente aplicada como ferramenta
de estudo de metabol6mica. Essa ferramenta peomitelhor entendimento do impacto dos
acidos graxos em sistemas biolégicos em relacdmaoanismos de acéo (LV & YANG, 2012).

De acordo com 0s nossos resultados, exposicaddia LG especificamente durante a

gestacdo promoveu pequenos efeitos no perfil dbbaagraxos da glandula mamaria da prole
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feminina, enquanto que exposicdo a racdo ATG derantgestacdo e lactacdo promoveu
significantes alteragbes no perfil de acidos gral@grole. As principais alteragdes envolveram
a reducdo da concentracdo de alguns SFA (exce f@@ido estedrico) e aumento das
concentracdes de n-6 PUFA, MUFA e CLA. Embora agestudos clinicos associaram o
aumento de SFA no soro e tecido adiposo com migiw de cancer de mama (BAKKER et al.,
1997; PETREK et al.,, 1997; LV & YANG, 2012), outrosio observaram essa associacao
(KLEIN et al., 2000; PALA et al., 2001), ou obsaram efeitos protetores (BOUGNOUX et al.,
1992; MAILLARD et al., 2002). O aumento dos nivdsn-6 PUFA nos tecidos mamarios foi
inesperado, j& que essa classe de acidos grasss@alo com o aumento do risco de cancer de
mama. Total n-6 PUFA no soro e tecido adiposo &sitpvamente associado com esta doenca
(SIMONSEN et al., 1998; LV & YANG, 2012). Andlissmgecifica do tecido adiposo de mama
mostrou que maior concentracdo de acidos linoléicaraquidénico aumentaram o risco de
desenvolvimento de cancer de mama (MAILLARD et2002; BOUGNOUX et al., 2008). Em
adicdo, consumo materno de 6leo de milho, fonte-8PUFA, durante a gestacdo, aumentou a
suscetibilidade da prole feminina a carcinogénesmania (HILAKIVI-CLARKE et al., 1997).

Os niveis aumentados de MUFA (oléicis-10-hectadecendicais-13-octadecendico e
eicosendico) e CLArans 10, cis-12-octadecendico podem estar associados com w efai
exposicao, nos periodo precoces da vida, a rac& melprogramacao da menor suscetibilidade
a carcinogénese mamaria na vida adulta. Acido @léico principal componente da dieta
mediterranea, o qual tem sido associado com gfedtietor contra o cancer de mama (BOCCA
et al.,, 2010; ESCRICH et al., 2011; HEINZE & ACTIZ)12). Resultados de estudo clinico
mostram que concentracao elevada de acido oléitecian adiposo da mama foi associada com

menor risco para o desenvolvimento da doenca (MARD et al, 2002). No contexto de
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programacéao do cancer de mama, consumo de ragseale 6leo de oliva por 5 semanas antes
da gestacdo e durante a gestacdo e lactacdo remdegenvolvimento de cancer de mama
induzido quimicamente na prole (STAR& al, 2009). Poucos dados estdo disponiveis na
literatura em relacdo aos outros MUFAs. Em um estadido eicosendico apresentou potencial
efeitos anti-inflamatorios em macréfagos (PEREIRAle 2014). Por outro lado,0 acido graxo
trans10, cis-12-octadecendico representa um agente quimioptiggepromissor contra o
cancer de mama e seus efeitos tém sido observadasodelosn vitro ein vivo (KELLEY et

al., 2007). Seus mecanismos de ac¢do incluem inddedapoptose e modulacdo da via de
sinalizag&o do receptor de estrogen@KELLEY et al., 2007; BOCCA et al., 2010)

Poucos estudos até o momento avaliaram os efe#tosutticdo na vida precoce no
padrao de expressao génica global na vida adsj@celmente no contexto de programacao do
cancer de mama. Exposicéo a racao rica em gordurage de manteiga, 6leo de oliva ou 6leo
de cartamo; 39% de energia proveniente de gordurg)eriodo intra-uterino e até 50 dias de
vida pés-natal significantemente alterou a expregéfica na glandula mamaria de ratas adultas
(por exemplo: Ciclina B1 e Ciclina A2) e essa atéo foi associada com aumento da
proliferacdo celular, um biomarcador do risco deceé de mama (MEDVEDOVIC et al. 2009).
Filhotes de ratos alimentados com ragdo com bdig8&o( de energia provinientes de gordura)
ou alto (39% energia provinientes de gordura) teEon-3PUFA durante o periodo pré-pubertal
(dias 5-25 poés-natal), apresentou reducdo e aunuentarcinogénese mamaria quimicamente
induzida, respectivamente (OLIVO & HILAKIVI-CLARKEet al, 2005). Esses efeitos foram
associados com aumento da expressdo de genesiganties incluindo tiorredoxina e heme

oxigenase e reducdo da expressdo de genes de thkp&BdA como BRCAIL nas glandulas
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mamarias de ratas exposta a ragdo com baixo tealtde n-3 PUFA, respectivamente (OLIVO-
MARSTON et al., 2008).

