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RESUMO

A cascata de eventos que levam ao processo oncologico tem despertado a
atengdo de muitos investigadores, especialmente em relagdo as gorduras
monoinssaturadas e acido linoléico. Em contrapartida, varios estudos tém
demonstrado que a maior ingestdo de acidos graxos 6mega 3 reduz os riscos de
doengas crbénico-degenerativas, e que os alquilglicerdis, presentes no 6leo de figado
de tubardo, apresentam elevada atividade biologica, especialmente em processos
neoplasicos. Este estudo visou investigar o efeito da suplementagcdo com dleo de
peixe em associagdao com o 6leo de figado de tubaréo sobre o crescimento tumoral e
atividade macrofagica de ratos Wistar portadores e nao portadores de tumor de
Walker 256. Ratos Wistar, pos desmame, foram suplementados com 6leo de peixe,
ou Oleo de figado de tubardo ou gordura de coco e associagdes (1g/kg p.c.) até a
fase adulta. Ao completarem 70 dias, foram divididos em subgrupos, inoculados ou
ndo com suspensdo de células do tumor de Walker 256 (2x 10’ céls/mL). No 14°
apo6s a inoculagao do tumor, os animais foram ortotanasiados por decapitacdo. Os
tumores foram retirados e pesados, o0s macréfagos peritoneais aspirados
assepticamente para a mensuragdo da adesdo, fagocitose e volume lisossomal.,
produgao de oxido nitrico e de anion superoxido. Nossos resultados mostram que a
suplementacdo com os diferentes 6leos e associagdes nao provocaram elevagao
significativa da massa corporea (p>0,05). O peso do tumor dos animais
suplementados com gordura de coco (WS) foi maior que o dos ratos com tumor sem
suplementacao (W). Suplementacdo dos animais com 6leo de tubardao (WT) ou 6leo
de peixe (WP) reduziu em aproximadamente 50% a massa tumoral (p<0,05 vs. W). A
associacao de ambos os dleos (WTP) nao modificou este paradmetro, entretanto no
grupo suplementado com gordura de coco e 6leo de figado de tubardo (WTS), a
massa tumoral foi inferior a do grupo WS (p<0,05). Nos macréfagos de ratos sem
tumor, com excecdo da suplementagdo com gordura de coco, todos os demais
grupos apresentaram incremento da adesao, sendo maior no grupo com 6leo de
peixe. Na presenga do tumor este perfil se alterou onde apenas o grupo
suplementado com 6leo de figado de tubardo apresentou aumento significativo
(p<0,05) em relacdo aos demais grupos. Nos individuos com e sem tumor a
suplementacdo com 6leo de peixe elevou significativamente a fagocitose (p<0,05)
nao havendo diferenga entre os demais grupos. O volume lisossomal aumentou nos
animais sem tumor quando comparado ao controle e foi excepcional no grupo com
peixe e gordura saturada e, no grupo com tumor todas as suplementagdes fizeram
reducao do volume exceto no grupo com 6leo de peixe (WP). A produgado de anion
superoxido foi expressiva pelos macrofagos PMA-estimulados de animais sem tumor
suplementados com o6leo de figado de tubardo. Na presenga de tumor isto sé
ocorreu no grupo com oleo de peixe (WP) e quando da associacdo com Oleo de
tubarao (WTP). A produgéo de 6xido nitrico também se elevou com éleo de peixe em
relagdo aos demais grupos sem e com tumor (p<0,05). Nossos dados sugerem que
oleo de figado de tubardo e dleo de peixe tem efeito anti-tumoral contudo sua
associacado nao incrementou a redugao da massa tumoral. No cenario de auséncia
ou presenca de tumor ambos tem acdo imunomoduladora, contudo
comparativamente o oOleo de peixe foi mais efetivo. A participagdo do sistema
imunitario via macréfago no combate ao desenvolvimento tumoral ndo pode ser
descartado por estes dados, contudo acreditamos que o macréfago deva ter papel
coadjuvante.
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ABSTRACT

Fats and fatty acids in general have been implicated in cancer development, in
particular those from n-6 poliunsaturated fatty acids (PUFA) family. On contrary n-3
PUFA family has ant-cancer properties. Several studies have been shown that n-3
PUFA intake reduce the risk for chronic-degenerative disease development and that
alkylglycerols, present in high amount in shark liver oil also have biological properties
in neoplasic process. This study aimed to investigate the effect of the association of
fish oil and shark liver oil supplementation in non-tumor-bearing and tumor-bearing
rats on tumor growth and peritoneal macrophage activity. Wistar rats after weaning
were supplemented at a level of 1 g/kg body weight per day provided as single bolus
using a pipette with regular chow, coconut fat, fish oil, shark liver oil and association
of saturate fat with shar liver oil or fish oil and shark liver oil. At 90 days of age half of
the animal were inoculated in the right flanki with a sterile suspension of 2 x 10’
Walker 256 tumor cells, obtained from an ascetic tumor-bearing rat. Fourteen days
after tumor inoculation, the animals were killed by decapitation using a guillotine,
tumors were removed and peritoneal macrophages harvested. Non-tumor and tumor-
bearing animals fed regular chow are referred to as C and W, those supplemented
with coconut fat are refereed to as S and WS, shark liver oil are refereed to as T and
WT, fish oil referred to as P and WP, association of coconut fat and shark liver oil
referred to as TS and WTS, and fish oil with shark liver oil are referred to as TP and
WTP. Tumor weight in WS group was higher when compared to the other groups
(p<0.05). WT and WP groups have 50% lower tumor growth whem compared to W
group. The association of both supplementation (WTP) did not cause any further
reduction (p>0.05). Peritoneal macrophage from non-tumor-bearing rats
supplemented with coconut fat did increase adhesion, however in all those group the
adhesion increased significantly where in the P group was higher (p<0.05). In the
presence of tumor there was a shift for shark liver oil group being the highest
(p<0.05). Phagocytosis was increased by all supplementation and their association
even in the presence of tumor. Lisossomal volume increased markedly in the P group
and also in the S. In the presence of tumor except in the fish oil supplementation all
groups presented reduction of lisossomal volume. Superoxide production in the non-
tumor-bearing animals was increased in the shark liver oil supplemented PMA-
stimulated. In the presence of tumor there was a shift to fish oil group. Nitric oxide
production increased in the fish oil group tumor or non-tumor-bearing. Our results
suggest the either fish oil and shark liver oil have anti-tumor properties and their
association did not increase the reduction of tumor growth. Regarding to macrophage
activity in the absence or presence of tumor both have immunomodulatory effect
however fish oil was more effective. The participation of immune system by
macrophage in the tumor growth can not be discharged but we believe that these
cells play a coadjuvant role.



1 INTRODUCAO

Segundo o INCA-Instituto Nacional do Cancer, em 2006 ocorreram 467.440
casos de cancer, havendo destaque entre prostata e pulmao para o sexo masculino
e mama e colo de utero para o sexo feminino; dados estes que seguiram o mesmo
padrao de distribuicdo observado no mundo. A morbimortalidade associada ao
cancer observado em paises desenvolvidos € maior do que em paises em
desenvolvimento. Algumas formas particulares de cancer, como o de colon e reto,
prostata e mama feminina sdo mais frequentes em paises desenvolvidos, enquanto
outras, como de estdmago, eséfago e de colo de utero tém maior incidéncia nos
paises em desenvolvimento (GAROCOLO; et al., 2004).

Atualmente as sociedades industrializadas apresentam elevado consumo de
gordura saturada e acidos graxos trans, baixo consumo de acidos graxos w-3,
carboidratos complexos e fibras alimentares. Além disso, a relagdo w-6/w-3
aumentou oito vezes durante a evolugdo, quando comparada a dos individuos
durante o periodo Paleolitico (CIBEIRA & GUARAGNA, 2006). O cancer é resultante
na maioria dos casos, por mutagao ou ativagdo anormal de genes celulares também
chamados de oncogenes, 0s quais sdo responsaveis pelo controle do crescimento e
mitose celular. O desenvolvimento das varias formas mais comuns de cancer resulta
de interagbes entre fatores enddgenos e ambientais, sendo a dieta o mais notavel
fator ambiental. Acredita-se que cerca de 35% de varios tipos de cancer ocorrem em
funcdo de dietas inadequadas (GAROCOLO; et al., 2004). O processo tumoral é
complexo e envolve multiplos estagios: iniciagdo, promogao, progressao e
disseminagao (CURI; et al.,, 2002). Ja para outros autores, a teoria de Berenblum
postula que o cancer apresenta dois estagios distintos, sendo eles a iniciagéo e a
promog¢ao. A primeira € uma fase de proliferacao rapida e ocorréncia de mutacgoes, e
a segunda, envolve um agente promotor, considerando-se que seus efeitos incluam
modificacdes no crescimento, transporte e metabolismo celular (OTTO, 2002).
Mesmo que a etiologia do cancer ainda ndo esteja totalmente estabelecida, fatores
como o fumo, infecgdes, inflamagao e carcindgenos presentes na dieta contribuem

para a carcinogénese humana (CURI; et al., 2002).



Varias sdo as modalidades de tratamento oncologico e dentre elas, a
quimioterapia é a mais utilizada, podendo estar associada ou ndo a radioterapia,
cirurgia, imunoterapia e hormonioterapia. O protocolo de tratamento ¢é instituido de
acordo com o tipo de tumor, seu comportamento biologico, localizagéo, extensao da
doenga, idade e condi¢bes gerais do paciente (COSTA & LIMA, 2002). A
quimioterapia antineoplasica apresenta como finalidade eliminar células tumorais do
organismo. Em contrapartida € toxica para células normais, especialmente as
localizadas na medula 6ssea e células da mucosa. Sua indicagdo depende de uma
série de fatores como a idade do paciente, seu estado nutricional, as fungdes renal,
hepatica e pulmonar, a presenca de infeccbes, metastases e o tipo de tumor
(FONSECA,; et al., 2000).

Pacientes com cancer disseminado apresentam-se suscetiveis a infecgoes em
funcdo do prejuizo na resposta imunologica humoral e a mediada por células.
Tumores da medula &ssea, incluindo canceres com metastase para a medula e
leucemias que surgem na medula, podem interferir com o crescimento e o
desenvolvimento de linfécitos normais e de outros leucdcitos. Além disso, tais
tumores podem produzir substancias as quais interferem no desenvolvimento ou
funcao linfocitaria (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

O aumento das perspectivas de vida de pacientes oncoldgicos transformou o
cancer em doenca cronica, sujeitando os portadores a mais sofrimento proveniente
do tumor, sendo comum a presencga de fadiga, dor, dispnéia, alteragdes cognitivas,
perda de apetite, caquexia, nauseas e depressdo (MOTA & PIMENTA; 2002). Os
efeitos colaterais mais encontrados na maioria dos pacientes submetidos a
quimioterapia sdo nauseas e vomitos, podendo ocorrer sinais e sintomas como
palidez cuténea, taquicardia, hiperpnéia, astenia, tontura, sudorese e dor na regiao
da garganta e do epigastrio (FONSECA,; et al., 2000).

A caquexia oncolégica € uma frequente complicagdo observada em pacientes
com tumores malignos e a origem da desnutricdo nestes pacientes € multifatorial. A
anorexia pode ser atribuida a alteragdes no paladar e no olfato, ou a mudancgas na
regulacdo hipotaldmica da alimentacdo. Disturbios de digestdo e absorgao
acompanham alguns tipos de tumores. A demanda nutricional do tumor encontra-se
aumentada devido a alteracbes provocadas pela neoplasia ou pelo estresse do

hospedeiro. As perdas de massa magra encontram-se aceleradas pela protedlise da



musculatura esquelética e pelo consumo da gordura corporea. A mobilizagdo
acelerada e o consumo dos depésitos de proteinas dos tecidos periféricos do
hospedeiro,ocorrem para suportar a gliconeogénese e a defasagem na sintese de
proteinas de fase aguda. Em contraste, a simples inanigdo esta associada com
relativas economias de tecidos magros com preferencial consumo de gordura
(YOUNES & NOGUCHI, 2000). Cerca de 50% dos pacientes cancerosos apresentam
caquexia em estagios avangados da doenga, o que gera diminuicdo da sobrevida,
estando presentes perda de peso, anorexia, liberagao de citocinas pré-inflamatérias
e aumento do catabolismo o qual envolve diminuicdo do tecido adiposo e da massa
muscular, gerando perdas de proteinas totais, “ turnover” aumentado de glicerol

acidos graxos e aumento da gliconeogénese (CURI;et al. , 2002).

1.1 Comportamento das células tumorais

Células consideradas sadias, especialmente as caracterizadas por elevado
potencial proliferativo como enterdécitos, fibroblastos e linfocitos, apresentam suas
atividades coordenadas por sinais promotores e supressores de crescimento. Ao
contrario disto, as células neoplasicas apresentam proliferacdo intensa, rapida e
descontrolada, presenca da estimulagao autécrina ou independente de fatores de
crescimento para se proliferar pela propria secrecao destes fatores, inibicdo de
contato, diminuicdo de adesdo e perda do controle intracelular do processo
proliferativo (CURI, 2000). As células cancerosas diferem das células sadias por nao
respeitarem os limites normais de crescimento celular. Essas células ndo precisam
dos mesmos fatores de crescimento necessarios ao crescimento de uma célula
normal, apresentam baixa capacidade de aderéncia, o que favorece o deslocamento
entre os tecidos, a entrada na corrente sanguinea e o transporte para todas as
partes do corpo, e apresentam também capacidade de produzir fatores angiogénicos
que promovem o crescimento de novos vasos sanguineos para dentro do tumor
facilitando sua nutricdo. As células cancerosas competem com as ceélulas normais
pelos nutrientes, o que acaba sendo agravado ainda pela sua capacidade

proliferativa. Na realidade, todos os neoplasmas dependem de suporte estrutural,



nutricional, vascular e humoral, os quais sao supridos pelo préprio organismo (CURI,
2000).

