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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o propdsito debaixo do céu.
Ha tempo de nascer, e tempo de morrer;

Tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se plantou;
Tempo de matar, e tempo de curar;

Tempo de derrubar, e tempo de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir;

Tempo de prantear, e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras;
Tempo de abracar, e tempo de afastar-se de abracar;
Tempo de buscar, e tempo de perder;

Tempo de guardar, e tempo de lancar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de coser;

Tempo de estar calado, e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar;

Tempo de guerra, e tempo de paz.

(Eclesiastes, 3:1-8)

Earth’s Cry, Heaven's Smile

(Carlos Santana)
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RESUMO

Alteracdes na dieta estabelecidas nos dltimos 200 anos causaram reducdo no consumo de
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) n-3, aumento do consumo de gordura total, saturada e
rica em AGPI n-6. Estas mudancas foram fatores determinantes para o aumento da incidéncia
de doencas cronicas ndo transmissiveis entre estas o cancer. Estima-se que um terco de todos
o0s canceres pode ser prevenido pelo estilo de vida saudavel e dieta saudavel. AGPI n-3, em
especial 0 acido graxo eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), ricos no 6leo de
peixe, tem diversos efeitos na prevencdo de cancer e/ou reducdo do tumor, acompanhado de
menor proliferacdo das células tumorais ex vivo e maior peroxidacao lipidica apresentando
efeito antitumoral. Também atenuam os efeitos da caquexia do cancer, proporcionam maior
resposta na imunidade mediada por macréfagos e neutréfilos e em linfocitos reduzem sua
proliferacdo. Os efeitos, no cancer, provocados por outro AGPI n-3 em especial 0 acido o.-
linolénico (ALA) o precursor (parental) do EPA e DHA tem sido pouco estudado. O objetivo
deste trabalho foi investigar o crescimento tumoral, caquexia, resposta de macrofagos,
neutréfilos e de linfécitos, em ratos portadores de tumor de Walker 256 suplementados com
6leo rico em acido graxo a-linolénico. Ratos Wistar (70 dias) foram alimentados com dieta
padrdo, grupo controle (C) e suplementados com 1g/kg de: 6leo de peixe (OP) ou Oro Inka
(OI) rico em a-linolénico (50%). Apos 30 dias, em metade do grupo dos animais inoculou-se
células do tumor de Walker 256, formando grupos W, OPW e OIW. Apds 14 dias estes foram
ortotanasiados, o sangue coletado, tumor retirado e os macrofagos peritoneais e linfocitos
mesentéricos obtidos. A suplementacdo com Oro Inka causou reducéo da massa tumoral.
Neste tecido houve menor expressdo da COX-2 e menor incorporacao de acido araquiddnico e
maior de ALA e EPA comparado ao tumor dos ndo suplementados. Pardmetros bioquimicos
de caquexia e peso corporeo estavam reduzidos no grupo Oro Inka (OIW). Nos macrofagos e
neutréfilos houve aumento da fagocitose, retencéo de vermelho neutro e da producéo de anion
superdxido. Em linfocitos do mesentério menor proliferacdo celular e aumento da
subpopulagéo de linfocitos CD8". As citocinas TNF-a. e IL-6 tiveram menor concentragio
plasmatica pelos macréfagos e aumento da producéo in vitro pelos linfocitos mesentéricos.
Todos estes efeitos foram observados no grupo suplementado com éleo de peixe. Nossa
concluséo é a de que a suplementacdo com Oro Inka, rico em ALA, causou efeito antitumoral,
anticaquético e modulador da resposta imunitaria similar a descrita em outros trabalhos pela
suplementacdo com Gleo de peixe. Se isto ocorre pela acdo do préprio &cido graxo parental ou
pela sua conversdo em acido graxo de cadeia longa ainda precisa ser determinada.

Palavras chave: Oleo de peixe. Oro inka. Acido a-linolénico. Cancer. Caquexia. Resposta
imunoldgica.

Vi



ABSTRACT

Changes in diet established in last 200 years caused reduction in consumption of n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFA) and increase the consumption of total fat, saturated and n-
6 PUFA. These changes are related with the development of chronic diseases such as cancers.
It has been stated that one third of all cancers can be prevented by adopting a good lifestyle
and healthy diet. N-3 PUFA in particular eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic
acid (DHA) rich in fish oil have been reported to induce cancer prevention as well as able to
reduce tumor weight, tumor cells proliferation ex vivo and increase lipid peroxidation. Also
can attenuate the effects of cancer cachexia, provide higher response in mediate immunity by
macrophages, neutrophils and lymphocytes. The effect on cancer caused by other n-3 PUFA
in particular the a-linolenic acid (ALA), the precursor of EPA and DHA have been poorly
studied. The aim of this study was to investigate tumor growth, cachexia, macrophage,
neutrophils and lymphocytes response in Walker 256 tumor-bearing rats supplemented with
oil Oro Inka, rich in a-linolenic fatty acid. Wistar rats (70 days) were fed a standard diet
control group (C) and supplemented with 1g/kg of fish oil (FO) or Oro Inka (Ol) rich in a-
linolenic acid (50%). After 30 days, half of the groups were inoculated with Walker 256
tumor cells suspension named W, OPW and OIW, respectively. After 14 days they were
killed, blood harvested, tumor withdrawn, peritoneal macrophages and lymphocytes gut-
associated were obtained. Supplementation with Oro Inka, rich in ALA, caused a reduction in
cancer cachexia, tumor growth followed by lower expression of COX-2 as well as lower
incorporation of arachidonic acid and higher of the ALA and EPA in the tumor tissue.
Regarding to immune system macrophages and neutrophils had higher phagocytosys,
lysossomal volume and anion superoxide production but in the gut-associated lymphocytes
lower cell proliferation and we found increase in the CD8" T cell population. All these
findings were also found in the tumor-bearing rats supplemented with fish oil. In summary
supplementation with Oro Inka did cause the same effect already seen by fish oil
supplementation. Whether such effects is done by the Oro Inka itself or by its conversion to
EPA this study can not answer.

Key words: Fish oil. Oro inka. a-linolenic acid. Cancer. Cachexia. Immune response.
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1. INTRODUCAO

Fatores genéticos e fatores ambientais sdo importantes para determinar se um
organismo sera saudavel ou doente. A alimentacdo é um fator ambiental e nos Gltimos 200
anos, alteracfes em nossa dieta foram estabelecidas, ocasionando significativa reducdo no
consumo de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) n-3 e de vitaminas antioxidantes C e E,
associado ao consideravel aumento do consumo de gordura total, gordura saturada, gordura
rica. em AGPI n-6 e de acidos graxos trans (Figura 1) (SIMOPOULOS, 1999;
SIMOPOULQS, 2002). Desde entéo, foram relacionadas estas modificagdes, com o aumento
da incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) (FERGUSON, 2004).
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FIGURA 1: PERCENTUAL DE CALORIAS INGERIDAS A PARTIR DE GORDURAS, DESDE O HOMEM
PALEOLITICO ATE O ANO 2000.
FONTE: SIMOPOULOS (1999).

O cancer ¢ considerado uma DCNT e, estudos epidemiol6gicos indicam que, até um
terco dos casos, podem estar relacionados com o estilo de vida e dieta inadequada (VALDES-
RAMOS E BENITEZ-ARCINIEGA, 2007). Portanto a associa¢do entre nutri¢io e cancer é
bidirecional, uma vez que, nutrientes e componentes dos alimentos sdo capazes de induzir
alteragbes mutagénicas ou, contrariamente, proteger contra fatores mutagénicos (VALDES-
RAMOS E BENITEZ-ARCINIEGA, 2007),

O consumo de dieta adequada em energia; contendo menor quantidade de carnes

vermelhas e alguns tipos de gordura, tém sido recomendadas como importante meio para a



reducdo do risco de cancer sendo que um dos nutrientes da dieta relacionados na promocéo ou
prevencdo de cancer, € a quantidade gordura e o tipo de &cidos graxos presentes na dieta
(PEGORIER, MAY e GIRARD, 2004).

Os lipideos da dieta contém diferentes composicbes de &cidos graxos, aqueles
derivados de gorduras animais e certos 0leos vegetais como soja, girassol e milho estdo
relacionados como aumenta do risco de cancer. Contrariamente, os cidos graxos presentes no
azeite de oliva, da linhaca e de 6leos de peixes marinhos, estdo associadas com a reducdo do
risco de cancer (SAUER, BLASK e DAUCHY, 2007).

1.1. Acidos Graxos

Os &cidos graxos sdo cadeias de hidrocarbonetos com um grupo carboxila na cabega
(8) terminal e um grupo metila na cauda (n) final. O nimero de carbonos na cadeia e o tipo de
ligacdo entre estes daré origem a diferentes tipos de &cidos graxos (HARDMAN, 2004).

A nomenclatura dos acidos graxos refere-se ao numero de atomos de carbono,
quantidade e posicdo das duplas ligacGes em relacdo ao grupo metila. Existe uma ampla gama
de comprimentos de cadeia, variando de acidos graxos de 4 carbonos em lipideos de produtos
lacteos a &cidos graxos contendo 30 carbonos em alguns lipidios marinhos (RATNAYAKE e
GALLLI, 2009).

Os é&cidos graxos saturados (AGS) contém apenas simples ligacdo entre as ligacbes
carbono-carbono. De acordo com o tamanho da cadeia carbénica os acidos graxos podem ser
classificados como: a) &cidos graxos de cadeia curta — contendo de 3 a 7 carbonos na cadeia,
b) acidos graxos de cadeia média — contendo de 8 a 13 carbonos na cadeia, ¢) acidos graxos
de cadeia longa — contendo de 14 a 20 carbonos na cadeia e d) acidos graxos de cadeia muito
longa — contendo acima de 21 carbonos na cadeia (RATNAYAKE e GALLI, 2009).

Os acidos graxos contendo uma (1) ou mais ligagdes duplas na cadeia sdo chamados
de acidos graxos insaturados (AGI). Quando o &cido graxo que contem 1 dupla ligacdo é
chamado de acido graxo monoinsaturado (AGMI) e se apresentarem duas (2) ou mais duplas
ligagdes é chamado de Acido Graxo Poliinsaturado (AGPl) (YAQOOB, 2004;
RATNAYAKE e GALLI, 2009).

Na nomenclatura, 0 termo “n” (em minusculo) refere-se a posi¢do da primeira dupla

ligacdo do &cido graxo relativa ao grupo metila da molécula de hidrocarboneto (CHILTON,



RUDEL, et al., 2008). Em quase todos o0s acidos graxos insaturados que ocorrem
naturalmente, as duplas ligacdes estdo na configuracéo cis e normalmente séo posicionados no
n-3, n-6 ou n-9 em relacdo ao atomo de carbono do grupo metila (RATNAYAKE e GALLI,
2009).

Em mamiferos, incluindo seres humanos, acidos graxos saturados e monoinsaturados
podem ser obtidos pela dieta ou, podem ser sintetizados pela sintese “de novo” de acido
graxo. Pela dessaturacdo dos acidos graxos saturados podem ser sintetizados a acidos graxos
monoinsaturados n-9. Essa conversdo ¢ realizada pela A9 desaturase, que ¢ uma enzima muito
ativa em tecidos de mamiferos, que introduz uma dupla ligacdo entre a posicdo (n) 9 — 10
cadeia de acidos graxos (RATNAYAKE e GALLLI, 2009). O acido oléico (AO) (18: 1n-9) é 0
principal produto da dessaturacdo de AGS, e também ¢é fornecido ao organismo pela dieta
principalmente pela ingestéo de azeite de oliva (RATNAYAKE e GALLI, 2009), assim, estes
acidos graxos sintetizados pelo organismo sdo considerados acidos graxos nao essenciais.

Os mamiferos ndo conseguem sintetizar acidos graxos com a dupla ligacdo no carbono
(n) 6 ou 3, por esta razdo os &cidos graxos n-6 e n-3, sdo considerados acidos graxos
essenciais (AGE) e devem ser obtidos na dieta (YAQOOB, 2004; HARDMAN, 2004,
SIMOPOULOS, 2006; YAQOOB e CALDER, 2007).

Os AGPI n-6, a primeira dupla ligacdo do &cido graxo esta presente no 6° carbono a
partir do carbono terminal. Este é consumido na dieta principalmente como &cido graxo
linoléico (AL) (18:2 n-6), presentes em Oleos vegetais (milho, soja e girassol), também
alguma quantidade de outro AGPI n-6 derivado do AL, o Acido Araquid6nico (AA) (20:4 n-
6) pode ser obtida a partir de carnes (HARDMAN, 2004).

Para os AGPI n-3 a primeira ligagdo dupla é no 3° atomo de carbono a partir do
carbono (n) terminal (Hardman, 2004). O parental (precursor) dos acidos graxos da familia n-
3 € 0 &cido graxo a-linolénico (ALA) (18:3 n-3), que estd presente nos vegetais verdes
folhosos e em diferentes quantidades nos 6leos de soja (8%), canola (11%), linhaca (57%)
(HARDMAN, 2004; McCUSKER e GRANT-KELS, 2010) e Sacha Inchi (Plukenetia
volubilis L.) (45%) (HAMAKER, VALLES, et al., 1992). Acidos graxos n-3 de cadeia maior,
principalmente o acido graxo eicosapentaendico (EPA) (20:5 n-3) e acido graxo
docosahexaenoico (DHA) (22:6 n-3), sdo encontrados em peixes marinhos de aguas geladas

como a cavala, o salmdo, sardinha, arenque, dourado; truta arco iris e 0s seus 6leos que



contém aproximadamente 60% de EPA e DHA (YAQOOB, 2004; HARDMAN, 2004,
McCUSKER e GRANT-KELS, 2010). Desta forma, o parental (precursor) de todos os acidos
graxos n-6 € o acido graxo linoléico (AL) e o &cido graxo a-linolénico (ALA) € o parental de
todos os &cidos graxos n-3 (STOLL, 2002; BURDGE, 2006; McCUSKER e GRANT-KELS,
2010).
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FIGURA 2: ESTRUTURA DE ACIDOS GRAX0OS COMUNS NA DIETA.
FONTE: RATNAYAKE, GALLI (2009).

Estas diferencas entre os &cidos graxos, conferem diferentes a¢cbes no metabolismo
destes lipideos no organismo e no cancer. No desenvolvimento e crescimento de tumores, 0s
acidos graxos saturados (AGS) exercem fraco efeito e acidos graxos monoinsaturados nédo
apresentam efeito. Acidos graxos poliinsaturados n-6 como o Acido Linoléico (AL) estio
relacionados com promogdo do crescimento tumoral, ja por outro lado, os &cidos graxos
poliinsaturados n-3 atenuam o crescimento de tumores (SAUER, BLASK e DAUCHY, 2007).

Talvés uma explicacdo para este fato seja 0 metabolismo dos acidos graxos e seu
metabolitos (eicosanoides), sdo a chave de mediadores inflamatdrios implicados no céncer
(BARACOS, 2006), apresentam atividades bioldgicas que modulam a proliferagdo e o
crescimento celular, diferenciagdo, inflamacdo, imunidade, agregagcdo plaquetéria e



angiogénese (BERQUIN, EDWARDS e CHEN, 2008), ja que todos estes eventos bioldgicos
séo responsaveis pelo processo de iniciagdo, promocdo e progressdo de tumores (FORMAN,
HURSTING, et al., 2004).

1.2. Metabolismo dos AGPI

Os acidos graxos essenciais (AGE) n-3 e n-6 sdo metabolicamente e funcionalmente
distintos, apresentam importantes funces fisioldgicas e seus metabdlitos sdo importantes para
0 6timo desenvolvimento do cérebro, células sanguineas e da pele. Seu metabolitos quando
incorporados nos fosfolipidios das membranas plasmaticas desempenham funcéo estrutural
nas células em especial nas altamente especializadas, como terminais sinapticos, células da
retina e miocitos cardiacos, contém concentracdes elevadas de &cido araquidénico (AA 20:
4n-6) e acido docosahexaendico (DHA 22: 6n-3) (RATNAYAKE e GALLI, 2009).

Podem ser utilizados com fonte energética para o organismo, mas em especial papel
no metabolismo é a na sua conversdo para eicosandides(LARSSON, KUMLIN, et al., 2004;
YAQOOB e CALDER, 2007).

No metabismo, o AL e ALA ndo podem ser interconvertidos, mas pequena quantidade
da ingestdo pode ser alongado e dessaturado para formar outros acidos graxos da mesma série,
respectivamente, em AA ou EPA e DHA (CHILTON, RUDEL, et al., 2008) ocorrendo isto
principalmente no reticulo endoplasmatico das células do figado e de leucdcitos
(SIMOPOULOS, 2003; SIMOPOULOS, 2006; BERQUIN, EDWARDS e CHEN, 2008).

Para esta conversdo, a via precisa da A6 e A5 dessaturases do sistema microssomal e
um passo envolvendo a B-oxidacdo dos peroxissomos para acdo da enzima Alongase. O
primeiro passo envolve a inser¢do de uma dupla ligagdo na posigdo A6 do AL e/ou ALA pela
acdo de A6 dessaturase, que é o passo limitante desta via. A seguir, ocorre 0 alongamento da
cadeia por 2 unidades de carbono pela alongase e uma insercdo de outra ligagcdo dupla na
posicdo A5 pela A5 dessaturase para formar AA (20: 4n-6) ou EPA (20: 5n- 3) (CHILTON,
RUDEL, et al., 2008).

AA é o produto predominante da via do acido graxo n-6 e um dos principais
constituintes dos lipidios estruturais na maioria dos tecidos (cérebro, figado, coracdo). Por sua

baixa quantidade fornecida na dieta e pela necessidade de altas concentracfes requeridas para



os tecidos e metabolismo, a maioria do AA é produzido através da conversdo do AL
(RATNAYAKE e GALLLI, 2009).

Acido a-linolénico é convertido para EPA, alongado e dessaturado para DHA, sendo
esta conversdo ndo muito eficiente e, dependente da quantidade de ALA e AL na dieta
(DAMSGAARD, FRZKIAR e LAURITZEN, 2008). A quantificagdo da conversdo de ALA
para EPA ndo pode ser caracterizado pois depende do consumo total de gorduras ALA, EPA,
DHA e AL. (LARSSON, KUMLIN, et al., 2004). ALA ¢ convertido em parte, apenas 5% a
10% para EPA e 2 a 5% para DHA (ALBERT, OH, et al., 2005; ANDERSON e MA, 2009;
BRENNA, SALEM J. R., SINCLAIR, & CUNNANE, 2009; McCUSKER e GRANT-KELS,
2010).

Para a formacdo do DHA (22: 6n-3), o EPA passa por dois processos de alongacéo
aumentado em 2 unidades de carbono formando 24: 5n—3, uma dessaturagéo pela mesma A6
desaturase formando 24: 6n-3 e entdo h4 um encurtamento de cadeia através da retirada de
duas unidades de carbono por um ciclo da via da B-oxidacdo no peroxissomo (BARCELO-
COBLIIN e MURPHY, 2009).

Na dieta ocidental a quantidade de AGPI é superior a 12% do total do consumo de
energia, sendo que o AGPI n-6 em especial o &cido linoléico (AL — 18:2 n-6) constitui
aproximadamente 80 a 95% destes AGPIs (DAMSGAARD, FR@ZKIAR e LAURITZEN,
2008). O principal AGPI n-3 é o ALA e a média per capita de consumo é ~ 1,4g por dia, ja 0
consumo de EPA e DHA juntos séo de ~0,1-0,2 g por dia (ANDERSON e MA, 2009), assim,
a ingestdo de acido linoléico é muito maior (5 a 20 vezes) do que o de &cido a-linolénico
(YAQOOB e CALDER, 2007).

De acordo com a FAO/WHO a recomendacao da quantidade relativa de AL e ALA na
dieta devem ser entre 5:2 e 10:1 para a manutencgédo das concentragcdes corporais adequandas
destes &cidos graxos e seus outros metabolitos (FAO/WHO, 1994) pois afinidade da A6
dessaturase € maior para ALA do que para AL (SIMOPOULOS, 2003; RATNAYAKE e
GALLI, 2009). ALA parece ser um supressor muito mais forte da dessaturacéo e alongacao
de acido graxos n-6, do que AL € para a dessaturacéo e alongacgéo de acidos graxos n-3 e 10
vezes mais AL é requerido para ter um efeito igual sobre o metabolismo de n-3 como o0 ALA
faz para o alongamento de AL (BARCELO-COBLIJN e MURPHY, 2009).



Na tipica dieta dos paises industrializados o consumo de AL € cerca de 10 vezes
superior ao de ALA e, este consumo de AL pode estar muito acima do que 0 necessario para
prevenir a deficiéncia de acidos graxos essenciais. Drastica redu¢cdo no consumo de AL se
justifica em paises ocidentais, que resultaria em maior conversdo do ALA a EPA e DHA
(LANDS, 2006).

Diversos estudos realizaram mudancas dietéticas para alterar a concentracdoes deste
AGPI no organismo. O aumento na sintese de EPA foi obtido atraves da reducdo do AL na
dieta de 7% para 3% de total de energia, enquanto que aumento na sintese de DHA foi
conseguido pelo aumento da quantidade de ALA dietético de 0,3% para 1,1% (SINCLAIR,
ATTAR-BASHI E LI 2002). Assim, reducdo de AL na dieta, juntamente com aumento na
ingestdo de ALA seria a forma mais adequada para se melhorar a sintese de EPA e DHA
(GOYENS, SPILKER, et al., 2006).

Relatou-se que o consumo de AL quando mantido constante em 15 g/dia, o percentual
total da conversdo de ALA para EPA e DHA é 11 a 18,5%, mas quando o consumo de AL ¢
aumentado da faixa de 15 a 30 g/d, esta conversao é reduzida para 5 — 11%. Também foi
verificado que a atividade da 45 e A6-dessaturase esta consideravelmente menor em ratos
alimentados com dieta rica em EPA e DHA, que naqueles alimentados com dieta com 6leo de
linhaca (rico em ALA) (LARSSON, KUMLIN, et al., 2004).

Dietas com baixa quantidade de gordura resultam no aumento da atividade da A5- e
A6-dessaturase, 0 qual pode aumentar a conversdo do ALA para EPA, assim com uma baixa
ingestdo AL e uma alta ingestdo de &cidos graxos n-3 parece ser necessaria para suprimir a
producdo de eicosanoides derivados do AA (LARSSON, KUMLIN, et al., 2004).

Os eicosandides sdo hormonios lipidicos de vida curta e biologicamente potentes 0s
quais modulam a resposta inflamatdria e imunoldgica, crescimento celular e diferenciacao
celular, a sua producdo de comeca com a liberacdo destes AGPIs dos fosfolipidios da
membrana plasmatica pela acdo de varias fosfolipases que servem de substrato para as
enzimas ciclooxigenagese (COX) (-1, -2), lipooxigenese (LOX) (5-, 12- e 15-) ou citocromo
P450 mono oxigenase. (LARSSON, KUMLIN, et al., 2004; GALLI e CALDER, 2009).

Existem duas importantes isoformas da COX (COX-1 e COX-2) para a conversao dos
AGPI em eicosandides. Ambas estdo presentes em muitos tecidos humanos normais e sdo

alteradas em varias condicdes patoldgicas. A COX-1 é constitutiva e esta envolvida na



producdo basal de eicosanoides em condicdes fisioldgicas, ao passo que a COX-2 é induzida e
super-expressa na inflamacdo. COX-2 é responsavel pela producdo significativamente maior
de PGs (ZIDAR, ODAR, et al., 2009).

AGPI n-6 AGPI n-3
LA Dietético ALA Dietético
- »
q . LA u-LNA
| | 15-
v v LG l - 4%-desaturase . l
v . GLA Dietético —» GLA 18:4n-3
9.HODE  13-HODE G Alongase 3
L] g *
1-seres PGs, TXs <+— DGLA 20:4n-3
« 4*-desaturase 4
Fosfolipigeo da Membrana
AA Dietético : : EPA Dietético DHA Dietético
‘AA._$[¥F”:"_‘. EPA =~ DHA
- — - T 1 4 - —— -
| coxs | 150 | 12L0x  seox | JSLOX  1240X | 150X coxs,
PGG, 1SHPETE  12.-HPETE 5.HPETE 5.HPEPE 12.HPEPE  15.HPEPE PGG,
' ' ' 7 3 O\ : ‘ '
PGD, «  PGH, —*PGl, 15.HETE 12.HETE  5.HETE LTA, LTA; SHEPE 12.HEPE 15.HEPE PGly +— PGH; —* PGD,
15d- L Lipoxinas Lipoxinas TxA. PGF,, PGE
Py, PGE, PGFy, TXA, poxin: v K} v « 3 Y 3
2 4 LTC, LTB, LTS8, LTC, 1
X8, | | TX8,
LTD, LTDy
v '
LTE, LTE,

FIGURA 3: RESUMO DO METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS (AGPI) N-6 E N-
3 EM EICOSANOIDES ENVOLVIDOS NA INFLAMACAO E CARCINOGENESE. LA - ACIDO
LINOLEICO (18:2 N-6); ALA - ACIDO o-LINOLENICO (18:3 N-3); GLA - ACIDO y-LINOLENICO (18:3
N-6); DGLA - ACIDO DIHOMO-y-LINOLENICO (20:03 N-6); AA - ACIDO ARAQUIDONICO (20:4 N-6);
EPA - ACIDO EICOSAPENTAENOICO (20:5 N-3); DHA - ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (22: 6N-3);
PLA2 - FOSFOLIPASE A2; LOX - LIPOXIGENASE; COX - CICLOOXIGENASE; 5, 12, 15-HETE — 5, 12,
15 ACIDO (S)-HIDROXIEICOSATETRAENOICO; LT - LEUCOTRIENOS; HEPE - ACIDO
HIDROXIEICOSAPENTAENOICO; HPETE - ACIDO HIDROPEROXIEICOSATETRAENOICO; TX -
TROMBOXANO; HPEPE - ACIDO HIDROPEROXIEICOSAPENTAENOICO; PG - PROSTAGLANDINA.
FONTE: LARSSON, et al. (2004)

A COX e a LOX tém como substratos acidos graxos n-6 o AA e o0 acido graxo n-3 o
EPA e DHA que sdo metabolizados a eicosandides e estdo associados a resposta inflamatéria
induzida por varios tipos de estimulos como; citocinas, promotores tumorais e fatores de
crescimento (Figura 3) e cada &cido graxo produzira diferentes tipos de eicosanodides com
diferentes respostas metabolicas (MUND, R.C. 2004).