Anélise de DDN é uma ferramenta Gtil para detettadancas topoldgicas significantes
na rede transcricional sob diferentes condicbedempdo dessa forma auxiliar no entendimento
da patogénese do cancer de mama (Zhang et al.).2blpresente estudo, alteracdes na
expressdo génica foram avaliadas nos tecidos masndrormais, antes da indugcdo da
carcinogénese mamaria, sugerindo que os resultauiaios poderia ter papel na predicdo da
suscetibilidade a essa doenca mais tarde na vieleeSelecionados a partir da analise de DDN
incluem:Hrh1, Repinl Strag Pam Crkrse Tlr1.

Os genedHrhl e Repinlapresentaram maior expressado na glandula mamératas
expostas a racdo ATG durante o periodo fetal enpatagdo a ratas do grupo contrafiehl é
um receptor de histamina que pertence a superfadélreceptores acoplados a proteina G e é 0
principal mediador das reagbes de histamina (MIZ@BUet al., 2011). Em humand$rhl
localiza-se no cromossomo 3p junto com diversoggeupressores de tumor e o aumento de
sua expressao foi associado com inibicdo da cagdeitbmorigénica de células de cancer de
ovario (OV90) (CODY et al., 2007). Aumento da exgs@ dedrhl nasglandulas mamarias da
prole feminina exposta a racdo ATiisuterocomparado ao controle poderia estar associado com
a menor suscetibilidade ao cancer de mama na didliéaa Iniciador de replicacdo Ré¢pin )
codifica uma proteina que contém sitios de ligag@®NA com estrutura de dedos de zinco, a
qual foi descoberta como proteina de 60kDa da sed# iniciacdo da replicacdo (RIP60)
(RUSCHKE et al., 2010; KLOTING et al., 2007)Repin lregula a expressdo de genes

envolvidos na adipogénese, formacgéao e fusdo diel tippplet”, e transporte de glicose e acidos
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graxos nos adipécitos (RUSCHKE et al., 2010). Eatt® ndo ha informacdo quanto as acdes
deRepinlno contexto do cancer de mama.

Os genesStra6 e Pam apresentaram maior expressaorlel menor expressao nas
glandulas mamaéarias de ratas expostas a racdo ATentduo periodo fetal e lactacional
comparado a animais do grupo contrd#a6 € um gene induzido por acido retindico que
codifica um receptor celular para proteina de Bgaao retinol permitindo sua internalizacéo
para o meio intracelular e est4 associado com agiiesancer dos retindides (CARRERA et al.,
2013). A expressdo de Stra6 pode ser aumentaddaporno DNA e participa da indugcédo de
morte celular por p53 (CARRERA et al., 2013). Assemmento da expressao 8&a6 nas
glandulas mamarias de ratas expostas a racdo AT&htduo periodo fetal e lactacional pode
estar associado com a menor multiplicidade de teshmanamarios observados nesse grupo
(ANDRADE et al., 2014). Peptilglicina mono-oxigepag-amidado (PAM) é uma enzima
dependente de cobre, com funcdo chave na modificdgdeptideos secretados através-da
amidacdo na regiao C-terminal (CZYZYK et al., 20@xpresséo de PAM foi observada em
linhagens de células de cancer de mama como MCER-85-1 sugerindo que esta enzima
poderia participar na ativacdo de fatores de areswio promovendo sinais de proliferacéo
autocrinos e paracrinos (DU et al., 2001). A maixpressao dBamnas glandulas mamarias de
ratas expostas a ragdo ATG durante o periododdgaitacional poderia ter prevenido este grupo
de alcancar a mesma prote¢cdo contra 0 cancer de mlservada no grupo exposto somente
durante o periodo fetal (ANDRADE et al. 2014).

TIrl codifica uma proteina que é membro da familia aeptores Toll-like (TLR)
(TAKEDA et al., 2003) os quais sdo usualmente &des durante processos de estresse celular e

sdo considerados como padrdo molecular associadi@ram participando de processos como
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proliferacdo celular, sobrevivéncia, apoptose, @y@nese, remodelamento e reparo tecidual
(KUTIKHIN, 2011). Dependendo do contexto gerids podem estar associados com protecao
contra o cancer ou promocao do cancer (ZHANG gp@l1b; KUTIKHIN, 2011; PRADERE et
al., 2013). Interessantemente dimerizacdo de TLd®3 TLR1 é ativada por SFA, mas inibida
por PUFA (LEE et al., 2004). A alteracdo do pdifildico nas glandulas mamarias dos animais
expostos a racdo ATG durante periodos precocesddapederia ter mediado a reducédo da
expressao deélrl.

O geneCrkrs apresentou reducédo da expressao na glandula naadearatas que foram
expostas a racdo ATG durante o periodo fetal eadamtal comparada aquelas que foram
expostas a racdo somente durante o periodo fetkils ©u quinase dependente de ciclina
CDK12 forma um complexo com a ciclina K que regalaxpressdo de genes de resposta ao
DNA como BRCAL, protegendo, assim, as células d#abiidade genémica (Blazek et al.
2011). Em linhagens de células de céancer de mamnsilenciamento deCrkrs promoveu
resisténcia a terapia enddcrina com o tamoxifeomgl et al., 2009). Esse dado pode explicar,
parcialmente, porque a continua exposicdo a radE® Até o periodo lactacional promoveu
menor protecdo contra o cancer de mama comparad@ &xposicdo somente durante o periodo
fetal.

