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RESUMO

O desbalanco do consumo de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) n-6 em detrimento
dos n-3 gera aumento da producdo de substancias com carater proinflamatorio, proé-
trombotico e vasoconstritor 0 que tem sido associado com a elevada incidéncia de
doencas cronicas de cunho inflamatério. A suplementacdo com 06leo de peixe, rico em
AGPI n-3, apresenta efeito positivo sobre diversas patologias, entre elas o cancer,
doencas renais e hipertensao essencial. O objetivo deste trabalho foi avaliar a funcao
renal de ratos controles e portadores de tumor de Walker suplementados de forma
cronica com 6leo de peixe. Foram utilizados ratos Wistar machos com 21 dias, recém
desmamados. A suplementacdo com 6leo de peixe ou gordura de coco se realizou por
70 dias na dose de 1g/kg p.c., apos este tempo os animais foram divididos em dois
subgrupos para a inoculacdo da suspensdo de células de tumor de Walker
(3x10’células/mL) no flanco direito dos animais, com a formacado de 6 grupos: controle
(C) e os suplementados (COP e CGC), portador de tumor de Walker (W) e os
portadores com as duas suplementacdes (WOP e WGC). Os parametros analisados
foram: ganho de peso, peso tumoral, peso do rim, filtracdo glomerular e fluxo plasmatico
renal, por clearance de inulina e paraamino-hipurico, respectivamente; fluxo urinario,
creatinina e uréia plasmaticas, osmolalidade, concentracdes plasmaticas e urinarias de
proteinas totais e eletrdlitos (Na*, K* e Li), microscopia de luz e eletronica de
transmiss&o. O manejo tubular de Na" foi estudado através do clearance de litio. O dleo
de peixe foi capaz de modificar o ganho de peso dos animais e reduzir o crescimento
tumoral, diferentemente da suplementacdo com gordura de coco. A proteinemia dos
animais portadores de tumor apresentou reducéo refletindo a protedlise gerada pela
caquexia, sendo que o OP reverteu o quadro, aumentando este parametro. A
proteindria, uremia e peso do rim ndo sofreram modificagdes nos grupos. O grupo WGC
aumentou a creatinina plasmatica em relacdo aos grupos W e CGC. A filtracdo
glomerular, elevou-se no grupo WGC vs W e CGC, e o fluxo plasmatico renal
apresentou aumento em todos os grupos suplementados COP e CGC vs C e WOP e
WGC vs W. A suplementacdo com gordura de coco ainda reduziu a fracao de filtracao
(CGC vs C). O fluxo urinario ndo foi modificado por nenhum parametro. O grupo W
reduziu a osmolalidade plasmaética (C vs W) e o WGC aumentou esta variavel (WGC vs
W). Sobre a dosagem de eletrélitos, somente o grupo WGC aumentou a concentracao
de K" plasmatico (WGC vs W). Foi observada uma clara tendéncia a reducdo na carga
excretada de Na* e na FEna+ NO grupo W o que foi revertido nos animais
suplementados. O manejo tubular de Na* foi modificado somente nos grupos com
suplementacdo com GC, sendo que o grupo CGC apresentou um estimulo na
reabsorcdo proximal de Na* (reducéo do clearance de litio e aumento da RPFyas), € 0
grupo WGC uma reducio na reabsorcdo proximal de Na* (aumento significativo da FE_;
e uma reducdo da RPFya+). A suplementacdo com oleo de peixe parece nao interferir
com a reabsorcio de Na’ neste segmento. As analises relativas a histologia do tecido
renal por microscopia de luz e eletronica de transmissédo ndo apresentaram alteragoes
na presenca do tumor ou das suplementacdes lipidicas. Em resumo, a suplementagao
com OP reduziu a caquexia dos animais interferindo no crescimento tumoral e teve um
efeito renoprotetor ao aumentar o fluxo plasmatico renal e preservar a filtracdo
glomerular. A suplementagcdo com GC alterou parametros da hemodinamica renal e
manejo tubular de sodio, sendo que a presenca do tumor alterou de forma mais



expressiva estes parametros.

Palavras-chaves: 6leo de peixe, gordura de coco, fungéo renal, cancer.



ABSTRACT

Consumption of high n-6/n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) ratio promotes elevated
concentration of potential proinflammatory, thrombotic and vasoconstritor mediators
which have been associated with high incidence of chronic disease. Fish oil (FO)
supplementation, rich in n-3 PUFA, has a positive effect on various diseases, including
cancer, kidney disease and essential hypertension. The objective of this study was
evaluate renal function of control rats and tumor-bearing Walker 256 chronically
supplemented with fish oil or coconut fat. Weanling male rats were supplemented for 70
days with fish oil and coconut fat (CF) (1g/kg body weight) after this time the animals
were divided into two subgroups to proceed the inoculation in the right flank with a
suspension of Walker tumor cells (3x10’cells/mL), forming 6 groups: control (C),
supplemented (FO and CF), tumor-bearing Walker (W), tumor-bearing Walker
supplemented (FOW and CFW). The parameters analyzed were: weight gain, tumor
weight, glomerular filtration and renal plasma flow (inulin and p-amino-hippuric
clearances, respectively), urine flow, plasma creatinine and urea, plasma and urine
osmolality, plasmatic and urinary concentration of total protein and electrolytes (Na*, K*
and Li), light and transmission electron microscopy. Tubular sodium handling was
studied by lithium clearance. Fish oil was able to modify the weight gain and reduced
tumor weight in contrast to the coconut fat supplementation. Tumor-bearing group
present a significant reduction of total plasma protein concentration which reflects
cachectic proteolysis, and FO supplementation reversed this fact increasing this
parameter. All groups did not change urinary protein excretion, uremia or kidney weight.
CFW increased plasma creatinine in relation to W and CF. Glomerular filtration raise in
CFW group versus W and CGC. Renal plasma flow increased in supplemented groups
FO and CF versus C, and FOW and CFW versus W. Moreover, coconut fat
supplementation reduced filtration fraction. Urine flow was not changed by experimental
groups. W group reduced plasma osmolality (C vs W) and CFW increased this
parameter (W vs CFW). About electrolytes measurement, only CFW raised potassium
plasma level. There was a clear tendency to reduce Na" excreted and fractional sodium
excretion (FEna:) in W group, which were reverted in supplemented animals. Tubular
sodium handling was modified in coconut fat supplementation groups, where CF group
presented stimulus in Na* proximal reabsorption (reduced lithium clearance and RPFya+
increased), and CFW shown a reduction in Na* proximal reabsorption (FE,; increased
and RPFya+ reduced). Fish oil supplementation does not seem to interfere with Na*
reabsorption in this segment. The analysis of renal tissue histology by light and
transmission microscopy was not affected by the presence of tumor or lipid
supplementation. In resume, FO supplementation reduced cachexia, with a reduction in
tumor growth rate, and had a renoprotector effect, with a rise in renal plasma flow and a
preservation of glomerular filtration. Supplementation with CF altered renal
homodynamic parameters and tubular sodium handling, and the presence of the tumor
changed more significantly these parameters.