O metabolismo do AA, pela agdo da COX resulta na formagdo de prostaglandinas e
tromboxanos da série 2 e pela acdo da LOX a formacdo de leucotrienos da serie 4. Estes
apresentam funcbes metabdlicas na regulacdo da inflamagdo, imunidade, migragdo celular e
plaquetaria, presséo arterial e na fun¢do na musculatura e vasos de tecidos liso, com acéo pro-
inflamatéria que incluem febre e eritema, aumento da permeabilidade vascular e

vasodilatagdo, causando dor e edema, formagdo de trombos, ateroma e aumento da



proliferacdo celular (crescimento tumoral) (JHO, COLE, et al., 2004; HARDMAN, 2004;
PIZATO, 2005; SIMOPOULOQS, 2006; GALLI e CALDER, 2009).

A principal prostaglandina (PG) sintetizada por acdo da COX derivada do &cido graxo
n-6 (AL) é a PGE,, a qual é importante para um grande nimero de processos fisioldgicos em
uma ampla variedade de tecidos. Sua acdo inclui modulacdo da resposta imunitaria, promocao
da proliferacdo celular, angiogénese, inflamacéo, inchaco, dor e febre. Sugere-se entdo uma
ligacdo entre a enzima COX e desenvolvimento do cancer. Os efeitos pro-tumorais de COX-2
sdo amplamente atribuidos ao seu papel na producdo de PGE,, (GREENHOUGH, SMARTT,
et al., 2009).

O EPA, quando metabolizado pela COX, resulta na sintese de prostaglandinas e
tromboxanos da série 3 e pela LOX produzem leucotrienos da série 5, 0s quais tem menores
efeitos bioldgicos quando comparados aos derivados da familia n-6. LTBs é dez vezes menos
ativo em sua resposta comparado com o LTB, como agente quimiotaxico para neutrofilos e a
PGE; tem atividade pro-inflamatéria menor do que a PGE, (PIZATO, 2005; WEAVER,
IVESTER, et al., 2009; GALLI e CALDER, 2009).

Os docosanoides, produtos do metabolismo do DHA pela acdo da COX-2 e LOX,
entre eles as resolvinas e protectinas tem potente efeito anti-inflamatério e imunorregulatério
(BERQUIN, EDWARDS e CHEN, 2008; SINGER, SHAPIRO, et al., 2008; WEAVER,
IVESTER, et al., 2009), atenuam a ativagdo do Fator de Transcri¢do Nuclear k B (NFkB) e
sdo sintetizados em animais com dieta suficiente em acidos graxos o-linolénico (SINGER,
SHAPIRO, et al., 2008).

Desta forma os componentes da dieta que desempenham papel como potentes agentes
anti-inflamatorios sdo os &cidos graxos n-3. A Supressdo da producdo de AA pelos acidos
graxos n-3 suprime a producéo de eicosanoides derivados do AA (HARDMAN, 2004).

Eicosanoides derivados dos AG n-6 e n-3 apresentam efeitos opostos no crescimento
de células cancerosas, invasdo, angiogénese e na modulacdo do sistema imunitario através da
inflamacdo (Tabela 1). Evidéncias crescentes sugerem que a inflamacdo pode desempenhar
um papel critico no desenvolvimento do cancer humano (SIMOPOULOS, 2006; BERQUIN,
EDWARDS e CHEN, 2008).



TABELA 1: AGOES BIOLOGICAS DOS EICOSANOIDES DERIVADOS DO AA, DOS
EICOSANOIDES DERIVADOS DO EPA E DOCOSANOIDES DERIVADOS DO DHA.

Ac0es bioldgicas dos eicosanoides derivados do AA

Eicosanoides

Acdo fisiolbgica

PGE, pré-inflamatéria e pré-agregante, supressor da resposta
imune, promove o crescimento celular, proliferacdo
celular, vasodilatacdo, bronco-constricdo, leve anti-
inflamatorios (inibe a 5-LOX e assim diminui LTs
inflamatorios da série 4, induz LOX-15 que promove a
formagao de anti-lipoxinas inflamatorias)

PGl, Anti-inflamatdrio, inibe agregacdo plaquetaria e
potente vasodilatador

TXA, Potente agregador plaquetario e potente vasoconstritor

PGD, inibe a agregacédo plaquetéria, vasodilatacdo, promocao
do sono

PGF,, induz a contracdo do musculo liso, contragao uterina

LTB, pré-inflamatdria, a causa da agregagdo de neutrdfilos, e
quimiotaxia de neutréfilos e eosindfilos

LTC, pré-inflamatéria, promover a permeabilidade das
células endoteliais, contracdo de células musculares
lisas, constri¢do das vias aéreas periféricas

LTD, contracdo de células musculares lisas, constricdo das
vias aéreas periféricas

12-HETE quimiotaxia de neutrofilos, estimula a secrecdo de
insulina glicose-induzida

15-HETE inibe a 5- e 12-LOX

Lipoxina A geracédo de &nion superdxido, quimiotaxia

Lipoxina B inibe a atividade das células NK

Acoes fisiologicas dos eicosantides derivados do EPA e docosanoides

derivados do DHA

PGE; Leve anti-agregatdrio e vasodilatagdo
PGl; Leve anti-agregatorio

TXA; Leve pro-agregatorio

EPA resolvina E1 Potente anti-inflamatorio

DHA resolvina D Potente anti-inflamatorio

DHA protectina D1 Potente anti-inflamatorio

FONTE: RATNAYAKE, GALLI (2009).

10

A via da lipoxigenase 5 esta envolvida na carcinogénese e na progressdo de diversos

tipos de tumores como os de pulmao, célon, préstata, rim e bexiga. A COX-2 é enzima chave

no metabolismo dos &cidos graxos e inflamagdo e o aumento da inflamacéo cronica € um dos

fatores que levam a esses tipos de cancer (SIMOPOULQS, 2010). Os eicosanoéides derivados

do AA e EPA e os Docosandides derivados do DHA estdo envolvidos em uma variedade de

acOes fisiologicas, incluindo a modulacdo da inflamagdo, agregacdo plaquetéria, resposta

imunoldgica, crescimento celular e proliferacdo, contracdo das células musculares lisas.
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Eicosanoides sdo produzidos quando as células sdo estimuladas e estes sdo rapidamente
metabolizados, portanto, ndo sdo acumulados nas células. O desequilibrio na sintese de
eicosandides nos tecidos pode levar ao desenvolvimento de certas condicbes patoldgicas
como o cancer (BERQUIN, EDWARDS E CHEN, 2008; SIMOPOULOS, 2010).

1.3. Cancer

O termo cancer é utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de
100 doencas, incluindo tumores malignos de diferentes localizacdes. As mutacdes e as
conseqlientes mudancas na morfologia das células ocorrem durante toda a vida de um
individuo. O céncer se desenvolve quando uma célula acumula mutacfes em genes
relacionados com a multiplicag&o celular e sobrevivéncia (BRASIL, 2009).

Célula cancerosa é aquela que mudou sua morfologia, bem como sua fungdo, e em
particular perdeu sua capacidade em controlar seu préprio crescimento, seja por apoptose ou
diminuindo a sua taxa de proliferacdo. Células cancerosas se multiplicam a uma velocidade
acima do normal do que as células “normais”, aumentando assim a probabilidade de novas
mutacOes, e algumas destas células alteradas podem migrar para outros tecidos, causando
metastases e o crescimento do tumor em um tecido diferente de sua origem (VALDES-
RAMOS e BENITEZ-ARCINIEGA, 2007).

A variagdo geogréafica na incidéncia do cancer e as taxas de mortalidade séo
decorrentes do estilo de vida e fatores ambientais, incluindo a dieta. Dieta e outros fatores de
estilo de vida substancialmente influenciam o risco de céncer e sugere-se que fatores
dietéticos podem contribuir para estimativa de um terco de todas as mortes por cancer. Assim,
estudos tém sido feitos para investigar os beneficios dos nutrientes e outros fatores dietéticos
na prevencao do cancer (MARTINEZ, MARSHALL e GIOVANNUCCI, 2008).

O céncer é também uma doenca relacionada a idade e h&a uma relagdo entre 0 aumento
da expectativa de vida na maioria dos paises, o continuo crescimento populacional e o seu
envelhecimento, o qual afetard de forma significativa o impacto do céncer no mundo
(BRASIL, 2009).

A Organizac¢do Mundial da Saide (OMS) prevé que em 2030, 12 milhdes de todas as

mortes no mundo serdo devido ao cancer e que pelo menos 30-40% destas mortes sao
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preveniveis (BODE e DONG, 2009).. O impacto global do cancer mais que dobrou em 30
anos. Em 2008, a IARC/OMS relatou que ocorreram 12,4 milhdes de casos novos e 7,6
milhdes de dbitos por cancer no mundo. Em 2010 no Brasil, foram estimados 236.240 casos
novos para o sexo masculino e 253.030 para sexo feminino. O céncer de pele do tipo ndo
melanoma (114 mil casos novos) foi o mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos
tumores de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), cdlon e reto (28 mil), pulméo (28 mil),
estdbmago (21 mil) e colo do Utero (18 mil) (Figura 4) (BRASIL, 2009).

Localizagao Primaria Estimativa de Casos Novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Préstata 52.350 = 52.350
Mama Feminina = 49.240 49.240
Tragueia, Bronguio e Pulmdo 17.800 9.830 21.630
Colon e Reto 13.310 14.800 28.110
Estomago 13.820 7.680 21.500
Colo do Utero - 18.430 18.430
Cavidade Oral 10.330 3.790 14.120
Esofago 7.890 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele Melanoma 2.960 2.970 5.930
Outras Localizagbes 59.130 78.770 137.900
Subtotal 182.830 192.590 375.420
Pele ndo Melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as Neoplasias 236.240 253.030 489.270

*Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10
Fonte: Instituto Nacional de Cancer - INCA/MS

FIGURA 4: ESTIMATIVAS PARA O ANO 2010 DE NUMERO DE CASOS NOVOS POR CANCER,
EM HOMENS E MULHERES, SEGUNDO LOCALIZAGAO PRIMARIA.
FONTE: INCA (2009).

O cancer € a segunda principal causa de morte no Brasil (BRASIL, 2009) e nos
Estados Unidos e esta aumentando em prevaléncia devido ao envelhecimento e a0 nimero
limitado de estratégias de prevencdo bem sucedida. Os tratamentos classicos do céncer
apresentam altos custos para 0s governos visto que a incidéncia desta aumentou de forma
impactante e, desta forma despesas com salde aumentaram inexoravelmente. No atual ritmo
de crescimento, prevé-se que 20% do produto nacional bruto sera gasto com despesas
relacionadas com a saude na proxima década. Embora o cancer seja responsavel por apenas
5% do orcamento da salde, o0 seu custo € crescente e pode ser visto como paradigmatico
quando se encara o problema da equidade nos cuidados de saude (SCHNIPPER, MEROPOL
e BROCK, 2010).

A importancia da prevencdo do cancer ja era postulada pelo médico romano Galeno

em 168 AC que observou a associacdo de dieta pouco saudavel com cancer (BODE e DONG,
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2009). AssociacOes positivas entre fatores ambientais e comportamentais tém sido relatadas
para 0 aumento do risco de cancer pelo menos nos Gltimos 200 anos. Desta forma a prevencao
através das mudancas das atitudes relacionadas aos fatores ambientais sdo formas de evitar o
aumento da incidéncia e de gastos com o tratamento.

Diversos estudos epidemioldgicos revelaram que 30-40% da incidéncia de neoplasias
no mundo podem ser atribuidas a dieta (POPKIN, 2007) conjuntamente as busca de habitos de
vida saudavel como redugdo do consumo do alcool e do tabaco, da manutencdo de peso
corpéreo para nivel desejavel e do aumento da préatica de esporte regularmente (KONTOU,
PSALTOPOULOU, et al., 2011).

O comprometimento na vida do portador de cancer é fator importante a se observado
porque, aproximadamente 50% dos pacientes que apresentam o diagnostico de cancer,
sofreram de progressiva perda de tecido muscular esquelético e adiposo, resultando em perda
de peso. Esta complicacdo presente nos portadores de tumor, aliada a anorexia, é responsavel
por um quadro presente no cancer conhecido como Sindrome da Caquexia-Anorexia do
Cancer (SCAC), a qual contribui de forma efetiva na qualidade de vida e tempo de
sobrevivéncia do individuo (JHO, COLE, et al., 2004; BARACOS, 2006; TISDALE, 2009).
Esta sindrome é complexa envolvendo maultiplas interagdes com os componentes do tumor e
as defesas de hospedeiro contra a doenca metastatica (MAZZOTTA e JENEY, 2008).

Na SCAC, o quadro da caquexia (Grego - Kakos — mau, ruim e hexis — condicdo do
corpo) é responsavel relponsavel pela perda de peso corpéreo (MORLEY, THOMAS e
WILSON, 2006) e caracterizada por progressiva deplecdo das reservas de tecido adiposo e
muscular (JHO, COLE, et al., 2004; BONGAERTS, HALTEREN e VERHAGEN, 2006). A
anorexia ¢ a reducdo da ingestdo de alimentos (MAZZOTTA e JENEY, 2008). E o sintoma
mais frequentemente reportado e relacionado ao cancer. A regulacdo da saciedade é resultado
da sintese de fatores orexigenos e anorexigenos, compreendendo sinais metabolicos
periféricos para o cérebro (leptina, insulina, peptideo YY, grelina citocinas e mediadores
lipidicos) e sinalizagdo de sensores metabolicos no tronco cerebral e hipotdlamo
(neuropeptidio Y, serotonina e peptideo melanocortina) a influéncia de fatores anorexigenos
tais como serotonina e hormonio estimulante a-melandcito sdo dominantes, enquanto a agdo
contraria, orexigena do neuropeptidio Y é reduzida (BARACOS, 2006; STEPHENS e
FEARON, 2007).
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Mudangas na composic¢édo corporal diferem em individuos com caguexia ou anorexia.
Na caquexia 0 gasto energético de repouso € normal ou aumentado sendo que gordura e
musculo sdo perdidos em paralelo e na anorexia 0 gasto energético de repouso € baixo, a
massa de gordura é preferencialmente perdida primeiramente e, enquanto, a perda de musculo
é apenas observada nos estagios terminais da perda de peso (RYDEN e ARNER, 2007).

No caso da desnutri¢do, a caquexia ocorre por privacdo alimentar e causa inicialmente
a reducdo do tecido adiposo. A caquexia do cancer causa tanto a perda de tecido adiposo
como massa muscular (MORLEY, THOMAS e WILSON, 2006). A diferenga fundamental
observada na caquexia do cancer e a que esta presente na desnutri¢do, € a irreversibilidade da
a perda de peso com a alimentacdo no cancer, pois isto parece ser devido a mudancas
metabdlicas da caquexia semelhantes aos observados apds a cirurgia, trauma ou sepse e
conduzido por mediadores similar (BARBER, 2001).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na mediacdo da sindrome da caquexia-
anorexia no cancer; alterando e/ou reduzindo o apetite, aumentado as necessidades
energéticas levando a perda de peso e alterando as resposta do sistema imunoldgico que em
conjunto reduzem a qualidade de vida e a sobrevivéncia do portador de tumor.

A condicdo pré-catabdlica do portador de tumor é aumentada pela alteracdo no perfil
metabolico com hipdxia no tumor, aumento da captacdo de glicose, da glicolise e producédo de
lactato (FERNANDES, RAZI, et al., 1999). O tumor consome grande quantidade de glicose
pela glicdlise anaerdbica sendo que 1 mol de glicose produz 2 moles de Adenosina Trifosfato
(ATP) e 2 moles de lactato. Na resintese do lactato em glicose pelo ciclo de Cori no figado
gasta 6 moles de ATP para produzir 1 mol de glicose (gliconeogénese), aumentando da
demanda energética para esta conversio (BONGAERTS, HALTEREN e VERHAGEN,
2006).

No céncer, o sistema imunitario colabora para um estado inflamatério crénico o qual é
responsavel pelas mudangas no eixo hipotalamo-hipofise, disautonomia, hipermetabolismo,
estresse oxidativo, diminuicdo da sintese protéica muscular e aumento da protedlise muscular
mediada pelo sistema ubiquitina proteassomo, juntamente com outras alteragdes metabdlicas,
tais como a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos(FERNANDES, RAZI, et al., 1999,
levando a caquexia e anorexia aumentandoa morbidade e mortalidade do portador de tumor
BARACOQOS, 2006).
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1.4. Sistema Imunitario e Céancer

O sistema imunitario protege o hospedeiro de agentes infecciosos, permite a tolerancia
a auto-antigenos e agentes ambientais ndo ameacadores (proteinas alimentares e bactérias
intestinais). E dividido em; sistema imunitario inato e o sistema imunitario adaptativo
(adquirido). Ambos os sistemas envolvem varios fatores do sangue e células que se originam
na medula déssea encontrados circulando na corrente sanguinea, dispersos nos tecidos e
organizados em 6rgaos linfoéides como o timo, baco, linfonodos e tecido linfoide associado ao
intestino (CALDER, 2007).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa e esta presente antes da exposi¢do a
patogenos. Sua funcdo é de impedir a entrada de agentes infecciosos no organismo para
eliminé-los se eles entrarem. Consiste de barreiras fisicas (pele), fatores solUveis (sistema
complementar). As células fagociticas, sdo os principais efetores da imunidade inata que
incluem granuldcitos (neutréfilos, basofilos e eosinofilos), mondcitos, macréfagos e células
natural killer. A imunidade inata ndo tem memdria e ndo é influenciada pela exposicéo prévia
a agente infeccioso (NUNES, 2009).

A imunidade inata atua de forma central, sendo a principal caracteristica a destruicao
direta do patdgeno através das proteinas do sistema complemento e por produtos tdxicos
liberados pelas células, através do processo de fagocitose. Este reconhecimento dos patdégenos
pelos fagdcitos causa a geracdo de diversas substancias mediadores da resposta imunoldgica
(prostaglandinas e citocinas) que resultam na resposta inflamatoria, promovendo acumulo de
fagocitos no local da infeccdo e objetivando conter a propagacdo do agente infeccioso
(CALDER e KEW, 2002; PEQUITO, 2009)

Macrofagos sdo as primeiras células a encontrar os patdégenos nos tecidos. Eles séo
provenientes de células tronco progenitoras localizados na medula 0ssea, pertencentes a
linhagem mieldide e sdo a forma madura dos mondcitos circulantes nos tecidos onde sao
encontrados em grande numero ou em associagdo com o trato gastrintestinal, pulmao, figado e
baco (JANEWAY, TRAVERS, et al., 2007)

Desta forma, 0os macrofagos por serem 0s primeiros a encontrar o patogeno,
rapidamente recrutam outro tipo de fagdcito, os neutrofilos. Estas células representam a
segunda maior familia de fagdcitos e sdo também denominados leucdcitos neutrofilicos

polimorfonucleares. Os neutréfilos apresentam meia-vida curta, e sdo abundantes no sangue,
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mas nao estdo presentes em tecidos de individuos saudaveis (JANEWAY et al., 2007,
PEQUITO, 2009).

Fagocitose é um processo complexo realizado por macrofagos, neutréfilos e células
dendriticas, ap0s ligacdo aos receptores fagociticos que estdo na superficie dessas células com
antigenos ou opsoninas, desencadeando vias de sinalizacdo que resultam em morte do
patdbgeno ou processamento para sua apresentacdo a outras células (NIEDERGANG;
CHAVRIER, 2004).

Células fagociticas expressam receptores de superficie especifica para as
caracteristicas gerais dos antigenos bacterianos. Eles reconhecem estruturas padrdes
conservadas nos patdgenos, e podem assim, discriminar o proprio do ndo-proprio. Dentre
estes receptores incluem-se aqueles que reconhecem determinadas moléculas de agucar
presentes na superficie dos patdgenos, como o receptor de manose, que quando ativadas estas
células sdo capazes de promover diretamente a fagocitose (GENNERY e CANT, 2006;
JANEWAY, TRAVERS, et al., 2007).

A ligacdo do antigeno aos receptores celulares desencadeia fagocitose, liberagdo de
proteinas citotdxicas e posterior destruicdo dos microorganismos patogénicos pelo sistema
complemento ou por produtos quimicos tdxicos, como os radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio (CALDER, 2007).

A destruicdo do patégeno ndo depende somente do seu englobamento, mas sim da
formacdo de vesicula intracelular, denominado fagossoma e, posteriormente de sua
maturacdo. Apds a ativacdo dos receptores fagociticos e desencadeamento de vias de
sinalizagdo, processos como remodelacdo de polimeros de actina e da membrana para
formacdo de pseuddpodos que resultam no fagossoma. A posterior fusdo deste com outras
vesiculas intracelulares resulta na sua maturacdo e capacita o fagossoma a destruir as
particulas englobadas através da atuagdo de enzimas liticas e do complexo NADPH oxidase
do fagdcito (PEQUITO, 2009).

Alguns receptores de sinalizacdo como o Toll' (TRL) sdo importantes na inducéo da
imunidade adaptativa. Eles sdo capazes de sinalizar, em resposta as proteoglicanas bacterianas

ou lipopolissacarideos (LPS), ativar o NF-kB e levar a inducdo de diversos genes, como

! Receptores tipo Toll (TLR) séo uma classe de proteinas que desempenham um papel fundamental no sistema
imunitario inato. Eles séo receptores nao cataliticos, transmembrana que reconhecem moléculas estruturalmente
conservadas derivados de patdgenos.
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aqueles para citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimuladoras, que sdo importantes para o
inicio da resposta adquirida (JANEWAY, TRAVERS, et al., 2007, PEQUITO, 2009).

A imunidade adquirida envolve dois subgrupos de células que s&o os linfocitos B e
linfocitos T. Os linfocitos B sdo caracterizados por sua capacidade de produzir anticorpos
(imunoglobulinas - 1G) (chamada imunidade humoral) especificos para um antigeno
individual, e ligam-se nos patogenos extracelulares que ativam os fagdcitos (macréfagos e
neutrofilos) (NUNES, 2009).

Anticorpos trabalham de diversas formas no combate a patégenos invasores. A
formacdo de complexos entre antigeno/anticorpo e antigeno/complemento/anticorpo favorece
0 reconhecimento por fagdcitos que, entdo iniciam o processo de fagocitose e promovem a
destruicdo da bactéria ou toxina pela fagocitose (PEQUITO, 2009).

A imunidade mediada por células é uma das atribui¢bes dos linfécitos T. Estes tém
como principal funcdo a defesa contra microorganismos que sobrevivem e se replicam dentro
de células fagociticas ou ndo fagociticas. Os linfocitos T possuem a capacidade de reconhecer
antigenos protéeicos provindos de microorganismos intracelulares que foram apresentados na
superficie de células infectadas (NUNES, 2009; GALLI e CALDER, 2009).

Linfocitos T expressam receptores de antigenos especificos de células T, mas, ao
contrario dos linfocitos B, s6 sdo capazes de reconhecer antigenos apresentados a eles em uma
superficie celular, este é o trago distintivo entre a imunidade humoral e celular (CALDER,
2007; GALLI e CALDER, 2009).

Dentre as principais células efetoras da imunidade adquirida estdo os linfécitos T
auxiliares ou helper (Th) (CD4") e os linfdcitos T citotdxicos (CD8"). Agentes patogénicos
extracelular estimulam a resposta T helper e patdgenos intracelulares estimulam linfécitos T
citotoxicos que destroem a célula infectada ou células tumorais (THIES, NEBE-VON-
CARON, et al., 2001; GALLI e CALDER, 2009).