Com os resultados obtidos neste estudo nos corasdufime exposicdo a racdo com alto
teor de gordura animal a base de banha durantedpsrprecoces da vida altera o lipidoma e o
transcriptoma da glandula mamaria da prole feminimgeriodo de puberdade (7 semanas de
vida) e essas alteragbes no perfil de acidos graxos padrdo de expressédo génica global
poderiam estar associados com a reducdo da suigtadie ao cancer de mama na vida adulta

observada previamente (ANDRADE et al.,2014). Aindaperiodo especifico de exposi¢ao
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promove impactos diferentes no organismo, reforgaodconceito de diferentes janelas de
susceptibilidade durante o desenvolvimento. Finatmje o papel dos genes que foram
diferentemente expressos apos a exposicdo a rat@odérante os periodos precoces da vida
ndo sdo claramente envolvidos no processo de ogémese mamaria e deverdo ser melhor

elucidados em estudos futuros.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo confirmou a hipotese de que EXess dietéticas em periodos
precoces da vida influenciam o risco de desenvaiim de cancer de mama na vida adulta.
Porém, diferente do esperado, exposicdo a altegsnde gordura animal (banha) durante os
periodos fetal e lactacional, parece reduzir agtislidade a carcinogénese mamaéaria na vida
adulta. Ainda, deve-se levar em consideracdo dgateedesenvolvimento na qual o individuo
esta sendo exposto a uma determinada alteracae@nédim visto que a modulacdo da
suscetibilidade as doengas podem diferir dependdadeeriodo de exposicdo. Como observado
neste trabalho, o risco de desenvolver o cancemama foi diferente para ratas que foram
expostas a racdo ATG somente durante a gestaga@etel a gestacdo e lactacdo. Observou-se
gue a prole feminina exposta a racdo ATG somamtante o periodo fetal apresentou reducéo
de todos os parametros de carcinogénese mamar@roemor incidéncia, multiplicidade e peso
dos tumores comparado ao grupo controle e mai@ndet de aparecimento do primeiro tumor
comparado a prole feminina exposta a racdo dumap&ziodo fetal e lactacional. Por outro lado,
a prole feminina exposta a ragdo ATG durante coderfetal e lactacional apresentou reducéo
somente da multiplicidade.

Com base na teoria das “respostas adaptativagipastii na qual propde-se que o feto
faca adaptac6es Uteroou periodos precoces da vida, baseado no amlpéstaatal predito
(ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005), supde-se que &aa com alto teor de gordura
animal poderia ter promovido adaptacdes que faeoaen a menor suscetibilidade ao cancer de
mama na vida adulta. Sugerimos que 0s mecanismadvelns nessa protecdo envolvem a
modulacédo da morfologia e perfil lipidico da glaledmamaria, reducdo da proliferacédo celular e

aumento dos niveis protéicos de reguladores do cilular como p21 e p27, modulacdo de
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marcas epigenéticas como H3K9me3, modulacdo daessqu génica global com alteracdo de
redes de sinalizacdo, bem como regulacdo de viassidalizacdo especificas como
RANK/RANKL/NF«xB. Porém esses mecanismos sdo dependentes do terpeoiodo de
exposicao.

Apesar de efeitos protetores contra o cancer deantarem sido observados na prole,
ndo é aconselhavel que maes durante a gestacaor@@aos niveis de banha, ja que diversos
outros estudos demonstraram que esse padrdo amesth associado com maior risco de
doencas cardiovasculares e disfuncdes metabdlaegsate (KHAN et al., 2003; TAYLOR et
al., 2004; ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005). Portowu lado, sugere-se que o perfil e
guantidade de especificos acido graxos devem g@idswados em estudos futuros para a

determinacao da dieta adequada para gestantesmtdmc
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9. ANEXOS
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Anexo 1:Top 20 genes differently expressed between COzagbups

Probese

Gene
Symbol

Description

Folcd-
Change

pvalue

Gene Ontology ter

1386920 x_a

Pri8a4

prolactin family 8,
subfamily a, member 4

-177.2308

0.009904

biological process, hormol
activity, receptor binding

1391429 _at

Hfe2

hemochromatosis type !

-42.99594

0.031843

BMP signaling pathway, iron ic
homeostasis, positive regulatior
of transcription from RNA
polymerase Il promoter,
coreceptor activity, protein
binding

N

1391784 at

Repinl

replication initiator 1

18.42767

0.002795

DNA replication, regulation c
fatty acid transport, regulation
glucoseimport in response
insulin  stimulus, metal
binding, DNA binding

ior

o
N

1374989 at

Asb12

ankyrin repeat and
SOCS box-containing
12

-9.637769

0.029026

intracellular signal transductio
molecular_function

1371492 _at

Apobec?2

apolipoprotein B mRNA
editing enzyme,
catalytic polypeptide-
like 2

3.817093

0.034074

DNA demethylation, mRN/
modification, mMRNA processing
catalytic activity, hydrolase
activity, metal ion binding, zinc
ion binding

1384734 _at

Ncam?2

neural cell adhesion
molecule 2

-3.417476

0.01753

cell adhesion, locus cerule
development, midbrain
development, multicellular
organismal development,
noradrenergic neuron
differentiation, parasympathetic
nervous system development,
positive regulation of
transcription from RNA
polymerase Il promoter,
regulation of respiratory gaseou
exchange, regulation of
transcription, DNA-dependent,
somatic motor neuron
differentiation, sympathetic
nervous system development,
DNA binding,

wn

1386907_at

Eno3

enolase 3, beta, muscle

3.091933

0.011265

Glycolysis, phosphopyruva
hydratase complex, lyase
activity, magnesium ion binding
metal ion binding,
phosphopyruvate hydratase
activity, protein
heterodimerization activity,
protein homodimerization
activity

1389694 ¢

Ky

kyphoscoliosis peptidas

-2.74584.

