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RESUMO

Anualmente, o cancer contribui para 7,1 milhdes de mortes no mundo (12.6% do
total global). Pacientes com céncer em estagio avancado, geralmente, tem anorexia,
perda de peso tornando-se profundamente debilitados, encontrando dificuldades nas
atividades mais basicas. Estas sdo manifestacbes da sindrome denominada
caquexia. A caquexia é processo catabdlico profundo caracterizado por mudangas
intensas no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. Varios estudos vém
demonstrando que a dieta com PUFAS n-3, usualmente na forma de dleo de peixe,
€ capaz de reduzir o crescimento tumoral em varios modelos animais e que a
atividade fisica oferece protegdo contra malignidades. A hipétese para esses efeitos
€ que seriam provocados por alteragdes no sistema imunitario. O estudo da
associagao de dieta e atividade fisica sobre o crescimento tumoral tem sido pouco
explorado. O presente trabalho investigou o efeito da suplementacdo com 6leo de
peixe (rico em PUFAs n-3), 1 g/kg de peso corporal® - dia®, associado ao
treinamento de saltos em ratos Wistar portadores do tumor de Walker 256. Setenta e
dois animais foram randomicamente divididos em oito grupos: Sedentario sem
suplementacdo (S), Sedentario com suplementacdo de oleo de peixe (SO),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com 6leo de peixe (SWO), Exercitado sem suplementagdo (EX), Exercitado com
suplementagado de 6leo de peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com éleo de peixe (EXWO). Apds seis
semanas de treinamento de saltos, 1mL de solugdo contendo 3 x 10’ células do
tumor de Walker 256 foi inoculada subcutaneamente no flanco direito dos animais.
Apdés 15 dias da inoculacdo do tumor, coincidindo com a oitava semana de
treinamento, os animais foram ortotanasiados, em que sangue e tecidos foram
coletados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia de duas vias (two way
ANOVA) com o poés-teste de Bonferroni, com nivel de significadncia para P < 0,05. O
grupo SW apresentou hipoglicemia (84,10 + 3,15 mg/dL), hiperlaticidemia (2,595 +
0,13 mmol/L) e hipertriacilglicerolemia (97,10 + 3,23 mg/dL), caracterizando estado
caquético. Os grupos que realizaram o protocolo de treinamento ou que foram
submetidos a suplementagdo com dleo de peixe tiveram todos esses parametros
similares quando comparados aos do grupo controle (S). Em adig&o, foi observada
reducéo significativa do crescimento tumoral nos grupos SWO, EXW e EXWO (peso
médio do tumor = 11g) quando comparado ao do grupo SW (19,8 + 2,02g). As
capacidades fagocitica e citotdéxica de macrofagos peritoneais e neutrofilos estavam
aumentadas nos grupos com tumor assim como nos ratos dos grupos SO, EX e
EXO, exceto para a producao de H,O, dos macréfagos peritoneais. Este efeito sobre
0 sistema imunitario poderia contribuir pela diminuigdo do crescimento tumoral nos
grupos SWO, EXW e EXWO. A pratica de exercicio de for¢ca e a suplementacao de
oleo de peixe foram eficazes em induzir a redugao da taxa de crescimento tumoral e
0 aparecimento dos sintomas da caquexia, quando realizados em associagao ou de
forma isolada. Nos aventamos a hipotese que a redugao do crescimento tumoral
pela administracdo de Oleo de peixe e também pelo exercicio fisico devam
compartilhar a mesma via, pois a associacdo de ambas estratégias ndo modificou
este quadro. Ainda, o sistema imunitario desempenha papel coadjuvante neste
cenario.
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ABSTRACT

Around 7.1 million people die every year world wide due to cancer. Most cancer
patients (20-70%) die with cachexia as primary cause. Cachexia is a syndrome
characterized by changes in the carbohydrate, fat and protein metabolism, leading to
progressive body weight loss as a result of fat and lean body mass depletion.
Progressive body weight loss is linked to poor prognosis. In experimental cancer
models feeding high levels of fish oil-derived long-chain (n-3) fatty acids,
eicosapentaenoic acid [20:5(n-3), EPA] and docosahexaenoic acid [22:6(n-3), DHA],
inhibits tumor growth. Low to moderate intensity exercise increases host resistance
to tumorigenesis. It has been suggested that these effects is caused by alterations in
the host immune system. Studies involving dietary (n-3) fatty acids and exercise on
immunocompetence have been poorly investigated. This study aimed to investigate
the effects of resistance training and supplementation of fish oil (rich in
polyunsaturated fatty acids n-3)( 1g/kg body weight/day) on tumor growth, cachexia
and immunitary parameters in Walker 256 tumor-bearing rats. The animals were
divided into 8 groups: sedentary (S), sedentary tumor-bearing (SW), sedentary
supplemented (SO), sedentary tumor-bearing supplemented (SWO), exercised (EX),
exercised tumor-bearing (EXW), exercised supplemented (EXO) and exercised
tumor-bearing supplemented (EXWO). Training section consisted of 10 bouts, 30
seconds each with 50% body-weight load attached to the back followed by 1 minute
of resting, 4 times a week during 8 weeks. A suspension of Walker 256 tumor cells (3
x 107 cells/ml) were inject in the rats (tumor-bearing) after 6 weeks of training. All
individuals were killed 15 days post tumor inoculation and the blood, tissue and cells
were harvested. The SW group showed hypoglicemia (84.10 + 3.15 mg/dl),
hyperlacticidemia (2.59 + 0.13 mmol/l) and hypertriglycerolemia (97.10 + 3.23 mg/dI)
featuring a cachetic state. There were no modifications in these parameters for SWO,
EXW and EXWO groups when compared to S group. Also, there was a expressive
reduction of the tumor growth in the SWO, EXW and EXWO (mean tumor weight =
11g) vs. 19.8 + 2.02g in SW group. Phagocytic and cytotoxic capacity of peritoneal
macrophages and neutrophils was increased in the tumor-bearing groups as well as
in the SO, EX and EXO, except for peroxide hydrogen production from macrophage.
These effects upon immune system might contribute for tumor growth reduction
observed in SWO, EXW and EXWO groups. We suggest that tumor growth reduction
by fish oil administration and by physical exercise must share the same mechanisms
because their association did not cause any further increase in the results obtained
by them alone.
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1 — INTRODUGAO

Através de técnicas de biologia molecular foi possivel demonstrar que fatores
genéticos sédo determinantes da suscetibilidade para o desenvolvimento ou n&o de
doengas e que fatores ambientais determinam quais individuos geneticamente
suscetiveis serdo afetados. Estudos sobre a evolugédo da dieta humana mostram que
esta sofreu alteragbes importantes, principalmente na quantidade de lipideos
consumidos, particularmente no tipo de acidos graxos consumidos (SIMOPOULOS,
1999a). Nos ultimos cento e cinquenta anos, a partir da revolugao industrial, houve
grande alteragdo na ingestdo de gorduras (FIGURA 1), tanto na quantidade quanto
nas proporgdes consumidas dos tipos de acidos graxos. Essas alteragdes tém sido
grandemente correlacionadas com o aumento da prevaléncia de doengas crénico-
degenerativas tais como diabetes, hipertensdo arterial, aterosclerose, obesidade e
cancer (SIMOPOULOS, 1999b). Anualmente, o cancer contribui para 7,1 milhdes de
mortes no mundo (12.6% do total global). Aproximadamente 20 milhées de pessoas
sofrem de cancer, com projecao de aumento para 30 milhdes dentro dos proximos
20 anos (ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005). Os poluentes ambientais e
as opgoes de estilo de vida, como tabagismo, contribuem significativamente para a
ocorréncia de cancer. Todavia, muitos tipos de cancer ocorrem sem a contribuicao
de qualquer determinante evidente. Em alguns desses casos, a predisposicdo
genética na forma de uma mutagao preexistente, pode facilitar a formagao do cancer
(PASTERNAK, 2002).

SOCIEDADE
CACADOR | AGRICOLA ! INDUSTRIAL
50
.'ga 40
23
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2 g 30
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10 n-
BE nlal | I | nn
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4 x10° -10.000 1800 1900 2000 (Anos)

FIGURA 1 — Perfil do consumo de gordura e acidos graxos da espécie humana ao
longo dos anos. Adaptado de SIMOPOULOS (1999a).
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Pacientes com cancer em estagio avangado, geralmente, tem anorexia, perda
de peso tornando-se profundamente debilitados, encontrando dificuldades nas
atividades mais basicas. Estas sdo manifestacbes da sindrome denominada
caquexia. A caquexia é processo catabdlico profundo caracterizado por intenso
quebra dos estoques de proteinas, carboidratos e lipidios (MACDONALD, 2003).
Embora a sintese protéica e o consumo de aminoacidos estejam reduzidos
contribuindo para a resposta catabdlica no musculo esquelético, o aumento da
protedlise das proteinas miofibrilares actina e miosina, € o mecanismo mais
importante da caquexia muscular. Consequentemente, isso aumenta a perda e a
fraqueza muscular, atrasando ou complicando a reabilitagdo dos pacientes,
prejudicando as atividades da vida diaria e consequentemente diminuindo a
gualidade de vida (INUI, 2002; AL-MAJID & MCCARTHY, 2001b; HESPEL et al.,
2001; HASSELGREN & FISCHER, 2001; BRUERA, 1997).

Os mecanismos especificos que compreendem a perda muscular induzida
pelo cancer ndo sao conhecidos. Na maioria dos pacientes, a caquexia é causada
por anormalidades metabdlicas devido a presenga do tumor e pela liberagédo de
produtos pelo tecido tumoral e citocinas pelo sistema imunitario (BRUERA, 1997).
Estudos também sugerem que as varias vias proteoliticas ativadas levam a
alteragdes no metabolismo protéico muscular, em que a degradagao de proteina
muscular excede a sintese protéica no musculo, resultando em balango nitrogenado
negativo e a perda muscular (TISDALE, 2003; TISDALE, 2000). Intervencbes para
preservar a massa muscular tém importantes implicagdes clinicas e valor funcional
em termos de melhorar o prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes com
cancer (HESPEL et al.,, 2001; AL-MAJID & MCCARTHY, 2001b). Das varias
possibilidades terapéuticas para se reverter essas complicagdes, a nutricdo enteral e
parenteral, inicialmente, foram as mais utilizadas. Entretanto, estas nao foram
demonstradas serem capazes de promover melhoria ou sobrevivéncia do paciente
ou mesmo a redugdo do tumor (BRUERA, 1997). Outra possivel intervengao
aventada foi a de se atenuar a progressao da perda muscular durante o crescimento
do tumor pelo treinamento de forga (AL-MAJID & MCCARTHY, 2001b).

O treinamento de forca tornou-se forma popular de exercicio e €
recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (2005) e pelo “American College
of Sports Medicine” (1999) para a maioria das popula¢des, incluindo adolescentes,

adultos, idosos e individuos com doengas cardiovasculares e neuromusculares. O
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treinamento de forga € executado por aqueles que pretendem ganhar massa
muscular, como os fisiculturistas. Atualmente, ha demonstracdo de outros
beneficios, relacionados a saude pelo treinamento de forga. Al-Majid & McCarthy
(2001b) demonstraram que camundongos com cancer submetidos a oito sessbées de
treinamento de forca, tiveram atenuacao da perda muscular e da deplecao protéica
no musculo extensor longo do dedo (EDL). Esta atenuagao foi paralela ao aumento
no conteudo de proteina muscular, sugerindo que o aumento no peso muscular foi
devido ao aumento na massa muscular total e ndo devido a edema. Em outro estudo
Tamaki et al (1992) demonstraram, em ratos, que 12 semanas de treinamento de
forca foi capaz de aumentar o numero de fibras do musculo plantar em 14% quando
comparado ao do grupo controle e ao do grupo de treinamento de sprint. Assim, 0
aumento da sintese protéica pode ser provocado por sinalizagao via hipertrofia, que

estaria contra agindo a agao catabdlica da presencga do tumor.

1.1 Cancer

Cancer é o termo abrangente para designar crescimento celular
descontrolado. Basicamente se desenvolve quando ha falha nos processos que
induzem a divisdo celular, defeito no controle do ciclo de divisdo celular e/ou
desequilibrio no controle da morte celular programada (apoptose). Célula cancerosa
€ uma célula somatica com mutagdes acumuladas em diferentes genes ou grupos
de genes, resultando em perda do controle de proliferagdo celular. Como
consequéncia, forma-se massa celular denominada tumor, com capacidade ilimitada
de crescimento (PASTERNAK, 2002). As mutagdes que produzem células
cancerosas afetam duas grandes classes de genes: 1%) genes de proliferagéo,
conhecidos como proto-oncogenes, que codificam proteinas que normalmente
auxiliam na divisdo celular; 2%) genes anti-proliferativos, conhecidos como genes
supressores tumorais, que codificam proteinas que normalmente auxiliam na inibicdo
da divisao celular. A mutagédo em um proto-oncogene, provoca a superexpressao ou
hiper-atividade da proteina por ele codificada, resultando em multiplicagado celular
excessiva; 0 gene mutante é entao classificado como oncogene. Proliferagdo celular
excessiva também sera o resultado de mutagdes que inativem um gene supressor
tumoral, por liberar a célula de restrigbes normais da multiplicagao celular. Na célula

dipléide normal ha duas copias de cada gene supressor tumoral e ambas devem ser
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inativadas para que haja perda do controle da proliferagdo, pois uma unica copia €
geralmente suficiente para a regulacdo normal do ciclo celular. Ao contrario, apenas
uma copia de um proto-oncogene precisa ser mutada em um oncogene para que
ocorra efeito semelhante (ALBERTS et al., 1999).

Todos os neoplasmas dependem de suporte estrutural, nutricional, vascular e
em alguns casos, até humoral, que sao supridos pelo préprio organismo, de modo a
se comportarem como um parasita que depleta as reservas do hospedeiro (CURI,
2000). Geralmente, alguns tumores competem com o hospedeiro por nutrientes,
provocando diferentes manifestacées clinicas, onde as mais comuns sdo astenia,
anorexia, perda de peso, saciedade prematura e anemia (TISDALE, 2004). Assim, o
desenvolvimento tumoral pode induzir a debilidade do organismo hospedeiro,
condigdo denominada de sindrome da caquexia (TISDALE, 2004).

Tumor de Walker 256 € um carcinossarcoma, identificado pela primeira vez
em 1928 (BLACK et al, 1994), na mama de uma rata prenhe. George Walker
constatou que o crescimento do tumor diminuiu durante o periodo de lactacgéo,
entretanto, voltou a crescer rapidamente, confirmando-se que o0 mesmo provinha das
mamas (EARLE, 1935). Agostino e Cliffton (1967) descreveram a passagem do
tumor da forma sdlida para a ascitica. Assim, as células tumorais na forma ascitica,
poderiam novamente ser injetadas intraperitonealmente em outros animais que
sempre desenvolviam o tumor ascitico. Estas mesmas células poderiam ainda ser
injetadas em diferentes érgaos e tecidos, sempre com o desenvolvimento de tumor
sélido (CALDAROLA et al, 1968). O tumor foi transplantado em ratos Sherman por
inoculacao subcutanea, entre os anos de 1953 e 1954, o qual se tornou palpavel em
uma semana, levando a morte apds seis semanas (EARLE,1935). WK apresenta-se
em dois subtipos: tipo A metastizante, que leva a morte do animal portador em
aproximadamente 27 dias; e o tipo B que ndo forma metastase, mas que por sua
vez, induz caquexia precoce do portador, levando-o a morte em 15 dias. Desde sua
descoberta em 1928, esse linhagem tumoral tem sido amplamente utilizada em
estudos antineoplasicos e de caquexia cancer-induzida, por ser espécie-especifica
para murinose facilmente transplantada (FERNANDES et al, 1995). Além disso,
promove importantes mudangas metabdlicas e idnicas no organismo portador
(BOECKH-HAEBISCH, et al, 1998), hipoinsulinemia, elevagcdo da concentracdo
sérica de glucagon, cortisol, adrenalina, que contribuem para o estabelecimento da
caquexia (FERNANDES, et al, 1990; 1997).
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1.2 Caquexia

A caquexia € uma sindrome complexa cujo desenvolvimento tem enorme
impacto negativo ao paciente com cancer (TISDALE, 2004), aumentando a taxa de
morbidade e mortalidade dos pacientes com malignancia avancada (ROSS &
FEARON, 2002). Cerca de metade dos pacientes com cancer apresentam essa
sindrome, caracterizada pela perda especifica de tecido adiposo e massa muscular
esquelética (TISDALE, 2004), fadiga, anorexia, saciedade precoce, sarcopenia,
anemia e edema. Essas caracteristicas sdo acompanhadas por mudangas no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (ROSS & FEARON, 2002;
TISDALE, 2001). A perda de massa muscular e gordura pode ter como causas
diretas fatores liberados pelo tumor ou indiretamente, devido a respostas do
hospedeiro a presenga do tumor. Uma possivel interagdo de produtos tumorais,
mudanc¢as neuroenddcrinas e moléculas inflamatérias do hospedeiro provavelmente
levam a debilidade dos pacientes (MACDONALD et al., 2003). Estas alteragdes nem
sempre sdo explicadas pela anorexia acompanhante do quadro, que parece ser
mais efeito do que causa da perda de peso no cancer (TISDALE, 2004), uma que
suplementag¢des nutricionais sozinhas n&o revertem o quadro (TISDALE, 1997).

