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RESUMO

Dados do Instituto Nacional de Cancer (2008), estimam para o ano de
2008 e para 2009, a incidéncia de 466.730 casos novos de cancer no
Brasil. A estimativa ¢ de que até o ano de 2020 serdo 15 milhoes de
novos casos a cada ano. Diante disto, diversos estudos estdo sendo
realizados na tentativa de se identificar as possiveis causas desse
aumento desordenado de casos, ¢ também na tentativa de amenizar os
efeitos causados por esta patologia. Pesquisas epidemiologicas
sugerem que 30% dos casos de cancer estdo ligados a dieta, onde o
consumo excessivo de gorduras em especial as saturadas e de acidos
graxos poliinsaturados n-6 (AGPI n-6), associado a baixa ingestdao de
acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) facilitam o
aparecimento de doencas cardiovasculares e cancer. Estudos
demonstram que o 6leo de peixe e o 6leo de figado de tubarao,
quando administrados isoladamente, apresentam capacidade de reduzir
o crescimento tumoral. No entanto,o0 mecanismo pelo qual estes d6leos
atuam ainda ndo ¢ conhecido, nem mesmo o efeito da suplementagao
conjunta destes O0leos. Neste trabalho foi proposto investigar o efeito
da suplementag¢do isolada e conjunta de 6leo de peixe e 6leo de figado
de tubardo sobre o crescimento e a peroxidag¢ao lipidica do tumor de
Walker 256. Para isso foi determinado o peso do tumor, a composicao
de 4cidos graxos da racdo fornecida aos animais, a composicdo de
dcidos graxos do tumor e dos 6leos utilizados na suplementacdo e a
taxa de peroxidac¢ao lipidica do tumor. Ratos Wistar machos de 21
dias foram divididos em quatro grupos: ratos controle sem
suplementacao (W), ratos submetidos a suplementacdo cronica com
0leo de figado de tubardo (WA) , 6leo de figado de tubardo + d6leo de
peixe (WAQO) e 6leo de peixe (WO), por 70 dias na dose de 1g/ Kg
p.c. Apds este periodo, foi inoculada suspensdo de células de tumor
Walker 256 contendo 3 x 107 c¢lulas/mL, 14 dias apds a inoculagao,
os animais foram ortotanaziados e massa tumoral retirada e pesada.
As suplementagdes com 6leo de peixe (WO e WAO) e com o6leo de
figado de tubardao(WA) reduziram o crescimento tumoral nos animais,
bem como, a peroxida¢ao lipidica. Esses resultados, sugerem que a
suplementacdo com 6leo de figado de tubardo, com O6leo de peixe e
com 6leo de figado de tubarao + Oleo de peixe promovem a reducdo
tumoral parcialmente através da peroxidacdo lipidica.



1.Introducao

1.1. Céancer

Cancer ¢ caracterizado pelo aumento desordenado e incontrolado
do numero de células que, ao alcancarem determinada massa, acabam
por invadir e comprimir os tecidos vizinhos. Esse processo ocorre
através de alteragdes nos genes que controlam a proliferacdo e o
crescimento celular. As células geradas sdo propensas ao rapido
crescimento, formando tumores. Os tumores formados podem ser
benignos ou malignos. Os tumores benignos sao revestidos por
cadpsula fibrosa que garantem sua retirada sem maiores danos ao
organismo. Entretanto, os tumores malignos tém a propriedade de
entrar na corrente sanguinea e vasos linfaticos, expressando formas
secundarias de tumor ou metastases em outros sitios do corpo
(ALBERTS et al, 2004). O cancer pode ser classificado de acordo com
o tipo celular ou tecido de onde provém; em que os das células
epiteliais sdo os carcinomas; das musculares e do tecido conectivo, os
sarcomas;e nas células do sangue, as leucemias. Embora ainda
desconhecida a etiologia do processo carcinogénico, diversos fatores
podem estar envolvidos no desenvolvimento tumoral, dentre eles o
fumo, infec¢des e carcindogenos presentes na dieta alimentar (CURI et
al, 2002). Estes fatores acabam transformando a célula normal em
célula anormal a qual prolifera-se sem controle até a total debilidade
do portador (FERNANDES, 1995).

De todos os casos, 80% a 90% dos canceres estao associados a
fatores ambientais. Alguns deles sdo bem conhecidos: o cigarro pode
causar cancer de pulmao, a exposi¢cdo excessiva ao sol pode causar
cancer de pele, e alguns virus podem causar leucemia (BRASIL,
Ministério da Saude, 2008). O envelhecimento traz mudancas nas
c¢lulas que aumentam a sua suscetibilidade a transformacao maligna.

Isso, somado ao fato de as células das pessoas idosas terem sido
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expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer,
explica em parte o porqué de o cancer ser mais freqliente nesses
individuos (BRASIL, Ministério da Saude, 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também
para o ano 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de
cancer. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata e de
pulmao no sexo masculino ¢ os canceres de mama e colo do utero no

sexo feminino (INCA,2008).