Mobilizagao de
fatores anglogénicos,
fatores de crescimento,

metaloproteinases e e g
nutrientes Mobilizagao
das citocinas

Célula cancerosa

Membrana
basal

Estroma

Epitalio

. . . Fibroblastos
Células imunolagicas Células endoteliais
%’ Inibidores de metaloproteinases I Citocinas @ Metaloproteinases
. Fatores de crescimento e angiogénicos S Componentes da matriz extracelular

Figura 1: Interacdo entre célula epitelial cancerosa, células do estroma e

componentes da matriz extracelular. Fonte: Oncol, 2002.

As propriedades microscopicas das células cancerosas envolvem o
pleomorfismo em que as células apresentam tamanho e formato variaveis, o
hipercromatismo em que a cromatina nuclear cora-se de forma mais acentuada, o
polimorfismo onde o nucleo € maior e varia em formato e, por ultimo, arranjos
cromossomais anormais, 0os quais determinam translocacdes, troca de materiais
entre os cromossomos, delecdes e adigbes entre outros (OTTO, 2002).

Sob o ponto de vista cinético, ocorre perda do controle da proliferagcéo celular,
perda da capacidade de diferenciacéo, instabilidade cromossomal, capacidade de
metastases e presenca de propriedades bioquimicas alteradas em decorréncia das
modificagdes do padrdo enzimatico ou de alteracbes do DNA (OTTO, 2002).
Comparadas a uma célula normal, células neoplasicas apresentam menor numero

de mitocdndrias, diminui¢cdo da capacidade respiratéria, alteragdo do comportamento



das enzimas envolvidas na atividade glicolitica, redugao da atividade redox no citosol
e tipo e quantidades dos transportadores de glicose (CURI, 2000).

Tumores malignos apresentam taxa metabdlica elevada, mecanismo este
adaptativo a taxa de proliferacdo rapida das células neoplasicas. O consumo
acentuado de glicose é marcante, ocorrendo competicdo entre esse tipo celular e as
normais pelo substrato nutricional circulante e pelos estoques do organismo (CURI,
2000). Dentre os nutrientes, a glicose, através da via glicolitica, desempenha papel
importante no crescimento da massa tumoral e migragdo de células cancerosas para
outros tecidos (BECKNER; et al. 1990). Enquanto que em células normais existe
uma proporc¢ao entre glicolise e ciclo de Krebs, nas células neoplasicas ocorre quase
que exclusivamente a glicélise, tendo como produto o lactato (BAGGETTO, 1997).
Finalizando as reagdes de glicélise, o fluxo de piruvato gera 38 mols de ATP por mol
de glicose e determina a inibigdo da glicdlise no citosol e formagao do lactato. Tal
mecanismo, conhecido como efeito Pasteur, constitui um dos mecanismos de
controle metabdlico em células normais. A perda do controle glicolitico ou efeito de
Pasteur, esta particularmente relacionada a tumores malignos e também € conhecida
como efeito Crabtree (DANG, et al.,1997).

1.2 Tumor de Walker 256

Segundo FERNANDES (1995), o tumor de Walker 256 € um carcinosarcoma,
que se desenvolveu espontaneamente na regido da glandula mamaria de uma rata
gravida e que foi descoberto em 1928 por George Walker no John's Hopkins
University School of Medicine. Foi localizado na parede abdominal esquerda com
tamanho semelhante ao de uma noz. O que se observou foi que durante a lactagao o
tumor regredia, mas retomava o crescimento apos o desmame (EARLE, 1935). Em
1935 e 1954, esse tumor foi transplantado em ratos Sherman por inoculacéo
subcutanea, sendo palpavel em uma semana, levando a morte dos animais apos
seis semanas. Apos 15 dias do transplante subcutaneo, o tumor foi descrito como
uma massa firme, esférica, lobulada e parcialmente encapsulada, promovendo
metastases nos linfonodos pulmonares, regionais e ocasionalmente retroperitoniais
(DUNN, 1945; LIKELY; et al., 1952; MIDER;et al., 1948; McCOY & NEUMAN, 1956).



Dois subtipos de carcinosarcomas de Walker 256 tém sido utilizados por
apresentarem diferengas marcantes na interagdo com o organismo do hospedeiro. O
tipo A, invasivo e metastatizante, tem lento ritmo de crescimento induzindo a
anorexia e caquexia somente na fase terminal, garantindo sobrevivéncia média de 27
dias. Ao contrario, o tipo B, ndo-invasivo e de crescimento rapido, induz a anorexia e
a caquexia precoce com sobrevida de somente 15 dias. Logo, esse ultimo tornou-se
importante modelo para estudos da caquexia induzida pelo cancer (GUAITANI et al.,
1983). As figuras 2 e 3 demonstram seu desenvolvimento no flanco subcutaneo de

ratos Wistar e seu aspecto apds sua extragao.

Figura 2: Tumor soélido de Walker 256 apos 14 dias de inoculagao/ Fonte:

Laboratério de Metabolismo Celular-UFPR. Fotografia: Sérgio Ricardo de Brito Belo.



Figura 3: Tumor solido de Walker 256 apds extracdo e limpeza/Fonte:

Laboratério de Metabolismo Celular-UFPR. Fotografia: Sérgio Ricardo de Brito Bello.

1.3 Caracteristicas gerais dos macréfagos

Macrofagos sao células da primeira linha de defesa do sistema imunitario
(COUTINHO, 2004) cujo papel é relevante no processo inflamatoério, assim como no
controle do surgimento de células tumorais (TANG, et al., 2000). Sao originados de
células pluripotentes da linhagem mieldide encontradas na medula éssea e circulam
no sangue periférico sob a forma de mondcitos antes de migrarem para os tecidos
onde ocorrera sua diferenciagdo (ERWIG, et al., 1998). Uma vez formados, os
mondcitos permanecem na medula 6ssea por aproximadamente 24 horas antes de
entrarem na circulagdo periféerica (VAN DER BERG, et al, 2001), aonde
permanecem em média por 25 horas (AUGER & ROSS, 1992). Ap6s migrarem para
os tecidos, podem assumir formas morfolégicas diferenciadas, sendo como
exemplos as micrdglias do sistema nervoso central, as células de Kupffer no figado,
os macrofagos alveolares no pulm&o e os osteoclastos nos ossos (ABBAS &
LICHTMAN, 2005). Apresentam movimento amebodide ativo e sua capacidade
funcional, bem como seu estado morfolégico, € dependente de seu estado ativado
ou ndo ativado e sua respectiva localizagédo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

Caracterizam-se por serem células grandes, com forma irregular, medindo entre 10-



80 um de didmetro, com nucleo irregular excentricamente posicionado, 1 ou 2
nucléolos e cromatina dispersa. Apresentam complexo de Golgi desenvolvido e
numero variavel de vesiculas de endocitose, assim como grande numero de
mitrocéndrias e superficie irregular onde sdo encontrados microvilos (AUGER &
ROSS, 1992; CALDER, 1998). Desempenham papéis importantes nas respostas
imunes inatas e de adaptacdo, e sao ativados por produtos microbianos como as
endotoxinas e por citocinas das células T como o IFN-y. Quando ativados, eliminam
microorganismos pela fagocitose, produzem citocinas proé-inflamatérias e apresentam
antigenos as ceélulas T auxiliares. O carater anibnico da membrana plasmatica é
dado basicamente pela presenca do acido n-acetilneuraminico (NANA) ou acido
sialico, assim como pelos grupamentos sulfatos e carboxilicos dos aminoacidos
encontrados em glicosaminoglicanas e grupamentos fosfato de fosfolipideos
(SOEIRO, et al., 1994).

Sofrem agéo ainda do MIF-Macrophage Migration Inhibitory Factor, também
chamado de GIF (Glycosylation-inhibiting factor); citocina liberada por linfocitos cujo
papel é inibir a migragdo de células peritoneais normais como macréfagos. Foi
descrito que a supressao de MIF provoca reducio da resposta ao LPS e a bactérias
Gram-negativas, demonstrada pelo decréscimo da atividade de NF-kB e da produgao
de TNF-a pelos macréfagos (OLIVEIRA & SILVA, 2004). Assim, a MIF facilita a
detecgao de endotoxinas, permitindo que as células que se encontram proximo das
‘portas de entrada” respondam rapidamente a bactérias invasoras (OLIVEIRA &
SILVA, 2004)..

Enquanto células apresentadoras de antigeno (APCs), os macréfagos podem
interagir através de uma variedade extensa de moléculas extracelulares, onde se
incluem proteinas e polissacarideos livres, internalizando-as e submetendo-as a
mudancas metabdlicas intracelulares e apresentando-as em sua superficie em
associacdo com moléculas MHC Il, sendo assim reconhecidas pelos linfocitos T
(UNANUE, 1987). Em outras palavras, dentro da resposta imunitaria, os macrofagos
fagocitam os antigenos degradando-os através de sistemas enzimaticos em
fragmentos menores e associando-os ao complexo de histocompatibilidade principal
da classe | e classe Il (MHC-I e MHC-II), os quais ficam disponiveis para a

apresentagéo aos linfécitos TCD8" E CD4" (CURI, 2000). Em suma, os macrofagos



participam em multiplos eventos regulatérios (Figura 4), destacando-se a inibigdo ou
promog¢ao do processo inflamatdrio, reparo e renovagao de tecidos, agao tumoricida
e microbicida e importante mediacdo da interacdo entre a imunidade inata e

especifica (WOODS, et al., 2000).

_' Papel Central dos Macrofagos na Imunidade e Inflamacéo
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Figura 4: Papel central dos macrofagos na imunidade e inflamacgéo/ Fonte:
Roitt.

A atividade dos macroéfagos infiltrados na massa tumoral pode ser regulada
por substancias liberadas pelo tumor, reprimindo assim a resposta desta célula, ao
passo que outros estudos demonstram efeito facilitador do macréfago no
desenvolvimento de determinados tumores sdlidos pela liberacédo de fatores os quais

favorecem a angiogénese, o que permite maior aporte de nutrientes e oxigénio para
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o tecido tumoral (YOUNG, et al.,1998, KLIMP, et al., 2002; DAEMEN, 2002).
Segundo Hildebrand e Cols. (2002) e Leek e Cols (1996), macrofagos sao capazes
de promover a angiogénese pela secre¢cao de enzimas proteoliticas que degradam a
matriz extracelular em fung&o principalmente das metaloproteases de matriz tipo 2 e
9 (MMP-2 e MMP-9), bem como pela acao de fatores de crescimento como o TGF-p,
PDGF, VEGF. Entretanto, macréfagos associados a tumores também liberam
interferons, angiotensina, fator plaquetario 4 e trombospondina, que inibem a
angiogénese e consequentemente a proliferacdo de células endoteliais
(SUNDERKOTTER, et al., 1994).

Em estado quiescente, os macrofagos residentes apresentam taxa metabolica
baixa e realizam parcialmente glutamindlise e glicolise (ARDAWI & NEWSHOLME,
1993), ao passo que quando estimulados, aumenta-se sua capacidade secretoria
(RAPOLEE,1988) e geralmente, sdo dois estimulos sequenciais, sendo o primeiro
inicializador e o segundo disparador (PICK, MIZEL; 1981). Ja para outros autores,
macrofagos ativados apresentam baixa atividade secretora, porém com marcada
capacidade de producao de metabdlitos reativos do oxigénio como H,0,, O;', OH e
NO, relevantes para sua atividade microbicida e tumoricida (JORENS, et al.,1995). A
ativacdo macrofagica gera uma série de modificagbes metabdlicas a fim de
possibilitar a proliferacdo dos linfocitos e elevacdo da atividade dos processos de
sintese de diferentes substancias envolvidas na resposta imunitaria. O aumento da
taxa metabdlica busca manter o fornecimento de precursores para sintese de
proteinas, RNA, DNA, lipidios estruturais, reguladores intermediarios da
colesterogénese e derivados, assim como o fornecimento de ATP (CALDER, 1998).
Dentro de parametros gerais, os produtos secretados pelos macréfagos incluem as
lisozimas (GORDON, et al.,1974) hidrolases acidas (LASSER, 1986; NATHAN,1987),
proteases neutras como as colagenases, elastases e angiotensina convertase
(NATHAN,1987; SILVERSTEIN & FRIEDLAND, 1979), inibidores de enzimas
(NATHAN, 1987; NATHAN & MURRAY, 1980), elementos do sistema complemento
(BRADE, 1980; WALEY & LAPPIN, 1981), fatores de coagulagéo (PRIDZ, 1978),
espécies reativas do oxigénio (BABIOR, 1984), intermediarios do metabolismo do
acido araquidénico (SAMMUELSON, et al., 1978, BOONEY & DAVES, 1984),
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon IF-y, fator de
crescimento e transformagao (TGF) e interleucinas (DINARELLO, 1985; CERAMI &
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BEAUTLER, 1988, LARSER, et al.,1989, KUNKEL, et al.,1990; LEWIS, et al., 1991;
ADAMS, et al., 1994).

A funcdo mais relevante de macrofagos € a fagocitose, processo seletivo que
busca nao eliminar células e estruturas do préprio organismo e que prioriza
superficies asperas, visto que as substancias proprias dos tecidos apresentam
superficies lisas, bem como apresentam revestimentos protéicos protetores os quais
repelem os fagocitos, ao passo que as particulas estranhas e de tecidos mortos sao
desprovidas desses revestimentos protéicos tornando-as mais propensas ao
processo fagocitario. Além disso, evidencia-se dentro desses processos de selegao
fagocitaria o reconhecimento de certos materiais estranhos pelo sistema imunitario.
Os macrofagos quando associados ao tumor, apresentam fungdes complexas em
relagcdo as pilhas de células neoplasicas e as evidéncias sugerem que 0S mesmos
sdo pecas relevantes no circuito inflamatério e na progressdo do tumor
(MANTOVANI, et al., 2002).