Alteragbes no metabolismo de carboidratos incluem resisténcia periférica a
insulina, que é também mediada pelas citocinas proé-inflamatérias, e relativa
intolerancia a glicose (TISDALE, 2000). A maioria dos tumores solidos, que devido
as alteracbes de isoenzimas ou pela sua pobre vascularizacdo sao naturalmente
hipéxicos e dependem quase que exclusivamente do metabolismo anaerdbico da
glicose como sua principal fonte energética, gerando lactato. Em condi¢cdes
catabdlicas pode ocorrer a conversao de lactato em glicose pelo figado por
gliconeogénese, processo conhecido como ciclo de Cori (DUNLOP; CAMPBELL,
2000). O ciclo de Cori normalmente é responsavel por 20% do turnover da glicose,
mas em pacientes com cancer sua atividade estd aumentada em até 50%, sendo
responsavel pela geracdo de 60% do lactato produzido (TISDALE, 2000). A
conversédo de glicose em lactato nas células tumorais produz duas moléculas de
ATP, enquanto a conversao de lactato em glicose no figado requer seis de ATP
(FIGURA 2).
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O CICLO DE CORI
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FIGURA 2 - O ciclo de Cori.

A glicdlise é método ineficiente de produgdo de energia quando comparado
com a fosforilagdo oxidativa. Glicose é consumida avidamente pelo tumor e a
demanda de glicose pelas células tumorais € acompanhada por marcada diminuigao
na utilizagdo de glicose pelos outros tecidos do hospedeiro, em particular o cérebro,
situagao similar a encontrada no jejum. Descartando sua perda de peso, pacientes
com cancer apresentam aumento de 40% na produgdo hepatica de glicose
comparada com a de sujeitos normais (TISDALE, 1997).

Mudangas no metabolismo de gorduras na caquexia incluem lipogénese
diminuida, hipertriacilglicerolemia, aumento da secregcdo hepatica de VLDL, na
sintese de novo de acidos graxos e um ciclo futil de acidos graxos entre o figado e o
tecido adiposo, além do aumento da lipdlise (TISDALE, 2004). Esse aumento da
atividade lipolitica libera glicerol, substrato para a gliconeogénese hepatica e, acidos
graxos livres para serem utilizados como substrato alternativo a glicose pelos tecidos
periféricos (THOMPSON et al., 1981). A mobilizagcdo de acidos graxos a partir do
tecido adiposo do hospedeiro pode ser contribuinte importante para o crescimento
do tumor. A hiperlipidemia encontrada tanto em humanos quanto em modelos
animais experimentais portadores de tumor, esta associada a producéo de fatores
catabdlicos do préprio tumor (LMF - fator de mobilizagao lipidica) e pela redugao da
atividade da enzima LPL (lipoproteina lipase), responsavel pelo armazenamento dos
acidos graxos no tecido adiposo (TISDALE, 1997). A LPL é uma enzima estimulada
pela insulina. Fernandes et al. (1990) mostrou hipoinsulinemia em ratos portadores

do tumor de Walker 256. O LMF parece agir diretamente nos adipocitos estimulando
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a lipolise numa maneira dependente de AMPc por um mecanismo similar ao da
lipase horménio sensivel. A atividade da LPL, por sua vez, esta reduzida pela agao
das citocinas produzidas pelos linfocitos e pelo préprio tumor, resultando em
aumento no fluxo de lipideos na circulagdo (TISDALE, 2001). Ha relatos de
diminuigdo da atividade de algumas enzimas chave da lipogénese, como a acetil-
COA carboxilase e da acido graxo sintase (TORTI et al., 1985), necessarias para a
sintese de novo de acidos graxos. A supressao dessas e de outras enzimas
anabdlicas pode constituir a base bioquimica que habilita o TNF a depletar os
estoques de lipideos.

Fatores derivados de tumores também estariam envolvidos no processo de
patogénese da caquexia. Esses derivados foram isolados e denominados fator
indutor de protedlise (PIF) e ja comentado LMF. Estes fatores induzem diretamente a
protedlise e a lipdlise, respectivamente, ndo somente in vivo, mas também em
preparagdes isoladas de musculo. O PIF parece ter efeito direto na inibicdo da
captagcao de glicose pelo musculo esquelético, levando a resisténcia a insulina
(ARGILES et al., 2003).

Algumas teorias sugerem competicdo entre o tumor e o hospedeiro por
nutrientes, em que o tumor progride as custas do hospedeiro. Tisdale (2000)
mostrou que ao transplantar adenocarcinoma de colon MAC16 de rato, em
camundongos, a perda de peso foi proporcional ao tamanho do tumor e ocorreu sem
reducdo da ingestdo caldrica. Entretanto, em outro trabalho, o mesmo autor
demonstrou que alguns pacientes com grandes tumores, ndo apresentaram sinais
de caquexia, enquanto em outros a caguexia estava presente mesmo com o tumor
representando apenas 0,01% do peso corporal (TISDALE, 2001). Isto sugere que as
alteracbes metabdlicas induzidas pela caquexia dependem mais do tipo do que do

tamanho do cancer dos pacientes.
1.2.1 Alteragdes no Metabolismo Protéico e Perda de Peso
1.2.1.1 Aumento do catabolismo protéico muscular
Tanto a depressao na sintese de proteinas quanto o aumento na degradacéao

protéica contribuem para a atrofia muscular (TISDALE, 2004). O balango

nitrogenado negativo na caquexia resulta de anabolismo diminuido e catabolismo
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aumentado (BARACOS, 2000). O hipo-anabolismo implica em déficit no suprimento
de aminodacidos, energia ou ainda de falha no estimulo anabdlico normal requerido
para a sintese protéica muscular acontecer. O hiper-catabolismo envolve a
participacdo de mediadores catabdlicos e ativagdo de proteases intracelulares. A
presenca simultanea de ambos cenarios (FIGURA 3) resulta em atrofia muscular
acelerada (MACDONALD, 2003).

Catabolismo Protéico (1 ) sintese Protéicalll
PROTEINA o
- haixa atividade MUSCLLAR bal}{afatlwdade
contratil contratil
- estado nutricional estado nutricional
ruim: aumento dos ruim: baixa ingestao
hormadnios catabdlicos & de ”P“"?WES
- fatores catabdlicos BSEENCials 8
pri-inflamatarios, cnmhqstwem
citocinas . energéticos, baixo
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FIGURA 3 - Metabolismo protéico muscular no individuo caquético.

Ha trés vias proteoliticas principais responsaveis pelo catabolismo de
proteinas no musculo esquelético (HASSELGREN, FISCHER; 2000):

1) Sistema lisossomal: envolvido com a protedlise de proteinas extracelulares
e receptores celulares de superficie.

2) Sistema citosolico ativado pelo calcio independente de ATP: envolvido na
les&o tecidual, necrose e autdlise;

3) Sistema ubiquitina - proteosoma dependente de ATP: responsavel pela
quebra do conjunto de proteinas intracelulares no musculo esquelético numa
variedade de patologias como sepsis, acidose metabdlica e a caquexia.

Tisdale (2004) sugere que o sistema lisossomal pode ser importante na
degradacdo protéica nos estagios iniciais da atrofia muscular, enquanto o sistema
ubiquitina-proteosoma teria papel mais importante na caquexia estabelecida.

O sistema ubiquitina - proteosoma dependente de ATP envolve a ubiquitina,

proteina monomérica de 76 aminoacidos. As proteinas s&o marcadas para
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degradacéo pela sua ligagao covalente a ubiquitina, num processo envolvendo 3
enzimas (FIGURA 4): enzima de ativagéo (E1), enzimas de conjugagéao/carreadoras

(E2) e enzimas de conjugagéao (E3).

FIGURA 4 - Processo de conjugagao da proteina-alvo a ubiquitina para degradagao

A proteina poli-ubiquitinada é entdo degradada em um complexo formado por
multi-subunidades, o proteosoma 26S, estrutura em forma de tubo constituido por
quatro anéis, duas a nas extremidades e duas [ na regido central (FIGURA 5). O
proteosoma libera pequenos oligo-peptideos contendo de seis a nove residuos de
aminoacidos que sao rapidamente degradados a aminoacidos pelas peptidases
citosolicas (TISDALE, 2000).

Q
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FIGURA 5 — Sistema proteosoma ubiquitina-ATP dependente.
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A regulagdo do sistema ubiquitina-proteosoma no musculo esquelético
durante a caquexia parece ser induzida por fatores tumorais ou do hospedeiro,
responsaveis pela manutengdo da caquexia. Concentragdes celulares da proteina
miofibrilar miosina, diminuem em concentragbes por agao do PIF, que induz
aumento na expressao do proteosoma (TISDALE, 2004). Estudos in vitro com TNFa
mostraram que ele estimula a conjugagao das proteinas musculares a ubiquitina (LI,
et al., 1998); induz diretamente a degradagao protéica quando determinada pela
liberagdo de tirosina ou 3-metilhistidina (LLOVERA et al.,, 1997); e provoca
diminuigdo na miosina (LI, et al., 1998), mas nao foi observada nenhuma mudanga
nas subunidades do proteosoma (LLOVERA et al., 1997).

Citocinas como TNFa junto com IFNy ativam a transcricdo do fator nuclear-xB
(NF-kB). O NF-kB ativado atua como repressor da expressdo de subunidade do
proteosoma (FIGURA 6). Inibindo a expressdo de uma unica subunidade do
proteosoma, o numero de proteosomas fica diminuido, bem como a atividade
proteolitica e a degradacdo protéica (GRUNE et al. 1998), atividade esta que é
antagonizada pelos glicocorticéides. Fatores tumorais (ex: PIF) aumentam a
producéo de subunidades do proteosoma através do intermediario 15-HETE. N&o é
sabido se este é efeito direto ou indireto (CALVANI; BENATTI, 2003).
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FIGURA 6 — Regulagéo do sistema proteosoma ubiquitina-ATP dependente por

citocinas e fatores de transcrigdo. Adaptado de Calvani; Benatti (2003).
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1.2.1.2 Sintese protéica diminuida

A perda de tecido muscular em individuos caquéticos ndo esta associada
apenas ao elevado indice de catabolismo protéico TISDALE (2001). Em 2000, esse
mesmo autor mostrou que a sintese de proteinas em individuos saudaveis estd em
torno de 53%, enquanto que em individuos caquéticos é de 8%. Conforme dito
anteriormente citocinas, como o TNF-a juntamente com o IFN-y, ativam a transcrigdo
do fator NF-kB. A transcrigdo do fator NF-kB tem sido identificada como inibidor da
diferenciacao celular do musculo esquelético e mediador da perda muscular induzida
por citocinas em camundongos. Isto leva a diminuida expressado da MyoD (FIGURA
4), um fator de transcricdo que € essencial para a diferenciagdo do musculo
esquelético e para reparo do tecido danificado, e pode ser particularmente
importante para a recuperacdo da musculatura debilitada (CALVANI; BENATTI,
2003). Individuos com cancer apresentam concentragdes séricas elevadas de IL-1, a
qual bloqueia a liberagéo de LH (horménio luteinizante). Isto causa a diminuigao das
concentracoes séricas de testosterona, o que também diminui o anabolismo protéico
muscular (MORLEY, 2001). ARGILES et al. (1997) relataram que o transporte de
aminodacidos para dentro do musculo esquelético também esta prejudicado durante o
crescimento tumoral, pois esta relacionado com a sensibilidade a insulina. Ha
necessidade de insulina e aminoacidos para que seja estimulada o inicio da
traducgdo, passo determinante da sintese protéica no musculo esquelético (KIMBALL,;
FARREL; JEFFERSON 2002).

Alguns individuos portadores de tumor podem apresentar resisténcia
periférica a insulina (TAYEK, 1992) ou ainda diminuicdo da produgao de insulina. A
insulina é responsavel por uma variedade de atividades bioldégicas que podem ser
globalmente categorizadas dentro de agbes metabdlicas e mitogénicas. A ligagdo da
insulina ao seu receptor (IR) ativa a atividade da tirosina kinase do receptor. A
tirosina ativada e o IR fosforilado induzem o recrutamento e a fosforilacdo das
proteinas adaptadoras como a IRS (insulin receptor substrate). A IRS fosforilada
ativa PI3-kinase, resultando na translocag¢ao do transportador-4 de glicose (GLUT-4)
para a membrana plasmatica facilitando a captagdo de glicose. Esta cascata de
sinalizacao IR-IRS-PI3-kinase ativa a via metabdlica da insulina. A via mitogénica &

também acionada pela ligagdo da insulina ao seu receptor (IR) e subsequente
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fosforilagdo da Shc (Src homologous and collagen protein) e ativagdo da via Ras-
MAPK (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Via de sinalizagao intracelular pela insulina.

1.3 Cancer e Atividade Fisica

Modificagao dietética e atividade fisica regular sao elementos significativos na
prevencdo e controle do cancer. Em contraposi¢cdo, sobrepeso e obesidade sao
fatores de risco para o desenvolvimento de cancer (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2005). Evidéncias do efeito benéfico da atividade fisica sobre a incidéncia
de cancer estdo acumulando-se rapidamente e podem ser classificadas como
convincentes para o cancer de mama e de colon; provavel para o cancer de
préstata; possivel para os canceres de pulméo e do endométrio e; insuficiente para
0os canceres de rins, pancreas, melanoma, entre outros (FRIEDENREICH,;
ORENSTEIN, 2002). Estes autores conduziram em 2002, uma reviséo na literatura
sobre atividade fisica e cancer, onde quase 170 estudos epidemioldgicos
observacionais de atividade fisica e cancer foram citados. Um resumo dos principais
achados desta reviséo sobre os mecanismos bioldgicos que podem estar envolvidos
na associacao entre atividade fisica e cancer é mostrado na TABELA 1.

Mecanismos potenciais influenciados pelo exercicio incluem alteracées nos

hormébnios esterdides ou insulina e fatores de crescimento insulin-like, modulacao
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imunitaria, alteragdo na geragdo de radicais livres, mudangas na composigao

corporal ou massa corporea, e efeitos diretos sobre o tumor (WESTERLIND, 2003).

TABELA 1 — Mecanismos biolégicos que podem estar envolvidos na associagao
entre atividade fisica e cancer. (Adaptado de FRIEDENREICH; ORENSTEIN, 2002).

Local do cancer

Possiveis mecanismos envolvidos

Analise

Célon

Mama

Prostata

Todos os canceres

Diminuido tempo de transito gastrintestinal

Diminuida proporgéo de prostaglandinas

Secregdo do acido biliar diminuida ou
metabolismo do &cido aumentado

Diminuicdo a exposi¢do ao estrogénio

Reduzida exposicado a testosterona

Predisposigédo das

habitualmente

genética pessoas

Aumento induzido pelo tumor nas defesas
imunes antitumor

Melhores sistemas de defesa antioxidantes

Diminuigédo nos niveis circulantes de insulina e
glicose

Diminuicdo da insulina e fatores de
crescimento insulin-like (IGFs)

A atividade fisica aumenta a mobilidade intestinal e
reduz o tempo de exposicdo da mucosa a
carcinégenos

O exercicio vigoroso pode aumentar a PGF, que
reduz a proliferagdo celular relativa ao célon,
enquanto ndo aumenta a prostagladina E, (PGEy),
que apresenta efeito oposto.

As concentragcbes do acido biliar podem ser
diminuidas em pessoas ativas fisicamente.

A atividade fisica atrasa a menarca, reduz o
numero de ciclos ovarianos e reduz a produgéo de
estrogénio ovariano. Também reduz a gordura
corporal e pode reduzir os estrégenos produzidos
por ela. Aumenta a produgdo de globulina ligada
ao hormoénio sexual, resultando em menos
estrogénio disponivel biologicamente.

A atividade fisica aumenta a produgao de globulina
ligada ao hormonio sexual, resultando em baixos
niveis de testosterona livre.

Fatores constitucionais influenciam a selegédo
atlética ou interesse na atividade fisica e
suscetibilidade ao cancer.

O exercicio pode aumentar o numero e atividade
de macréfagos, células NK ativadas por linfocinas
e sua regulagdo de citocinas; podem aumentar a
proliferag&o linfocitaria induzida por mitégeno.

O exercicio vigoroso aumenta a produgédo de
radicais livres, enquanto o exercicio cronico
melhora as defesas contra radicais livres e niveis
antioxidantes.

A extensao das mudancas induzidas pelo exercicio
na defesa oxidante é desconhecida.

O exercicio pode aumentar os niveis de insulina e
IGF-I biodisponiveis, os quais aumentam a divisdo
das células normais e inibem a morte celular.

Foi demonstrado que o exercicio é capaz de atenuar a perda muscular
induzida pelo cancer e aumentar a sobrevida de roedores inoculados com tumor (AL-
MAJID & MCCARTHY, 2001b; BACURAU et al., 2000). A atividade fisica
espontanea promove efeitos benéficos para a sintese protéica, reverte a diminuigao
na concentragdo plasmatica de hormdnios anabdlicos (insulina) e promove a
reducao da concentragao de cortisol (importante indutor da protedlise). Assim, torna-

se capaz de conservar a massa muscular, apesar da presen¢ga do tumor em
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constante competicdo com o organismo por nutrientes (DANERYD et al.,, 1995).
Ainda, em humanos portadores de tumor, a pratica de exercicio demonstrou ser
capaz de aumentar o consumo maximo de oxigénio (McVICAR et al., 1989), reduzir
a sensacao de nausea (WINNINGHAM; McVICAR et al., 1988), diminuir a gordura
corporal e aumentar a qualidade de vida (BURNHAM; WILCOX, 2002), aumentar a
forca dos membros inferiores em mulheres (NIEMAN et al., 1995). Em modelos
animais, os efeitos observados incluem: inibigdo da tumorigénese (BARACOS,
1989), resisténcia a implantacdo do tumor, diminuicdo da taxa de crescimento
tumoral e do aparecimento de metastases (LEE, 1995), além do aumento da sintese
protéica muscular (AL-MAJID; McCARTHY, 2001b).