Os linfocitos helper (Th) (CD4") podem se diferenciar também em varias sub-
populagcdes com caracteristicas funcionais muito distintas. Destas, as Thl e a Th2 séo as sub-
populacdes de linfocitos T efetores mais bem definidos. Uma das principais funcdes dos
linfocitos Thl € a defesa contra infecgdes causadas principalmente por microorganismos
intracelulares (NUNES, 2009).
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Para realizar esta fungdo, linfocitos Thl produzem citocinas IL-2 e IFN-y (THIES,
NEBE-VON-CARON, et al., 2001) que ativam macrdfagos, neutrofilos, células natural killer
(NK) e linfocitos T citotoxicos, além de estimular a resposta humoral (producédo de anticorpos
por linfdcitos B) contra o agente invasor (GALLI e CALDER, 2009). Linfocitos T helper 2
(Th2) produzem IL- 10 (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001), IL-4, que estimula a
producdo de IgE, IL-5, um fator ativador de eosinofilos. Células Th2 s@o responsaveis pela
defesa contra helmintos através da ativacdo mediada por IgE de mastdcitos e basofilos
(NUNES, 2009).

Linfocitos T citotoxicos (CD8") sdo células efetoras com a capacidade de eliminar
microorganismos intracelulares a partir da destruicdo da célula hospedeira (NUNES, 2009;
GALLI e CALDER, 2009) e sendo o mecanismo de eliminacéo das células alvo por linfocitos
T CD8" é mediado pelo reconhecimento antigénico e posterior liberagdo de mediadores
(granzimas e perforinas) ou expressdo de moléculas (ligante de FAS) que induzirdo a morte
da célula alvo (NUNES, 2009).

Todas as células nucleadas sdo capazes de apresentar peptideos moleculares via Major
Histocompatibility Complex-1 (MHC-I) para alavancar o sistema imunitério celular (linfocitos
CD8"), mas ndo sdo capazes para iniciar uma resposta imunoldgica, a qual € iniciada pelas
células apresentadoras de antigenos (ACPs). Nestas células, peptideos sdo ligados nas
moléculas MHC-II e apresentados na superficie celular. Junto com as moléculas co-
estimulatorias nas ACPs, o peptideo/complexo MHC-I1I ira estimular a resposta imunolégica
(linfocitos CD4™) (DIEDERICHSEN, HIELMBORG, et al., 2003).

A maioria da resposta imunologica mediada por linfocitos citotoxicos locais (células T
CD8"), ocorrem através do reconhecimento de antigenos tumorais associados e apresentados
por moléculas MHC Classe | e uma menor expressao (Down-regulation) das moléculas MCH-
I no cancer é conhecido ser um importante mecanismo para 0 tumor escapar da vigilancia
imunoldgica (SHARMA, SHEN, et al., 2007).

Quando linfécitos sdo apresentados a antigenos, eles tornam-se ativados e secretam
citocinas fazendo estas celulas entrarem em ciclo celular dividindo-se. Isto é conhecido como
a proliferagdo de linfocitos, levando a um aumento do numero de linfdcitos antigenos
especifico e, como tal, € componente chave da regulacdo, amplificacdo e memdria da resposta

imunolégica mediada por células. Em culturas celulares a proliferacdo proliferacdo de
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linfécitos T pode ser estimulada por mitdgenos, com a Concanavalina A (ConA), que se ligam
no complexo receptor CD3 da célula T (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001).

Um dos fatores de diferenciacdo das populacdes de linfécitos T é feita a através das
citocinas produzidas pelas respectivas células. Citocinas sdo um grande grupo de
glicoproteinas e peptideos de baixo peso molecular que medeiam interacGes diretas entre
células e regulam funcdes celulares e teciduais(GALLI e CALDER, 2009). Sdo mediadores
produzidos na resposta inflamatoria e juntamente envolvem uma série de moléculas como 0s
eicosanoides e espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (GALLI e CALDER, 2009).
Citocinas tem como fonte as células inflamatorias e também funcionam como mediadores
paracrinos e intracelulares desempenhando sua maior funcdo na imunomodulacdo (GALLI e
CALDER, 2009).

As citocinas tém grande participacdo no desenvolvimento embrionério, no crescimento
e maturacdo celular, em processos de cura e reparo de tecidos, na formagdo de novos vasos
sanguineos e na modulacdo da resposta imunitaria. Citocinas possuem 3 propriedades: a)
pleiotropia: elas podem atuar de maneira diferente nos diferentes tipos celulares; b)
redundancia: fungbes similares podem ser estimuladas por diferentes citocinas; c)
multifuncionalidade: refere-se ao fato de que uma mesma citocina pode regular diferentes
funcbes imunitarias (NUNES, 2009).

Citocinas pro-inflamatérias levam a anorexia, perda de peso, uma resposta de proteina
de fase aguda, quebra de proteinas e gordura, aumento das concentracdes de cortisol e
glucagon e queda de insulina, resisténcia a insulina, anemia, febre e gasto energético elevado
em os animais (BARBER, 2001). Excessiva producdo de citocinas proinflamatérias como
interleucinas (IL) entre estas a IL-1, IL-2, IL-6, Inteferon y (INF-y) e Fator da Necrose
Tumoral - alfa (TNF-a) sdo comumente observadas na caquexia em paciente com cancer
(MORLEY, THOMAS e WILSON, 2006).

A interacdo entre as células do sistema imunitario e inflamacéo é mediada em grande
parte pelas citocinas que sdo capazes de promover crescimento celular, diferenciagdo e
ativacdo funcional. TNF-a, IL-1 e IL-6 sdo as mais importantes citocinas produzidas por
monocitos e macrofagos. Producdo de quantidades apropriadas de TNF-a, IL-1 e IL-6 sdo
benéficas na resposta para a infec¢do, mas em quantidades inapropriadas ou superproducdo,

podem ser danosas. Estas citocinas, especialmente o TNF-a, estd implicado na causa de
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muitas das respostas patologicas que ocorrem em condigdes inflamatdrias e induz febre e
sintese de proteinas de fase aguda pelo figado, ativando linfécitos T e B e celulas endoteliais
(SIMOPOULOS, 2002).

Hé& grande evidéncia que a IL-6 tem funcdo primordial na resposta inflamatéria. IL-6 é
uma citocina de 26 kDa, produzida por muitas células diferentes no organismo, incluindo
linfécitos, monacitos, fibroblastos e células endoteliais, e € a Unica citocina que pode
estimular a sintese de todas as proteinas da fase aguda envolvidas na resposta inflamatéria
como a, Proteina C Reativa, soro amiloide A, fibrinogénio, al-quimotripsina e haptoglobina
(SIMOPOULOS, 2002).
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FIGURA 5: RECEPTOR DO TNF-A (TNFR-1) E VIA DE SINALIZACAO. FATOR DE NECROSE
TUMORAL ALFA (TNF-A) ATIVAM AMBOS OS CAMINHOS DE SOBREVIVENCIA E
PROLIFERACAO, JUNTAMENTE COM AS VIAS DE APOPTOSE VIA TNFR-1.

FONTE: HORSSEN, HAGEN, EGGERMONT (2006).

Fator de necrose tumoral alfa é uma citocina multifuncional envolvida em apoptose,
sobrevivéncia celular, inflamag&o e imunidade, também foi caracterizado como "caquetina” e
como fator de diferenciacdo de linfocitos T (HORSSEN, HAGEN e EGGERMONT, 2006)
(Figura 5). O TNF-a é a primeira citocina liberada, em resposta a estimulo, pelos monacitos e
macrofago, para iniciar destruicdo de células tumorais, estimula os linfocitos T e B a
iniciarem a producdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1 e IL-6 (MORLEY,
THOMAS e WILSON, 2006). As citocinas ativam o Fator de Transcricdo Nuclear kB (NF-

kB), 0 que resulta em diminuicdo da sintese proteéica muscular e também ativam o sistema
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proteolitico mediado pela ubiquitina que é o principal sistema envolvido em doencas
relacionadas ao hipercatabolismo (MORLEY, THOMAS e WILSON, 2006).

O TNF-a tem papel importante na caquexia por promover a lipdlise do tecido adiposo,
pois ativa da enzima Lipase Sensivel a Horménio (LHS) que cliva os triacilglicerois (TAG)
em acidos graxos livres e glicerol, liberando-os para a circulacdo. Ainda, pela regulacdo de
diferentes proteinas com a reducdo das concentracdes de Perilipina?, CIDE-A3 Zinco-a

glicoproteina* e proteina antilipolitica Ga;®

, inibe a sinalizacdo da insulina prejudicando a
acdo do IRS-1 induzindo resisténcia a insulina e estimula termogénese pelo aumento da
expressdo de proteinas desacopladoras (UCP-2 e UCP-3) no musculo esquelético (RYDEN e

ARNER, 2007).

1.5. Metabolismo do AGPI n-3 a-linolénico e cancer

Os é&cidos graxos exercem amplas funcdes dentro das células. Eles atuam como
combustivel para geracdo de energia; sdo componentes da membrana celular fosfolipidica
contribuindo para as suas propriedades fisicas e funcionais; modificador da estrutura da
proteina que influencia na localizacdo celular e funcdo de proteinas; sdo precursores para a
sintese de mediadores lipidicos bioativos como prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas e
resolvinas; regulam a expressdo génica atraves de efeitos sobre a atividade dos receptores, em
processos de sinalizacdo intracelular ou por ativacéo do fator de transcricdao (CALDER, 2007,
SINGER, SHAPIRO, et al., 2008; SIMOPOULOS, 2010).

AGPI n-3 tem demonstrado uma serie de beneficios relacionados a satde incluindo a
melhoria dos resultados relacionados com doenca cardiovasculares. No diabetes por modificar
a sensibilidade das células a insulina e no cancer por diminuir a massa tumoral e o nimero de
metéstase, atenuar a caquexia e modular o sistema imunitario. Estes efeitos tém sido
demonstrados nos estudos utilizando o 6leo de peixe rico em EPA e DHA (SIMOPOULOS,
2010).

2 Fosfolipoprotefna que recobre a gota lipidica intracelular quando fosforilada agrega-se e permite o contado da LHS na
superficie lipidica para a hidrélise de TG.

% Proteina é expressa no tecido adiposo humano e regulada pela perda de peso.

* Fator de mobilizacéo de lipideos (LMF) é liberada por alguns tipos de tumores e pode estimular diretamente a lipdlise.

® Proteina de membrana que inibe e ativacio da adenilato ciclase que provoca a sintese de AMP ciclico. O AMPc liga e ativa
a proteina quinase A (PKA), que por sua vez fosforila e ativa LHS.
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O acidos graxo a-linolénico (ALA) é o principal AGPI n-3 presente na dieta ocidental,
até o conhecimento atual apresenta efeitos benéficos no cancer (prdstata, mama), mas ainda
ndo sdo claros e sdo controversos (ANDERSON e MA, 2009). Simopoulos, (1999) relatou
que ALA ndo apresenta efeitos bioldgicos equivalentes aos acidos graxos n-3 encontrados no
6leo de peixe, mas pode ser o precursor de EPA e DHA.

Em parametros de massa tumoral, Chen, et al., (2004), mostraram pela primeira vez
que o &cido a-linolénico na dieta podem inibir o crescimento do cancer de mama humano,
reduzir a proliferacdo e induziu a apoptose das células tumorais, assim o acido a-linolénico
apresentou efeitos anticancerigenos em reduziu a producdo de AA e seus eicosanoides, 0s
quais tém mostrado estimular diretamente o crescimento das celulas malignas.

O oleo de linhaga rico em acido graxos a-linolénico demonstrou atenuar a
tumorigénese mamaria (células de tumor MCF-7) in vitro, apresentou menor massa tumoral
reduziu a proliferacdo das células tumorais e aumentando a apoptose, sendo 0 mecanismo
anticancer do ALA relacionado com o aumento de peroxidagdo lipidica, propriedade anti
angiogenénica e a modulacdo das vias de transducdo de sinal (TRUAN, CHEN e
THOMPSON, 2010).

O efeito na modulacdo do sistema imunitario Thies, et al., (2001) observaram que a
suplementacdo em homens idosos de 2 g/d de ALA ndo foi significativamente capaz de
reduzir a proliferacdo de linfocitos humanos comparado com 6leo de peixe (OP).

Estudos em humanos (18g/dia) mostram que grandes quantidades de ALA na dieta
diminuem a proliferacdo de linfécitos e em células mononucleares de sangue periférico o
ALA inibe a sintese de IL-6, IL-1B ¢ TNF- o demonstrando o papel do ALA na reducéo da
inflamacdo como importante em evento inflamatériocomparado com uma dieta rica em LA
(ZHAO, ETHERTON, et al., 2007).

Carayol, Grosclaude e Delpierre (2010), em uma meta analise investigaram a relacao
entre 0 consumo na dieta de &cido a-linolénico (ALA) e o risco de cancer de prostata e
descobriram que os individuos que consumiram mais de 1,5g/dia de ALA em comparagao
com individuos que consumiam menos de 1,5¢g/dia tiveram um risco significativo de cancer
de prostata diminuido, mas estas descobertas suportam uma fraca associacao protetora entre a
ingestdo de ALA na dieta com o risco de cancer de prostata, e concluiram que mais pesquisas

s80 necessarias para concluir sobre essa questao
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Assim temos que a partir da metade do século 19, com a Era de industrializacédo
ocorreu uma alteracdo na dieta e reducdo do consumo de &cidos graxos n-3, determinando um
aumento na incidéncia de DCNT. Estudos realizados com o 6leo de peixe (rico em EPA e
DHA) tém comprovado seu efeito benéfico no céancer. De forma similar, trabalhos tém
demonstrado acdes benéficas utilizando-se a linhaca rico em ALA no cancer, porém, segundo
Thompson (2005) estes efeitos tem sido atribuidos as altas concentragdes de lignanas,
moléculas presentes na de linhaga com propriedades anti-tumorais.

Uma alternativa para estudos com o parental dos acidos graxos n-3 na dieta é o 6leo
Oro Inka. Este é extraido da Inka Peanut (IP) (amendoim Inka) (Plukenetia volubilis), que €
uma planta nativa das florestas chuvosas de alta altitude da regido dos Andes na América do
Sul (Peru). Esta semente é utilizada como fonte alimentar dos indios Chanca e outros grupos
tribais da regido andina por ser uma rica fonte nutricional com contetido de ~49% de 0leo e
um alto conteudo de proteinas (33%) (HAMAKER, VALLES, et al., 1992). O dloe extraido
da Plukenetia volubilis apresenta em sua composicdo 45% de acidos graxos o-Linolénico e
uma boa razdo n-6 (AL) para n-3 (ALA) de 0,82 (HAMAKER, VALLES, et al., 1992).

Por conter na composicdo alta quantidade de acidos graxos n-3, o 6leo da Inka Peanut
(Oro Inka® - Bebidas Latinas SAC. Lima, Peru) rico em &cido graxo n-3 a-linolénico pode ter
efeito similar aos dos acidos graxos de cadeia longa EPA e DHA presentes no 6leo de peixe
no cancer? A dieta, o tumor e o hospedeiro estdo interrelacionas e, envolvidos no crescimento
do cancer, no quadro de caquexia e a resposta do sistema imunitario. Assim, as mudancas na
dieta ocorridas fizeram aumentar o interesse da nutricdo em verificar 0 como 0 organismo
pode se beneficiar com o aumento do consumo do acido graxo parental n-3 em diversas

doencas cronicas ndo degenerativas em especial o cancer.



24

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar o efeito da suplementacdo com 6leo de peixe ou Oro Inka, rico em &cido

graxo o-linolénico sobre a massa tumoral, caquexia, resposta imunitaria de

macrofagos, neutrofilos e linfécitos em ratos portadores de tumor de Walker 256.

2.2 Especificos

a)
b)

c)
d)

e)
f)
9)

h)

)

Determinar o peso do tumor;

Mensurar a proliferagdo das células do tumor da Walker 256 “ex-vivo”;
Quantificar a a peroxidacéo lipidica no tecido tumoral;

Analisar o perfil de acidos graxos dos 6leos, racao e do tecido tumoral;

Quantificar a expressdo de COX-2 (ciclooxigenase—2) no tecido tumoral;
Determinar a Glicemia e triacilglicerolemia, como indicadores sanguineos de
caquexia;

Mensurar a fagocitose, volume lisossomal e producdo de anion superéxido em
macrofagos peritoneais e neutréfilos;

Mensurar a proliferacdo de linfocitos mesentéricos;

Analisar a populagéo de linfécitos T CD4" e CD8" do linfonodo mesentérico; e
Quantificar a producdo da TNF-a e IL-6 do plasma e do sobrenadante da cultura

de células de macrofagos peritoneais e linfocitos mesentéricos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), obtidos
do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais
foram submetidos a ciclo claro/escuro (12/12horas), em temperatura controlada a 22 + 1 °C,
com 4gua e alimentacdo (Racdo Nuvital® - Nuvilab AR-1) ad libitum. Os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
do Setor de Ciéncias Bioldgicas (SCB) da Universidade Federal do Parana (UFPR)
(Certificado N° 311) (ANEXO 1). Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Metabolismo Celular do Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal do Parana.

3.2. Protocolo Experimental

Os ratos da linhagem Wistar (70 dias) foram acondicionados e separados em quatro
animais por caixa de contencdo formando 6 grupos de acordo com o tipo de suplementacédo e
de acordo com a presenca ou ndo de tumor de Walker 256. Foram divididos em:

Grupos sem tumor

e C—ndo suplementado

e  OP — suplementado com Oleo de Peixe (rico e EPA e DHA)

e Ol —suplementado com Oro Inka (rico em ALA)

Grupos com tumor

e W —ndo suplementado

e OPW — suplementado com Oleo de Peixe (rico e EPA e DHA)

e  OIW —suplementado com Oro Inka (rico em ALA)

Os animais receberam dieta padrdo por todo o periodo e, de acordo com 0s grupos,
foram suplementados por 30 dias com: Oleo de Peixe® - Fundagio Herbarium (0,2 mg/cap de
EPA e 0,1mg/cap DHA) e Oro Inka - Bebidas Latinas SAC. Lima, Peru (46% de &cidos
graxos a-linolénico) na dose de 1g/kg (MUND, et al., 2007) de peso corpdreo. O perfil dos
acidos graxos da racdo fornecida aos animais e dos 6leos suplementados estdo apresentado na
tabela 3. A ragdo Nuvital® Nuvilab AR-1 é rica em &cido linoléico (AL 18:2n-6) na



26

quantidade 56%, seguido de 20% de &cido oléico (18:1n-9). No Gleo de peixe ha 29,8% de
acido eicosapentaendico (EPA - 20:5n-3) e 23,8% do &cido docosahexaendico (DHA - 22:6n-
3). O Oro Inka apresenta na sua composicao 54,5% do acido graxo a-linolénico ALA (18:3n-
3) e contém 31,6% de &cido linoléico (AL 18:2n-6). Resumidamente, observa-se que na dieta
padrdo predomina acidos graxos n-6 (56%), a suplementacdo com 0leo de peixe contém 54%
de &cidos graxos de cadeia longa da familia n-3 EPA e DHA, e o0 6leo Oro Inka tem 55%

acidos graxos a-linolénico precursor da familia n-3.

TABELA 2: PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA RACAO, OLEO DE PEIXE E ORO INKA
(G/100 G DE ACIDOS GRAXOS TOTAIS). RACAO NUVITAL - NUVILAB AR-1®, OLEO
DE PEIXE — FUNDAGAO HERBARIUM, ORO INKA — BEBIDAS LATINAS SAC.

Acidos graxos Racio Oleo de Oleo Oro

(91009 de_ acidos Nuvital Peixe Inka
graxos totais)

Saturado

Laurico (12:0) 1,340,3 3,5+0,5

Palmitico (16:0) 13,7+0,9 14,4420 3,4+0,3
Estearico (18:0) 2,44+0,3 1,010 1,3+0,05
Insaturado

Oléico (18:1n-9) 20,0+0,05 10,7+1,2 6,7+0,2
Linoléico (18:2n-6) 56,0+0,8 3,310,3 31,6+0,3
a-linolénico (18:3n-3) 6,0+0,6 54,5+0,8
Araquidobnico (20:4n-6) 0,210,1 13,8+0,9 1,640,2
EPA (20:5n-3) 0,310 29,8+0,5 0,7+0,4
DHA (22:6n-3) 23,8+0,05

Razdo n-6/n-3 9,0:1 0,3:1 0,6:1

FONTE: O AUTOR (2011).

Apbs o periodo inicial, os animais dos grupos denominados com tumor foram
inoculados com 1 mL subcutaneamente, no flanco direito, de uma suspensao de células de
tumor de Walker 256, contendo 3x10” células/mL. Os grupos sem tumor foram inoculados
com solucéo salina a 0,9%. Os animais foram ortotanasiados no 14° dia apos a inoculagdo do
tumor. Foram coletados o sangue, lavado peritoneal, tecido tumoral e linfocitario mesentérico

para realizacdo dos ensaios descritos abaixo.
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3.3. Obtencéo e Transplante das Células do Tumor de Walker 256

O tumor de Walker é um carcinossarcoma que se desenvolveu espontaneamente na
glandula mamaria de uma rata gravida em 1928, no laboratério de George Walker no “Jonh
Hopkins University School of Medicine”. O tumor estava localizado na parte inferior da
parede abdominal esquerda e apresentava tamanho médio de 5 cm de didmetro. Durante a
lactacdo o tumor regrediu, apos o desmame ele reincidiu e cresceu rapidamente em seguida
(GUAITANI, TORRE, et al., 1983). Dois tipos de carcinomas de Walker 256 tém sido
investigados por apresentarem diferencas na interagdo com o hospedeiro. O do tipo A,
invasivo e metastizante, tem lento ritmo de crescimento induzindo a anorexia e a caguexia
somente na fase terminal, garantindo sobrevida média de 27 dias. O tumor do tipo B, ndo
invasivo e de crescimento rapido, induz a caquexia precocemente com sobrevida de 15 dias
(GUAITANI, TORRE, et al., 1983). Foram injetados intraperitonealmente em um rato adulto
suspensdo de 2 x 10 células/ml do tumor da Walker tipo B. Ap6s periodo de cinco dias,
quando constatado a ascite, o animal foi ortotanasiado e injetado 10 mL de PBS em sua
cavidade abdominal. Em seguida, seu abdome foi massageado, e através de laparotomia
mediana, foi coletada da cavidade abdominal, com auxilio da pipeta tipo Pasteur, o fluido
contendo as células tumorais. A contagem do namero de células tumorais foi realizada em
camara de Neubauer. Apds a contagem, inoculou-se o 3x10’ células/ml no flanco direito,

subcutaneamente, nos animais.

3.4. Determinacdo da Massa Corpdrea dos Animais e Peso dos Tecidos

Durante o experimento 0s animais, a cada 2 dias, no periodo da manha eram pesados
para a devida suplementacdo (1 g/kg de peso corpdreo) com os respectivos 0leos. Apds 0
periodo experimental de 45 dias os animais foram ortotanasiados sendo a massa tumoral

retirada e pesada em balanga digital. Foi calculado o % de mudanca de peso pela formula:

%MP = _PF -PT_x100%
Pl

Onde: MP — mudanca de peso
PF — peso final 14 dias ap0s a inoculacdo do tumor de Walker 256
PT — peso do tumor
Pl — peso inicial no dia da inoculacdo do tumor de Walker 256
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3.5. Determinacao Sanguinea

O sangue dos animais (9 ml/animal) foi coletado em tubo contendo 1 ml de solugéo de
Heparina Sédica (5000 U.1./ml), e centrifugado a 1200 rpm (Eppendorf — Centrifuge 5810 R)
por 6 minutos em temperatura de 4°C. O plasma foi coletado para os experimentos abaixo.

3.5.1. Glicemia

A determinacdo da concentracdo da glicose circulante foi realizada pelo método
enzimatico colorimétrico, utilizando o Kit Glicose E enzimatica da Bioliquid, seguindo as
instrucbes do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdometro
(Microplate reader Bio-rad — Benchmark) a 505 nm e os resultados expressos em mg/dL.

3.5.2. Triacilglicerolemia

A concentragdo plasmatica de TAG foi determinada por método enzimaético
colorimétrico, utilizando os kits triglicérides GPO-Bioliquid conforme especificagdes do
fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (Microplate reader

Bio-rad — Benchmark) a 540 nm e os resultados foram expressos em mg/dL.