0.01221.

muscle organ developme!
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neuromuscular junctio
development, proteolysis,
hydrolase activity, peptidase
activity

1385524 _at

Faml184a

family with sequence
similarity 184, member
A

2.648402

5.83E-05

biological process
molecular_function

1370558 _a_at

Kcne?2

potassium voltage gated
channel, Shaw-related
subfamily, member 2

2.478329

0.037454

potassium ion transmembra
transport, protein
homooligomerization, regulatior
of action potential, voltage-gate
potassium channel complex,
delayed rectifier potassium
channel activity

1369693 a_at

Slcla2

solute carrier family 1
(glial high affinity
glutamate transporter),
member 2

-2.14904

0.033694

adult behavior, amino ac
transmembrane transport, cellu
response to extracellular
stimulus, D-aspartate import,
dicarboxylic acid transport, L-
amino acid transport, L-
glutamate import, multicellular
organismal aging, multicellular
organism growth, nervous systg
development, positive regulatiq
of glucose import, response to

amino acid stimulus, response to

drug, response to light stimulus
response to wounding, sodium
ion transmembrane transport,
telencephalon development,
visual behavior,
sodium:dicarboxylate symporter
activity

m

=]

1383413 _at

Hhatl

hedgehog
acyltransferase-like

-2.138653

0.024508

negative regulation of -terminal
protein palmitoylation, protein
binding

1379215_at

Ythdfl

YTH domain family,
member 1

2.128898

0.021887

biological process
molecular_function

1369202_at

Mx2

myxovirus (influenza
virus) resistance 2

-2.077149

0.035171

defense response to virus, G
catabolic process, innate immur
response, negative regulation o
viral genome replication,
response to type | interferon,
response to virus, GTPase

activity, GTP binding, nucleotide

binding

ne

1385277 x_a

Dhx58

DEXH (Asp-Glu-X-His)
box polypeptide 58

2.019419

0.018201

defense response to virus, inn
immune response, negative
regulation of innate immune
response, negative regulation o
MDA-5 signaling pathway,
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negative regulation of RI-I
signaling pathway, negative
regulation of type | interferon
production, positive regulation d
MDA-5 signaling pathway,
positive regulation of RIG-I
signaling pathway, positive
regulation of type | interferon
production, regulation of innate
immune response, ATP binding
DNA binding, double-stranded
RNA binding, helicase activity,
hydrolase activity, acting on aci
anhydrides, metal ion binding,
nucleic acid binding, RNA
binding

1386518_at

Irf2

interferon regulatory
factor 2

-2.003309

0.043785

regulation of transcription, DN-
dependent, focal adhesion, DNA4
binding, regulatory region DNA
binding, sequence-specific DNA
binding transcription factor
activity

=

1374248_at

Mybpcl

myosin binding protein
C, slow type

-2.001699

0.045512

muscle contraction, cytoskeletc
structural constituent of
cytoskeleton

1384836_at

Calmi3

calmodulin-like 3

-1.957229

0.01437

biological_process, calcium ic
binding, metal ion binding

1382314 _at

Isgl5

ISG15 ubiquitin-like
modifier

1.955133

0.031591

defense response to bacterit
defense response to virus,
ISG15-protein conjugation,
modification-dependent protein
catabolic process, negative
regulation of protein
ubiquitination, negative
regulation of viral genome
replication, positive regulation o
erythrocyte differentiation,
regulation of interferon-gamma
production, response to type |
interferon

f

1382453_at

Zic3

Zic family member 3

1.9409

0.035828

anterior/posterior pattel
specification, cell differentiation
determination of digestive tract
left/right asymmetry,
determination of left/right
asymmetry in nervous system,
determination of left/right
symmetry, heart looping, lung
development, multicellular

organismal development,
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nervous system developme
pattern specification process,
positive regulation of
transcription, DNA-dependent,
positive regulation of
transcription from RNA
polymerase Il promoter, DNA
binding, metal ion binding,
nucleic acid binding, protein
binding, sequence-specific DNA
binding transcription factor
activity
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Anexo 2Top 20 genes differently expressed between COGindroups

Probeset

Gene
Symbol

Description

Fold-
Change

Pvalue

Gene Ontology term

1391784 _at

Repinl

replication initiator 1

14.40881

0.005474

DNA replication, regulation of fatty
acid transport, regulation of glucose
import in response to insulin stimulus,
DNA binding, metal ion binding,

1 nucleic acid binding

1369114 at

Vcsal

variable coding sequenge

Al

-5.83391

0.030521

No information
D

1388040 a_a

[

Myo16

myosin XVI

4.096838

0.02372}

negative regulation of G1/S transition
of mitotic cell cycle, neuron projection

kinase cascade, myosin complex,
perinuclear region of cytoplasm, actin
binding, ATP binding, motor activity,
nucleotide binding, protein complex