A maioria dos trabalhos envolvendo atividade fisica e cancer utiliza protocolos
de exercicio aerdbico, caracterizado por intensidade baixa a moderada e de longa
duragao. O treinamento de forca, por sua vez, eleva as taxas de sintese protéica no
tecido muscular esquelético (FARRELL et. al., 1999) e pode induzir a ganhos
significativos de forgca e massa magra nos individuos que o praticam (BARACOS,
2001). Dessa forma, esse tipo de atividade pode ter efeito positivo na manutengéo
da massa muscular em individuos apresentando alto indice de perda de tecido
muscular, como portadores de cancer.

Zielinski e colaboradores (2004) mostraram que o0 exercicio intenso,
prolongado e diario causou atraso no crescimento tumoral, diminuigdo no numero de
células inflamatorias (macréfagos e neutrofilos) e diminuicdo dos vasos sanguineos
dentro dos tumores. Eles encontraram diminuigdo da angiogénese nos grupos que
praticavam exercicio, o que provavelmente colaborou para o menor crescimento do
tumor e sua rapida regressao comparada ao grupo controle — sem exercicio.

Nunes (2005), demonstrou que ratos submetidos a protocolo de exercicio de
saltos durante oito semanas tiveram diminuicdo da taxa de crescimento tumoral,
preservagdo da massa corporal e atenuagdo de algumas mudangas no quadro

metabdlico causado pela sindrome da caquexia.

1.4 Sistema Imunitario

Imunidade é um estado de resisténcia ou protecdo contra microorganismos

patogénicos. Ha dois tipos de imunidade, a inata e a adaptativa. A resposta imune

inata fornece a primeira linha de defesa e nao requer exposi¢ao prévia ao patdégeno,



25

enguanto a resposta imune adaptativa requer exposi¢cao prévia. Tanto a imunidade
inata quanto a adaptativa, sdo mediadas pelos leucdcitos, células que se originam

By

na medula 6ssea a partir de células tronco hematopoiéticas, que diferenciam-se
numa variedade de células imunitarias especializadas (FIGURA 8). Os leucécitos
podem ser divididos em duas categorias: os fagécitos (granuldcitos — neutrofilos,
basdfilos, eosindfilos — mondcitos e macréfagos) e os linfécitos. A comunicagao entre
0 sistema inato e o adaptativo pode ocorrer pelo contato direto célula-célula e/ou pela
liberacao de mensageiros quimicos (PHILPOTT, FERGUSON, 2004; JANEWAY et al.,

2001; CALDER, 2001).
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FIGURA 8 — Representacao esquematica de todos os elementos celulares que
constituem o sistema imunitario. Adaptado de JANEWAY et al. (2001).

1.4.1 - Caracteristicas gerais dos fagocitos (macréfagos e neutréfilos)
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1.4.1.1 - Macréfagos

Os macrofagos sao extensamente distribuidos pelo corpo, tendo fungao
critica para a imunidade inata (JANEWAY, et al., 2001). Eles s&o a forma madura
dos mondcitos que circulam no sangue e diferenciam-se continuamente em
macrofagos que migram para os tecidos (FIGURA 8). Os macrofagos caracterizam-
se por serem células grandes, com forma irregular, medindo entre 10-80 um de
didmetro, nucleo irregular e excentricamente posicionado, com 1 ou 2 nucléolos e
cromatina dispersa. Apresentam complexo de Golgi bem desenvolvido, em posi¢do
justanuclear, numero variavel de vesiculas de endocitose e grande numero de
mitocondrias. A superficie apresenta-se irregular, com microvilos e o citoesqueleto
bem desenvolvido, rodeando o nucleo e estendendo-se até a periferia da célula
(JANEWAY et al., 2001, CALDER, 1998). Os macrofagos expressam grande
quantidade de receptores de superficie, envolvidos nas interacdes desta célula com
o0 ambiente e com o controle da sua atividade (crescimento, diferenciagao, ativagao,
reconhecimento, endocitose e secregao). O pré-mondcito ao dividir-se da origem aos
mondcitos, que permanecem na medula éssea por aproximadamente 24 h, migrando
posteriormente para a corrente sanguinea, na forma de mondcitos circulantes, os
quais permanecem na circulagdo por cerca de 70 h no homem. Uma vez na
circulagdo, o mondcito migra para diferentes 6rgdos e cavidades do organismo
(passando a denominar-se macrofago), tais como: figado (células de Kupffer),
pulméo (macréfago alveolar), tecido conectivo (histiécitos), bago (macréfagos da
polpa vermelha), linfonodos, timo, osso (osteoclasto), trato gastrintestinal, sistema
nervoso central (micréglia), cavidade pleural, cavidade peritoneal e medula éssea,
(CALDER, 1998).

O macrofago desempenha papel importante no controle do desenvolvimento
tumoral e passou a ser estudado a partir de observagdes de células infiltrantes em
massas solidas. Na vigéncia de tumores, o macrofago pode exercer seu papel
tumoricida de trés maneiras:

a) Pela inibicdo da divisdo celular, através da liberacdo de diferentes

mediadores (mecanismo independente de contato celular);
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b) De maneira mediada, dependente de contato, envolvendo a producéo de
TNF e espécies reativas do oxigénio (EROs), como radical superdxido e
perdxido de hidrogénio (H.O,) (KLIMP et al., 2002);

c) Através de mecanismos de citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (TASHIRO, 1998).

A atividade do macréfago infiltrado na massa tumoral pode ser regulada por
substancias liberadas pelo tumor, capazes de reprimir a resposta desta célula.
Outros estudos demonstram efeito facilitador do macrofago no desenvolvimento de
certos tumores solidos, através da liberacdo de fatores que favorecem a
angiogénese, permitindo melhor aporte de nutrientes e oxigénio para o tecido
tumoral (KLIMP et al, 2002). Os macréfagos sao capazes de promover a
angiogénese pela: a) secregdo de enzimas proteoliticas que degradam a matriz
extracelular, principalmente metaloproteases de matriz tipo 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9)
(HILDEBRAND et al., 1998); b) pela secrecao de fatores de crescimento tais como:
fator de crescimento transformante  (TGF-B Transforming growth factor), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF — Platelet-derived growth factor), fator de
crescimento endotelial de vasos (VEGF — Vascular endothelial growth factor) e TNF-
o (LEEK et al, 1996). Contudo, os macrofagos associados aos tumores também
liberam substancias como: interferons, angiostatina, fator plaquetario 4 e
trombospondina, que inibem a angiogénese por inibir a proliferacédo de células
endoteliais (SUNDERKOTTER, 1994).

1.4.1.2 — Neutrofilos

Os neutrdfilos constituem 60% dos leucdcitos circulantes. Sdo os elementos
mais numerosos e importantes da resposta inata, abundantes no sangue, mas
ausente nos tecidos normais; sao células de vida curta, sobrevivendo durante
poucas horas apos deixarem a medula éssea. Essas células séo de 9 a 12 ym de
didmetro possuem o nucleo lobulado, cromatina densa, sendo por isso também
chamadas de leucdécitos polimorfonucleares (CURI et al., 1998). Os neutréfilos sao
considerados componentes essenciais da resposta inflamatoria, desencadeando
mecanismos de defesa contra agentes infecciosos. Uma vez ativados, os neutrofilos

sao atraidos ao local da inflamacao por fatores quimiotaxicos. Constituem as células
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fagociticas mais precocemente recrutadas para esse processo. Uma vez no local
inflamado sé&o capazes de eliminar muitos patégenos, restos de tecidos, por meio da
fagocitose, liberagdo de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Este fenbmeno esta associado com o
aumento, transitorio, do consumo de oxigénio pelos neutréfilos, denominado “burst’
respiratério. Uma das principais enzimas envolvidas neste processo é a NADPH
oxidase, a qual pode ser ativada pelo acido araquidbnico (AA). Em casos de
infeccdo, a resposta inflamatéria também envolve linfécitos, que efetuam resposta
imunitaria adaptativa, a qual é ativada via vasos linfaticos. A ativagao dos linfécitos
depende de forma crucial das interagdes com as células fagociticas (JANEWAY et
al., 2001).

1.4.1.3 - Caracteristicas gerais dos linfocitos

A maior parte dos linfocitos sao células sem tragos caracteristicos, pequenas,
com poucas organelas citoplasmaticas e grande quantidade da cromatina nuclear
inativa. Ha duas classes principais de linfocitos: linfécitos B ou células B e os
linfécitos T ou células T. Os linfécitos B reconhecem antigenos especificos
circulantes, provocando sua expansao clonal e maturacdo em células secretoras de
anticorpos (plasmacitos). Estes anticorpos ligam-se aos patégenos e os marcam
para fagocitose pelas células do sistema imunitario inato. Os linfocitos T podem ser
categorizados em células T citotéxicas (T¢), células T-helper (T-auxiliares) e células
T supressoras. As células T, reconhecem antigenos especificos na superficie de
células infectadas e as destroem pela secrecao de fatores citotoxicos. As células T-
helper reconhecem antigenos especificos expostos na superficie das células
fagociticas que haviam encontrado um patdégeno (células apresentadoras de
antigenos — CAP), e em resposta secretam fatores que atraem outras células do
sistema imunitario para o local da infecgédo (células T-helper 1 — ty;), ou interagem
com células B especificas para assistir sua transformagao a plasmaécitos (células T-
helper 2 — ty). As células T supressoras (células Ts) ndo sédo tdo bem conhecidas,
mas parecem suprimir a ativagdo inapropriada do sistema imunitario adaptativo
(PHILPOTT, FERGUSON, 2004). Uma terceira linhagem de linfocitos, chamada
célula natural Killer (NK), caracterizam-se por ndo apresentarem receptores

especificos para antigenos e fazem parte do sistema imunitario inato. Elas s&o
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capazes de reconhecer e destruir algumas células anormais, por exemplo, alguns
tumores e células infectadas por virus. As células NK sao importantes na imunidade
inata na defesa contra patégenos intracelulares (JANEWAY et al., 2001).

Os linfécitos B e T originam-se na medula 6ssea, mas sO os linfécitos B
maturam-se nela. Os linfécitos T migram para o timo para sofrer sua maturagéo. Os
linfécitos maduros circulam entre o sistema sanguineo e o linfatico, passando pelos
orgaos linféides secundarios, que incluem as tonsilas, apéndice, linfonodos, e
tecidos linféides associados ao intestino (GALT — gut associated lymphoid tissue).
Os tecidos linfoides secundarios s&o agregagdes estruturadas de linfécitos que
atuam como uma armadilha para as CAPs que migraram do local de infeccéo
(PHILPOTT, FERGUSON, 2004). As respostas imunitarias adaptativas sao iniciadas
nestes tecidos linféides secundarios: células T que encontram o antigeno proliferam-
se e diferenciam-se em células efetoras especificas para o antigeno, enquanto as
células B proliferam-se e diferenciam-se em células secretoras de anticorpos
(JANEWAY et al., 2001).

1.5 Citocinas

As citocinas s&o um grande grupo de glicoproteinas soluveis e peptideos de
baixo peso molecular. Elas diretamente medeiam interagdes entre células e regulam
fungdes celulares e teciduais. As citocinas tém grande participagdo em coordenar o
desenvolvimento embrionario, o crescimento e maturagao celular, processos de cura
e reparo e na modulagdo da resposta imunitaria de fase aguda bem como na
formacdo de novos vasos sanguineos. As citocinas podem ser secretadas,
provavelmente, por todas as células humanas, sendo que muitas citocinas séo
liberadas tanto na forma ativa como na forma de precursores inativos que requerem
ativagao; algumas se ligam a matriz extracelular (DUNLOP; CAMPBELL, 2000).

A expressdo descontrolada de citocinas pode ocorrer em células que
passaram por processos de transformagdo tornando-se malignas (DUNLOP;
CAMPBELL, 2000). As citocinas interagem com as células via receptores de alta-
afinidade geralmente glicoproteinas, que estdo localizadas na membrana celular
ligadas a segundos mensageiros que podem acionar varias vias. As interacdes das
citocinas podem ser: (1) intracrina — a citocina e o receptor permanecem no interior

da célula (raro); (2) autécrina — uma citocina produzida por uma célula atua sobre o
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receptor de membrana na propria célula que a produziu; (3) paracrina — a citocina de
um tipo celular é liberada localmente no espago extracelular e interage com
receptores de outros tipos celulares vizinhos. Isto pode envolver contato célula-
célula, por citocinas ligadas a membrana. Se quantidades suficientes de citocinas sao
produzidas, elas podem ter efeito sistémico. Os efeitos de qualquer citocina,
geralmente, podem variar de acordo com sua concentragdo, com a presenga de
outras citocinas, com o estado de desenvolvimento das células ou tecido alvo e do
ambiente extracelular. Esta complexidade implica em analise cautelosa de estudos in
vitro e in vivo (DUNLOP; CAMPBELL, 2000).

Quando secretadas por células cancerigenas, as citocinas sdo capazes de
induzir o suporte tecidual (fibroblastos e vasos sanguineos) para o crescimento
tumoral, assim como permitir metastase. Ao desenvolvimento da caquexia tem sido,
envolvido a participagao de certas citocinas, como o TNFq, interleucinas (IL) IL-1, IL-
2 e IL-6 e IFNy, que sao produzidas pelos tecidos do hospedeiro ou por certas
células tumorais (TISDALE, 2004). A presenca dessas citocinas leva a anorexia,
perda de peso, alteragcbes no metabolismo de lipideos, aumento do turnover
protéico, das concentragbes de cortisol, de glucagon e de adrenalina (horménios
catabdlicos), redugdo das concentragbes de insulina (hormdnio anabdlico) e as
mesmas favorecem o quadro de resisténcia periférica a insulina, aumentam a
respostas das proteinas de fase aguda (proteina C reativa), tanto em modelos
animais quanto em estudos em humanos (DUNLOP; CAMPBELL, 2000; BARBER,
2001).

1.6 Metabolismo dos acidos graxos poliinsaturados e sua relagdo com os

processos neoplasicos

Acidos Graxos (AGs) provém da alimentagdo na forma de triacilglicerdis
(TAGs) e sao armazenados para reserva energética e metabodlica (FAGUNDES,
2002). Funcionam como co-fatores enzimaticos, detergentes, transportadores,
horménios e mensageiros celulares (CURI et al., 2002). A estrutura geral dos AGs é
uma cadeia de hidrocarbonetos com um grupo carboxila (COOH) numa extremidade
e um metila (HsC) na outra. Contém sempre numero par de carbonos e podem ser
classificados como AG de cadeia curta (4 a 6 carbonos), média (6 a 10 carbonos) e
longa (acima de doze carbonos) (CALDER, 2005).
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Os AGs contendo duplas ligagbes na cadeia de hidrocarbonetos sé&o
denominados acidos graxos insaturados; se possuir duas ou mais ligagcdes duplas &
chamado de acido graxo poliinsaturado (PUFAs). As duplas ligagbes tém grande
importancia, pois aumenta a flexibilidade da cadeia e consequentemente a fluidez
das membranas biolégicas. PUFAs tem efeitos sobre diversos processos biolégicos
tendo impacto sobre a saude e doengas crbénicas, bem como na regulagdo da:
concentracado de lipideos plasmaticos; funcao cardiovascular e imunitaria; acao da
insulina; desenvolvimento neuronal e fungédo visual. Em adigdo, a ingestdo de
PUFAs tem efeito sobre a composicédo e funcdo de membranas, sintese de
eicosandides, sinalizagdo intracelular e celular, bem como na regulacdo da
expresséao génica (CALVANI; BENATTI, 2003).

Os AGs tém familias distintas as quais podem ser diferencias pela localiza¢ao
da dupla ligacdo a partir de sua extremidade metila. Consequentemente, um acido
graxo de 18 carbonos com duas duplas liga¢cdes na cadeia e com a primeira dupla
ligacdo no carbono 6 a partir do terminal metila, € denominado como 18:2w-6,
geralmente mostrado como 18:2n-6. O nome comum deste &cido graxo é acido
linoléico (AL), acido fundamental da familia n-6 ou w-6. O AL pode ser dessaturado
pela insergao de uma dupla ligagado entre os carbonos 3 e 4 (contados a partir do
terminal metila) formando o acido o-linolénico - ALA (18:3n-3), membro da familia n-
3 ou ®-3 (CALDER, 2005). Contudo isto s6 € possivel em plantas e ndo em
mamiferos, pois estes nao possuem as enzimas delta 12 e 15 desaturase. Portanto
AG das familias n-3 e n-6 sdo denominados essenciais e devem ser obtidos através
da dieta.

Embora as células dos mamiferos ndo possam sintetizar o AL e ALA, elas
podem metabolizar esses AGs, pela introdugdo de novas duplas ligagbes
(dessaturacéo) e pelo alongamento da cadeia (através de alongases). Assim, o AL é
posteriormente metabolizado ao acido y-linolénico (18:3n-6), e o acido dihomo-y-
linolénico (20:3n-6) em AA (20:4n-6) (FIGURA 9). A mesma série de enzimas usadas
para metabolizar os PUFAs n-6, também metabolizam o ALA convertendo-o nos dois
principais metabdlitos, o EPA (acido eicosapentaendico, 20:5n-3) (FIGURA 9), e 0
DHA (acido docosahexaendico, 22:6n-3). Este caminho metabdlico a partir do ALA
envolve a adigdo de dois carbonos para formar o acido docosapentaendico (22:5n-

3), a adigdo de mais dois carbonos para produzir 24:5n-3, dessaturagao para formar
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24:6n-3 e remocao de dois carbonos pela B-oxidacao limitada formando DHA
(FIGURA, 2).