Keywords: fish oil, coconut fat, renal function, cancer.
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1 INTRODUCAO

Durante os ultimos dez mil anos aconteceram alteracdes significativas na dieta
dos seres humanos, em particular no tipo e na quantidade de acidos graxos
consumidos. A partir da revolucdo industrial houve um incremento significativo na
ingestao de gorduras, atingindo 40% do valor caldrico total, com predominio de acidos
graxos saturados e do tipo trans, e despropor¢cdo na ingestdo de &cidos graxos
essenciais (SIMOPOULOQOS, 1999a).

Associado a essas alteragdes na dieta foi observado um aumento na prevaléncia
das doencas cronico-degenerativas tais como diabetes, hipertensdo arterial,
arteriosclerose, obesidade e cancer. Em adi¢cdo a dieta, também ocorreram alteracfes
no habito de vida das pessoas, por exemplo: aumento do sedentarismo, e a exposi¢cao
cronica a substancias nocivas (tabaco, poluentes, etc.). Estes fatores interagem com
processos bioquimicos, que sdo controlados geneticamente, levando a formacéo das
doencas cronicas (LEONARD, 2002).

1.1 ACIDOS GRAXOS

Os éacidos graxos sdo acidos carboxilicos caracterizados por apresentar longa
cadeia de hidrocarbonetos com um grupo carboxila numa extremidade e um metila na
outra extremidade (CALDER, 2005; SALA-VILA; MILES; CALDER, 2008). Podem ser
divididos em saturados ou insaturados, dependendo do grau de saturacdo da molécula.
A auséncia de duplas ligagOes é classificada como saturados e na presenca de duplas
ligagOes, insaturados (RUXTON et al.,, 2004). Os acidos graxos mais comuns € 0S
adquiridos pela dieta sdo principalmente na forma de triacilgliceréis (TAG), compostos
de trés cadeias de acidos graxos ligados em uma molécula de glicerol, e sao
armazenados para reserva energética, transformados em hormdnios, transportadores,
mensageiros celulares e constituintes da membrana celular (ALBERTS et al., 2004).

Os lipideos incluem tri-, di- e monoacilglicerois, esfingolipideos, classificados por

ligacdes com outras moléculas, acidos graxos livres (AGL), colesterol, fitoesterdis, de
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acordo com sua origem, pigmentos e vitaminas lipossoluveis (FRITSCHE, 2006).

Existem trés importantes familias de acidos graxos insaturados (AGPI): 6mega 3
(n-3 ou ®-3), dmega 6 (n-6 ou ®-6) e dmega 9 (N-9 ou ®-9), sendo que esta
nomenclatura se refere a posi¢cao da primeira dupla ligacdo a partir do terminal metila,
carbono denominado 6&mega da cadeia de hidrocarboneto. Nomenclatura e
exemplificagéo de estrutura quimica dos acidos graxos de 18 carbonos, AG saturado
como o acido estedrico, monoinsaturado como o acido oléico e poliinsaturados, acido
linoléico e a-linolénico, sdo apresentados na FIGURA 1 (CALDER, 2006; SALA-VILA;
MILES; CALDER, 2008).

HSC\/\/\/\/\/\/\/\/\
COOH Acido estearico (18:0)
H.C — cooH
VAV AVAV R VAVAVAVYS Acido oldico (18:1n-9)
EANVANVA N AN AA VA VAN Acido linoléico (18:2n-6)
COOH

HSC\/ \/ \/ \/\/\/\/CUOH Acido a-linolénico (18:3n-3)

FIGURA 1 Estrutura quimica e nomenclatura dos acidos graxos com 18 carbonos (adaptado de
SALA-VILA; MILES; CALDER, 2008).

A biossintese dos acidos graxos n-3 e n-6, representada esquematicamente pela
FIGURA 2, compartiham a mesma enzima desaturase (A6-desaturase), e, portanto
competem pela mesma via metabdlica. A A6-desaturase prioriza o acido a-linolénico,
mas em altas concentracfes de acido linoléico podem inibir a conversdo do ALA em
EPA e DHA, reduzindo a quantidade destes acidos graxos (CALDER, 2001; RUXTON
et al., 2004).

