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RESUMO

SANTANA, R.C. Nutricdo e origem fetal do cancer de mama: efeito da deficiéncia ou
suplementacdo com zinco no periodo gestacional de camundongos na suscetibilidade da
progénie a carcinogénese mamaria. 2016. 94p. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Universidade de S&o Paulo, 2016.

O céncer de mama é um importante problema de saude publica, sendo o mais frequente em
mulheres no mundo. A alimentacdo influencia diretamente o desenvolvimento do cancer de
mama. Assim, por exemplo, dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados dmega 3 (AGPI »-3),
flavonoides, vitaminas A e E, bem como em minerais, incluindo selénio e zinco, tém sido
associadas a reducdo de risco desta neoplasia. Neste contexto, zinco tem-se destacado por
regular mecanismos celulares e moleculares como reparo de DNA, controle de ciclo celular e
controle de fatores transcricionais. Uma hipdtese pouco descrita na literatura, ainda que
biologicamente plausivel, aponta a origem do cancer de mama ja na vida intrauterina, periodo
em que a glandula mamaria estaria mais suscetivel a influéncia da alimentacdo e niveis
hormonais maternos. A dieta materna no periodo gestacional parece ter importante influéncia na
modulacdo do ambiente intrauterino e, consequentemente, na programagdo do risco de
desenvolvimento do cancer de mama na progénie. Assim, fatores dietéticos e niveis hormonais
poderiam induzir modificacdes na morfologia da glandula mamaria durante as fases iniciais do
desenvolvimento, alterando, assim, o risco para o desenvolvimento do cancer de mama. Do
ponto de vista molecular, a modulagdo inadequada do epigenoma no inicio da vida pode ter
implicagdes para os descendentes ao longo da vida, modificando a suscetibilidade ao risco de
doencas cronicas ndo transmissiveis, incluindo o cancer de mama. Sugere-se que a exposicao,
durante o periodo fetal, ao zinco parece também modular a suscetibilidade ao desenvolvimento
de doencas cronicas nao transmissiveis. Dessa forma, propds-se avaliar se 0 zinco representa
fator dietético que modula o risco de cancer de mama ja no inicio da vida. Camundongos
fémeas C57BL/6 foram expostas, durante a gestacdo, a dieta controle (AIN-93G; grupo CO);
dieta deficiente em zinco (8 ppm; grupo ZND) e dieta suplementada com zinco (45 ppm; grupo
ZnS). Neoplasias mamarias foram induzidas na prole feminina com 6 semanas de idade com a
administracdo subcutanea de 15 mg de medroxiprogesterona, seguida pela administragdo oral de
1 mg 7,12-dimetilbenz [a] antraceno uma vez por semana durante 4 semanas. As glandulas
mamarias da prole feminina com 7 semanas de idade ndo iniciadas, de todos os grupos, foram
usadas para analise morfoldgica, proliferacéo celular, apoptose e analise molecular. Em relagéo
a prole feminina do grupo CO, a do ZnS apresentou aumento (p<0,05) da incidéncia final de
neoplasias mamaria, proliferacdo celular (Ki67) e apoptose. A expressao da proteina p21 foi
maior (p=0,06) no grupo ZnS em relagdo ao grupo CO. Em relagdo a prole do grupo ZnD, ZnS
apresentou maior (p<0,05) nivel de expressdo da proteina p53. Sem diferenga (p>0,05) em
relacdo a estas variaveis entre o grupo CO e ZnD. Em relagdo a prole femina do grupo CO, ZnS
apresentou aumento (p=0,08) marginal da expressdo dos genes RASSF1 e STAT3. Em relacéo a
prole feminina do grupo ZnD, ZnS apresentou maior (p=0,02) expressdo de ZPF382. H3K9me3
e H4K20me3 foram regulados positivamente (p<0,05) na glandula mamaria da prole feminina
do grupo ZnD em relacdo aos grupos CO e ZnS. A suplementagdo com zinco, mas ndo a
deficiéncia, no inicio de vida foi associado com aumento da susceptibilidade de cancer de mama
na vida adulta.

Palavras-chave: Cancer de mama; Programacao Fetal; Nutrigendmica; Epigenética; e
Zinco.



ABSTRACT

SANTANA, R.C. Nutrition and fetal origin of breast cancer: effect of zinc deficiency or
supplementation during gestational phase of mice on offspring's susceptibility to
mammary carcinogenesis. 2016. 94p. PhD Thesis. Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo, 2016.

Breast cancer is an important public health problem, representing the main cause of women
death worldwide. Dietetic factors, such as omega-3 fatty-acids, flavonoids, vitamins A and E,
and micronutrients have been associated with the reduction of breast cancer risk. Zinc is a
micronutrient of remarkable importance for health, essential for several cellular mechanisms,
which may influence the development of breast cancer through epigenetic mechanisms, among
others. A hypothesis not frequently addressed in the literature, although biologically plausible,
considers the fetal origin of breast cancer, a developmental stage in which the mammary gland
would be more sensitive to the influence of maternal diet and hormone levels. The maternal diet
during pregnancy seems to have significant influence in the modulation of the intrauterine
environment and, consequently, in programming the risk of development of breast cancer in
offspring through the induction of morphological and molecular changes. The inadequate
modulation of the epigenome in early life may have implications for the offspring throughout
life, modulating the susceptibility to the risk of chronic diseases, including breast cancer. The
exposure during the fetal period, to zinc, seems also to modulate the susceptibility to the
development of chronic diseases, such as cardiovascular diseases and renal dysfunctions.
Thereby, it would be interesting to evaluate the effects of zinc deficiency or supplementation in
maternal diet during pregnancy period in the susceptibility of breast cancer in offspring. In this
context, we propose to evaluate if zinc is a dietary factor that may modify the risk of breast
cancer during early life, by modulation of morphological, molecular and epigenetic events.
C57BL/6 female mice consumed during pregnancy control diet (AIN-93G; CO group); zinc-
deficient diet (8 ppm; ZnD group) and zinc-supplemented diet (45 ppm; ZnS group). Mammary
tumors were induced by subcutaneous administration of 15mg of medroxyprogesterone to 6-
week-old female offspring, followed by oral administration of 1mg 7, 12-
dimethylbenz[a]anthracene once-a-week for 4 weeks. Non-initiated mammary glands of 7-
week-old female offspring from all groups were used to morphological, cell proliferation,
apoptosis and molecular analysis. Compared to CO group offspring, ZnS presented increased
(p<0.05) mammary tumor incidence, cell proliferation (Ki67) and apoptosis. Expression levels
of p21 protein was higher (p=0.06) in ZnS compared to the CO group. Compared to ZnD group
offspring, ZnS showed higher (p<0.05) expression level of p53 protein. There were no
differences (p>0.05) concerning these variables between CO and ZnD group. Compared to CO
offspring group, ZnS also showed marginal increased (p=0.08) expression of RASSF1 and
STAT3 genes. Compared to ZnD offspring group, ZnS showed higher (p=0.02) expression of
ZPF382. H3K9me3 and H4K20me3 were upregulated (p<0.05) in the mammary gland of ZnD
female offspring compared to CO and ZnS groups. Thereby, zinc-supplementation, but not zinc-
deficiency, in early-life was associated with an increased susceptibility to breast cancer
development in adulthood.

Keywords: Breast cancer, zinc, supplementation, deficiency, programming, epigenetic.
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1. INTRODUCAO

Uma hipotese que vem ganhando destaque na comunidade cientifica aponta a
origem do cancer de mama ja na vida intrauterina, periodo em que a glandula mamaria
estaria mais sensivel a influéncia da alimentacdo e niveis hormonais maternos
(BURDGE G.C., LILLYCROP K.A., JACKSON A.A., 2009). Trichopoulos (1990)
estabeleceu a hipotese de que mulheres expostas a elevadas concentracdes de estrégeno
durante o periodo fetal estariam mais predispostas ao desenvolvimento do cancer de
mama na idade adulta. Nesse sentido, filhas de mulheres que utilizaram o
dietilestilbestrol (estrégeno sintético) no periodo gestacional, para evitar aborto
espontaneo, apresentaram maior suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer de mama
(SANDERSON M. et al., 1998; PALMER J.R. et al., 2006).

A dieta materna no periodo gestacional parece ter importante influéncia na
modulacdo do ambiente intrauterino e, consequentemente, na programacao do risco de
desenvolvimento do cancer de mama na progénie (YU B. et al., 2006). Diante da alta
prevaléncia do cancer de mama e de evidéncias de sua possivel origem fetal, tem-se
buscado em nivel epidemiologico e experimental elucidar a associacdo da nutricdo
materna durante o periodo gestacional e o risco de desenvolvimento de cancer de mama
na progénie feminina (HILAVIKI-CLARKE L. et al, 1997; LILLYCROP K.A. et al.,
2005; ASSIS S. et al., 2012;).

Evidéncias sugerem que fatores dietéticos e niveis hormonais poderiam induzir
modificacbes na morfologia da glandula maméria durante as fases iniciais do
desenvolvimento (HILAKIVI-CLARKE L., 2007). Neste contexto, em periodos
precoces da vida a glandula mamaria estaria mais sensivel a influéncia da alimentacao
(MICHELS K.B. et al., 2007; MESSINA M., HILAVIKI-CLARKE L., 2009). Isso
porque o periodo embriondrio € caracterizado por extensa reprogramacao epigenética,
por meio de desmetilacdo e metilacdo de novo (MICHELS K.B., XUE F., 2006;
DELAGE B., DASHWOOD R.H., 2008).

Assim, a modulacdo inadequada do epigenoma no inicio da vida pode ter
implicagdes para os descendentes ao longo da vida, modificando a suscetibilidade ao
risco de doencas cronicas ndo transmissiveis, incluindo o cancer de mama (MARET W.,
SANDSTEAD H.H., 2008; MISTRY H.D., WILLIANS P.J., 2011). Tem-se voltado,
nesse sentido, a atencdo para o impacto da alimentagdo materna na modulacdo do

epigenoma fetal, no contexto da programacdo do risco para tais doengas (HILAKIVI-
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CLARKE L., ASSIS S., 2006; BURDGE, LILLYCROP, JACKSON, 2009; CHIAM et
al., 2009). Mais especificamente, sugere-se que a modulagdo de mecanismos
epigenéticos por fatores nutricionais sejam responsaveis por alteragdes na morfologia da
glandula mamaria e, consequentemente, aumento da suscetibilidade ao cancer de mama
(HILAKIVI-CLARKE L., ASSIS S., 2006; BURDGE G.C., LILLYCROP K.A,
JACKSON A.A., 2009).

Nesse sentido, estudos na area de nutricdo e origem fetal do cancer de mama
contemplando o potencial envolvimento de fenbmenos epigenéticos ainda sdo restritos.
Por exemplo, in vivo, observou-se a perda de metilacdo do promotor do gene para
receptor de estrégeno (ER) na glandula mamaria de ratas expostas in Utero a dieta rica
em 4acidos graxos poliinsaturados 6mega 6 (AGPI w-6), associada a0 maior risco para
cancer de mama na idade adulta (YENBUTR B., HILAKIVI-CLARKE L.,
PASSANITIA A., 1998).

Tem-se demonstrado que dieta rica em flavonoides, vitamina A e E, e
micronutrientes essenciais, como 0 zinco, tém sido considerados agentes promissores do
cancer por modular eventos epigenéticos (MARET W., SANDSTEAD H.H., 2008).
Nesse sentido, a exposicdo ao zinco durante o periodo fetal parece também modular a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis (TOMAT
A.etal., 2010).

Dessa forma, faz-se necessario avaliar se o zinco representa um fator dietético
que possa modificar o risco de cancer de mama ja no inicio da vida. Objetivou-se
avaliar se 0 zinco representa um fator dietético que possa modificar o risco de cancer de

mama ja no inicio da vida, por modulacdo de eventos moleculares e epigenéticos.

21



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de mama

O céncer de mama é um importante problema global de saide publica. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Instituto Nacional do Cancer (INCA) este é
0 cancer mais frequente em mulheres no mundo, sendo a principal causa de morte por
cancer nas mulheres, com aproximadamente, 14.207 mil mortes estimadas para o0 ano de
2014 (WHO, 2015; INCA 2015). No Brasil as estimativas para o ano de 2014 foram de
57.120 casos de cancer de mama, com risco estimado de 56,09 novos casos a cada 100
mil mulheres (INCA, 2015).

A historia natural do cancer envolve progressao através de estagios clinicos e
patologicos bem definidos, onde alteracBes genéticas e epigenéticas levam células
luminais epiteliais a adquirir fendtipos que permitem uma rapida proliferacdo, com
subsequente evolucgédo para carcinoma in situ e invasivo, e por fim metastase (Figura 1).
As neoplasias mamarias sao altamente heterogéneas em niveis clinicos e moleculares, e
andlises do perfil global da expressdo génica de amostras neoplasicas revelaram cinco
subtipos: basal-like, luminal A, luminal B, HER2'/ER", e normal breast-like (PEROU
C.M. et al., 2000; POLYACK K., 2007; SALHIA B. et al., 2011).

Invasive Metastatic

@ <] o &0 - e —_— =R =
Luminal  Myoepithelial  Endotheli Leukocy F Myofib Cells of organ metastasis
epithelial cell cell membrane

Figura 1: Progressdo do Cancer de Mama. Fonte: POLYACK K., 2007.
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A etiologia exata do cancer de mama ainda permanece desconhecida
(POLYACK K., 2007). Neste contexto, alguns fatores tém sido associados a
identificacdo de grupos de alto risco, incluindo menarca precoce, nuliparidade, idade da
primeira gestacdo, utilizacdo de anticoncepcionais orais, menopausa tardia, terapias de
reposicdo hormonal, e histérico familiar (INCA, 2015). Outros fatores de riscos
relacionados ao estilo de vida incluem ingestdo de alcool, tabagismo, sedentarismo,
obesidade e a alimentacdo, que é um fator de destaque no desenvolvimento do cancer de
mama (DAVIS C.D., MILNER JA., 2007; MARTIN-MORENO J.M,
SOERJOMATARAM I., MAGNUSSOM G., 2008; BALLARD-BARBASH R. et al.,
2009).