1.2. Tumor de Walker 256

O tumor de Walker 256 ¢ um carcinosarcoma que se desenvolveu
espontaneamente na regido da glandula maméria de uma rata gravida,
e foi descrito em 1928 por George Walker no John's Hopkins
University School of Medicine. Estava localizado na parede
abdominal esquerda com tamanho semelhante ao de uma noz. Esse
tumor foi transplantado em ratos Sherman por inoculagdo subcutanea,
sendo palpavel em uma semana e, levando a morte dos animais apds
seis semanas. Apos 15 dias do transplante subcutdneo, o tumor foi
descrito como uma massa firme, esférica, lobulada e parcialmente
encapsulada, promovendo metastases nos linfonodos pulmonares,
regionais e ocasionalmente retroperitoniais (DUNN, 1945; LIKELY;
SANFORD; EARLE, 1952; MIDER; TESLUK; MORTON, 1948;
McCOY & NEUMAN, 1956).

Dois subtipos de carcinomas de Walker 256 tém sido
investigados por apresentar diferen¢gas marcantes na interagao com o
organismo do hospedeiro. O tipo A, invasivo ¢ metastatizante, tem um
lento ritmo de crescimento induzindo a anorexia e caquexia somente
na fase terminal, garantindo uma sobrevivéncia média de 27 dias. Ao
contrario, o tipo B, ndo invasivo e de crescimento rdapido, induz a

anorexia e a caquexia precoce com sobrevida de mais ou menos 15
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dias. Logo, esse ultimo tornou-se um importante modelo para estudos

da caquexia induzida pelo cancer (GUAITANI et. al., 1983).

1.3. Acidos Graxos Poliinsaturados

Acidos graxos sdo 4acidos carboxilicos presentes nas gorduras
naturais e geralmente se apresentam como cadeias lineares com
numero par de 4tomos de carbono (ABAYASEKARA;WATHES,1999).
Acidos graxos podem ser saturados, sem a presenca de duplas
ligagdes; monoinsaturados, presenca de wuma dupla ligacdao, e
poliinsaturados, presen¢a de duas duplas ligagdes (BRITISH
NUTRITION FOUNDATION, 1999).

O 4cido linoléico (18:2n-6) ¢ o precursor dos acidos graxos
omega-6 (0w-6), enquanto o acido a-linolénico (18:3n-3) é o precursor
dos 4acidos graxos Omega-3 (w-3). Esses 4acidos graxos sao
denominados essenciais pois tecidos de animais ndo podem sintetiza-
los. Assim portanto esses dcidos graxos devem ser fornecidos na dieta
(ABAYASEKARA;WATHES,1999).

Particularmente, em relagdo ao ®-3, somente a partir de 1980
descobriu-se sua necessidade na dieta, considerando-se suas
propriedades profildticas no que diz respeito ao aparecimento de
disturbios neurologicos e visuais (CURI;
MIYASAKA;PROCOPIO,2002). Além disso, o consumo de peixes,
grandes fontes de w-3 de cadeia longa, reduz de maneira significativa
o risco de doengas cardiovasculares (HERIMM; MERCHANT;
ROSNER; STMPFER; WILLETT; ASCHERIO, 2002).

Entre outros efeitos, os d4acidos graxos poliinsaturados da
familia ®-3 quando em grandes quantidades apresentam efeito
supressor , inibindo proliferagdo de linfécitos, a produciao de
anticorpos e citocinas, a expressdao de moléculas de adesdao e a
atividade de cé¢lulas citotdéxicas (CURI; MIYASAKA; PROCOPIO,

2002). Sua ingestdo sob a forma de 6leo de peixe, reduz a produgdo
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de citocinas, interleucina 1 (IL-1) interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral (TNF) por células mononucleares. Em adi¢dao, esse
efeito se mantém por varias semanas apo6s a interrupcdo de sua
ingestdo (COOPER; GIBBONS; HORAN; LITTLE; ROTHWELL,
1993).

1.4. Alquilgliceradis

Eteres lipidicos sdo substdncias quimicas com pronunciada
atividade bioldgica . Os alquilglicerdis, um dos representantes desse
grupo, encontram-se presentes na medula 6ssea humana, no leite
materno, no leite de vaca e no 6leo de figado de tubardo (BROHULT,
BROHULT, BROHULT, JOELSSON, 1986).

O conteudo lipidico das cé¢lulas de figado de tubardo de
diversas espécies tem sido estudado e relatado na literatura desde os
meados de 1950. Deste conteudo lipidico, cerca de 30% a 50%
correspondem a moléculas de alquilglicer6is, gorduras constituidas
por uma cadeia hidrocarbdnica, saturada ou insaturada, unida por
ligacdo do tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol (BROHULT et
al., 1977). Os alquilglicer6ois mais comuns sdo denominados de
alcoois quimil, batil e selaquil, devido ao ntimero de atomos de
carbono na cadeia alifatica, que varia de 16 a 18, ¢ o numero de

dtomos de hidrogénio, de 33 a 35 (Figura 1).

CH-0OH alcool quimil: R= (CH, ), — CH,

| 5 3

CHOH alcool batil:  R=(CH5);7— CH4

I

CH,D0—R alcool selaquil: R= (CHy}g— CH=CH—{(CH,},— CH,

Figura 1: Estrutura quimica das moléculas de alquilglicerol mais

comuns.
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A presenca de grupo metdéxi (-OCHiz) no inicio da cadeia
alifatica em substitui¢do ao hidrogénio, confere estimulagdo da
resposta imunoldgica e imunomodulacdo, atividade antifungica, e em
culturas de células demonstraram efeitos citotéxicos sobre células
tumorais ¢ reducdo de metdstases (BROHULT et al., 1986). Alguns
estudos que investigaram os efeitos do alquilglicerol sobre a
proliferagdo celular em diferentes linhas de canceres humanos,
mostraram ocorrer redug¢do significativa na coldnia de células
tumorais da prostata, bem como aumento da apoptose tanto na
prostata quanto ovario, e predominante necrose em carcinomas
mamarios (KROTKIEWSKI; PRZYBYSZEWSKA;JANIK, 2003). Seus
efeitos, também estdo relacionados a preven¢cao de leucopenia,
trombocitopenia, e a sua administracao a pacientes com cancer de
colo wuterino resultam em taxas de sobrevivéncia mais altas
comparando-se apenas a administracdo da terapia radioativa

(BROHULT; BROHULT; BROHULT, 1970).

