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Resumo- Nas ultimas décadas o cancer vem ganhando uma enorme dimenséao, tornando-se um problema
de saude publica mundial. Algumas substancias quimicas de origem vegetal que séo biologicamente ativas
e conhecidas como alimentos funcionais, sdo também substancias ndo nutritivas, porém que possuem
propriedades altamente benéficas para a defesa e manutencéo da salde e estdo sendo estudadas a nivel
molecular, clinico e epidemioldgico. O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo da farinha de
linhaca sobre o sistema imunolégico de camundongos com cancer. Foram utilizados 30 camundongos
fémeas, os quais foram inoculados com 1x10° células tumorais de cancer de mama — linhagem M3. Ap6s o
desenvolvimento do tumor os animais foram submetidos a Terapia Fotodindmica — PDT, com quatro
sessfes em intervalos de 3 a 4 dias. ApGs a Ultima aplicacdo coletou-se 0 sangue dos animais para
qguantificacdo de citocinas. Para avaliacdo de citocinas dos animais tratados ou ndo com TFD e submetidos
a dieta com farinha de linhaca foi utilizada a técnica de Western blotting, sendo os anticorpos para IL-6 e
MCP-1 foram avaliados. MCP-1 apresentou aumento no grupo céncer-linhaca, com recrutamento de
mondcitos para a regiao da cavidade peritoneal. IL-6 foi negativa para Western blotting.
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Introducéo

Algumas das nossas células perdem a
capacidade de responder aos mecanismos de
controle do crescimento e se multiplicam de modo
descontrolado, essas células sdo chamadas de
células transformadas ou neoplasicas. No geral,
essas células dao origem a massas celulares,
denominadas tumores (SHARON, 1998).

Nas (ltimas décadas o cancer vem ganhando
uma enorme dimenséo, tornando-se um problema
de salde publica mundial. No Brasil, ndo tem sido
diferente, com a chegada dos anos 60, as
doencas infecciosas e parasitarias deixaram de
ser a principal causa de morte, sendo substituidas
pelas doencas crénicas ndo transmissiveis e pelas
neoplasias. O céncer é a terceira maior causa de
mortes por doenca, entre 0s brasileiros, sendo
11,84% do total dos Obitos registrados em todo
pais. Muitos fatores contribuem para isso,
destacando principalmente o envelhecimento da
populacdo, resultante do intenso processo de
urbanizacdo, das acdes de promocdo e
recuperacao da saude, que melhoram a exposicao
continua a fatores ambientais e mudancas de
comportamento, como ma qualidade da
alimentacdo e o sedentarismo, responsaveis pela
carcinogénese (KLIGERMAN, 2000).

A semente e o0 6leo de linhaca reduzem o
crescimento de tumores estabilizados. Onde a
lignana e o0 seu precursor secoisolariciresinol
diglicosideo (SDG) exercem um grande efeito
inibitério sobre o desenvolvimento de novos
tumores (THOMPSON et al, 1996).

No estudo realizado por CARMO & CORREIA
e publicado em 2009, descreveu-se 0s principais
beneficios da terapia nutricional baseada na
suplementacdo de ©6mega 3 em pacientes
oncologicos, abordando essencialmente a via
metabodlica desse 4&cido graxo, teve como
conclusdo que os beneficios do uso de
suplementacdo contendo dmega 3 em pacientes
oncolégicos foram claros. Consideram também
poucos efeitos colaterais relatados, acreditando
entdo que a suplementacdo desse nutriente seja
indicada para essa populagéo.

Dados epidemiolégicos, citados por
CORDEIRO et al 2009, relatam que uma dieta
baseada em vegetais pode diminuir o risco de
doencas crOnicas, particularmente o céncer.
Algumas substancias quimicas de origem vegetal
gue sao biologicamente ativas e conhecidas como
alimentos funcionais, sédo também substancias ndo
nutritivas, porém possuem propriedades altamente
benéficas para a defesa e manutencao da salde e
estdo sendo estudadas a nivel molecular, clinico e
epidemiolégico.
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O consumo da semente, farinha ou Oleo de
linhaca vem aumentando muito devido ao
conhecimento de suas propriedades benéficas,
pois € considerada um alimento funcional e além
de suas fung¢des nutricionais basicas, produz
efeitos metabodlicos e fisiolégicos benéficos a
saude (SOARES apud, 2009).