2.2 Origem desenvolvimentista do cancer de mama

O risco para o cancer de mama pode ser pré-determinado, ainda, durante o
periodo fetal (GODFREY K.M., BARKER D.J.P., 2000; ASSIS S., KHAN G,
HILAKIVI-CLARKE L., 2006; LANGLEY-EVANS S.C., McMULLEN S., 2010).
Barker e colaboradores propuseram no final da década de 1980 a hipdtese do fenbmeno
de programacgdo fetal de doencas, como cardiovasculares, obesidade e diabetes.
(BARKER D.J. et al., 1989; BURDGE C.G., LILLYCROP K.A., JACKSON AA,
2009). Em 1990, Trichopoulos estabeleceu a hipotese de que mulheres expostas a
elevadas concentracdes de estrogeno durante o periodo fetal estariam mais predispostas
ao desenvolvimento do cancer de mama na idade adulta (TRICHOPOULOS D., 1990).
Nesse sentido, do ponto de vista clinico, filhas de mulheres que utilizaram o
dietilestilbestrol (DES, estrdgeno sintético) durante o periodo gestacional, para evitar
aborto espontaneo, apresentaram maior suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer
de mama (SANDERSON M. et al., 1998; PALMER J.R. et al.,2006).

A dieta materna no periodo gestacional parece ter importante influéncia na
modulacdo do ambiente intrauterino e, consequentemente, na programacao do risco de
desenvolvimento do cancer de mama na progénie (YU B. et al., 2006). Evidéncias
sugerem que, em periodos precoces da vida, a glandula mamaria estaria mais sensivel a
influéncia da alimentacdo (STARK A.H. et al., 2003; MICHELS K.B. et al., 2007;
MESSINA M., HILAVIKI-CLARKE L., 2009). Diante da alta prevaléncia do cancer de
mama e de evidéncias de sua possivel origem fetal, tem-se buscado em nivel

epidemioldgico e experimental elucidar a associacdo da nutricdo materna durante a
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gestacdo e o risco de desenvolvimento do cancer de mama na progénie feminina
(HILAVIKI-CLARKE L. et al, 1997; LILLYCROP K.A. et al., 2005; KHAN G. et al.,
2007; ASSIS S. et al., 2012).

Em ratos, verificou-se que a dieta materna rica em acidos graxos poliinsaturados
0mega-6 (AGPI »-6) aumentou a incidéncia e reduziu a laténcia de neoplasias na
progénie (HILAVIKI-CLARKE L. et al., 1997). De modo contrario, dieta materna rica
em AGPI ®-3 reduziu o desenvolvimento neoplasico no tecido maméario da prole
feminina (ION G., AKINSETE J.A., HARDMAN W.E., 2010).

Neste contexto, fatores dietéticos e niveis hormonais poderiam induzir
modificacbes na morfologia da glandula maméaria durante as fases iniciais do
desenvolvimento, alterando, assim, o risco para o cancer de mama. Assim, por exemplo,
in vivo, a exposicdo a dieta rica em gordura poliinsaturada durante o periodo fetal
alterou o numero de brotos terminais (TEBs) na glandula mamaria de ratas adultas
(HILAKIVI-CLARKE L., 2007). Além disso, estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a prole feminina exposta a racdo hiperlipidica a base de
banha de porco no periodo fetal apresentou menor elongamento do epitélio mamario, o
qual foi associado com menor incidéncia de tumores mamarios na vida adulta
(ANDRADE, F.O. et al., 2014).

2.2.1 Desenvolvimento da glandula mamaria

A glandula maméria € um o6rgdo dindmico, que em fémeas sofre drésticas
alteracdes em diferentes estdgios da vida, como periodo embrionario, pos-natal,
puberdade, gestacional e lactacdo. Periodos de remodelacdo da glandula mamaria sédo
influenciados pelo crescimento corporal, niveis hormonais e fatores ambientais que
podem modificar o risco de desenvolvimento do cancer de mama (RUSSO J. et al,
1990).

Desenvolve-se a partir de invaginacGes compactas da ectoderme, resultando em
uma estrutura mamaria rudimentar. A partir desta estrutura ha expanséo dos ductos da
glandula presentes até o nascimento. Ainda no pos-natal, a glandula mamaria é
constituida apenas por um sistema de ductos lactiferos rudimentares e a exposicéo fetal
a hormonios maternos pode induzir secre¢des, evento denominado como “leite de
bruxa” (MOORE K.L., PERSAUD T.V.N., 2000). Em fémeas, a glandula mamaria

desenvolve-se progressivamente até a puberdade, periodo em que ha aumento da
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proliferacdo celular, desenvolvimento do fat-pad entre outros elementos do tecido
conjuntivo (MACIAS H., HINCK L., 2012).

Durante a puberdade inicia-se a morfogénese, caracterizada por amplo
crescimento e expansdo ductal e desenvolvimento das TEBs. Estas sdo estruturas
altamente proliferativas que controlam o desenvolvimento e ramificagdo dos ductos
mamario. Além disso, as TEBs sdo formadas por células cap (células-tronco)
consideradas células-alvo de acdo de carcin6genos e, consequentemente, sitios de
iniciacdo do cancer de mama (Figura 2) (RUSSO J. et al., 2005; HILAKIVI-CLARKE
L., ASSIS S., 2006; RUSSO J., BALOGH G.A., RUSSO I.H., 2008).

Apdés o desmame, as TEBs dividem-se em botGes alveolares (ABs), a
progressiva diferenciagdo é acentuada e regulada a cada ciclo estral durante a
puberdade. Apesar deste processo continuo de diferenciacdo, algumas TEBs ndo se
diferenciam e tornam-se estruturas finas e pequenas como o0s ductos terminais (RUSSO
I.H., RUSSO J., 1978; RUSSO J. et al., 1990). Os ductos mamarios sdo estruturas
irregulares e constituidos essencialmente por dois tipos celulares, as células epiteliais
que compdem a camada interna, revestindo o lumen, e mioepiteliais que compde a
camada externa (MASSO-WELCH P.A., et al.,, 2000; MOORE K.L., PERSAUD
T.V.N., 2000). Células cap (células-tronco) presentes nas TEBs podem diferenciar-se
em células mioepiteliais e epiteliais luminais, de modo que esta estrutura representa
uma regido constituida por células tronco com potencial de pluripoténcia (GJOREVSKI
N.E., NELSON C.M., 2011).

TN

-_
N\
.ip . B B
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......... L U - - .
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Figura 2: Imagem representativa da estrutura dos Brotos
Terminais (TEBs) da glandula mamaria. Adaptado: GJOREVSKI
N.E NELSON C.M. Nature, 2011.
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Apbs o periodo da puberdade, que em roedores equivale aos 50 dias de vida, a
glandula mamaria ramifica-se progressivamente para areas adjacentes constituidas de
tecido mesenquimal ou fat-pad e com a reducdo do numero de TEBs (RUSSO J. et al.,
1990).

Durante a gestacdo e lactacdo, a glandula mamaria atinge sua completa
capacidade funcional sobre influéncia de hormonios esteroidais (estrégeno e
progesterona) e polipeptidicos (prolactina). No final da gestagdo, a glandula mamaéria
adquire uma conformacdo com estruturas constituidas por células alveolares,
responsaveis por sintetizar e secretar o leite (MOORE K.L., PERSAUD T.V.N., 2000).

O leite materno constitui uma importante fonte de energia, nutrientes essenciais
e fatores de crescimento que asseguram o desenvolvimento adequado da prole no
periodo pos-natal (PEREIRA P.C., 2014). Apo6s a lactacdo, estimulos para a producdo
de leite sdo perdidos e inicia-se 0 processo de remodelamento tecidual e apoptose na
glandula mamaria. Neste estagio, diversas vias de sinalizacdo sdo ativadas e atuam no
processo de regulagdo hormonal e diferenciagédo celular, favorecendo a ocorréncia de
alteracdes morfologicas semelhante ao estado pré-gestacional (INMAN J.L. et al.,
2015). Estrégeno e progesterona sdo responsaveis pela promocao do desenvolvimento
da glandula maméria em diferentes estagios da vida. Estrogeno é responséavel pelo
crescimento dos ductos e a progesterona estimula crescimento lobuloalveolar (RUSSO
I.H; RUSSO J., 1996). A prolactina, hormdnio secretado pela glandula pituitaria,
também influéncia o desenvolvimento da glandula mamaria nos diferentes estagios de
vida reprodutiva de fémeas. E parece agir direta e/ou indireta no epitélio mamario sobre
estimulo dos niveis de progesterona (HORSEMAN N.D., 1999).

Ativacdo continua da prolactina é essencial para manter a integridade do epitélio
secretor. Sugere-se que zinco, em particular, pode regular a sintese e secrecdo da
prolactina. Ainda, apresenta funcbes distintas na regulacdo do desenvolvimento e
manutencdo da glandula mamaria como, diferenciacdo celular, regulacdo do fenétipo
secretor, e sintese proteica. Durante a lactacdo, a glandula mamaria acumula e
transporta niveis elevados de zinco para o complexo golgi e sistema secretor do epitélio
mamario. Ainda, todo este processo é coordenado para disponibilizar ions de zinco para
proteinas dependentes de zinco essenciais na lactacéo e para eventual secrecdo de zinco
no leite materno e satisfazer a demanda nutricional da prole (MCCORMICK N.H. et al.,
2014).
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O desenvolvimento e a remodelacdo da glandula mamaria do ser humano séo
muito semelhantes aos eventos observados na glandula mamaria de roedores
(camundongos e ratos). Apesar de existir algumas diferencas no que diz respeito a
estrutura da glandula, em seres humanos a principal estrutura lobular ¢ a unidade
terminal ducto lobular (TDLUS), que se apresenta em varias formas morfoldgicas nos
diferentes estagios de desenvolvimento. As TDLUs assim como as TEBs em roedores
sdo as principais estruturas do epitélio mamario que possuem células-tronco e por isso
sdo consideradas sitios de iniciacdo da carcinogénese mamaria (TIEDE B., KANG Y.,
2011).

2.2.2 Nutricao no inicio da vida, regulacdo epigenética e risco de cancer de mama

O periodo embrionario é caracterizado por extensa reprogramacdo epigenética,
por meio de desmetilacdo e metilacdo de novo (MICHELS K.B., XUE F., 2006;
DELAGE B., DASHWOOD R.H., 2008). Nesse sentido, a modulacdo inadequada do
epigenoma no inicio da vida pode ter implicacdes para os descendentes ao longo da
vida, modificando a suscetibilidade ao risco de doencas cronicas ndo transmissiveis,
incluindo o cancer de mama (HILAKIVI-CLARKE L., ASSIS S., 2006; MARET W.,
SANDSTEAD H.H., 2008; MISTRY H.D., WILLIANS P.J., 2011). Tem-se voltado,
nesse sentido, a atencdo para o impacto da alimentacdo materna na modulacdo do
epigenoma fetal, no contexto da programacdo do risco para tais doencas. Mais
especificamente, sugere-se que a modulagdo de mecanismos epigenéticos por fatores
nutricionais sejam responsaveis por alteracdes na morfologia da glandula mamaria e,
consequentemente, aumento na suscetibilidade ao cancer de mama (WATERLAND
R.A., JIRTLE R.L., 2003; LILLYCROP K.A. et al., 2005; HILAKIVI-CLARKE L.,
ASSIS S., 2006; BURDGE C.G., LILLYCROP K.A., JACKSON A.A, 2009; CHIAM
K. etal., 2009).

Eventos epigenéticos referem-se a alteracGes hereditarias e reversiveis na
expressdo de genes, que ocorrem independentemente de modificacbes na sequéncia
primaria do DNA (SHARMA S.; KELLY T.K.; JONES P.A., 2010; CAFARELLI E.,
FILETICI P., 2011). Muitas destas alteracBes epigenéticas sdo estabelecidas durante a
diferenciacdo, e mantidas estaveis atraves de multiplos ciclos de divisdo celular,

permitindo que as células tenham identidades distintas, mas com a mesma informacao
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genética. Os mecanismos epigenéticos incluem metilacdo do DNA, modificacdes pos-
traducionais em histonas e microRNAs (miRNA) (KHAN S.I. et al., 2012).

A metilacdo do DNA resulta da adi¢cdo covalente de um grupo metil a citosinas
presentes nos dinucleotideos CpGs, por meio da acdo de DNA metiltransferases
(DNMT1, 3a, 3b e 3L) (HINSHELWOOD R.A., CLARK S.J., 2008; PANG-KUO L.,
SARASWATI S., 2008). Além da metilagdo do DNA, alteracbes da estrutura da
cromatina por meio de modificacbes pos-traducionais em histonas, também séo
consideradas essenciais para modificar a expressdo génica. O remodelamento da
cromatina ocorre pela modificacdo de residuos de histonas H3 e H4 por enzimas como
acetil- e metil-transferases de histonas (HAT e HMT), bem como desacetilases e
desmetilases de histonas (KIEFR J.C., 2007).

Os micro-RNAs (miRNASs) sdo uma classe de pequenos RNAs ndo codificantes,
que regulam pos-transcricionalmente a expressdo génica através do reconhecimento de
locais complementares na regido 3’ nao traduzida (3’ UTR) de seus RNAs mensageiros
alvos (Figura 3) (AMBROS V. et al., 2003; ESQUELA-KERSCHER A, SLACK F.J,,
2006). Estes sdo expressos de maneira tecido-especifica, e controlam uma ampla
variedade de processos bioldgicos, incluindo proliferacdo celular, apoptose e
diferenciacdo (SHARMA S., KELLY T.K., JONES P.A., 2010).
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Figura 3: Mecanismos epigenéticos. Fonte: GENE KIM H. et al.