1.5. Acidos Graxos e cancer

Desde 1960, estudos epidemioldgicos sugerem haver correlagao
entre consumo de determinados dcidos graxos e aparecimento de
tumores (ROYNETTE et al., 2004). Ha estimativa de que 30% de
todos os casos estejam ligados a dieta, demonstrando que o consumo
excessivo de gorduras saturadas e dacidos graxos n-6, e a baixa
ingestdo de acidos graxos n-3, facilitam o aparecimento de doengas
cardiovasculares e cancer (McENTEE et al., 2002).

Em populagdes como as do Alasca e da Groenldndia, a
incidéncia de cancer ¢ relativamente baixa quando comparada com a
quantidade de gordura consumida. Sugere-se que o consumo de grande
quantidade de dcidos graxos n-3, presentes em animais marinhos que

eles consomem, exer¢ga efeito protetor nestas populagdes
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(CURI,2002). Os 4acidos graxos essenciais n-3 e n-6 sao
metabolicamente e funcionalmente distintos como citado
anteriormente. Entretanto, para o bom funcionamento do organismo de
mamiferos, uma razdo 7:1 entre a ingestao destes dois acidos graxos ¢
considerada fundamental para a perfeita satde e bom desenvolvimento
do organismo.

Estes lipidios sao capazes de modularem a producdo de
eicosandides, modificar a expressdao génica, alterar o metabolismo
energético, funcdo imunitdria, fluidez das membranas, entre outras
(CURI et al, 2002). Por este motivo, seus efeitos nos diversos tipos
de cancer, nos processos de metastase e angiogénese tém sido

investigados.

1.6. Peroxidacao lipidica

Um possivel mecanismo pelo qual os AG n-3 poderiam estar
atuando na inibi¢dao do desenvolvimento tumoral ¢é através da
lipoperoxidagao (LPO), que pode ser definida como uma cascata de
eventos bioquimicos resultantes da a¢dao de radicais livres sobre
lipidios de membranas celulares (CURI et al, 2002). Os radicais livres
promovem a incorpora¢cao de um oxigénio molecular a um acido graxo
poliinsaturado presente na membrana das células, formando
hidroperoxidos como produto primdario. Os produtos da sua oxidagdo
(lipoperdxidos) tém propriedades citotdxicas nas células tumorais
(SUAREZ, et al, 1996). Os produtos da LPO podem causar alteragdes
na membrana e estrutura das células, alteragdes do citoesqueleto,
levando a célula a entrar em apoptose (ZANETTI, R. et al, 2000).

O acumulo de 4acidos graxos poliinsaturados na membrana
propicia o ataque de algumas espécies reativas, que abstraem um
atomo de hidrogénio do grupo metileno da cadeia e inicia o processo

de peroxidacdo lipidica, aumentando a producdo de mais radicais
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livres (Figura 2). Esses radicais livres atacam DNA e RNA da célula

tumoral, causando sua destruigdo (ALBERTS et al., 2004).
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3 acidos graxos com 3 duplas ligagdes

l — H= Sequestro dehidrogénio

AN/

earranjo molecular
R j lecul
Dienos conjugados com absorbancia UV a 234 nm
L
{}2 Incorporacio de oxigénio
— Radical peroxil: abstragio de H® de outro acido
graxo, causandoumareaciio em cadeiaautocatalitica
L
. o W,
He Hidroperdoxido de
Lipidio
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H -
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&

Figura 2: Peroxidacdo lipidica: uma reacdo em cadeia. Fonte:

Haliwell & Gutteridge (1991)
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2. Objetivos

Tem sido demonstrado que o 60leo de peixe e o 0leo de figado de
tubardo, quando administrados isoladamente, apresentam capacidade
de reduzir o crescimento de varios tumores. No entanto, o0 mecanismo
pelo qual estes 6leos atuam ainda nao ¢ conhecido, nem mesmo o
efeito da suplementagdo conjunta destes Oleos. Este trabalho tem
como objetivo investigar o efeito da suplementacdo isolada e conjunta
de 6leo de peixe e 6leo de figado de tubardao sobre o crescimento e a

peroxidacdo lipidica do tumor de Walker 256.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Local

Este trabalho de conclusdo de curso foi realizado no
Laboratorio de Metabolismo Celular, no Departamento de Fisiologia,

Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana.

3.2. Amostra

Para os experimentos foram utilizados ratos da linhagem Wistar do
sexo masculino cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal do Parand. Todos os animais receberam 4gua
e ra¢do a vontade, foram submetidos a ciclo claro/escuro de 12/12
horas e mantidos em ambiente com temperatura controlada (23°C =+
2°C). Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias

Bioldgicas.