O AA e o EPA quando metabolizados d&o origem a eicosandides através das
enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX). Os eicosandides sao
moléculas compostas por 20 atomos de carbonos que desempenham fungdes
especificas na célula, entre as quais, serem potentes sinalizadores que agem como
mensageiros de curta duragao e distancia, afetar os tecidos proximos as células que
os produziram (LEHNINGER, 1995).

Os eicosandides incluem prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXs),
leucotrienos (LTs) e acidos hidroxieicosatetraenodico (HETEs). O AA é tipicamente o
substrato dominante para a sintese de eicosandides. O AA nas membranas
celulares pode ser metabolizado por diferentes fosfolipases, mais provavelmente a
fosfolipase A2, e o0 &cido livre pode subsequentemente atuar como substrato para as

enzimas que sintetizam eicosandides (FIGURA 10).
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FIGURA 9 — Estrutura e metabolismo dos PUFAs n-6 e n-3. (Calder, 2005).

EPA compete com AA pela enzima COX. Existem duas isoformas bem

conhecidas de COX: a COX-1, enzima constitutiva; e a COX-2, forma induzivel,
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presente em estados inflamatérios responsavel pela produgédo aumentada de PG
(CALDER, 2005). A atividade da COX e LOX sobre o AA resulta na producéo de TXs
e PGs da série 2 e LTs da série 4 (FIGURA 10), respectivamente, que tendem a ser
pro-inflamatorios e pro-proliferativos em muitos tecidos. A atividade de COX ou LOX
sobre o EPA produz uma série diferente de eicosanodides, TXs e PGs da série 3 e
LTs da série 5 (FIGURA 10), respectivamente, que tendem a ter agdo menos
inflamatéria e proliferativa (HARDMAN, 2002). EPA é convertido pela COX em
tromboxana Az (TXAs), que é fraco vasoconstritor, diferente da tromboxana (TXAy),
que é formada sobre a acdo da COX sobre o AA e é forte vasoconstritor. Entretanto,
a prostaciclina I; (PCls), formada a partir do EPA pelo endotélio, é tdo potente
vasodilatador e inibidor da agregacédo plaquetaria quanto a prostaciclina |, (PCly)
formada a partir do AA (CALDER 2001a).

A gordura pode regular fungdes celulares, afetando a expressao ou atividade
de genes nas vias de transdug&o de sinais relacionadas ao controle do crescimento
celular e apoptose (CALVANI; BENATTI, 2003).

Nas dietas ocidentais o perfil do consumo de lipideos atinge de 20 a 40% do
valor caldrico total ingerido, grande ingestdo de acidos graxos saturados e do tipo
trans, e despropor¢cado na ingestdo de acidos graxos essenciais (SIMOPOULOS,
1999a). A dieta moderna do Ocidente contém excesso de PUFAs n-6 (HARDMAN,
2002). O alto consumo de PUFAs n-6 tem sido mostrado induzir varios efeitos
fisiologicos e metabdlicos (ROSE, 1997; JIANG, BRYCE, HORROBIN, 1998;
HILAKIVI-CLARKE et al., 1998):

1) aumento da atividade da ornitina descarboxilase na mucosa do cdlon,

resultando em concentragdes aumentadas de poliamina epitelial e aumento

da proliferagao celular do foliculo do célon;

2) aumento da atividade das proteinas kinases (p.ex. proteina kinase C) em

glandulas mamarias de roedores e aumento no numero de locais de ligacéo

ao receptor de estrogénio.

3) aumento das concentragdes de prostaglandinas.
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FIGURA 10 - Metabolismo dos acidos graxos poliinsaturados. Enzimas

dessaturases A5, A6, A9, A12 e, A15; COX: ciclooxigenase; LOX: enzima
lipooxigenase; PG: prostaglandinas; LT: leucotrienos; TX: tromboxanas; LX:
lipoxinas; HETE: acidos hidroxieicosatetraendico; HPETE: acidos
hidroxiperoxieicosatetraendico. Adaptado de CALDER, 2001.

Prostaglandinas, tromboxanas, leucotrienos e acidos graxos hidroxi e
hidroxiperoxi estdo envolvidos na iniciagédo e promog¢ao tumoral, proliferagcao celular,

invasdo tecidual e metastase. As células tumorais produzem grandes quantidades
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de eicosandides do que suas contrapartes normais. Os eicosandides derivados do
acido linoléico tem sido ligados ao aumento da proliferagao celular e metastase. A
observacédo de que o acido oléico e PUFAs n-3, especialmente EPA, bloqueiam a
reacdo da desaturase, o primeiro passo da producido de eicosandides a partir do
acido linoléico, pode parcialmente explicar seus efeitos inibitérios sobre a
tumorigénese.

Dietas contendo 6leo de milho, com altas concentracbes de PUFAs n-6,
aumentam a tumorigénese de mama e colon em roedores, enquanto o 6leo de
peixe, que é rico em PUFAs n-3, reduz a carcinogénese (ROSE, 1997). Os
mecanismos envolvidos incluem a modificagdo da sintese de eicosandides. Em
células pré-neoplasicas, a fosfolipase A,, COX-2 e LOX estdo, geralmente,
constitutivamente super expressas. Isto leva ao aumento da liberagdo do AA e sua
rapida oxigenagao, resultando em altas concentragbes de eicosandides n-6,
acompanhadas pela geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Isto pode
danificar o DNA e provocar peroxidagdo lipidica dos PUFAs nas membranas
celulares num processo sem fim, levando a varias formas de bases de DNA
exociclico e modificagbes protéicas. Em células se dividindo rapidamente, as
mudangas genéticas resultantes e o rompimento de vias de sinalizagéo dirigem as
células pré-malignas a instabilidade genética e malignancia (CALVANI, BENATTI,
2003). PUFAs n-3 diminuem a produc¢é&o de eicosandides e citocinas inflamatorias. O
aumento do consumo de PUFAs n-3 reduz a incorporagdo do AA nas membranas
celulares, promovendo resposta antiinflamatéria (OH, 2005). A ag&o antiinflamatoria
do EPA ocorre, diretamente, substituindo o AA como substrato para eicosandides e
inibindo o metabolismo do AA, e indiretamente, alterando a expressao dos genes
inflamatérios através de efeitos sobre a ativagao de fatores de transcrigdo (CALDER,
2005). A inibicdo do AA pelos PUFAs n-3 também produz potente efeito anti-
trombotico pela diminui¢ao da produgao de TXA; (OH, 2005).

1.7 Suplementagdo com PUFAs N-3 X Caquexia

O EPA inibe a producédo de 15-HETE em resposta ao PIF (FIGURA 6)
prevenindo a perda muscular em pacientes com cancer (SMITH; LORITE; TISDALE,
1999). O efeito do PIF produzido por tumores induzindo a caquexia e reducéo da

utilizagao de glicose por diferentes tecidos e o efeito do pré-tratamento com EPA, foi
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estudado por Hussey e Tisdale (1999). Camundongos que receberam uma dose
contendo PIF mostraram diminuigdo consideravel do peso corporal (2.3g) em um
periodo de 24 horas e marcada hipoglicemia. Estas foram completamente anuladas
pelo pré-tratamento com anticorpo monoclonal para PIF ou por 3 dias com pré-
tratamento com EPA. Esses resultados sugerem que além do efeito catabdlico direto
sobre o musculo esquelético, o PIF tem efeito profundo sobre a utilizagdo de glicose
durante a caquexia.

O mecanismo pelo qual o EPA atenua o catabolismo protéico do musculo
esquelético no cancer foi investigado por Whitehouse (2001). O musculo sdéleo de
camundongos portadores de tumor indutor de caquexia (MAC16) apresentou
degradacéo protéica aumentada in vitro, quando mensurada pela tirosina liberada,
quando comparada com musculos de animais ndo portadores de tumor. Apds
incubagcédo sob condicbes que modificam diferentes sistemas proteoliticos
lisossomais calcio-dependente e protedlise dependente de ATP, catabolismo
protéico aumentado foi encontrado. A presenca do EPA induziu atenuagao da up-
regulation da expressao do proteosoma em camundongos caquéticos e isto foi
correlacionado com aumento na expressao de miosina, confirmando a retencdo das
proteinas contrateis. EPA também diminuiu o crescimento do tumor MAC16 numa
maneira dose-dependente e isto se correlacionou com a supressao da expresséo
das subunidades-o do proteosoma 20S nas células tumorais, sugerindo que isso
possa ser um mecanismo da inibicdo do crescimento tumoral. Assim, EPA
antagoniza a perda de proteinas do musculo esquelético na caquexia do cancer pelo
down-regulation da expressao do proteosoma e isto pode também ser o mecanismo

para inibicdo do crescimento tumoral.

1.8 Suplementagdao com PUFAs N-3 x Exercicio

O exercicio fisico € amplamente recomendado como alternativa para reducao
de peso e melhorar o risco contra hiperlipidemias, bem como o de outros efeitos
deletérios do alto consumo de gorduras (BELL; SPENCER; SHERRIFF, 1997).
Dietas ricas em oleo de soja (PUFAs n-6) podem causar resisténcia a insulina. Ao
contrario, o oleo de peixe (PUFAs n-3) pode diminuir a resisténcia periférica a
insulina, por induzir a redugédo das concentragdes circulantes de TAGs (JEN et al.,

2003). O exercicio aerbébico agudo, a suplementagdo com PUFAs n-3 ou a
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combinagdo de ambos foi demonstrado ser capaz de aumentar a atividade da
enzima LPL quando comparada a do pré-tratamento, em homens ativos
recreacionalmente. Esse aumento na atividade da LPL pode resultar num aumento
na taxa de clearance dos triacilglicerdis a partir dos quilomicrons e VLDLs (SMITH,
et al., 2004).

Tal qual os PUFAs n-3, o exercicio fisico pode ter efeitos benéficos sobre as
concentragcoes séricas de TAGs e lipoproteinas. O estudo de Jen et al., (2003),
demonstrou que o exercicio fisico foi capaz de reduzir a resisténcia periférica a
insulina em ratas submetidas a dieta rica em éleo de soja (n-6) e induziu significativa
reducdo nas concentragdes sanglineas de TAGs. A diminuicdo destes lipidios
circulantes provavelmente tornou esses animais mais sensiveis a insulina, que por
sua vez poderia explicar o aumento dos estoques de glicogénio no figado dos
animais exercitados. Interessantemente, a associagdo do exercicio fisico com dieta
com o6leo de peixe (n-3) ndo foi observado efeito somatorio ou potencializador de
ambos, quanto a diminuigdo da resisténcia periférica a insulina observada nesse
estudo. Isto demonstra que talvez ambas a¢des talvez compartilhem a mesma via de
transducdo de sinais. Esta hipotese deve ser testada. Thomas et al. (2004),
examinaram o efeito da combinagao de exercicio com suplementacao de PUFAs n-3
sobre sub-fragbes lipoprotéicas em humanos ativos. Antes e apds o periodo de
suplementacgédo, os individuos completaram uma sessao de 60 minutos de exercicio
em esteira a 60% do VOzmax. Os autores verificaram um aumento nas concentragcoes
de HDL-C nos dois tratamentos. Contudo, a suplementagdo com PUFAs n-3
promoveu na sub-fracdo HDL,-C, enquanto o exercicio promoveu elevagao na sub-
fracdo HDL3-C. As combinagdes da sessao de exercicio com administragdo de 6leo
de peixe podem ser aditivos para HDL-C, principalmente quanto comparadas aos
resultados da sesséo de exercicio agudo.

Em ratas, o exercicio fisico e o consumo de 6leo de oliva (PUFAs n-9) foram
muito eficientes em reduzir as concentragdes plasmaticas de TAGs e colesterol. O
exercicio fisico associado a alimentagdo com dleo de girassol (rico em PUFAs n-6)
também foi eficiente em reduzir as altas concentracbes plasmaticas de TAGs
(QUILES et al., 2003).0 exercicio fisico foi capaz de aumentar as concentracdes
plasmaticas dos PUFAs n-3. Os autores nao forneceram nenhuma explicagao para
tal achado. Concluiram apenas que isso pode contribuir para o estado antitrombotico

e a menor producédo de prostandides pré-inflamatérios atribuido ao exercicio fisico
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(QUILES et al., 2003), o que pode ser altamente benéfico para patologias como

doengas cardiovasculares e o cancer.

1.9 Suplementagao com PUFAs N-3 X Sistema Imunitario

Os AGs modificam a resposta imunitaria especifica, agindo como mediadores
intracelulares e intercelulares. Alteragcdes nas concentracdes de lipidios nas dietas
podem refletir em modificacdes nos fosfolipidios das células do sistema imunitario, e
a alteragdo na composi¢cao destes acidos graxos parece influenciar a fungéo das
células mononucleares (MNC). Os possiveis mecanismos seriam: primeiramente a
composig¢ao dos fosfolipidios de membrana se alteram de acordo com o padrdo da
dieta consumida, o que pode modificar caracteristicas fisicas na membrana, como a
fluidez na membrana plasmatica dos linfécitos ou de regides da membrana,
alterando a habilidade da célula em responder estimulos; segundo, a alteragdo na
sintese de sinalizadores intracelulares formados a partir dos fosfolipidios de
membrana, que poderiam reduzir a afinidade de substratos por enzimas que
sintetizam moléculas de sinalizagao; terceiro, essas moléculas sinalizadoras (as
quais incluem prostagladinas e leucotrienos) s&o formadas a partir do acido
araquidénico presente na membrana da célula, entdo reduzindo a concentragcéo
sérica deste acido graxo, como acontece quando as concentragdes de acidos graxos
»-3 na dieta aumentam, tem sua formacao diminuida; quarto, ha indicios de que
alguns acidos graxos ®-3 agem diretamente como moléculas sinalizadoras,
influenciando a funcionalidade das células; e finalmente, a incorporacdo de acidos
graxos n-3 na membrana das células pode alterar seu estado redox, também
afetando a fungao celular (CALDER, 1998a; CALDER, 2001).

Calder (2001), em revisao, mostrou que altas concentragdes séricas do acido
a-linolénico ou EPA + DHA foram capazes de diminuir a quimiotaxia de neutrdfilos e
mondcitos, produgcao de espécies reativas de oxigénio por neutréfilos e mondcitos,
producéo de citocinas proé-inflamatérias por monécitos e linfocitos T, e proliferagao
de linfocitos T. A redugao no total de gordura dietética ingerida (de 40% para 25% do
valor caldrico total ingerido) resultou em grande aumento na proliferagdo de linfocitos
humanos do sangue em resposta ao mitbgeno concanavalina A. Wallace e cols.

(2001), demonstraram que a inibicdo da proliferacdo de linfocitos T obtidos do bacgo
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de camundongos tratados com diferentes dietas era maior em ratos tratados com
O0leo de peixe, quando comparada a dos animais suplementados com o6leo de
acafréo (rico em AG ®-6) e 6leo de coco (rico em AG saturados). Recentemente,
HALL et al. (2005), mostraram que neutréfilos de cachorros que receberam uma
dieta enriquecida com 6leo de peixe produziram 7.6 vezes mais leucotrienos (LTs)
da série 5. LTs da série 5 (FIGURA 10), tendem a ter agdo menos inflamatoria e
proliferativa (HARDMAN, 2002).
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2 - JUSTIFICATIVA

O cancer é o maior problema de saude publico dos Estados Unidos e também
de outros paises desenvolvidos. Atualmente, uma em cada quatro Obitos nos
Estados Unidos é devido ao cancer (JEMAL, 2005). No Brasil, as estimativas para o
ano de 2005 apontam para 467.440 casos novos de céancer. Os tipos mais
incidentes, a excecao do de pele ndo melanoma, serao os de prostata e pulmao no
sexo masculino e de mama e colo do utero para o sexo feminino, acompanhando a
mesma magnitude observada no mundo. S&o esperados 229.610 casos novos para
0 sexo masculino e 237.830 para sexo feminino. Estima-se que no ano de 2005, o
cancer de pele ndo melanoma (113 mil casos novos) sera o mais incidente na
populagao brasileira, seguido pelos tumores de mama feminina (49 mil), pulmao (26
mil), estdbmago (23 mil) e colo do utero (21 mil) (INCA, 2005).

A maioria dos casos de cancer (80%) esta relacionada a um grande numero
de fatores de risco. As mudancas provocadas no meio ambiente, pelo préprio
homem, os "habitos" e o "estilo de vida” adotada pelas pessoas, podem determinar
diferentes tipos de cancer (INCA, 2005). A dieta ocidental sofreu grande alteragcédo na
ingestao de gorduras, tanto na quantidade quanto nas proporgées consumidas de
acidos graxos (FIGURA 1). Dieta rica em PUFAs n-6 leva a um estado fisiologico
pro-trombético e pré-agregador, com aumento da viscosidade sanguinea,
vasoespasmos, vasoconstricdo (SIMOPOULOS, 1999b), além de promover o
aparecimento de céancer através de estimulos em varios estagios no
desenvolvimento de cancer de colon e mama. Em contraste, os PUFAs n-3 tem sido
descritos como terem a habilidade de evitar o crescimento tumoral, por influenciar na
atividade de enzimas e proteinas relacionadas a sinalizacdo intracelular e
proliferagéo celular (CALDER, 2001a). Ainda, PUFAs n-3 conseguem diminuir e
estabilizar a perda de peso em pacientes com cancer de pancreas.