3.6. Determinacdo do Perfil de Acidos Graxos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography — HPLC)

3.6.1. Extracdo lipidica

Foi realizada de acordo com o método descrito por Folch et al. (1957). Setenta
miligramas de cada amostra de tecido tumoral, 10 pl dos 6leos e 100 mg da racdo foram
utilizados para a extracdo. ApOs a pesagem, foi acrescentado ao tecido contido em tubo de
vidro, 1,33 mL do solvente extrator (composto por metanol:cloroférmio, 1:2, vol:vol). O
material foi homogeneizado com o auxilio de um homogeneizador (BoschR GGS 27). Em
seguida, foram adicionados 240 pL de metanol ao homogeinado, e o material foi entdo
centrifugado a 5000 g (Eppendorf — Centrifuge 5810 R), por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de vidro e foram adicionados 480 uL de
cloroférmio (para manter a propor¢do metanol:cloroformio em 1:2 v:v). Na sequéncia, foram
adicionados 410 puL de agua ultrapura, e o sistema bifasico formado foi entdo submetido a
intensa agitacdo, até ndo serem mais distinguiveis as duas fases. Cerca de 10 minutos depois,

apos a reconstituicdo espontanea do sistema bifésico, o sobrenadante (aquoso) foi removido
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com o auxilio de micropipeta. Foi entdo adicionado 1 mL de Solucdo de Folch (metanol
48,98%; agua 47,96%; cloroformio 3,06%; MgCl2 0,017%; CaCl2 0,02%; NaCl 0,37%),
lentamente (para evitar a formacdo de emulsdo) de maneira que as paredes do tubo fossem
lavadas com esta solucdo. Apo6s a remogdo do sobrenadante, este procedimento foi repetido
mais duas vezes, e o infranadante submetido a secagem em nitrogénio gasoso em banho-maria
a 40 °C.

3.6.2. Saponificacdo dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos dos tumores e células, bem como aliquotas de éleo de
peixe e Oro Inka, foram ressuspensos em 100 puL de metanol e saponificados com 2,0 mL de
uma solucéo alcalina em metanol (hidroxido de sédio 0,5M em metanol a 90%), a 37 °C por 2
horas, em banho-maria com agitacdo (BEYER E JENSEN, 1989; NISHI'YAMA-NARUKE,
SOUZA, et al., 1998). A solucdo alcalina foi entdo acidificada até aproximadamente pH 3,0,
com 1,5 mL de acido cloridrico 1M. Os &cidos graxos em solucdo foram extraidos 3 vezes
com 2,0 mL de hexano. O solvente foi evaporado em nitrogénio gasoso em banho a 37 °C e as
amostras entdo guardadas protegidas da luz, a -20 °C até a derivatizacao.

3.6.3. Derivatizacdo dos acidos graxos

A reacdo de derivatizacdo foi baseada no método descrito por Abushufa, Reed e
Weinkove (1994). O reagente 1 foi preparado adicionando-se 10mg de 4-bromometil-7-
metoxi coumarina (BMMC) em 10 mL de acetonitrila. O reagente 2 foi preparado
adicionando 26,5 mg de 18-crown-6-ether e 100 mg de carbonato de potassio em 5 mL de
acetonitrila e 50 pL de &gua ultra pura. O reagente 2 foi sonicado por 30 minutos e outros 5
mL de acetonitrila foram adicionados. O sobrenadante foi separado do precipitado e a solugéo
foi estocada a 4-8°C. As amostras contendo acidos graxos a serem derivatizados foram
reconstituidas em 100 pL de acetonitrila ¢ homogeneizadas em vOrtex por 30 segundos. Apos
este periodo foram adicionados 100 pL do reagente 1, e 100 pul do reagente 2. Foram
adicionados mais 100 pL de acetonitrila e as amostras foram novamente homogeneizadas,
mantidas a 60°C por 15 minutos em placa aquecedora, € em seguida transferidos para frascos
apropriados para injecdo em HPLC. Para a andlise dos acidos graxos derivatizados através do

detector de fluorescéncia, foram realizadas injeces de 50 uL dos derivados diluidos. O fluxo
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foi de 1,0 mL/minuto, a temperatura controlada de 23°C. Os compostos foram detectados
fluorimetricamente com excitacdo a 325 nm e emissdo a 398 nm. Quanto a fase movel, foi
realizado gradiente bindrio com acetonitrila e agua, iniciando com a proporcéo de 77:23%
(acetonitrila:agua) e finalizando com 90:10%, em um total de 55 minutos.

3.6.4. Obtencao dos cromatogramas - HPLC

Apos extragdo lipidica, saponificacdo dos extratos e derivatizagdo dos &cidos graxos
obtidos, as amostras foram injetadas em um sistema HPLC — Varian com uma bomba (modelo
ProStar 230), autoinjetor (mod ProStar 410) e detector de fluorescéncia (mod. ProStar 363). A
coluna analitica para a separacdo dos &cidos graxos derivatizados utilizada foi da marca
Varian, Microsorb-MV C-8 de fase reversa, com 250 mm de comprimento x 4,6 mm de
didmetro, contendo particulas de 5 um. O software para integracdo e registro de dados foi o
Star 6.2 Chromatography Wokstation. Os seguintes acidos graxos foram utilizados como
padrdes: acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido
palmitoléico (C16:1n-7), &cido estearico (C18:0), acido oléico (C18:1n-9), &cido linoléico
(C18:2n-6), é&cido o- linolénico (C18:3n-3), é&cido araquiddnico (C20:4n-6), &cido

eicosapentaendico (C20:5n- 3) e acido docosaexaenoico (C22:6n-3).

3.7. Proliferacao de Células Tumorais “ex vivo”

Dos animais ortotanasiados foram retirados o tecido tumoral, dissecados e macerados
o tecido. As células tumorais, assim obtidas foram filtradas e centrifugados (Eppendorf —
Centrifuge 5810 R) a 1800 rpm, a 4 °C, durante seis minutos. Ressuspendidas com PBS este
procedimento centrifugacdo e lavagem foi repetido por mais 2 vezes em seguida as células
utilizados para a os procedimento de cultivo, descritos abaixo. Isoladas as células tumorias,
uma solucdo com 180 pL contendo 1 x 10° células por poco, foram cultivados em meio de
cultura RPMI-1640 com Hepes (1 litro &gua milig — pH 7,4 Glutamina — 0,292 g; NaHCO3 —
2,2 g; Hepes — 2,5 g; Meio RPMI - 10,40 g) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e antibidticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 pocos (volume
final de 200 pL) a 37 °C em atmosfera de 95% ar / 5% CO,. Foi adicionado 20 uL de uma
solugdo contendo (2- *C)-timidina (0,02 pL/pogo) (50 mCi/mmol) e as células foram

mantidas em cultura por um periodo adicional de 24 horas, sob as mesmas condigdes descritas
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acima. Apos, foram coletadas automaticamente em coletor multiplo (Skatron Combi Multiple
Cell Harvester, UK) em papéis filtro n° 11731 FILTERMATS (COX Scientific Ltd. UK).
Neste processo ndo had necessidade de processos extrativos preparatorios para obtencdo de
DNA celular. Os discos de papéis contendo a radioatividade incorporada no DNA foram
transferidos para tubos contendo 1 mL de liquido de cintilagdo e levados para mensuracao da
radiatividade incorporada em DNA em cintilador modelo Beckman LS 6500. Os resultados

foram expressos em contagens por minuto (CPM).

3.8. Peroxidacao Lipidica do Tecido Tumoral

Mensurou-se peroxidacdo lipidica pelo método xilenol laranja (FOX) conforme
descreve Jiang, Woollard e Wolff, (1991) e Nourooz-Zadeh, Tajaddini-Sarmadi e Wolff,
(1994). O método quantifica a formacdo de hidroperoxidos lipidicos/mg de proteinas durante
a peroxidacao lipidica. O método baseia-se no principio de que hidroperoxidos oxidam ferro a
fon férrico e por sua vez este ion se liga ao corante xilenol laranja. Para isso, amostras de
tecido tumoral (200 mg) foram homogeneizadas em 5 volumes de metanol (Homogeneizador
Politron - 25.000 rpm), e centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a 5.000 x g/5°/4°C.
O sobrenadante (90 uL) foi aliquotado em tubos de rea¢do contendo 10 pulL de metanol ou 10
uL de solugdo metanodlica de trifenilfosfina (TPP, SigmaR) a 10mM. Todos os tubos foram
agitados vigorosamente e entdo incubados em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds
este periodo foram adicionados 900 uL de solugdo de trabalho (reativo de FOX2), contendo
MeOH 90%, xilenol laranja 100 uM (SigmaR), H2SO4 25 mM, hidroxitolueno butilado
(BHT) 4 mM, e sulfato ferroso de amonio 250 uM, em metanol 90% (v:v, em agua). Ap0s
agitacdo, as amostras foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. Nesta etapa, 0s
cations ferrosos (Fe2") do reativo de FOX2 sdo oxidados pelos hidroperdxidos presentes na
amostra (tanto pelos hidroperdxidos lipidicos quanto por outros tipos de hidroperoxidos
presentes na amostra). Como todos os hidroperoxidos lipidicos das amostras tratadas com
TPP foram reduzidos, a producéo de Fe3" sera menor nestas do que nas amostras ndo tratadas
com TPP. O Fe3" formado e entdo quelado pelo xilenol laranja, o que faz a cor deste
indicador passar de laranja a azul-purpura (passa a absorver luz em 560 nm). Ao final do
tempo da incubacdo, a absorbancia foi mensurada no espectrofotometro (ULTROSPEC 2000

-Parmacia) em comprimento de onda de 560 nm. Subtraiu-se entdo o valor da absorbancia das
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amostras tratadas com TPP (sem hidroperoxidos lipidicos) do valor da absorbancia das
amostras sem TPP. A quantidade de lipoperdxidos foi calculada utilizando-se curva padrdo de
peroxido de hidrogénio, obtida com solucBes padrao de diferentes concentragdes (100; 50; 25;
12,5; 6,2; 3,1 e 1,6 uM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para a
dosagem de hidroperoxidos (com excecdo ao tratamento com TPP). Os resultados foram
expressos em nmol de hidroperéxidos/mg de proteina. O célculo para a determinacdo qual
quantidade de peroxidacdo lipidica no tecido tumoral foi realizado utilizando-se coeficiente de

extingdo molar £= 4,3 X 10“*M. A férmula utilizada para o calculo foi:

ABS. x dil. Do PBS x dil de solucdo de trabalho x _1_

) mg de tecido
ABS - absorbancia

3.9. Determinacdo da Quantificacdo Protéica para Peroxidacgdo Lipidica

A concentracdo de proteinas das amostras foi mensurada pelo método de Bradford,
(1976) que utiliza o corante Coomassie Blue G 250 que se liga as proteinas resultando em
coloracdo azul, passivel de ser detectada em comprimento de onda de 450 nm. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (ULTROSPEC - Pharmacia) a 595 nm.

3.10. Parametros Imunitarios de Macrdéfagos e Neutroéfilos.

3.10.1. Obtencéo de Macrofagos

Para a obtencdo de células peritoneais, os ratos sem e portadores do tumor de Walker
256 foram exsanguinados por decapitacdo. Apds a remogdo da pele da regido abdominal 10
mL de tampé&o fosfato-salina (PBS), pH 7,4 foi injetado na cavidade peritoneal dos animais.
Apo6s 30 segundos da aplicacdo, a cavidade peritoneal foi aberta e o fluido, contendo as
células, aspiradas com o auxilio de pipeta tipo Pasteur, estéril. Em seguida, estas células
foram centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a 150 G. 4 °C, durante 5 minutos. Os
macrofagos entdo, apds descarte do sobrenadante, foram ressuspendidos em PBS, e em
seguida, procedeu-se a contagem destes em camara de Neubauer corando-se com azul de

tripan 0,2%. Para o0s ensaios abaixo foram plagueados por pogo 2 x 10° células/mL.
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3.10.2. Obtencéo de neutrofilos sanguineos

O isolamento dos neutrofilos foi baseado no método proposto por Bayum, (1976). O
sangue coletado dos animais foi transferido para tubos Falcon® de 50 mL e diluidos (1:2)
com PBS. A seguir, foi adicionado 3 mL de Ficoll-Paque Plus e em seguido 8 mL do sangue
diluido. Logo apds, foram centrifugados (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) durante 40 minutos
a 400 G. Apl6s a separacdo das células, a camada superior constituida por células
mononucleares e plaquetas foi descartada. A camada inferior composta pelos neutrofilos e
eritrécitos foi incubada com solugdo hemolitica em banho-maria por 15 minutos. Depois,
centrifugada a 150 G (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e as células ressuspendidas em PBS para posterior contagem em camara de
Neubauer corando-se com azul de tripan 0,2%. Para os ensaios abaixo foram plaqueados por
poco 10° células/mL.

3.10.3. Fagocitose

Utilizou-se o método descrito por Pipe et al. (1995) modificado por Bonatto, et al.,
(2004). Foram depositados 100 pL da solucdo de macrdéfagos ou neutrdfilos obtidos como
descrito acima, em placa de ELISA e adicionam-se 10 puL de zymosan (2,3 x 10°
particulas/mL) corado com vermelho neutro (solucdo estoque vermelho neutro: Vermelho
Neutro — 0,02g; Dimetilsulfoxido (DMSO) — 1 mL) (solucdo de fagocitose: zimosan — 0,02 g;
Solucdo estoque de vermelho neutro — 0,3 mL e PBS — 3 mL) e incubou-se por 30 minutos.
Apos este procedimento, foi adicionado 100 pL de fixador de Baker (Cloreto de sodio (NaCl)
— 2 g; acetato de calcio — 1g; formaldeido — 4mL e 4gua milique — 93 mL) para interromper o
processo de fagocitose, 30 minutos depois a placa foi lavada com PBS e, posteriormente,
centrifugada (Eppendorf — Centrifuge 5810 R), por 5 minutos a 240 G, a fim de remover o
zimosan e o vermelho neutro ndo fagocitado pela células. O vermelho neutro no interior dos
macrofagos foi solubilizado utilizando-se 100 uL de Solucdo de Extragdo (&cido acético
glacial 96% - 1 mL; etanol — 50 mL e agua milique — 49 mL). Em seguida incubou-se por 30
minutos a 37°C e, procedeu-se a leitura das placas, a 550 nm utilizando-se espectrofotdmetro
(Microplate reader Bio-rad — Benchmark). Os dados foram expressos em: % comparados com

0 grupo controle e também normalizados pela adesé&o.
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3.10.4. Retencéo de vermelho neutro

Para esta analise utilizou-se o metodo descrito por Pipe et al. (1995) modificado
Bonatto, et al., (2004), onde em placas do tipo ELISA depositou-se 100 uL da solucdo de
macrdfagos ou neutrofilo e adicionou-se 20 uL de vermelho neutro a 2% (solucgéo estoque de
vermelho neutro — 0,02ml e PBS — 5mL). Apds 30 minutos, a placa foi centrifugada
(Eppendorf — Centrifuge 5810 R) por 5 minutos a 240 G. O sobrenadante foi descartado e 0s
pocos lavados com PBS, para eliminar o vermelho neutro que ndo foi internalizado pelas
células. Adicionou-se 100 pL de solucdo de extracdo para solubilizar o vermelho neutro que
estava dentro dos lisossomos. Esta solubilizacdo € possivel porque o vermelho neutro é
corante catibnico que se difunde através da membrana celular e, uma vez presente no
lisossomo, fica aprisionado devido a mudangas de cargas causada pelo pH acido do sistema
lisossomal. Finalmente, ap6s incubacdo por 30 minutos a 37°C, a placa foi lida a 550 nm
utilizando-se espectrofotébmetro (Microplate reader Bio-rad — Benchmark). Os dados foram

expressos em: % comparados com o grupo controle e também normalizados pela adesé&o.

3.10.5. Mensurac&o da producéo de Anion Superéxido

A geragdo de superoxido foi estimada através da reducdo de “nitroblue tetrazolium”
(NBT), um composto amarelo lipossollvel que se torna insoltvel e de cor azul no seu estado
reduzido (MADHAVI e DAS, 1994). Depositou-se 100 uL da solucdo de macréfagos ou
neutrofilo em placa de 96 pogos e adicionou-se 100 pL de solucdo de NBT 0,25% (NBT —
0,25 g, Zimosan — 0,5 g e PBS — 100 mL), foram incubados por 30 minutos a 37 °C. Apds
centrifugou-se (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) por 5 minutos a 240 G e descartou-se 0
sobrenadante. Adicionou-se 100 pL de PBS e centrifugou-se por 5 minutos a 240 G,
descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 100 puL de Metanol 50% e incubou-se por 10
minutos a 37°C. Centrifugou-se (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) por 5 minutos a 240G e foi
descartado o sobrenadante. Secou-se a quente e solubilizou-se com 120 pL de KOH 2M e 140
pL de DMSO. A placa foi lida a 550 nm utilizando-se espectrofotdmetro (Microplate reader
Bio-rad — Benchmark). Os dados foram expressos em: % comparados com o grupo controle e

também normalizados pela adesao.
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3.10.6. Adesao de macrofagos

Foi plaqueado, em microplacas de 96 pocos 100 uL de células na concentragdo de 2x10°.
Incubou-se por 1 hora em estufa a 37 °C e submeteu-se a procedimentos de lavagem. Metanol
50% foi adicionado para fixacdo das células e incubado por 5 minutos. Giemsa 0,2% foi
adicionado e a microplaca incubada por 40 minutos. Metanol foi adicionado para solubilizar o
corante. Apds 30 minutos de incubacdo, a leitura foi realizada a 550 nm (dados ndo mostrados)

utilizando espectrofotometro (Microplate reader Bio-rad — Benchmark).

3.11. Parametros Imunitarios de Linfdcitos

3.11.1. Obtencao dos linfdcitos

Dos animais ortotanasiados foram retirados os linfonodos mesentéricos, dissecados e
isolados por compressdo destes 6rgaos em cilindro de malha em solucgéo salina. Os linfécitos
assim obtidos foram filtrados em papel filtro especial (Whatmen n° 105) e ap6s centrifugados
(Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a 180 G, a 4 °C, durante seis minutos. Este procedimento de
filtragem foi repetido por 3 vezes em seguida os linfocitos utilizados para a determinacdo dos

parametros imunitarios, descritos abaixo.

3.11.2. Proliferacao linfocitaria

Isolados os linfécitos, uma solucdo com 180 pL contendo 2 x 10° células por poco,
foram cultivados em meio de cultura RPMI-1640 com Hepes (1 litro dgua miliq — pH 7,4
Glutamina — 0,292 g; NaHCO3 — 2,2 g; Hepes — 2,5 g; Meio RPMI — 10,40 g) enriquecido
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibioticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10
mg/L), em placas de 96 pogos (volume final de 200 uL) a 37 °C em atmosfera de 95% ar / 5%
CO,. por 48 horas. Metade dos pogos de cada grupo de linfdcitos foram estimulados com 20
uL/poco de solucédo hidroalcodlica do mitégeno Concanavalina A (ConA — 5 pg/mL), e outra
metade sem estimulo sendo mantidos em cultura por 48 horas. Apds este periodo, foram
adicionados 20 uL de uma solucéo contendo (2- **C)-timidina (0,02 uL/poco) (50 mCi/mmol)
e as células foram mantidas em cultura por um periodo adicional de 18 horas, sob as mesmas
condicdes descritas acima. Apos, foram coletadas automaticamente em coletor mdaltiplo
(Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n°® 11731 FILTERMATS
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(COX Scientific Ltd. UK). Neste processo ndo had necessidade de processos extrativos
preparatorios para obtencdo de DNA celular. Os discos de papéis contendo a radioatividade
incorporada no DNA foram transferidos para tubos contendo 1 mL de liquido de cintilagdo e
levados para mensuracdo da radiatividade incorporada em DNA em cintilador modelo

Beckman LS 6500. Os resultados foram expressos em contagens por minuto (CPM).

3.11.3. Marcadores de superficie

A identificacido dos marcadores de superficie para linfocitos T helper (CD4™) e T
citotoxico (CD8") foi realizada através de Citometria de Fluxo, segundo, metodologia descrita
por JEFFERY et al.; (1996). Para isto, linfécitos coletados do linfonodo mesentéricos (2x10°
células/tubo) foram incubados com anticorpo monoclonal contra CD4" (marcado com o
fluorocromo Ficoeritrina (PerCPe) com absorbancia de 488 nm e emissdo maior que 640 nm —
canal FL2) e CD8" (marcado com o fluorocromo Isotiocianato de fluoresceina (FITC) com
absorbancia de 488 nm e emissdo maior que 530 nm — canal FL1) por 30 minutos. Depois foi
feita a lavagem dos anticorpos com tampdo PBS filtrado (0,05%). A fluorescéncia celular foi
avaliada por citometria de fluxo (FACS — fluorescence activated cell sorter) em equipamento
FACSCalibur Becton Dickinson -Biosciences. Os resultados foram expressos em
porcentagem positiva de populacdo dos diferentes linfocitos. O software utilizado para a
aquisicdo dos dados foi o Cell Quest™, ¢ para a analise de dados, o programa Weasel

v2.6.1®.

3.12. Determinacao da Concentracdo de Citocinas

3.12.1. Plasma
Apos a separacdo do plasma de cada animal, como descrito anteriormente, estes foram
congelados a -80° C para posterior mensuracdo das citocinas TNF-a e IL-6 seguindo as

especificacOes do fabricante.

3.12.2. Linfécitos e macrofagos
Apbs a coleta dos linfocitos e macrofagos como descrito acima, o plaqueamento, em

placas de 24 “wells”, contendo 200 pL de meio de cultura RPMI-1640 com Hepes com 2x10°
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células/”well”. Metade dos “wells” de cada grupo, os linfocitos foram estimuladas com
concanavalina-A 5 ug/ml e os macréfagos com lipopolissacarideo 10 pg/ml (LPS) e foi
adicionado 1,8 mL de meio RPMI 1600 com hepes + SFB (soro fetal bovino) e antibioticos
(penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L) e nos “wells” controle adicionou-se apenas 0
meio de cultura. As placas foram, em seguida, colocadas na estufa com CO; a 5%, a 37 °C,
por 24 horas. Apo6s este periodo, centrifugou-se a placa por 5 minutos a 150 G e coletou-se o
sobrenadante sendo congelado a -80°C. A quantificacdo ocorreu através de kit especifico de
TNF-a (Rat TNF-a ELISA — Ready-Set-Go! — Cat# 88-7340-88 — eBioscience Inc. USA) e
IL-6 (Rat IL-6 ELISA Development Kit - Catalog #:900-K86 - PeproTech Inc. USA),
utilizando-se o teste de ELISA.

3.13. Determinacéo da Expressdo Proteinas

3.13.1. Eletroforese em Sds — Page

O método “SDS — PAGE” descrito por Laemmli, (1970), desenvolvido para que esta
migracdo dependa do tamanho da proteina. O SDS (dodecil sulfato de sddio) é um poderoso
detergente carregado negativamente que se liga a regides hidrofobicas das proteinas. O
complexo formado SDS-protéina distribui carga negativa semelhante entre todas as proteinas,
que migrardo para o pélo positivo do campo elétrico. Portanto, a migracdo das proteinas no
método “SDS — PAGE” depende unicamente dos seus pesos moleculares. O gel de
empilhamento foi preparado de 7% a 12% dependendo da proteina estudada, permitindo que
todas as proteinas migrem com a mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando ao gel de
separacdo, as proteinas comecam a migrar de acordo com seus pesos moleculares. A
concentragdo de poliacrilamida do gel de separacdo foi de 10%. As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em “SDS — PAGE” por aproximadamente
2 horas (200 V, 400 mA). Esta separagcdo das proteinas é importante para a posterior

identificacdo das proteinas pelo uso de anticorpos (Western Blotting).

3.13.2. “Western Blotting”
O método de “Western Blotting” surgiu em 1979, descrito por Towbin, Staehelin e
Gordon, (1979) e baseia-se na identificacdo de proteinas especificas pelo uso de anticorpos
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mono ou policlonais. Apos a separagdo das proteinas em SDS — PAGE, as proteinas presentes
no gel foram eletrotransferidas (BIORAD ® Semi-dry transfer cell) para uma membrana de
nitrocelulose (BIO-RAD® TRANSBLOT) durante aproximadamente 1 hora sob voltagem
constante de 25 V (5,5 mA/cm2), contendo tampéo de Transferéncia Bjerrum and Schafer-
Nielsen (48 mM Tris, 39 mM glicina, 10% SDS e 20% metanol) previamente resfriado a 4
°C. A membrana foi bloqueada over night a 4°C com tampéo de bloqueio TBST (NaCl 4M,
TrisHCI 1M, 0,05% Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé) para evitar
ligacdo inespecifica em regides da membrana em que ndo ha proteinas. Lavada com TBST (3
vezes de 10 minutos), membrana foi incubada com anticorpo primario em tampéao de
incubacdo (TBS + 3% de leite em pd) por 3 horas em temperatura ambiente contendo
anticorpo primario para B-Actin (C4): sc-47778 (Santa Cruz Biotechnology) diluidos na
proporcdo de 1:800 ou COX-2 (C-20): sc-1745 (Santa Cruz Biotechnology) diluidos na
proporcdo de 1:400. Apos a incubacdo, a membrana foi submetida a outra lavagem com
TBST (3 vezes de 10 minutos) e nova incubacdo com (TBS + 3% de leite em po) por 2 horas
em TA contendo anticorpo secundario especifico para o anticorpo primério ligado a enzima
HRP (horseradish peroxidase) (Goat anti-mouse 1gG-HRP sc-2005 e rabbit anti-goat 1gG-
HRP: sc-2768 diluidos na proporcdo de 1:4000). Apds a lavagem com TBST (3 vezes de 10
minutos) pela adicdo de um substrato cromogénico ou quimioluminescente (Western Blotting
Luminol Reagent: sc-2048 - (0,1 mL/cm2) por 5 minutos. Esta enzima permite a visualizagéo
do sinal da proteina identificada pelo anticorpo revelado em filme Kodak® para radiografia.
A densidade das bandas foram avaliadas por densitometria (software Image J®), em relacdo a

densidade da banda de um controle interno (actina).