3.3. Protocolo experimental

Os animais, ap6és o desmame (21 dias), foram separados em
quatro grupos contendo cinco animais cada, de acordo com o tipo de
suplementacdao: grupo ndo suplementado (W), grupo suplementado
com 6leo de peixe (WO), grupo suplementado com 6leo de peixe e
O0leo de figado de tubardo( WAO) e grupo suplementado com 6leo de
figado de tubardao (WA).

Estes grupos receberam suas respectivas suplementagdes (1g/Kg
p.c.) com auxilio de micropipeta até completarem 70 dias. Apds este
periodo, todos os animais dos diferentes grupos sofreram inoculacao
subcutdnea no flanco direito de 1 mL de suspensdo de células do

tumor de Walker 256, contendo 3 x 107 células/mL, e continuaram
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recebendo suplementacdo por mais 2 semanas. Os animais foram
ortotanasiados no 14° dia apo6s a inoculacdo do tumor. O tumor foi
entdo retirado, pesado, e fragmentos foram separados e congelados
para determinacdo de hidroperdxidos e para analise da composi¢do de
acidos graxos por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Durante todo experimento, os animais foram pesados a cada dois dias

no periodo da manha.

3.4. Obtencao e transplante das células do tumor de Walker 256

Em um rato macho adulto foi injetado intraperitonealmente 1
mL de suspensdo de 2 x 10’ células do tumor de Walker 256 tipo B.
Apdés um periodo de cinco dias, quando constatada a ascite, o animal
foi ortotanasiado e injetado 10 mL de solug¢do salina 0,9% em sua
cavidade abdominal. Em seguida, seu abddomen foi massageado e
através de laparotomia mediana, foi retirado da cavidade abdominal,
com pipeta de pléasticotipo Pasteur, o fluido contendo as células
tumorais. A contagem do numero de células tumorais foi realizada
através do uso de camara de Neubauer. Da ascite obtida, o mesmo
namero de células foi inoculado subcutancamente no flanco direito,
nos animais em experimentacdo. As células tumorais, foram cedidas
gentilmente pelo Dr. Rui Curi da USP em 1992, e a partir de entdo,
sdo mantidas no laboratdério de metabolismo celular da Universidade
Federal do Parand para a indug¢do em ratos experimentais,
mimetizando assim o comportamento oncoldégico em relagdo aos

canceres encontrados em seres humanos.
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3.5. Peroxidacao lipidica

Foi utilizada a metodologia descrita por Nourooz-Zadeh et al
(1994), aplicada ao extrato metanolico das amostras. O extrato
metanolico foi obtido pela homogeneizacdao de 300 mg de tecido em
ImL de metanol, utilizando-se um homogeneizador (Bosch® GGS 27).
O homogenato foi entao centrifugado a 5000 g, por 5 minutos, a 4°C.
Para cada amostra, aliquotas de 90uL do sobrenadante foram
colocadas em tubos de ensaio (1,5 mL de capacidade). Em trés destes
tubos foram adicionados 10uL de solug¢do metandlica de
trifenilfosfina (TPP, Sigma®) a 10 mM, para ocorrer a reducdo
seletiva de hidroperdéxidos (os grupamentos hidroperoxidos,
especificamente os presentes em lipidios, sdao convertidos a
grupamentos hidroxila pela trifenilfosfina). As amostras contidas em
outros trés tubos restantes receberam apenas 10ulL de metanol. Todos
os tubos foram agitados vigorosamente e entdo incubados em
temperatura ambiente por 30 minutos.

Ao final deste periodo de incubag¢ao foi adicionado a cada tudo
900uL do reagente FOX2. Este reagente foi reparado no momento do
uso, consistindo de xilenol laranja 100uM, hidroxitolueno butilado
(BHT) 4mM, 4cido sulfurico 25mM e sulfato ferroso de amodnio
250uM, em metanol 90% (v:v, em agua). ApoOs agitacdo, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por mais 30 minutos. Nesta
etapa, os cations ferrosos (Fe?+) do reativo de FOX2 sdo oxidados
pelos  hidroperoxidos  presentes na amostra (tanto  pelos
hidroperoxidos lipidicos quanto por outros tipos de hidroperoxidos
presentes na amostra). Como todos os hidroperoxidos lipidicos das
amostras tratadas com TPP foram reduzidos, a producdo de Fe®  sera
menor nestas do que nas amostras ndo tratadas com TPP. O Fe3’
formado ¢ entdo quelado pelo xilenol laranja, o que faz a cor deste
indicador passar de laranja a azul-purpura (passa a absorver luz em

560nm). Ao final do tempo da incubag¢do, a absorbancia foi mensurada
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a 560 nm. Subtraiu-se entdo o valor da absorbancia das amostras
tratadas com TPP (sem hidroperdéxidos lipidicos) do valor da
absorbancia das amostras sem TPP. O valor obtido por essa subtracio,
referente apenas a quantidade de ferro oxidado por hidroperoxidos
lipidicos, foi utilizado na férmula da curva padrdao de perdxido de
hidrogénio, obtida com solu¢des padrao de diferentes concentragdes
(100.0, 50.0,25.0, 12.5, 6.2, 3.1 ¢ 1.6 uM) submetidas aos mesmos
procedimentos descritos acima para a dosagem de hidroperoxidos
(com exceg¢ao ao tratamento com TPP). O resultado obtido foi
referente a concentragdo do hidroperdoxidos lipidicos. Dividiu-se o
valor da concentracdo de hidroperdoxidos lipidicos pela concentracgao
de proteinas totais do extrato metandlico. Os resultados foram

expressos em nmol de hidroper6oxidos/mg de proteina.