Alteragdes no habito de vida das pessoas como aumento do sedentarismo e
exposi¢cao crénica a substancias nocivas, as quais interagem com processos
bioquimicos que s&o controlados geneticamente, também levam a formagédo de
doengas cronicas (LEONARD, 2002). Lee (2003) revisou estudos epidemioldégicos
sobre atividade fisica e o risco de desenvolvimento do cancer e demonstrou que
homens e mulheres ativos fisicamente tém reducdo de 30% a 40% no risco do

desenvolvimento do cancer de colén, quando comparados com pessoas inativas.
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Com relagao ao cancer de mama, ha evidéncias razoavelmente claras que mulheres
fisicamente ativas tém cerca de 20-30% de reducgao no risco, quando comparadas a
mulheres fisicamente inativas. Parece que 30 a 60 minutos diarios de atividade fisica
de intensidade moderada a vigorosa s&o necessarios para reduzir o risco desses
dois tipos de cancer.

Cerca de 20-70% dos pacientes com cancer apresentam a sindrome da
caquexia (TISDALE, 2004). Estes experimentam fadiga e fraqueza em
aproximadamente 70% dos casos (DIMEO; RUMBERGER; KEUL, 1998), que vem
acompanhada da perda de tecido muscular, sendo este um fator contribuinte para a
morbidade e mortalidade no cancer (TISDALE, 2004; AL-MAJID; McCARTHY,
2001a). A atividade fisica pode induzir mudangas tanto na via de sintese, quanto na
de degradacgdo protéica, sendo que anormalidades em ambas as vias tém sido
relacionadas a perda de tecido muscular em individuos com cancer (AL-MAJID;
McCARTHY, 2001a). Estudos em modelos animais demonstraram que O exercicio
pode prolongar a vida dos individuos treinados e diminuir a taxa de crescimento
tumoral (BACURAU et al., 2000).

Ratos portadores do tumor de Walker 256 quando submetidos a
suplementacdo crénica com 6leo de peixe tem a taxa de crescimento tumoral e
caquexia reduzida (TOGNI et al., 2003; PINTO Jr., 2004), e quando submetidos ao
protocolo de treinamento de saltos, durante oito semanas, tem reducdo do
crescimento e da taxa de proliferagdo tumoral (NUNES, 2005). Ndo é do nosso
conhecimento que haja trabalho investigando o efeito do treinamento de for¢a e da
suplementagao de 6leo de peixe em individuos portadores de tumor. Nés aventamos

a possibilidade de haver efeito aditivo quanto a acao anti-tumoral e anticaquética.
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3 - OBJETIVOS

Uma vez que exercicio fisico tem a habilidade de promover efeitos benéficos
guanto ao cancer e que a suplementagdo com 6leo de peixe também a tem, nosso
trabalho tem como objetivo investigar o efeito da suplementagdo com 6leo de peixe,
rico em PUFAs n-3, associado com o treinamento de saltos sobre o crescimento
tumoral, parametros de caquexia e imunidade em ratos portadores do tumor de
Walker 256.

Para alcancar este objetivo nds investigaremos:
O peso corpoéreo dos animais;

O peso tumoral e o ganho de peso;

As concentragdes plasmaticas de TAGs;
A glicemia e a laticidemia;

O peso do baco;

A atividade fagocitaria dos macrofagos peritoneais e neutrofilos

N o g bk~ w N PRE

A atividade citotéxica de macrofagos e neutréfilos pela produgdo de
perdxido de hidrogénio.
8. A taxa de proliferag&o celular de linfécitos associados ao intestino.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 ENZIMAS, REAGENTES, SOLUGOES E ACIDOS GRAXOS.

Enzimas, reagentes e meio de cultura (RPMI 1640) foram obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis USA. O dleo de peixe foi gentilmente doado pela Fundagao
Herbarium, contendo 1g/capsula na proporgéo de 0,192g de EPA e 0,124g de DHA.

Materiais  radioativos: O substrato radiomarcado [2- '*C]-timidina
(50mCi/mmol) foi obtido da New England Nuclear Research Products (Du Pont

COpany — Biotechnology Systems — USA).

4.2 ANIMAIS E GRUPOS

Todos os estudos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagédo Animal do SCB protocolo numero 122 (Processo 56207/04-68).
Foram utilizados ratos machos albinos adultos (70 dias) da linhagem Wistar
mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h) e temperatura (23°C £1) com livre acesso a
comida e agua. Os animais foram obtidos no Biotério do setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana, UFPR — Campus do Centro Politécnico,
Curitiba, PR.

Os ratos foram randomicamente divididos em oito grupos: Sedentario sem
suplementacdo (S), Sedentario com suplementacdo de oleo de peixe (SO),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com d6leo de peixe (SWO), Exercitado sem suplementagcdo (EX), Exercitado com
suplementagado de 6leo de peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com éleo de peixe (EXWO). Apds seis
semanas de treinamento de saltos, 1mL de solugédo contendo 3 x 10’ células do
tumor de Walker 256 foi inoculada subcutaneamente no flanco direito dos animais.
Apdés 15 dias da inoculacdo do tumor, coincidindo com a oitava semana de

treinamento, os animais foram ortotanasiados com sangue e tecidos coletados.

4.2.1 Protocolo de Treinamento
Foi realizado um periodo de adaptagcéo ao meio liquido (1/2 hora de natagao

por dia durante 3 dias, sem utlizagdo de carga). Apds 0s animais dos grupos
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exercitados realizaram programa de exercicios que constituiu de saltos em tanque
com agua, com sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal de cada animal
(atualizada semanalmente), acoplada ao torax. A sess&o de treinamento constituiu
na realizagéo de 10 séries com duragao de 30 segundos e com intervalo de 1 minuto
entre cada série. Foram feitas 4 sessbes semanais de treinamento, com descanso
na quarta-feira e fins de semana, durante o periodo de 8 semanas. Importante
ressaltar, que apos a inoculagéo das células tumorais, na sexta semana n&o houve
aumento da carga e o treinamento continuou por mais 2 semanas.

A temperatura da agua foi mantida entre 30°C e 32°C. Os saltos foram
realizados em tubo de PVC com 250mm de didmetro, visando limitar a alternativa do
animal em seguir para outra direcdo, favorecendo dessa forma o salto. A
profundidade da agua foi correspondente a 150% do comprimento corporal do rato
(ROGATTO; LUCIANO, 2001, adaptado).

4.2.2 Determinacao do peso corpoéreo e dos tumores

Durante o experimento, os animais foram pesados a cada dois dias no
periodo da manha, sempre antes do treinamento, utilizando-se balanga Urano. Apods

a ortotanasia, o tumor foi retirado e pesado em balanga (Denver Instrument XL-410).
4.2.3 Suplementagao com éleo de peixe

A suplementacdo com o6leo de peixe foi feita durante todo o periodo de
treinamento. Foi diaria e realizada logo apdés a sessédo de treinamento. A dose
utilizada foi equivalente 1 g/kg de peso corporal™ - dia™ durante o todo o periodo de

treinamento.
4.2.4 - Ortotanasia dos individuos

Apds 8 semanas de treinamento coincidindo com o 15° apds a implantagéo do
tumor, foi realizada a ortotanasia dos individuos com o auxilio de guilhotina. Este
método foi utilizado para facilitar a retirada de grande volume sangue, necessario

para as analises séricas e isolamento de células polimorfonucleares.
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4.2.5 - Contagem das células: neutréfilos, macréfagos e linfécitos

A contagem total (numero de células por mL) foi feita em cémara de
Neubauer utilizando-se 100 pL de suspensédo de células em 100 puL de Azul de
Tripan. As células que se coraram em azul foram consideradas inviaveis, enquanto

que as brilhantes e refringentes a luz, viaveis.
4.3 CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

4.3.1 Implantagao do Tumor

O tumor de Walker 256 foi identificado por George Walker em 1928, no
John's Hopkins University School of Medicine, em glandulas mamarias de uma rata
gravida. Em 1953 e 1954 esse tumor foi transplantado em ratos por inoculagao
subcuténea. O tumor de Walker 256 apresenta 2 subtipos: tipo A metastisante que
leva a caquexia terminal dos ratos portadores em aproximadamente 27 dias; e o tipo
B que ndo forma metastases e induz a caquexia precoce do portador, levando a
morte em aproximadamente 15 dias (FERNANDES, 1995). Nos experimentos foram
utilizados matrizes com o tumor de Walker 256, tipo B, cedido gentilmente pelo
Professor Dr. Rui Curi, ICB — USP, mantido pelo Laboratério de Metabolismo Celular
da UFPR. Foi injetado intraperitonealmente em um rato macho adulto uma
suspensdo de 2 x 107 células/mL do tumor de Walker 256. Apés um periodo de
aproximadamente cinco dias, quando constatado a ascite, o animal foi ortotanasiado
e injetado 10 mL de solugao salina 0,9% em sua cavidade abdominal. Em seguida,
foi massageado seu abdome, e através de laparotomia mediana, foi coletado da
cavidade abdominal, com pipeta de plastico, o fluido contendo as células tumorais.
Foi feita a contagem do numero de células tumorais utilizando-se camara de
Neubauer. Apés a contagem 3 x 10’ células (em 1 mL de solugao) foram inoculadas
subcutaneamente no flanco direito nos animais em experimentacao por volta da

sexta semana de treinamento.
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4.3.2 Determinagao da massa tumoral

Apds o sacrificio o tumor foi retirado e pesado em balanga (Denver Instrument
XL-410).

4.4 ANALISES PLASMATICAS

4.4.1 - Mensuragao da Glicemia

A glicose foi quantificada por método colorimétrico, utilizando-se sistema
comercial Glicose E enzimatica da labtest. Os ensaios foram realizados segundo as

instrugdes do fabricante.

4.4.2 - Mensuragao do Lactato

Foi determinado pelo método enzimatico, segundo ENGLE & JONES (1978).
Inicialmente fez-se a desproteinizagdo do soro, pela adicdo de 50 pL de acido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura é agitada em vortex,
centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. Em
seguida, foram coletados 200 pL do sobrenadante e adicionou-se 4 uL de indicador
universal para permitir a visualizagdo da neutralizagdo do soro, pela adigdo de
KOH/TRIS (0,5 M/2 M), sinalizada pela coloragdo verde, indicando pH 7,0. Deste
volume neutralizado pipetou-se 100 pL em tubos de ensaio contendo 1 mL do
tamp&do do ensaio (descrito abaixo) e, apos 45 minutos, fez-se leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda 340 nm (Pharmacia 4300 Pro).

O principio dessa mensuragao consiste na conversao do lactato a piruvato
pela agdo da lactato desidrogenase (LDh), ocorrendo consumo de NAD® com
formacdo estequiométrica de NADH, o qual pode ser monitorado
espectrofotometricamente, fornecendo as concentragdes de lactato existente na

amostra. Segundo a reagao:

Lactato + NAD* —*2% s Piruvato + NADH

A partir da medida da absorbancia calculou-se a concentracdo do lactato

sérico em pmol/mL, pela formula:



47

Abs Vi Ve Vi

[Lactato]z
622 V V; Vs

[Lactato] = concentragéo de lactato produzida

Abs = Absorbancia

6,22 = constante

V = volume da amostra

V1 = volume da amostra + tampéao de ensaio

V2 = volume do soro com proteinas + TCA

V3 = volume do soro com proteinas

V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagao

V5 = volume do soro desproteinizado

4.4.3 - Determinacao dos Triacilgliceroéis

Foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico que utiliza quatro
enzimas, conforme o sistema comercial BIOTECNICA. As amostras foram
preparadas seguindo-se as instru¢des do fabricante, e apos a leitura da absorbéancia

em 540nm, a concentragdo de TAGs foi expressa em mg/dL.
4.5 - METODOLOGIAS PARA ENSAIOS UTILIZANDO MACROFAGOS
4.5.1 - Obtencao de macréfagos

Para obtencdo de macréfagos peritoneais foi removida a pele da regido
abdominal e entdo 20mL de tampéao fosfato-salina (PBS) pH 7,4, foram injetados na
cavidade peritoneal dos animais. Trinta segundos apos a administragdo, a cavidade
foi aberta e o fluido, contendo as células, aspirado com a utilizacao de pipeta de
plastico. Em seguida, estas células foram centrifugadas, duas vezes, a 1500 rpm, a

4 °C, durante 10 minutos em centrifuga Eppendorf modelo 5810R.
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4.5.2 — Solugoes

Solugédo de tampéo fosfato salina pH 7,4, 10 mM (PBS) foi utilizada como
meio de diluicdo para os corantes. O fixador utilizado foi o Baker formol-célcio
(formaldeido 4%, cloreto de sddio 2% e acetato de calcio 1%). A solugao de extragao
consistiu de acido acético glacial 1% e etanol 50% em agua destilada. A solugao
estoque do corante vermelho neutro foi preparada pela dissolucdo de 20 mg de
corante em 1 mL de DMSO (dimetil sulféxido) e a solugdo para uso de rotina &
preparada pela diluigdo de 20 mL da solugéo estoque em 5 ml de PBS. A solucéo de
vermelho fenol para os ensaios de produgédo de H202 consiste de 5,5 mM de
dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/ml peroxidase “horseradish” (Sigma)
em PBS pH 7,4 a 340 mOsm, e previamente adiciona-se 0,05% de zymosan (2,3 x
10® particulas/mL), para os ensaios de fagocitose. Obtém-se a solugéo diluindo-se

40 mg de zymosan em 6 mL de PBS e adiciona-se 600 mL de vermelho neutro.
4.5.3 - Atividade fagocitica dos macréfagos

Utilizou-se o método descrito por Bonatto et al. (2005). Da solugéo peritoneal
foram depositados 100 pL contendo 10° células em placa de 96 escavacdes e
adicionou-se 10 pyL de zymosan corado com vermelho neutro e incubou-se por 30
minutos. Apoés, foram adicionados 100 pL de fixador. Apés mais 30 minutos, a placa
foi lavada com PBS e centrifugada por 5 minutos a 1.500 rpm. O vermelho neutro
que esta dentro dos fagossomos foi entdo solubilizado utilizando-se 100 pL de
solucdo de extracdo e apdés 30 minutos procedeu-se a leitura em leitor de
microplacas (Bench Mark —Biorad). Os dados foram expressos em absorbancia/ 10°

células.
4.5.4 - Producgao de peroxido de hidrogénio

A producéo de peroxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o método
descrito por Bonatto et al. (2004). Através da oxidac&do de vermelho fenol é possivel
detectar a produgéo de H,O,. Aliquotas de 100 pL de solugéo do peritbnio contendo
10> células e 10 pL de éster de forbol miristato acetato (PMA - 20 pM) foram

colocadas nas placas de 96 perfuragbes. Apds 1 hora de incubacdo no escuro, as
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placas foram escorridas e os po¢os receberam 100 pL da solugéo de vermelho fenol.
Incubando-se durante 30 minutos e a leitura realizada a 620 nm em leitor de

microplacas (Bench Mark —Biorad). Os dados foram expressos em pymol/ 10° células.

46 - METODOLOGIAS PARA ENSAIOS UTILIZANDO CELULAS
POLIMORFONUCLEARES SANGUINEAS

4.6.1 - Coleta e separagao de células sanguineas

O sangue dos individuos foi coletado em tubos de ensaio previamente
heparinizados e, mantidas sob refrigeracéo. Apds a coleta, o sangue foi submetido
ao seguinte protocolo:

. Centrifugar o sangue no proprio tubo de coleta a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C;
. Aliquotar o plasma;

. Transferir o restante para um tubo falcon de 50 mL;

. Colocar o mesmo volume de PBS;

. Preparar os tubos de vidro (15 mL) com 3 mL de HISTOPAQUE®-1077,

. Acrescentar 8 mL de sangue diluido com PBS em cima do HISTOPAQUE®-1077;

. Tampar com parafilm;

0 N o o B~ W N P

. Centrifugar a 1200 rpm durante 30 minutos a 12°C;

©

. Desprezar a fase superior e transferir a camada intermediaria para outro tubo —
juntar duas camadas intermediarias em cada tubo (volume 2 mL) — Linfécitos e
Mondcitos; A camada constituida de hemacias e células polimorfonucleares é

transferida para um falcon de 50 mL.
Polimorfonucleares
1. Transferir o sedimento de células para 2 tubos Falcon de 50 mL;

2. Completar o volume de 50 mL com Solugao hemolitica;

3. Deixar em banho-maria a 37°C por 15 minutos;

N

. Centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C;
5. Desprezar o sobrenadante, se necessario fazer nova lise de hemacias;
6. Ressuspender as células em PBS;

7. Contar em Camara de Neubauer;
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8. Submeter os polimorfonucleares aos experimentos.
Depois de isoladas as células polimorfonucleares, representada em sua
maioria pelos neutréfilos que constituem 60% dos leucécitos circulantes (CURI et al.,

1998), foram submetidas aos mesmos protocolos dos macroéfagos.
4.7 Cultivo dos linfécitos T

O linfonodo mesentérico dos animais foi retirado, limpo, macerado, e filtrados

para a obtengdo dos linfécitos. Uma vez isolados os linfocitos, 2 x 106 células/mL,
foram cultivados em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal
bovino e 0,1% de antibiéticos (penicilina 10.000 UmL e estreptomicina 10 mg/L), em
placas de 96 pogos (volume final de 200 uL), a 37° C em atmosfera de 95% ar / 05%
CO,, por 48 horas. Os linfécitos foram estimulados com 20 pl/escavagao de solugéo
com o mitdgeno Concanavalina A (Con A), estimulador da proliferacéo de linfécitos
T. Ap6s 48 h, foram adicionados 20 ul de uma solugdo contendo (2-**C)-Timidina
(0,02 uCilescavagéo) e as células foram cultivadas por um periodo adicional de 18
horas, sob as mesmas condi¢gbes descritas anteriormente.