3.14. Analise Estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism®. Os dados foram expressos em média =+ erro
padrdo da média se submetidos a analise de variancia de duas vias tendo tumor e
suplementacdo como fatores. Nivel significancia para p<0,05 foi empregado para indicar

diferenca estatistica
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4. RESULTADOS

Parametros Tumorais

4.1. Massa Tumoral

Na figura 6 estdo apresentados os dados da massa tumoral (g) dos grupos portadores
de tumor sem suplementagdo (W), suplementados com O6leo de peixe (OPW) e Oro Inka
(OIW). A massa tumoral do grupo W foi de 19,1+2,0g. No grupo OPW a massa tumoral foi
de 7,9+0,7¢, correspondendo a 58,6 % a do grupo W (p< 0,05). No grupo suplementado com
0 Oro Inka a massa tumoral foi de 8,3+0,7g, apresentando uma reducdo em 56,5% comparada
a do W (p< 0,05). Nao houve diferenca entre os grupos suplementados (p>0,05)

gramas (g)

FIGURA 6: MASSA TUMORAL (G) OBTIDA DE RATOS PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256
ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU
ORO INKA (OIW). 0S DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 20 RATOS DO GRUPO W, 25 DO
OWP E 29 DO OIW. * p<0,05 VS. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.2. Percentual (%) de Mudanca de Peso

O percentual de mudanga de peso (%) esta representado na tabela 2. Os pesos dos
animais no inicio e ao final de 14 dias (Tabela 2) ndo foram diferentes entre 0s grupos
(p>0,05) sem tumor (C) ou com tumor (W), suplementados com tumor (WOP, WOI) ou sem
tumor (OP, OI). Ao promover a reducdo do peso do tumor do peso corporeo final tém-se o
peso da carcaga que ao se expressar os dados em percentagem de mudanca de peso identifica-
se uma reducéo do peso em -04+0,6 no grupo sem suplementacdo (W). A suplementacdo com

6leo de peixe (WOP) ou Oro Inka (WOI) promoveu percentual de mudanca de peso positiva
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de 3,3+0,7 e 2,7+0,6, respectivamente, que ndo foram diferentes entre si ou a de seus pares

sem tumor (p>0,05), mas foram significantes quando comparadas a do grupo W (p< 0,05).

TABELA 3: PERCENTUAL (%) DE MUDANCA DE PESO: PESO INICIAL, FINAL, TUMORAL E DA
CARCAGA DOS ANIMAIS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO
(C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E PORTADORES DO TUMOR
ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU
ORO INKA (OIW). OS DADOS ESTAO APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM DE 20 RATOS POR
GRUPO TRATADO. * p< 0,05 VS. W.

Peso Inicial  Peso Final Peso do Peso Mudanga Mu(c)i/:mga
9) (9) Tumor (g) Carcaga (g) de Peso (Q) de Peso
C 358,449,5  371,749,2 371,7+9,2 13,2+1,7 3,8+0,5
OoP 349,1+7,2  364,3+7,9 364,3+7,9 15,1+1,7 4,3+0,5
Ol 358,52+7,5 374,4+7,6 374,4+7,6 15,9+1,5 4,5+0,4
w 360,649,1 376,0£9,1  19,1+20  358,8+8,4 15,4+3,3 -0,4+0,6

WOP 329,846,2 348,846,2 7,9+0,7*  340,6%6,2 19,0+2,2  3,3x0,7*

WOl 351,3+10,0 368,5+10,6 8,3+0,7* 360,5+10,3 17,2+2,1 2,7+0,6*
FONTE: O AUTOR (2011).

4.3. Perfil dos Acidos Graxos do Tecido Tumoral

O perfil de acidos graxos obtidos do tecido tumoral estd apresentado na tabela 4. A
percentagem (%) de acidos graxos laurico, palmitico e esteérico, saturados, presentes no
tumor ndo foi diferente entre os grupos (p>0,05). A suplementacdo com 6leo peixe elevou
significativamente 0 % do acido graxo monoinsaturado oléico (24,2+0,7), a qual foi 22%
maior quando comparada a do grupo W (p< 0,05; 18,8+1,2); elevou tambem
significativamente o % dos acidos graxos a-linolénico e EPA (5,3+1,1; 2,4+0,4) em 10 e 4,8
vezes, respectivamente (p<0,001), ndo alterando o % de DHA quando comparadas as do
grupo sem suplementacdo (W; 0,6+0,1 e 0,5+0,05, respectivamente). Com relacdo ao acido
araquidénico o % encontrado no tumor foi 5,5+0,6 a qual foi cinco vezes menor quando
comparada a do grupo controle W (p<0,001; 24,4+1,2). A suplementacdo com Oro Inka
também promoveu alteracdo no perfil de acidos graxos no tecido tumoral onde observamos
elevacdo de mais de duas vezes (p<0,05) na % de &cido graxo a-linolénico (1,6+0,3 vs. W). O
% de EPA praticamente dobrou (0,9£0,1) em relacdo ao grupo W (p<0,05) e a % de &cido
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araquidénico foi de 13,8+1,4 contra 24,4+1,2 no W (P<0,05) reducdo de duas vezes e nao foi
diferente na % de DHA. Quando se compara as duas suplementacdes temos alteracdo apenas
no perfil dos acidos graxos a-linolénico que foi 3,5 vezes menor no grupo OIW que a do

grupo OPW e na de &cido araquiddnico que foi aproximadamente 2,5 vezes maior (p<0,05).

TABELA 4: PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO TECIDO TUMORAL (G/100 G DE ACIDOS GRAXOS):
DE RATOS PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) E ORO INKA (OIW). OS DADOS SAO MEDIA + EPM
DE 20 ANIMAIS POR GRUPO. * p< 0,05 vs. W. * p< 0,05 vs. OPW.

Acidos graxos
(9/100 g de &cidos Grupos
graxos totais)

W OPW olw

Saturado

Laurico (12:0) 1,5+0,1 1,1+0,2 1,4+0,1
Palmitico (16:0) 15,1+0,7 17,2+1,0 16,8+0,5
Esteéarico (18:0) 11,2+1,4 12,0+1,8 12,115
Insaturado

Oleico (18:1n-9) 18,8+1,2  24,2+0,7*  21,3+0,9
Linoléico (LA 18:2n-6) 25,1+2,4 27,1£2,9 26,0+2,6

a-linolénico (ALA 18:3n-3) 0,6+0,1 5,3+1,1* 1,6+0,3*
Araquidonico (AA 20:4n-6) 24,4+1,2 5,5+0,6*  13,8+1,4*

EPA (20:5n-3) 0,5+0,05 2,4+0,4*  0,920,1*#
DHA (22:6n-3) 2,6+0,2 3,6+0,5 2,3%0,2
Razdo n-6/n-3 13,4:1 2,8:1 8:1

FONTE: O AUTOR (2011).

4.4. Expressdo de COX-2

A expressdo da COX-2 (unidades arbitrarias) da massa tumoral obtida dos animais dos
grupos estudados esta apresentada na figura 7. No grupo sem suplementacdo (W) a expressao
foi de 219,4+3,7. A suplementacdo com 6leo de peixe (OPW) ou Oro Inka (OIW) causou
reducdo na expressdo em que no grupo OPW foi de 181,5+3,3 e OIW de 182,0+4,2,
respectivamente. Ambas as suplementacdes causaram reducdo de ~20% na expressdo da

COX-2 guando comparado ao ndo suplementado (p< 0,05 vs. W).

-<— pB-actina 43KDa

W OPW OIW

« Cox-2 82KDa
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FIGURA 7: EXPRESSAO DE COX-2 NO TECIDO TUMORAL (UNIDADES ARBITRARIAS) DE RATOS
PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS ESTAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM DE 20 ANIMAIS POR GRUPO. * p<0,05 vs. W

FONTE: O AUTOR (2011).

4.5. Proliferacio de Células Tumorais “ex vivo”

Na figura 8 estdo apresentados os dados sobre a proliferacdo das células tumorais “ex
Vivo” no periodo de 24 horas em contagem por minuto (cpm). No grupo sem suplementacéo
(W) a proliferacao foi de ~ 832 cpm. No grupo suplementado com 6leo de peixe (OPW) ou
Oro Inka (OIW) a proliferacdo foi de ~274 com e ~298, respectivamente, ou seja 3 vezes

menor (p<0,05) quando comparada a dos animais sem suplementacgéo (W).
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FIGURA 8: PROLIFERACAO DE CELULAS TUMORAIS EX VIVO (CPM) OBTIDAS DE RATOS
PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0OS DADOS ESTAO
APRESENTADOS COMO MEDIA + EPM DE 5 CULTIVOS EM DUPLICATA.

*p<0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).
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4.6. Determinacéo de lipoperoxidos no tecido tumoral

A concentracdo de lipoperoxidos (mmol/mg de proteina) no tecido tumoral dos
animais do grupo portador de tumor sem suplementacao (W) foi de 45,4+3,2. Nos animais do
grupo OPW e OIW foi de 75,1+2,8, e 80,2+8,6, respectivamente, ou seja, quase dobrou, o que
foi significante (p<0,05). Ndo houve diferenca na concentracdo de lipoperoxidos no tecido

tumoral entre os grupos suplementados (p<0,05).
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FIGURA 9: CONCENTRACAO DE LIPOPEROXIDOS NO TECIDO TUMORAL (NMOL/MG DE PTN)
OBTIDO DE RATOS NAO SUPLEMENTADOS (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW)
OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM. * p<0,05 VS. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

Parametros Bioquimicos de Caquexia
4.7. Glicemia

A glicemia (mg/dL) esta representado na figura 10. A glicemia dos animais dos grupos
ndo portadores alimentados com dieta padrdo (C) foi de 89,1+1,8; no suplementado com 6leo
de peixe (OP) foi de 93,3+2,5 e com Oro Inka (Ol) foi de 94,5£3,0, ndo sendo diferentes entre
si (P>0,05). Nos grupos portadores de tumor alimentados com dieta padrao (W) a glicemia foi
de 70,6+2,6 a qual foi reduzida significativamente quando comparada a do controle (p<0,05).
A suplementagdo com dleo peixe (OPW) impediu queda da glicemia a qual foi de 87,8+3,3,
assim como a com Oro Inka (OIW) a qual foi de 87,5+2,8 (p<0,05 vs. W)
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FIGURA 10: GLICEMIA (MG/DL) DOS RATOS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM
DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E RATOS
PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 20 ANIMAIS. * p< 0,05 VS. C; * p< 0,05 VS. W

FONTE: O AUTOR (2011).

4.8. Triacilglicerolemia

A triacilglicerolemia (mg/dL) esta apresentada na figura 11. A suplementacdo com
6leo de peixe (OP 35,8+4,3) ou Oro Inka (Ol 36,3+3,6) ndo alterou a triacilglicerolemia dos
animais ndo portadores de tumor quando comparada a do grupo controle (C 42,045,8).
Entretanto a presencga do tumor elevou a triacilglicerolemia significativamente (1,6 vezes) no
grupo ndo suplementado para 69,0+5,8 (p<0,05 vs. C). A suplementacdo com 0leo de peixe
(OPW 46,2+4,3) ou Oro Inka (OIW 45,9+4,0) impediram elevacdo da triacilglicerolemia
sendo similar estatisticamente a de seus pares sem tumor (p>0,05), mas foi significativamente
menor que a do grupo W (p<0,05).
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FIGURA 11: CONCENTRAGCAO DE TRIACILGLICEROL PLASMATICO (MG/DL) DO GRUPO
CONTROLE DE RATOS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E RATOS PORTADORES DO
TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W) SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) E ORO INKA (OIW). OS DADOS SAO MEDIA + EPM DE 20 ANIMAIS POR
GRUPO. * p< 0,05 VS. C; * p< 0,05 VS. W.

FONTE: O AUTOR (2011).
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Citocinas Plasmaticas

4.9. TNF-a

A concentracdo de TNF-a. do plasma (pg/mL) estd apresentada na Figura 12. Nos
animais ndo portadores de tumor alimentados com dieta padrao foi de 30,1+3,0, 6leo de peixe
foi de 27,12+2,9 e Oro Inka foi de 24,6+1,9, ndo havendo diferenca entre eles (P>0,05). A
presenca do tumor elevou a concentragdo de TNF-a circulante no grupo sem suplementacao
(W) para 49,5+3,1 elevacdo esta maior que 50% (p<0,05). Por outro lado, mesmo com a
presenca do tumor a suplementacdo com 6leo de peixe ou Oro Inka induziram na circulacéo
dos animais do grupo OPW concentracdo de 29,1+2,3 e no OIW de 30,0+2,3, as quais nédo

foram diferentes das de seus pares sem tumor (p>0,05).
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FIGURA 12: TNF-o. PLASMATICO (PG/ML) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NAO PORTADORES DE
TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP)
OU ORO INKA (Ol) E PORTADORES DO TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0S DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 20 ANIMAIS POR GRUPO. * p< 0,05 vs. C; * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.10. 1L-6

A concentracdo de IL-6 plasmatica (ng/mL) estd apresentada na figura 13. Nos
animais ndo portadores de tumor alimentados com dieta padrédo foi de 18,8+1,2, éleo de peixe
foi de 15,7+1,6 e Oro Inka foi de 15,32+0,9, ndo havendo diferenca estatistica entre eles
(P>0,05). A presencga do tumor elevou a concentracdo de TNF-a circulante no grupo sem

suplementacdo (W) para 26,0+2,7 elevacéo esta de 1,4 vezes (p<0,05). Contudo, mesmo com

a presenca do tumor, a suplementagdo com 6leo de peixe ou Oro Inka induziram na circulagéo
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dos animais do grupo OPW concentracdo de 16,3+1,2 e no OIW de 16,0+0,9, as quais nédo

foram diferentes das de seus pares sem tumor (p>0,05).
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FIGURA 13: IL-6 PLASMATICA (NG/ML) DOS ANIMAIS DOS GRUPOS NAO PORTADORES DE
TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP)
OU ORO INKA (Ol) E RATOS COM TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0S DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 20 ANIMAIS POR GRUPO. * p< 0,05 vs. C; * p< 0,05 vs. W

FONTE: O AUTOR (2011).

Parametros Imunitarios

Macrofagos
4.11. Fagocitose

Na figura 14 estdo apresentados os resultados da fagocitose (%) de zimosan pelos
macrofagos peritoneais obtidos dos animais tendo como referencia o grupo controle C
expresso em 100,0+2,3. A suplementacdo com o6leo de peixe ou Oro Inka elevou em
aproximadamente 20% a capacidade fagocitica dos macréfagos peritoneais sendo no OP de
120,5+17,6 e no Ol de 122,1+9,1, significativamente maiores que o grupo sem suplementacao
(p<0,05 vs. C). A presenga do tumor no grupo sem suplementacdo (W) fez com que a
fagocitose fosse de 88,7£1,2, significativamente menor (11%) que a do grupo sem tumor
(p<0,05 vs. C). A suplementacdo com 6leo de peixe no grupo com tumor (OPW) ou Oro Inka
fez com que a fagocitose também se elevasse em aproximadamente 20% ou seja, no OPW de
119,1+£12,2 e no OIW de 119,0£7,3 (p<0,05 vs. C e W).
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FIGURA 14: FAGOCITOSE (%) DE ZIMOSAN PELOS MACROFAGOS PERITONEAIS. OS DADOS
ESTAO EXPRESSOS EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO SEM
TUMOR (C). OP E Ol SAO DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO INKA,
RESPECTIVAMENTE. RETENCAO PELOS MACROFAGOS DOS RATOS PORTADORES DO TUMOR
DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE
PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5
EXPERIMENTOS. * p< 0,05 vs. C; * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.12. Retencéo de vermelho neutro.

A retencdo de vermelho neutro (%) pelos macré6fagos peritoneais de todos os grupos
em relacdo ao grupo controle (100,0+3,2) esta apresentada na figura 15. A suplementacdo
com Oleo de peixe (108,6+5,1) e Oro Inka (108,3+2,4) elevou em 8% a retencdo, a qual ndo
foi significativa quando comparada a do C (p>0,05). A presenca do tumor no grupo sem
suplementacdo (W 91,2+2,5) reduziu a retencdo em 9%. Nos grupos portadores de tumor
suplementados com 6leo de peixe (OPW) a retencédo foi de 123,8+7,5 e com Oro Inka (OIW)
foi de 122,3+5,5, incremento de 22% em relacdo ao C (p<0,05) e de 30% ao W (p<0,001).
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FIGURA 15: RETENCAO DE VERMELHO NEUTRO PELOS MACROFAGOS PERITONEAIS. OS
DADOS ESTAO EXPRESSOS EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO
SEM TUMOR (C). OP E Ol SAO DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO
INKA, RESPECTIVAMENTE. RETENCAO PELOS MACROFAGOS DOS RATOS PORTADORES DO
TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5
EXPERIMENTOS. * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).
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4.13. Anion superoxido (AS).

Producdo de Anion Superoxido (%) pelos macréfagos peritoneais de todos 0s grupos
em relagdo ao grupo controle (100,0+8,2) esta apresentada na figura 16. A suplementacdo
com Oleo de peixe (OP) duplicou a produgdo de AS sendo de 204,1+19,4 o mesmo sendo
observado para Oro Inka (Ol) sendo de 207,1+20,1. No grupo portador de tumor sem
suplementacdo (W) houve elevacdo de 58% sendo 157,9+6,9. Ja a suplementacdo com Gleo de
peixe (OPW) ou Oro Inka duplicou a produgéo, tal qual observado nos seus pares sem tumor
sendo de 207,0£15,6 e 202,0£16,6, respectivamente (p<0,001 vs. C; p<0,05 vs. W).
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FIGURA 16: PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO (%) PELOS MACROFAGOS PERITONEAIS. OS
DADOS ESTAO EXPRESSOS EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO
SEM TUMOR (C). OP E Ol SAO DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO
INKA, RESPECTIVAMENTE. PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO PELOS MACROFAGOS DOS
RATOS PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 5 EXPERIMENTOS. * p< 0,05 vs. C; * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

Producéo de Citocinas por Macréfagos Peritoneais.
4.14. TNF-a

A producéo de TNF-a (pg/mL) dos macrofagos peritoneais esta apresentada na figura
17. No grupo sem tumor sem suplementacédo (C) a producéo de TNF-o na auséncia e presenca
de LPS foi de 204,6+30,6 e 447,6+46,9, respectivamente. Introduzindo a suplementa¢do com
6leo de peixe (OP) foi de 186,9+36,1 e 392,7+31,8, ou com Oro Inka (Ol) foi de 184,4+26,9 e
381,1+38,6, respectivamente. N&o houve diferenca entre estes grupos na auséncia de LPS ou
na presenca deste (p>0,05), contudo foi diferente significativamente, mais que o dobro
quando se compara 0 mesmo grupo na presenca de LPS (p<0,001; LPS vs. auséncia). A

presenca do tumor elevou a producdo de TNF-o. no grupo sem suplementacdo (W) na
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auséncia de LPS para 328,1+40,4 (p<0,05 vs. C) e a adicdo de LPS dobrou a producédo sendo
de 664,0+33,1 (p<0,001 vs. C/LPS). A suplementacdo com 6leo de peixe no grupo portador
de tumor (OPW) na auséncia de estimulo elevou a producdo para 262,3+33,2, mas esta nao
foi diferente da observada no seu par sem tumor (p>0,05 vs. OP). Na presenca de LPS a
producdo atingiu 429,9+42,0, a qual foi significativamente maior quando comparada a
auséncia de estimulo (p<0,001 vs. OPW), mas ndo foi diferente da de seu par sem tumor
(p>0,05 vs. OP c/LPS). A suplementacdo com Oro Inka na auséncia de estimulo (OIW)
elevou a producdo de TNF-a para 275,7+£40,0, a qual foi similar a de seu par sem tumor
(p>0,05 vs. OI). Na presenca de LPS (OIW/LPS) a produgdo foi de 434,7£55,7, sendo
significativamente maior quando comparada a auséncia de LPS (p<0,001 vs. OIW) mas ndo
foi estatisticamente diferente da de seu par com LPS sem tumor (p>0,05 vs. Ol ¢/LPS). Tanto
no grupo OPW quanto no OIW, na presenca de LPS, os macr6fagos peritoneais produziram
similar concentracdo de TNF-a quando comparada a do grupo sem suplementagéo (p<0,05 vs.
W c/LPS).
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FIGURA 17: PRODUCAO DE TNF-a (PG/ML) NA AUSENCIA E PRESENCA DE
LIPOPOLISSACARIDEO (LPS), PELOS MACROFAGOS PERITONEAIS OBTIDOS DOS RATOS SEM
TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP)
OU ORO INKA (OI), RATOS COM TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0S DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 5 CULTIVOS EM DUPLICATA GRUPO. & p< 0,05 vs. auséncia de LPS; # p< 0,05 vs.
C; a p< 0,05 vs. C/LPS; * p< 0,05 vs. W/LPS.

FONTE: O AUTOR (2011).
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4.15. 1L-6

A producdo de IL-6 (pg/mL) dos macrofagos peritoneais esta apresentada na figura 18.
No grupo sem tumor, sem suplementacdo e sem LPS, a producdo foi de 36,5+2,8. Na
presenca de LPS (C/LPS) foi de 53,2+2,7, elevacdo significativa (p<0,05). A suplementacéo
com Oleo de peixe no grupo sem estimulo (OP) e com LPS (OP/LPS) a producdo foi de
32,9+2,3 e 51,8+2,8, respectivamente, incremento este significativo quanto comparado a
auséncia de estimulo (p<0,05 vs. OP). O mesmo foi observado com a suplementacdo com Oro
Inka (Ol) na auséncia de estimulo, com producdo de 36,1+0,9 e com LPS (OI/LPS) de
50,8+2,1 (p<0,01 vs. Ol). A presenca de tumor no grupo sem suplementacdo sem LPS, a
producdo de IL-6 foi de 46,7£1,9, a qual foi significativamente maior quando comparada a do
grupo C (p<0,001). A adicdo de LPS (W/LPS) incrementou ainda mais a produgdo para
63,6+1,3 (p<0,05 vs. W). No grupo portador de tumor suplementado com 6leo de peixe
(OPW), a producdo de IL-6 pelos macrofagos peritoneais na auséncia de estimulo foi de
36,1+2,6 (p>0,05 vs. OP). Na presenca do estimulo LPS (OPW/LPS) a producdo elevou-se
significativamente para 48,6+2,0 (p<0,05 vs. OP). J& no grupo com tumor suplementado com
Oro Inka (OIW) na auséncia de estimulo a producdo foi de 34,3+2,6 e OIW/LPS 49,0+2,0.
Tanto na situacdo sem estimulo bem como com LPS, a concentracdo de IL-6 nos grupos
portadores de tumor suplementados com os diferentes Oleos (OPW e OIW) foi

significativamente menor que a do grupo sem suplementacéo (p<0,05 vs. W)
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FIGURA 18: PRODUCAO DE IL-6 (NG/ML) NA AUSENCIA E PRESENCA DE LIPOPOLISSACARIDEO
(LPS), PELOS MACROFAGOS PERITONEAIS OBTIDOS DOS RATOS SEM TUMOR ALIMENTADOS
COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol),
RATOS COM TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE
PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5 CULTIVOS
EM DUPLICATA GRUPO. = p< 0,05 vs. auséncia de LPS; # p< 0,05 vs. C; o p< 0,05 vs. C/LPS; * p< 0,05 vs.
WI/LPS.

FONTE: O AUTOR (2011).
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Neutrofilos

4.16. Fagocitose

Na figura 19 apresenta os resultados referentes a fagocitose (%) de zimosan pelos
neutrofilos sanguineos obtidos dos animais, tendo como referencia o grupo controle C
expresso em 100,0+6,5. No grupo sem tumor suplementado com 6leo de peixe (OP) ou Oro
Inka (Ol) a fagocitose foi de 202,3+12,7 e 191,7+10,0, respectivamente, praticando dobrando-
a (p<0,001 vs. C). A presenca do tumor no grupo sem suplementacdo (W) fez com que a
fagocitose dos neutréfilos fosse de 125,7+5,9, elevacdo de 25% (p<0,05 vs. W). A
suplementacdo com 6leo de peixe (OPW) ou Oro Inka quase dobrou a fagocitose sendo de
196,9+18,7 e OIW 185,8+£13,0, respectivamente, significativa quando comparada ao W
(p<0,05) N&o houve diferenca estatistica entre os grupos suplementados sem e com tumor
(p>0,05).
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FIGURA 19: FAGOCITOSE (%) DE ZIMOSAN PELOS NEUTROFILOS. OS DADOS ESTAO EXPRESSOS
EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO SEM TUMOR (C). OP E Ol SAO
DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO INKA, RESPECTIVAMENTE.
RETENCAO PELOS MACROFAGOS DOS RATOS PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256
ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU
ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5 EXPERIMENTOS.

#p<0,05vs. C; * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.17. Retencao de vermelho neutro.