3.6. Analise de acidos graxos por HPLC

3.6.1. Extraciao Lipidica

A extracdo lipidica foi realizada segundo o método de FOLCH et
al. (1957). As amostras foram adicionadas a 400uL de PBS, 500uL de
metanol e ImL de cloroférmio. Apds agitagcdo e centrifugacao por 1
min a 4°C e 453 g, a fase inferior foi transferida para outro tubo.
Esse procedimento foi repetido pela adi¢do de 500uL de metanol e
500uL de cloroférmio nas amostras. Aos extratos lipidicos foi
adicionado 1 mL de solucdo de Folch (cloroférmio/ metanol/ 4gua,
3:48:47) seguida de agitacdo e centrifugacdo nas mesmas condig¢des.
O sobrenadante foi descartado e a fase organica evaporada em fluxo

de nitrogénio gasoso.
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3.6.2. Saponificacao

Apods a extragdo lipidica, foi realizada a saponificagdo pelo
método de HAMILTON; HAMILTON (1992), modificado por
NISHIYAMA-NAKURE et al. (1998). Os extratos lipidicos foram
ressuspendidos em 100uL de metanol e a eles foram adicionados 2 mL
de NaOH 0,5 M em metanol 90%. As amostras foram homogeneizadas
e incubadas sob agitagdao por 2h a 37°C, para hidrdlise alcalina. Em
seguida foram resfriadas e misturadas com 1,5 mL de dcido cloridrico
IM para acidificagdo. Os 4dcidos graxos foram entdo extraidos trés
vezes com | mL de hexano. As amostras foram secas em fluxo de

nitrogénio gasoso.

3.6.3. Derivatizacao

A derivatizagcao foi realizada de acordo com o método descrito
por ABUSHUFA et al. (1994). As amostras foram ressuspensas em
100puL de acetonitrila (Merck) e agitadas. Apo6s 30 segundos, 100uL
do reagente A (bromometil-metdéxi-cumarina Img/mL em acetonitrila)
e 100uL do reagente B (18-Crown-6 e carbonato de potdssio em
acetonitrila e d4dgua) foram adicionados, seguida de agitacdo e
incubag¢dao por 15 min a 60°C em banho seco. A mistura foi filtrada e
armazenada a 8°C até o momento da analise da composi¢cdao dos acidos

graxos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.6.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os acidos graxos foram separados em uma coluna C-8 de fase
reversa (250 mm comprimento x 4,6 mm didmetro interno X Sum
didmetro das particulas) e um detector de fluorescéncia. O

comprimento de onda de excitacdo foi de 325 nm e de emissdao de 398
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nm. O volume injetado foi de 50uL em fluxo de 1,0 mL/min. A fase
movel era composta por acetonitrila e 4gua, cujo gradiente inicial era
de 77% e 23% e final de 90% e 10% respectivamente. O tempo de
corrida foi de 55 min. Foram utilizados os seguintes padrdes de acido
graxos: acido ldurico (C12:0), 4cido miristico (C14:0), 4acido
palmitico (C16:0), 4acido palmitoléico (C16:1), 4&cido estedrico
(C18:0), 4acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido
linolénico (C18:3), acido araquidonico (C20:4), acido

eicosapentaendico (C20:5) e acido docosahexaendico (C22:6).

3.7. Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrao da
média. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia de uma
via seguido de poés-teste de Tukey. Valor para p<0,05 foi utilizado
para avaliar significidncia estatistica. Teste t de Student foi utilizado

em algumas situagdes.
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4. Resultados

4.1. Peso dos tumores

O peso tumoral dos animais nao suplementados foi de 17,1+2,1.
As suplementagcdes com oOleo de peixe (WO), 6leo de figado de
tubardao (WA) e Oleo de peixetdleo de figado de tubario (WAO)
promoveram redu¢do de cerca de 50% no peso dos tumores em relacdo
ao grupo W (p<0,001). Nao houve diferenca significativa entre os
grupos WA e WAO, e entre WA ¢ WO (p>0,05 teste t). O grupo WO
foi significativamente menor que WAO (p<0,05 teste t) (Figura 3).

20~

gramas (g)
2

w WA wo WAO

0=

Figura 3. Peso dos tumores (g). W, sem suplementag¢do; WA, suplementado
com 6leo de figado de tubardao; WO, suplementado com o6leo de peixe;
WAO, suplementado com o6leco de figado de tubardo e oleo de peixe.

Resultados obtidos de 3 experimentos independentes.

* p<0,001 em relacdo a W — ANOVA de uma via e pds-teste de Tukey
" p<0,05 em relagdo a WAO — teste t
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4.2. Determinacido do perfil de acidos graxos presentes nos 6leos de

peixe e de figado de tubarao

Na amostra de 6leo de peixe analisada por HPLC (Figura 4) foi
encontrado 26,1% de 4cido eicosapentaendico (EPA) e 18,9% de 4acido
docosahexaenoico (DHA). Também estava presente acido palmitico
(13,5%), acido miristico (11,4%), 4cido palmitoléico (10,1%), acido
oléico (8,7%) e acido laurico (7,1%). Os 4acidos linolénico,
araquiddnico, linoléico e estedrico apresentaram-se em concentracgdes
inferiores a 2%. Os d4cidos graxos insaturados corresponderam a
66,6% dos 4acidos graxos totais do oOleo de peixe, enquanto os
saturados a 33,4%.