Official Journal of the Pulmonary Vascular Research Institute, 2011.
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No céncer de mama, alteracdes nos padrbes de metilacdo de oncogenes e/ou
genes supressores de tumores estdo relacionadas a iniciacdo e progressdo tumoral. Por
exemplo, o gene supressor de tumor RASSF1A (Ras-association domain family 1A)
encontra-se silenciado por hipermetilacdo na regido promotora tanto em linhagens
celulares de cancer de mama, quanto em tumores primarios da mama (PFEIFER G.P.,
DAMMANN R., 2005; SHUKLA S. et al., 2006). O gene RASSF1 esta localizado no
cromossomo 3p21.3, em uma regido que frequentemente sofre perda alélica em
canceres de pulmdo e mama. Este gene codifica dois transcritos, RASSF1A e
RASSF1C, os quais sdo produzidos por selecdo do promotor e “splicing” alternativo do
MRNA. No entanto, evidéncias sugerem que apenas a isoforma RASSF1A apresenta
potencial de supressdo tumoral (BURBEE D.G. et al., 2001). In vitro, observou-se que
em diferentes linhagens de carcinoma mamario humano o promotor do gene RASSF1A
estava completamente metilado. Em aproximadamente 78 % das neoplasias mamarias
analisadas, o gene RASSF1A estava hipermetilado (HELLER G. et al., 2009), sugerindo
que este gene apresenta um importante papel na patogénese do cancer (DAMMANN R.,
YANG G., PFEIFER G.P., 2001; DUMONT N. et al., 2009). Adicionalmente, o gene
ZNF382, potencial supressor tumoral, se encontra silenciado por mecanismos
epigenéticos em diversas linhagens de cancer de mama analisadas (CHENG Y. et al.,
2010). Este se localiza no cromossomo 19q13.12, e codifica fator de transcricdo com
dominio transcricional dedo de zinco, o qual geralmente se encontra associado a um
dominio repressor Krippel-associated box (KRAB) (LUO K. et al., 2002; URRUTIA
R., 2003). O dominio KRAB liga-se a proteina KAP1, que recruta HP1, SETDB1
(H3K9 metiltransferase), e o complexo HDAC (Figura 4). Além disso, 0 dominio dedo
de zinco pode ainda ligar-se a sitios de nucleacdo, formando heterocromatina e,
consequentemente, o silenciamento génico (SCHULTZ DC et al., 2002). In vitro, o
ZN382 inibiu a atividade de genes envolvidos na transformacéo neoplésica e regulacdo
de ciclo celular, como STAT3 e C-MYC, através da formacdo de heterocromatina
(CHENG Y. et al., 2010).
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Figura 4: Associacdo do dominio repressor Krippel-associated box
(KRAB) a proteina KAP-1 e regulacdo de mecanismos epigenéticos. XIAO
T.Z etal., 2011.

O gene LMO4 também codifica proteinas da familia dedo de zinco, podendo
atuar como regulador transcricional e/ou oncogene (VISVADER J.E. et al., 2001; SUM
E.Y. et al., 2002). Este parece regular a expressdo génica, por mecanismos
epigenéticos, e eventos celulares, através da interacdo com complexo de proteinas e
reguladores transcricionais (Figura 5). In vivo, 0 LMO4 encontra-se altamente expresso
em pelo menos 50% das neoplasias mamarias. Além disso, observou-se que a perda de
expressao do gene interferiu no processo de proliferacdo alveolar, e consequentemente,
no desenvolvimento lobuloalveolar. Ao contrario, a superexpressdo induziu hiperplasia
e neoplasias mamarias em camundongos (SUM E.Y. et al., 2005). Outros estudos
associaram a superexpressdo do gene LMO4 em conjunto com a sua proteina de
ligacdo-especifica (Ldbl) com a diminuicdo de expressdo de marcadores de
diferenciacéo celular (WANG N. et al., 2004).
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Figura 5: Papel do LMO4 na regulacdo do ciclo celular e progressdo de
neoplasia mamaria. Fonte: MATTHEWS J.M. et al. Nature. 2013.

Vale ressaltar que estudos na area da nutricao e origem fetal do cancer de mama,
contemplando o potencial envolvimento de fendmenos epigenéticos ainda sdo restritos
(BURDGE G.C., LILLYCROP K.A., JACKSON A.A., 2009). Observou-se, in vivo, a
perda de metilacdo do promotor do gene que codifica receptor de estrégeno (ER) na
glandula maméria de ratas expostas in Utero a dieta rica em AGPI »-6, associada ao
maior risco para cancer de mama na idade adulta (YENBUTR P., HILAKIVI-
CLARKEB L., PASSANITIA A., 1998; SU H.M., HSIEH P.H., CHEN H.F., 2010).

2.3 Modelos experimentais na carcinogénese mamaria

A inducdo de neoplasias mamarias em roedores por carcindgenos quimicos é um
dos modelos amplamente utilizado (RUSSO J., RUSSO I.H., 1996). As neoplasias
mamarias quimicamente induzidas constituem-se ferramentas para estudar a patologia,
bem como aspectos moleculares envolvidos em diferentes fases da carcinogénese
mamaria. Os principais modelos experimentais de carcinogénese mamaria amplamente
utilizados séo 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) em ratos Sprague-Dawley ou N-
metil N-nitrostreia (MNU) em ratos Fisher. Neste contexto, o DMBA é administrado

por gavagem com uma unica dose de 2,5-20 mg e o MNU por inje¢des subcutaneas ou
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intravenosas de atée 50 mg/kg do peso corporeo. Ambos os modelos apresentam
parametros da carcinogénese semelhantes como incidéncia e laténcia (RUSSO J.et al.,
1990).

Especificamente, em camundongos o DMBA é considerado o agente iniciador
mais potente. Duas limitagdes em modelos com camundongos sdo a necessidade de
utilizacdo de multiplas doses do carcinégeno e concomitante inducdo de outras
neoplasias como, ovério, estbmago e pulmdo. Estimulacdo hormonal, previamente, a
exposicdo ao DMBA aumenta significativamente a incidéncia de neoplasias mamarias e
diminui o periodo médio de laténcia (MEDINA D., 2010).

O DMBA ¢ altamente lipofilico e requer ativacdo metabdlica para agdo
carcinogénica. Diversos tecidos sdo capazes de ativar o DMBA, incluindo a glandula
mamaria. Na glandula mamaéria, o DMBA é convertido em epoxidos, ou seja,
metabolitos ativos com potencial de induzir danos ao DNA. A glandula mamaria,
principalmente, na puberdade apresenta altos indices de proliferacéo celular, assim, a
exposicdo ao DMBA neste periodo estd associado a maior atividade metabdlica e
aumento de epoxidos, resultando em mais dano ao DNA (BARROS A.C.S.D. et al.,
2004).

A administracdo do DMBA na puberdade de ratos e camundongos, periodo que
corresponde aos 50 dias de vida, aumenta exponencialmente a incidéncia das neoplasias
mamarias. Neste mesmo periodo, observa-se uma elevada densidade de TEBs altamente
proliferativas. Neste sentido, ap6s administracio do DMBA as TEBs iniciam sua
transformacéo através de proliferacdo intraductal (IDP), carcinoma in situ e carcinoma
invasivo de maneira semelhante ao modelo de carcinogénese mamaria descrito. Estes
modelos experimentais podem fornecer a compreensdo de mecanismos envolvidos na
carcinogénese mamaria e contribuir para o desenvolvimento de estratégias de
intervencdo na progressdo de células iniciadas (RUSSO J., TAIT L., RUSSO ILH.,,
1983).

2.4 Zinco e cancer de mama

Especificamente no campo da nutricdo, dietas ricas em &cidos graxos
poliinsaturados 6mega 3 (AGPI ®-3), flavonodides, vitaminas A e E, bem como em
minerais, incluindo zinco e selénio, tém sido associadas a reducdo de risco de cancer de
mama (STOLL B.A., 2002; MICHELS K.B. et al., 2007; HAMDY S.M. et al., 2012).
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Zinco, em particular, tem sido considerado micronutriente de notavel importancia para a
saude (HAMBIDGE K.M. et al., 2010).

Zinco é o segundo elemento traco mais abundante no corpo humano
(COLEMAN J.E., 1992). E um componente essencial na nutrigdo humana e animal por
apresentar uma grande variedade de func6es biologicas. Ainda, é componente estrutural
e regulador de mais de 300 enzimas e atua como cofator de metaloenzimas dependentes
de zinco, como a superoxido dismutase Cu/Zn (MACDONALD R.S., 2000). Participa
do metabolismo de carboidratos, lipidios proteinas e acidos nucleicos e desempenha
funcdo caracteristica em mecanismos celulares e/ou moleculares como inducdo de
sintese de DNA e regulacdo de fatores transcricionais (SUN D et al., 2007; STEVE-
EDEMBA C.L., 2014). Além disso, desempenha papel vital no processo reprodutivo,
desenvolvimento neurocomportamental e do sistema imunoldgico (KELLEHER S.L.,
SEO Y.A., LOPEZ V., 2009).

No organismo humano, estd presente em todos os tecidos e Orgaos,
especialmente em musculos, figado, rim, ossos e préstata. Aproximadamente, 90% do
zinco total encontra-se no 0sso e musculo esquelético e 95% encontra-se ligados a
proteinas presente em células e membranas celulares (HONGSTRAND C. et al, 2009;
KLOUBERT V., RINK L., 2015).

Tem como principais fontes alimentares carne bovina, de frango e de peixe,
grdos integrais, castanhas, cereais, e legumes, sendo frutas, hortalicas e outros vegetais
fontes pobres em zinco (LIM K.H. et al., 2013). Vale ressaltar que a absor¢do de zinco é
relativamente baixa e sujeita a fatores dietéticos como elevada concentracdo de fitato e
cobre que interfere no processo de absorcéo de zinco (TOMAT A.L.,, COSTA M.LA,,
ARRANZ C.T., 2011).

A dose diaria recomendada (RDA) de zinco para a populacdo adulta é de 8
mg/dia para mulheres e 11 mg/dia para homens (SHIH S., 2007). Especificamente, no
periodo gestacional a dose diaria recomendada aumenta para 12 mg/dia, sendo o limite
superior toleravel (UL) de até 40 mg/dia (TRUMBO P. et al., 2001). Em modelos
experimentais, essencialmente no periodo gestacional e crescimento, a dose
recomendada é de 30 mg/kg, sendo a dose maxima tolerada de 60 mg/kg (JOHNSON
F.O. et al.,, 2011). Valores de zinco acima destas concentragcbes sdo associados a
infertilidade, aborto espontdneo e anomalias congénitas, (KAGARA N. et al., 2007,
FARQUHARSON M.J. et al., 2009; TOMAT A.L., COSTA M.L.A., ARRANZ C.T.,
2011).
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A deficiéncia com zinco é ocasionalmente diagnosticada em criangas com
disturbios genéticos, com capacidade de absorcdo intestinal reduzida ou lactantes de
mées com deficiéncia de zinco (EVANS G.W, 1986). Ainda, pode ser detectada em
gestantes, criancas e idosos devido a baixa ingestdo ou disponibilidade reduzida de
zinco na dieta (LIVINGSTONE C., 2015).

A deficiéncia com zinco constitui-se um problema de salde publica,
principalmente de paises em desenvolvimento, assim como, de paises industrializados.
Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), a deficiéncia com zinco é prevalente
em um terco da populacdo mundial, especificamente, na Africa Subsaariana e Sul da
Asia, sendo uma causa frequente de morte em mulheres e criangas (WESSELLS K.R.,
BROWN K.H., 2012; WHO, 2015).

A absorc¢do de zinco ocorre na borda e escova dos enterdcitos por mecanismos
de difusdo ativa ou passiva e transportado ao figado pela albumina e deste para outros
tecidos, ligados a albumina, aminoacidos ou a-2-macroglobulinas (MAFRA D.,
COZZOLINO S.M.F., 2004; LIVINGSTONE C., 2015). Em células da mucosa
intestinal, os niveis de zinco sdo regulados por proteinas com alta afinidade de ligacdo a
metais como, metalotioneinas (MT), proteinas de baixo peso molecular (6-7 kDa)
capazes de liberar ions de zinco no citoplasma em condic¢des de baixos niveis de zinco.
A principal forma de eliminagdo de zinco corporal ocorre pelas fezes, rim e pele
(KLOUBERT V., RINK L., 2015).

O estado nutricional relativo ao zinco pode ser determinado pela concentracédo
do elemento no soro e/ou plasma, eritrocito e expressao e atividade de enzimas zinco-
dependentes (MAFRA D., COZZOLINO S.M.F., 2004).

Os niveis de zinco no organismo sdo controlados por transportadores
especificos, os quais sdo responsaveis pelo controle da entrada e saida deste
micronutriente na célula. Sugere-se que a expressdo destes transportadores de zinco é
tecido-especifica e pode ser regulada de acordo com a quantidade de zinco proveniente
da dieta. (HOGSTRAND. C. et al., 2009; KELLEHER S.L., SEO Y.A., LOPEZ V.,
2009; FUKADAT. et al., 2011). Entretanto, o controle homeostatico de zinco ainda nédo
¢ totalmente compreendido. Especula-se que o armazenamento e expressdo dos
transportadores de zinco sejam diferentes entre tecidos normais e tumorais. Em
neoplasias de mama alteragdes no metabolismo de zinco tem sido associada com

desenvolvimento e progresséo tumoral. Nesse sentido, modificagdes no metabolismo de
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zinco podem estar relacionadas com desequilibrio no processo de transporte deste
micronutriente (SUN D. et al., 2007; KELLEHER S.L., SEO Y.A., LOPEZ V., 2009).

Tem-se demonstrado que esse mineral € um micronutriente essencial para
diversos mecanismos celulares, que pode influenciar o desenvolvimento do cancer de
mama por apresentar acdes como reparo de DNA, controle de ciclo celular, controle de
fatores transcricionais, e ativacdo e/ou silenciamento de genes supressores de tumores e
oncogenes (DAVIS C.D., MILNER J.A., 2007, MICHELS K.B. et al., 2007). Outros
possiveis mecanismos associados ao efeito de zinco incluem propriedades
antioxidantes, com a reducdo de radicais superdxido a peréxido de hidrogénio, que
favorece a integridade da membrana celular, e evita danos a biomoléculas, incluindo o
DNA (BRAY T.M., BETTER W.J., 1990; HO E., COURTEMANCHE C., AMES B.N.,
2003; SONG Y. et al., 2009).

Em estudos clinicos observaram-se menores concentracfes séricas de zinco em
pacientes com cancer de mama em relacdo ao grupo controle (KUO H.W. et al., 2002).
Outros estudos associaram a suplementagcdo com zinco a reducdo de estresse oxidativo e
melhor resposta imunoldgica de pacientes com cancer (FREDERICO A. et al., 2001).
Em estudo populacional verificou-se que a suplementagdo com zinco por
aproximadamente dez anos reduziu significativamente o risco de cancer de mama na
pré-menopausa (PAN S.Y. et al.,, 2011). Contraditoriamente, estudo longitudinal
associou a suplementacdo com zinco com aumento de proliferacdo celular em mulheres
com diagndstico de neoplasia mamaria benigna, e, subsequente aumento do risco de
desenvolvimento do cancer de mama (CUI Y. et al., 2007).

O processo de regulagdo dos niveis de zinco e inicia¢do da carcinogénese ainda é
pouco compreendido. No entanto, pesquisas recentes indicam que o metabolismo de
zinco pode controlar eventos como proliferacdo celular e apoptose, processos
fundamentais para o desenvolvimento de todas as neoplasias (KAGARA N. et al., 2007;
TAYLOR K.M. et al., 2007; HOGSTRAND C. et al., 2009; FUKADA T. et al., 2011).