O acido graxo a-linolénico (ALA; 183 n-3) €& precursor do acido
eicosapentaendico (EPA; 20:5 n-3), docosapentaendico (DPA; 22:5 n-3) e do
docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3) e o acido linoléico (AL;18:2 n-6) é precursor do

acido araquidénico (AA; 20:4 n-6). Os ALA e AL possuem alguns efeitos opostos sobre
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vasodilatacdo, perfil lipidico, entre outros, e sdo considerados essenciais para a dieta
humana, pois ndo podem ser sintetizados e interconvertidos pelo organismo humano
(CALDER, 2001; TAPIERO et al.,, 2002; RUXTON et al., 2004; SALA-VILA; MILES;
CALDER, 2008).

O AL é encontrado em quantidades significantes em diversos 0leos vegetais,
como o de milho e soja, e seus derivados, como margarinas. O ALA esta presente em
vegetais de folhas verdes escuras e em alguns 0leos vegetais, como o de linhaca. Os
dois juntos contribuem com 95 a 98% dos AGPI na dieta de paises ocidentais. A
ingesta de AL, nestes paises, aumentou drasticamente desde a década de 1970 com a
introducdo de 6leos e margarinas no preparo dos alimentos. Ja o consumo de ALA nao
foi modificado expressivamente durante o tempo. Entretanto, a razdo n-6:n-3, pelo
aumento do consumo de n-6, apresentou grande aumento. A razdo recomendada € de
4:1 sendo que em populagcdes ocidentais podem ser observadas razoes de 5, 20 e até
40:1 dependendo da regido (SALA-VILA; MILES; CALDER, 2008).

acido e linolénico AlS acido linoléico A2 acido oléico
18:3n.3 plantas 18:2n6 plantas 18:1n9
L AR J{ AR
; acido y-linolénico
YL 18:3n.6
l elongase l elongase
acido dihomo
t-linolénico
20:4n-3 20:3n-6
J( AL J{ AL
EPA acido araquiddnico
20:5n-3 20:4n-6
l elongase l elongase
AB AR
J( B -oxidagdo l i3 -oxidagao
DHA 22:5n6
22:6n-3
FIGURA 2 Biossintese dos A&cidos graxos poliinsaturados (adaptado de SALA-VILA; MILES;

CALDER, 2008).
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O acido araquidbnico, derivado do acido linoléico, € encontrado nas carnes e
visceras e a ingesta estimada é de 50 a 500mg/dia. Ja os derivados do &cido linolénico,
o EPA, DPA e DHA estdo presentes nos peixes, especialmente nos peixes mais
gordurosos, como tuna, salméo, sardinha e carapau, e também, nos vegetais de folhas
verdes escuras. A porcdo de um destes peixes pode prover entre 1,5 a 3,5g destes
AGPI n-3. O oleo de peixe (OP) disponivel comercialmente apresenta esse AG numa
proporcéo de cerca 30% do total de lipideos, de forma que uma capsula contendo 1g de
OP normalmente provém aproximadamente 300mg dos AGPI n-3 (SALA-VILA; MILES,;
CALDER, 2008).

Os AGPIs sao importantes constituintes das células, onde assumem papéis de
assegurar funcdes adequadas de proteinas de membrana, mantém a fluidez da
membrana plasmética e regulam a sinalizacdo celular, ativacdo de fatores de
transcricdo, expressao génica e funcéo celular (SALA-VILA; MILES; CALDER, 2008).

O efeito de sintese de eicosandides, prostaglandinas e leucotrienos traz ao
Omega-3, propriedades antiinflamatérias, antitrombdticas, antiarritmicas e
vasodilatadoras, enquanto que os produtos derivados do acido araquiddnico (AA)
possuem efeitos opostos, como promotores de inflamacéo, vasoconstricdo, febre,
eritema, formacao de trombos, migracdo e proliferacédo celular (SIMOPOULOS, 1999a;
LOMBARDO; CHICCO, 2006).

1.1.1 AGPIs n-3 e n-6

Acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) apresentam efeitos em diversos
processos fisiolégicos na salde e nas doencas, participam na regulacédo plasmatica de
concentracdes de lipideos, na acéo insulinica, no desenvolvimento neural e na fungéo
visual, e diminuem o risco de doencas cardiovasculares, autoimunes e doencas
malignas (JUMP, 2002; RUXTON et al., 2004, BHATTACHARYA et al., 2007).

Uma dieta rica em OP contendo alto teor de acidos graxos n-3, como EPA e
DHA, apresenta significantes propriedades antiinflamatorias através da inibicdo de

eicosanodides proé-inflamatorios derivados dos acidos graxos n-6, como os derivados do
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AA, e a diminui¢do de citocinas pré-inflamatorias. Os acidos graxos n-3 competem com
0os é&cidos graxos n-6 na incorporacdo de membranas celulares pela acdo da
ciclooxigenase (COX) e da 5-lipoxigenase (5-LOX). Assim, a producdo de eicosandides
pro-inflamatorios, como a prostaglandina (PG) E,, leucotrienos (LT) B4 e tromboxano
(TX) B, é significantemente diminuida, com consequente produgéo das classes 3 de PG
e TX e da classe 5 dos LT, pelos acidos graxos n-3. Metabolismo exemplificado pela
FIGURA 3 (CALDER, 2001; CALDER, 2006; LOMBARDO; CHICCO, 2006;
BHATTACHARYA et al., 2007; CALDER, 2007).

LEUCOTRIENOS SERIE 4 LEUCOTRIENOS SERIE 5

I 5-Lipoxigenase I

[ AcCIDO ARAQUIDONICO ][ ACIDO EICOSAPENTAENOICO ]

l Ciclooxigenase l

[ ENDOPEROXIDOS ]

PGH, PGH,

| TRomBOXANO | TxA, 71 j? @A, [ TROMBOXANO

[PROSTACICLINA] PGH, PG, [PROSTACICLINA]

PGE, PGE,

[ PROSTAGLANDINAS ]

FIGURA 3 Metabolismo oxidativo do acido araquidbnico e eicosapentaendico pelo mecanismo da
ciclooxigenase e 5-lipoxigenase com a formacao de diferentes classes de tromboxanos,
prostaglandinas e leucotrienos (adaptado de SIMOPOULOS, 2003).