? binding

negative regulation of cell proliferation,

morphogenesis, phosphatidylinositol 3

3

1375766_at

Aktlsl

AKT1 substrate 1

(proline-rich)

-3.852792

0.01042

negative regulation of cell size, negati
regulation of protein kinase activity,
negative regulation of TOR signaling
cascade, neurotrophin TRK receptor
signaling pathway, Notch signaling

process, protein complex, TORC1
B complex

pathway, regulation of neuron apoptotic

1384734 _at

Ncam?2

neural cell adhesion

molecule 2

3.527913

0.006864

cell adhesion, locus cerule
development, midbrain
development, multicellular
organismal development,
noradrenergic neuron
differentiation, parasympathetic
nervous system development,
positive regulation of transcription

regulation of respiratory gaseous
exchange, regulation of
transcription, DNA-dependent,
somatic motor neuron

from RNA polymerase Il promoter,

differentiation, sympathetic nervous
1 system development, DNA binding,

1368602_at

Slc6a3

solute carrier family 6
(neurotransmitter
transporter), member 3

3.266895

adenohypophysis development,
dopamine biosynthetic process,

transport, lactation, locomotory
behavior, monoamine transport,
neurotransmitter transport, positive
regulation of multicellular organism
growth, prepulse inhibition, regulation
of dopamine metabolic process,
response to cCAMP, response to cocai
response to ethanol, sensory percepti

0.009794

1 of smell, transmembrane transport,

dopamine catabolic process, dopamire
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dopamine:sodium symporter activity,
dopamine transmembrane transportel
activity, drug binding, monoamine
transmembrane transporter activity,
protease
binding,neurotransmitter:sodium
symporter activity, receptor binding

1368683_at

Olr1l

oxidized low density
lipoprotein (lectin-like)
receptor 1

2.866539

0.026619 density lipoprotein receptor activity

cell adhesion, cell death, inflammatory
response, leukocyte cell-cell adhesiory
lipoprotein metabolic process,

extracellular region, extrinsic to plasm
membrane, carbohydrate binding, low

1374248_at

Mybpcl

myosin binding protein
C, slow type

-2.765163

0.023335 cytoskeleton

muscle contraction, cytoskeletc
structural constituent of

1368744 _a_al

Dspp

dentin
sialophosphoprotein

2.546896

0.008069 matrix

biomineral tissue development, cellular

response to cell-matrix adhesion,
extracellular matrix, extracellular
region, proteinaceous extracellular

1369252 a_at

Chrna4

cholinergic receptor,
nicotinic, alpha 4
(neuronal)

2.542725

0.00558¢

B cell activation, behavioral response
nicotine, calcium ion transport, cation
transport, cognition, DNA repair,
exploration behavior, ion
transmembrane transport, locomotory
behavior, membrane depolarization,
neurological system process, protein
heterooligomerization, regulation of
action potential, regulation of dopamir]
secretion, regulation of inhibitory
postsynaptic membrane potential,
regulation of membrane potential,
respiratory gaseous exchange, respo
to hypoxia, response to nicotine,
response to oxidative stress, sensory
perception of pain, signal transductior
synaptic transmission, cholinergic,
acetylcholine-gated channel complex,
cell junction, dendrite, external side of]
plasma membrane, integral to
membrane, neuronal cell body,
postsynaptic membrane, acetylcholing
activated cation-selective channel
activity, acetylcholine binding,
acetylcholine receptor activity, drug
binding, extracellular ligand-gated ion
channel activity, ion channel activity,
5 protein binding

[}

to

nse

1)

1384779 at

Cplx3

complexin 3

2.357024

0.0123¢

Exocytosis, insulin secretion,
neurotransmitter transport, regulation
neurotransmitter secretion, synaptic
vesicle exocytosis, transmembrane
transport, cell junction, cytosol,

b Synapse, neurotransmitter transporter

141



activity, SNARE binding, syntaxin
binding

1370782_a_al

Prpgl

proline-rich
proteoglycan 1

2.35586p

0.0247

No information
D2

1375702 _at

Arhgef7

Rho guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 1

-2.250503

0.01940

intracellular signal transduction,
lamellipodium assembly, nervous
system development, positive regulati
of apoptotic process, positive regulati
of GTPase activity, regulation of Rho
protein signal transduction, cell
junction, cell projection, cytoplasm,
neuronal cell body, neuron projection,
protein complex, guanyl-nucleotide
exchange factor activity, phospholipid
binding, protein binding, protein kinas
binding, Rho guanyl-nucleotide

| exchange factor activity

DN

D

1381677_at

Elavi2

ELAV like neuron-
specific RNA binding
protein 2

2.233142

0.00770Q

nucleic acid binding, RNA binding

6

1396164 _at

Znf668

zinc finger protein 668

2.228238

0.02643

regulation of transcription, DNA-
dependent, transcription, DNA-
dependent, nucleus, DNA binding,

b metal ion binding, nucleic acid binding

1381318_at

Chia

chitinase, acidic

2.201731

0.00414

apoptotic process, carbohydrate
metabolic process, chitin catabolic
process, inflammatory response,
metabolic process, polysaccharide
catabolic process, positive regulation
chemokine secretion, production of
molecular mediator involved in
inflammatory response, cytoplasm,
extracellular region,extracellular spac
catalytic activity, chitinase activity,
chitin binding, hydrolase activity, actin|
on glycosyl bonds, hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl compounds,