2.5 Zinco e programacao fetal

No periodo gestacional, a influéncia do estado nutricional, hormonal e
metabolico materno na fisiologia e morfologia da prole ocorre através da barreira
placentéria, alterando a suscetibilidade de risco de doencgas na vida adulta. Outros

fatores nutricionais devem ser considerados no contexto de programacédo fetal de
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doengas, como o estado nutricional de micronutrientes (HARDING J.E., 2001;
DARNTON-HILL I., MKPARU U.C., 2015). A exposicdo, durante o periodo fetal, ao
zinco, parece também modular a suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas
crénicas nao transmissiveis (TOMAT A. et al., 2010). Estudos em ratos associaram a
deficiéncia de zinco na gestacdo a efeitos adversos no feto, como baixo peso ao nascer,
aumento do risco de doengas cardiovasculares e disfuncdes renais no adulto
(ALEXANDER B.T., 2006; GLUCKMAN P.D. et al.,, 2008; BARKER D.J. et al.,
2010). Foi observado que modificacBes epigenéticas no gene agouti foram
fundamentais para demonstrar que eventos epigenéticos sdo programados na fase
embrionaria e, ainda, moduléveis por dietas maternas (BULTMAN S.J. et al., 1994;
WATERLAND R.A., JIRTLE R.L., 2003). Observou-se que a suplementacdo de
fémeas gestantes com intermediarios do metabolismo de 1-carbono, como metionina,
acido folico, colina, vitamina B12, e zinco modificou o padrdo de metilacdo do gene
agouti na prole, com consequente alteracdo fenotipica da cor da pelagem e
suscetibilidade a alteracdes metabolicas (WOLFF G.L. et al., 1998; WATERLAND
R.A., JIRTLE R.L., 2003; MARET W., SANDSTEAD H., 2008).

Além disso, a exposicdo ao zinco em diferentes periodos de desenvolvimento
como pobs-natal e puberdade parece modificar o risco de cancer de mama na prole.
Estudos experimentais observaram que a deficiéncia com zinco no periodo poés-natal
diminuiu a incidéncia de neoplasias mamarias (LEE S. et al., 2004). Outros estudos,
observaram que a suplemtacdo com zinco e resveratrol, ainda no periodo pos-natal,
aumentou a incidéncia de neoplasias mamarias quimicamente induzida por DMBA
(BOBROWSKA-KORCZAK B., SKRAINOWSKA D., TOKARZ A, 2012). Além
disso, ratas Sprague-Dawley expostas a suplementacdo com zinco desde o periodo fetal
até a vida adulta foi associada com aumento da incidéncia de neoplasias mamarias
qguimicamente induzidas por DMBA (SILVA F.R.M,, et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se o consumo de racdo deficiente (8 ppm) ou suplementada (45 ppm)
com zinco por camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 durante o periodo
gestacional influéncia a suscetibilidade da progénie feminina a carcinogénese mamaria

quimicamente induzida.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar as concentracdes de zinco plasmatica e eritrocitaria da prole
feminina com 7 semanas de idade exposta a racdo deficiente (8 ppm) ou suplementada
(45 ppm) com zinco durante o periodo fetal;

3.2.2 Determinar a concentracdo de malondialdeido (MDA) da prole feminina
com 7 semanas de idade exposta a racdo deficiente (8 ppm) ou suplementada (45 ppm)

com zinco durante o periodo fetal;

3.2.3 Avaliar em glandulas mamarias da prole feminina com 7 semanas de idade
ndo iniciadas com DMBA e exposta a racdo deficiente (8 ppm) ou suplementada (45
ppm) com zinco durante o periodo fetal:

a) Morfologia, proliferacdao e morte celular;

b) Expressdo dos genes LMO4, RASSF1A, ZNF382, STAT3, c-MYC;

c) Expressao da proteina p21 e p53;

d) Expresséo global das histonas H3K9me3, H3K27me3 e H4K20me3 por IHC;

3.2.3 Avaliar o desenvolvimento de neoplasias mamarias, induzidas pelo
carcinbgeno DMBA, na prole feminina exposta a racdo deficiente (8 ppm) ou
suplementada (45 ppm) com zinco durante o periodo fetal;

3.2.4 Realizar analise histopatoldgica das neoplasias mamarias da prole feminina
exposta a racdo deficiente (8 ppm) ou suplementada (45 ppm) com zinco durante o

periodo fetal induzidas quimicamente por DMBA,;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Ap6s aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCF/USP
(Protocolo de Aprovagao n° 407) foram obtidos trés lotes de camundongos da linhagem
C57BL/6, sendo 6 machos e 12 fémeas/lote.

Os animais foram obtidos da colonia do biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (FCF/IQ-USP). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com tampas de a¢o inoxidavel,
contendo maravalha previamente esterilizada, que foi trocada rotineiramente em dias
alternados. Além disso, variaveis como peso e consumo de racdo foram controladas em
dias alternados. O ensaio bioldgico foi realizado nas dependéncias do biotério da
FCF/1Q-USP, em ambiente com temperatura de 22 + 2°C e umidade relativa (UR) do ar

em 50 + 10%, sob ciclo de 12 horas claro-escuro.

4.2. Protocolo Experimental

Os trés lotes de camundongos C57BL/6 foram obtidos consecutivamente, sendo
machos com 6 semanas de idade e fémeas com 4 semanas de idade. Machos e fémeas
passaram por duas semanas de aclimatacdo e adaptacdo, e durante este periodo todas as
fémeas receberam ragdo controle (CO), contendo 30 ppm de zinco. Ap6s este periodo,
as fémeas com 6 semanas de idade foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos
(Figura 1):

CO (controle): doze fémeas de cada lote receberam durante a gestacdo racdo

controle (com 30 ppm de zinco);

ZnD (deficiéncia): doze fémeas de cada lote receberam durante a gestacdo racéo

com deficiéncia de zinco (com 8 ppm de zinco);

ZnS (suplementacdo): doze fémeas de cada lote receberam durante a gestagéo

racao suplementada com zinco (com 45 ppm de zinco);

Camundongos fémeas com 7 semana de idade foram acasaladas com machos
com 10 semanas de idade, sendo 1 macho para cada 2 fémeas/gaiola. Realizou-se a
sincronizacdo de estro nas fémeas, utilizando a interferéncia do feroménio, o qual é

secretado pelas glandulas prepuciais e liberado na urina do macho. Para realizar a

38



sincronizacdo do estro, as fémeas foram expostas a gaiola suja do macho por quatro dias
antes do acasalamento. Posteriormente, as fémeas foram agrupadas com o macho
correspondente aquela gaiola no final da tarde, proximo ao periodo escuro. O
acasalamento foi realizado no periodo escuro e o dia gestacional zero (GDO0) foi
determinado pela presenca do tampao vaginal (sémen solidificado que tampona o canal
vaginal das fémeas) e por ganho de peso, mensurado duas vezes por semana, durante o
periodo gestacional (21-22 dias). Camundongos machos e fémeas foram mantidos
juntos durante 15 dias, com fornecimento de racdo controle (CO), deficiente (DEF) ou
suplementada (SUPL) com zinco.

Apb6s o acasalamento, as fémeas foram individualizadas em gaiolas de
polipropileno com tampas de aco inoxidavel, contendo maravalha previamente
esterilizada, e continuaram a receber racdo CO, DEF ou SUPL com zinco até o término
da gestacéo.

Durante a lactacdo, a prole foi mantida com a mée (aproximadamente, 8
filhotes/mae) em gaiolas de polipropileno com tampas de aco inoxidavel, contendo
maravalha previamente esterilizada, que foi trocada rotineiramente em dias alternados
(1 ninhada/gaiola). Cinco dias ap0s o inicio da lactacdo, a racdo das maes dos grupos
ZnD e ZnS foram modificadas para racdo CO (contendo 30 ppm de Zn). O desmame da
prole foi realizado na quarta semana de idade, tendo sido a prole masculina e feminina
mantidas em gaiolas distintas e com racdo CO.

A prole feminina do primeiro lote foi eutanasiada com 7 semanas de idade e as
amostras de tecidos e sangue destes animais foram destinadas a analise morfoldgica, de
proliferacdo celular e molecular das glandulas mamaérias, bem como concentracdo de
zinco e marcadores de estresse oxidativo. A prole feminina do segundo e terceiro lote
foi submetida ao protocolo de carcinogénese mamaria e eutanasiada na décima sexta

semana apos a ultima dose de DMBA (Figura 6).
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Grupo Gestacao Lactacao Prole Feminina
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Legenda:

B Racio do Grupo CO, contendo 30 ppm de zinco;
Racdo do Grupo Zn D, contendo 8 ppm de zinco;

[l Racdo do Grupo Zn 5, contendo 45 ppm de zinco;

W Racdo CO AIN93M, contendo 35 ppm de zinco;

MPA: Acetato de Medroxiprogesterona, Pfizer®. Unica dose subcutinea de 15 mg/100pL

DMBA: 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene, Sigma®. 4 doses consecutivas de 1mg (1 dose/semana) por
gavagem.

E1l: Eutanasia da prole feminina com 7 semanas de idade.

E2: Eutanasia da prole feminina com 27 semanas de idade.

Figura 6: Desenho Experimental

4.3. Racdes ofertadas durante a fase experimental do estudo

Camundongos fémeas prenhas da linhagem CB57BL/6 dos grupos CO, ZnD e
ZnS foram alimentadas com ragdo formulada com base na AIN-93G (REEVES P.G. et
al., 1993) (Tabela 1) e fornecida pela empresa HARLAN Laboratories (Miami, USA).
Na racdo foi acrescido sulfato de zinco nas concentracdes de 45 ppm para o grupo ZnS,
30 ppm para o grupo CO e 8 ppm para 0 grupo ZnD. As concentracdes de zinco
utilizadas no estudo para o grupo ZnS, CO e ZnD foram 75 %, 50 % e 13 %,
respectivamente, da dose maxima tolerada (60 mg/kg-d) de acordo com JHONSON e
colaboradores (2011). Além disso, a caseina presente na racdo, como fonte de proteina,
foi substituida por clara de ovo soélida, para reduzir o background de zinco presente na
caseina. A prole feminina foi alimentada com ragdo AIN-93G CO (contendo 30 ppm de
zinco) até a 102 semana de idade e, posteriormente, com a ra¢do de manutencdo AIN93-
M (contendo 35 ppm de zinco) (Tabela 2) (REEVES P.G. et al., 1993).
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Tabela 1: Composic¢éo da racdo controle com base na AIN93-G.

Ingredientes g/kg da dieta

(6{0)] DEF SUPL
Amido de Milho 371,576 371,673 371,508
Clara de ovo 218,0 218,0 218,0
Maltodextrina 132,0 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0
Oleo de Soja 70,0 70,0 70,0
Celulose 50,0 50,0 50,0
Mix de Vitamina 12,0 12,0 12,0
Mix de Minerais” 35,0 35,0 35,0
Bitartarato de Colina 2,5 2,5 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,014 0,014 0,014
Biotina 0,004 0,004 0,004
Fosfato de Calcio 8,0 8,0 8,0
Citrato férrico 0,37 0,37 0,37
Carbonato Cuprico 0,004 0,004 0,004
Oxido de Magnésio 0,2 0,2 0,2
Corante Alimentar 0,2 0,2 0,2
Sulfato de Zinco® 0,132 0,035 0,2
Total 1.000

“Mix de Minerais livre de zinco; *A quantidade de sulfato de
zinco foi ajustada para ter 30 mg/kg (CO), 8 mg/kg (DEF) e 45
mg/kg (SUPL) da dieta.

Tabela 2: Composicdo da racdo AIN93-M.

Ingredientes g/kg da dieta
Caseina 140,0
L-Cisteina 1,8
Amido de Milho 465,692
Maltodextrina 155,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 40,0
Celulose 50,0
Mix de Minerais, AIN93-M-MX 35,0
Mix de Vitamina, AIN93-VX 10,0
Bitartarato de Colina 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,008

Total 1.000




4.4 Teste de tolerancia a glicose na prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS

Os testes de tolerancia a glicose foram realizados na prole feminina com 7
semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS com o intuito de avaliar intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina. A prole feminina foi mantida em jejum durante 6 horas.
Apos este periodo foi injetada uma solugédo estéril de solugdo de glicose a 66% (2 g/kg
do peso corporeo do animal) via intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas
com a amputacdo de 1 mm da cauda, nos respectivos tempos, 0, 15, 30, 60, 90 e 120
minutos, ap6s a administracdo da solucao de glicose para mensurar os niveis de glicose

por glicosimetro Accu-check (Roche).

4.5 Eutanasia da prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS

A prole feminina com 7 e 27 semanas de idade dos grupos CO, ZnD, e ZnS foi
eutanasiada ap6s anestesia com isofluorano e o sangue coletado por puncéo cardiaca, e,
separado em plasma e eritrocitos para andlises das concentracBes de zinco e
malondialdeido (MDA). Também foram coletadas amostras da glandula mamaria,
figado, ovério, rins, pulmdo, Utero e coracdo. Todas as amostras de Orgaos e tecidos
foram pesadas a fresco e, posteriormente, determinou-se o peso relativo a partir da
formula: (peso absoluto do 6rgdo ou tecido/peso corporal) x 100. Parte dos tecidos e
orgdos foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e a outra parte fixada em

formol 10 % tamponado, para posteriores analises.

4.6 Avaliacdo da concentracdo de zinco no plasma e eritrécitos da prole

feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS

Para a avaliacdo da concentracdo de zinco foram utilizadas amostras de plasma e
eritrocitos da feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS.
Aproximadamente, 1 mL de sangue total foi separado em plasma e eritrécitos por
centrifugagdo a 3000rpm por 15 minutos a 4°C, acondicionados em microtubos e
armazenados em ultrafreezer (- 80°C). A massa eritrocitaria obtida do sangue total foi
lavada trés vezes com solugdo salina a 0,9%, homogeneizada por inversdo e

centrifugada a 10.000rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. Apos
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as lavagens, a solugéo salina foi aspirada, a massa do eritrocito foi transferida para outro

microtubo e armazenada em ultrafreezer (- 80°C).

4.6.1. Desmineralizacdo de Materiais para Determinacdo de Zinco

Toda a vidraria, plasticos, ponteiras e tubos utilizados para analises de zinco
foram desmineralizados em banho de &cido nitrico a 20% por 12 horas. Em seguida
foram lavados 10 vezes com A&gua destilada livre de minerais, minimizando a

contaminag&o por minerais.