A linhaga é rica em precursores de lignina, 75-
800 vezes mais que outros vegetais e tem sido
investigada devido ao possivel efeito protetor
contra 0 cancer. Entretanto, outros compostos da
linhaca como: fibras, acido graxo n-3, acido fitico,
compostos fendlicos podem contribuir para um
efeito anticarcinogénico (THOMPSON et al, 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da
farinha de linhaca na ativacéo de citocinas MCP-1
(proteina quimiotatica para mondcitos) e IL-6
(interleucina 6) em animais com cancer de mama.

Metodologia

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), com
0 numero de protocolo n® AOO8/CEUA/2011.

Os animais foram obtidos do Biotério da
UNICAMP- CEMIB — Campinas - Sao Paulo e
mantidos no Biotério de Passagem do Laboratério
de Biologia Celular e Tecidual do Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento da UNIVAP/SJC. Os
camundongos foram mantidos em ambiente com
luz e temperatura controladas e alimentados com
ad libitum e farinha de linhagca compactada, de
maneira, igual a racéo.

Os animais foram mantidos em biotério de
passagem, localizado no Laboratério de Biologia
Celualr e Tecidual - IP&D 1, ocorrendo alimentagéo
e agua ad libdum, foram alojados 5 camundongos
por gaiola. As fémeas foram separadas em 3
grupos, sendo A - grupo controle; B - inoculadas
com células da linhagem M3 (cancer de mama),
sendo alimentadas com a racdo da farinha de
linhaca; C - inoculadas com células M3
alimentando- as com a ra¢do normal.

Os animais foram injetados na regido da ultima
mama do lado direito, com 1x10° células,
ressuspensas em meio de cultura. Apds o
desenvolvimento do tumor os animais foram
anestesiados e foi coletado sangue por puncéo
cardiaca para quantificacdo de citocinas.

Para a PDT os animais foram inoculados com
0,05ml de ALA (250mg/mL), sendo aguardado 3
horas para dar inicio a irradiacdo. O procedimento
de irradiacdo foi realizado com Laser Kondortech
modelo BioWave (P= 30mW, D= 9.0 J/cmz
Tempo= 5 minutos) apds anestesia dos animais
com Cloridrato de xilazine 20mg/Kg(X)
intraperitoneal (IP).

Estado nutricional
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O estado nutricional dos animais de todos os
grupos foi avaliado através da andlise de curvas
ponderais, obtidas apds registro semanal do peso
corporal utilizando balanca de preciséo (Precision:
modelo PR 5000), além da observacao do aspecto
clinico dos animais, tais como pelagem, postura,
mobilidade, aumento do tempo de sono,
isolamento do resto do grupo e dor ao serem
tocados (COUTINHO, 1980; TEODOSIO et al.,
1990). A mortalidade espontanea dos animais, no
decorrer do experimento, foi registrada para
obtencdo da taxa de mortalidade relacionada a
infeccdo e estado nutricional.

Citocinas

Para avaliacdo de citocinas nos animais
submetidos a Terapia Fotodinamica - PDT, foram
utilizados Kits para ELISA - BD Biosciences, para
quantificacdo de IL-6 (555240) e MCP-1 (555260).
O tempo previsto para o0 inicio e término da
pesquisa foi de cinco meses.

Resultados

Para a preparacdo da racao, foi utilizado 210g
de farinha de linhaca dourada e 100 ml de agua. O
preparo da mesma foi simples, apenas misturou-
se os ingredientes até formar uma massa pastosa,
gue foi colocada em sacos plasticos e com auxilio
de um bico de aluminio, utilizado em confeitaria,
chegou-se a preparar aproximadamente 100
unidades, que contém 5 cm de largura e 3g de
peso, por vez. As ragbBes prontas foram
autoclavadas por um periodo de tempo de 15
minutos a 121°C e armazenadas em saco
plasticos hermeticamente fechados, cada saco
pesava 270g.

ApOs o inoculo das células de céancer nos
camundongos  fémeas, foi realizado o
acompanhamento do peso e aspectos clinicos,
citados na metodologia, e a TFD, trazendo assim,
alguns resultados relevantes em um prazo de seis
semanas.