Devido ao aumento no consumo de &cidos graxos n-6 na dieta ocidental, os
eicosandides produzidos a partir do AA sao formados em maior quantidade do que a
partir dos AGPIs n-3, principalmente do EPA. Portanto, dieta rica em AGPIs n-6 leva a
um estado fisiopatoldgico pro-trombaotico e pré-agregador, com aumento na viscosidade
sanguinea, vasoespasmos, vasoconstricdo, além de promover o cancer. Em contraste,

AGPIs n-3 parecem evitar o cancer por influenciarem na atividade de enzimas e
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proteinas relacionadas a sinalizagéo intracelular e proliferacdo celular (JIANG, 1998;
SIMOPOULOS 1999a; SIMOPOULOS, 1999b; ROSE, 1999; ARONSON, 2001;
CALDER, 2001).

1.1.2 Papel dos AGPI e de seus produtos na funcédo renal

No caso do rim, o sistema enzimatico da ciclooxigenase é a via mais importante
de metabolizacdo do AA. O principal papel fisiologico dos produtos derivados do
metabolismo do AA no rim, € a modulacdo da acdo de outros autacéides e horménios,
particularmente em relagdo a acdo destas substancias no ténus vascular, na funcéo
glomerular e no manejo tubular de 4gua e eletrdlitos. Os produtos derivados da acédo da
ciclooxigenase sobre o AA estao relacionados com mudancas observadas na funcao
renal em varias patologias, tais como dano glomerular, varias formas de insuficiéncia
renal aguda e/ou crbnica, nefrotoxicidade por ciclosporina, sindrome hepatorrenal,
nefropatia diabética e por IgA e hipertensdo essencial (MATTIX; BADR, 2001; HAO;
BREYER, 2008).

Entretanto, a utilizacdo de dietas ricas em AGPIs n-3 determina uma competicao
destes substratos com as vias metabdlicas do AA, resultando na formacéo de produtos
finais biologicamente inativos ou pouco potentes. Consequentemente, a suplementacao
com AGPIs tem sido utilizada para alterar a evolugcdo das patologias renais nas quais
os derivados do AA estdo envolvidos. Na maioria destas patologias a evolugdo da
doenca foi significativamente reduzida pela utilizacdo de um suplemento dietético rico
em Oleo de peixe (VASKONEN, 1996; BAYORH, 1996; BROWN, 2000; DONADIO,
2001; HAO; BREYER, 2008).

O aumento da producgédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) € associado
com os produtos do metabolismo do acido araquidbénico. Esses eicosandides tém
importante papel na regulacdo na hemodinamica renal e filtracdo glomerular.
Prostaglandina E,, sintetizada pelas estruturas vasculares e renais, aumenta o fluxo
renal e a taxa de filtracdo glomerular, além de promover a inflamacéo, como ja citado
(DOLEGOWSKA et al., 2006).
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Outras classes da lipoxigenase estdo envolvidas na producdo de metabdlitos
relacionados com células do sistema imunitario e em alguns tecidos provocando
inflamacdo e dano celular. 12- e 15-LOX catalisam a sintese de 12- e 15-acido
hidroxieicosatetraendico (HETEs), respectivamente, nos glomérulos, ceélulas
mesangiais, tubulos corticais e vasos renais, onde afetam a hemodindmica renal e a
taxa de filtracdo glomerular. 12- e 15-HETE s&o relacionados com a resposta
inflamatéria e, especificamente, o 12-HETE inibe a reducdo do fluxo sanguineo renal
estimulado pela angiotensina Il (DOLEGOWSKA et al., 2006).

Metabdlitos da LOX apresentam importante papel no desenvolvimento da
glomerulonefrite e outras desordens inflamatérias renais. Em condicbes normais, o
tromboxano A;, metabdlito da ciclooxigenase, é produzido em pequenas quantidades
no rim, tendo como principal local de sintese as células mesangiais e os poddécitos nos
glomérulos (DOLEGOWSKA et al., 2006).

O efeito da suplementacdo com AGPIs n-3 em individuos normais tem sido muito
menos estudada. DUSING et al. (1990) investigaram o efeito das prostaglandinas na
funcdo e no metabolismo renal, através da suplementacdo durante seis semanas com
6g/dia de AGPIs n-3, em 10 voluntarios normais. Estes individuos apresentaram
incremento significativo do fluxo plasmatico renal e diminuigdo na resisténcia vascular
renal. Estas mudancas determinaram incremento significativo na filtragdo glomerular,
gue passou de 97+3 mL/min antes da suplementacdo para 107+3 mL/min apdés esta, e
reducdo na fracao de filtracdo. VALENTE GAMBA e colaboradores (2001) reportaram
gue a suplementacdo da dieta em ratos adultos com 5% de 6leo de peixe acelerava o
progressivo declinio da filtracdo glomerular e no fluxo plasméatico renal habitualmente
observado no envelhecimento. Por outro lado, este tratamento incrementou a excregao
resultante de acido nos animais com 9 a 18 meses de idade. Uma deterioracdo da
funcdo renal, proteindria e queda da filtracdo glomerular foram reportadas também por
LOGAN et al. (1992) ap6s uma suplementacdo por 6 meses com Oleo de peixe. Em
estudo recente encontramos que a suplementacéo cronica (por uma geracao) com 6leo
de peixe incrementou a filtracdo glomerular, entretanto sem ser estatisticamente
significativa (FERNANDEZ et al., 2004). As alteracdes hemodinamicas na circulacao

renal ndo foram estudadas neste trabalho.
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1.2 CANCER