4.6.2. Determinacéo de zinco plasmatico da prole feminina 7 semanas de idade dos
grupos CO, ZnD e ZnS por Espectrofotometria por Absorcdo Atdmica de Chama com
Forno de Grafite (GF-AAS)

A determinacdo da concentracdo de zinco plasmatico foi realizada por GF-AAS,
no Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da USP. Foram
retiradas duas aliquotas de cada amostra do plasma e diluidas 1:4 em solucdo de HNOs3
0,1 % e aspiradas na chama do aparelho. A curva de calibracdo foi preparada com a
utilizagdo de Tritizol® (Merck) diluido em HNOs 0,1 % nas respectivas concentracdes:
0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 mg/L. Os resultados das absorbancias estdo expressos em mg/L.

4.6.3. Determinacdo de zinco nos eritrocitos e no figado da prole feminina 7
semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS por GF-AAS

A determinacdo de zinco nos eritrocitos e no figado foi realizada por GF-AAS,
no Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da USP. Amostras
de eritrocitos e figado foram tratadas com 1mL de solugdo [HNOs 65% (Merck),
perdxido de hidrogénio 30% (Merck) e agua ultrapura (Milli-g®)] incubadas em banho-
maria a 100°C, com agitacdo, por 1 hora. Posteriormente, retirou os tubos do banho-
maria e deixou na bancada até atingir temperatura ambiente. 100 puL das amostras foram
aspiradas em GF-AAS, modelo ZEEnit 60 (Analytic Jena AG), equipado com corretor
de fundo baseado no efeito Zeeman transversal, atomizador recoberto com grafite e
aquecimento transversal, amostrador automatico AS73 para amostragem de solucdes e
amostrador para solidos SSA-62 do mesmo fabricante. A curva de calibracdo foi

preparada com a utilizacdo de Tritizol® (Merck) diluido em HNO3 0,1% nas respectivas
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concentragdes: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 mg/L. Os resultados das absorbancias estdo

expressos em mg/L.

4.7 Andlise da concentracao de malondialdeido no plasma e no figado da prole

feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS

50 pL de plasma e homogenato do figado da prole feminina com 7 semanas de
idade dos grupos CO, ZnD, e ZnS, foram transferidas para um eppendorf de 1,5 mL
contendo 12,5 pL de BHT 0,2% e 6,25 pL de NaOH 10N. As amostras foram aquecidas
em banho a 60°C por 3 minutos. Apos resfriamento no gelo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000rpm a 4°C por 10 minutos. Apds centrifugacdo, 500 pL do
sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf de 2 mL, e adicionou 250 pL de
acido tiobarbitdrico (TBA) 0,6% a cada amostra. Novamente as amostras foram
aquecidas em banho a 95°C por 30 minutos. Apos resfriamento em gelo foi realizada a
extracdo de malondialdeido (MDA) com 750 pL de butanol por 15 segundos em vértex
na velocidade maxima. Apds extracdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000rpm a
4°C por 10 minutos. 650 pL do sobrenadante foi filtrado utilizando-se microfiltro de 13
mm (Millex®, Millipore) e transferido para leitura em HPLC com detector DAD 532
nm, coluna Phenomenex Reverse-phase C18(250 mm x 4,6 mm x 5 pm), fluxo de 1

mL/min. Os resultados sdo expressos em nMol/mL.

4.8 Avaliacdo da morfologia da glandula maméria da prole feminina com 7

semanas dos grupos CO, ZnD e ZnS

Durante a eutanasia da prole feminina com 7 semanas de idade, a glandula
mamaria abdominal esquerda foi retirada, e utilizada para montagem total conforme
descrito por De Assis (2010). Para tanto a glandula mamaria foi espalhada sob uma
lamina e fixada em Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30%, acido acético 10%), durante
a noite. No dia seguinte foram realizadas lavagens de 15 minutos em: etanol 70%,
etanol 50% e etanol 30%. As laminas foram novamente lavadas por 5 minutos em agua
destilada e coradas durante a noite em solucdo carmine (Carmine 0,2% e sulfato de
potassio de aluminio 0,5%). No dia seguinte, as laminas foram lavadas em &gua
destilada para retirar o excesso do corante e, posteriormente, lavadas por 15 minutos

em: etanol 70%, etanol 90%, etanol 95%, e etanol 100%. As laminas foram incubadas
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em Xilol para a dissolucéo do excesso de gordura e entdo montadas com resina (Fisher
Chemical Permount™) e laminula.

Para a analise do potencial de transformacdo maligna realizou-se a contagem
total do nimero de TEBs. Estas foram contadas de acordo com Russo e Russo (1996),
de forma aleatéria e por dois pesquisadores independentes, em microscopio Carl Zeiss
Microlmaging GmbH — 37081. E para analise de crescimento epitelial realizou-se a
medida da distancia a partir do linfonodo ao final da arvore epitelial, e da arvore

epitelial ao final da fat-pad, em mm, conforme descrito por De Assis (2010).

4.9 Andlise de proliferacdo celular na glandula maméria da prole feminina
com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS

A anélise de proliferacdo celular foi realizada na glandula mamaria da prole
feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS, por imunoistoquimica do
Ki-67, no Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu/UNESP. A glandula maméria foi fixada em formol 10 % tamponado, e
incluidas em parafina e seccionadas. Os cortes histoldgicos foram desparifinizados em
xilol, hidratados em sequéncia graduada de alcoois (absoluto, 95% e 70%) e &gua
destilada. Realizou-se a recuperacgéo antigénica dos tecidos com a utilizagdo de tampé&o
citrato 0,1 mM, pH 6,0 a 120°C, em uma panela de pressdo (Dako Cytomation,
Denmark A/S) por 10 minutos.

A inativacdo da peroxidase enddgena foi realizada com perdxido de hidrogénio
(H202) 3% por 10 minutos. Lavou as laminas trés vezes com PBS, por 5 minutos, para
retirar 0 excesso da solugdo de H»O> O bloqueio de proteinas ndo-especificas foi
realizado com leite desnatado (La Serenissima) 3% em PBS por 60 minutos. Os cortes
histoldgicos foram incubados, durante a noite, com anticorpo primario monoclonal anti-
rabbit (Abcam®) diluido 1:50. No outro dia, retirou-se 0 excesso do anticorpo primario
e lavou as laminas 5 vezes com PBS por 5 minutos cada. Apés as lavagens, os cortes
histoldgicos foram incubados com anticorpo secundario biotinylated link universal e
Streptavidin-HRP por 20 minutos a temperatura ambiente, seguido, pelo tratamento
com os reagentes Vectastain ABC (Vector Laboratories, USA) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Os cortes histologicos foram lavados com PBS e marcados com
DAB [3,3"-diaminobenzidine tetrahydrochroride (Sigma-Aldrich, Co, USA)] por 5

minutos. A seguir, as laminas foram lavadas em agua destilada por 3 minutos e contra
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coradas com hematoxilina Harris’s por 45 segundos. Para retirar o excesso, realizou-se
trés lavagens em agua corrente seguida por lavagem com &gua destilada. E entdo,
seguiu-se com a desidratacdo e montagem das laminas com resina (Fisher Chemical
Permount™) e laminulas. O indice de proliferacdo celular foi determinado pelo célculo
da porcentagem de células marcadas positivamente por Ki-67 entre 1000 células por
estrutura (I6bulo ou ducto). As imagens foram avaliadas com o Image J Software (NIH,
USA).

4.10 Apoptose na glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade
dos grupos CO, ZnD e ZnS

Os cortes das glandulas mamarias da prole feminina com 7 semanas de idades dos
grupos CO, ZnD e ZnS foram fixados em formalina tamponada neutra a 10% e corados
com H&E como descrito por Junqueira e Junqueira (1983). Células que apresentaram
retracdo celular com perda de adesdo entre as células adjacentes, condensagdo
citoplasmatica e nuclear, fragmentacdo nuclear e citoplasmatica, e formacéo de corpos
apoptoticos. O indice apoptotico foi determinado pelo célculo da porcentagem de corpos
apoptdticos/1000 células contadas. As imagens foram avaliadas com Image J Software
(NIH, USA).

4.11 Andlise de expressdo génica na glandula mamaria da prole feminina dos
grupos CO, ZnD e ZnS

A expressdo dos genes LMO4, RASSF1, ZNF382, STAT3, e c-MYC foram
avaliadas na glandula mamaéria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos
CO, ZnD e ZnS por PCR em tempo real.

4.11.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido de acordo com as instru¢fes do Kit RNase Lipid Tissue
Mini (Qiagen, USA). 50 mg de tecido foi homogeneizado em QIAzol Lysis e incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, adicionou 200 pL de cloroformio e
homogeneizou por 15 segundos. As amostras foram incubadas por 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugou-se a 12.000rpm, por 15 minutos, a 4°C. Nesta fase,

o0 homogenato foi separado em fase aquosa e organica. A fase aquosa foi transferida
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para outro tubo cuidadosamente para evitar contaminagdo com a interfase de proteinas e
DNA. E 1 mL de etanol 70% gelado foi adicionado para uma melhor ligacao.
Posteriormente, 700 pL da amostra foi transferido para a coluna RNasy Mini spin com
um tubo coletor de 2 mL, e centrifugou a 8000rpm por 15 segundos a temperatura
ambiente. O RNA total ligou-se a membrana, o fenol e outros contaminantes foram
descartados. Adicionou-se 700 pL de tampd&o RW1 a coluna RNasy e centrifugou a
8000 g por 15 segundos a temperatura ambiente. O volume contido no tubo coletor foi
descartado. Acrescentou-se 500 puL de tampdo RPE, centrifugou a 8000g por 15
segundos e o volume contido no tubo coletor foi descartado. Acrescentou 500 pL de
tampdo RPE e centrifugou por 2 minutos. Para retirar o excesso do tampéo da
membrana transferiu-se a coluna para um novo tubo coletor de 2 mL, e centrifugou a
velocidade méxima por 1 minuto. Transferiu a coluna RNasy para um novo tubo de 1,5
mL e o RNA foi eluido com 40 pL de agua RNase-Free.

A concentracdo, integridade e pureza do RNA total extraido das amostras foram
verificadas em espectrofotdmetro, no aparelho NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific,
USA). Adotou-se como valor ideal de pureza do RNA, uma razdo a partir de 2.0 entre

as absorbancias de 260 e 280 nandémetros (nm) medidas no aparelho.

4.11.2 Conversdo do RNA para cDNA pela enzima transcriptase reversa

A transcricdo reversa foi realizada a partir de 1 pg mRNA de acordo com as
instrucdes do Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
USA). Em tubos de 200 uL foram adicionados amostra de RNA, 2ulL de RT Buffer
10X, 0,8 uL de dNTP Mix (100 mM), 2 uL de Randon Primers 10X, 1 pL
Multiscribe™ Reverse Transcriptase e 4,2 UL de agua Nuclease-free. As amostras
foram levadas ao termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemanha) e
submetidas a quatro ciclos: (1) 25°C por 10 minutos, (2) 37°C por 120 minutos, (3) 85°C
por 5 minutos, (4) 4°C « e entdo armazenadas a - 20°C apds o término dos ciclos da

reacao.

4.11.3 Amplificacdo dos genes LMO4, RASSF1, ZPF382, STAT3 e c-MYC por
gRT-PCR

A quantificacdo da expressdo dos genes LMO4, RASSF1, ZNF382, STATS3, c-

MY C e GAPDH (controle enddgeno) foi realizada por PCR em tempo real, utilizando o
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sistema de amplificacdo TagMan (Applied Biosystems, USA), no Nucleo de Terapia
Celular e Molecular (NUCEL)/1Q-USP. Foram selecionadas sondas marcadas com
fluor6foro FAM para todos os genes de acordo com os “assays” disponibilizados pela

Applied Biosystems (Tabela 3).

Tabela 3: Sondas utilizadas nas analises
de amplificacdo dos genes por PCR em
tempo real

Gene Assay ID

GAPDH Mm99999915 g1

c-MYC Mmo00451074_m1l
LMO4  MmO00495373_m1l
RASSF1 Mm00451074_m1
STAT3 MmO01219775_ml
ZPF382 Mm01176397_m1l

As reacOes foram realizadas em placas de 384 pocos — Well Clear Optical
Reaction Plate, with Barcode (Applied Biosystems, USA). Acrescentou-se 2 uL de
cDNA diluido (1:19) e 8 uL do mix por pogo. O mix continha 5 uL de TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystem, USA), 1uL do Assay, e 1uL de &gua
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water por amostra de cDNA diluido.
Posteriormente, as placas foram cobertas com selante Optico - MicroAmp® Optical
Adhesive Film (Applied Biosystem, USA) e centrifugadas a 600rpm por 40 segundos.

As reacOes foram realizadas em duplicata por amostra. Ap6s o preparo da placa a
reacdo de PCR foi realizada em termociclador Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time
PCR System com dois ciclos iniciais: 1° ciclo de 2 minutos a 50°C e 2° ciclo de 10
minutos a 95°C. Na etapa de amplificacdo, as amostras foram submetidas a 50 ciclos de
15 segundos a 95°C (desnaturacéo), e 1 minuto a 60°C (hibridizacdo e extenséo). O
sinal de fluorescéncia captada pelo programa ViiA™ 7software (Applied Biosystems,
EUA) gerou parametros de ciclo, denominado ciclo treshold (Ct), que € o nivel de
fluorescéncia onde a reacgdo foi detectada em fase exponencial. Para cada amostra de

cDNA, respectiva de cada gene, o Ct foi registrado e comparado com o Ct do gene da

48



gliceraldeido desidrogenase-3 fosfatase (GAPDH), o qual foi utilizado como controle
endogeno. Os valores de Ct obtidos nos ensaios foram utilizados para determinar a
expressdo relativa de mRNA de cada gene alvo em relacdo a expressdo do GAPDH
(controle endodgeno) através da relagdo Delta Ct (ACt): ACt = (Ct gene alvo - Ct
controle endogeno). Para verificar se houve variacdo da expressao dos genes, listados na
tabela 3, na glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos
ZnD e ZnS em relagdo ao grupo CO os dados foram normalizados de acordo com o
parametro Delta Delta Ct (AAt): AACt= (ACt Zn - ACt CO). E por tltimo, os resultados

foram transformados em escala logaritmica (2AACY).