1.3.1 Macrofagos e espécies reativas de oxigénio

Diversos estimulos induzem, em fagdcitos, eventos metabdlicos, tais como a
‘explosao” respiratéria em que sado produzidas espécies reativas de oxigénio
(BRANDT, et al., 2003). Radical livre & definido como qualquer atomo, molécula ou
fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas
camadas de valéncia (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Os principais radicais
livres compreendem o anion superoéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H20,) e o
radical hidroxila (OH"). Tais metabdlitos podem se combinar com o 6xido nitrico para
formar outros intermediarios reativos do nitrogénio. Considera-se que a liberagéo
extracelular de baixas concentracdes desses potentes mediadores pode aumentar a
expressao de quimiocinas, citocinas e moléculas de adesao endotelial de leucdcitos,
amplificando processos que culminam na resposta inflamatdria. Entretanto, em
concentragbes elevadas a liberagdo desses mediadores quimicos pode prejudicar o
préprio organismo, visto que estdo envolvidos com lesdo endotelial, consequente

aumento da permeabilidade vascular e inativagao de anti-proteases, favorecendo a
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acao de proteases e aumentando a destruicdo da matriz extracelular (ROBBINS,
1996, STITES, etal., 1997, ROITT, etal., 1994).

Para alguns autores, dentre os radicais citados, o radical hidroxila (OH’) e o
anion superoxido (O,7) sdo os mais relevantes pois sdo formados durante o processo
natural ou exacerbado de reducéo de O; no interior de mitocondrias (BENZI, 1993).
Ja o perdxido de hidrogénio (H202), surge no interior das células quando o O, é
reduzido divalentemente (Figura 5) ou quando o anion O, sofre dismutagao
espontanea ou catalisada (PEREIRA, 1994). Sua reatividade mais marcante, pode
ser avaliada pelo menor tempo de vida média que possui em funcdo de sua
instabilidade eletrdnica. O OH e o O,~ possuem tempo respectivo de vida de 1x 10
e 1x 10° segundos, enquanto o H.0, superior a 10 segundos (PEREIRA, 1996).

A fim de se proteger, o organismo langa mao de mecanismos quimicos e
enzimaticos. Nesse sentido, a dieta enquanto adequada no que diz respeito ao
consumo de a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, selénio, acido ascorbico (vitamina
C), glutationa reduzida (GSH), diminuem a acdo tdxica das espécies reativas de
oxigénio (EROs). Quando expostos, os organismos sintetizam enzimas antioxidantes
como as superoxido dismutase (CuZn-SOD - citosodlica e extracelular; Mn-SOD -
mitocondrial), catalase (hemeenzima) e glutationa peroxidase (GPX - dependentes e
nao-dependentes de selénio) para decompor 0%, H,0, e lipoperoxidos (YU, 1994).

Apdés serem expostos a um estimulo adequado, os fagdcitos
polimorfonucleares e mononucleares sofrem mudangas metabdlicas, aumentando o
consumo principalmente de oxigénio, que chega a atingir niveis 50 vezes maiores
que os observados quando as células encontram-se em repouso. Associado a isto,
evidencia-se aumento na oxidagao da glicose, pela via hexose monofosfato, com
produgao de NADPH.

A adenina-difosfato-nicotinamida oxidase doa elétron, promovendo a redugao
do O, a O, e este, por dismutacdo espontanea, ou pela atividade da enzima

superoxido dismutase (SOD), é transformado em H,O, (Figura 5).
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2 O, + NADPH —2 O + NADP+ + H+

SOD

207 +2 H+—> HO2 + Oz

Figura 5: Redug¢do do O, a O, , e formagdo do H,O, por dismutagdo

espontanea ou pela atividade da enzima superéxido dismutase.

A geracédo de H2O, é um processo natural e de acordo com as atividades
celulares, entretanto a liberagao de quantidades consideraveis induz a quebra da fita
de DNA e/ou perturbagdes no citoesqueleto, levando a morte celular. Compostos que
estimulam macroéfagos, fazendo-os liberar H,O, em pequenas concentragdes, sao

fundamentais, pois auxiliam na resposta imunoldgica (ALMEIDA, et al., 2005).

1.3.2. Macrofagos e Oxido Nitrico

O oxido nitrico encontra-se envolvido em processos fisiologicos como
neurotransmisséao, controle de pressdo sanguinea, inflamagao, reagdes imunologicas
e nos mecanismos de defesas contra microorganismos e tumores (COSTA; et al.,
2003). Constitui um radical livre gasoso, inorganico, incolor, com sete elétrons do
nitrogénio e oito de oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. Até a década de 80,
era considerado membro de uma familia de poluentes ambientes indesejaveis e
carcindgeno potencial, e atualmente, traduz-se em um dos mais importantes
mediadores de processos intra e extracelulares (DUSSE; et al., 2003). Entretanto,
seu descontrole no processo de sintese esta envolvido com doencas
cardiovasculares, autoimunidade, rejeicdo de transplantes, doengas degenerativas,
sepsis, genotoxicidade e surgimento de neoplasias. O 6xido nitrico apresenta agao
antitumoral, porém toda atividade depende das quantidades geradas e da interagao

das células do hospedeiro com o tumor. Entretanto, ja foi atribuido ao 6xido nitrico a
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iniciacdo da carcinogénese em células com inabilidade de gera-lo, o que associado
a outros fatores, poderia levar ao descontrole da citoestase e diferenciagao celular,
favorecendo a propagacdo de um clone maligno. Em tumores, o NO assume
importdncia na neovascularizagdo, contribuindo para a manutengcdo do fluxo
sanguineo adequado. (COSTA; et al., 2003). A producdo de NO se da através de
reacao identificada em que a L-arginina é transformada em um intermediario, a N.
hidroxi-L-arginina com a presenga de Nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-
hidrogénio (NADPH) e Ca*? sendo necessario mais NADPH e O, para a formagao de
L-citrulina e NO (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). O aminoacido L-arginina &
considerado semi-essencial, pois apesar de ser produzido pelo organismo, suas
quantidades sao insuficientes, ja que faz parte do ciclo da uréia e € utilizado na
sintese de creatinina e fornece ornitina para a sintese de poliaminas. E por se
apresentar em concentracdes insuficientes, ocorre neo-sintese nos tubulos proximais
renais a partir da citrulina (FLORA & ZILBERSTEIN, 2000). O NO é derivado do
aminoacido L-arginina pela atividade da enzima de trés dioxigenases denominadas
oxido nitrico sintases (NOS), sendo que dois isbmeros destas enzimas sao
expressos na forma constitutiva (cNOS) em células do endotélio, nos neurdnios e
musculo esquelético. Ja o terceiro isémero induzido (iINOS) é identificado nas células
do sistema imunitario, inclusive nos macréfagos (QUEIROZ; et al., 2006). O oxido
nitrico € potencialmente toxico, e essa toxicidade se faz presente em situagdes de
estresse oxidativo, geragao de intermediarios de oxigénio e deficiéncia do sistema
antioxidante. Corresponde ao principal mediador citotoxico de células imunologicas
efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula reguladora do sistema
imunitario (DUSSE; et al., 2003). Algumas doengas como a diabetes mellitus, artrite,
e hepatite viral estdo ligadas a um aumento na producdo de NO, que pode ser
considerada uma molécula toxica, causadora de mutacdo no DNA e indugdo de
apoptose em macréfagos e hepatécitos (OLIVEIRA,; et al., 2004).

Sua deteccdo em laboratério constitui-se em um desafio pelas pequenas
quantidades obtidas e por sua meia vida ser extremamente curta, em torno de 4 a 6
segundos no plasma, e 10 a 60 segundos nos tecidos. Dentre as metodologias
utilizadas para a sua mensuragado estdo a ressonancia eletrbnica para-magnética
(EPR), e a quiminescéncia e detecgao eletroquimica com a utilizacdo de sensores

intravasculares, caracterizando-se assim em métodos diretos. Existem ainda os
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indiretos por dosagem plasmatica ou urinaria de nitrato e nitrito, da GMPc, do co-
produto L-citrulina, da detecgdo de nitrosil hemoglobina (NO-hb) das hemacias
circulantes, da quantidade histoquimica da NOS e de residuos de 3-nitrotirosina,
formados pela acao do ONOOQO" sobre os residuos tirosina das proteinas. Em ambito
clinico, a deteccdo de 3-nitrotirosina por HPLC tem sido um marcador promissor
(DUSSE; et al., 2003).

1.4 Lipideos, sistema imunitario e cancer

A alimentagdo € um dos fatores de risco com grande impacto no
desenvolvimento e progressdo de alguns tipos especificos de cancer (YIP; et al.,
1999, SCHULMAN, et al., 2002). Dietas ricas em gorduras saturadas e carnes
vermelhas e deficientes em fibras, podem ter significados clinicos elevados na
promog¢ao do tumor (SAXE, et al., 2001). Experimentos e estudos epidemiolégicos
tém evidenciado estreita relagdo entre caracteristicas qualitativas da dieta e
ocorréncia de doengas crénico-degenerativas como as doengas cardiovasculares, o
diabetes mellitus ndo insulino-dependente, diferentes tipos de cancer e obesidade.
As modificacbes observadas nas ultimas décadas apontam para menor contribuigcao
dos carboidratos no consumo caldrico total, bem como sua substituicdo por gorduras,
principalmente na década de 70 para 80, lembrando que a participagcdo das
proteinas pouco se alterou ao longo do estudo (MONDINI& MONTEIRO,1994).

A alta ingestdo de lipidios induz a diversas alteracbes no organismo, que
envolvem a modulagcdo do tipo e quantidade de eicosanoides produzidos, ou
modificagcdes da expressao génica, alteracdes do metabolismo energético, fluidez de
membranas, fungdo imunoldgica e produgao e hormdnios, entre outras (CURI; et al.,
2002). Os lipidios provenientes da dieta interferem na fluidez de membrana pois,
comprometem o comportamento dos receptores da superficie celular e as interacdes
entre células. Além disso, a alimentagdo como um todo, pode alterar o perfil de
hormonios esterdides e desse modo, modificar o risco de neoplasia ao longo da vida.
Dietas ricas em gordura, principalmente em gorduras saturadas, tendem a aumentar
o risco de desenvolvimento de neoplasias (MONDINI, MONTEIRO;1994). Em adigao,

apresentam maior densidade e a deposicdo da gordura dietética nos tecidos
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corporais, demandam menos gasto de energia em comparagdo a deposicdo de
gordura derivada de carboidratos e proteinas (AHMED & HOLUB; 1984).

As estimativas sao de que 30% a 60% de todos os canceres em homens e
mulheres apresentem relagdo com a dieta, e alimentos ricos em gorduras foram
associados a maior incidéncia de céncer de colo, prostata e mama (OTTO, 2002).
Além disso, a quantidade e o tipo de gordura consumida influenciam as
concentragbes sanguineas de colesterol e lipoproteinas. Os lipidios e gorduras
envolvem uma série de diferentes substancias hidrofébicas capazes de
desempenhar varios papéis no organismo, tais como reserva de energia,
composicao das membranas, cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons,
formagao de pigmentos os quais absorvem luz, ancoras hidrofobicas, agentes
emulsificantes, hormdnios e mensageiros intracelulares (LEHNINGER, et al., 2000).
Sua estrutura é composta de acidos graxos ou/e moléculas diretamente a eles
relacionadas, como os alcoois, aldeidos ou aminas, e com isso, a compreensao de
sua estrutura quimica, bem como de suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas, sao fundamentais para o estudo de seu metabolismo e fungdes
(NETTLETON, 1995).

A cascata de eventos que leva ao processo oncoldgico tem despertado a
atengdo de muitos investigadores, especialmente em relagdo as gorduras
(ARONSON, et al., 1999). Gorduras saturadas, monoinsaturadas e acido linoléico
tém sido apontados como vildes (NELSON & BRAWER, 1985; HANASH, et
al.,2000). O acido linoléico (18:2 n-6) e o acido linolénico (18:3 n-3) s&o precursores
da produgdo de eicosandides (prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos), e
alguns desses eicosanodides tém sido relacionados com o desenvolvimento de
tumores, interferindo na proliferagao celular, na resposta imunoldgica, na invasao
tecidual e metastizagcédo, (REITER & DEKERNION,2003; SCHULMAN, et al., 2002)
assim como na fluidez transmembrana que por sua vez pode modificar receptores da
superficie celular e interagcdo entre células ( YIP, et al.,1999). Outras linhas de
pesquisa sugerem que os efeitos dos acidos graxos na carcinogénese provém da
formagao de radicais livres em funcdo de sua oxidagdo (SHUURMAN, et al.,1999).

A indugdo do cancer em modelos animais e o cultivo de células neoplasicas
contribuem para demonstrar os mecanismos de agao dos acidos graxos, lembrando

que ha correlagdo entre os tipos de acidos graxos da dieta e a ocorréncia de
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canceres de diversas etiologias, o comportamento metastatico e a caquexia

decorrente do crescimento tumoral (CURI, et al., 2002).

1.4.1 Acido Graxos Poliinsaturados n-3

No processo de formagao de tumores, incluindo-se a iniciacdo, promogao,
laténcia, crescimento e metastases, a gordura proveniente da dieta tem papel
relevante. O acido linoléico (w-6) tem sido considerado como a base na inducgéo e
nas metastases de tumores, sendo que a razdo 6mega 6 (w-6): dmega 3 (w-3)
parece ser fundamental, ja que os acidos graxos w-3 (acido linolénico) sao inibidores
competitivos dos efeitos dos acidos graxos w-6 (CIBEIRA & GUARAGNA, 2006).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA- Polyunsaturated Fatty Acid) s&o
formados por duas grandes familias: a familia n-3 (dmega -3 ou ®-3) derivada do
acido graxo essencial a-linolénico e a familia n-6 (dmega -6 ou ®-6) derivada do
acido graxo essencial linoléico (JIANG, et al., 1998; CALDER, 2001).
Particularmente em relacédo ao 6mega -3, somente a partir de 1980 descobriu-se sua
necessidade na dieta, considerando-se suas propriedades profilaticas no
aparecimento de disturbios neuroldgicos e visuais (CURI, et al., 2002). O consumo
de peixes, grandes fontes de PUFA n-3, reduz de maneira significativa o risco de
doengas cardiovasculares (HE, et al.,2002). A utilizagdo de peixes como fontes de
substancias de interesse medicinal €& fendbmeno historicamente antigo e
geograficamente disseminado (ANDRADE & NETO, 2005). Atengcédo especial tem
sido dada ao acido graxo a-linolénico (LNA, 18:3n3), eicosapentaendico (EPA,
20:5n3) e docosahexandico (DHA, 22:6n3) (SOUZA; et al., 2005). Outras fontes de
w-3 sao os Oleos vegetais de linhaca e canola e os fitoplanctons marinhos de locais
frios.