Apdbs este periodo, as células linfocitérias foram coletadas automaticamente
em coletor multiplo (Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n°
11731 (Skatron Combi - UK). Neste processo ndo ha necessidade de processos
extrativos preparatérios para obtengdo de DNA celular. Os discos de papéis
contendo a radioatividade incorporada no DNA foram transferidos para vials
contendo 1 mL de liquido de cintilagdo e foram levados para mensuragdo em
contador Beckman LS 6500. Os resultados foram expressos em contagens por
minuto (CPM). O indice de proliferacdo dos linfocitos T foi obtido dividindo-se os

valores com estimulo (ConA) pelos valores sem estimulo (meio RPMI).
4.7 - Analise estatistica

Os dados serao expressos como meédia + erro padrdao da média (EPM),
representativo de pelo menos trés experimentos diferentes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia de duas vias (two way ANOVA) com o pés-teste

de Bonferroni, com nivel de significancia para P < 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 Variagao do peso corporal

Na FIGURA 11 estao apresentadas as variacdes de peso dos animais no
transcorrer do periodo de experimentagédo. Todos os animais apresentaram
crescimento continuo e progressivo, ndao havendo diferenga significativa entre os

grupos ao final do experimento.
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FIGURA 11 — Evolugao do peso corporeo dos individuos dos grupos Sedentario (S),
Sedentario suplementado com éleo de peixe (SO), Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com oleo de peixe (SWO),
Exercitado (EX), Exercitado suplementado com 6leo de peixe (EXO), Exercitado
portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de
peixe (EXWO). Os dados estdo apresentados como média de 9 individuos por

grupo. O erro padrédo da média nao foi maior que 15%.

5.2 — Parametros relativos ao Tumor de Walker 256

5.2.1 - Peso dos Tumores

Na FIGURA 12 esta representado o peso do tumor (g) apdés 15 dias da

inoculagao do tumor de Walker 256. A massa tumoral teve maior desenvolvimento

(p<0,05), no grupo sedentario (SW) pesando 19,85 + 2,03. Nos outros grupos (SWO,
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EXW e EXWO) o peso do tumor foi de 11g, em média, ndo havendo diferenga
significativa entre eles, mas foram estatisticamente diferentes quando comparados
ao grupo SW (p<0,0,05).

FIGURA 12 — Peso do tumor (g) dos individuos dos grupos Sedentario portador de
tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (SWO),
Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor suplementado
com dleo de peixe (EXHW). Os dados representam a média £+ EPM de 9 individuos
por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.2.2 — Peso corpoéreo ap6s a implantagao do tumor

Os dados apresentados na TABELA 2 referem-se ao ganho de peso dos
animais antes e apos a implantagdo do tumor de Walker 256. Os animais n&o
portadores de tumor dos grupos sedentario (S) e sedentario suplementado com 6leo
de peixe (SO) ganharam, respectivamente, 19 e 27 g de peso ao final de 15 dias. O
grupo exercitado (EX) e exercitado suplementado com d6leo de peixe (EXO) também
apresentaram ganho de peso de 15 e 25 g, respectivamente. Tanto no grupo SO e
EXO o aumento de peso foi significativamente maior quando comparado ao dos
seus respectivos pares nao suplementados (P < 0,05).

O animal sedentario e portador de tumor (SW), por outro lado, ao final de 15
dias apresentou reducado de 4 g no seu peso corporeo, indicativo de caquexia. A
suplementagado com 6leo de peixe aos animais sedentarios e portadores de tumor
(SWO) levou a ganho de 12 g na massa corpérea (P < 0,05 vs. SW), O grupo

exercitado e portador de tumor (EXW) teve 15 g de ganho de peso, similar a do
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grupo EX, mas significativamente maior quando comparado ao do grupo SW (P <
0,05). A associagao do exercicio com suplementacdo com 6leo de peixe (EXWO),
também ndo levou a perda de peso e sim a um ganho de 11,5 g (P < 0,05 vs. SW),
similar a do grupo EX e 50% menor que a do grupo EXO (P < 0,05).

TABELA 2 - Peso dos individuos antes e 15 dias ap6s a inoculagao do tumor, peso

dos tumores ao final de 15 dias e ganho de peso nesse periodo.

Peso (g) Ganho de peso
Peso (g) : Ganho de peso _
no dia da 1a5 g'a: bruto (g) 15 dias (P;eig g;:; ;u:z; rea: 1 658da|as
inoculagiao . 2P°%3  ah4sainoculagio 9 P ~ apos:
inoculagéo a inoculagao inoculagéo do
do tumor do tumor
do tumor tumor
3444 + 365,3 + ]
S 073 e 19,44 +1,17 19,44 £ 1,17
350,6 £ 3779 )
357,3+ 370,4 + .
sw 13,42 12,56 13,14 £2,09 19,85 + 2,02 -4,22 +1,82
3524 + 377,0 £
swo 4,80 3,36 24,63 +2,25 11,78 + 0,08 12,84 + 2,50
339,8 + 354,8 + )
EX 7,69 e 15,00 + 1,63 15,00 + 1,63
346,6 £ 371,9 + )
EXO 4.88 415 25,33+1,22 25,33+1,2283
348,3 £ 372,3 +
EXW 11,19 9,43 24,00 +£2,17 9,90 + 1,73 14,13 + 1,59
3552 378,1 +
EXWO 10,09 8,95 22,89 +£2,55 11,41 +1,00 11,48 +2,81

* p<0,001 quando comparado aos grupos S, SO, SWO, EX, EXO, EXW e EXWO.
a p<0,05 quando comparado aos grupos S, EX, SWO, EXWO.
B p< 0.05 quando comparado aos grupos SWO, EX e EXWO.

5.3 — Parametros sangiiineos

5.3.1 — Glicemia

A presenca do tumor de Walker 256 induziu a redugao significativa da
glicemia plasmatica do grupo SW (P <0,05) comparado comparada a dos demais
grupos (FIGURA 13). No grupo SW, a glicemia foi de 84 mg/dL enquanto nos demais

grupos ela foi mantida ao redor de 100 mg/dL.
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FIGURA 13 — Glicemia (mg/dL) dos animais dos grupos Sedentario (S), Sedentario
suplementado com Oleo de Peixe (SO), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado
(EX), Exercitado suplementado com Oleo de Peixe (EXO), Exercitado portador de
tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe
(EXWO). Os dados estéo apresentados como média £ EPM de 6 (S), 7 (SO), 8 (EX)
e 9 (SW, SWO, EXO, EXW, EXWO) individuos por grupo. *P < 0,05 quando

comparado aos demais grupos.

5.3.2 — Laticidemia

A presenga do tumor (SW) elevou a laticidemia em 80% quando comparada a
do grupo sedentario (S) (FIGURA 14). Neste a lactacidemia foi de 1,427 mmol/L (P <
0,05). A laticidemia nos demais grupos com ou sem tumor, suplementado ou nao,
nao foi diferente entre eles, mas significativamente menor quando comparada a do
grupo SW (P < 0,05).
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FIGURA 14 — Concentragcdo de lactato sérico (mmol/L) dos animais dos grupos
Sedentario (S), Sedentario suplementado com Oleo de Peixe (SO), Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado com Oleo de
Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com Oleo de Peixe (EXO),
Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor suplementado
com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 7
(SW), 8 (S, SO, SWO), e 9 (EX, EXO, EXW, EXWO) individuos por grupo. *P < 0,05

guando comparado aos demais grupos.
5.3.3 Triacilglicerolemia (TAGs)

A presenga do tumor fez com que a concentragdo plasmatica de TAGs
aumentasse significativamente, em torno de 40%, no grupo sedentario portador de
tumor (SW) quando comparada a do grupo controle (S) (FIGURA 15). A
triacilglicerolemia nos demais grupos com ou sem tumor, suplementado ou nao, nao
foi diferente entre eles, mas foi significativamente menor quando comparada a do
grupo SW (P < 0,05).
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FIGURA 15 — Concentragao de Triacilglicerol sérico (mg/dL) dos animais dos grupos
Sedentario (S), Sedentario suplementado com Oleo de Peixe (SO), Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado com Oleo de
Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com Oleo de Peixe (EXO),
Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor suplementado
com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 5
(SW) e 7 (S, SO, SWO, EX, EXO, EXW, EXWO) individuos por grupo. *P < 0,05
guando comparado aos grupos S, SO, EXO, EXWO.

TABELA 3 — Resumo dos dados: Glicemia, Lactato e TAGS.

Glicemia Lactato TAGs
(mg/dL) (mmol/L) (mg/dL)

S 96,89 + 2,31 1,427 £ 0,23 70,86 + 4,41
SO 99,66 + 5,10 1,224 + 0,15 70,93+ 2,22
SW 84,10 + 3,15 2,595+ 0,13 97,10 + 3,23"

SWO 98,74+ 2,54 1,388+ 0,14 80,44 + 4,74
EX 96,58 + 4,70 1,204 + 0,10 83,26 + 7,56
EXO 99,80 + 4,82 1,285+ 0,13 69,73 + 7,62
EXW 99,87 + 3,12 1,340+ 0,19 81,46 + 7,33
EXWO 106,7 + 4,26 1,375+ 0,08 73,10 + 8,18

*P <0,05 quando comparado aos demais grupos.

“P <0,05 quando comparado aos grupos S, SO, EXO, EXWO.

5.4 — Peso do Bago

A presencga do tumor de Walker 256 provocou aumento médio de 45% no
peso do bago (FIGURA 16) de todos os individuos (SW, SWO, EXW, EXWO) quando

comparado ao dos individuos dos grupos sem tumor (S, SO, EX, EXO, P < 0,05).
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FIGURA 16 - Peso do bago (g) dos individuos dos grupos Sedentario (S),
Sedentario suplementado com Oleo de Peixe (SO), Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentério portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe (SWO),
Exercitado (EX), Exercitado suplementado com Oleo de Peixe (EXO), Exercitado
portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor suplementado com Oleo
de Peixe (EXWO). Os dados estao apresentados como média £+ EPM de 9 individuos
por grupo. * P <0,05 quando comparado aos demais grupos sem tumor.

5.5. Proliferagao celular de linfécitos T

A FIGURA 17 representa a taxa de proliferagdo dos linfécitos, como indice de
proliferagdo, que significa a proliferacdo das células quando da presenga do
mitégeno. Os animais sedentarios e suplementados com 6leo de peixe (SO) tiveram
um incremento de 24,4 % no indice de proliferagdo (P < 0,05 vs. S). A presenga do
tumor, nos animais sedentarios (SW), induziu aumento de 86% no indice de
proliferagdo dos linfocitos T quando comparado ao grupo S (P < 0,05 vs. S). A
presenca do tumor no grupo sedentario e suplementado (SWO) provocou também
aumento na proliferagdo de linfécitos, mas esta néo diferente da do grupo SW (P >
0,05), mas foi maior que a do S (P < 0,05 vs. S). A pratica de exercicio fisico induziu
aumentos de no minimo 62% no indice de proliferacéo celular de linfocitos T no
grupo exercitado (EX) quando comparado ao S (P < 0,05 vs. S). A presenga do
tumor (EXW), da suplementagcdo (EXO) ou de ambos (EXWO) nos animais
exercitados ndo alterou este parametro quando comparado a EX (P > 0,05), mas

foram significativamente diferentes da do grupo S (P < 0,05 vs. S).
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FIGURA 17 - indice de proliferacdo de linfécitos T, obtidos dos individuos dos
grupos Sedentario (S), Sedentario suplementado com Oleo de Peixe (SO),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com Oleo de
Peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor
suplementado com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados estdo apresentados como
média + EPM de 9 individuos por grupo. *P < 0,05 vs. S. *P < 0,05 vs. SO.

TABELA 4 — Resumo dos dados funcionais do peso do bago (em g) e
do indice de proliferagao de linfocitos T

Peso do bago indice de proliferagao

(9) de linfécitos T
S 0,89 + 0,02 17,72+ 0,99
SO 0,92 + 0,02 22,04+ 1,17
sSwW 1,43 + 0,060 32,99 + 2,58
SWo 1,34 + 0,060 27,18+ 1,54
EX 0,84 + 0,03 28,76 + 3,02
EXO 0,94 + 0,02 27,30+ 2,53
EXW 1,35 + 0,05a 32,52+251
EXWO 1,28 + 0,05a 28,91+ 1,96

* p<0,05 quando comparado ao grupo S.
+ p<0,05 quando comparado aos grupos SO.
a p<0,05 quando comparado aos grupos S, SO, EX, EXO.
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5.6 — Parametros Imunitarios de Macréfagos Peritoneais

5.6.1 — Atividade Fagocitica

A atividade fagocitica dos macrofagos peritoneais (FIGURA 18) do grupo
sedentario sem tumor e sem suplementacéo (S) foi de 0,190 nm/10° células. Os
macrofagos peritoneais obtidos dos animais sedentarios que receberam odleo de
peixe (SO) apresentaram aumento da capacidade fagocitica de 1,4 vezes
comparada a do grupo S. A presengca do tumor de Walker também provocou
aumento o qual foi similar ao do grupo SO, mas diferente estatisticamente do grupo
S (P < 0,05). A pratica do exercicio fisico também elevou a capacidade fagocitica
guando comparada a do grupo S (P < 0,05). Os animais exercitados portadores do
tumor de Walker 256 e portadores de tumor suplementados com oOleo de peixe
(EXWO) e (EXW) apresentaram aumento adicional na capacidade fagocitica,
guando comparados a todos os demais grupos, (P < 0,05).
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FIGURA 18 - Capacidade Fagocitica dos macrofagos peritoneais obtidos dos
individuos dos grupos Sedentario (S), Sedentario suplementado com Oleo de Peixe
(SO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor
suplementado com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado
com Oleo de Peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado
portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados estio
expressos como média + EPM de 9 individuos por grupo. *P < 0,05 vs. S.

+ p<0,05 quando comparado aos grupos EXW e EXWO.
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5.6.2 — Producéao de Peréxido de Hidrogénio (H.0,)

Na figura 19 estdo apresentados os dados da produgdo de H.O, pelos
macrofagos peritoneais. A produgdo no grupo sedentario sem tumor (S) e
suplementado (SO) foi de 43,38 umol/10° células. A presenca do tumor de Walker
256 induziu a um aumento de aproximadamente 20% nesta produgdo quando
comparada aos grupos S e SO (p<0,05). No grupo com tumor e suplementado
(SWO) a produgéo de H,O, foi similar & dos grupos S e SO (42,52 pmol/10° células).
O exercicio elevou a produgao de perdxido nos grupos exercitados (EX) e exercitado
suplementado com éleo de peixe (EXO), contudo esta nao foi significativamente
diferente quando comparada aos grupos S, SO e SWO (P > 0,05). Por outro lado, a
presenca do tumor nos grupos exercitados suplementados ou ndo (EXWO e EXW,
respectivamente), promoveu aumento na produgdo de H,O,, a qual foi
estatisticamente diferente quando comparada a do grupo S. Ainda o grupo EXWO foi

estatisticamente diferentes aos grupos SO e SWO.

7/
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FIGURA 19 - Produgdo de peréxido de hidrogénio (H202) pelos macréfagos
peritoneais dos individuos dos grupos Sedentario (S), Sedentario suplementado com
Oleo de Peixe (SO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de
tumor suplementado com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado
suplementado com Oleo de Peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), e
Exercitado portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados
estdo apresentados como média + EPM de 9 individuos por grupo. *P < 0,05 quando

comparado ao grupo S. *P < 0,05 quando comparado aos grupos SO e SWO.
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O resumo dos dados funcionais dos macréfagos peritoneais esta
representado na TABELA 5.

TABELA 5 - Resumo dos dados funcionais dos macréfagos
peritoneais representados como absorbancia ou
umol/10° células.

Atividade fagocitica Producgao de H,0;
(abs./10°células) (umol/10° células)
S 0,17 +0,01 43,38+ 1,34
o) 0,23 + 0,02** 44,95 + 1,83
sSw 0,22 +0,01*" 50,33 +1,31a
SWo 0,23 +0,02** 42,52 +1,31
EX 0,25+ 0,01** 50,17 + 1,80
EXO 0,25 + 0,02** 49,20 £ 0,78
EXW 0,32 + 0,02* 52,33 + 3,95a
EXWO 0,32 + 0,02* 54,13 + 1,990

* p<0,05 quando comparado ao grupo S.

+ p<0,05 quando comparado aos grupos EXW e EXWO.
a p<0,05 quando comparado ao grupo S.

B p<0,05 quando comparado aos grupos SO e SWO.