A retencdo de vermelho neutro (%) pelos neutréfilos de todos os grupos em relagdo ao
grupo controle (100,0£4,3) esta apresentada na figura 20. A suplementacdo com 6leo de peixe
no grupo sem tumor (OP) elevou a retencdo em 21% sendo de 121,0+4,8 e com Oro Inka (Ol)

em 7% sendo de 107,945,6. N&o houve diferenca estatistica quando comparadas ao grupo
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controle (P>0,05). A presenca do tumor (W) elevou a retencdo para 34% sendo de 134,6+6,8,
significativamente diferente quando comparada ao controle (p<0,05). Nos grupos com tumor
suplementados com 0leo de peixe (OPW) a retengdo foi de (181,8+11,5) e com Oro Inka
(OIW) de 177,6£12,9, ambas significativas quando comparadas ao grupo W (p<0,01).
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FIGURA 20: RETENGAO DE VERMELHO NEUTRO PELOS NEUTROFILOS. OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO SEM TUMOR (C).
OP E Ol SAO DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO INKA,
RESPECTIVAMENTE. RETENCAO PELOS MACROFAGOS DOS RATOS PORTADORES DO TUMOR
DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE
PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5
EXPERIMENTOS. ®p< 0,05 vs. OP; ° p< 0,05 vs. OI; * p< 0,05 vs. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.18. Anion superoxido (AS).

Produc&o de Anion Superdxido (%) pelos neutréfilos de todos os grupos em relagéo ao
grupo controle (100,0+10,7) estd apresentada na figura 21. Tanto a suplementacdo quanto a
presenca do tumor elevaram significativamente a producdo de anion superdxido pelos
neutrofilos quando comparados ao controle (p<0,001) sendo no grupo OP de 190,7+9,7, no
(Ol) de 185,3£10,7, no com tumor sem suplementagdo (W) de 209,8+14,1; com 6leo de peixe
(OPW) de 210,748,2 e Oro Inka (OIW) de 214,8+12,1. Ndo houve diferenca entre estes
grupos (p>0,05).
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FIGURA 21: PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO (%) PELOS NEUTROFILOS. OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM COMPARACAO AO GRUPO ALIMENTADO COM DIETA PADRAO SEM TUMOR (C).
OP E Ol SAO DOS GRUPOS SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE OU ORO INKA,
RESPECTIVAMENTE. PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO PELOS MACROFAGOS DOS RATOS
PORTADORES DO TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0OS DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 5 EXPERIMENTOS. # p< 0,05 vs. C.

FONTE: O AUTOR (2011).

Linfocitos Mesentéricos

4.19. Proliferacéo de linfocitos.

A proliferacdo dos linfocitos mesentéricos (cpm) obtidos dos animais dos diferentes
grupos esta representada na figura 22. Na auséncia do mitdgeno a proliferacdo dos linfocitos
mesentéricos do grupo controle (C) foi de 284,3+18,3. A adi¢do de concanavalina A (ConA)
quadruplicou a proliferacdo significativamente (p<0,05 vs. C) sendo de 1006,0+76,4. No
grupo sem tumor e suplementado com dleo de peixe (OP) a proliferacdo na auséncia de ConA
foi de 156,7£11,7, a qual foi estatisticamente menor quando comparada ao C (p<0,05). A
adicdo do mitogeno (OP/ConA) incrementou a proliferacdo para 1105,0£31,0 elevacdo na
proliferacdo de quase sete vezes, a qual foi significativa quando comparada a auséncia do
mitégeno (p<0,001 vs. OP) mas ndo foi diferente quando comparada a do grupo controle com
mitogeno (p>0,05 vs. C/ConA). A suplementacdo com Oro Inka causou efeito similar ao
observado anteriormente onde na auséncia do mitégeno (Ol) a proliferacdo foi de 136,9+12,5
significativamente menor quando comparada a proliferacdo do controle (p<0,05 vs. C) e na
presenca do mitdgeno (OI/ConA) a proliferacdo elevou-se para 1097,0+37,7, sendo sete vezes
maior que a proliferacdo basal (p<0,001 vs. Ol), mas ndo foi diferente da do controle (p>0,05
vs. C/ConA). No grupo portador de tumor sem suplementacdo (W) a proliferacdo basal foi de

374,5+30,3 significativamente maior que a do C (p<0,05). A adicdo de concanavalina A
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(W/ConA) estimulou ainda mais a proliferacdo sendo de 1808,0+120,4, em aproximadamente
cinco vezes (p<0,001 vs. W) e quando comparada ao controle na presenca de ConA o
incremento foi significativo (p<0,05 vs. C/ConA). Nos grupos com tumor suplementado com
6leo de peixe na auséncia de estimulo (OPW) a proliferacéo foi de 243,0+12,3 e com estimulo
(OPW/ConA) foi de 1050,0+78,1, resultados similares aos seus pares sem tumor (p>0,05),
mas significativamente menor quando comparado ao grupo sem suplementacdo, com ou sem
ConA (p<0,05 vs. W). O mesmo resultado foi observado pela suplementacdo com Oro Inka
onde na auséncia de ConA (OIW) foi de 217,0+19,1 e com o mitégeno (OIW/ConA) de
1136,0+49,02 em que ndo foram diferentes de seus pares sem tumor (Ol), mas
significativamente diferente do grupo com tumor sem suplementacdo com ou sem mitdgeno
(p<0,05 vs. W).

25001

20004

1500+ $55555

229927
S o] g I B =
\ % / —
\ N 2 —
500 # # § - | v / v B
o 1 \ H s —
¥ & \g > N NN S s N &
& O s © & S & & o &
S S & o o 8
& o

FIGURA 22: PROLIFERACAO DE LINFOCITOS MESENTERICOS (CPM), NA AUSENCIA E PRESENCA
DE CONCANAVALINA A (CONA), OBTIDOS DOS ANIMAIS DO GRUPO SEM TUMOR ALIMENTADO
COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol),
RATOS PORTADORES DO TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS
COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). 0OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE
5 CULTIVOS EM DUPLICATA POR GRUPO. 7 p< 0,05 vs. auséncia de ConA, # p< 0,05 vs. C; a p< 0,05 vs.
C/ConA; y p< 0,05 vs. W; * p< 0,05 vs. W/ConA.

FONTE: O AUTOR (2011).

4.20. Quantificacéo de linfocitos CD4" e CD8" do linfonodo mesentérico

O % de linfocitos CD4™ e CD8" dos lifonodos mesentéricos foi efetuada por citometria
de fluxo e esta apresentada na Figura 23 e 24. A % de linfécitos T auxiliares ou helper (Th)
(CD4") nos grupos C foi de 55,3+1,3; no OP foi de 57,4+1,8 e no Ol foi de 57,4+1,2, ndo
havendo diferenca estatistica entre eles (p>0,05). Com a presenca do tumor no grupo W foi de
57,7+3,5; no OPW foi de 61,6+1,2 e foi de OIW 57,8+0,6, também ndo havendo significancia
entre 0s grupos (p>0,05) e também quando comparados aos sem tumor (p>0,05).
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FIGURA 23: % DE LINFOCITOS CD4" DO LINFONODO MESENTERICO OBTIDOS DO GRUPO
CONTROLE DE RATOS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E RATOS PORTADORES DO
TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) E ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5

EXPERIMENTOS POR GRUPO.
FONTE: O AUTOR (2011).

Ja para a populacdo CD8" 0 % no grupo C foi de 18,5+0,6; no OP foi de 19,9+1,1 e no
Ol foi de 20,4+0,8, ndo havendo diferenca entre estes grupos (p>0,05). Na presenca do tumor,
no grupo W foi de 17,3+0,8, ndo sendo diferente da do grupo controle (p>0,05 vs. C). A
suplementacdo com oleo de (peixe) OPW ou Oro Inka (OIW) elevou a % para 26,4+1,6 e

26,1+1,7, respectivamente, elevacdo esta significativa quando comparada ao grupo

suplementado sem tumor (p<0,001 vs. W) e aos seus pares sem tumor (p<0,001 vs. OP e Ol).
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FIGURA 24: % DE LINFOCITOS CD8* OBTIDOS DO LINFONODO MESENTERICO DO GRUPO
CONTROLE DE RATOS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E RATOS PORTADORES DO
TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) E ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5
EXPERIMENTOS POR GRUPO. * p< 0,05 vs. W; ® p< 0,05 vs. OP; ° p< 0,05 vs. Ol.

FONTE: O AUTOR (2011).



56

A razdo entre linfocitos CD4*/CD8" esta apresentada da figura 25. Nos grupos C foi
de 2,99+0,04; no OP foi de 2,92+0,16 e no Ol foi de 2,90+0,14, ndo havendo significancia
estatistica entre eles (p>0,05). A presenca do tumor no grupo sem suplementacdo provocou
uma pequena elevagdo (W 3,52+0,17), mas ndo foi significante em comparagdo ao grupo
controle (p>0,05). Contudo, na presenca do tumor e das diferentes suplementacdes com 06leo
de peixe (OPW 2,43+0,16) ou Oro Inka (OIW 2,23+0,08), houve reducdo 31 e 37%,
respectivamente, o que foi significativo quando comparado ao grupo W (p<0,05) de para 0s

grupos portadores de tumor, mas ndo em relagao aos seus pares sem tumor.

Razao CD4*/CD8*

)

FIGURA 25: RAZAO CD4*/CD8* DE LINFOCITOS DO LINFONODO MESENTERICO DO GRUPO
CONTROLE DE RATOS NAO PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E RATOS PORTADORES DO
TUMOR DE WALKER 256 ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) E ORO INKA (OIW). OS DADOS SAO A MEDIA + EPM DE 5 EXPERIMENTOS
POR GRUPO. * p< 0,05 VS. W.

FONTE: O AUTOR (2011).

Concentracéo de citocinas por linfocitos mesentéricos cultivados

4.21. TNF-a

A determinacdo da concentracdo de TNF-o. (pg/mL), no meio de cultura, pelos
linfécitos obtidos do linfonodo mesentérico estd apresentada na figura 26. Na situagdo de
auséncia de estimulo (ConA) no grupo sem tumor e sem suplementacao (C) a concentragdo
desta citocina no meio de cultura foi de 25,8+2,7 e na adicdo do mitdgeno (C/ConA) elevou-
se para 97,0£13,3, praticamente quadruplicou, o que foi significativo (p<0,001). A

suplementacdo com Oleo peixe na auséncia de tumor (OP) induziu a uma concentracdo de
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31,7+4,8 (p>0,05 vs. C) e a adicdo de mitdgeno (OP/ConA) elevou também em quatro vezes
(103,5£10,9) o que foi significativo (p<0,001 vs. C/ConA); com suplementacdo com Oro Inka
(Ol) na auséncia de estimulo foi de 44,1+7,8 (p<0,05 vs. C) e a adi¢do de concanavalina A
(Ol/ConA) também quadruplicou a concentracdo (114,0+9,8), que foi significativo quando
comparado ao seu controle (p<0,001 vs. C/ConA). Todos 0s grupos sem tumor na situacdo
estimulada com ConA ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados entre si
(p>0,05). No grupo com tumor sem suplementagdo (W) a concentra¢cdo no meio de cultura de
TNF-a foi de 38,8+3,0. A adigdo do mitégeno (W/ConA) elevou a concentragdo para
75,6+5,0, duplicando-a significativamente (p<0,05 vs. W), contudo ndo foi diferente
estatisticamente quando comparado ao seu par estimulado sem tumor (p>0,05 vs. C/ConA).
Interessantemente no grupo portador de tumor suplementado com éleo de peixe na auséncia
de estimulo (OPW) a concentragdo da citocina era o dobro, ouse seja, 70,0+7,1, da de seu par
sem tumor (p<0,05 vs. OP). A adicdo do mitdgeno (OPW/ConA) elevou em duas vezes a
concentracdo no meio (148,6+13,1), sendo esta significativa quando comparada a situacao
sem estimulo (p<0,05 vs. OPW) e significativa quando comparada ao seu par sem tumor
estimulado (p<0,001 vs. OP/ConA). O mesmo foi observado com a suplementagédo com Oro
Inka na auséncia de ConA (OIW) em que a producdo basal foi de 81,0+8,9 (p<0,05 vs. Ol) e a
presenca do agente estimulatério (OIW/ConA) elevou a concentracdo para 181,9+19,3, o que
foi significativo (p<0,001 vs. OIW) e também diferente do seu par sem tumor (p<0,0001 vs.
Ol/ConA).
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FIGURA 26: CONCENTRACAO DE TNF-a (PG/ML) DE LINFOCITOS MESENTERICOS, NA AUSENCIA
E PRESENCA DE CONCANAVALINA-A, OBTIDOS DE ANIMAIS SEM TUMOR ALIMENTADOS COM
DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OP) OU ORO INKA (Ol) E
PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W), SUPLEMENTADOS COM
OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + EPM DE 5
EXPERIMENTOS POR GRUPO. = p< 0,05 vs. auséncia de ConA; # p< 0,05 vs. C; vy p< 0,05 vs. W; * p< 0,05
vs. W/ConA.

FONTE: O AUTOR (2011).
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4.22.1L-6

A determinacédo da concentracdo de IL-6 (pg/mL), no meio de cultura, pelos linfdcitos
obtidos do linfonodo mesentérico esta apresentada na figura 27. Na auséncia de estimulo, a
concentragdo de IL-6 no grupo sem tumor alimentado com ragdo normal (C), suplementado
com Oleo de peixe (OP) ou Oro Inka (OI) foi 38,0+3,1, 30,3+2,4 e Ol 39,5£3,5,
respectivamente (p>0,05). A adicdo do mitdégeno elevou no C/ConA para 53,6+2,3 no
OP/ConA para 55,3+£3,6 e no OIl/ConA para 54,2+2,2, aumento este significativo quando
comparado a auséncia de estimulo (p<0,05). Nos grupos com tumor sem suplementacao (W),
suplementado com 6leo de peixe (OPW) ou Oro Inka (OIW) na auséncia do mitégeno (W) a
concentracdo de IL-6 foi de 44,8+2,7, 40,4+3 e OIW 41,1+2,7, respectivamente, ndo sendo a
concentracdo diferente da de seus pares sem tumor (p>0,05). A introducdo do mitdégeno ao
meio de cultura provocou leve mas significativa elevacao (p<0,05 vs. auséncia de mitgeno)
onde no grupo sem suplementacdo (W/ConA) foi de 59,1+2,2; com O6leo de peixe
(OPW/ConA) foi de 55,7+3,0 e com Oro Inka (OIW/ConA) foi de 56,2+2,4. A producao de
IL-6 no estado estimulado com concanavalina ndo foi diferente entre os grupos sem ou com

tumor (p>0,05).
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FIGURA 27: CONCENTRAQAO DE IL-6 (NG/ML), NO MEIO DE CULTURA, DE LINFOCITOS
MESENTERICOS, NA AUSENCIA E PRESENCA DE CONCANAVALINA-A, OBTIDOS DE ANIMAIS
SEM TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (C), SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE
(OP) OU ORO INKA (Ql) E PORTADORES DE TUMOR ALIMENTADOS COM DIETA PADRAO (W),
SUPLEMENTADOS COM OLEO DE PEIXE (OPW) OU ORO INKA (OIW). OS DADOS REPRESENTAM
A MEDIA + EPM DE 5 EXPERIMENTOS POR GRUPO. "p< 0,05 vs. auséncia de ConA; * p< 0,05 vs. C.
FONTE: O AUTOR (2011).



59

6. DISCUSSAO

Pesquisando no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ e cruzando as palavras
“cancer” e “Oleo de peixe” (cancer and fish oil) verificamos que nos dltimos 30 anos, 1700
artigos foram publicados com este tema, e destes, varios tém demonstrado o efeito dos acidos
graxos n-3 em especial o 6leo de peixe rico em EPA e DHA no cancer.

Estes estudos, experimentais e epidemioldgicos confirmaram que, os AGPI n-3,
principalmente o &cido eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), promovem a
acdo de agentes anticarcinogénicos e atuam como agente anticancerigeno (STOLL, 2002;
SIMOPOULOS, 2003; MAZZOTTA e JENEY, 2008; RIEDIGER, OTHMAN et al., 2009;
SIMOPOULQS, 2010), mas o papel do seu parental de origem vegetal o acido graxo o-
linolénico, o parental de todos os acidos graxos n-3, na literatura, ainda apresenta poucos
estudos sobre seus efeitos no cancer (ANDERSON e MA, 2009).

Alguns destes trabalhos tém verificado os efeitos da suplementacdo na dose de 1g por
kg de peso corporeo com 6leo de peixe em animais portadores de tumor de Walker 256. Os
efeitos nestes animais portadores de cancer foram; aumento do tempo de sobrevida, menor
deplecdo de massa corpdrea, reducdo do tamanho do tumor. O tecido tumoral destes aminais,
apresentou; maior taxa de lipoperoxidacdo, menor proliferacdo das celulas tumorais, menor
expressdo de Cox-2 e maior taxa de apoptose por apresentar maior incorporacdo de EPA.
Também, ocorreu melhora dos parametros relacionados com a caquexia, como a manutencao
da glicemia, reducdo da triacilglicerolemia e lactatemia e assim, 0s aminais ndo apresentaram
a instalacdo da caquexia. Na atividade do sistema imunologico ocorreu um aumento da
atividade imunologica das células fagociticas e reducdo na producdo de citocinas
inflamatorios por macrofagos e causou uma imunomodula¢do com reducdo da proliferacdo de
linfécitos.

Neste estudo foi demonstrado que a suplementacdo na dose de 1 g/kg de peso corporeo
com o 0leo Oro Inka, rico em acidos graxos a-linolénico provocou nos animais portadores de
tumor menor massa tumoral (Figura 6 — p. 39) e o efeito foi semelhante ao causado pelo éleo
de peixe. Confirmou-se este resultado como os trabalhos de Togni et al., (2003); Pinto Jr et al.
(2004); Pizato, et al. (2005), Folador, et al. (2006); Mund, et al. (2007); Aikawa, et al., (2008)

e Belo, et al., (2010), demonstraram que a suplementacdo com 0leo de peixe apresentaram


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

60

menor a massa tumoral em ~50% no modelo experimental do tumor de Walker 256,
comparado com seu controle.

Oikarinen, et al., (2005), também demonstraram que a dieta contendo AGPI n-3
presentes no Oleo de linhaca e de canola (ricos em acidos graxos a-linolénico) diminuiram
significativamente o nimero e o tamanho dos adenomas intestinais em camundongos e Truan,
Chen e Thompson, (2010), demonstraram em camundongos portadores de tumor (MCF-7)
alimentados com a dieta controle e suplementados com 6leo de linhaca (40 g/kg) por 8
semanas apresentaram reducdo no tamanho do tumor (33%, p<0.05) quando comparados aos
animais controle.

O tamanho da massa tumoral esta relacionado com o grau de caquexia presente no
cancer e, esta causa; reducdo do consumo alimentar, intenso catabolismo das reservas
energéticas com deplecdo de carboidratos, lipideos e proteinas, resultando em acentuada perda
de massa corpérea (FERNANDES, RAZI, et al., 1999). Durante o periodo experimental o
consumo de ragdo manteve-se inalterado (dados ndo mostrados) e os animais ganharam peso,
mas uma maior massa tumoral presente no grupo W, resultou em um valor negativo do % de
mudacdo de peso (Tabela 3 — p. 40), demonstrando uma reducdo significativa da massa
corporea. Ja nos animais do grupo OIW, este parametro foi praticamente inalterado em
relacdo aos seus controles sem tumor e para o grupo OPW. Desta forma, isto demonstra que a
suplementacdo com o éleo Oro Inka pode contribuir como fator anti caquético, pois reverteu a
perda de peso que é associada a caquexia do cancer.

Os é&cidos graxos de cadeia longa de AA, EPA e DHA incorporados nos fosfolipidios
de membrana celulares, além do seu papel na manutencdo da estrutura, ttm um papel
funcional em servir como precursores de eicosanoides e docosanoides. AA e EPA séo
convertidos a eicosandides que incluem prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX),
leucotrienos (LT), acidos hidroxieicosatetraendico (HETE) e acidos
hidroxiperoxieicosatetraenoico (HPETEsS) e o DHA é convertido para docosanoides
(RATNAYAKE e GALLLI, 2009).

A incorporacdo de acidos graxos dietéticos nas membranas plasmaéticas podem
modificar a funcionalidade das células. Assim os &cidos graxos n-3 presentes na dieta podem
ser incorporados e substituir parcialmente os acidos graxos n-6, principalmente o AA, nas

membranas de provavelmente todas estas células, especialmente em plaquetas, hemaécias,
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neutrofilos, mondcitos e células do figado (SIMOPOULOS, 2002; SIMOPOULOQOS, 2006).
sendo assim foi importante verificar a composicao dos acidos graxos no tecido tumoral.

A racdo fornecida aos animais apresenta alta concentragdo de na sua composi¢éo
lipidica de &cido linoléico (AL 18:2n-6), os 6loes contém alta quantidade de &cidos graxos n-
3, 0 Oleo de peixe contém grande quantidade de acido eicosapentaenoico (EPA - 20:5n-3) e
acido docosahexaenoico (DHA - 22:6n-3) e no 06leo Oro Inka foi predominante em sua
composicao o acido graxo a-linolénico (ALA - 18:3n-3) (Tabela 2 — p. 26).

No tecido tumoral a incorporacdo dos acidos graxos (Tabela 4 — 41), para os AG
saturados foi igual para todos os grupos. O &cido graxo oléico, a concentracdo no tecido
tumoral do grupo OPW apresentou uma maior quantidade incorporada e diferenca apenas
para 0 grupo W. Para o AL (&cido graxo linoléico - 18:2n-6) este foi incorporado no tecido
tumoral em quantidades semelhantes. O acido graxo a-linolénico (ALA) que foi incorporado
no tecido tumoral do grupo W foi 10 vezes menor comparado com o grupo OPW e 2,7 vezes
menor que o grupo OIW. O grupo OPW apresentou 3,9 vezes maior quantidade ALA
comparado com o grupo OIW.

A literatura relata que os tecidos preferencialmente metabolizam AGPI nesta ordem:
n-3 > n-6 > n-9 e, isto é uma das principais razdes da quantidade de ALA ser relativamente
baixa nos tecidos. Devido ao alto percentual de conversdo pelo organismo pela sintese “de
novo” de acido graxo pela via da para B-oxidacdo no figado em &cidos graxos saturados e
monoinsaturados (acido graxo Palmitico (16:0), Palmitoléico (16:1n-7), Estearico (18:0) e
Oléico (18:1n-9)) (BARCELO-COBLIIN e MURPHY, 2009; RATNAYAKE e GALLI,
2009; McCUSKER e GRANT-KELS, 2010) (Fig. 28).

A concentracdo de ALA em fosfolipidios (PL) de plasma e tecidos é geralmente <
0,5% do total de &cidos graxos (BURDGE e CALDER, 2005) e o ALA é responsavel por
cerca de 0,7% do total de acidos graxos em lipideos neutros no tecido adiposo de homens e
mulheres (BURDGE, 2006), assim a quantidade de ALA encontrada no organismo é baixa.
Embora a conversdo do ALA para seus derivados de longa cadeia seja importante, estudos em
humanos e animais revelam que aproximadamente 60 - 85% do ALA siga o caminho da B-
oxidacéo e seja convertido para CO, (BURDGE e WOOTTON, 2003). Anderson e Ma (2009)
observaram que ao longo de um periodo de 24 horas, 20% dos acidos palmitico, esteérico e

araquidénico administrados por via oral a ratos foram expirado como CO,, em comparagédo
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com 60% para ALA fornecido e em em humanos, os valores sdo pouco menores, 16-20% do

ALA é expirado como CO, em 12 horas.
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FIGURA 28: TRANSFORMAGCOES METABOLICAS DO ALA (18:3 N-3) NO FIGADO
HUMANO. DESSATURACAO E ALONGACAO PARA A CONVERSAO DE AGPI DE CADEIA
MAIS LONGA: EPA (20:5 N-5), ACIDO DOCOSAPENTAENOICO - DPA (22:5 N-3) E DHA
(22:6 N- 3), A B-OXIDACAO PARA A “SINTESE DE NOVO” DE AGS E AGMI OU PARA A
CONVERSAO DE CO2 COMO FONTE ENERGETICA.

FONTE: BURDGE, WOOTTON (2003).

Para o AA, no tecido tumoral do grupo W apresentou uma alta concentracdo
comparado com o grupo OPW e OIW, e isto pode ser interpretado porque, a conversdo de AL
para AA e de ALA para EPA e DHA, utilizam a mesma via das enzimas A6 e A5 dessaturases
do sistema microssomal ¢ um passo envolvendo a B-oxidacdo dos peroxissomos para a¢éo da
enzima alongase (CHILTON, RUDEL, et al., 2008). A afinidade da A6 desaturase é maior
para ALA do que para AL (SIMOPOULOS, 2003; RATNAYAKE e GALLI, 2009), e para a
conversao de ALA para EPA, ¢é dependente do consumo total de gorduras ALA, EPA, DHA e
AL. (LARSSON, KUMLIN, et al., 2004; GIBSON, 2004; GOYENS, SPILKER, et al., 2006),
portanto a suplementacdo nos aminais portadores de tumor com ALA, pode ter causado uma
menor conversao do AL para o AA.