Estes ultimos sdo fontes de acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) encontrados em grandes concentragbes nos Oleos de
peixes de aguas frias e profundas, como a sardinha, cavala, salmao, truta e atum

(FETT, et al., 2001). Os acidos graxos pertencentes a familia w-3, particularmente o
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EPA, interferem na producédo de prostaglandina trombdtica e tromboxana ou s&o
transformados em prostaglandinas antitromboéticas e devido aos estudos com os
eicosandides (figura 6), ttm se conhecido as suas agdes vasculares e hemostaticas
(VISENTAINER, et al., 2000).

Entre outros efeitos, os PUFA da familia 6mega-3 apresentam efeito
imunossupressor, inibindo proliferacdo de linfécitos, a producdo de anticorpos e
citocinas, a expressao de moléculas de adesao e a atividade de células citotoxicas
(CURI, et al., 2002). Sua suplementacdo, sob a forma de 6leo de peixe, reduz a
producdo de citocinas, interleucina 1 (IL-1) interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral (TNF) por células mononucleares, e interessantemente esse efeito se
mantém por varias semanas apos a interrupg¢ao da suplementagao (COOPER, et al.,
1993). Seu papel modulador sobre o sistema imunitario tem sido descrito por estudos
epidemioldgicos, clinicos e em animais experimentais (CALDER, 1998), sendo que a
proliferagdo de linfocitos e ativagdo de macréfagos é parte importante da resposta
auto-imune e a regulacao deste processo representa papel central no controle deste
sistema (NETTLETON, 1995).
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Figura 6: Acidos graxos poliinsaturados como precursores de eicosanéides —

prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos.

1.4.2 Oleo de Figado de tubaréo

O dleo de figado de tubardo tem sido estudado desde 1950 e dentro de seu

conteudo lipidico, de 30 a 50% é representado pelos alquilglicerdis, os quais sao

gorduras formadas por uma cadeia hidrocarbénica, saturada ou insaturada, unida por

ligacdo do tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol (figura 7) (BROHULT et

al.,1977). Eteres lipidicos sdo substancias quimicas com pronunciada atividade

biolégica. Os alquilglicerdis, um dos representantes desse grupo, encontram-se
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presentes na medula 6ssea humana, no leite materno, no leite de vaca e no 6leo de

figado de tubarao.

{|3H2-DH

CH-OH + RADICAL = CH2-OH
{|.':H2-DH CH-OH

Glicerol CH2-0-RADICAL

U

Chymyl alcohol — R= (CH;)5.CH3
Batyl alcohol — R=(CH;)47.CHj3
Selachyl alcohol —-R=(CH,)s.CH=CH (CH,);.CH3

Figura 7: Estrutura quimica das moléculas de alquilglicerol mais comuns.

A presenca de grupo metdxi (-OCHs) no inicio da cadeia alifatica em
substituicdo ao hidrogénio (figura 7), confere estimulagdo da resposta imunoldgica e
imunomodulagao, atividade antifungica, e em culturas de células demonstraram
efeitos citotoxicos sobre células tumorais e reducdo de metastases (BROHULT, et
al., 1986). Em fontes naturais, os alquilgliceréis sdo encontrados sob a forma
esterificada, ou seja, ligada a acidos graxos principalmente poliinsaturados unidos
por ligagdes éster as duas hidroxilas livres do glicerol sendo assim denominados de
alquildiacilgliceréis (BROHULT, 1962). Estudos realizados com o alquilglicerol 1-O-
(2-metdxi) hexadecilglicerol revelaram sua capacidade de, em pequenas
concentragdes (uM), inibir a proliferacdo de células tumorais humanas de proéstata
(REYNOLDS et al, 2000).
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OCH,

|
?HZ—DCHZ—EH —(CH,);5~CH,
HO—C—H
|
CH,OH

Figura 8: Estrutura quimica do 1-O-(2-metdxi)hexadecilglicerol, um

alquilglicerol metoxi substituido encontrado no 6leo de figado de tubaréo.

Em estudos que buscaram verificar os efeitos do alquilglicerol sobre a reducao
da proliferagao celular em diferentes linhas de canceres humanos, houve redugao
significativa na coldnia de células tumorais da prostata, aumento da apoptose tanto
na prostata quanto ovario, e predominante necrose em carcinomas mamarios
(KROTKIEWSKI, et al.,2003).

Seus efeitos também estdo relacionados a prevengdo de leucopenia e
trombocitopenia, e a sua administracdo a pacientes com cancer de colo uterino
resulta em taxas de sobrevivéncia mais altas comparando-se apenas a
administragao da terapia radioativa. Entretanto, seus efeitos sao diferentes de acordo
com o tipo de alquilglicerol, ou seja, o alcool saturado chimyl com 16 atomos de
carbono na cadeia lateral € capaz de proporcionar um crescimento relativamente
pequeno em relacdo ao alcool saturado batyl com 18 atomos de carbono
(BROHULT, et al.,, 1970). Em experimentos realizados com suplemento oral de
capsulas (0,1g de alquilglicerol), de duas as trés vezes ao dia, totalizando 0,6g ao dia
antes da terapia radioativa, percebeu-se regressdo do crescimento tumoral. Além
disso, os efeitos colaterais decorrentes da terapia por radiagao foram marcadamente

reduzidos pela administragao de alquilglicerdis, bem como os efeitos colaterais mais
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complexos decorrentes dos danos provocados pela radiagdo combinados ao
crescimento tumoral foram reduzidos a cerca de 1/3 (BROHULT, et al., 1986).

Em pesquisa desenvolvida com criangas portadoras de leucemia linfoblastica,
tratadas pelo Departamento de Pediatria da Universidade de Oulu, Finlandia, e seus
familiares, 40% de criangas portadoras dessa patologia se utilizaram de medicina
alternativa e 100% consumiam vitaminas como suporte ao tratamento. A composigao
de muitos medicamentos alternativos utilizados ndo era clara, mas em sua maioria
apresentavam produtos como figado de tubardo (MOTTONEN; UHARI, 1997).

Esqualeno, precursor esteréide do colesterol, e esqualamina (figura 9),
esterdide aminado (PIETRAS et al., 2005), sdo outras moléculas de interesse
biolégico encontradas no oleo de figado de tubardo. A esqualamina em particular,
apresenta baixo peso molecular e dentre seus efeitos, destaca-se seu carater como
inibidor de angiogénese (TEICHER et al., 1998; SILLS JR et al., 1998; SCHILLER et
al., 1999; MARWICK , 2001; WILLIAMS et al, 2001).

L oss

Figura 09: Estrutura quimica da molécula de esqualamina.
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1.4.3. Gordura de coco

A gordura de coco é acido graxo saturado de cadeia média formado
basicamente por laurico e miristico. E uma fonte de lipidio mais efetiva em relagéo as
outras, pois acidos graxos de cadeia média sao absorvidos mais rapidamente no
[Umen intestinal entrando no sangue portal, podendo ser utilizado mais
eficientemente que gorduras compostas de &acidos graxos de cadeia longa
(MASCARENHAS, et al.,1998). Os acidos graxos de cadeia saturada ndo sao
nutrientes essenciais, pois sado sintetizados no organismo humano a partir do
acetato. As gorduras saturadas sdo mais abundantes nos animais em geral, exceto
nos peixes que sao mais ricos em acidos graxos poliinsaturados como DHA, EPA e
linolénico. Os acidos graxos saturados, como o palmitico, estearico, miristico e
laurico apresentam efeito hipercolesterolémico, além de aumentarem as
concentracdes de lipoproteina LDL que transporta 70% do colesterol para os tecidos.
A gordura de cacau, gordura de coco, gema de ovo, gorduras de carnes, certos tipos
de margarinas, gorduras hidrogenadas, manteiga, sebo, banha, toicinho favorecem o
aumento do colesterol do sangue (ROTMAN; 1999).

Em estudo que buscou comparar os efeitos da gordura de coco e do éleo de
peixe sobre a caquexia e crescimento tumoral, foi observado que a suplementagao
dietética com a gordura de coco nao interferiu nos parametros de caquexia (TOGNI,
et al.,2003). Entretanto outros estudos associam o seu consumo a maiores riscos de
cancer, maior crescimento tumoral e tumores mais agressivos. A discrepancia entre
estas informagdes podem ser atribuidas ao tipo de abordagem experimental utilizada
onde Togni e cols incrementaram o consumo de gordura na dieta em apenas 0,1%
enquanto nos demais trabalhos havia de 2 a 3 vezes maior consumo de gordura
saturada (8-12%).

2 JUSTIFICATIVA

Diante das estimativas crescentes de novos casos de cancer na populagao

brasileira, bem como dos gastos hospitalares decorrentes do tratamento das

neoplasias, o desenvolvimento de estratégias vislumbrando a possibilidade do
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surgimento de novas terapias, € necessario para a obtencdo da melhoria na
qualidade de vida do paciente. Varios estudos tém demonstrado que a maior
ingestdo de -3 reduz os riscos de doengas crénico-degenerativas, e que 0s
alquilglicerdis presentes no 6leo de figado de tubardo tém elevada atividade
bioldgica, especialmente em processos neoplasicos. Considerando a influéncia dos
lipidios da dieta sobre o comportamento de células tumorais e de defesa, é relevante
avaliar a atividade dos macréfagos visto que sédo células diretamente envolvidas no

controle do surgimento de células tumorais (TANG, et al.,2000).
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3 OBJETIVO

Varios trabalhos tem previamente demonstrado que 6leo de peixe e dleo de
figado de tubardo tem acéo anti neoplasica, contudo ndo ha relato de estudos da
associacao destes dois 6leos. Assim, o presente estudo objetiva investigar o efeito
da associagcdo do oOleo de figado de tubardo (Ecomer®) e O6leo de peixe
(Herbarium®) sobre a atividade macrofagica de ratos Wistars portadores de tumor de

Walker 256. Para alcancar os objetivos, serao mensurados e analisados:

e O peso corporeo dos animais;

e O peso da massa tumoral;

e A atividade fagocitaria;

e O volume lisossomal,

e A producao de anion superoxido;
e A producgao de Oxido nitrico;

e Adesao de macréfagos;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostra

Para os experimentos, foram utilizados 360 ratos da linhagem Wistar do sexo
masculino obtidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Todos os animais receberam agua e ragcdo a vontade até a
inoculagdo do tumor e foram submetidos a ciclo claro/escuro (22:00/10:00hs) e
mantidos em ambiente com temperatura controlada (23°C + 2 °C). Os ratos foram

divididos em 12 grupos, sendo estes:

Grupo sem tumor:

C— Controle (n=25 animais)

T— Controle suplementado com 6éleo de figado de tubarao (n=25)

TP—Controle suplementado com éleo de figado de tubarao e 6leo de peixe (»-3)
(n=25)

S— Controle suplementado com gordura de coco (saturada) (n=25)

TS— Controle suplementado com éleo de figado de tubarédo e gordura de coco
(saturada) (n=25)

P— Controle suplementado com 6leo de peixe (®-3) (n=25)

Grupo com tumor:

W— Walker (n=25)

WT— Walker suplementado com déleo de figado de tubarédo (n=25)

WTP—Walker suplementado com éleo de figado de tubarao e 6leo de peixe (»-3)
(n=25)

WS— Walker suplementado com gordura de coco (saturada) (n=25)

WTS— Walker suplementado com 6leo de figado de tubardo e gordura de coco
(saturada) (n=25)

WP— Walker suplementado com 6leo de peixe (»-3) (n=25)
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Protocolo de suplementagéo:

Os animais foram suplementados desde o desmame aos 22 dias, até a
maturidade sexual. Cada grupo recebeu sua/as respectivas suplementagdes (1g/Kg
p.c.) através de micropipeta até completarem 70 dias. Apos este periodo, todos os
animais dos grupos com tumor sofreram inoculagcdo subcutanea no flanco direito, de
1 mL de suspensao de células do tumor de Walker 256, contendo 2 x 107 células/mL,
dando continuidade a suplementagao descrita acima.

Ap6s 14 dias da inoculagdo do tumor os animais foram ortotanasiados por
decapitagdo e analisados parametros relacionados a atividade de macrofagos. O
experimento foi repetido por pelo menos 05 vezes e as fases do mesmo podem ser

visualizadas no diagrama experimental abaixo:



DIAGRAMA DAS FASES DOS EXPERIMENTOS
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4.2 Obtencdao e inoculacdo das células do tumor de Walker 256

Apds a morte do animal portador de tumor ascitico de Walker 256, foi injetado
10mL de solugao salina 0,9% na cavidade abdominal, tomando-se cuidado para nao
perfurar o intestino. Em seguida, foi massageada a regido e aberto o abdémen de
forma a favorecer a entrada de uma pipeta tipo Pasteur para a retirada do liquido
ascitico, o qual foi armazenado em tubo falcon de 50mL, em gelo, com 1mL de
EDTA para evitar a coagulacdo do sangue. Uma aliquota foi retirada para contagem
do numero de células utilizando-se a camara de Neubauer. Ap6s contagem, 1mL da
suspensdo, contendo 3x10’ células, foi injetado subcutaneamente no flanco direito
dos animais dos grupos experimentais com tumor (FERNANDES et al., 1991). Apds
14 dias, todos os animais foram ortotanasiados e varios parametros mensurados,
considerando-se indicadores clinicos da sindrome caqueética.