5.7 — Parametros imunitarios dos Neutrofilos
5.7.1 Capacidade Fagocitica

A capacidade fagocitica dos neutrdéfilos (FIGURA 20) do grupo sedentario foi
de 0,171/10° células, significativamente menor quando comparada & de qualquer
outro grupo. O exercicio fisico induziu a um aumento de 6,2 vezes na capacidade
fagocitica pelos neutréfilos do grupo EX quando comparada a do S (p<0,05), 1,14
vezes quando comparada a do SO (p<0,05), 1,20 vezes aa do SW (p<0,05) e 1,10
vezes em relagdo a do EXW (p<0,05). A capacidade fagocitica desses grupos nao
diferiu entre si (P > 0,05). Quando a suplementagéo foi associada ao exercicio na
presenca (EXWO) ou auséncia (EXO) do tumor, ndo foi observado efeito adicional
ao ja provocado pelo exercicio fisico, e a capacidade fagocitica nado diferente
daquela observada nos grupos SO, SW e EXWO além da do grupo S. Exercicio e
suplementagcdo juntos (EXO) provocaram aumento ainda maior da capacidade

fagocitica, quando comparada aquela observada no grupo SW (P < 0,05).
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FIGURA 20 - Capacidade fagocitica dos neutrofilos obtidos dos individuos dos
grupos Sedentério (S), Sedentario suplementado com Oleo de Peixe (SO),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com Oleo de
Peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado portador de tumor
suplementado com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados representam a média + EPM
de 9 individuos por grupo. *P < 0,05 vs. S. P < 0,05 vs, SO, SW e EXW. *P < 0,05
vs. SW.

5.7.2 Producao de Peréxido de Hidrogénio (H202)

Na FIGURA 21 estado apresentados os resultados da produgao de H,O, pelos
neutréfilos circulantes. Houve aumento de 1,4 vezes na produgdo de H,O, nos
animais suplementados com 6leo de peixe quando comparada a do grupo S. Nos
demais grupos esse parametro também se manteve elevado, sendo que esses
grupos (SW, SWO, EX, EXO, EXW, EXWO) apresentaram aumento de 40%, em
média, quando comparada a do grupo S (P < 0,05), mas nao foram diferentes entre
si (P <0,05).
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FIGURA 21 - Produgao de peroxido de hidrogénio (H202) pelos neutréfilos obtids
dos individuos dos grupos Sedentario (S), Sedentario suplementado com Oleo de
Peixe (SO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor
suplementado com Oleo de Peixe (SWO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado
com Oleo de Peixe (EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), e Exercitado
portador de tumor suplementado com Oleo de Peixe (EXWO). Os dados estio
apresentados como média £+ EPM de 9 individuos por grupo. *P < 0,05 quando

comparado ao grupo S.

A TABELA 6 apresenta a sintese dos dados para os parametros funcionais
dos neutrdfilos.

TABELA 6 — Resumo dos dados funcionais dos neutréfilos
representados como absorbancia ou pmol/10°

células.
Atividade fagocitica  Producao de H;O
(abs./10°células) (umol/10° células)
S 0,17 + 0,03 65,97 £ 5,91
SO 0,93 +0,01** 91,58 + 4,53*
SW 0,88 + 0,02** 96,64 + 8,56*
SWO 0,99 + 0,04** 85,17 + 7,15*
EX 1,06 £ 0,02*# 99,52 + 6,62*
EXO 1,12 + 0,03*#+ 94,53 £ 5,75*
EXW 0,96 + 0,02* 92,44 + 7,09*
EXWO 1,08 £ 0,03*# 87,40 + 3,13*

* p<0,05 quando comparado ao grupo S.
# p<0,05 quando comparado aos grupos SO, SW e EXW.
+ p<0,05 quando comparado ao grupo SWO.
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6 — DISCUSSAO

Tem sido estimados 30% de todos os casos de cancer ligados a dieta, onde o
consumo excessivo de PUFAs n-6 e a baixa ingestdo de PUFAs n-3 podem facilitar
0 aparecimento de doencgas cardiovasculares e cancer (McENTEE; WHELAN, 2002).
Varios estudos vém demonstrando que a dieta com PUFAs n-3, usualmente na
forma de 6leo de peixe, é capaz de reduzir o crescimento tumoral em varios modelos
animais (TAPIERO, 2002; BOUDREAU, et al., 2001; ROBINSON, et al., 2001,
PETRIK et al., 2000) e que a atividade fisica oferece protegado contra malignidades
(ZIELINSKI et al., 2004; LEUNG et al., 2004; WESTERLIND et al., 2003; HOFFMAN-
GOETZ; HUSTED, 1995). Embora tenha sido sugerido que esses efeitos ocorram
via alteragées no sistema imunitario (COSTA ROSA, 2004; CURI, 2002) o efeito
combinado do exercicio com a dieta na redugcao do crescimento tumoral ndo tem
sido avaliado.

Em nossa abordagem experimental ratos adultos (70 dias) foram
suplementados com 1 g/kg de peso corporal™® - dia™ de éleo de peixe e submetidos a
um protocolo de treinamento de saltos durante 8 semanas. Ao implantarmos o tumor
de Walker 256, verificou-se que a suplementa¢céo com 6leo de peixe rico em PUFAs
n-3 e o treinamento de saltos induziram a uma taxa de crescimento menor (40,6% e
50,3%, respectivamente) do tumor quando comparado ao do grupo SW (FIGURA
12). Quando a suplementacdo foi associada ao treinamento de saltos, o crescimento
tumoral foi reduzido (42,5 % comparado a SW, p<0,05), ou seja, ndo observamos
efeito aditivo. Apesar de nao termos observado efeito aditivo, uma contribuicdo
importante do nosso trabalho é que nossa abordagem experimental iniciou a
suplementagcdo em animais adultos (a partir de 70 dias) e provocou o0 mesmo efeito
observado em animais cuja suplementagao fora iniciado a partir do desmame, ou
seja, 21 dias (MUND, 2005).

Outros estudos também demonstraram que a dieta com PUFAs n-3,
usualmente na forma de éleo de peixe, é capaz de reduzir o crescimento tumoral em
varios modelos animais (TAPIERO, 2002; BOUDREAU, et al., 2001; ROBINSON, et
al., 2001; PETRIK et al., 2000). Gillis et al. (2002), examinaram a participacdo do
acido eicosapentaendico (EPA) como indutor de apoptose e necrose secundaria em
células humanas promielociticas HL-60 e demonstraram reducdo da taxa de

crescimento tumoral in vitro. Outros estudos também evidenciaram efeitos benéficos
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do exercicio em animais portadores de tumor. Westerlind et al. (2003) reportaram
retardo no crescimento tumoral em ratos que faziam 30 minutos de natagéo 5 dias
por semana durante 8 semanas. Leung et al. (2004), demonstraram que 0 exercicio
diminuiu em 27% o crescimento do tumor em pacientes com cancer de prostata e
esta reducao estava relacionada ao aumento da proteina p53 nas células tumorais
destes pacientes. Zielinsk et al. (2004) demonstraram que 0 exercicio pode
influenciar o crescimento tumoral, resultando em regresséo e atraso no crescimento.
A progressao ou regressao do processo neoplasico é regulada por multiplos fatores
como reagdes inflamatdrias, fatores angiogénicos, citocinas e horménios (BRIGATI,
2002).

Varios mecanismos tem sido propostos para explicar as agdes dos PUFAs n-3
na carcinogénese. Entre estes, estdo o aumento na taxa de peroxidagao lipidica
(SPITELLER, 2003), reducéo na sintese de eicosandides préinflamatérios (BARBER,
2001; MUND, 2005), a¢gdes que envolvam modificagdo na taxa de transcrigdo génica
(POMPEIA, 2000, ARGILES, 2003), na sinalizagéo intracelular (WALLACE, 2001;
DOMMELS, 2002), a otimizagdo do sistema imunitario (EMERY, 1999).
Provavelmente todas estas hipdteses devam estar corretas, pois possivelmente a
reducao do tumor deva ser resultado da associagdo de uma série de eventos (CURI
et al., 2002). Neste estudo n6s avaliamos alguns parametros do sistema imunitario.

Para prevenir a proliferacdo de células tumorais, o sistema imunitario deve
reconhecer e destruir essas células. Contrariamente, o sistema imunitario ndo deve
destruir células dos préprios tecidos corporais para prevenir a ocorréncia de doencgas
autoimunes. Assim a regulacdo do reconhecimento pelas células do sistema
imunitario tem papel importante nessas doengas e no cancer (DAS, 2004). Houve
aumento do peso do bago nos grupos com tumor (SW, SWO, EXW, EXWO) quando
comparado ao dos grupos sem tumor (FIGURA 16). Isto indica que a presencga do
tumor funciona como estimulo antigénico para o sistema imunitario dos portadores
de tumor.

Neutrdéfilos representam 50-60% do pool de leucdcitos circultantes, fazem
parte da primeira linha de defesa do organismo contra infecgcbes e tem papel
importante na resposta imunitaria a lesdes teciduais (PEAKE, 2002). Macrofagos
também fazem parte da imunidade inata e estdo envolvidos nas respostas

inflamatérias assim como na defesa contra células neoplasicas (LEVEY et al., 2001),
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exercendo suas atividades citotéxicas a partir da produgcdo de TNF-a e EROs
(KLIMP et al., 2002).

Quando um fagécito é estimulado, a enzima NADPH oxidase (primeira defesa
contra agentes invasores) migra para a membrana celular, associando-se a ela e
tornando-se ativa. A enzima entdo transfere elétrons do seu substrato, o NADPH,
para o oxigénio gerando o anion superéxido. Quando o anion superdxido reage com
outro superdxido, tem-se a formacdo de uma substancia estavel, o perdxido de
hidrogénio (H.02). Quando o H,O, reage com a molécula de ferro ele ganha mais
um elétron, formando um radical livre chamado radical hidroxila (OH). O radical
hidroxila pode danificar membranas ou partes internas das células, modificar
proteinas, como o colageno e a elastina ou provocar alteragdes nos acidos nucléicos
(FRIDOVICH, 1998). O aumento na producao de H,O, foi estimulado grandemente
pela presenca do tumor (FIGURAS 19 e 21). Yaqoob; Calder (1995), investigando
macrofagos peritoneais de camundongos alimentados por 8 semanas como 200 g/kg
de 6leo de peixe, encontraram maior producao de H,O, nos animais com tumor,
indicando maior grau de atividade celular (THIES et al., 2001). Em outro estudo, 0
tratamento com 6leo de peixe por 4 semanas também aumentou a produgao de
H.O, (MIYASAKA et al., 2001).

Outra resposta imunitaria importante € o indice de fagocitose (FIGURAS 18 e
20). Nos grupos portadores de tumor, o indice de fagocitose foi elevado, devido a
ativacdo de macrofagos e neutrdfilos pela presenga do tumor. Em macréfagos, a
suplementagado com oOleo de peixe aumentou a capacidade fagocitica de maneira
similar a observada pelo exercicio fisico. Na presenga do tumor, quando o exercicio
foi (EXWO) ou nao (EXWO) associado a suplementacdo nés observamos um efeito
adicional comparado aos controles sedentarios (SWO, SW, respectivamente,
FIGURA 18). WIESENFELD et al. (2001) sugerem que a adi¢gdo de PUFAs reduza a
adesao de macroéfagos, o que provocaria indice de fagocitose maior. Nos neutréfilos,
a suplementagéo com 6leo de peixe ndo promoveu efeito adicional além daquele ja
desencadeado pelo treinamento de saltos (FIGURA 20). Interessantemente a
capacidade fagocitica foi incrementada quando associamos a atividade fisica e
suplementagdo com 6leo de peixe (FIGURA 20, grupo EXO). Isto demonstra que
apesar de macréfagos e neutréfilos terem agéo fagocitica, o que acontece em uma
populacdo ndo pode ser literalmente transferido para a outra. Outro estudo

demonstrou que animais exercitados apresentaram maior ag&o citotdéxica antitumoral
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de seus macrofagos (MURPHY et al., 2004). Mudangas no micro ambiente tumoral
podem talvez influenciar o crescimento e proliferagdo das células tumorais. Essas
alteragdes envolvem, possivelmente, a infiltragdo e atividade de células do sistema
imunitdrio na massa tumoral (ZIELINSK et al., 2004). A presenga de células
inflamatdrias dentro do tumor desencadeia efeitos contraditorios. Por um lado, estas
células tém a capacidade de matar as células tumorais, inibindo seu crescimento, e
‘limpando” os restos das células mortas. Por outro lado, macréfagos e neutréfilos
secretam fatores de crescimento e angiogénicos que promovem o crescimento e a
proliferagéo tumoral (BRIGATI, et al., 2002; BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Como
neste trabalho ndo isolamos e investigamos o infiltrado leucocitario, ndo podemos
afirmar que a resposta destas células se assemelha a das células circulantes. Esta
hipotese deve ser testada.

Além da imunidade inata, mediada por macréfagos e neutréfilos, a defesa do
organismo as infecgées também envolve os linfécitos - imunidade adquirida. Uma
forma de se avaliar a fungéo linfocitaria € mensurar a taxa de proliferagédo dessas
células em resposta a um mitégeno, no caso a Con-A. E sabido que PUFAs n-3 tem
habilidade imunomoduladora havendo estudos que demonstram efeitos
estimulatérios (TREBBLE et al., 2003; MIYASAKA et al., 2001; ROBINSON et al.,
2001; YAQOOB; CALDER,1995) ou inibitérios (THIES et al, 2001a; SANDERSON, et
al., 1995; YAQOOB; CALDER, 1995; YAQOOB; NEWSHOLME, 1994; SPERLING,
et al., 1993; FRITSCHE et al., 1991; KELLEY et al., 1988; ALEXANDER; SMYTHE,
1988). A suplementacdo dos animais sedentarios com oOleo de peixe elevou
significativamente a proliferagao linfocitaria (SO) quando comparada a dos animais
sem suplementacéo (FIGURA 17). A explicacéo para estes diferentes achados esta
na dose de acido graxo utilizado onde grandes doses sao inibitorias (duplicagao ou
triplicacdo da quantidade de gordura ingerida na dieta) e pequenas sao
imunoestimulatorias. Togni et al (2003), Pinto Jr et a. (2004) demonstraram que a
adicao de 1 g/kg de peso corpéreo representa 0,1% a mais de gordura na dieta.
Portanto, nosso dado de imunoestimulacido corrobora esses achados e séao
explicados pela dose utilizada. A presenga do tumor leva a ativacdo do sistema
imunitario, como demonstrado pelos dados de macréfagos e neutréfilos (FIGURAS
18, 19, 20, 21) em que a proliferagdo celular dos linfécitos T foi grandemente
estimulada (FIGURA 17), sendo estatisticamente diferente quando comparada a dos

grupos S e SO (P < 0,05). A suplementagcdo com Oleo de peixe promoveu pequena
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reducao no indice de proliferagdo, mas nao diferente da do grupo SW, mas foi maior
que S. O exercicio fisico, na auséncia ou presenca de tumor ou ainda associado a
dieta ndo promoveu alteragéo no indice de proliferagdo quando comparado ao grupo
SW, mas foram diferentes de S. Como ja comentado a atividade fisica € importante
imunomoduladora e possivelmente como o sistema imunitario ja estava basalmente
com seus linfécitos em proliferagcdo maior que individuos sedentarios, a presenca do
tumor nao foi habil em induzir proliferagao adicional (FIGURA 17).

Robinson et al. (2001), mostraram que dieta rica em PUFAs n-3 exerceu
efeitos benéficos na defesa imune contra o tumor mamario R3230AC, incluindo
ativagdo de células T CD8", concomitante a redugdo em 31% do crescimento
tumoral. Aumentos significativos nas concentragbes séricas de IL-12 foram
observados imediatamente apos breve sess&o de exercicio intenso em ciclo
ergbmetro. A IL-12 é conhecida por estimular resposta imunitaria da resposta tipo
Thl, responsavel pela atividade citotoxica e anti-tumoral (AKIMOTO et al, 2000;
SMITH, 2003). Trebble et al. (2003), mostraram que a suplementacdo com 6leo de
peixe em humanos aumentou a proliferacéo de linfécitos T e a producdo de IFN-y,
uma citocina produzida pelas células Th1 (AKIMOTO et al, 2000; SMITH, 2003).
Estes dados divergem de outros. Para Calder (1998) o consumo de 6leo de peixe
diminui proliferacéo de linfécitos T, citotoxidade mediada por células T, atividade de
células NK, quimiotaxia de mondcitos e neutréfilos. Animais alimentados com dietas
contendo altas concentragdes de 6leo de peixe (70 a 200 g/kg) apresentaram
supressdo da proliferacdo de linfocitos T e B estimulada por mitdégeno
(SANDERSON, et al., 1995; YAQOOB; CALDER, 1995; YAQOOB; NEWSHOLME,
1994; FRITSCHE et al., 1991; KELLEY et al., 1988; ALEXANDER; SMYTHE, 1988).
Em outro estudo foi observada diminuigdo da proliferacao de linfécitos em homens
suplementados com 1,2 g por dia de 6leo de peixe rico em EPA (THIES et al,
2001a). Dietas com o6leo de peixe (100 g/kg), resultaram em significativa supresséo
da lise de células tumorais — alvo de macréfagos peritoneais de camundongos
(HUBBARD et al.,, 1994). A quimiotaxia de neutrofilos foi suprimida seguindo a
suplementagcdo com PUFAs n-3, em humanos (SPERLING, et al., 1993). Outro
estudo investigou a suplementagado com 6leo de peixe rico em EPA ou em DHA em
diferentes fungdes de neutréfilos, mondcitos e linfocitos, em humanos saudaveis. A
suplementagdo com DHA diminuiu a ativagdo de linfocitos T, avaliada pela

expressao de CD69, enquanto a suplementagdo com EPA nao teve efeito. Nenhuma
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das suplementacdes teve efeito sobre a fagocitose de neutréfilos e mondcitos ou
sobre a produgéo de citocinas ou expressdo de moléculas de adesao pelas células
monucleares sanguineas (KEW et al., 2004). A imunodepresséo, resultante de altas
doses de 6leo de peixe, pode ser importante para o tratamento de doencas
caracterizadas por uma superativagdo do sistema imunitario, tais como as doencas
inflamatdrias e autoimunes (DE PABLO; CIENFUEGOS, 2000).