4.12 Analise da expressdo das proteinas p21 e p53 na glandula maméria da

prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS

A expressdo das proteinas p21 e p53 foi avaliada na glandula maméria toracica da
prole feminina com 7 semana de idade por Western Blot. A proteina total foi extraida do
tecido mamario com tampao [cloreto de sddio (150 mM); NP-40 1,0%; Tris (50 mM)
pH 8,0; fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) (1 mM) ]. As amostras foram incubadas
em agitacdo a 4°C por 2 horas, centrifugado a 12 000rpm a 4°C por 20 minutos e a
proteina total foi coletada do sobrenadante. A concentracdo da proteina total foi
determinada por Bradford Assay (Bio-Rad, USA). As amostras quantificadas (50 ug)
foram submetidas ao fracionamento em gel vertical contendo 4-15% [Mini-Protean
TGX (Bio-Rad, USA) ]de poliacrilamida-SDS, a uma voltagem constante de 100V por
2 horas. As proteinas fracionadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
usando o Trans-Blot® Turbo Transfer System (Bio-Rad, USA) e bloqueadas com
reagentes detergents and blocking® (Bio-Rad) por 1 hora a temperatura ambiente. As
membranas foram incubadas com anticorpo primério anti-p21 e anti-p53 (Santa Cruz
Biotecnologia, USA) diluidos 1:1000 durante a noite a 4°C. Apo0s diversas lavagens com
PBST [PBS com 10% de Tween-20 (Sigma, USA) ], a membrana foi incubada com
anticorpo secundario, anti-lgG, conjugado a peroxidase (GE Healthcare Life Sciences)
diluido 1:10 000 por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram reveladas
por método de quimiluminescéncia com a utilizacdo do Kit ECL Plus® (GE Healthcare
Life Sciences). A densidade Optica das bandas foram quantificadas com a utilizacéo do

software Quantity-one (Bio-Rad, USA) e normalizadas pela expressao da -actina.
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4.13 Avaliacdo do padréo de trimetilacdo de histonas na glandula mamaria da

prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS por IHC

Avaliacdo do padrdo de trimentilacdo da histona H3K9, H3K27 e H4K20 foi
realizada na glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos
CO, ZnD e ZnS, por imunoistoquimica. A glandula maméria foi fixada em formol 10%
tamponado, e incluidas em parafina e seccionadas. Os cortes histoldgicos foram
desparifinizados em xilol, hidratados em sequéncia graduada de alcoois (absoluto, 95%
e 70%) e &gua destilada. Realizou-se a recuperacdo antigénica dos tecidos com a
utilizacdo de tampdo Tris-EDTA, pH 6,0 a 120°C, em panela de pressdo (Dako
Cytomation, Denmark A/S) por 10 minutos. As laminas foram lavadas trés vezes com
PBS, por 5 minutos, para retirar o excesso do tampao e incubou as laminas em HCL 2N
a 60°C por 30 minutos.

A inativacdo da peroxidase enddgena foi realizada com peroxido de hidrogénio
(H202) 3% por 10 minutos. Para inibicdo da marcagéo de sitios inespecificos, os cortes
histoldgicos foram bloqueados com leite desnatado (Molico®, Nestlé) 3% em PBS por
1 hora. Os cortes histoldgicos foram incubados durante uma noite com anticorpo
primario monoclonal anti-H3K9, anti-H3K27 e anti-H4K20 (cell signaling®) diluido
1:50 em BSA. Apo6s diversas lavagens, os cortes histologicos foram incubados com
anticorpo secundario anti-lgG conjugado a peroxidase (GE Healthcare Life Sciences),
diluido 1:200 em BSA, por 1 hora a temperatura ambiente.

Apos diversas lavagens com PBS, os cortes histologicos foram marcados com
DAB [3,3 -diaminobenzidine tetrahydrochroride (Sigma-Aldrich, Co, USA) ] e, em
seguida contra corados com hematoxilina Harris’s.

As laminas foram analisadas com a utilizagdo do software Image J. (NIH, EUA).
E a densidade dptica integrada (I0OD = marcacdo do anticorpo, que reflete o nivel de
expressao de histonas presente em cada célula) de 1000 células marcadas (l6bulo e

ducto) foi medida.
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4.14 Inducdo da carcinogénese mamaria na prole feminina dos grupo CO, ZnD
e ZnS

A inducdo da carcinogénese foi realizada em fémeas com 7 semanas de idade dos
grupos CO, ZnD e ZnS. Camundongos fémeas receberam uma Unica dose 15 mg/100
ML de acetato de medroxiprogesterona por injecdo subcuténea, seguida por 4 doses via
intragéstrica, por gavagem, (1 dose/semana) 1 mg de DMBA (Sigma, EUA), dissolvido
em 0leo de milho. O procedimento foi realizado com o auxilio de agulha de gavagem de
aco inox, curva 22 GA, com canula de didametro 1,0 mm, esfera de 1,7 mm e
comprimento 31 mm (CIENCOR®).

Trés semanas apos a Ultima dose de DMBA todos os animais foram apalpados 2
vezes por semana para registrar a presenca, localizacéo, tamanho e data de deteccdo de
todas as neoplasias mamarias (WHITSETT et al., 2006). Foram analisados nos animais
0s seguintes parametros: laténcia de aparecimento de neoplasias mamarias; incidéncia
de neoplasias mamaérias (nUmero de animais com neoplasias/nimero total de animais);
multiplicidade de neoplasias mamarias (nimero de neoplasias/animal); volume das
neoplasias mensuradas com auxilio de um paquimetro digital (Fisher scientific) e
calculado pela seguinte formula: [1/6 n (ABC)] onde A, B e C correspondem,
respectivamente, ao comprimento, largura e altura da neoplasia (ASSIS et al., 2006). A
prole feminina induzida a carcinogénese mamaria (segundo lote de animais) foi
eutanasiada apd6s 16 semanas da administracdo da ultima dose de DMBA.
Camundongos que apresentaram aspecto moribundo ou com tumor maior que 10 % do
peso corporal foram eutanasiados antes da data prevista (HILAKIVI-CLARKE, et al.,
1997; ASSIS et al., 2006; ASSIS et al., 2011). Apoés a eutanasia, as glandulas e
neoplasias mamarias foram retiradas e lavadas em solucdo salina a 0,9%. Parte do
material foi fixada em formol tamponado 10% e o restante congelado em nitrogénio
liquido e armazenado em ultrafreezer (- 80°C) para posteriores analises.
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4.15 Analise histopatologica das neoplasias mamarias da prole feminina dos

grupos CO, ZnD e ZnS por meio de coloragdo por H&E

Os cortes das neoplasias mamarias foram fixados em formalina tamponada neutra
a 10% e corados com hematoxilina e eosina (H&E) como descrito por Junqueira e
Junqueira (1983). As neoplasias mamarias foram analisadas por Patologista da
Universidade Estadual de S&o Paulo.

4.16 Anaélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de distribuicdo normal (teste de
Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variancias (teste de Levene e Brown-Forsythe).
Quando atendidos esses requisitos foi aplicado o teste ANOVA com poés-teste de
Duncan. Quando ndo foi observada distribuicdo normal aplicou-se o teste Kruskall-
Wallis. Para andlise de incidéncia dos tumores utilizou-se o teste de Kaplan-Meier,
seguido de Long Rank Test, e, para ingestdo caldrica e teste de tolerancia a glicose
utilizou-se ANOVA de medidas repetidas. Os resultados estdo expressos em média +
desvio padrdo, e considerou-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Utilizou-se 0
programa STATISTICA 8.0 (StatSoft).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo

gestacional

O consumo de racdo experimental de fémeas dos grupos CO, ZnD e ZnS foi
controlado durante o periodo gestacional. O consumo foi calculado em energia,
considerando-se a densidade energética da racdo (3,7 Kcal/g) especificada em laudo
fornecido pela empresa HARLAN Laboratories (Miami — USA). Sem diferenca
estatisticamente  (p>0,05) significante entre os grupos CO, ZnD e ZnS durante o

periodo gestacional (Figura 7).
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Figura 7: Ingestdo caldrica (Kcal) diaria das fémeas dos grupos CO
(n=23), ZnD (n=26) e ZnS (n=23) durante o periodo gestacional. Os
valores estdo representados em média + desvio padrdo. Sem diferenca
(p>0,05) entre os grupos CO, ZnD e ZnS de acordo com ANOVA de
medidas repetidas.

5.2. Estimativa da ingestéo diaria de zinco de fémeas dos grupos CO, ZnD e ZnS

Considerando a concentracdo de zinco em cada racdo, especificada em laudo
fornecido pela empresa HARLAN Laboratories (Miami - USA), realizou-se uma

estimativa do consumo médio de zinco por fémeas dos grupos CO, ZnD e ZnS (Figura
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8). Em relagdo as fémeas do grupo CO, as dos grupos ZnD e ZnS consumiram 3,4

menos e 1,5 mais zinco (p<0,05), respectivamente.
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Figura 8: Estimativa do consumo diario de zinco de fémeas dos grupos CO
(n=23), ZnD (n=26) e ZnS (n=23). Os valores estdo representados em média
+ desvio padréo. 2Diferenca (p<0,05) significativa em relagdo ao grupo CO
de acordo com ANOVA de medidas repetidas.

5.3 Efeito da deficiéncia ou suplementacédo com zinco em variaveis gestacionais

Em relacdo ao desempenho reprodutivo de fémeas dos grupos CO, ZnD e ZnS
observou-se fecundidade em torno de 70%. N&o houve diferenga estatisticamente
(p>0,05) significante no ganho de peso (peso final — peso inicial) das fémeas dos grupos
CO, ZnD e ZnS durante o periodo gestacional. Além disso, fémeas dos grupos CO, ZnD
e ZnS tiveram periodo gestacional dentro do periodo experado (entre 20-22 dias). A
prole do grupo CO apresentou indice de mortalidade de 6 e 8 vezes maior em relacéo a
prole do grupo ZnD e ZnS, respecticvamente. O numero de filhotes/m&e, nimero de
prole feminina e peso no desmame da prole feminina ndo foi estatisticamente (p>0,05)

diferente entre os grupos experimentais (Tabela 4).
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Tabela 4: Variaveis do nascimento da prole e desmame dos grupos CO, ZnD e

ZnSt2,

Variaveis Grupos Experimentais

cO ZnD ZnS

Ganho de peso no periodo gestacional (g) 12428 13,1+2,6 14,1 +3.0

Indice de Fertilidade 61 72 67
Indice de mortalidade 10 4 248
Numero de filhotes/ninhada 5,720 5,6 2,1 596+19
Numero de Fémeas 2,5+19 2,6x1,1 32+20
Peso no desmame da prole feminina (g) 1023 +£1,1 103+£1,08 10,6+1,11

10s dados apresentados foram obtidos de 16, 17 e 18 fémeas dos grupos CO, ZnD e ZnS,
respectivamente. Os valores estdo apresentados como média *+ desvio padrdo. 2Quatro
fémeas do grupo CO foram eutanasiadas no inicio do protocolo experimental pela presenca
de anomalias congénitas (2 fémeas com hidrocefalia e 2 fémeas com crescimento
exagerado do dente incisivo superior). ?Diferenga estatisticamente (p<0,05) significante em

relacdo ao grupo CO de acordo com o teste de Exato de Fisher.
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5.4 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo

gestacional em varidveis da prole feminina com 7 semanas de idade

5.4.1 Ingestdo caldrica da prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS

N&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante em relacdo a

ingestdo calorica da prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS (Figura 9).
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Figura 9: Consumo cal6rico da prole feminina dos grupos CO

(n=14), ZnD (n=11) e ZnS (n=18). Os valores estdo representados em

média * desvio padrdo. Sem diferenga (p>0,05) entre os grupos CO,

ZnD e ZnS de acordo com ANOVA de medidas repetidas.

5.4.2 Estimativa da ingestdo diaria de zinco da prole feminina dos grupos CO,

ZnD e ZnS.

Considerando a concentracdo de zinco na racdo controle (AIN93-G),

especificada em laudo fornecido pela empresa HARLAN Laboratories (Miami - USA),

realizou-se uma estimativa do consumo médio de zinco pela prole feminina dos grupos

CO, ZnD e ZnS. Nao houve diferenca estatisticamente (p>0,05) significante entre os

grupos experimentais (Figura 10).
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Figura 10: Estimativa do consumo diario de zinco da prole
feminina dos grupos CO (n=14), ZnD (n=11) e ZnS (n=18). Os
valores estdo representados em média + desvio padrdo. Sem
diferenca estatisticamente (p>0,05) significante de acordo com
ANOVA de medidas repetidas.

5.4.3 Curva glicémica da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO,

ZnD e ZnS

Né&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante em relacdo aos

niveis glicémicos da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e
ZnS (Figura 11).

-®- CO
300 ZnD

-&- ZnS

Concentragé
S
1

io de glicose
dL)
N
@ D
L T
%
)
4
'1
ll
’
it
i
:
;
—H

T 1

T
0 30 60 90 120
Tempo (minutos)

Figura 11: Curva glicémica da prole feminina com 7 semanas de
idade dos grupos CO, ZnD e ZnS. Os valores estdo expressos em
média *+ desvio padrdo (11 animais/grupo). Sem diferenca
(p>0,05) entre os grupos CO, ZnD e ZnS de acordo com ANOVA

de medidas repetidas.
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5.4.4 Peso relativo de 6érgdos da prole feminina com 7 semanas de idade dos
grupos CO, ZnD e ZnS

N&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante no peso
relativos dos 6rgdos da prole feminina com 7 semanas dos grupos CO, ZnD e ZnS
(Tabela 5).

Tabela 5: Peso relativo de 6rgaos da prole feminina com 7

semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS.

Varidveis Grupos
CcO ZnD ZnS
Figado 391+£0,55 3,82+0,49 4,28+091
Rim 1,17£0,39 1,23 £0,33 1,04 £0,55

Ovirio/Utero 043+£0,18 037+0,2 0,36+0,22

Os dados foram obtidos de 14, 11 e 18 animais dos grupos CO,
ZnD e ZnS, respectivamente. Os valores estdo representados em
média * desvio padrdo. Sem diferenca (p>0,05) entre 0s grupos
experimentais de acordo com o teste de Kruskal-wallis.