Cancer e apresentado como a maior causa de mortalidade nos paises
desenvolvidos e sua incidéncia vem aumentando em paises em desenvolvimento.
Alguns tipos de canceres ocorrem em jovens, mas a maioria deles esta associada ao
envelhecimento, juntamente com eventos de acumulacdo de danos celulares genéticos
e epigenéticos, com geracdo multifatorial (habitos de vida irregulares, alimentacao,
sedentarismo, tabagismo, entre outros). Ciclo celular descontrolado, aumento da
estimulacdo dos oncogenes e inibicho dos genes supressores de tumor sao
considerados fatores primordiais para iniciacdo da tumorigénese. Entretanto, outros
fatores como o proprio microambiente do tumor, como a hipoxia, € fundamental para
sua progressao, aumento da resisténcia e metastase (CALDER, 2006; BRAHIMI-HORN
et al., 2007).

Pacientes com cancer frequentemente exibem a sindrome da caquexia (do grego
kakos = ruim, mal; hexis = condi¢cdo), sendo a maior causa de morbi-mortalidade em
pacientes em cancer avancado. Esta sindrome € um problema metabdlico associado a
diversas manifestacdes tais como: perda de peso, deplecdo severa da musculatura
esquelética e do tecido adiposo, alteracdes nos niveis séricos de lipideos e glicose,
paladar, saciedade precoce, anemia, edema, aumento do gasto energético, aumento na
sintese de proteinas hepaticas de fase aguda, com consequencia de menor tempo de
sobrevida e piora na qualidade de vida dos pacientes, sendo que essas caracteristicas
gue diferenciam a caquexia da desnutricdo. Caquexia esta relacionada ndo somente ao
cancer, mas também a outras doencas infecciosas, parasitarias, auto-imunes e crénicas
(TISDALE, 2004; FEARON et al., 2006; LUFT, 2007).

Tem sido sugerido que a caquexia é mediada certamente por citocinas, como 0
fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas IL-1, IL-2 e IL-6, interferon-y (IFN-y). Estas
citocinas sao produzidas por alguns tecidos e pelas células tumorais, podem atravessar
a barreira hematoencefalica atuando como agentes supressores de apetite. Mediadores
catabolitos de lipolise e protedlise, como o fator de mobilizagéo de lipideos (LMF) e fator
de inducdo de protedlise (PIF) sdo originalmente produzidos somente pelo tumor,

entretanto, achados recentes demonstram que o LMF pode ser adicionalmente
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produzido no tecido adiposo marrom e branco. Horménios também tém sido arrolados
como colaboradores no desenvolvimento e estabelecimento do quadro caquético.
Cortisol, glucagon e adrenalina (horménios catabdlicos) s&o encontrados em
concentracdoes elevadas enquanto as de insulina (horménio anabdlico) estdo
diminuidas, o que favorece o quadro de resisténcia periférica a insulina, tanto em
modelos animais quanto em estudos em humanos (DUNLOP; CAMPBELL, 2000;
TISDALE, 2001; BARBER, 2001; TISDALE, 2004; LUFT, 2007).

Algumas anormalidades neuroenddcrinas e no balanco de &gua e sal séo
observadas em pacientes caquéticos portadores de tumor. O aumento na atividade
serotonérgica no sistema nervoso central como resultado do aumento da
disponibilidade do seu precursor triptofano, tem sido utilizado como hipétese para
desencadear o inicio da sindrome da caquexia (GIACOSA et al., 1996). KITCHENER e
DOURISH (1994) sugeriram que a ativacdo dos receptores de serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5HT) 5HT-15 € 5HT-;c podem estar associados a indu¢do no aumento
da saciedade em ratos e que o receptor 5HT, reduz a sensacéo de fome. O bloqueio do
receptor 5HT3; também parece melhorar a sensacdo de fome em pacientes portadores
de cancer (EDELMAN, 1999). Outros fatores neuroldgicos e neuropsiquiatricos também
se manifestam nesta sindrome como dor, depressédo, ansiedade, saciedade precoce e
aversdo a alimentos e aromas (PLATA-SALAMAN, 2000). Por outro lado, transtornos na
excrecao renal de 4gua e sal sdo observados frequentemente em individuos caquéticos
portadores de tumor, tanto em humanos como em diversos modelos animais (incluindo
ratos portadores do tumor de Walker 256) (BLACKBURN, 1977; RETTORI, 2000;
FERNANDEZ et al., 2004). Em associacdo com estas alteracdes no metabolismo
hidroeletrolitico, varias formas de carcinoma apresentam patologias glomerulares que
se manifestam principalmente por proteindria intensa e falha renal progressiva
(USALAN; EMRY, 1998).

A deplecéo das proteinas musculares na caquexia apresenta como fator principal
0 mecanismo do complexo protéico ubiquitina-proteossoma, onde proteinas para
degradacado sdo marcadas por poliubiquitinacéo e assim, clivadas no proteossoma 26S,
uma estrutura cilindrica com enzimas proteoliticas. O aumento da estimulacdo deste

sistema no musculo esquelético na caquexia € induzido por metabdlitos produzidos pelo



22

tumor. O PIF é um destes produtos estimuladores do sistema ubiquitina-proteossoma e,
portanto, é foco para intervengdes no tratamento do cancer. O acido eicosapentaendico
€ considerado antagonista da acao do PIF (TISDALE, 2004; FEARON et al., 2006).
WHITEHOUSE et al. (2001) demonstraram que em camundongos caquéticos por
tumor MAC16 (adenocarcinoma de colon induzido por metilhidrazida, 162 linha de
células), o EPA atenuou a degradacao protéica pela inibicdo do aumento da expressao
de subunidades do proteossoma e de enzimas ubiquitina-conjugadas. O EPA né&o afeta
a sintese protéica, mas tem sua acao antagbnica ao PIF pela sinalizacdo intracelular,

onde sugere prevenir a acumulagao do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB).