No 6leo de figado de tubardo foi detectado 5,4% de EPA e 12%
de DHA, o que representou uma menor concentragao de acidos graxos
poliinsaturados n-3 que a encontrada no 6leo de peixe. Neste 6leo
também foi detectado acido laurico (28,3%), acido oléico (24,3%),
dcido palmitico (13,2%), e o 4cido miristico (4,8%). Os 4acidos
linolénico, araquidonico, linoléico e estedrico apresentaram-se em
concentra¢cdes inferiores a 2%. Os dcidos graxos insaturados
corresponderam a 47,1% dos dcidos graxos totais do 6leo de figado de

tubardo, enquanto os saturados corresponderam a 52,9% (Figura 5).
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Figura 4. Perfil de acidos graxos contidos no 6leo de peixe.O conteudo de
acidos graxos foi determinado por HPLC e os resultados foram expressos
como % em relacdo aos lipideos totais. EPA — 4cido eicosapentaenodico,

DHA — 4acido docosahexaendico.
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Figura 5. Perfil de d4cidos graxos contidos no 6leo de figado de tubardao.O
conteudo de acidos graxos foi determinado por HPLC e os resultados foram
expressos como % em relagdo aos lipideos totais. EPA - dacido

eicosapentaenoico, DHA — dcido docosahexaenodico.
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4.3. Determinacao do perfil de acidos graxos presentes na racao

A fragdo lipidica da ra¢dao foi constituida por 37,0% de 4acido
palmitico, 34,9% de 4cido linoléico e 22,8% de dcido oléico. Os
acidos graxos insaturados somaram 60,1%, enquanto que os saturados

somaram 39,9%. EPA ¢ DHA nao foram detectados

Tabela 1. Perfil de 4cidos graxos contidos na ragdo utilizada na
alimentacdo dos animais. O perfil de acidos graxos foi determinado por

HPLC e os resultados foram expressos como % em relagdo aos lipideos

totais.
Acido graxo Porcentagem (%)
Linolénico 2,3
Miristico 0,2
Palmitoléico 0,2
Linoléico 34,9
Palmitico 37,0
Oléico 22,8
Estearico 2.7

4.4. Determinacio do perfil de acidos graxos presentes no tumor

Os principais acidos graxos encontrados no tumor do grupo
controle (W) foram o palmitico, oléico e linoléico, os quais
corresponderam a 24,4 + 1,1%, 23,5 £ 0,4% e 22,8 + 4,5%,
respectivamente. Tumores obtidos de animais submetidos a
suplementacao isolada, e aqueles com 6leo de peixe e O0leo de figado
de tubardo apresentaram o mesmo perfil destes acidos graxos quando

comparados com o grupo controle (Tabela 2).
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EPA e DHA foram encontrados nos tumores dos diferentes
grupos na mesma porcentagem. Os grupos suplementados ndo
apresentaram diferenca significativa no conteudo de EPA ¢ DHA em
relagcdo ao grupo controle. Os grupos submetidos a suplementagdo com
0leo de peixe (WO) e 6leo de peixe + 6leo de figado de tubardo
(WAO) apresentaram um aumento significativo de dcido linolénico,
em relacdo ao grupo W e WA, e uma reducdo na quantidade de acido
araquiddnico, em relacdo ao grupo controle (W). Os &cidos laurico,
miristico, palmitoléico, linoléico, palmitico e oléico ndo

apresentaram diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos no tumor, mensurado por HPLC. Os
resultados foram expressos como média percentual = erro padrdao da média.
Resultados obtidos de 3 experimentos independentes. W — controle, WA —
suplementado com o6leco de figado de tubardo, WAO - suplementado com

0leo de figado de tubardo e 6leo de peixe, WO — suplementado com o6leo de

peixe.

Ac. Graxos W WA WAO WO
Laurico 0,5+0,3 0,2+0 0,4+0,1 0,5+0,2
EPA 0,5+0,2 0,7+0,3 0,7+0,2 0,6+0,1
Linolénico 0,2+0,1 0,2+0,2 0,8+0,2°" 0,7+0,2°°
DHA 1,240, 1 2,9+0,2 3,0+0,7 3,1+1
Miristico 3,4+1,1 2,4+1,1 2,4+0,8 1,8+0,6
Araquidbnico 14,5+1,9 10,9+2,2 7,1+£2,1° 5,7+£2,7°¢
Palmitoléico 1,2+0,3 0,7+0,3 1,6+0,3 1,0+0,4
Linoléico 22,8+4.5 23.1+1,2 25,5+4 22,6+2,8
Palmitico 24.4+1,1 24,6+2,2 24,7+1,4 22,2+1,4
Oléico 23,5+0,4 22,6+0,8 25,5+1,2 22,3+1,6
Estedrico 15,1+1,5 15,0+1,5 10,1+1,3 7,5+1°°

p<0,01 em relacdo a W
p<0,001 em relagdo a WA
p<0,05 em relacdao a W
p<0,01 em relacdao a W
p<0,05 em relagdo a WA
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4.5. Peroxidacgao lipidica no tecido tumoral