5.4.4 Avaliacdo do peso corporal, concentracdo de zinco e MDA no plasma,

eritrocitos e figado da prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS

Ndo se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante quanto ao
ganho de peso corporal e concentracdo de zinco plasmatica entre os grupos CO, ZnD e
ZnS. Em relagéo a prole feminina dos grupos CO e ZnS, a do grupo ZnD apresentou
menor (p=0,006) concentracdo de zinco nos eritrocitos. Ndo se observou diferenca
estatisticamente (p>0,05) significante entre os grupos CO e ZnS em relacdo a esta
variavel. Em relacédo a prole feminina dos grupos CO e ZnD, a do grupo ZnS apresentou
maior (p=0,02) concentragdo de zinco no lobulo lateral esquerdo do figado. N&o se
observou diferenga estatisticamente (p>0,05) entre os grupos CO e ZnD. Além disso,
observou-se que a prole feminina do grupo ZnD apresentou aumento marginal
(p=0,078) e significativo (p<0,05) na concentracdo de MDA no plasma e no figado,
respectivamente, em relacdo aos grupos CO e ZnS (Tabela 6).
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Tabela 6: Ganho de peso, concentracdo de zinco no plasma, eritrécitos e figado da

prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS.

Varidveis Grupos Experimentais

co ZnD ZnS

Prole Feminina com 7 semanas de idade

Peso corporal (kg) 13,39+ 2,1 13,17+ 2,68 12,99+2,62
Concentracao de zinco plasmatica (ug/mL) 1,59+0,8 1,38+ 0,65 1,24 = 0,37
Concentracao de zinco eritrocitaria (ug/mL) 7,52 +2,8 4,42+ 1972  8,77+2721
Concentracao de zinco hepatica (ng/g) 509+7.0 48,82 +2.8 58,43 £6,7b
mg MDA/L plasma 1,74+ 0,13 1,95+ 0,33¢ 1,56 +0,27
mmol MDA/ug de proteina no figado 37.85+£21,9 7536=+15,62 3537+15,7

Os dados apresentados foram obtidos de 5 fémeas/grupo. Os valores estdo apresentados em
média + desvio padrdo. ®Diferenca estatisticamente (p<0,05) significante em relagdo aos
grupos CO e ZnS de acordo com o teste Kruskal-wallis. PDiferenca estatisticamente
(p=0,072) marginal e (p=0,033) significante em relacdo aos grupos CO e ZnD,
respectivamente. ‘Diferenca (p=0,078) marginal em relacdo aos grupo ZnS de acordo com
Anova seguida do teste de Duncan.

5.5. Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional no desenvolvimento da glandula mamaria da prole feminina com 7

semanas de idade

Analise da morfologia da glandula mamaria e do crescimento da arvore epitelial
pode ser utilizada para predizer alteracbes no desenvolvimento da glandula mamaria no
inicio da vida que, posteriormente, podem alterar o risco ao desenvolvimento do cancer
de mama. Observou-se que a prole feminina do grupo ZnD apresentou menor (p<0,05)
namero de TEBs em relacdo aos grupos CO e ZnS. Em relacédo a prole feminina com 7
semanas de idade do grupo CO, a do grupo ZnS apresentou menor (p<0,05) numero de
TEBs (Figuras 12A-12C). Nao houve diferenca (p>0,05) em relacdo a elongacdo do

epitélio mamario entre a prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS (Figura 12D).
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Figura 12: Morfologia da glandula mamaria. Fotomicrografia
representativa das TEBs [(A e B), 40x]; C) Numero de TEBs; D)
Elongacdo do epitélio mamario (distancia, em centimetros, a partir do
linfonodo até o final da arvore epitelial) da prole feminina com 7
semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS (5 animais/grupo). Os
dados estdo expressos em média + desvio padrdo. 2Diferenga
estatisticamente (p=0,0033) significante em relacdo aos grupos CO e
ZnD. "Diferenca estatisticamente (p=0,0001) significante em relagdo
aos grupos CO e ZnS de acordo com ANOVA com pds-teste de

Duncan.

5.6 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional na proliferacdo celular e expressdo da proteina p21 na glandula

mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade

Observou-se maior (p<0,05) numero de células proliferando no ducto e Iébulo
mamario da prole feminina com 7 semanas de idade do grupo ZnS em relagdo aos
grupos CO e ZnD (Figura 13A-13B). Além disso, observou-se um aumento (p=0,06)
marginal na expressao da proteina p21 em relagdo ao grupo CO (Figura 13C-13D).
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Figura 13: Anélise da expressdo de Ki67 por imunoistoquimica e p21 por western
blot. Fotomicrografia (40x) da marcacdo com Ki67 (A) e quantificacdo da
proliferacdo celular (B) na glandula maméaria da prole feminina com 7 semanas de
idade dos grupos CO, ZnD e ZnS (n=5 animais/grupo). Os dados estdo representados
em média + desvio padrdo. 2Diferenca estatisticamente (p<0,05) significante em
relacdo aos grupos CO e ZnD de acordo com ANOVA seguido do teste de Duncan.
Anélise de western blot (C) e quantificagdo (D) da expressdo da proteina p21 na
glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD e
ZnS. PDiferenca (p=0,06) marginal em relacdo ao grupo CO de acordo com o teste
Student’s.

5.7 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional na apoptose e expressao da proteina p53 na glandula mamaria da prole
feminina com 7 semanas de idade

Observou-se maior frequéncia de morte celular (p<0,05) no ducto e I6bulo
mamario da prole feminina com 7 semanas de idade do grupo ZnS em relacdo aos
grupos CO e ZnD. Nao se observou diferenca estatiscamente (p>0,05) significante entre
0s grupos CO e ZnD quanto a esses parametros (14A-14B). Além disso, observou-se
aumento da expressdo da proteina p53 na glandula mamaria da prole feminina com 7

semanas do grupo ZnS em relacdo ao ZnD (Figura 14C-14D).
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Figura 14: Andlise de apoptose e expressdo da proteina p53 por western blot.
Fotomicrografia (40x) coloragdo de H&E (A) e quantificacdo de apoptose (B) na
glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD
e ZnS. Os dados estdo expressos como média * desvio padrdo (n=5 animais/grupo).
Diferenca estatisticamente (p<0,05) significante em rela¢ao aos grupos CO e ZnD.
Anélise de western blot (C) e quantificagdo (D) da expressdo da proteina p53 na
glandula mamaéria da prole feminina com 7 semanas de idade dos grupos CO, ZnD
e ZnS. "Diferenca estatisticamente (p<0,05) significante em relacdo ao grupo ZnD
de acordo com ANOVA seguido do teste Duncan.

5.8 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional na expressdo de genes na glandula mamaria da prole feminina com 7

semanas de idade

Observou-se aumento (p<0,05) significativo e (p=0,08) marginal na expressdo
relativa dos genes supressores de tumores RASSF1 (Figura 15A) e ZNF382 (Figura
15B), e, do ativador transcricional STAT3 (Figura 15C), respectivamente, na glandula
mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade do grupo ZnS em relacéo a prole do

grupo ZnD. Observou-se aumento (p=0,077) marginal na expressao relativa do gene c-
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Myc (Figura 15D) e LMO4 (Figura 15E) na glandula mamaria da prole feminina do

grupo ZnD em relagéo ao CO.
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Figura 15: Niveis de mRNA de (A) RASSF1, (B) ZNF382, (C)
STATS3, (D) ¢c-MYC, (E) LMO4 na glandula mamaria da prole
feminina com 7 semanas de idade. Os dados estdo expressos
como média = desvio padrdo (n=5 animais/grupo). 2Diferenca
estatisticamente (p=0,04) significante e (p=0,08) marginal em
relagdo aos grupos ZnD e CO, respectivamente. °Diferenca
estatisticamente (p=0,02) significante em relacdo ao grupo ZnD.
Diferenga (p=0,077) marginal em relag&o ao grupo CO de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Duncan.

5.9 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional na expressdo de histonas na glandula maméria da prole feminina com

7 semanas de idade

Observou-se aumento significativo (p<0,05) e marginal (p=0,06) na expressdo
da histona H3K9me3 no Iébulo da glandula mamaria da prole feminina do grupo ZnD
em relacdo aos grupos CO e ZnS, respectivamente (Figura 16). Além disso, observou

que o grupo ZnD apresentou aumento (p<0,05) da expressdo da H3K9me3 no ducto da
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glandula mamaria da prole feminina com 7 semanas de idade em relacdo aos grupos CO
e ZnS.
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Il Ducto [ Loébulo

Figura 16: Andlise da expressdo da histona H3K9me3 por imunoistoquimica.
Fotomicrografia (40x) da marcacdo (A) e quantificacdo (B) da expressdo da
H3K9me3 na glandula maméria da prole feminina com 7 semanas de idade
dos grupos CO, ZnD e ZnS. Os dados estdo expressos como media + desvio

padrdo (n=5 animais/grupo).

A prole feminina com 7 semanas de idade do grupo ZnD apresentou aumento
marginal (p=0,086) e significativo (p<0,05) na expressdo da H4K20me3 no ducto e
I6bulo da glandula mamaria, respectivamente, em relacdo aos grupos CO e ZnS (Figura
18). N&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante na expressdo da
H3K9 e H4K20 entre os grupos CO e ZnS e, sem diferenca (p>0,05) na expressdo da
H3K27me3 (Figura 17) entre 0s grupos experimentais.
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Figura 17: Andlise da expressio da histona H3K27me3 por
imunoistoquimica. Fotomicrografia (40x) da marcacéo (A) e quantificagdo (B)
da expressdo da H3K27me3 na glandula mamaria da prole feminina com 7
semanas de idade dos grupos CO, ZnD e ZnS. Os dados estdo expressos como
média * desvio padrdo (n=5 animais/grupo).
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Figura 18: Analise da expressdo da histona H4K20me3 por imunoistoquimica.
Fotomicrografia (40x) da marcagdo (A) e quantificacdo (B) da expressdo da
H4K20me3 na glandula maméria da prole feminina com 7 semanas de idade dos
grupos CO, ZnD e ZnS. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo

(n=5 animais/grupo).

5.10 Efeito da deficiéncia ou suplementacdo com zinco durante o periodo
gestacional na carcinogénese mamaria quimicamente induzida na prole feminina
dos grupos CO, ZnD e ZnS

N&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante na incidéncia
de neoplasias mamarias entre 0s grupos CO, ZnD e ZnS de acordo com o teste Log-rank
(Figura 18). Entretanto, observou-se que a prole feminina do grupo ZnS apresentou
maior incidéncia final (p=0,006) de neoplasias mamarias em relacdo aos grupos CO e
ZnD [apresentaram um percentual de 61, 64 e 87 nos grupos CO, ZnD e ZnS,

respectivamente].
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Figura 19: Incidéncia da prole feminina com neoplasias mamarias dos grupos CO
(n=31 animais/grupo), ZnD (n=31 animais/grupo) e ZnS (n=33 animais/grupo).
Curva de Kaplan-Meier: Sem diferenca estatisticamente (p>0,05) significante entre

0s grupos CO, ZnD e ZnS de acordo com o teste Log-rank.

N&o se observou diferenca estatisticamente (p>0,05) significante em relacdo a
multiplicidade [o nimero de tumores/nimero total de ratos por grupo (apresentaram
valores médios entre 1,3 - 1,8 nos grupos CO, ZnD e ZnS) ], laténcia do primeiro tumor
[tempo de aparecimento do primeiro tumor (tempo médio observado foi de 13 - 14,5
semanas nos grupos CO, ZnD e ZnS) ]. Observou-se que a prole feminina do grupo ZnS
apresentou menor e maior (p<0,05) frequéncia de neoplasias com pesos menores (pPesos
compreendidos entre 0,1 — 0,3 g) e maiores (peso maior que 0,6 g), respectivamente
(Tabela 7).
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Tabela 7: Laténcia, multiplicidade e tamanho das neoplasias mamarias da prole

feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS.

Varidveis Grupos Experimentais

coO ZnD ZnS
Numero total da prole feminina 31 31 33
Laténcia do primeiro tumor (semanas) 12,42+3,1 10,63£2,7 10,43£3,3
Multiplicidade (nimero/animal) 1,42+0,67 1,58+0,79 1,90+0,87
Peso da neoplasia (%)
0,01-03¢g 59 44 302
0,3-06¢g 14 17 18
>0,60g 27 390 52

Os valores estdo representados em média + desvio padrdo. 2Diferenca estatisticamente (p<0,05)
significante em relacdo aos grupos CO e ZnD. PDiferenca estatisticamente (p<0,05) significante
em relagéo ao grupo CO de acordo com o teste Exato de Fisher.