1.2.1 AGPIs e cancer

KARMALI et al. (1996) mostrou que o0s acidos graxos poliinsaturados
apresentavam efeitos sob o crescimento tumoral em diferentes modelos experimentais
de tumor, onde os eicosandides derivados dos acidos AGPIs n-6 promoviam efeito
maior na carcinogénese, proliferacdo e diferenciacdo celular, metastases, e caquexia
do que 0s AGPIs n-3. YANG (1999) demonstrou a relagédo entre o consumo de gorduras
e o desenvolvimento de doencas prostaticas, como o cancer de prostata. Os pacientes
portadores deste cancer apresentavam maiores concentracdes de AGPIs n-6, menores
de AGPIs n-3 e maior razdo n-6/n-3 do que os individuos ndo-portadores de adenoma.

TERRY et al. (2001), em estudo epidemiolégico de 30 anos, mostraram que
homens com baixo consumo de peixes, fonte de AGPIs n-3, apresentavam risco trés
vezes maior de desenvolver cancer de prostata. Isto sugere que os AGPIs n-6 estariam
envolvidos com efeitos promotores, enquanto os AGPIs n-3 com efeitos antipromotores
na proliferacdo celular no cancer. Alguns autores mostram que os AGPIs n-3 estariam
envolvidos na producdo e no efeito biolégico das citocinas (MEYDANI, 1996;
ALEXANDER 1998; De PABLO, 2000).

Alguns estudos mostraram que doses diarias entre 2 a 6 g de AGPIs n-3
apresentam efeitos antiinflamatérios por reduzirem a producdo de citocinas pro-

inflamatérias em voluntarios saudaveis e em pacientes portadores de céancer de
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pancreas. Esses efeitos podem estar associados a uma alteracdo no balanco da
sintese de eicosandides com agdo inflamatéria menor e com componentes menos
agregadores, provenientes dos AGPIs n-3, do que aqueles produzidos pelos AGPIs n-6
(CALDER, 2006; BARBER, 2001).

Em resumo, os danos causados pela caquexia sdo devidos as alteracbes
metabdlicas presentes nesta sindrome. A suplementacdo com Oleo de peixe afeta
alguns dos mediadores envolvidos nessas alteragdes metabdlicas, ja que os AGPIs n-3
modulam a sintese de citocinas, reduzem a sintese de mediadores pré-inflamatorios
como as PGE,, e aumentam a taxa de peroxidacdo lipidica (BABA et al., 2000;
TISDALE, 2004; FEARON et al., 2006; LUFT, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Ao longo dos anos, modificagbes na dieta geraram o aumento de doencas
cronico-degenerativas, sendo que essas mudancas se devem principalmente pelo
aumento do consumo de gorduras saturadas. O cancer € uma dessas doencas, onde
sua incidéncia esta em crescente aumento. Uma das maiores preocupac¢des no cancer
€ a sindrome da caquexia, responsavel pela maior causa de morbi-mortalidade dos
individuos, sendo causada por fatores hormonais, humorais e produtos gerados pelo
proprio tumor.

FERNANDEZ e colaboradores (2004) demonstraram que a suplementacdo por
uma geracao com 6leo de peixe, um &cido graxo poliinsaturado (AGPI), rico em 6mega
3, € capaz de diminuir a taxa de crescimento tumoral, o grau de caquexia em individuos
com cancer, alterar a resposta imunitaria e melhorar a funcdo renal e o balanco
hidroeletrolitico em animais caquéticos. Entretanto, os mecanismos responsaveis pelas
alteracbes na funcdo renal observados nos animais suplementados nao tém sido
estudados até o presente momento.

O efeito da suplementacdo com AGPIs n-3 na funcéo renal de individuos normais
tem sido muito menos estudada, e os resultados obtidos em muitos casos s&o
contraditorios.

Uma vez que caquexia € altamente debilitante e leva a alteracdo da
funcionalidade do sistema renal e que a suplementacdo com &cidos graxos n-3 tem sido
utiizada no tratamento de diversas patologias crbnicas (incluindo o cancer), é
imperativo o estudo do efeito da suplementacdo com &cido graxo n-3 sobre a funcéo

renal de ratos controles e portadores de tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste projeto foi estudar os mecanismos hemodinamicos
responsaveis pelas alteracées na fungéo renal observadas em animais suplementados
de forma crénica com &cidos graxos dmega-3 (6leo de peixe) e seu possivel efeito

renoprotetor, em ratos Wistar controle ou portadores do tumor de Walker 256.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o ganho de peso dos animais, peso tumoral e peso do rim;
= Avaliar a fungdo glomerular e hemodinamica renal pelo clearance de inulina e
acido paraamino-hipuarico (PAH), respectivamente;
» Verificar os aspectos gerais da fungao renal por:
- dosagens plasméticas de creatinina e uréia e, plasmaticas e urinarias de
proteina, osmolalidade e eletrdlitos (Na* e K);
- clearance de litio