As células tumorais, foram cedidas gentilmente pelo Dr. Rui Curi da USP em
1992, e a partir de entdo, sdo mantidas no laboratério de metabolismo celular da

Universidade Federal do Parana.

4.3 Metodologia para ensaios com macrofagos

4.3.1. Obtencéo de macrofagos

Apos a morte dos animais, macrofagos peritoniais foram obtidos apdés
inoculagao no peritbneo de 20mL de tampéo fosfato-salina (PBS-estéril), pH 7,4 com
cuidado para nao perfurar 6érgaos internos. Em seguida, realizou-se massagem no
peritbneo do animal por 30 segundos e entdo abriu-se cuidadosamente um pequeno
orificio que permitiu a entrada da pipeta do tipo Pasteur de plastico e estéril para a
aspiragao do fluido contendo as células. Na sequéncia, estas células foram
centrifugadas (Eppendorf-Centrifuge 5810 R) duas vezes a 1200 rpm, 4 °C, durante

05 minutos.
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4.3.2. Solucdes

Solugao de PBS, pH 7,4, 10 mM foi utilizada como meio de diluicdo para os
corantes. O fixador utilizado foi o de Baker formol-calcio (formaldeido 4%, cloreto de
soédio 2% e acetato de calcio 1%). A solugao de extragdo consistiu em acido acético
glacial 1% e etanol 50% em agua destilada. A solugéo estoque do corante vermelho
neutro foi preparada pela dissolugdo de 20 mg de corante em 1 ml de
dimetilsulféxido (DMSO) e a solugao para uso de rotina foi preparada pela diluicdo de
20 ml da solugdo estoque em 5 ml de PBS. A solugdo de vermelho fenol para os
ensaios de producdo de H,O, consistiu 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. Previamente, adicionou-se 0,05% de zymosan (2,3 x 10° particulas/mL), para
os ensaios de fagocitose. A solugéo foi obtida por diluicdo de 40 mg de zymosan em
6 ml de PBS e adigdo de 600 ml de vermelho neutro. Para a mensuragédo do 6xido
nitrico, utilizou-se o reagente de Griess, 0 qual é composto por solugdes de estoques
de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%) dissolvido em agua MiliQ e de sulfanilamida
a 1% dissolvida em H3PO4 (5%). Para a adesdo de macréfagos, utiliza-se Giemsa
0,1%, a qual deve se preparada na hora do uso a partir da solugdo estoque de

giemsa (1% em metanol), na quantidade a ser utilizada.

4.3.3 Fagocitose

Foi utilizado o método descrito por BONATTO et al. (2003). Da solugao
peritoneal foi depositado 100 pL, contendo 10° células em placa tipo ELISA de 96
pocos. Adicionou-se 20 uL de zimosan corado com vermelho neutro e incubou-se por
30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e em seguida, adicionado
200 uL de fixador Baker. Apdés 30 minutos, a placa foi lavada com PBS e
centrifugada a 1.500 rpm a 4 °C por 5 minutos. O vermelho neutro que se encontrava
dentro dos fagossomos foi solubilizado utilizando-se 200 pL de solugcao de extracao e
apos 30 minutos, procedeu-se a leitura em leitor de microplacas (Bench Mark —
Biorad) a 550 nm.
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4.3.4 Producéo de 6xido Nitrico

Para mensuragdo da produgao de oOxido nitrico foi utilizada a metodologia
descrita por STUEHER & MARLETTA (1985). Por esse método quantificou-se o NO
mensurando-se as concentragdes de nitrato e nitrito. O reagente utilizado foi o de
Griess que, ao reagir com o nitrito produz cor lilas, com leitura a 550 nm. Para esta
mensuragao, os macrofagos foram coletados assepticamente, centrifugados e
ressuspendidos em meio RPMI-1640, ajustando-se para a concentragdo adequada
de 2x10° células/well para placas de 96 wells. Apds plaquear, deixou-se aderindo por
duas horas a 37°C numa atmosfera de 5% de CO,. Apos a aderéncia, lavou-se cada
poco 2 vezes com PBS e adicionou-se meio RPMI com soro fetal bovino (10%) e
incubou-se por 24 h, nas condi¢des citadas acima. Apds a incubagao, centrifugou-se
a placa a 1500rpm por 5 minutos e do sobrenadante recolheu-se 100uL misturando-
se a 100uL de Griess. Este reagente foi preparado pouco antes da mensuragao na
proporcao de 1:1. A mensuragao da producao de 6xido nitrico foi feita preparando-se
uma curva de NaNOs;. Estas solugbes foram misturadas a 100uL de reagente de
Griess. Em seguida, as amostras foram lidas em leitor de microplacas (Bench Mark-
Biorad) a 550nm.

4.3.5 Volume lisossomal

Para esta analise utilizou-se o método descrito por PIPE et al. (1995), onde
em placa do tipo ELISA depositou-se 100uL da solugdo de macréfagos e adicionou-
se 20uL de vermelho neutro a 2%. Apdés 30 minutos, centrifugou-se a placa por 5
minutos a 1.500rpm. Descartou-se o sobrenadante e individualmente cada poco foi
lavado com PBS, a fim de eliminar o vermelho neutro que né&o foi internalizado pelas
células. Adicionou-se entdo 100uL de solugdo de extragdo para solubilizar o
vermelho neutro retido dentro dos lisossomos. Isso é possivel, visto que o vermelho
neutro € um corante catibnico que se difunde através da membrana celular, € uma
vez presente no lisossomo, fica retido por mudanca de cargas causada pelo pH
acido do sistema lisossomal. Apos 30 minutos, a placa foi lida a 550nm (Microplate

reader Bio-rad-Benchmark).
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4.3.6 Produc&o de Anion superoxido

Foi determinada através da reducdo de “nitroblue tetrazolium” (NBT-Sigma),
composto este de coloragdo amarelada, com caracteristicas lipossoluveis, o qual se
torna insoluvel e de coloracdo azulada em seu estado reduzido (MADHAVI et al.,
1994). Os macrofagos foram incubados por 1 hora com 0,1% de NBT e 30uL de
éster de forbol miristato acetato-PMA (80uL) em PBS a 37°. Esta reacdo foi
interrompida pela adicdo de um volume igual de acido acético glacial. Esta mistura
entdo foi centrifugada 30 segundos a 10.000rpm e o NBT reduzido, encontrado no
sedimento, foi solubilizado em 900uL de acido acético a 50% e sonicado (1 pulso de
10 segundos). Os restos celulares foram sedimentados e a absorbancia do

sobrenadante determinada a 550 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec-2000).
4.3.7 Adeséo

Apos plaqueamento de uma solucdo 2.10° cel/mL e adicdo de 100uL de PBS,
incubou-se por 1 hora a placa e submeteu-se a mesma a procedimentos de lavagem.
O metanol adicionado promoveu a fixagao das células e adicionou-se Giemsa (0,1%)
esperando que o mesmo agisse por 10 minutos.Em seguida a placa foi lavada com
agua miliq e o corante foi solubilizado com 200 yL metanol.Realizou-se leitura a
550nm.

4.4 Determinagé&o do peso dos tecidos

Durante o periodo de suplementacao, os animais foram pesados de dois em
dois dias em balanga Urano® UDI 10.000/1,C.MAX: 100042g, Div.: 01g, C.Mia.: 25g
(eu tiraria isso). A massa tumoral e os demais 6rgaos como bacgo, figado, entre
outros foram retirados dos animais e pesados em balanga digital Denver Instrument

AA-200 ® previamente aferida.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estado apresentados como média * erro padrao da média (EPM) dos
grupos experimentais e foram submetidos a analise de variancia de duas vias Two-
way ANOVA com p06s teste de Bonferroni, com nivel de significancia de p<0,05. A
representacao grafica foi didaticamente separada a fim de facilitar a visualizagdo dos
dados pelo numero elevado de grupos, especialmente sob a presenga de

estimulagao.
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6 RESULTADOS

Na figura 10 esta apresentado a evolugdo da camada corpérea dos animais
ao longo do periodo de suplementagdo, perfazendo assim aproximadamente 120
dias de vida. A suplementagcdo com os diferentes 6leos ndo promoveu alteracdes
significativas na massa corpérea dos animais entre os diferentes grupos estudados
(p>0,05). Na figura 11 estdo apresentados os dados de peso dos tumores (g) apos
14 dias de inoculagcdo. Nos ratos portadores de tumor de Walker 256 sem
suplementacao (W) o tumor pesou 12,93+1,82g. A suplementagdo com gordura de
coco (WS) elevou a massa tumoral para 19,10+2,66g, o que foi significativamente
maior quando comparado a do W (p<0,05). Em contrapartida, a suplementagédo com
oleo de figado de tubardo (WT) fez com que a massa tumoral atingisse 6,36+0,92g,
que foi 2 vezes menor que a do W (p<0,05) e 4 vezes menos que a do WS (P<0,05).
O mesmo foi observado para o grupo suplementado com 6leo de peixe (WP)
(p<0,05). Nos animais suplementados com gordura de coco associado ao dleo de
figado de tubardo (WTS) a massa tumoral foi de 11,11+1,07g (p<0,05 vs WT). A
associagao de oOleo de figado de tubarédo e 6leo de peixe induziu a uma massa de

5,48%1,45¢g a qual foi similar a dos animais do grupo WT e WP.

Na figura 12 encontra-se representado a adesao de macréfagos nos animais
sem tumor, enquanto que a figura 13 expde os resultados da adesdo em animais
com tumor. Para efeitos didaticos, os graficos foram separados buscando-se desta
forma facilitar a visualizagcdo dos dados obtidos. A adesdo dos macrofagos
peritoneais, dos ratos suplementados com gordura de coco (S), foi 1,3 vezes menor
que a dos animais alimentados com racao controle (P<0,05). A suplementagdo com
Oleo de figado de tubaréo (T) incrementou a adesdo em 1,4 vezes em relagdo ao
grupo controle (P<0,05) e em 2,0 vezes em relacdo ao grupo suplementado com
gordura saturada (P<0,05). A suplementagdo com oOleo de peixe elevou ainda mais a
adesao dos macréfagos sendo de 2,7 vezes em relagéo a do controle (P<0,05), 3,6
vezes a do grupo S e 2 vezes a do grupo T (P<0,05). A associacao de 6leo de figado
de tubardo e gordura saturada (TS) incrementou a adesdo de macréfagos em
relagdo ao grupo S em 2,7 vezes (P<0,05) e 1,4 vezes (P<0,05) em relag&o ao grupo

tubardo (T). Interessantemente a associagdo com 6leo de figado de tubardo e dleo
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de peixe manteve a adesao similar a do grupo T (p<0,05 vs P). Os macrofagos
peritoneais dos animais portadores de tumor de Walker 256 (W) apresentaram
adeséo 2,5 vezes maior que a dos animais controle (C), a qual foi significativamente
maior (P<0,05). A suplementagdo com gordura de coco (WS) diminui a adesdo em
40% em relagdo a do W, mas nao foi significativo (P>0,05), contudo foi 2,0 vezes
maior que a do sem tumor (S) (P<0,05). A suplementagdo com o6leo de figado de
tubardo por sua vez incrementou em 1,4 vezes em relagado a do W (p<0,05) e em 2,3
vezes em relagdo a do WS (p<0,05). Quando comparada ao grupo sem tumor (T)
houve aumento de 2,4 vezes (P<0,05). A suplementagcdo com 6leo de peixe, por
outro lado, reduziu a adesao a valores idénticos aos do grupo suplementado com
gordura de coco (WS) e em 2,3 vezes ao do grupo suplementado com éleo de figado
de tubarao (p<0,05) e em 1,6 vezes ao grupo sem suplementagao (W) e sem tumor
com oleo de peixe (P) (p<0,05). A associagédo do 6leo de figado de tubardo com a
gordura de coco (WTS) ou 6leo de peixe (WTP) ndo promoveu adesao diferente
daquela da gordura ou de 6leo de peixe sozinhos. Quando comparado aos seus
grupos sem tumor (TS e TP) a adesdo dos macréfagos dos animais com tumor (WTS

e WTP) nao foi significativamente diferente (p>0,05).

A fagocitose dos macréfagos peritoneais, dos animais sem tumor submetidos
as diferentes suplementagbes encontra-se representada na figura 14. A
suplementagcdo com O6leo de peixe elevou em 1,4 vezes a fagocitose quando
comparada a dos grupos sem suplementagado (C), suplementados com gordura de
coco (S) ou d6leo de figado de tubardo (T), o que foi significativo (p<0,05). A
associagado da gordura de coco e 6leo de figado de tubardo nao foi diferente da de
seus pares isolados (p>0,05). A associagéo do oleo de figado de tubardo com o dleo
de peixe promoveu evolugao da fagocitose quando comparado a do grupo com 6leo
de peixe isolado (p<0,05), sendo similar a do grupo com 6leo de figado de tubarao
sozinho (p>0,05). Nos animais com tumor o padrdo de fagocitose foi similar ao dos
animais sem tumor onde apenas no grupo suplementado com 6leo de peixe houve
aumento (p>0,05 vs WT<WS e W), mas foi semelhante ao seu par sem tumor
(p>0,05 vs P). A associagcdo da dieta com gordura saturada e 6leo de figado de
tubardo ndo promoveu alteracbes na fagocitose (p>0,05vs W, WT e WS). Na

associagao da suplementagdo com o6leo de peixe e dleo de figado de tubardo houve
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reducao da fagocitose em relacdo ao grupo WP (p<0,05), mas nao foi diferente

daquela do animal sem tumor (P>0,05 vs TP).

O volume lisossomal dos macréfagos peritoneais estdo apresentados na
figura 16. A suplementagcdo com gordura de coco elevou em duas vezes o volume
lisossomal dos macrofagos quando comparado ao do controle (p<0,05). A
suplementacao com 6leo de figado de tubardo também promoveu aumento, mas nao
foi diferente do controle (p>0,05), mas foi menor (p<0,05) que o do grupo com
gordura saturada (S). A suplementagdo com Oleo de peixe promoveu aumento
similar a do grupo suplementado com gordura de coco (p>0,05) e significativamente
maior quando comparado ao C e T (p<0,05). A associacdo de 6leo de figado de
tubardo com a gordura saturada ndo promoveu incremento adicional ao ja observado
com a gordura de coco (p>0,05) mas foi significativamente maior que a do dleo de
figado de tubarao isolada (p<0,05). A administragdo de 6leo de peixe associada ao
de figado de tubardo reduziu o volume significativamente quando comparado a
suplementagcdo com oleo de peixe isolado (p<0,05), mas foi similar a do 6leo de
figado de tubarao (p>0,05).