A quantidade de EPA no tecido tumoral do grupo W foi menor comparado com o
grupo OPW e OIW e a quantidade que DHA presente no tecido tumoral nédo foi diferente
entre 0os grupos. No metabolismo de maniferos, ha uma resposta dose-dependente na dieta
enriquecida com ALA, ocorre aumento de ALA, EPA e DPA no plasma, em heméacias e em
células mononucleares, ndo sendo observadas alteragdes no contetido de DHA. (BARCELO-
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COBLIIN e MURPHY, 2009). Estima-se que a eficiéncia global de conversdo de ALA pode
ser tdo baixa quanto 0,2% de EPA e 0,05% de DHA (BERQUIN, EDWARDS e CHEN,
2008). Em primatas a conversdo de ALA para DHA é relatada em 0,23% a 0,57% da dose
ALA, e o figado é o principal local para a conversio (BARCELO-COBLIIN e MURPHY,
2009).

Observa-se que o aumento do consumo de ALA resulta em um aumento dos niveis de
ALA, EPA e DPA, mas pouca ou nenhuma mudanga no plasma ou tecidos de DHA, pois
como falado acima, o destino predominante do ALA é o catabolismo e reciclagem do carbono
em acetato. Nos roedores, apenas 16% da dieta ALA € encontrado nos tecidos e 6% foram
convertidos para acidos graxos de poliinsaturados (AGPI). A eficiéncia de conversdo do ALA
a EPA é de 0,2%, de EPA para n-3 DPA ¢ de 65% e de n-3 DPA para DHA ¢ de 37%.
(RATNAYAKE e GALLI, 2009). Diversos autores estimam que apenas 5-10% e 2-5% de
ALA seja convertido em EPA e DHA, respectivamente, enquanto outros sugerem que 0S seres
humanos convertem menos de 5% de ALA a EPA ou DHA (ANDERSON e MA, 2009).

Pawlosky et al. (2001) em um estudo in vivo usando metodologia de is6topos de traco
para determinar no plasma o steady state de acidos graxos em humanos saudaveis,
descreveram o metabolismo dos acidos graxos n-3 ser limitado para a conversdo de ALA em
EPA em apenas ~0,2% e da quantidade de ALA plasmatico convertido para EPA houve alta
eficiéncia metabdlica para a biossintese de DHA.

A composicdo de acidos graxos da mucosa do c6lon de varios ratos com neoplasia
intestinal foi alterada quando receberam dieta rica em Oleos de linhaga e de canola e as
proporces de ALA (18: 3n-3), EPA (20: 5n-3), e acido docosapentaendico (22: 5n-3) foi
aumentada ap6s a dieta experimental (P <0,001), enquanto o nivel de DHA (22: 6n-3)
manteve-se inalterada em comparacdo com a dieta controle (OIKARINEN, PAJARI, et al.,
2005).

Wiesenfeld, et al., (2003) demonstraram que uma dieta contendo 40% de linhaca (58%
de acidos graxos a-linolénico), os acidos graxos foram metabolizados, ocorrendo um aumento
no conteddo hepético de ALA e EPA, reducgdo no contetdo de AL e AA com manutencdo do
DHA em ratas gravidas e sua geragdo F1. Ezaki, et al.(1999) e Ghafoorunissa, et al., (2002)
demonstraram significantes aumentos das concentracfes plasmaticos de DHA em altos

consumos de ALA por longos periodos ou com dose muito elevadas e Blank, et al., (2002)
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encontraram gque a maxima conversdo em DHA ocorreu quando a razdo AL:ALA foi de 2:1 a
4:1.

Assim, neste estudo a quantidade de ALA suplementada dieta aumentou em 2 vezes a
quantidade de EPA incorporada no tecido tumoral do grupo OIW comparado com o grupo W
e comparado com o grupo OPW foi 3 vezes menor. Contudo a incorporacdo no tumor de
DHA néo apresentou diferencas entre os grupos. Os grupos W e OIW em suas dietas e/ou
suplementacdo receberam baixas quantidades de EPA e nenhuma quantidade DHA. Nestes
animais o crescimento do tumor foi diferente e o contetdo de EPA foi maior para o grupo
OIW vs. W. Acredita-se que o ALA suplementado foi convertido para EPA e, utilizado na
sintese de eicosanoides derivados deste &cido graxo n-3 que apresentam efeitos opostos
daqueles derivados do AA, assim procovaram uma menor massa tumoral. Também uma
quantidade de EPA foi metabolizado para DHA e desta forma, o efeito na menor
desenvolvimento do tumor do grupo OIW pode ter sido causado pelo ALA modulando o
metabolisno destes acidos graxos.

A resposta inflamatéris pode ser mediada pelos &cidos graxos, o EPA e AA quando
incorporados nos fosfolipidios das membranas celulares. Estes AGs sdo precursores dos
eicosandides pela acdo das enzimas COX e LOX. A COX apresenta duas isoformas: COX-1 ¢é
constitutiva e presente em varios tipos de células e COX-2 que € induzida em resposta a
inflamacdo e sua expressdo estd aumentada em uma variedade de canceres. Os acidos graxos
n-3 ALA, EPA e DHA podem inibir a expressdo e ou, preferencialmente ligar-se a COX-2, e
desta forma competir a ligacdo com o AA alterando assim a producdo de eicosandides e
atenuando a resposta inflamatéria ou para o crescimento do tumor (HARDMAN, 2002,
OIKARINEN, PAJARI, et al., 2005, MUND, PIZATO, et al., 2007; SERINI, PICCIONI, et
al., 2009).

Nos resultados verifica-se que os animais do grupo W apresentam maior quantidade de
acido araquiddnico no tecido tumoral que pela acdo da enzima Cox-2 pode ser convertido em
prostaglandina E,. A PGE; é potente promotor do crescimento e proliferacdo celular e outros
eicosanoides derivados do AA sdo envolvidos na resposta pro-tumoral. O EPA e DHA
competem com o0 AA pela atividade da COX e assim resultando na producdo de diferentes
eicosanoides com menor atividade inflamatdria e tumoral (HARDMAN, 2004). EPA substitui

AA em membranas fosfolipidicas e, sua estrutura vincula uma intima ligacdo com a COX-1 e



65

COX-2 e sendo substrato para a formacéo de leucotrienos biologicamente menos ativos que
aqueles derivados do AA. Desta forma o EPA se comportar-se com um seletivo inibidor da
COX-2 (JHO, COLE, et al., 2004; CALDER, 2010).

Mecanismos envolvendo os eicosandides e acidos graxos na tumorigénese e no
crescimento do tumor pode ser o fato de que altos niveis de PGE,, derivados dos AGPI n-6
promoverem o crescimento do tumor. Dietas enriquecidas com o0leo de peixe reduzem a
expressdo da Cox-2 em 50% e diminuem a formagéo de prostaglandina E2 no tecido tumoral
(MUND, PIZATO, et al., 2007), que coincide com menor proliferacdo células tumorais
(NORMAN, BUTRUM, et al.,, 2003). Além disso, AGPI n-3 inibem a atividade da
fosfolipase A2 em macrdfagos e inibem competitivamente a acdo da COX sobre o AA e entdo
0 6leo de peixe na dieta resulta em uma capacidade reduzida de mondcitos e macrofagos para
sintetizar eicosandides derivados do AA (YAQOOB, 2004).

Oikarinen, et al. (2005) demonstraram que ratos com dieta rica em éleo de linhaca e
de canola ndo houve efeito sobre a expressdo da Cox-2 em adenoma. Ren e Chung, (2007),
Wang, Lim, et al., (2008), Hassan, Ibrahim, et al., (2010) utilizando ALA em diferentes tipos
celulares verificaram uma reducdo na expresséo de Cox-2.

Neste estudo, a suplementacdo com Oro Inka provocou uma redugdo na expressao da
Cox-2 (Figura 7 — p. 42) no tecido tumoral comparado com o grupo W. O éleo parental
causou o efeito idéntico efeito comparado com a suplementacao de dleo de peixe que também
reduziu a expressao de Cox-2 e ndo houve diferencas na expressédo de Cox-2 entre 0s grupos
OPW para o OIW. O resultado para o grupo OPW foi similar ao de Mund et al., (2007).

Além das diversas vias como a da expressdo da Cox-2 e producdo de eicosandides tém
sido implicadas na supressao do crescimento tumoral pela agdo dos AGPI n-3, outro fator que
esta relacionado com a menor massa tumoral é a reducdo da proliferacdo das celulas tumorais
ex vivo, que foi verificado por Mund et al., (2007), quando suplementaram animais portadores
de tumor de Walker 256 com 0leo de peixe.

A linhaga possui uma concentragdo excepcionalmente elevada de &cido a-linolénico, e
tem sido demonstrado em estudos experimentais e epidemioldgicos ser protetora contra o
cancer, por reduzir a proliferacdo de células tumorais (OIKARINEN, PAJARI, et al., 2005).
Thompson, et al., (2005) demonstraram que a ingestdo diaria de 25 g de linhaca reduziu

significativamente a proliferacdo celular, aumentou apoptose em células humanas de cancer
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de mama e Bommareddy, et al. (2009) em células de tumor intestinal com dieta rica em
linhaca observaram também uma reducdo na proliferacdo de células em pacientes com este
tipo de tumor. Porém isto foi em grande parte atribuida a alta concentracéo de lignanas com
seus efeitos sobre 0o metabolismo estrogeno.

Neste estudo encontra-se a ocorréncia de reducdo na proliferacdo ex vivo das células
do tumor de Walker 256 (Figura 8 — p. 42), nos animais suplementados com Oro Inka
comparado com o grupo W. Nos animais suplementados com &leo de peixe ocorreu
semelhante reducdo, sendo assim, a suplementagdo com 6leo Oro Inka proporcionou 0 mesmo
efeito redutor na proliferacdo das células tumorais que o grupo OPW. A suplementacdo com
Oro Inka promoveu efeito na reducdo da expressdo de Cox-2 e desta forma pode provocar
reducdo na producdo de PGE; e, consequentemente reduzir a proliferacdo ex vivo das células
tumorais.

Dentre os lipidios, os é&cidos graxos poliinsaturados (AGPIs) presentes nos
fosfolipidios de membrana sd@o mais suscetiveis ao ataque oxidativo mediado por radicais
livres. As consequéncias da formacdo de lipoperdxidos é a sua propriedade citotdxica nas
células tumorais e, védo além de provocar simples modificacdo estrutural celular, mas induzir a
morte da célula (MUEHLMANN, 2008).

O estresse oxidativo ocorre, devido a deficiéncia no sistema antioxidante, frente a
maior producdo de Espécies Reativas do Oxigénio (EROS) e Espécie Reativa do Nitrogénio
(ERN), pelas células tumorais. Como ha menor protecdo antioxidante no tecido tumoral, 0s
radicais livres gerados danificam diretamente as moléculas de DNA e os lipidios de
membrana e desta maneira alvos priméarios, induzem a geracdo de novos radicais criando
outras especies quimicamente bastante reativas (por exemplo, peroxido de hidrogénio, anion
superdxido (AS), aldeidos, etc.), de maneira descontrolada. Essa oxidacdo de biomoléculas é
um dos fatores determinantes das consequéncias do estresse oxidativo. Dentre as espécies
reativas capazes de promover este tipo de reacdo, o radical hidroxil (OHe¢) esta entre as que
possuem maior capacidade oxidante. Este radical € capaz de abstrair praticamente qualquer
hidrogénio ligado a carbono, reagindo com varias moléculas bioldgicas. A formacdo de um
radical lipidico é o fator chave para o inicio da peroxidagdo lipidica, assim o radical lipidico
pode ser formado a partir do peroxido de hidrogénio, do anion superoxido (MUEHLMANN,
2008).
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Assim, a peroxidacdo lipidica (LPO), que pode ser definida como uma cascata de
eventos bioquimicos resultantes da acdo de radicais livres sobre lipidios de membranas
celulares (CURI, POMPEIA, et al., 2002). A relagéo entre a peroxidacao lipidica e os AGPI
esta na inducdo da citotoxidade, pela inducdo da apoptose das células. Isto pode ocorrer
porque sabe-se que os produtos de peroxidacdo podem alterar a estrutura da membrana celular
levando a morte celular (PIZATO, BONATTO, et al., 2005).

Diversos autores demonstraram que o dleo de peixe suplementado na dose de 1 g/kg
de peso em ratos portadores de tumor aumentou a peroxidacdo lipidica no tecido tumoral,
reduziu a proliferacdo de células do tumor de Walker 256, ex vivo, e também verificaram um
aumento na apoptose destas células, isto pode explicar um dos efeitos dos acidos graxos EPA
e DHA atuam na inibigdo do crescimento do tumor (PIZATO, BONATTO, et al., 2005;
MUND, PIZATO, et al., 2007; IAGHER, 2008).

O crescimento do tumor ocorre porque o acimulo de células através da proliferacéo
excede a morte de células por apoptose. Assim, a desregulacdo da apoptose pode levar ao
desenvolvimento de cancer (HARDMAN, 2002). Apoptose é a morte programada da célula e
acontece quando as vias apoptéticas sdo funcionais, as células com danos genéticos
irreparaveis devem morrer. Um dos primeiros eventos da apoptose é a redistribuicdo da
fosfatidilserina do interior da membrana celular para o lado externo (MUND, PIZATO, et al.,
2007). O aumento da expressao de COX-2 e a ativacdo do NF-kB mostrou reduzir a apoptose,
desta forma o menor ativacdo do NF-kB e expressdo COX-2 modulado por &cidos graxos n-3,
contribui para a restauracdo da apoptose (MUND, PIZATO, et al., 2007).

EPA e DHA tem sido relatados para inativar a familia de genes Bcl-2 e aumentar a
transcricdo de genes e fatores de transcricdo que induzem a apoptose (HARDMAN, 2002;
JHO, COLE, et al., 2004). Assim, os genes da familia Bcl-2 (anti-apoptotica) podem bloguear
a apoptose bem como o aumento da expressao do gene Bax (pro-apoptética), cujo produto
induz a morte celular programada (IAGHER, 2008). lagher, (2008) demonstrou que a
expressdo da proteina pro-apoptdtica Bax estd aumentada no tecido tumoral de ratos
suplementados com 6leo de peixe comparado com o grupo sem suplementacgdo, ja a expressao
da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 ndo foi diferente entre os grupos estudados sendo que a
razdo entre a expressdo da proteina Bax/Bcl-2, a qual indica a resultante entre duas “for¢as

intracelulares”, pro e anti-apoptética. Assim 0s animais portadores de tumor suplementados
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com oOleo de peixe apresentaram maior relacdo Bax/Bcl-2 que a observada para o grupo nao-
suplementado portador de tumor (cerca de 3,8 vezes).

Esta via acima esté relacionada com a reducdo da proliferacdo do tumor e ativagdo da
via da apoptose na célula tumoral tendo isto uma funcdo no decréscimo do crescimento do
tumor (STOLL, 2002). Neste estudo, a lipoperoxidacdo lipidica (Figura 9 — p. 43) esta
significativamente aumentada para os animais portadores de tumor e suplementados como
0leo de peixe comparado com o grupo W. Quando os animais foram suplementados com 0s
acidos graxos parentais do Oro Inka, a quantidade da lipoperoxidacdo também aumentou
comparado com o grupo W.

Portanto o AGPI n-3 do 6leo de peixe e do Oro Inka foram incorporados na membrana
das células tumorais e foram oxidados para aumentado a peroxidacao e é reconhecido que 0s
peroxidos lipidicos inibem o crescimento de células tumorais.

A mudanca no perfil plasmatico de carboidratos, lipideos e metabolitos esta presente
em portadores de tumor (TISDALE, 2009). Caracterizando a sindrome da caquexia anorexia
no cancer ocorre uma série de alteragdes como; hipoglicemia, hipertriacilglicerolemia e
hiperlactatemia e quando os portadores de tumor séo suplementados com 6leo de peixe, estas
alteracdo no metabolismo néo estdo presentes, pois a suplementacdo é capaz de reverter estes
parametros comparados com o0s ndo portadores de tumor (FERNANDES, RAZI, et al., 1999;
TOGNI, OTA, et al., 2003; PINTO Jr, FOLADOR, et al., 2004; PIZATO, BONATTO, et al.,
2005; FOLADOR, HIRABARA, et al., 2006; AIKAWA, MORETTO, et al., 2008) desta
forma os parametros da caquexia ndo estavam presentes.

Animais portadores de tumor suplementados com Gloe de peixe apresentam; menor
peso do tumor, menor deplecdo da massa corporea, maior glicemia, menor lactatemia, menor
triacilglicerolemia, maior producdo e menor resisténcia a insulina; e maior reserva de
glicogénio hepatico e muscular (TOGNI, OTA, et al., 2003; PINTO JR, FOLADOR, et al.,
2004; PIZATO, BONATTO, et al., 2005; FOLADOR, HIRABARA, et al., 2006; IAGHER,
2008; BORGHETTI, 2010), assim estes estudos sugerem que 0Oleo de peixe (rico em EPA e
DHA) é efetivo na reducédo de parametros plasmaticos da caquexia.

Neste estudo os resultados ndo foram diferentes daquelas encontrados na literatura. O
consumo de ragdo ndo variou entre todos os grupos, assim, 0s animais eram normofagicos

(dados ndo mostrados). Entre os animais dos grupos ndo portadores de tumor nao foram
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verificadas alteracdo nos parametros de caquexia sendo que a glicemia (Figura 10 — p. 44) e a
triacilglicerolemia (Figura 11 — p. 44) plasmaticos ndo foram alteradas nem pela
suplementacdo. Entretanto, os animais portadores de tumor sem suplementagdo (W),
apresentaram hipoglicemia e hipertriacilglicerolemia comparados com os animas do grupo C
e para os grupos OPW e OIW (p<0,05). Nos animais portadores de tumor e suplementados
com Oleo de peixe e Oro Inka ndo houve a reducdo nestes parametros da caquexia comparados
com os respectivos grupos ndo portadores de tumor. Deste forma os animais portadores de
tumor e suplementados com o éleo rico Oro Inka, a suplementagdo foi capaz de causar uma
reversdo nos parametros de caquexia.

Citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-6 também tém sido relacionadas no
estabelecimento da sindrome da caquexia-anorexia. A quantidade destas citocinas no plasma
representa uma condicdo inflamatéria. Estas levam ao desenvolvimento da sindrome da
caquexia-anorexia no cancer e sdo responsaveis pela perda de peso, aumento da resposta de
proteina de fase aguda, quebra de proteinas e gordura, aumento das concentracdes de cortisol
e glucagon e quedas na concentracéo de insulina, resisténcia a insulina, anemia, febre e gasto
energético elevado em animais (FERNANDES, RAZI, et al.,, 1999; BARBER, 2001,
TOGNI, OTA, et al., 2003,). Excessiva producdo de citocinas proinflamatorias IL-1, IL-2,
Inteferon y (INF-y), TNF-a e IL-6 sdo as comumente observadas na caquexia em paciente
com cancer (MORLEY, THOMAS e WILSON, 2006).

Os é&cidos graxos n-3 afetam um ndmero de mediadores da caquexia com a
estabilizacdo do peso e uma sobrevivéncia prolongada e isto estd envolvido nas alteracBes
metabolicas, producdo de eicosanoides e citocinas pro-inflamatdrias (BARBER, 2001). O
EPA é eficaz na reducdo das concentracbes de citocinas pro-inflamatorias em condigdes
inflamatdrias cronicas e melhorando caquexia associada ao cancer (JHO, COLE, et al., 2004).

Acidos graxos poliinsaturados n-3 do 6leo de peixe tém demonstrado efeito em reduzir
a producéo de citocina entre elas 0 TNF-a e IL-6 em camundongos (SADEGHI, WALLACE
e CALDER, 1999), em ratos (PIZATO, BONATTO, et al., 2005) e individuos saudaveis
(RIEDIGER, OTHMAN, et al., 2009). O ALA presente na dieta aumenta 0s niveis
plasméticos de EPA e DHA e ambos estdo envolvidos na fungdo imune. O preciso efeito do
ALA é depende do nivel de AL e do conteudo total de AGPI na dieta. Altas doses de ALA
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(acima 15g/dia) causam a supressdo da producdo de TNF-o em humanos e a suplementacéo
de 6leos vegetais ricos em AL aumentam estas citocinas (SIMOPOULOS, 2002).

Neste estudo a concentracdo de TNF-a (Figura 12 — p 45) e IL-6 (Figura 13 — p 46) no
plasma dos grupos ndo portadores de tumor ndo foram diferentes. Porém a quantidade de
citocinas TNF-a e IL-6 estavam elevadas nos animais portadores de tumor sem
suplementacdo (W) comparado com o grupo C. Quanto aos animais dos grupos portadores de
tumor suplementados com, o 6leo de peixe houve reducdo na producdo de TNF-a e IL-6
comparados com o grupo W. Da mesma forma para 0s grupos portadores de tumor
suplementados com o Oleo Oro Inka rico em &cido graxo o-linolénico causou a reducio
plasmética das citocinas TNF-a e I1L-6.

Ferrucci, et al., (2006) examinaram a relacdo entre a concentracdo relativa de acidos
graxos e de marcadores inflamatérios no plasma de 1123 pacientes (20 a 98 anos) e
observaram que 0s AGPI, em especial, o total de acidos graxos n-3, foram independentemente
associados com menores concentragdes de marcadores inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-1ra e
proteina C-reativa) independente de fatores de confusao.

Liang, et al., (2008) estudaram o efeitos imunomodulatérios de uma dieta
administrada na forma de nutricdo parenteral total contendo &cidos graxos n-3 (solucdo
contendo 0leo de soja, 6leo de peixe (5:1) em um total de 1,2g de lipideos por kg) em
pacientes no poés-operatério de cancer coloretal e verificaram que houve redugdo nas
concentracOes plasmaticas de TNF-a. e IL-6 apds o oitavo dia de administracdo da dieta
comparado com o grupo controle (solucdo sem o6leo de peixe). Cawood, et al., (2010),
estudaram em pacientes a resposta inflamatéria das placas ateroscleréticas suplementados
com AGPI n-3 consumindo 0,81g de EPA e DHA de 0.675g/dia a partir das capsulas e
observaram expresséo significantes menores de mRNA para IL-6 mas ndo para o TNF-o.

Células tumorais podem iniciar a resposta inflamatéria de forma tdo eficaz como
patdgenos invasores e estimular a resposta inflamatéria mediada pela atividade das células do
sistema imunitario, por citocinas, por hormonios e pelos produtos especificos do tumor podem
aumentar o nivel de estresse inflamatorio no paciente. Uma vez que o cancer seja estabelecido
0 processo inflamatorio torna-se uma causa de morte do paciente, ao invés do meio destruir o
tumor (GRIMBLE, 2003).



71

A dieta resulta na alteracdo da composicao lipidica das membranas celulares e estas
mudancas resultam em modificacbes na funcionalidade da resposta do sistema imunitario
mediado por células macrofagos, neutrofilos e linfocitos (BONATTO, FOLADOR, et al.,
2004; CALDER, 2008).

Mondcitos (macrofagos e neutréfilos) resposaveis pela resposta imunolégica inata, séo
importantes na defesa do hospedeiro contra tumores ao produzirem varios agentes
antitumorais. Fagocitam microorganismos patogénicos, células tumorais e destroem pela
producdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (WALLACE, MILES e CALDER,
2003; GALLI e CALDER, 2009) incluindo anion superoxido, peréxido de hidrogénio e 6xido
nitrico (BELO, IAGHER, et al., 2010).

Acidos graxos n-3 tém demonstrado propriedades antiinflamatorias e aumentam a
resposta imunoldgica, através dos seus efeitos sobre os macrofagos e neutrofilos (NOVAK,
BABCOCK, et al., 2003; WEAVER, IVESTER, et al., 2009). Tanto os macrofagos como
neutrofilos sdo importantes na defesa do hospedeiro contra células tumorais, ao produzirem
diversos agentes citotdxicos antitumorais resultando diretamente na eliminagdo do tumor. A
producdo de mediadores citotoxicos, a atividade dos macrofagos € alterada quando ratos séo
suplementados com 0leo de peixe (CALDER e KEW, 2002).

Em macrofagos peritoneais e neutrofilos sanguineos de animais ndo portadores de
tumor suplementados com Oleos de peixe observou-se um aumento na capacidade de
fagocitose, aumento na producdo de espécies reativas do oxigénio como o perdxido de
hidrogénio (H20,) e anion superdxido (02‘_), entdo a suplementacdo por si s6 modifica a
atividade destas células. De igual maneira, contudo nos animais portadores de tumor de
Walker 256 suplementados com 6leo de peixe, os macrdéfagos e neutréfilos, também foram
habeis em aumentar a capacidade fagocitica, volume lisossomal e a producdo de espécies
reativas do oxigénio (peroxido de hidrogénio e anion superéxido). (BONATTO, FOLADOR,
et al., 2004; FOLADOR, HIRABARA, et al., 2006; PIZATO, BONATTO, et al., 2006;
IAGHER, 2008; PEQUITO, 2009, BELO, IAGHER, et al., 2010).