1 kinase binding

14

1373514 _at

Rnf213

ring finger protein 213

2.199512

0.01373

Cytoplasm, ATP binding, ligase
activity, metal ion binding, nucleoside
triphosphatase activity, nucleotide
binding, nucleotide binding, zinc ion

b binding

1369280_at

Kcnk9

potassium channel,
subfamily K, member 9

2.162206

0.04697}

cellular response to hypoxia, ion
transmembrane transport, potassium
transmembrane transport, reduction g
cytosolic calcium ion concentration,
regulation of ion transmembrane
transport, response to drug, integral tg
membrane, plasma membrane, open
rectifier potassium channel activity,
potassium channel activity, protein C-
terminus binding, protein
heterodimerization activity, protein

» homodimerization activity, voltage-
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gated ion channel activity, ion transpofrt,
potassium ion transmembrane transport,
regulation of ion transmembrane
transport, synaptic vesicle, potassium
channel activity, voltage-gated ion
channel activity

family with sequence biological_process, integral to

similarity 159, member membrane, molecular_function
1384564 at Fam159b | B -2.077167 0.02886

stimulated by retinoic adrenal gland development, alveolar

acid 6 primary septum development, artery

morphogenesis, blood vessel
development, cognition, developmental
growth,diaphragm development,
digestive tract morphogenesis, ductusg
arteriosus closure, ear development,
embryonic camera-type eye formatior,
embryonic digestive tract development,
eyelid development in camera-type eye,
face morphogenesis, feeding behavior,
female genitalia development, head
development, head morphogenesis,
heart development, kidney
development, learning, lung
development, neuromuscular process|,
nose morphogenesis, paramesonephric
duct development, positive regulation
of behavior, pulmonary artery
morphogenesis, pulmonary valve
morphogenesis, smooth muscle tissue
development, transport, uterus
morphogenesis, ventricular septum
development, vocal learning, integral {o
membrane, protein complex, receptor,
1385475 a at Strab 2.072532 0.01337 activity, vitamin transporter activity
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Anexo 3Top 20 genes differently expressed between G dngr@ups

Probeset

Gene
Symbol

Description

Fold-
Change

pvalue

Gene Ontology term

1398649 _at

Slitrk3

SLIT and NTRK-like
family, member 3

-3.21536

i

7.45E-(

Axonogenesis, integral to membrane,
Snolecular_function

1369515 s a

Insrr

insulin receptor-related

receptor

2.667702

0.01078

actin cytoskeleton reorganization, cellular
response to alkalinity, cellular response to
alkalinity, male sex determination,
phosphorylation, protein
autophosphorylation, protein
phosphorylation, transmembrane receptor
protein tyrosine kinase signaling pathway,
integral to membrane, ATP binding, insulir
receptor substrate binding, kinase activity,
nucleotide binding, phosphatidylinositol 3-
kinase binding, protein kinase activity,
protein tyrosine kinase activity, transferasg
activity, transferase activity, transferring
phosphorus-containing groups,
transmembrane receptor protein tyrosine
1 kinase activity

D

1387125 _at

S100a9

S100 calcium binding

protein A9

-2.462473

0.01721

actin cytoskeleton reorganization, activatig
of cysteine-type endopeptidase activity
involved in apoptotic process, apoptotic
process, autophagy,chemotaxis,
inflammatory response, innate immune
response, leukocyte chemotaxis, leukocyt
migration involved in inflammatory
response, neutrophil aggregation, neutrop
chemotaxis, positive regulation of
inflammatory response, positive regulatior
of intrinsic apoptotic signaling pathway,
regulation of integrin biosynthetic process
cytoplasm, cytoskeleton, extracellular
region, membrane, nucleus, antioxidant
activity, calcium ion binding, metal ion

[ binding

(1%

1385678_at

Polk

polymerase (DNA directed

kappa

-2.447941

0.01849

DNA repair, DNA replication, metabolic
process, nucleotide-excision repair, DNA
gap filling, response to DNA damage
stimulus, nucleus, damaged DNA binding,
DNA binding, DNA-directed DNA
polymerase activity, metal ion binding,
nucleotidyltransferase activity, transferase
activity, cell cycle, cell division, DNA
replication, mitosis, response to drug,
nucleus, DNA binding, DNA-directed DNA|
polymerase activity, metal ion binding,
nucleotidyltransferase activity, transferase
D activity

1381046_at

Asph

aspartate-beta-hydroxylasé

-2.317992

0.02300]

activation of cysteine-type endopeptidase
activity, activation of store-operated calciu
channel activity, calcium ion transmembral
transport, cellular response to calcium ion
[ face morphogenesis, limb morphogenesis

m
ne
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negative regulation of cell proliferation,
oxidation-reduction process, palate
development, pattern specification process
peptidyl-amino acid modification, peptidyl-
aspartic acid hydroxylation, positive
regulation of calcium ion transport into
cytosol, positive regulation of intracellular
protein transport, positive regulation of
proteolysis, positive regulation of
transcription, DNA-dependent, regulation of
inositol 1,4,5-trisphosphate-sensitive
calcium-release channel activity, regulation
of protein depolymerization, regulation of
protein stability, response to ATP, cortical
endoplasmic reticulum, cytoplasm, integra
to endoplasmic reticulum membrane,
integral to membrane, calcium ion binding
oxidoreductase activity, oxidoreductase
activity, acting on single donors with
incorporation of molecular oxygen,
incorporation of two atoms of oxygen,
protein binding