= Avaliar a histologia renal por microscopia de luz e eletronica de transmisséao;
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal do Parana — CEEA n° 243 (ANEXO).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos albinos da linhagem Wistar com
aproximadamente 21 dias de vida, recém-desmamados obtidos do biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em
ciclo claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22+2°C
com racdo composta em macronutrientes de 63,4% de carboidratos, 25,6% de
proteinas e 11% de lipideos (NUVILAB CR1®, Nuvital Nutrientes Ltda) e 4gua & vontade
(ad libitum). Estes animais foram divididos em trés grupos, o primeiro dieta
suplementada todos os dias por via oral (técnica de gavagem) com 1g/kg de peso
corporal (p.c.), de 6leo de peixe (n-3) (grupo OP). Sendo que o OP ¢é obtido de uma
preparacéo de lipideos marinhos, gentilmente doado pela Fundacdo Herbarium, o qual
contém em lg/capsula na proporcéo de 0,192 g de EPA e 0,124g DHA. Um segundo
grupo foi suplementado via oral com gordura de coco (acido graxo saturado), comprada
no Mercado Municipal da cidade de Curitiba - PR, na mesma propor¢ao (grupo GC); e
um terceiro grupo recebeu a dieta habitual sem suplementagéo (grupo C, controle). As

suplementacdes tiveram duracéo de 70 dias.

4.2 INOCULACAO DAS CELULAS DE WALKER 256

Ao atingirem 90 dias de idade e 70 dias de suplementagcéo cada um dos grupos
anteriores foi dividido em dois, onde a metade recebeu inoculacdo da suspensao de
células do tumor de Walker 256 (3x10’ células/mL) (grupos W, WOP, e WGC), e a outra

metade dos animais inoculou-se solugdo salina 0,9% (grupos C, OP, e GC)
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(FERNANDES, 1991). Esse carcinosarcoma induz a caquexia em aproximadamente 14
dias apoés a inoculagdo da suspensdo com células tumorais. Cada grupo de animais
ficou com aproximadamente 25 individuos.

A partir do dia 11 os animais foram colocados durante 72h em gaiolas
metabdlicas para permitir a monitorizacdo da ingestdo de alimento, agua, curva de

ganho de peso, diurese e coletas de amostras de urina e sangue para analise.

4.3 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

4.3.1 Dosagens de concentracao de proteina, creatinina e uréia

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais no sangue e na urina foi
realizada pela técnica de Biureto (HENRY, 1974), com kit comercial (Labtest®), sendo
gue os ions cobre em meio alcalino, do reagente de Biureto, reagem com as ligacdes
peptidicas das proteinas séricas formando a cor purpura, com leitura em
espectrofotdmetro (Thermo Scientific®) a 545nm, dados expressos em g/dL para a
proteinemia e mg/dia para a protenduria.

A concentracdo de uréia foi dosada utilizando um método colorimétrico
enzimatico, kit comercial (Labtest®), instruces conforme fabricante, onde a uréia é
hidrolisada pela urease a ions amdnio. Estes na presenca de pH alcalino com salicinato
e hipoclorito de sédio, sob acado catalisadora do nitroprussiato de sédio forma azul de
indofenol, lido a absorbancia de 600nm em espectrofotémetro (Thermo Scientific®),
sendo a intensidade da cor formada, proporcional a quantidade de uréia da amostra
(BERGMEYER, 1985), dados expressos em mg/dL.

Para a dosagem de creatinina plasmética foi utilizado o método de Jaffe
modificado, com kit comercial (Labtest®). Este método se baseia no principio de que a
creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugdo de picrato em meio
alcalino formando um complexo de cor vermelha que é medido fotometricamente

(HENRY, 1974). Apoés, ha a adicdo de acidificante que promove a decomposi¢cao de
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picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogenos tendo a
diferenca das duas medicdes o valor da creatinina verdadeira, resultado expresso em
mg/dL.

4.3.2 Determinacéo da filtracdo glomerular e do fluxo plasmatico renal

4.3.2.1 Clearance de inulina e acido paraamino-hipurico (PAH)

A filtracdo glomerular foi avaliada pelo clearance de Inulina, e o fluxo plasmético
renal utilizando o clearance de PAH (acido paraamino-hipurico). Para esta finalidade os
ratos foram anestesiados com Thiembutal® (50mg/kg peso corporal) por via
intraperitoneal (ip.) e colocados sobre uma mesa termostatizada a 37°C.
Posteriormente, realizou-se tragueostomia para assegurar a via aérea permeavel e
procedeu-se a canulacdo da veia jugular e da artéria carétida esquerdas, para infuséo e
retirada de amostras sanguineas, respectivamente. Em seguida, a parede abdominal foi
aberta na linha média e a bexiga exposta e canulada a fim de coletar a urina utilizando
frascos previamente pesados, sendo o volume urinério determinado gravimetricamente
(FERNANDEZ; MALNIC, 1995). Os ratos foram infundidos durante o experimento com
uma solucdo salina isotdnica adicionada com manitol a 3% a uma velocidade de
0,1mL/min mediante uma bomba de perfusdo continua. Apos a preparacdao do animal,
foi administrada por via intravenosa (iv) a dose prime de inulina e PAH [30mg/100g p.c.
de inulina e 0,02mg de PAH para cada 1mL de volume extracelular (VEC), sendo
considerado VEC como 20% do p.c.] e, apés, iniciando-se a infusdo da dose de
manutencdo dessas substancias. Depois de 30 minutos de espera para a estabilizacdo
das concentracGes plasmaticas de inulina e PAH, foram realizados dois ou trés
periodos experimentais de coleta de amostras de sangue e urina em intervalos de
aproximadamente 30 minutos. Nas amostras de sangue e urina foram realizadas as
dosagens da concentragdo plasméatica (P) e urinaria (Uy) de inulina utilizando o

reagente de antrona numa modificacdo do método de Fuehr (FUEHR et al., 1955) e
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concentracao plasmatica (Ppan) € urinéria (Upan) de PAH, usando uma modificacdo do
método de Smith (SMITH et al., 1945).