A presencga do tumor (W) praticamente elevou o volume lisossomal 1,7 vezes
quando comparado aos animais sem tumor (C) (p<0,05). A suplementacdo com
gordura de coco, ao contrario do observado nos animais sem tumor, promoveu
reducdo do volume lisossomal , contudo ndo alcangou significancia estatistica
(p>0,05 vs W), mas foi 1,5 vezes menor que o do grupo sem tumor com gordura de
coco (p<0,05). A suplementagcdo com dleo de figado de tubardo (WT) reduziu ainda
mais o volume lisossomal quando comparado ao do W e WS (p<0,05) e também foi
menor quando comparado ao seu par sem tumor (T) (p<0,05). A suplementagdo com
Oleo de peixe por sua vez foi similar a dos animais sem suplementag¢ao (W) e maior
que a dos grupos WS e WT (p<0,05. Comparado ao seu par sem tumor (P), o
volume lisossomal foi similar (p>0,05). A associagdo do 6leo de figado de tubardo
com a gordura de coco foi similar a do W, WS e WT (p>0,05) e a do seu par sem
tumor (TS) (p>0,05). A associagao de 6leo de figado de tubardo com éleo de peixe
foi similar ao observado nos animais sem tumor (p>0,05) e significativamente menor
quando comparado ao dos animais suplementados apenas com 6leo de peixe (WP)
(P<0,05).
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Nas figuras 18 e 19 estdo apresentados os dados da produgdo de anion
superoxido dos animais sem e com tumor. Nos animais sem tumor e suplementados
com gordura saturada (S) ou 6leo de figado de tubarédo (T), a produgdo de anion
superoxido nao foi diferente daquela do grupo sem suplementacao e sem tumor (C)
(p>0.05). Em contrapartida, o grupo suplementado com 6leo de peixe (P) mostrou-se
4 vezes menor quando comparado ao grupo controle (p<0,05), e 4,1 vezes menor
quando comparado ao mesmo grupo com tumor (p<0,05). A associagao de d6leo de
figado de tubardo com a gordura saturada (TS) ndo promoveu incremento adicional
quando comparado ao grupo suplementado com oleo de figado de tubardo (T)
(p>0,05). Em contrapartida, a associagao entre 6leo de figado de tubaréo e dleo de
peixe (TP) foi 3,4 vezes maior quando comparado ao grupo suplementado com 6leo

de peixe (P), porém nao significativo (p>0,05).

A presengca do tumor (W) praticamente elevou a produgdo de anion
superoxido em 1,2 vezes quando comparado aos animais sem tumor (C), porém nao
diferente do ponto de vista estatistico (p>0,05). A associacéo entre 6leo de figado de
tubarao e gordura saturada (WTS) foi 2,6 vezes menor (p<0,05), e a associagao de
oleo de figado de tubardo e oleo de peixe 2 vezes menor quando comparados ao
grupo com tumor e sem suplementagao (W). WT mostrou-se cerca de 1,5 vezes
maior quando comparado ao mesmo grupo sem tumor e sem diferenca estatistica
(p>0,05), porém quando comparado a WTS, mostrou-se 2,5 vezes maior (p<0,05). A
resposta ao PMA do grupo T+PMA foi significativamente maior (p<0,05) quando
comparanda a dos grupos sem tumor e foi 1,8 vezes maior (p<0,05) a do mesmo
grupo com tumor (WT+PMA). Interessantemente, nos grupo com tumor, a maior
resposta frente ao PMA foi observada no grupo WP+PMA, o qual foi diferente
estatisticamente (p<0,05) quando comparada a dos outros grupos estimulados e foi

4,9 vezes maior quando comparada ao mesmo grupo sem tumor (p<0,05).

Nas figuras 20 e 21, encontram-se representado os dados de producéo de
oxido Nitrico dos animais sem tumor e com tumor. O perfil dos grupos mostrou-se
semelhante na produgédo de Oxido nitrico tanto nos grupos sem tumor quanto nos
grupos com tumor. O grupo suplementado com 6leo de figado de tubardo mostrou-se
2 vezes maior quando comparado ao grupo controle (C ) (p<0,05); 1,5 vezes menor

quando comparado ao grupo suplementado com éleo de peixe (P) (p<0,05) e 2,4 ‘x
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vezes menor quando comparado ao mesmo grupo estimulado com a presenca do
tumor (WT)(p<0.001). Em contrapartida, o grupo suplementado com 6leo de peixe
2,9 vezes maior que o grupo controle (C) (p<0,05) e 1,7 vezes menor quando
comparado ao mesmo grupo com tumor (WP) (p < 0.01). A presenga do tumor (W)
elevou praticamente a producdo de o6xido nitrico em 1,4 vezes, porém sem
significancia estatistica (p>0,05). Em relagdo ao grupo sem suplementagdo e com
tumor (W), WT foi 3,3 vezes maior (p<0,05) e WP mostrou-se 3,5 vezes maior
(p<0,05). WT ainda mostrou se 1,8 vezes maior (p<0,05) quando comparado a WTS,

enquanto WTP apresentou-se 1,5 vezes menor quando comparado a P (p<0,05).
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Gréfico da evolucdo dos Pesos-Periodo de Suplementacéo
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Figura 10: Evolucéo do peso corpoéreo dos animais sem e com tumor de Walker 256
sem suplementagédo (C e W), suplementado com éleo de tubardo (T e WT), com
gordura saturada (S e WS), com dleo de peixe (P e WP), gordura saturada associada
a oOleo de tubardo (TS e WST) e d6leo de peixe associado com de tubardo (TP e
WTP). Os dados estao apresentados como média de 05 individuos por grupo. O erro

padrao da média nao foi maior que 15%.
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Figura 11: Pesos dos tumores (g) dos animais com tumor sem suplementagao (W),
suplementados com gordura saturada (WS), 6leo de figado de tubarao (WT), 6leo de
peixe (WP), oleo de figado de tubardo associado a gordura saturada (WTS) e com
Oleo de figado de tubardo associado ao 6leo de Peixe (WTP). Os dados
representam a meédia £ EPM de 20 animais por grupo.

a- p<0,05vs W
b - p<0,05vs WT e WP
c - p<0,05vs WT e WS

GRUPO

W

WT

WTP

WS

WTS

WP

PESO (g)

12,93+1,82

6,36+0,92

7,12+0,61

19,10+2,66

11,11+£1,07

5,48+1,45
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Adeséao de Macrofagos (sem tumor)
0.125- a

1
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Figura 12: Adesao de macrofagos dos animais sem tumor sem suplementacao(C),
suplementados gordura saturada (S), 6leo de figado de tubardo (T), 6leo de peixe
(P), oleo de figado de tubardo associado a gordura saturada (TS) e com dleo de
figado de tubarao associado ao 6leo de peixe (TP). Os dados representam a média +
EPM de 6 experimentos.

a-p<0,06vsC
b - p<0,05vs P

GRUPO C T P TS TP
S

0,04175+ | 0,03138+ | 0,05938+ 0,1145+ 0,08400+ 0,06263+
0,006247 | 0,001101 0,01324 0,003561 0,006748 0,01262
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Figura 13: Adesao de macréfagos dos animais com tumor sem suplementacéo (W),
suplementados com gordura saturada (WS), 6leo de figado de tubarao (WT), 6leo de
peixe (WP), 6leo de figado de tubardo associado a gordura saturada (WTS), e dleo
de figado de tubardo associado ao d6leo de peixe (WTP). Os dados representam a
meédiat EPM de 6 experimentos.

a - (p<0,05) vs WP
b -(p<0,05 vs WT

GRUPO

W

WS

WT

WP

WTS

WTP

0,10+0,02

0,06+0,02

0,14+0,008

0,06+0,01

0,06+0,02

0,04+0,01
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Figura 14: Fagocitose dos macréfagos peritoneiais dos animais sem tumor e sem
suplementacao (C), suplementados com gordura saturada (S), 6leo de figado de
tubardo (T), 6leo de peixe (P), 6leo de figado de tubardo associado a gordura
saturada (TS) e 6leo de figado de tubardo associado ao 6leo de peixe (TP). Os
dados representam a média £+ EPM de 6 experimentos.

a-(p<0,05)vsC
b - (p<0,05)vs P

GRUPO C S T P TS TP
0,662+ 0,616+ 0,606+ 0,925+ 0,671+ 0,620+
0,046 0,044 0,053 0,013 0,049 0,064
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Fagocitose de macrofagos(com tumor)
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Figura 15: Fagocitose de macrofagos dos animais com tumor sem suplementacao
(W), suplementados com gordura saturada (WS), 6leo de figado de tubardo (WT),
oleo de peixe(WP), 6leo de figado de tubarao associado a gordura saturada (WTS),
e O6leo de figado de tubardo associado ao d6leo de peixe (WTP). Os dados
representam a médiat EPM de 6 experimentos.

a- (p<0,05)vs W
b - (p<0,05) vs WP

GRUPO W WS WT WP WTS WTP
0,575+ 0,626+ 0,549+ 0,979+ 0,760+ 0,647+
0,061 0,068 0,066 0,060 0,155 0,107
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Figura 16: Volume lisossomal dos macréfagos dos animais sem tumor e sem
suplementacao (C), suplementados com gordura saturada (S), 6leo de figado de
tubardo (T), 6leo de peixe (P), 6leo de figado de tubardo associado a gordura
saturada (TS) e 6leo de figado de tubardo associado ao 6leo de peixe (TP). Os

TS

dados representam a médiat EPM de 6 experimentos.

a-(p<0,05)vsC
b - (p<0,05) vs P

TP

GRUPO C S T P TS TP
0,117+ 0,222+ | 0,154+ | 0,243+ | 0,202+ 0,140+
0,008 0,028 0,014 0,0126 0,020 0,017
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Volume lisossomal de macréfagos (com tumor)
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Figura 17: Volume lisossomal de macrofagos dos animais com tumor sem
suplementacao (W), suplementados com gordura saturada (WS), 6leo de figado de
tubardo (WT), déleo de peixe (WP), 6leo de figado de tubardo associado a gordura
saturada (WTS), e 6leo de figado de tubardo associado ao 6leo de peixe (WTP). Os
dados representam a médiat EPM de 6 experimentos.

a- (p<0,05)vs W
b - (p<0,05) vs WP

GRUPO w WS WT WP WTS WTP
0,205+ | 0,152+ | 0,108+ | 0,224+ | 0,162+ 0,128+
0,034 0,016 0,016 0,012 0,018 0,005
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Figura 18: Producdo de anion superoxido pelos macrofagos peritoneais estimulados
ou ndo com PMA, de ratos sem tumor sem suplementagao (C), suplementados com
gordura de coco (S), oleo de figado de tubarao (T), 6leo de peixe (P), 6leo de figado
de tubardo associado a gordura saturada (TS), 6leo de figado de tubarao associado
ao oOleo de peixe (TP).Os dados representam a médiat EPM de 6 experimentos.

* (p< 0,05) vs seu par sem estimulo
b- (p<0,05) vs C

GRUPO C C+PMA S S+PMA T T+PMA
0,4378+ | 0,8495+ | 0,3889+ | 0,4179+ | 0,3363+ | 0,6920+
0,09751 0,02747 0,1136 0,09987 | 0,07260 | 0,05539

GRUPO P P+PMA TS TS+PMA CTP CTP+PMA
0,1076+ | 0,2353+ | 0,3369+ | 0,5540+ | 0,3712+ | 0,4583+%
0,01083 | 0,01118 | 0,05826 | 0,06522 0,1399 0,1089
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Producé&o de anion superoxido de macréfagos (com tumor)
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Figura 19: Produgao de anion superoxido de macrofagos peritoneais estimulados ou
nao com PMA, de ratos com tumor sem suplementagao (W), suplementados com
gordura saturada (WS), 6leo de figado de tubarao(T), 6leo de peixe (P), 6leo de
figado de tubarédo associado a gordura saturada (WTS) e 6leo de figado de tubardo
associado ao Oleo de peixe (WTP). Os dados representam a médiat EPM de 6
experimentos.