Para fazer a pesagem dos animais, foi utilizada
a balanca de precisdo (Precision: modelo PR
5000), e com o auxilio de um Becker pequeno
(100ml), fez-se a pesagem dos animais, como
mostra a foto a seguir:
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Figura 1 — Pesagem camundongo fémea.

Em relagdo ao acompanhamento do peso
foram obtidos os seguintes dados:
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Grafico 1 - Acompanhamento do peso no més
de junho/2011.
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Grafico 2 - Acompanhamento do peso no més
de julho/2011.

Observou-se que, no periodo de seis semanas,
0s animais do grupo controle (normal) e o grupo
dos animais com cancer e alimentados com racéo
normal, ganharam peso normalmente. J& o0s
animais do grupo com cancer e alimentado com a
racdo de linhaca ganharam peso, porém em
menor quantidade.

O tratamento foi realizado em quatros sessdes
com espaco de tempo de 3 e 4 dias (1° 3°, 6° e
119).
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Figura 2 — Terapia Fotodinamica.
Apés o término do tratamento com a TFD

notou-se a perda de pelos ao redor dos olhos,
focinho, abdémen e costas dos animais.

Figura 3 — (A) Perda de pelos ao redor dos olhos;
(B) Perda de pelos ao redor dos olhos e focinho;
(C) Perda de pelos nas costas.

Em geral a analise do estado nutricional
mostrou que dentro das seis semanas de
pesquisa, alguns animais alimentados com a
racdo obtida da farinha da linhaga dourada,
apresentaram dores no abdémen ao serem
tocados. Os demais sintomas que eram
esperados, como: aumento do tempo de sono,
isolamento do grupo, mudanca de postura, ndo
foram apresentados por nenhum dos grupos.

A avaliagdo das proteinas MCP-1 e IL-6, foi
realizada através do processo de Blotting, para
deteccdo das mesmas.

Houve resposta positiva apenas para a MCP-1,
havendo aumento no nimero de mondcitos na
regido de inoculo (peritbnio), para combater as
células tumorais, caracterizando ativacdo do
sistema imunoldgico.

Figura 4 — Blotting de amostras. Identificagdo da
proteina MCP- 1.

Os testes realizados para a identificacdo de
IL-6, apresentaram resultados negativos.
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Discussao

De acordo com artigos (FERREIRA, 2006;
CORDEIRO et al, 2009), em tumores de mama
aparecem multiplas citocinas produzidas por
mondcitos, macréfagos e células de estroma como
a MCP-1, IL-6, IL-8 entre outras. Essas citocinas
citadas sdo mais abundantes em tumores com alto
grau de malignidade. A combinacédo da IL-8, MCP-
1 e MIP-1B se correlacionam com infiltrado
inflamatério intenso (PRADO et al,2008). Da
cavidade peritoneal dos camundongos com cancer
e alimentados com linhaca foi possivel coletar uma
grande populacdo de macrofagos.

IL-6 é uma citocina multifuncional com efeito
dependente de célula alvo. No geral, trata-se de
uma citocina pré-inflamatéria sintetizada por
macrofagos, linfocitos T e B, e por células de
tumores epiteliais (OKAMOTO et al 1997). Esta
citocina tem sido relacionada com a inducédo da
proliferacdo celular, crescimento tumoral e
aparecimento de metastase (OGATA et al, 1997).
Entretanto nossos resultados ndo demonstraram a
presenca de IL-6 nos animais com cancer
alimentados com rac¢édo normal,ndo sendo possivel
concluir a participacdo desta citocina no processo.

Observou-se que a linhagca dourada
potencializou a taxa de MCP-1, atraindo grande
guantidade de mondcitos para a regido abdominal,
impedindo o desenvolvimento de tumor na regiao
da mama em relacdo ao grupo controle. Esse
resultado esta4 de acordo com outros estudos que
verificaram os efeitos da linhaca em tumores MCF-
7, MDA-MB-435, implantados em camundongos
Nude.
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Conclusao

Pode-se concluir no presente trabalho, que, o
consumo diario da farinha de linhaga somente,
ndo alterou significativamente o peso dos animais.
Observou-se que o grupo com céancer e tratado
com linhaca apresentou aumento na populacéo de
macréfagos, em  decorréncia de  maior
concentracdo da citocina MCP-1, inibindo o
desenvolvimento de células tumorais e sua

instalacdo nos animais.
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