No presente estudo em macrofagos peritoneais a fagocitose de zimosan (Figura 14 — p.
47) e captacdo de vermelho neutro (Figura 15 — p. 47) dos animais do grupo W foram
reduzidas comparados com o grupo C. Os animais do grupo suplementado com 6leo de peixe

e Oro Inka portadores de tumor (OPW e OIW) tiveram um aumento comparado com 0 grupo
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W e para 0s seus grupos controles (OP e Ol) ndo apresentaram diferencas. Para os animais do
grupo OP, OI, W, OPW e OIW tiveram aumento significativo na producdo de anion
superoxido (Figura 16 — p. 48), porém para todos os grupos suplementados ocorreu um
aumento comparado com o do grupo W, assim a suplementacdo foi capaz de aumentar e
manter a producédo de anion superdxido mesmo quando portadores de tumor. Estes resultados
indicam que o aumento destas funcdes que sdo importantes na defesa do hospedeiro contra o
tumor, parecendo isto, ser o resultado de alteragfes na fluidez das membranas (CALDER,
BOND, et al., 1990) em aumentar a fagocitose, e maior absorcdo de vermelho neutro que se
acumula nos lisossomos celulares, apontando uma expansdo do seu conteudo lisossomal
(FOLADOR, HIRABARA, et al., 2006) e aumento da producdo de espécies reativas do
oxigénio que sdo agentes citotoxicos produzidos pelos macréfagos agem em patégenos e
células tumorais.

O aumento da citotoxidade de macrofagos foi observado em dietas contendo &cidos
graxos n-3 do dleo do peixe (EPA e DHA), da mesma forma a suplementacdo com Oro Inka
rico em acidos graxos a-linolénico foi capaz de aumentar a fagocitose de zimozan, o volume
lisossomal e a producdo de anion superdéxido de forma igual ao 6leo de peixe suplementado.
Este aumento na capacidade de fagocitica de macrofagos pode ajudar a explicar o efeito dos
AGPI n-3 em atenuar o crescimento tumoral.

Macrofagos sdo grandes produtores de citocinas pro-inflamatdrias principalmente
TNF-a e IL-6 que estdo entre os mediadores da imunidade natural e adquirida. Essas citocinas
podem mediar os efeitos sistémicos da inflamacdo tais com anorexia, perda de peso, uma
resposta de proteina de fase aguda, quebra de proteinas e gordura, aumento dos niveis de
cortisol e glucagon e quedas nos niveis de insulina (FERNANDES, RAZI, et al., 1999),
resisténcia a insulina, anemia, febre e gasto energético elevado em os animais (BARBER,
2001; CALDER, 2001). Excessiva producgdo de citocinas proinflamatérias TNF-a ¢ a IL-6 sdo
observadas na caquexia em paciente com cancer (MORLEY, THOMAS e WILSON, 2006).

Nos macrofagos peritoneais de ratos portadores de tumor, a suplementagdo com 6leo
de peixe provoca reducdo na producdo da citocina pré-inflamatoria TNF-a (BONATTO,
FOLADOR, et al., 2004; FOLADOR, HIRABARA, et al., 2006; PIZATO, BONATTO, et
al., 2006). Curtis, et al. (2000) mostraram que o acido a-linolénico (ALA), EPA ou DHA

reduzem a expressdo de genes para TNF-a e IL-1p em condrdcitos bovinos. Quando ratos
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foram alimentados com 0leo de peixe houve diminuicdo dos niveis de mMRNA para varias
citocinas inflamatdrias, incluindo IL-1B, IL-6 e TNF-a em rins, baco e macrofagos
peritoneais (CALDER, 2001; CALDER e KEW, 2002; GALLI e CALDER, 2009).

A suplementacdo com 6leo de peixe diminuiu a producdo "ex vivo" das citocinas
inflamatdrias, TNF-a, IL-1 e IL-6 em macrofagos. PGE;, também inibe a producéo de TNF-a.,
IL-1 e IL-6 e esta inibicdo da sintese das citocinas pro-inflamatérias por PGE, forma um
importante ciclo de regulacdo de outros eventos inflamatdrios (WALLACE, MILES e
CALDER, 2000; YAQOOB, 2004). Bonatto et al., (2004) demonstraram que macrofagos de
ratos portadores de tumor suplementados com 6leo de peixe e estimulados com LPS tiveram
uma reducdo na producdo de TNF-o em aproximadamente 3,5 vezes comparado com 0S
macrofagos estimulados com LPS de ratos portadores de tumor com dieta padrdo. Em
roedores a suplementacdo com oleo de linhaca rico em &cido graxo parental a-linolénico
causou um aumento da producdo de TNF-o. em macrofagos residentes, mas ndo apresentou
efeito sobre a producdo de TNF-o por macréfagos inflamatorios (HUBBARD, CHAPKIN e
ERICKSON, 1994)

Neste estudo, a producdo de TNF-a (Figura 17 — p. 49) e IL-6 (Figura 18 — p. 50) na
situacdo basal, o tumor por si sO, grupo W, provocou um aumento das quantidade das
citocinas comparado com o grupo C e nos macréfagos dos portadores de tumor
suplementados com o Oleo de Peixe (OPW) e Oro Inka (OIW). Quando estimulados com
LPS, em todos 0s grupos a resposta dos macréfagos foi 0 aumento na producdo das citocinas,
porém esta producéo foi exacerbada nos macrofagos do grupo W/LPS. Quando estimulados
com o mitégeno LPS os grupos OPW/LPS e OIW/LPS apresentaram uma reducdo
estatisticamente significativa comparados com o grupo W/LPS. O resultado provocado pelas
suplementacGes na presenca de tumor com 0leo de peixe foi em reduzir a producéo de TNF-a
e IL-6 e com o 6leo parental Oro Inka causou 0 mesmo resultado que o éleo de peixe.

Os neutrofilos sanguineos sdo células do sistema imunitario inato que defendem o
organismo de patdgenos. Isto se da pela pela sua atividade fagocitica e mudangas do perfil de
acidos graxos nos fosfolipidios das membranas podem influenciar nas funcdes destas células
imunes de vérias maneiras incluindo; alteragdes nas propriedades fisicas das membranas
como a fluidez mudando sua capacidade de fagocitose. (CALDER, 2008). Pequito, (2009)

demonstrou que a suplementacdo com dleo de peixe provocou aumento na fagocitose de
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zimosan e da captacdo de vermelho neutro de neutrofilos comparados aos animais do grupo
controle (somente dieta padrdo). Neste estudo, a capacidade fagocitica dos neutrofilos (Figura
19 — p. 51) foi aumentada nos animais nao portadores de tumor suplementados com o 6leo de
peixe e Oro Inka. Desta forma o déleo de peixe apresentou resultado idéntico ao estudo de
Pequito, (2009) e o Oro Inka suplementado aos animais causou 0 mesmo efeito em aumentar
a fagocitose. Para os neutrdfilos de animais portadores de tumor sem suplementagdo (W) nao
houve aumento de sua capacidade de fagocitose. Contudo nos animais portadores do tumor de
Walker 256 suplementados com o 6leo de peixe e Oro Inka, a capacidade de fagocitose foi
aumentada comparada com o grupo W (p< 0,05).

A captacdo de vermelho neutro (Figura 20 — p. 52) (volume lisossomal) dos
neutréfilos sanguineos dos animais ndo portadores de tumor ndo suplementados (C) ou
suplementados (OP e Ol) e dos animais do grupo W ndo foi alterada. Para 0os animais
portadores de tumor suplementados com o 6leo de peixe (OPW) e 6leo parental Oro Inka
(OIW) o volume lisossomal aumentou significativamente comparado respectivamente com o
Seu grupo sem tumor e com o grupo W.

A producdo de anion superéxido (Figura 21 — p. 53) de neutréfilos estd aumentada
comparando o grupo C com todas as situacdes; ndo portador de tumor suplementado, portador
de tumor ndo suplementado e portador de tumor suplementado. A suplementacdo com 0s
6leos sem e na presenca de tumor e o tumor por si s6 aumentam a producdo de anion
superoxido. No resultado de Pequito, (2009) o grupo de animais ndo portadores de tumor
suplementados com Oleo de peixe fez com que os neutrdfilos produzissem quantidades
similares de anion superoxido comparados com o grupo controle (ndo portadores de tumor
ndo suplementados). Para os resultados aqui avaliados os trés parametros da atividade de
neutrdfilos a varidvel suplementagéo e tumor interferem de forma a afetar os resultados e a
interacdo ocorreu de maneira extremamente significante.

O sistema imunoldgico adquirido, envolve linfocitos altamente especificos que quando
apresentados a antigenos tornam-se ativados e proliferam, amplificando a resposta
imunoldgica (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001, GALLI e CALDER, 2009). Acidos
graxos n-3 alteram a resposta celular inflamatoria adaptativa sendo que o 6leo de peixe
modifica a resposta para a proliferacdo de linfocitos e a producdo de citocinas mediada por

eles. Estas observacOes estdo em concordancia com trabalhos que mostram que o Oleo de
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peixe resulta em reducdo da proliferacdo dos linfécitos comparadas com dietas com 0leo de
coco e acido graxo linoléico (AL) (CALDER, 2001), com um significante efeito tempo e dose
dependentes (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001; YAQOOB, 2004).

Pizato, et al. (2006); lagher, (2008) e Folador, et al. (2009) demonstraram que ratos
portadores de tumor suplementados com Oleo de peixe, os linfocitos tiveram reducao
significativa na proliferacdo, comparado com o grupo sem suplementacdo (controle).
Vineyard, et al. (2010) utilizaram cavalos suplementados com 6leo de peixe ou de linhaca em
quantidades para fornecer 6g kg de acidos graxos n-3/100g do total de peso corporal basal,
observaram que ndo houve efeito do tratamento dietético na resposta proliferativa de
linfécitos estimulados com ConA. Altas quantidades de 6leos de linhaga rico em ALA inibem
a proliferacdo de linfocitos em roedores (JEFFERY, SANDERSON, et al., 1996) e em
humanos in vitro, causando imuno supressao (CALDER, 2001).

Neste estudo a proliferacdo dos linfocitos (Figura 22 — p. 54) dos grupos
suplementados com Oleo de peixe e Oro Inka na situacdo basal tiveram uma menor
proliferagdo comparada como grupo C e quando foram estimulado com ConA néo
apresentaram diferencas para o grupo C/ConA. O grupo portador de tumor (W) por si sO
aumentou a proliferacdo dos linfocitos comparados com o grupo C e comparado com 0S
grupos suplementados portadores de tumor OPW e OIW. De forma similar quando 0s
linfécitos dos animais do grupo portador de tumor foi estimulado com ConA (W/ConA) a
proliferacdo deste grupo foi maior para os grupos OPW/ConA e OIW/ConA. Assim o 6leo de
peixe e Oro Inka imputaram uma menor capacidade proliferativa nos animais portadores de
tumor em ambas as situagdes ndo estimulado/estimulado.

O consumo de AGPI n-3 provenientes de oOleo rico em ALA ou 06leo de peixe
apresentam leve redugdo no estimulo de producdo de TNF-a, como a supressdo da
proliferagdo de linfécitos e o AL aumentou a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias,
enquanto que &cidos graxos n-3 reduzem a secrecdo. (SIMOPOULOS, 2002). Zhao, et al.,
(2004) relataram que o ALA pode reduzir o processo inflamatorio quando consumido em
doses elevadas, contudo estes efeitos sao mais modestos em comparagdo com EPA e DHA,
um a vez que esta resultado do ALA pode estar relacionada com a sua conversao para EPA.
Protanto, quando alterada na dieta as quantidades de acidos graxos n-3, ha uma modulacdo na

producdo de eicosanoides derivados do &cido araquidénico e aumentada producdo dos
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eicosandides derivados do acido eicosapentaendico, reduzem a proliferagdo de linfocitos,
principalmente uma menor quantidade da PGE, (MUND, PIZATO, et al., 2007) que inibe a
proliferacdo de linfécitos T (MILES, BANERJEE, et al., 2006).

Os linfocitos T séo células efetoras da imunidade adquirida e sdo subdivididos em
duas populacdes que diferem conforme sua funcdo: linfécitos auxiliares ou helper (Th)
(CD4"); que sdo estimulados por agentes patogénicos extracelular e respondem aos estimulos
aumentando a resposta humoral produzindo citocinas modulando desta forma o processo
inflamatorio. Ja os linfécitos T citotoxicos (CD8") sdo estimulados por patdgenos
intracelulares e destroem células infectadas ou células tumorais, produzindo uma resposta
mais celular e com menor producao de citocinas (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001).
Os linfécitos do linfonodo mesentérico sdo caracteridos por uma alta proporcéao de linfocitos
CD4" e uma baixa proporgao de linfocitos CD8" (JAMES, GRAEFF, ZEITZ, 1987). Estas
sub-populacbes de linfdcitos, em humanos adultos saudaveis, quando suplementados com
diferentes 6leos, ndo diferenciaram (THIES, NEBE-VON-CARON, et al., 2001).

Miles, et al., (2006) verificaram que ndo houve efeito da suplementacdo com dieta
contendo placebo ou com uma dose dependente de 6leo de peixe sobre as proporcdes de
linfécitos T, células T helper, células T citotoxicas, células natural killer e ou linfocitos B no
sangue de homens jovens e saudaveis. Dieta com 6leo de peixe em ratos sem tumor provocou
reducdo na subpopulagdo de linfocitos mesentéricos CD4" e ndo alterou a sub-populagéo
CD8" (FOLADOR, et al., 2009).

Neste estudo a quantificacio de linfocitos mesentéricos CD4" (Figura 23 — p. 55) para
0 todos os grupos ndo apresentou diferengas estatisticas, portanto o tumor e/ou suplementacéo
ndo alteraram esta variavel. Diferentemente, PIZATO (2005) verificou que quando portadores
de tumor a suplementacdo com Oleo de peixe aumentou significantemente a populacdo de
linfocitos CD4™ comparado com o grupo controle (W). Oposto e este trabalho, lagher, (2008)
observou para esta sub-populagdo de linfdcitos infiltrados no tumor e Folador, et al. (2009)
em linfocitos obtidos do sangue de animais ndo portadores de tumor e portadores de tumor,
ndo suplementados e suplementados com oOleo de peixe, que ambos os trabalhos nao
apresentaram diferencas significantes entre o grupo controle e suplementado com 6leo de

peixe.
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Os resultados deste estudo demostraram que tanto o 6leo de peixe como o Oro Inka
aumentaram significativamente a subpopulacdo de linfocitos CD8" (Figura 24 — p. 55).
Quando portadores de tumor a quantidade de linfocitos mesentéricos citotoxicos foi maior
para os grupos suplementados com 6leo de peixe e Oro Inka comparados com o grupo W.
Pizato, (2005), ndo encontrou diferencas para todos 0s momentos, portadores de tumor e nao
portadores de tumor, suplementados e ndo suplementados e lagher, (2008) néo verificou
diferencas significativas para linfocitos CD8" no infiltrado tumoral entre animais portadores
de tumor e suplementados com 6leo de peixe comparado para o grupo controle. Folador, et al,
(2009), observaram um aumento significativo nesta sub-populagdo de linfocitos CD8" obtidos
no sangue em animais portadores de tumor ndo suplementados comparados com 0s animais
suplementados com Oleo de Peixe. A presenca de linfécitos CD8" infiltrados no tecido
tumoral é considerada bom prognostico devido a sua capacidade de reconhecer antigenos
tumorais apresentados pelas moléculas MHC classe | e promover a morte de células tumorais
(BLANKENSTEIN, 2005).

Uma maior quantidade da sub-populacio de linfocitos CD8" apresenta uma imuno
modulacdo que pode ser causada pela presenca de tumor em amimais suplementados com os
6leos n-3, pois estes reduzem as concentraces de PGEz, e esta em altas concentragcdes podem
inibir a taxa de proliferagdo de células T CD8" (PIZATO ET AL., 2006).

Pizato et al., (2006) verificaram que animais ndo portadores de tumor e portadores de
tumor; ndo suplementados ou suplementados com 6leo de peixe, a razdo CD4*/CD8" nio foi
alterada, desta forma o tumor e a suplementacdo ndo modificou a razdo. lagher, (2008) no
infiltrado tumoral, determinou a razdo entre linfocitos helper e citotdxico nos animais
portadores de tumor, e esta ndo foi modificada com a suplementacdo de 6leo de peixe.

Diederichsen et al., (2003) revela em seus dados que baixa razio CD4/CD8" esta
associada com um melhor prognéstico dos pacientes. Hernberg et al., (2004) encontraram o
aumento na razdo de células CD4*/CD8" no sangue periférico de humanos é relacionando
com aumento da sobrevida dos pacientes submetidos a radioterapia. Sugerindo que linfocitos
CD8" atuam como importantes agentes imunossupressores e promotores de crescimento
tumoral. Sharma, et al., (2007) relatam que linfocitos T citotoxicos (CD8") infiltrados no
tecido tumoral tém sido associados com uma boa evolugéo clinica em vérios tipos de tumores

e podem erradicar células do tumor através do reconhecimento de antigenos tumorais
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associados. Liang, et al., (2008) observaram que houve elevacdo do percentual de linfocitos
CD4" e aumento na razdo CD4'/CD8" em pacientes pos operatorio de cancer colorretal com
nutricdo enteral total suplementada com 6leo de peixe. Folador, et al. (2009), verificaram um
aumento na razdo CD4'/CD8" em linfocitos sanguineos de ratos portadores de tumor de
Walker 256 suplementados com Oleo de peixe comparado com o grupo controle.

A literatura ainda é controversa, neste estudo a razdo CD4'/CD8" dos linfécitos
mesentérico (FIGURA 25 — p. 56) dos animais ndo portadores de tumor nédo foi alterada, mas
a razao foi reduzida para os animais portadores de tumor suplementados com o 6leo de peixe
e com o Oro Inka comparado com o grupo W. O 6leo parental rico em acidos graxos o-
linolénico apresentou 0 mesmo efeito que o 6leo de peixe e nos animais portadores de tumor.

Células tumorais desenvolvem diversos mecanismos para contornar a imunidade anti-
tumoral através do desenvolvimento de um microambiente imunossupressor, assim a
producdo de adequada quantidade de citocinas é benéfico para a resposta imune (CALDER,
2001). Macrofagos ativados sdo as células mais importantes na producdo citocinas
proinflamatérias TNF-o. e IL-6. Também os linfocitos T produzem estas citocinas, que
regulam a atividade das células envolvidas na resposta inata (mondcitos, macréfagos, células
NK), promovem a proliferacédo de linfocitos B e T, e promover a producédo de anticorpos pelos
linfocitos B. Estas citocinas sdo mediadores dos efeitos sistémicos da inflamacdo, tais como
febre, perda de apetite, a mobilizacdo de proteina e gordura, e sintese de proteinas de fase
aguda (HORSSEN, HAGEN e EGGERMONT, 2006).

Um dos fatores de diferenciacdo e ativacdo das populacdes de linfécitos T é exercida
através de citocinas. O TNF-a ativa os linfocitos T e B, iniciando e estimulanado a produgdo
de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1 e IL-6, que também células natural killer (NK) e
macrofagos para iniciar destruicdo de células tumorais (PIZATO, 2005; NUNES, 2009).

A producéo de citocinas pro-inflamatorias por linfécitos mesentéricos nos grupos de
animais nédo portadores de tumor a quantidade de TNF-a (Figura 26 — p. 57) e 1L-6 (Figura 27
— p. 58) ndo foram modificadas com a suplementacdo tanto para os grupos sem estimulo (C,
OP, OI) bem como para os grupos estimulados com ConA. Diferente dos resultados descritos
em macrofagos, os linfocitos dos grupos portadores de tumor e suplementados com Oleo de
Peixe (OPW) e Oro Inka (OIW) tiveram uma produgéo estatisticamente maior de TNF-a

tanto para os grupos sem estimulo como para o grupo estimulado com ConA comparado com
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0S seus respectivos grupos controle W/M e W/ConA. No resultado para a citocina IL-6 a
quantidade produzida somente foi alterada dentro dos grupos quando os linfocitos foram
estimulados com ConA, portanto o tumor ou a suplementacdo ndo alteraram os resultados.

Folador, et al, (2009), incubaram linfécitos do bago com LPS e verificaram que 0s
animais portadores de tumor tiveram significativamente aumento na producdo de citocinas
TNF-a e IL-6 comparado com o grupo portador de tumor suplementado com 6leo de peixe

A produgcéo de citocinas por linfocitos Th (CD4") aumenta a fungbes microbicidas de
macrofagos e a atividade de linfdcitos citotoxicos (CD8), também a ativacdo destas
subpopulacdo de linfécitos promove sinalizagdo estimulatéria extra tipicamente requerida
para ativar a producdo de anticorpos por linfocitos B e, a producdo de TNF-a induz e morte
de células tumorais (BLANKENSTEIN, 2005; GALLI e CALDER, 2009). Neste estudo a
subpopulagio de linfocitos CD8" e a producdo de citocinas TNF-o. e IL-6 pelos linfocitos
mesentéricos nos animais portadores de tumor suplementados com 6leo de peixe e Oro Inka
esta aumentada.

Esta alta concentragdo de citocinas em especial 0 TNF-a produzidas por linfocitos T,
podem influemcir o trafego deste através do endotélio por aumentar a expressdo de varias
moleculaes de adesdo envolvidas neste processo (CHABOT, WILLIAMS, & YONG, 1997) e
assim, os linfécitos que migram e acumulam no sitio tumoral, auxiliam na rejeicdo do tumor.
E necessario que células T efetoras CD8+ produzam INF-y e TNF- a, tendo efeito crucial na a
rejeicdo do tumor seja uma alteracdo no estroma tumoral. Foi sugerido que a quantidade
elevada de TNF-a leva a uma auséncia de fatores pré-angiogénicos, assim, reduzindo a
angiogénese induzida pelo tumor ou o TNF-a induz a necrose tumoral, agindo diretamente
nas células endoteliais estromais (BLANKENSTEIN, 2005; HORSSEN, HAGEN e
EGGERMONT, 2006).

O aumento da producéo de TNF-o e a manutengdo na produgdo de IL-6 por linfdcitos
mesentéricos em animais portadores de tumor e suplementados com 6leos de peixe e Oro Inka
pode estar implicado no estimulo da resposta fisiolégica que ocorrem em condigdes
inflamatdrias, desta forma ativando macrofagos e neutréfilos com o objetivo de eliminar
patogenos e/ou células de tumor, reduzindo assim, a massa tumoral, provocando a nao

instalacdo da cagquexia e modulando a atividade do sistema imunoldgico.
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7. CONCLUSAO

Este estudo objetivou comparar o efeito da suplementacdo com éleo de peixe ou Oro
Inka, rico em acido graxo a-linolénico sobre a massa tumoral, caquexia, resposta fagocitica e
linfécitos em ratos portadores de tumor de Walker 256.

A suplementacdo com o 6leo rico em &cido graxo a-linolénico nos animais protadores
do tumor prococou:

Nos parametros tumorais, induziu uma reducdo na proliferacdo das células tumorais.
No tecico tumoral, causou aumento da lipoperoxidacdo o qual € um dos eventos inciais da
apoptose e, também provocou menor expressao da COX-2 responsavel pela sintese de PGE;,
derivada do acido araquiddnico, assim isto, pode ter sido a via na qual causou uma menor
massa tumoral. O perfil lipidico do tecido tumoral demonstrou uma menor incorporagdo do
acido araquidénico (AA) e maior incorporacdo de ALA e EPA comparado ao tecido tumoral
dos aminais ndo suplementados.

Os parametros de caquexia, a suplementacdo com o acido graxo a-linolénico naqueles
portadores de tumor, provocou a manutencdo na massa corporea, 0s aminais tiveram maior
glicemia e menor triacilglicerolemia, desta forma a caquexia ndo foi instalada.

Para os parametros imunitarios, nas células fagociticas, macréfagos peritoneais e
neutréfilos sanguineos foi verificado aumento da fagocitose, retencdo de vermelho neutro e da
producdo de anion superoxido, confirmando aumento na resposta imunoldgica e caracteristica
imuno protetora do 6leo Oro Inka. Nos linfécitos mesentéricos foi observada menor
proliferacdo celular e aumento da subpopulacio de linfécitos CD8", demosntrando o efeito
imuno modulador do dleo. As citocinas TNF-a e IL-6, apresentaram uma menor concentragéo
no plasma e no meio de cultura de macréfagos cultivados ex vivo. Para linfocitos, em cultura
ex Vvivo causou um aumento na concentragédo de TNF-a..

A suplementagdo com oOloe Oro Inka rico em acido graxo o-linolénico demonstrou
resultado antitumoral, anticaquético e imuno modulador, causando 0 mesmo efeito que seus
derivados de cadeia longa presentes no 6leo de peixe em ratos portadores de tumor de Walker
256. Baseado no resultados da cromatografia no tecido tumoral, isto ocorreu porque o ALA

presente no oleo Oro Inka foi convertido para EPA e DHA.
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