* (p< 0,05) vs seu par sem estimulo
b- (p<0,05) vs W
c- (p<0,05 vs WTS

GRUPO w W+PMA WS WS+PMA WT WT+PMA

0,5345+ | 0,5274+ | 0,4605+ | 0,3071+ | 0,4980+ | 0,3730+
0,04581 0,1662 0,06984 0,1053 0,05800 | 0,06433

GRUPO WP WP+PMA WTS WTS+PMA | WTP | WTP+PMA

0,5291+ 1,163+ 0,1983+ 0,3381+ | 0,2601+ | 0,6152+
0,03991 0,03960 | 0,05044 0,1152 0,06932 | 0,02871
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Figura 20: Produgao de 6xido nitrico pelos macrofagos peritoneais estimulados ou
nao com LPS, de ratos sem tumor sem suplementagdo (C), suplementados com
gordura de coco (S), 6leo de figado de tubarao (T), 6leo de peixe (P), 6leo de figado
de tubardo associado a gordura saturada (TS), o6leo de figado de tubardo associado
ao Oleo de peixe (TP).Os dados representam a médiatz EPM de 6 experimentos.

a- (p<0,05)vsC
b- (p<0,05)vs P

GRUPO C C+LPS S S+LPS T T+LPS
11,45+ 21,27+ 19,55+ 23,30+ 22,42+ 32,01+
0,8208 1,536 1,179 2,777 3,884
1,458
GRUPO P P+LPS TS TS+LPS CTP CTP+LPS
33,75+ 35,00+ 22,93+ 30,68+ 24,50+ 25,22+
4,029 2,082 1,770 1,403 1,258 2,032
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Figura 21: Produgao de o6xido nitrico pelos macrofagos peritoneais estimulados ou

nao com LPS, de ratos com tumor sem suplementagao (W), suplementados com
gordura saturada (WS), 6leo de figado de tubardo (T), 6leo de peixe (P), 6leo de
figado de tubardo associado a gordura saturada (WTS) e com 6leo de figado de

tubardo associado ao 6leo de peixe (WTP). Os dados representam a média + EPM
de 6 experimentos.

a- (p<0,05) vs W
b- (p<0,05) vs WP
c- (p<0,05 vs WTS

GRUPO

w

W+LPS WS WS+LPS WT WT+LPS
16,25+ 21,25+ 30,03+ 35,97+ 54,71+ 56,67+
1,315 1,493 3,352 1,662 0,4702 0,6021
GRUPO WP WP+LPS WTS WTS+LPS | WTP | WTP+LPS
58,00+ 59,25+ 30,21+ 32,81+ 38,75+ 40,00+
0,9129 1,250 6,262 2,955 1,702 2,345
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7 DISCUSSAO

Anualmente o cancer contribui com 7,1 milhées de mortes no mundo e estima-
se que 30% de todos os casos de cancer ligados a dieta tem relagéo direta com o
consumo excessivo de PUFAs n-6 e gordura saturada e da baixa ingestdo de
PUFAS n-3 (McENTEE; WHELAN, 2002). PUFA n-3 sao utilizados usualmente sob a
forma de 6leo de peixe e em varios modelos animais foi demonstrado serem capazes
de reduzirem o crescimento tumoral (TAPIERO, 2002; BOUDREAU, et al.,2001;
ROBINSON, et al., 2001; PETRIK et al., 2000).

Nos anos 60 foi relatado que os esquimds apresentavam baixos indices de
doengas cardiovasculares e de cancer (ROYNETTE et al. 2004). Em estudo elegante
de epidemiologia e arqueoldgicos, Simopoulos (2002) relatou que nossos ancestrais
alimentavam-se basicamente de folhas, grédos e animais marinhos, ricos em PUFAs
n-3, e que 0s mesmos apresentavam baixa incidéncia de cancer. Como os acidos
graxos n-3 sdo habeis em modificar a produgéo de eicosandides, alterar a expressao
génica, metabolismo energético, fungdo imunitaria, fluidez de membranas, entre
outras, talvez este seja 0 mecanismo envolvido neste fendmeno (CURI et al., 2002).

Nos ultimos 20 anos grande interesse comegou a ser despertado para os
oleos vindos de diferentes animais marinhos. Dentre os 6leos obtidos de pescados, o
oleo de figado de tubardo tem sido mostrado ter varias fungdes bioldgicas entre
estas a antifungica, tumoricida, inibicdo da neovascularizagdo patogénica e
estimulagdo da resposta imunolégica e imunomodulacdo (BROHULT, et al., 1986;
REYNOLDS et al, 2000).

Diferentes estimulos promovem alteragbes no sistema imunoldgico,
especialmente na quantidade e na funcao das células de defesa. O status nutricional
e metabdlico também altera este quadro em que os acidos graxos modificam sua
dindmica e funcionalidade (CALDER, et al., 2002).

Varios trabalhos tém mostrado que oleo de peixe e 6leo de tubardo tem
propriedades imunomoduladoras e antitumorais, contudo ndao ha relato de
associagao destes 6leos em individuos com tumor. Portanto, este estudo objetivou
investigar o efeito da associacdo destes dois 6leos no cenario de auséncia e

presenca de tumor.
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Ao adicionarmos estes Oleos na dieta dos animais poderia haver a
possibilidade de ganho de peso, o qual tem sido associado ao desenvolvimento de
varias doencas. Pode-se observar na figura 10 que ndo houve diferencga significativa
(p> 0,05) na evolugdo da massa corporal entre os grupos estudados. CLARKE
(2000) em outro estudo demonstrou que animais suplementados com oOleo de peixe
tinham menor ganho de peso. Isto foi explicado pela agcdo dos acidos graxos
poliinsaturados, especialmente os da familia n-3, sobre o metabolismo energético.
Nossos dados diferem dos de Clarke pois este em seu modelo experimental,
ofereceu um acréscimo de 8% de gordura, enquanto que a nossa suplementagao
representou um acréscimo de apenas 0,1% na dieta. Nossos dados corroboram
dados obtidos por outros pesquisadores (BONATTO et al., 2004; TOGNI et al.,
2003).

A suplementacdo com 6leo de peixe desde o desmame até a fase adulta
provocou (Figura 11) um crescimento 2,3 vezes menor quando comparado ao do
grupo sem suplementacgao (W). Corroboramos aqui que pequeno acréscimo de 6leo
de Peixe na dieta, foi capaz de promover redugédo significativa da massa tumoral
(TOGNI et al., 2003; BONATTO, 2003). A taxa de crescimento tumoral reduzida,
observada nos grupos suplementados com 6leo de peixe da suporte e corrobora as
observagdes de menor incidéncia de cancer em populagdes de japoneses, esquimos
e canadenses, povos que consomem grande quantidade de gorduras de animais
marinhos, ricos em PUFA n-3 (TAPIERO, H. et al, 2002; ROYNETTE et al, 2004).

A suplementacdo com O6leo de figado de tubardo (WT) promoveu efeito
semelhante quando comparado ao dos individuos suplementados com 6leo de peixe
(WP). Isto corrobora e talvez seja resultado dos efeitos citotoxicos sobre as células
tumorais como apontados por BROHULT et al (1986), que suplementaram pacientes,
de duas as trés vezes ao dia, onde cada capsula continha 0,1g de alquilglicerdis,
totalizando 0,6g ao dia antes da terapia radioativa. Eles demonstraram que houve
regressao do crescimento tumoral, demonstrada por alteracdo no quociente entre
estagios iniciais e avangados do tumor. A redugdo da massa tumoral, verificada no
grupo portador de tumor suplementado com 6leo de tubarédo (WT), pode também ser
sido provocada pela atividade inibidora de angiogénese do esqualeno e

esqualamina, outras substancias de elevado interesse bioldgico encontradas no 6leo
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de figado de Tubardo (TEICHER et al., 1998; SILLS JR et al., 1998; SCHILLER et
al., 1999; MARWICK, 2001; WILLIAMS et al, 2001). E sabido que o crescimento
progressivo e a disseminagdo de tumores solidos dependem da formacédo de
adequado suprimento sanguineo (PIETRAS et al., 2005). Ainda, o efeito tumoricida
pode ter relagdo direta com a porgdo de PUFA n-3 encontrada no 6leo de figado de
tubardo. PUFA n-3 aumentam o indice de apoptose em células tumorais
(HENGARTNER, 2000). Quando 6leo de figado de tubardo foi associado com
gordura de coco (WTS), o padrao de crescimento tumoral foi semelhante ao do
grupo sem suplementagdo (W), onde sugerimos que a gordura saturada (WS) foi
capaz de neutralizar o efeito antitumoral contido no dleo de figado de tubardo._De
fato no grupo WTS o tumor foi 1,7 vezes maior (p<0,05) quando comparado ao grupo
WT e, 1,7 vezes menor que o do WS (p<0,05). Portanto, a pergunta que deve ser
formulada é: qual sera o mecanismo pelo qual o éleo de figado de tubaréo e dleo de
peixe atuam para exercerem agao antitumoral? Uma hipbtese possivel seria pela
acao direta sobre o tecido tumoral; a outra pela otimizagédo do sistema imunolégico; e
a terceira por uma combinagdo de ambas. Neste estudo investigamos a segunda
hipdtese.

O produto capaz de exercer efeito biolégico no organismo sem e com tumor
acreditamos que deva ser os alquilglicerdis encontrados no 6leo de figado de
tubardo. A analise da composicao do dleo feita por GC-MS —Cromatografia Gasosa
associada a Espectrometria de Massa e RMN "*>C-Ressonancia Magnética Nuclear,
mostrou que o alquilglicerol encontra-se presente mas ainda ndo fomos capazes de
quantificar suas concentragdes. Segundo os dados do fabricante, 30 a 50% da
capsula sao representadas pelos alquilglicerdis.

Para prevenir a proliferacao de células tumorais, o sistema imunitario deve
reconhecer e destruir essas ceélulas. Contrariamente, o sistema imunitario ndo deve
destruir células dos proprios tecidos corporais, o que desencadearia doenca
autoimune. Assim a regulagcdo do reconhecimento pelas células do sistema
imunitario tem papel importante nessas doencas e no cancer (DAS, 1994). Dentre
estas células, os macrofagos participam de multiplos eventos regulatérios em nosso
organismo destacando-se a promogao do processo inflamatorio, reparo e renovagao
de tecidos, acado tumoricida e microbicida e importante mediador da interacido entre a
imunidade inata e especifica (WOODS, et al., 2000).
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O crescimento tumoral mais pronunciado no grupo suplementado com gordura
saturada (WS) corrobora os achados em que dietas ricas em gorduras saturadas tem
significados clinicos elevados na promog¢do do desenvolvimento e crescimento de
tumores (SAXE, et al., 2001). As estimativas mostram que 30% a 60% de todos os
canceres em homens e mulheres, apresentam relagdo com a dieta, e alimentos ricos
em gordura saturada foram associados maior incidéncia de cancer de coélon, prostata
e mama (OTTO, 2002). O padrao lipidico da dieta pode levar a diversas alteragoes
no organismo, como a modulagéo do tipo e quantidades de eicosandides produzidos,
modificagdes da expressao génica, alteragbes do metabolismo energético, fluidez de
membranas, producdo de hormonios e particularmente ao presente projeto, a fungéo
imunoldgica (CURI et al. 2002). Para testar nossa hipotese de participacédo do
sistema imunolégico, via macréfago, na redugdo do crescimento tumoral,
investigamos alguns parametros imunitarios dessas células que participam no
processo citocida, tais como a produgao do anion superoxido e do oOxido nitrico,
adesdo, fagocitose, volume lisossomal em macrofagos peritoneais. Macrofagos
desempenham papel relevante tanto na imunidade natural quanto na imunidade
adaptativa e fazem parte da primeira linha de defesa do sistema imunoldgico
(COUTINHO, 2004). Seu papel é relevante no processo inflamatério bem como no
controle do surgimento de células tumorais (TANG, et al., 2000). O indice fagocitico
(Figura 14) no cenario de auséncia de tumor foi mais pronunciado nos grupos
suplementados com 6leo de peixe (T), o qual foi 1,4 vezes maior quando comparado
ao do grupo sem suplementagédo (C). Portanto, nossos dados ex vivo corroboram
outros achados (CALDER et al., 1990; BONATTO et., al., 2004; PIZATO et al., 2005)
onde macrofagos de ratos sem tumor, do grupo suplementado com 6leo de peixe
tem maior indice fagocitico quando comparados aos grupos suplementados com
gordura de coco (saturada) e controle. Em contrapartida o 6leo de figado de tubarao
nao promoveu mudangas neste perfil. Este dado é diferente daqueles encontrados
por outros pesquisadores (LINMAN, 1960; PEDRONO et al, 2004; BROHULT,1962;
BROHULT et al, 1970; BROHULT et al, 1977; BROHULT et al, 1978; BROHULT et
al, 1979; BROHULT et al, 1986) que demonstraram estimulagdo da fagocitose. Nos
estudos desenvolvidos por OH & JADHAV (1994), a suplementagao de alquilglicerdis
na dieta de ratas fémeas lactantes aumentou significativamente a concentragao de

éteres lipidicos no leite de forma dose-dependente. A concentragdo aumentada de
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alquilglicerdis no leite induziu ao aumento de granulécitos no sangue periférico e de
imunoglobulinas no plasma dos filhotes amamentados, sugerindo que os
alquilgliceréis exercem funcdo importante no desenvolvimento da resposta
imunoldgica. A ativagdo da resposta imunolégica por alquilgliceréis também foi
verificada por HOMMA & YAMAMOTO (1990), que realizaram estudos in vivo
administrando pequenas doses de alquilgliceréis a ratos e também em estudos in
vitro com macrofagos peritoneais, obtidos de ratos, incubados com alquilgliceréis.
Nestes estudos, foi observada significativa elevacdo da atividade fagocitica de
macrofagos e esta atividade macrofagica estimulada era dependente da participacao
de células peritoneais ndo aderentes, ou seja, de linfécitos, sugerindo rapida
comunicagao de linfocitos e macréofagos durante o periodo de tratamento das células
com alquilgliceréis. Explicamos esta diferengca de nossos dados com os da literatura
da resposta limitada do indice fagocitico verificada no grupo suplementado com dleo
de figado de tubaréo, talvez pela concentragdo de alquilglicerois na emulséo lipidica,
a presenca ou nao dos metoxilados, a dose utilizada nos experimentos ou a resposta
da célula estudada em relacdo a suplementacdo e ao cancer. A associagao da
gordura saturada e 6leo de figado de tubardo nao foi diferente da de seus pares
isolados (p>0,05). Ja a associagao do oleo de figado de tubardo com o 6leo de peixe
promoveu redugédo da fagocitose quando comparado a com 6leo de peixe isolado
(p<0,05), sendo similar a do dleo de figado de tubardo sozinho (p>0,05). Sob a
presenca do tumor, o mesmo perfil de indice fagocitico encontrado nos animais
suplementados com dleo de peixe se repetiu. A associacdo da dieta com dleo de
figado de tubardo e gordura saturada ndo promoveu alteragdes na fagocitose
(p>0,05vs W, WT e WS). Em contrapartida a associagéo de 6leo de peixe e 6leo de
figado de tubarao levou a redugao da fagocitose em relagao ao grupo WP (p<0,05),

mas nao foi diferente daquela do animal sem tumor (P>0,05 vs TP).