Na figura 6 estdo apresentados os dados de lipoperoxidacdo no
tecido tumoral obtido dos diferentes grupos. A suplementagdo com
O0leo de figado de tubardo (WA) incrementou a lipoperoxidacao em
1,6 vezes, e foi significativamente maior em relagdo ao controle (W)
(p<0,05). A suplementacdo com o6leo de peixe (WO) elevou a
peroxidacdo em 3,3 vezes quando comparado ao controle
(W)(p<0,001) e em 2 vezes em relagcdo ao WA (p<0,01). A associagdo
de ambas as suplementagcdes (WAO) nao promoveu efeito diferente

daquele ja observado pela suplementagcao com 6leo de peixe (p>0,05
WAO vs. WO).
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Figura 6. Concentragdo de hidroperdxidos lipidicos em tecido tumoral. W,
sem suplementacdo; WA, suplementado com 6leo de figado de tubardo;
WO, suplementado com 6leo de peixe; WAO, suplementado com d6leo de
figado de tubardo e o0leo de peixe. Os resultados foram expressos como
média percentual + erro padrio da média. Resultados obtidos de 3
experimentos independentes.

* p<0,001 em relagcdo a W — ANOVA com pds-teste de Tukey
b

p<0,01 em relacdo a WA — ANOVA com po6s-teste de Tukey
# p<0,05 em relagdo a W — teste t
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5. Discussao

Nos ultimos anos, foi relatado aumento no indice de doencgas
auto-imunes, cardiovasculares, cancer e diabetes. Em adic¢ao, tem sido
estudado mais profundamente o papel da dieta no organismo humano,
e de que forma ela poderia ou ndo favorecer o aparecimento destas
doengas. H& estimativa de que 30% de todos os casos de cancer
estejam ligados a dieta, onde o consumo excessivo de gorduras
saturadas (KUSHI e GIOVANUCCI, 2002) e 4acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) n-6, e a baixa ingestdo de 4cidos graxos
poliinsaturados n-3, favorecem o aparecimento de doencgas
cardiovasculares e cancer (McENTEE et al, 2002; ROSE ¢ CONNOLY,
1991; CAYGILL et al, 1994).

Estudos prévios tém mostrado que a dieta rica em AGPIs n-3,
pode reduzir o crescimento tumoral em humanos (TISDALE,1997)
bem como em varios modelos de animais (BORDREAU, et al.,1991;
CALDER, et al., 1998b; MUKUTMONI-NORRIS, et al., 2000).

Os animais suplementados com o6leo de peixe (WO) e 6leo de
figado de tubardo (WA), desde a infancia até a idade adulta, foram
protegidos da velocidade de crescimento de tumor de Walker 256
(Figura 3) a qual foi reduzida em 50% quando comparada com a do
controle (W). Ao associarmos ambas as suplementacdes, este cendrio
ndo foi alterado, sendo similar ao jd& induzido pelas duas
suplementa¢cdes isoladamente. A possivel explicacdo para estes
achados ¢ que no o6leo de peixe tem sido relatado haver grande
concentracdo de 4cidos graxos poliinsaturados Omega-3 de cadeia
longa como EPA e DHA. De fato, na anélise do perfil lipidico contido
na capsula de 60leo de peixe oferecidos aos animais, detectamos maior
concentracao destes acidos graxos (Figura 4). Quanto ao oOleo de
figado de tubardo, tem sido atribuido o efeito aos alquilglicerois (que

compdem cerca de 20% do conteudo lipidico da céapsula, de acordo
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com analise por GC-MS), outros nao descartam o papel dos AGPI n-3.
Estudos anteriores mostram que os alquilglicerdis apresentam um
efeito inibidor no crescimento das células de tumores in vitro e sao
capazes de limitar ou até mesmo impedir o crescimento e propagag¢do
de tumores em ratos de laboratéorio (HALLGREN et al.,1978). O fato
de o oleo de figado de tubardao exercer estes efeitos bioldgicos
pressupode que seus componentes lipidicos se incorporam nas células.
Em mamiferos os alquilglicerdis vindos da dieta sdo absorvidos sem a
quebra de sua ligacdo éter, e sdao usados como precursores de
fosfolipideos de membrana em diferentes tecidos (OSWALD et. al.,
2006). Por HPLC pudemos demonstrar que realmente ha presenca de
EPA e DHA no 6leo de figado de tubardo, mas em quantidades bem
menores (5,4% e 12%, respectivamente) que as encontradas nas
capsulas de o0leo de peixe. Contudo nao podemos descartar a
possibilidade de que mesmo nestas concentragdes estes acidos graxos
tenham sido responsaveis, total ou parcialmente, pela menor
velocidade de crescimento tumoral. Este resultado vai de encontro
com trabalhos ja realizados que mostram uma maior quantidade destes
dois acidos graxos no perfil lipidico do 6leo de peixe (TOGNI,et al.,
2003). Em modelos de tumores animais, como o Walker 256, o acido
graxo EPA ¢ particularmente habil na inibicdo do crescimento
tumoral, enquanto que o DHA ¢ potente indutor de apoptose em

cé¢lulas tumorais (DAS, 1999).

A composicdo lipidica da racdo demonstrou a auséncia de EPA e
DHA, e presenca de d4cidos oléico, palmitico e linoléico como
principais constituintes (Tabela 1). Estes trés tltimos dcidos graxos
foram encontrados em propor¢des semelhantes nos tumores de animais
de todos os grupos, e ¢é possivel afirmar que os dcidos graxos n-3
(EPA e DHA) foram fornecidos exclusivamente através da

suplementacao.
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Varios mecanismos tém sido postulados como indutores da
morte das células tumorais, como a elevacdo da apoptose, reducdo da
expressdo da COX-2, reducdo da sintese de prostaglandina E2,
alteracdo da resposta imunitaria, alteragdo na atividade de fatores de
transcricdo ¢ de genes, aumento ou diminui¢cdo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, entre outros. Neste trabalho
procuramos demonstrar a  participacao do mecanismo de

lipoperoxidacdo nos tumores dos diferentes grupos.