1391204 _at

Smap?2

small ArffGAP2

-2.281372

0.032941

» complex,molecular_function

extracellular matrix organization, positive
regulation of cell-substrate adhesion, signa
transduction, basement membrane,
extracellular matrix, interstitial matrix,
proteinaceous extracellular matrix, calcium
ion binding, glycosaminoglycan binding,
heparin binding, metal ion binding,
regulation of ARF GTPase activity,
cytoplasm, nucleus, ARF GTPase activatar
activity, GTPase activator activity, metal ign
binding, zinc ion binding, chromatin
moadification, histone H2A acetylation,
histone H4 acetylation, regulation of growt
regulation of transcription, DNA-dependen
transcription, DNA-dependent,
mitochondrion, NuA4 histone
acetyltransferase

Endii=2

1387352_at

Src

V-Src avian sarcoma
(Schmidt-Ruppin A-2) viral
oncogene homolog

2.236486

0.04687

B protein homooligomerization, negative

activation of protein kinase B activity,
adherens junction organization, bone
resorption, branching involved in mammar
gland duct morphogenesis, cell adhesion,
cell cycle, cell migration, cell proliferation,
cellular response to progesterone stimulus,
forebrain development, intracellular protein
kinase cascade, negative regulation of
anoikis, negative regulation of cysteine-type
endopeptidase activity involved in apoptot
process, negative regulation of extrinsic
apoptotic signaling pathway, negative
regulation of focal adhesion assembly,
negative regulation of intrinsic apoptotic
signaling pathway, negative regulation of

<

(¢
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regulation of transcription, DNA-dependen
neurotrophin TRK receptor signaling
pathway, oogenesis, peptidyl-serine
phosphorylation, peptidyl-tyrosine
phosphorylation, positive regulation of
apoptotic process, positive regulation of
canonical Wnt receptor signaling pathway
positive regulation of cell adhesion, positiV
regulation of cyclin-dependent protein
kinase activity, positive regulation of
cytokine secretion, positive regulation of
DNA biosynthetic process, positive
regulation of ERK1 and ERK2 cascade,
positive regulation of gene expression,
positive regulation of glucose metabolic
process, positive regulation of insulin
receptor signaling pathway, positive
regulation of intracellular protein kinase
cascade, positive regulation of MAP kinas
activity, positive regulation of
phosphatidylinositol 3-kinase activity,
positive regulation of podosome assembly
positive regulation of protein
autophosphorylation, positive regulation o
protein kinase B signaling cascade,positiv
regulation of protein transport, positive
regulation of smooth muscle cell migration
positive regulation of transcription, DNA-
dependent, progesterone receptor signalir]
pathway, protein autophosphorylation,
protein phosphorylation, regulation of
intracellular estrogen receptor signaling
pathway, regulation of protein binding,
response to interleukin-1, transcytosis,
uterus development, caveola, cytoplasm,
cytoskeleton, late endosome, lysosome,
membrane,mitochondrial inner membrane
mitochondrion, neuron projectionnucleus,
postsynaptic densityATP binding, cell
adhesion molecule bindingghzyme
binding, ephrin receptor bindingestrogen
receptor bindingheme binding,identical
protein binding,insulin receptor binding,
ion channel bindingkinase activitynon-
membrane spanning protein tyrosine kinag
activity, nucleotide binding,
phosphoprotein bindingprotein binding,
protein complex bindingprotein C-
terminus binding,protein domain specific
binding, protein kinase activityprotein
kinase C binding protein tyrosine kinase
activity, receptor binding,SH2 domain
binding, transferase activitytransferase
activity, transferring phosphorus-containin
groups

—

0]

(1)

(1)

g

5

1375835_at

Prkag2

protein kinase, AMP-

-2.15118

4 0.0129

87 fatty admbinthetic process, fatty acid
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activated, gamma 2 non-
catalytic subunit

metabolic process, glycogen metabolic
process, intracellular protein kinase casca
lipid metabolic process, negative regulatio
of protein kinase activity, phosphorylation,
positive regulation of peptidyl-threonine
phosphorylation, positive regulation of
protein kinase activity, protein
phosphorylation, regulation of catalytic
activity, regulation of fatty acid metabolic
process, regulation of glycolysis, AMP-
activated protein kinase complex, adenyl
nucleotide binding, ADP binding, AMP-
activated protein kinase activity, AMP
binding, ATP binding, CAMP-dependent
protein kinase inhibitor activity, cCAMP-
dependent protein kinase regulator activity
kinase activity, nucleotide binding,
phosphorylase kinase regulator activity,
protein kinase activator activity, protein
kinase binding, transferase activity

de,

1368744 a_a

Dspp

dentin sialophosphoproteir

2.12836

0.01397¢

biomineral tissue development, cellular
response to cell-matrix adhesion,
extracellular matrix, extracellular region,
5 proteinaceous extracellular matrix