Numa outra perspectiva, Robinson e Field (1998) investigaram os efeitos
individuais e combinados da suplementacdo com oOleo de peixe e do exercicio fisico
de baixa intensidade (treinamento de natagdo) nas respostas imunitarias. Eles
encontraram que a suplementagdo com 6leo de peixe e o exercicio, numa maneira
individual e dose-dependente, aumentou a citotoxidade das células NK, o percentual
de células T e B e macrofagos ativados apds estimulagdo com Con A. Os autores
sugeriram que os PUFAs n-3 e o exercicio tem efeito imunopromotor, porém a
combinagdo dessas variaveis nao aumentou os parametros imunitarios analisados, o
qgue vem de encontro aos resultados obtidos em nosso estudo. Noés hipotetizamos
que os resultados obtidos nos parametros imunitarios analisados poderiam
influenciar negativamente o crescimento do tumor de Walker 256 nos individuos
treinados, 0 que poderia ajudar a explicar o menor crescimento tumoral encontrado
no grupo SWO, EXW e EXWO (FIGURA 12).

O desenvolvimento, manutengdo e funcionamento do sistema imunitario
dependem de nutricdo balanceada e adequada. A deficiéncia e o excesso de
nutrientes afetam o numero e atividade das células imunitarias (KELLEY, 2001).
Philpott; Ferguson (2004) em uma grande revisdo compilaram dados sobre os
efeitos dos nutrientes com caracteristicas farmacolégicas, sobre parametros
imunitarios e inflamatérios. A nutricio associada ao sistema imunitario
(imunonutricdo como referida pelos autores) pode trazer efeitos benéficos (quadros
em azul) ou destrutivos (quadros em amarelo) sobre a imunidade inata e adaptativa
(FIGURA 22).

Estudos epidemiologicos dao suporte de que o exercicio regular aumenta a
resisténcia a infecgdes, como resfriados, contudo o exercicio em intensidades muito
elevadas esta associado ao aumento de infecgbes no trato respiratério superior
(NIEMAN; PEDENSEN, 1999). Os mecanismos por tras dos efeitos do exercicio
sobre o sistema imunitario ainda estdo sendo investigados. Duas hipéteses séao

aventadas: a primeira denominada hipotese metabdlica envolve o metabolismo do
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aminoacido glutamina e sua importancia na fungdo das células imunitarias
(CASTELL, 2003; COSTA ROSA, 2004); a segunda considera as mudangas no eixo
neuroimunoenddécrino (PEDERSEN; TOFT, 2000). Ambas hipoteses precisam ser

testadas.
Imunonutricao
Imunidade Inata Imunidade adaptativa
Supressao Aumento _ Supresséo
Prevengdodo cancer Tratamento do cancer Cancer hematologico Aumento
viaredugao da via moléculas efetoras | Prevengeo p(;)llferagao Sobrevivéncia
inflamagéo citotoxicas recuzl f aumentada
) f - Tratamento de alergias, . -
tratamento de artrite e tratamento de infecgdes : tratamento de infecgdes
~ . ) artrites e doengas
lesdo (particularmente viral) .
autoimunes
Capacidade reduzida de Carcinogénese via Sobrevivéncia reduzida, Promogao de malignancias
] lutar com o céancer inﬂama@éo conica suscetlbllldade au n_1entada hematolégicas
existente, suscetibilidade para cancers iniciados
aumentada para cancers . viralmente Promocéao de alergias,
iniciad os viralmente Promogéo de outras artrite edoengas
Aumento da suscetibilidade| doengas Inflamgtonas Aumento da suscetibilidade autoimunes
a infeccgdes (doenga cardiaca) a infeccgoes

FIGURA 22 - Efeitos benéficos (quadros em azul) e prejudiciais (quadros em
amarelo) de um imunonutriente sobre a imunidade inata e adaptativa, com énfase

nas propriedades relacionadas ao cancer (Philpott; Ferguson, 2004 - modificado).

Durante o exercicio moderado e exercicio intenso a resposta imunitaria é
aumentada, mas o exercicio intenso é seguido por periodo de diminuicdo na
capacidade imunitaria, onde ha uma “janela de oportunidade” para patégenos, que
aumenta o risco de infecgbes (FIGURA 23) (PETERSEN, PEDERSEN, 2002).
Essas diferentes relagdes entre intensidades de exercicio e suscetibilidade a
infecgdes virais podem ser expressas pela curva em forma de “J” (FIGURA 24), onde
0 exercicio de intensidade moderada diminui a incidéncia de infeccdes enquanto o

exercicio intenso exerce efeito oposto (NIEMAN, 2000).
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Exercicio Moderado Resposta Imune Dirminuicio do risco de Infecgdes
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Exercicio Intenso
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FIGURA 23 - Esquema geral dos efeitos do exercicio moderado e intenso sobre a
fungao imune e suscetibilidade a infecgdo. Durante o exercicio moderado e intenso,
a resposta imune é aumentada (como mostrada pela mobilizagado de linfocitos na
circulagdo), mas o exercicio intenso € seguido por um periodo de diminuigdo na
capacidade imune (diminuigao na atividade das células NK, proliferacao linfocitaria, e
niveis de imunoglobulina A na saliva), onde ha uma “janela aberta” para patégenos
(PETERSEN, PEDERSEN, 2002 - modificado).
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FIGURA 24 - Curva em forma de J proveniente da relagao entre o nivel de atividade
fisica e a resposta imunitaria. A pratica regular de exercicio moderado melhora a
fungdo imunitaria enquanto o exercicio em quantidade excessiva pode causar
imunossupressao (NUNES, 2005).
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O treinamento de saltos utilizado no nosso trabalho ndo diminuiu nenhum dos
paradmetros imunitarios mensurados quando comparados ao do grupo S (TABELAS
4 e 5, FIGURA 21), corroborando dados ja apresentados do nosso laboratério
(NUNES, 2005). Contudo, as cargas e volumes impostos por esse tipo de
treinamento implicam num efeito imunopromotor.

Outro beneficio potencial da suplementacdgo com PUFAs n-3 (HARDMAN,
2004) e do exercicio fisico (WEERT et al., 2005) é seu efeito sobre a caquexia. O
estabelecimento da caquexia € detectado pela presenca de hipoglicemia,
hiperlaticidemia, hipertriacilgliceridemia, redu¢éo do conteudo de glicogénio e perda
de peso (PINTO et al, 2004). Todos estes sintomas, exceto o conteudo de
glicogénio, ndo analisado neste trabalho, foram encontrados nos ratos com tumor
nao submetidos a treinamento e/ou suplementacao (FIGURAS 13, 14, 15 e TABELA
3). Os grupos que realizaram o protocolo de treinamento ou que foram submetidos a
suplementagcdo com 6leo de peixe tiveram todos esses parametros similares quando
comparados aos do grupo controle (S) ou melhorados quando em comparagéo ao
grupo SW (TABELA 3). A menor taxa de crescimento tumoral pode explicar a
manutencdo da glicemia porque o tumor de Walker 256 é &avido consumidor de
glicose e produtor de lactato, levando a hiperlaticidemia. Muitas dessas mudancas
metabdlicas e hormonais observadas durante a caquexia podem ser
contrabalangadas pelo exercicio regular, que é conhecido por promover mudangas
no perfil hormonal de atletas que podem ser sustentadas por mais de 24 horas, e
também modular positivamente a resposta imunitaria (COSTA ROSA, 2004). O
exercicio induz a transcrigdo de genes envolvidos no crescimento, vascularizagao e
metabolismo e estas agdes indicam uma gama de mudangas na regulagao
transcricional, as quais tém papel importante nas respostas de adaptagdo e
mudangas metabdlicas musculares (ZAMBON et al., 2003). O exercicio de forga tem
a propriedade de aumentar a captagao e o transporte de glicose na musculatura
esquelética, adaptagbes estas restritas aos musculos recrutados na atividade
proferida (YASPELKIS et al. 2002). Como observado na TABELA 3 os grupos
exercitados com tumor, EXW e EXHW apresentaram glicemia comparavel a dos
individuos do grupo S. Estes dados corroboram as afirmagdes de Yaspelkis et al.
(2002) sobre a influéncia do treinamento sobre o metabolismo de carboidratos. Foi
sugerido que o0 metabolismo protéico alterado, assim como diminuigdo da

glutaminemia, influencia a fungdo de linfécitos e a hipoglicemia aumenta as



73

concentragées dos hormdnios relacionados ao estresse e consequientemente, reduz
a funcao imunitaria (PETERSEN, PEDERSEN, 2002).

O efeito anticaquético do 6leo de peixe foi similar ao encontrado pelo
exercicio fisico (TABELA 3). Os individuos do grupo EXW e SWO ganharam 14g e
12,89, respectivamente, de peso corporal durante os 15 dias da presenga do tumor,
enguanto os individuos sedentarios e também portadores de tumor (SW) perderam
4,4 g ao final do experimento (TABELA 2). NOs ndo encontramos efeito adicional
dessas variaveis combinadas (EXWQ). O protocolo de exercicios de saltos, em
piscina, utilizado no nosso estudo é um exercicio resistido, pois este é definido pelo
movimento contra algum tipo de resisténcia. Os individuos sao obrigados realizar
séries de saltos com carga relativa a 50% do peso corporal acoplada ao tronco. E
sabido que o exercicio de forca tem a capacidade de aumentar a massa muscular
(SIPILA et al.,, 2001). Foi demonstrado que pacientes com cancer pancreatico
tratados com EPA tiveram preservagao da massa muscular com ganho significativo
de peso, o qual foi atribuido ao aumento da massa corporal magra (BARBER e al.,,
1999). O efeito do exercicio de forgca na musculatura esquelética é mediado pela
ativacao de cascatas de sinalizacao musculares especificas que aumentam a massa
muscular, os niveis de proteinas do citoesqueleto e a forca de contracdo sem
aumentos significativos do numero de miofibrilas (BAAR; ESSER, 1999). O exercicio
de forgca, em combinagcdo com a administragdo do hormdnio do crescimento,
aumentou as concentragdes de Mechano Growth Factor (MGF) e da area de secgao
transversal de musculos de individuos idosos. O MGF parece ser bastante relevante
para o entendimento e etiologia do desenvolvimento de possiveis tratamentos a
doengas onde existe degradagdo muscular progressiva, incluindo a sarcopenia
(HAMEED et al. 2003). Esta hipétese precisa ser testada.

A manutencédo do peso corporal encontrada (TABELA 2) tanto nos animais
suplementados como nos animais exercitados corrobora um crescente corpo de
evidéncias indicando os beneficios potenciais do exercicio fisico para melhoria da
gualidade de vida de pacientes com cancer (SMITH, 1996; COURNEYA;
FRIEDENREICH, 1999; PINTO & MARUYAMA 1999; COURNEYA et al. 2000;
COURNEYA 2001; COURNEYA, 2004). Um programa de exercicios bem
estruturado pode aumentar a saude relacionada a qualidade de vida em homens
com cancer de préstata (SEGAL et al. 2003). Evidéncias epidemiolégicas mostram

que niveis moderados ou altos de atividades fisicas de lazer protegem contra cancer
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de pulm&o em homens e mulheres (TARDON, et al., 2005). Weert e cols. (2005)
demonstraram que um programa de reabilitagdo multidimensional de 15 semanas
para sobreviventes de cancer, que inclui exercicio fisico, exerceu efeitos benéficos
relevantes sobre a qualidade de vida relacionada a saude, capacidade de exercicio
e forga muscular em pacientes com diferentes diagnésticos de cancer.

Diversas pesquisas tém demonstrado que pacientes participando de
programas de exercicio mantém alto nivel de fungao fisica e sofrem menos do
estresse psicoldgico, fadiga e outros sintomas relacionados ao tratamento do que
pacientes sedentarios durante quimioterapia ou radioterapia (WINNINGHAM &
MACVICAR 1988; MACVICAR et al. 1989; DIMEO et al. 1997; SEGAL et al. 2001).

Nossos resultados corroboram os achados de Ramos e colaboradores (2004),
que estudaram o efeito da suplementacdo com PUFAs n-3 sobre o consumo
alimentar (numero e tamanho de refeigdes), peso corpdreo, volume e peso tumoral
em ratos. O grupo suplementado preveniu a perda de massa corpérea, redugéao
significativa no peso e volume tumoral e atraso no aparecimento dos tumores em
relagcédo ao seu controle ndo suplementado. Os autores ainda demonstraram que a
suplementagdo com PUFAs n-3 foi eficiente em suprimir as citocinas pro-
inflamatérias pela expressao génica diminuida de TNFa e IL-1 no nucleo arqueado
hipotaldmico, na presengca do tumor, o que melhorou o consumo alimentar dos
animais.

Em doengas cronicas, como o cancer, o exercicio fisico € uma das estratégias
que pode ser adotada para combater a quebra de proteinas (ZINNA, et al., 2003). A
protedlise é fator importante para o aumento da perda e da fraqueza muscular,
atrasando ou complicando a reabilitagdo dos pacientes. Essa perda de tecido
muscular pode prejudicar as atividades da vida diaria e consequentemente reduzir a
gualidade de vida (INUI, 2002; AL-MAJID & MCCARTHY, 2001b; HESPEL et al.,
2001; HASSELGREN & FISCHER, 2001; BRUERA, 1997). Em individuos caquéticos
a perda de peso corporal (TABELA 2) esta associada a presenca de fator indutor de
protedlise (PIF) secretado pelo tumor (TISDALE, 2000). O uso de anticorpos contra
PIF reduziu em 98% a perda de massa magra em camundongos (LORITE, 1997).
Barber e colaboradores (2001) mostraram que pacientes apdés terem consumido
suplemento rico em 6leo de peixe por 3 semanas, apresentaram significativa queda
na produgdo de IL-6, aumento na concentragdo sérica de insulina, declinio na

proporgao cortisol-insulina e diminuigdo na proporgao de pacientes que excretavam
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PIF na urina. Em outro estudo, a suplementagdo com EPA atenuou a degradagao
protéica e indugdo do sistema proteolitico ubiquitina-proteosoma pelo PIF, através
da interferéncia com eventos de sinalizagao intracelular, eventualmente prevenindo
a acumulagao nuclear do NF-kB (WHITEHOUSE; TISDALE, 2003). Quando ativado,
o NFkB bloqueia a morte celular programada ou apoptose (SCHWARTZ,
HERNANDEZ, EVERS, 1999). O NFxB é geralmente up-regulated nas células
cancerosas, resultando em resisténcia dessas células a drogas quimioterapicas ou
radiagdo, e ndo morrem em resposta a lesdo génica. A familia de genes Bcl-2 e a
expressao da COX-2 também bloqueiam a apoptose, resultando em células que nao
morrem em tempo pré-determinado. Os PUFAs n-3 podem restaurar a apoptose
funcional (SCHWARTZ, HERNANDEZ, EVERS, 1999), que consequentemente
down-regulate a expressdo da COX-2 (CONNOLLY; ROSE, 1998) e os genes da
familia Bcl-2 (NARAYANAN, NARAYANAN, REDDY, 2001).

Tem sido demonstrado que a degradagdo de proteina muscular ocorre
associada ao aumento das concentragdes séricas de PGE; (LORITE, 1997),
importante fator angiogénico e catalitico envolvido na produgédo da sindrome da
caquexia, em animais portadores do tumor de Walker 256 (LEAVER, et al., 2002).
Estudos de MUND (2004) em ratos com tumor de Walker 256 e de TREBBLE et al.
(2003), em humanos, suplementando os individuos com 6leo de peixe, mostraram
gue nos individuos suplementados houve redugdo significativa da concentragéao
sérica de PGE..

Em resumo, nossos resultados sugerem que a suplementagcdo com dleo de
peixe e o protocolo de treinamento de saltos utilizado foram eficazes na redugédo do
crescimento tumoral e exerceram efeito anticaquético. A associagdo de dieta e
atividade fisica ndo tiveram efeito adicional nos parametros analisados, corroborando
os resultados do estudo de Robinson e Field (1998). N6s aventamos a hipotese que
0 mecanismo responsavel pela redugao do crescimento tumoral promovido pelo 6leo
de peixe e exercicio fisico seja efetuado pela mesma via. N6s examinamos a
hipotese de participagdo do sistema imunitédrio e n&o encontramos grandes
mudangas o que nos permite sugerir que o sistema de defesa tenha papel
coadjuvante, enquanto o PUFAs n-3 e a atividade fisica desempenhem papel
principal neste processo. A vasta gama de tumores existentes, os diferentes
protocolos de treinamento assim como a divergéncia das respostas do hospedeiro

versus tumor justificam a realizagdo de estudos futuros. Ainda, ha necessidade de se
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determinar se existem beneficios adicionais ao se estender os programas de
exercicio de forga por mais 12 semanas além de se fazer comparagdes entre
protocolos de exercicio aerdbio e de forga comparando seus beneficios. Pouco é

conhecido sobre essas adaptagdes e os individuos com cancer (SEGAL et al., 2003).
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7 - CONCLUSAO

A suplementacdo com 6leo de peixe e o treinamento de saltos reduziram a
taxa de crescimento tumoral, impediram a instalagdo da caquexia, pois a glicemia,
laticidemia, triacilglicerolemia estavam normais e 0s animais apresentaram ganho de
peso. A associagao de dieta e exercicio nao tiveram efeito adicional ao ja promovido
por ambos isoladamente, o que pode indicar uma via comum de agdo. O sistema
imunitario foi ativado, contudo ndo pode sozinho explicar a redu¢ao do crescimento

tumoral bem como da caquexia.
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