Os resultados de WIESENFELD et al., (2001) sugerem que a adigdo de acidos
graxos saturados aumentam a adesédo de macréfagos e, com isso tem-se um indice
de fagocitose menor, efeito oposto observado com a adicdo de acidos graxos
poliinsaturados. Entretanto nossos dados mostram que a suplementagdo com 6leo
de figado de tubarao (T) incrementou a adesdo em 1,4 vezes em relagdo ao grupo
controle (P<0,05) e 2 vezes em relagdo a suplementagdo com gordura saturada

(P<0,05), enquanto que a suplementagdo com 6leo de peixe elevou em ainda mais a
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adesao dos macrofagos sendo de 2,7 vezes em relagdo a do controle (P<0,05), 3,6
vezes a do grupo S e 2 vezes a do grupo T (P<0,05). A associacéo de 6leo de figado
de tubardo e gordura saturada (TS) incrementou a adesdo de macréfagos em
relacéo ao grupo S em 2,7 vezes (P<0,05) e 1,4 vezes (P<0,05) em relagdo ao grupo
tubardo (T). Interessantemente a associagdo com oleo de figado de tubar&o e dleo
de peixe manteve a adesdo similar a do grupo T (p<0,05 vs P).

Ja na presenga do cancer, apenas o Oleo de figado de tubardo favoreceu a
maior adesao macrofagica, o que pode explicar o menor indice fagocitico no grupo
WT verificado nos dados apresentados. A

adesao de macrofagos, € mediada principalmente pelas selectinas, proteinas
transmembranas que desempenham um importante papel na ligagao dos leucécitos
ao endotélio vascular, permitindo que o leucdcito migre da circulagao para o tecido,
participando também deste processo as integrinas que além de atuarem como
moléculas de adesao, ativam vias de sinalizagao intracelular que comunicam para a
célula as caracteristicas da matriz extracelular a qual ela esta ligada (ALBERTS,
2002). Os resultados acima, sugerem que houve maior expressao dessas moléculas
de adesdo quando se consideram os grupos com Oleo de peixe, tubardo e
associacoes.

Nos animais sem tumor, o volume lisossomal aumentou nos animais
suplementados com 6leo de peixe em relagdo ao grupo controle, porém nao foi
diferente do grupo suplementado com gordura saturada. Ja o grupo suplementado
com Oleo de figado de tubardo ndo apresentou diferenga no volume lisossomal em
relagédo ao do grupo controle, porém foi inferior ao do grupo suplementado com dleo
de peixe. E quando se associa o 6leo de tubardo com o 6leo de peixe (TP), o dleo
de tubarao parece inibir o efeito do 6leo de peixe acarretando assim diminuicao do
volume lisossomal. Entretanto, quando se desafia o sistema imunolégico com a
presenga do cancer, verifica-se que o volume lisossomal do grupo suplementado
com o 6leo de tubarado (WT) permaneceu reduzido em relagéo ao grupo Walker (W),
e em relagdo ao grupo suplementado com 6leo de peixe (WP) que ainda assim
mantém padrao elevado. Uma possivel explicacao para o fato do 6leo de peixe levar
ao aumento deste parametro, pode ser pela habilidade das dietas ricas em n-3
podem atuarem diminuindo a producgédo do fator ativador de plaquetas (PAF), e a

sintese de leucotrienos da série B4 (LTB4), os quais sdo considerados agentes
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desgranuladores, podendo assim levar a maior retencao de lisossomos (CURI, et al.,
2002).

Os alquilgliceréis podem se incorporar na membrana de varios tipos de
células, e também em plaquetas. Estudos realizados com plaquetas de coelho e
alquilglicerdis in vitro mostraram que estas moléculas inibiram parcialmente a
liberacdo de PAF (fator ativador de plaquetas) e a estimulagdo das plaquetas
(PEDRONO et al., 2004), o que poderia explicar os resultados verificados no grupo
tubardo. Nao processamos as amostras ha tempo para corroborar ou nao estes

achados.

Analisando a relagdo adesao, fagocitose e volume lisossomal, os dados nos
sugerem que na auséncia de tumor, o Oleo de peixe é mais efetivo na
imunoestimulacdo enquanto que as associagdes nos mostraram semelhante padrao
de estimulagdo. O d6leo de figado de tubarao, por sua vez, quando isolado nao foi
capaz de levar a imunodepresséo. Outro aspecto relevante é que a gordura saturada
associada ao oleo de figado de tubardo pareceu reprimir a atividade do mesmo, ao
passo que o 6leo de figado de tubardo quando associado com & d6leo de peixe
pareceu inibir o efeito desse ultimo sobre maior estimulacao da atividade imunolégica

nos parédmetros analisados.

A inibicdo provocada pelo 6leo de figado de tubaréo sobre a atividade do éleo
de peixe, quando associadas, nos sugere que existe interagdo entre os componentes
quimicos presentes nas emulsdes lipidicas em estudo, havendo assim necessidade
de maiores estudos a fim de se investigar de que forma isto ocorre e qual é sua
repercussdo. Em contrapartida, quando desafiamos o sistema imunitario com a
presenca do tumor, trazendo assim um cenario de estimulagdo para os macrofagos
obtidos dos diversos grupos, o 6leo de figado de tubardo isoladamente elevou a
adesao e reduziu o volume lisossomal. Isto pode ser um indicativo favoravel em
situagdes em que o sistema imunitario ativo leva a uma amplificagdo exacerbada da
resposta imunolégica comprometendo ainda mais o estado do individuo. Ainda,

frente ao tumor, as associagdes néo levaram a mudancas significativas.
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Outro parametro analisado foi a producdo de 6xido nitrico pela sua relagao
direta e os seus efeitos sobre o desenvolvimento do cancer. Esta pequena molécula,
talvez a menor produzida pelos mamiferos, € produzida por muitos tipos celulares e
apresenta varias fungdes como a imunomodulagdo, ag¢do antimicrobiana,
antiparasitaria e antitumoral (VALENTINE et al., 1998; SCHINI-KERTH, 1999;
FLORA FILHO & ZILBERSTAIN, 2000; ABEYWARDENA & HEAD, 2001; PAVLICK
et al., 2002). Sua formagé&o ocorre através da reacgao identificada abaixo em que a L-
arginina é transformada em um intermediario, a N . hidroxi-L-arginina com a
presenca de Nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrogénio (NADPH) e Ca*?
sendo necessario mais NADPH e O, para a formagao de L-citrulina e NO (FLORA
FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).
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Figura 22: Produgao de Oxido Nitrico a partir da Arginina.

A resposta frente ao tumor levou a maior produgao de 6xido nitrico em relagao

aos animais sem tumor, na maioria dos grupos. Quando comparado ao grupo
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controle, o oleo de figado de tubardo (T) e o dleo de peixe (P) apresentaram-se
significativamente maiores (P<0,05), e T quando comparado a P, mostrou-se inferior
(p<0,05). Ja na presenca do tumor, WS, WT e WP foram significativamente maiores
(P<0,05) que o grupo controle, sendo que WT ainda mostrou-se significativamente
maior que WTS. WTP foi significativamente menor (p<0,05) que WP. A taxa
aumentada de oxido nitrico nos grupos suplementados com 6leo de tubardo e dleo
de peixe tem efeito sobre o0 menor crescimento da massa tumoral pelo possivel efeito
modulador da angiogénese e nos mecanismos de defesas contra microorganismos e
tumores (COSTA, et al., 2003), e a acdo anti-tumoral depende das quantidades
geradas e da interagéo das células do hospedeiro com o tumor. Uma explicagao para
que o NO esteja aumentado nos grupos suplementados com 6leo de peixe e de
tubardo é de que as enzimas que resultam na sintese de anions superoxido,
peréxido de hidrogénio e oxido nitrico sdo reguladas por eicosanodides, citocinas e
proteina quinase C. E sabido que os PUFA n-3 afetam a producdo de eicosandides e
citocinas, as quais podem afetar a produgdo das espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico por macrofagos, estes compostos (ROS e NO) portanto, sdo capazes de
regular as atividades citotoxicas dos macréfagos (CALDER, 1996; MILES et al.,
1998; CALDER, 2002). Vale ressaltar que a proteina quinase C é um segmento de
pesquisa que deve ser averiguado, isto porque mudancgas na atividade dessa enzima
acarretam em fosforilacdo inapropriada de residuos de tirosina, o que contribui para
o desenvolvimento de varias patologias como neoplasias, diabetes e doencas
resultantes de defeitos imunoldgicos. Como exemplo, em uma transformagao
oncogénica ou estimulagao de fatores de crescimento, a concentragéo de proteinas
fosforiladas em residuos de tirosina aumentam de 1-2% na célula, podendo levar a
graves doengas como o cancer (AOYAMA, et al., 2003). Os metabdlitos reativos de
oxigénio, tais como o superdxido (O2), o radical hidroxil (OH’) e o perdxido de
hidrogénio (H202), sdo importantes mediadores de danos em diversos tecidos e
orgaos, € 0s mesmos podem ser gerados no citoplasma, na mitocéndria ou no
nucleo das células (ANTUNES & BIANCHI,2004). Entretanto, cabe salientar que o
aumento da producédo de radicais livres deve ser acompanhado de uma eficiéncia na
maquinaria quimica e enzimatica disponibilizada pelo organismo. Ja que a
concentracbes em excesso atuam diretamente sobre células da periferia podendo

levar a alteragdes nas biomoléculas celulares, gerando assim neoplasias. Nesse
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sentido, a dieta enquanto adequada no que diz respeito ao consumo de a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, selénio, acido ascorbico (vitamina C), glutationa reduzida
(GSH) diminuem a acdo téxicas das EROs. Quando expostos, os organismos
sintetizam enzimas antioxidantes como as superoxido dismutase (CuZn-SOD -
citosdlica e extracelular; Mn-SOD - mitocondrial), catalase (hemeenzima) e glutationa
peroxidase (GPX - dependentes e ndo-dependentes de selénio) para decomporem
O3, H20; e lipoperdxidos (YU, 1994).

Nossos resultados indicam que a producdo de anion superéxido nos animais
sem tumor do grupo (C) foi reduzida quando comparada a de outros grupos,
ocorrendo ainda destaque da resposta do grupo (T) frente a estimulagdo com PMA.
Outro fato marcante, foi a producéo significativamente maior (P < 0.01) de &nion
superoxido do grupo T+PMA em relagao ao C+PMA. Ja nos grupos com tumor, a
resposta dos macréfagos do grupo (P) estimulado com o PMA foi exacerbada.

De fato, as investigagdes sobre a influéncia de dietas ricas em 6leo de peixe
sobre a produgdo de anion superdoxido e o6xido nitrico apresentam resultados
contraditorios, e a possivel divergéncia encontra-se nos diferentes protocolos
utilizados. Estes, variam quanto as espécies utilizadas ou a origem das células
estudadas, local de onde é extraida a célula, o estado de diferenciacédo e ativagao
celular, o estimulo usado para excitar a produ¢ado da substancia desejada, o meio de
cultura e as condi¢des usadas no cultivo, a duracdo do tempo de suplementacéo, e
as quantidades de antioxidantes presentes na dieta. Interessantemente, na auséncia
de tumor a producdo de o6xido nitrico foi mais elevada nos grupos suplementados
com Oleo de peixe (P) e 6leo de peixe e Oleo de figado de tubardo estimulados com
LPS (P+LPS e T +LPS). Ja a produgao de anion superoxido foi marcadamente maior
no grupo suplementado com 6leo de figado de tubardo estimulado com PMA
(T+PMA).

Portanto, tanto a producdo de o6xido nitrico, quanto a produgcdo de anion
superoxido a suplementagcdo com 6leo de figado de tubardo e estimulado causou
efeito direto sobre o0 aumento desses parametros, enquanto que as associacdes nao
promoveram mudancgas significativas.Sob o cenario do tumor, o padrao aumentado
de producgao de anion superéxido € encontrado no grupo suplementado com éleo de

peixe e estimulado com PMA (P+PMA), enquanto que repetidamente a produgao de
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oxido nitrico nos grupos WT, WT+LPS , WP e WP+LPS encontra-se aumentada,

portanto semelhante aos animais sem tumor.
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8 CONCLUSAO

As suplementacdées com 6leo de peixe (WP) e dleo de figado de tubarao (WT)
reduziram a taxa de crescimento tumoral e a associacdo de ambas suplementacdes
nao teve efeito aditivo.

Quanto a fungdo macrofagica, o efeito das diferentes suplementagdes e suas
associacbes no cenario de auséncia e presenga de tumor promoveu diferentes
efeitos. Na auséncia de tumor a suplementacdo com 6leo de peixe incrementou a
adesao, fagocitose e volume lisossomal. O dleo de figado de tubardo incrementou
apenas a adesao. Na presenga de tumor, os macréfagos dos animais com dleo de
peixe tiveram redugdo da adeséo, mas elevou-se a fagocitose e volume lisossomal,
significando nao alteragdo da maquinaria fagocitica. Ja nos animais com o6leo de
tubardo, apenas a adesao elevou-se. A associagcao de ambas as dietas ndo causou
efeito aditivo na maquinaria fagocitica. A producdo de anion superdxido pelos
macrofagos dos animais sem tumor foi maior nos suplementados com dleo de figado
de tubarao e na presenca de tumor os suplementados com 6leo de peixe foram os
que mais aumentaram. A associacdo de ambos 6leos ndo promoveu maior
incremento. Finalmente, a produgcdo de oxido nitrico foi maior tanto com 6leo de
peixe e Oleo de tubardo e novamente a associagdo de ambas nao causou efeito
aditivo.

Em suma, nossos dados sugerem que 6leo de figado de tubardo e 6leo de
peixe tem efeito anti-tumoral contudo sua associagdo nao incrementou a redugao da
massa tumoral. No cenario de auséncia ou presenca de tumor ambos tem acgao
imunomoduladora, contudo comparativamente o dleo de peixe foi mais efetivo. A
participacdo do sistema imunitario via macréfago no combate ao desenvolvimento
tumoral ndo pode ser descartado por estes dados, contudo acreditamos que o

macrofago deva ter papel coadjuvante.
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