1380480_at

Agpat3

1-acylglycerol-3-phosphate
O-acyltransferase 3

2.105374

0.00449

lipid metabolic process, metabolic process

phospholipid biosynthetic process,

endoplasmic reticulum, integral to

membrane, membrane, nucleus, 1-

acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferas

activity, transferase activity, transferring
D acyl groups

1378922_at

Ydjc

YdjC homolog (bacterial)

-2.085488

0.03791

carbohydrate metabolic process,

cellular_component, hydrolase activity,

acting on carbon-nitrogen (but not peptide,
b bonds

1395333_at

Pmp2

peripheral myelin protein 2

-2.017533

0.0441]

membrane organization, transport,
cytoplasm, cholesterol binding, fatty acid
| binding, lipid binding, transporter activity

1392748_at

Tmeccl

transmembrane and coiled
coil domain family 1

1.96937

)

0.02364

biological_process, integral to membrane,
@nolecular_function, biological_process,

1396701 _at

Kalrn

kalirin, RhoGEF kinase

-1.943895

Axonogenesis, intracellular signal
transduction, nervous system developmen
phosphorylation, protein phosphorylation,
regulation of dendrite development,
regulation of Rho protein signal
transduction, cytoplasm, cytoskeleton,
neuronal cell body, neuron projection,
perinuclear region of cytoplasm, ATP
binding, enzyme binding, guanyl-nucleotid
exchange factor activity, kinase activity,
metal ion binding, nucleotide binding,
phospholipid binding, protein kinase
activity, protein serine/threonine kinase
activity, Rho guanyl-nucleotide exchange
factor activity, transferase activity,

—

4]

0.03147

) transferase activity, transferring phosphor

US-
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containing groups

1371291 _at

Crebl

CcAMP responsive element
binding protein 1

-1.934708

0.01448

Axonogenesis, cell differentiation, cellular
response to growth factor stimulus, lactati

negative regulation of transcription by
competitive promoter binding, pituitary
gland development, positive regulation of
cell differentiation, positive regulation of
hormone secretion, positive regulation of
lipid biosynthetic process, positive

positive regulation of RNA polymerase Il
transcriptional preinitiation complex
assembly, positive regulation of
transcription, DNA-dependent, positive
regulation of transcription from RNA

of transforming growth factor beta3
production, protein phosphorylation, prote
stabilization, regulation of apoptotic proce
regulation of cell size, regulation of
circadian rhythm, regulation of transcriptio|

to organic substance, secretory granule

transcription from RNA polymerase Il
promoter, transforming growth factor beta
receptor signaling pathway, Type |
pneumocyte differentiation, chromatin,
mitochondrion, nuclear chromatin, nuclear
euchromatin, transcription factor complex,
CcAMP response element binding, DNA
binding, double-stranded DNA binding,
protein binding, RNA polymerase I
activating transcription factor binding, RNA
polymerase Il distal enhancer sequence-
specific DNA binding, sequence-specific
DNA binding, sequence-specific DNA
binding transcription factor activity,
transcription factor binding, transcription
| regulatory region DNA binding,

lung epithelium development, lung saccule
development, mammary gland development,

regulation of multicellular organism growth,

polymerase Il promoter, positive regulation

organization, transcription, DNA-dependent,

>

5S,

n,

DNA-dependent, response to drug, response

1370257 at

Pla2glb

phospholipase A2, group
IB, pancreas

-1.92977

0.016717

fatty acid biosynthetic process, lipid
catabolic process, lipid metabolic process
metabolic process, multicellular organisma
lipid catabolic process, phosphatidylcholin
metabolic process, phospholipid catabolic
process, phospholipid metabolic process,
positive regulation of DNA replication, cell
surface, extracellular region, extracellular
space, secretory granule, calcium-depend
phospholipase A2 activity, calcium ion
binding, hydrolase activity, metal ion
binding, phospholipase A2 activity, recept
[ binding

1397192_at

Mycbp2

MYC binding protein 2, E3

-1.91632

3 0.0024

|l

[}

ent

A7 braagtotor neuron axon guidance, cell
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ubiquitin protein ligase

morphogenesis involvedi@uron
differentiation, central nervous system
projection neuron axonogenesis, motor
neuron axon guidance, regulation of
cytoskeleton organization, regulation of
protein localization, regulation of
transcription, DNA-dependent, transcriptio
DNA-dependent, axon, microtubule

ion binding, protein binding, protein

ligase activity, zinc ion binding

cytoskeleton, nucleus, ligase activity, metal

homodimerization activity, ubiquitin-protein

>

1387939 _at

Pnrcl

proline-rich nuclear
receptor coactivator 1

1.8798¢

7 0.0064

biological_process, cellular_component,
89olecular_function

1368339 _at

S100g

S100 calcium binding
protein G

-1.860186

0.005724

membrane, calcium ion binding, metal ion
1 binding, vitamin D binding

apical plasma membrane, basolateral plagma

1378756_at

Papolb

poly (A) polymerase beta
(testis specific)

-1.838177

metabolic process, mMRNA polyadenylatior]
MRNA processing, mRNA splicing, via
spliceosome, RNA 3'-end processing, RN
polyadenylation, termination of RNA
polymerase Il transcription, cytoplasm,
endoplasmic reticulum, nucleus, ATP
binding, metal ion binding, nucleotide
binding, nucleotidyltransferase activity,
polynucleotide adenylyltransferase activity
protein binding, RNA binding, transferase

0.035264

1 activity
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