Analise histopatoldgica demonstrou que as neoplasias mamarias foram,
predominantemente, malignas nos grupos CO, ZnD e ZnS, e, classificadas como
adenocarcinoma (tipo A, B e C), adenoacantoma e carcinossarcoma (Figura 20).
Observou-se que a prole feminina dos grupos ZnS e ZnD apresentaram maior (p<0,05)
namero de adenocarcinomas do tipo A, sem diferenca (p>0,05) entre 0s grupos ZnD e
ZnS. Além disso, observou-se que a prole feminina do grupo ZnS apresentou menor
(p<0,05) namero de adenocarcinomas do tipo B em relacdo ao grupo ZnD, e, uma
diferenca marginal (p=0,09) nos grupos CO e ZnD em relacdo aos grupos CO.
Observou-se que a prole feminina do grupo ZnD apresentou menor (p<0,05) nimero de
carcinossarcoma em relacdo aos grupos CO e ZnS, sem diferenca (p>0,05) entre os
grupos CO e ZnS (Tabela 8).
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Figura 20: Fotomicrografias representativas dos tipos histolégicos das neoplasias
mamadrias da prole feminina dos grupos CO, ZnD e ZnS: A) Adenocarcinoma tipo A; B)

Adenocarcinoma tipo B; C) Adenocarcinoma tipo C; D) Adenoacantoma; E)

Carcinossarcoma coradas com H&E (10x).
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Tabela 8: Histopatologia das neoplasias mamarias da prole feminina dos grupos CO,

ZnD e ZnS

Varidaveis

Grupos Experimentais

Niuimero total de neoplasias
Benignos

Malignos

Tipos histologicos (%)
Adenocarcinoma Tipo A
Adenocarcinoma Tipo B
Adenocarcinoma Tipo C
Adenoacantoma

Carcinossarcoma

co ZnD ZnS
31 35 40
1 - -
29 34 40
5 15¢ 17°
21 30 b 120
11 11 17
42 37 33
21 7° 21

Os valores estdo representados em médiatdesvio padrdo. ®Diferenca estatisticamente (p<0,05)

significante em relacdo aos grupos CO e ZnD. PDiferenca estatisticamente (p<0,05) significante
em relagédo ao grupo CO. “Diferenca marginal (p=0,063) e estatisticamente (p<0,05) significante

em relagéo aos grupos CO e ZnS, respectivamente, de acordo com o teste Exato de Fisher.
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6. DISCUSSAO

O risco de desenvolver cancer de mama pode ser modificado ainda no ambiente
intrauterino por fatores nutricionais maternos. Estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a exposicao in utero a racao hiperlipidica a base de banha
de porco diminuiu a suscetibilidade de desenvolvimento do cancer de mama na vida
adulta (DE OLIVEIRA ANDRADE F. et al., 2014). No presente estudo, observou-se
que a prole feminina exposta a deficiéncia com zinco no periodo intrauterino apresentou
diminuicdo dos niveis de zinco nos eritrdcitos e aumento da concentragdo de MDA em
amostras de plasma e figado, no periodo da puberdade. Ainda, observou-se diminuicao
do numero de TEBs e aumento marginal da expressao dos genes c-MYC e LMO4 na
glandula mamaria. Além disso, a exposicdo a deficiéncia com zinco no periodo
intrauterino, mas nédo a suplementagdo, modulou a expressdo das histonas H3K9me3 e
H4K20me3 na glandula maméria da prole feminina com 7 semanas de idade. Porém, ao
contrario do esperado, ndo se observou diferenca em relacdo a todos os parametros da
carcinogénese mamaria na prole feminina exposta a deficiéncia com zinco in utero. Por
outro lado, observou-se que a exposi¢do a suplementagdo com zinco in utero diminuiu o
indice de mortalidade no periodo pés-natal. Na puberdade, observou-se que a prole
feminina exposta in utero a suplementacdo com zinco apresentou aumento na
concentracdo de zinco no figado. Observou-se modificacdes na morfologia da glandula
mamaria da prole exposta in utero a suplementacdo com zinco como diminui¢do do
namero de TEBs, e aumento de proliferacdo (Ki67) e apoptose, bem como, da expressdo
da proteina p21 e p53 e dos genes RASSF1, STAT3 e ZNF382. Exposi¢do in utero a
suplementacdo com zinco aumentou a susceptibilidade de desenvolvimento do cancer
de mama na vida adulta. Contudo, pardmetros da carcinogénese mamaria como
multiplicidade de tumores e laténcia de aparecimento do primeiro tumor ndo foram
modificados. Em conjunto com a incidéncia de neoplasias mamarias, a prole feminina
exposta a suplementacdo com zinco no periodo intrauterino apresentou menor e maior
frequéncia de neoplasias com pesos menores (até 0,3 g) e maiores (>0,6 Q),
respectivamente. De modo contrario ao esperado a exposicdo fetal ao excesso de zinco
aumentou a suscetibilidade de desenvolvimento do cancer de mama na vida adulta.

O estado nutricional de zinco materno pode influenciar o desenvolvimento
embrionario, e, tanto a suplementacdo com zinco quanto a deficiéncia grave podem

promover efeitos adversos na saude da prole ao longo da vida (TIAN X., DIAZ F.J.,
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2013). A ingestdo adequada de zinco durante o periodo gestacional é essencial para
reproducdo, crescimento, desenvolvimento neurocomportamental e do sistema
imunoldégico da prole (WESSELLS K.R., BROWN K.H., 2012).

As concentracOes de zinco utilizadas no presente estudo foram determinadas a
partir de estudos de toxicidade, considerando o periodo gestacional como importante
janela para a modulagdo do desenvolvimento adequado da prole. Neste sentido,
considerou-se niveis de zinco representativos para um modelo de deficiéncia moderada
e suplementacdo, que representasse a disponibilidade de zinco ideal dentro do modelo
proposto e que ndo induzisse nenhum prejuizo ao processo gestacional (KHAN A.T. et
al., 2007; JOHNSON F.O. et al., 2011).

A deficiéncia com zinco, ainda que moderada, parece favorecer a ocorréncia de
estresse oxidativo. Estudo recente associou uma menor biodisponibilidade de zinco com
aumento de oxidantes celular e parametros de oxidacdo tecidual como, niveis elevados
de MDA (OTEIZA P. et al., 2012). O MDA € um produto da peroxidacéo lipidica e sua
concentracdo plasmatica é associada ao nivel de estresse oxidativo no organismo. Ratos
alimentados com uma dieta deficiente em zinco por cinco semanas apresentaram uma
diminuicdo da expressao e atividade de enzimas antioxidantes e concomitante aumento
dos niveis de MDA (CHEN S. et al., 2007; TAISY S. et al., 2008). Ainda, a restri¢do de
zinco no inicio de vida foi associada com desequilibrio de marcadores de estresse
oxidativo e maior risco de desenvolvimento de doencas cronicas nao-transmissiveis na
idade adulta como, cardiovasculares, imunoldgicas e renais (TOMAT A.L. et al., 2008;
TOMAT A.L. et al., 2010; TOMAT A.L. et al., 2011; CHEN Y.H. et al., 2012). Os
resultados da concentracdo de MDA da prole feminina com 7 semanas de idade estdo de
acordo com dados da literatura, em que uma menor disponibilidade de zinco resulta em
maiores concentracfes de produtos provenientes do processo de estresse oxidativo (HO
E. etal, 2003). Assim, observou-se que a deficiéncia com zinco materna aumentou
estresse oxidativo na prole feminina no periodo da puberdade, mas ndo uma maior
suscetibilidade de desenvolvimento do cancer de mama na vida adulta.

Modificagbes na morfologia da glandula maméaria como, nimero de TEBs e
crescimento da arvore epitelial sdo utilizados em modelos experimentais de
carcinogénese mamaria para prever alteracdes no desenvolvimento da glandula maméaria
no inicio da vida associado ao risco de desenvolvimento do cancer de mama na vida
adulta (RUSSO J. et al., 1990). Exposicdo de camundongos fémeas C57BL/6 a

deficiéncia com zinco no periodo pés-natal foi associada com comprometimento do
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desenvolvimento e expansdo de estruturas da glandula mamaria (BOSTANCI Z., et al.,
2015). Em nosso estudo, a exposicdo a deficiéncia com zinco no periodo fetal, mas ndo
no pos-natal, diminuiu o nimero de TEBs, mas nao interferiu na incidéncia final de
neoplasias mamarias.

Alteracdo pos-transcricional de histonas, um importante mecanismo de
remodelamento da cromatina, envolvido na regulagdo de genes envolvidos em
mecanismos de diferenciacdo e desenvolvimento da glandula mamaria, pode ser
programada ainda durante o periodo fetal por exposicdo a dieta materna
(WATERLAND R.A., JIRTLE R.L., 2003; LILLYCROP K.A., BURDGE G.C., 2012).
Observou-se que a exposi¢do a deficiéncia com zinco durante o periodo fetal aumentou
a expressao das histonas H3K9me3 e H4K20me3 na glandula mamaria. Modificacfes
globais nos padrdes de histonas tém sido associadas a fatores progndsticos e progressdo
tumoral em diversas neoplasias como mama, préstata e pulmdo (YOKOYAMA Y.,
2013). Niveis elevados da metilacdo da H3K9 e H4K20 sdo associados com a formacéo
da heterocromatina e, consequentemente controle da expresséo de genes (KIEFER J.C.,
2007).

Mundialmente, estima-se que 17,3% da populacdo tem consumo de zinco
inadequado, sendo que gestantes e seus filhos constituem o grupo de maior risco. A
deficiéncia ou excesso deste micronutriente estd associada com indices elevados de
morbidade e mortalidade, principalmente em criancas (BAILEY R.L., WEST K.P. Jr.,
BLACK R.E., 2015). O estado nutricional de zinco é essencial para a promocdo da
salde, evidéncias nutricionais associaram a suplementacdo com zinco com uma reducéo
significativa de parto prematuro, principalmente em mulheres de baixa renda, mas sem
interferéncia no peso ao nascimento (MORI R. et al., 2012). Observou-se que a
suplementacdo com zinco durante o periodo gestacional reduziu o indice de
mortalidade, mas ndo modificou o peso da prole no pos-natal. Estes dados sdo
relevantes, essencialmente, para destacar a importancia do estado de zinco em regides
que apresentam indices elevados de mortalidade perinatal.

No contexto de programacao fetal, a modula¢do do desenvolvimento da glandula
mamaria por zinco ainda ndo é totalmente compreendida. Porém, recentes estudos
indicam que o metabolismo de zinco pode controlar eventos, como proliferacéo celular
e apoptose e transcricdo génica, processos essenciais para o desenvolvimento da
glandula mamaria, assim como, para o cancer de mama (FUKADA T. et al., 2011;
TIAN X., DIAZ F.J., 2013; KOCDOR H. et al., 2015). No presente estudo, a prole
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feminina com 7 semanas de idade exposta a suplementacdo com zinco durante o periodo
fetal apresentou menor numero de TEBs e aumento de proliferacdo e apoptose, bem
como, da expressdo da proteina p21 e p53 e dos genes RASSF1, STAT3 e ZNF382.
P53, supressor tumor, responsavel pela manutencdo da estabilidade gendémica e
regulacao da expressao de genes essencialmente envolvidos no controle de ciclo celular,
apoptose, senescéncia e/ou metabolismo. Ainda, induz parada de ciclo celular por ativar
a expressao do p21, proteina responsavel por inibir a progressdao do ciclo celular
(CAMPISI J., 2013). In vitro, a adicdo de zinco foi associada a regulacdo de vias de
sinalizacdo, estimulando ras, tirosina quinase e Akt/fosfatidilinositol 3-quinase (PIK3) e
inibindo a proteina quinase C, vias envolvidas na regulacdo de ciclo celular e apoptose
(BRUINSMA J.J. et al., 2002; HAINAL A., 2002; KORICHNEVA I. et al., 2002).
RASSF1 é um supressor tumoral amplamente descrito na literatura por regular
ciclo celular e apoptose de forma dependente de quinases, promovendo a estabilizacdo
de complexos transcricionais (DONNINGER H., VOS M.D., CLARK G.J., 2007).
Possui um sitio especifico de fosforilacdo para o complexo ATM/ATR, que séo ativados
em reposta a agentes indutores de dano ao DNA (DONNINGER H. et al., 2015). In
vitro, observou-se que a exposicao a niveis elevados de zinco (doses supra fisiologicas)
foi associada a fragmentacdo do DNA (SHIH R.S. et al., 2010). Assim, a suplementacéo
com zinco pode estar associada ao aumento de inducdo de dano no DNA. ZNF382, é
um zinc-finger, que funciona como supressor tumoral por regular a expressdo de genes
envolvidos na iniciacdo e transformacéo neoplasica como STAT3, CDK6, NFKf e AP1
e induzir a formagdo de heterocromatina (CHENG Y. et al., 2010). Sugere-se que a
suplementacdo com zinco, mesmo em doses fisioldgicas, induziu respostas adaptativas
associada ao desenvolvimento, resultando em alteracdes celulares e moleculares para
adequacdes fisioldgicas e maiores chances de sobrevivéncia neste meio adverso. Assim,
exposi¢do a suplementacdo com zinco durante o periodo fetal induziu aumento de
expressao dos supressores de tumores como RASSF1 e ZNF382 e da expressdo de
proteinas reguladoras de ciclo celular e apoptose como p21 e p53, respectivamente, e
aumento da incidéncia de neoplasias mamarias. Similarmente, a exposicdo de ratas
Sprague-Dawley a suplementacdo com zinco desde o periodo fetal até a vida adulta foi
associada com aumento da incidéncia de neoplasias mamarias quimicamente induzidas
por DMBA (SILVA F.R.M., et al., 2015). Outros estudos experimentais observaram
que exposicdo a deficiéncia com zinco, de ratas Sprague-Dawley, no inicio da vida

(vida intra-uterina) diminuiu pardmetros da carcinogénese mamaria quimicamente
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induzida por MNU como numero total de neoplasias e multiplicidade de tumores (LEE
S. et al.,, 2004). Assim, o periodo do desenvolvimento e de exposicdo a fatores
nutricionais representa aspecto-chave na modificacdo da suscetibilidade do risco de
desenvolvimento do cancer de mama (De ASSIS S., HILAKIVI-CLARKE L., 2006).

Os dados apresentados reforcam a hipotese de que o estado nutricional materno
relativo ao zinco pode programar a suscetibilidade do desenvolvimento de doengas
cronicas ndo transmissiveis como o cancer de mama na vida adulta. Mais estudos com
suplementacdo com zinco durante o periodo gestacional fazem-se necessarios para uma
melhor compreensdo de mecanismos fisiologicos, celulares e moleculares envolvidos.
Destaca-se que a suplementacdo com zinco durante o periodo gestacional é uma pratica
de intervencdo nutricional amplamente utilizada em muitos paises em desenvolvimento,
sendo que aproximadamente 20% de gestantes no mundo apresentam deficiéncia com
zinco (MARET W, SANDSTEAD H., 2008). Considerando-se que o zinco tem papel
essencial para a integridade e funcionamento do genoma durante todos os estagios de
desenvolvimento, faz-se necessario avaliar de forma mais ampla seu papel durante o
periodo gestacional na reducdo do risco de desenvolvimento de doencas na prole ao

longo da vida.
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7. CONCLUSAO

A suplementacdo com zinco, mas ndo a deficiéncia, durante o periodo
gestacional aumentou a suscetibilidade da prole feminina & carcinogénese mamaria na
vida adulta. Sugere-se que mecanismos envolvidos nesta programagéo incluem aumento
de proliferacéo celular e apoptose, bem como alteracdo da expressao de proteinas que
induzem parada de ciclo celular, apoptose e reparo de dano ao DNA como, p21 e p53 e
de genes relacionados com o desenvolvimento tumoral como RASSF1, STAT3 e
ZNF382 no tecido mamario.
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ANEXO — Termo do Comité de Etica do Uso de Animais da FCF/USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 272013

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
(CEUA/FCF/USP) CERTIFICA que o Projeto de Pesquisa “Nutricdo e
origem fetal do cancer de mama: efeito da deficiéncia ou
suplementagdo com zinco no periodo gestacional de
camundongos na suscetibilidade da progénie a carcinogénese
mamaria” (Protocolo CEUA/FCF/407), de responsabilidade do(a)
pesquisador(a) Raquel Santana da Cruz, sob orientagéo/supervisdo
do(a) Prof. Dr. Thomas Prates Ong, esta de acordo com as normas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi APROVADO em reunido de 18 de fevereiro de 2013.

Prof. Dr. Joi
Coordenado

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br