Esta bem estabelecido e bem aceito que perdéxidos e superoxidos
gerados a partir de peroxidacdo lipidica promovem dano ao DNA ¢ a
outras fung¢des celulares em condi¢des patoléogicas (DORMANDY,
1983; CHEESEMAN et. al.,1984). Estudos anteriores mostraram que a
peroxidacdo lipidica reduz o crescimento tumoral em animais
suplementados com oOleo de peixe (MUND, 2004), mas a taxa de
peroxidacao lipidica induzida pela suplementagao com 6leo de figado

de tubardo ainda ndo foi estudada.

A peroxidagdo lipidica comeca pela extragdo de um 4atomo de
hidrogénio dos acidos graxos poliinsaturados (AGPI) para formar um

radical de dcido graxo. Isto pode ser iniciado pelos radicais hidroxil
(OH"), peroxil (ROO’), alcoxil (RO’), superdéxido (02°) e o

perihidroxil (HO2"). A geragdo de radicais de lipoperdxidos produz

moléculas que sdo capazes de reagir com outros AGPI e deste modo,
iniciar nova reacdo e formando hidroperdéxidos lipidicos e um novo
radical de acido graxo para posterior peroxidacdao (Figura 2). Os
produtos de peroxidacao gerados dessa maneira danificam a membrana
celular ¢ o DNA resultando em efeitos citotdxicos nas células
cancerosas.

Os resultados apresentados na figura 6 mostram que a taxa de
peroxidacdao lipidica foi significativamente maior nos tumores de
ratos suplementados com 6leo de peixe (WO) quando comparada a dos

animais sem suplementa¢dao (W) (p<0,05 WO VS. W). De fato, os
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tumores de animais suplementados com d6leo de peixe (WO)
apresentaram mais AGPI n-3 do que aqueles do grupo W e WA.
Portanto, haveria mais substrato disponivel para peroxida¢dao no grupo
WO. Mund et al (2004), também avaliaram peroxidagdo em tumor de
Walker 256 e encontraram os mesmos resultados para tumores de ratos
suplementados cronicamente com 6leo de peixe. Os acidos graxos n-3
sdo mais suscetiveis a peroxida¢dao lipidica devido ao numero de
duplas liga¢gdes existentes em sua cadeia carbonica (CURI et al,
2002). A suplementacdo com AGPI n-3 pode induzir a agdo de
radicais livres e conseqiiente morte das células tumorais, e
diminui¢do do crescimento tumoral (JIANG, 1998; DOMMELS et al,
2003).

A peroxidacdo lipidica nos tumores do grupo suplementado com
O0leo de figado de tubarao (WA) foi significativamente maior que a
encontrada nos tumores do grupo W (p<0,05), possivelmente pela
maior concentragdao de dcidos graxos n-3 nos tumores do grupo WA
que nos do grupo W. Este resultado indica que a lipoperoxidagdo
contribui para a redu¢dao do crescimento tumoral induzida pelo dleo
de figado de tubardao (Figura 3). No entanto, este O0leo apresenta em
seu perfil lipidico concentragcdes de AGPI n-3 menores que as
encontradas no O6leo de peixe, o que poderia explicar a menor
lipoperoxidagdao encontrada no grupo WA em relagao ao grupo WO
(p<0,01). Quando foi associado 0leo de peixe + d6leo de figado de
tubardo na suplementacdo (WAO), a peroxidacdo lipidica ndo foi
diferente da encontrada para o grupo WO, sugerindo que nestes dois
grupos (WO e WAO) a quantidade de AGPI n-3 utilizada como
substrato para peroxida¢ao foi semelhante . O aumento da peroxidagao
lipidica nos grupos que receberam o6leo de peixe (WAO e WO)
possivelmente contribuiu para a redu¢do do crescimento tumoral
nestes grupos, mas no grupo WAO nao houve reducdo do crescimento

tumoral superior ao observado nos grupos WA e¢ WO. E possivel que
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haja mecanismo de agdao dos dois 60leos que envolva as mesmas vias de
sinalizacgao.

Os resultados apresentados mostram o jad conhecido efeito do
O0leo de peixe sobre peroxidacdo lipidica em tumores e sua capacidade
de reducdo significativa do crescimento tumoral. Oleo de figado de
tubarao, até entdo pouco estudado em animais com tumor de Walker
256, apresentou efeito positivo na redu¢dao do crescimento tumoral,
capacidade de elevar a peroxidacdo lipidica em relagdo a animais nao
suplementados. Novos estudos deverdo ser realizados a fim de
elucidar os mecanismos de acao promovidos pelos dois Oleos em

células tumorais.
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Conclusao

O 6leo de figado de tubardao e o d6leo de peixe suplementados
isoladamente, bem como suplementados conjuntamente, levaram a
significativa reduc¢do do <crescimento tumoral neste estudo. A
peroxidacao lipidica contribuiu para a reducdo do crescimento

tumoral em todos os animais suplementados (WA, WO, WAO).
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