4.3.3 Dosagem da osmolalidade e eletrolitos

Amostras de sangue arterial retiradas por puncao cardiaca foram utilizadas para
determinacdo da concentragdo plasmatica de Na’, K* e Li por fotometria de chama
(CELM FC180) e osmolalidade pelo método de pressédo de vapor (MicroOsmometro —
Vapro5520® — Vapor Pressure Osmometer, WESCOR-USA).

Com as concentracdes plasmaéticas e urinarias de sodio, potassio e litio foram
determinadas as Fracbes de Excrecdo de Na', K' e Li (FEna+, FEx:e FEL), estes
parametros servem para avaliar o manuseio renal de ions, o calculo utiliza as seguintes
férmulas:

FEion = Uion X Vy / Pion / Cqr (%)

Onde:

Uion = Concentracéo urinaria de Na“ou K* ou Li (mEq/L);
Ccr = Clearance de creatinina (mL/min);

Pion = Concentracéo plasmatica de Na'ou K* ou Li (mEg/L);
Vy = Volume urinério por minuto (mL/min)

Os valores das osmolalidades foram utilizados para determinar o Clearance
Osmolar (Cosm) € 0 Clearance de agua livre (Cn20), de acordo as seguintes férmulas:

Cosm = (Uosm X Vyu / Posm) (mL/min)

Ch20 = Cosm - Vu (mL/min)

Onde:

Uosm = Osmolalidade urinaria (mOsm/L);

Vy = Volume urinério por minuto (mL/min);
Posm = Osmolalidade plasmatica (mOsm/L);

M, = Peso do animal (kg).



30

4.3.4 Clearance de litio

A fim de estudar o manejo tubular do Na* se realizou um clearance de litio (Cy;).
Esta medida pode ser utilizada como marcador da reabsorcdo de Na* pelo tabulo
proximal em animais submetidos a uma dieta com valores normais de ingestéo de sodio
e potassio (THOMSEN; SHIRLEY, 1997). O protocolo foi desenvolvido com a
administracédo por gavagem de 60mM LiCl/100g peso corporal, 14 horas antes do inicio
dos experimentos. Os animais permaneceram em gaiolas individuais, em jejum
alimentar e com livre acesso a agua. No final do periodo foi obtida uma amostra de
sangue por puncéao cardiaca.
O Clearance de Litio foi determinado utilizando a seguinte férmula:

CLi= (Ui x Vy I PL) I My (mL/min)

Onde:
U= Concentracdo urinaria de litio (mEqg/L);
Vy = Volume urinério por minuto (mL/min);
PLi = Concentracdo plasmatica litio (mEq/L);

M, = Peso do animal (kg).

A partir dos valores de Clearance de Litio e as concentracdes plasméticas de
Na® é possivel também calcular outros parametros tais como a Distal Delivery de Na*
(DDna+), @ Reabsorcdo Proximal Fracional de Na® (RPFna:) € a Reabsorcdo Poés-
Proximal Fracional de Na* (RPPFya+), que permitem estimar o manuseio de sédio pelo
tubulo proximal e distal (THOMSEN; NIELSEN; FLYVBJERG, 2002; OLIVEIRA et al.,
2003).
Os parametros acima descritos foram determinados pelas férmulas abaixo,
respectivamente:

DDpna+= CLi X Pna+ (LEg/min)

RPFna+ = (Cpi X Cgr) X 100 (%)

RPPFya+ = (Cna X Cgr) X 100 (%)

Onde:
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C.i = Clearance de litio (mL/min);
Ccr = Clearance de creatinina (mL/min);
Cna = Clearance de Na* (mL/min);

Pna+ = Concentracéo plasmatica de Na* (mEq/dL)

4.4 AVALIACAO DA HISTOLOGIA RENAL

4.4.1 Microscopia de luz

O rim esquerdo foi seccionado transversalmente e fixado por imersdo em
solucédo ALFAC (alcool 80°:formaldeido 40%:acido acético glacial na proporcao 85:10:5)
por 16 horas, a 4°C. Apos o processo de fixacdo, o material foi desidratado pela
passagem em bateria de alcool 70, 80, 90, 95 e duas vezes no 100° por 1 hora em
cada solucao. Com o material completamente desidratado, este permaneceu 1 hora em
solucéo alcool 1009%Xilol (1:1), somente Xilol por 1 hora e novamente Xilol por 30 min,
para a realizagdo da diafanizacdo. A inclusédo foi feita com parafina derretida em estufa
a 60°C por 2 horas e apos, realizada a emblocagem do material com nova parafina.

Com a emblocagem do material, o preparo e montagem da lamina permanente
se realizaram primeiramente com a trimagem do material, para retirar o excesso de
parafina. Apos, no microtomo, a microtomia para a microscopia de luz foi feita em cortes
de 5um de espessura. Assim, os cortes foram colados nas laminas com albumina
diluida em &gua e glicerol (1:1:1). Com os cortes colados, as laminas foram preparadas
para a coloracéo.

A coloragdo se iniciou com a hidratacdo do material, uma vez que o corante
estara em solugcdo aquosa e o material desidratado. Dentro da capela, as laminas foram
passadas na seguinte ordem:

- xilol I por 5 minutos;
- xilol Il por 5 minutos;

- alcool 100% | por 5 minutos;
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- alcool 100% Il por 5 minutos;
- alcool 90% por 5 minutos;
- alcool 80% por 5 minutos;
- alcool 70% por 5 minutos;
- agua destilada por 5 minutos.
Apés a coloracdo cada lamina passou pela desidratacdo, bateria de solucdes
descritas acima de forma inversa.
A coloracao escolhida foi Hematoxilina/Eosina. Na TABELA 1 é apresentada a

composicao, tempo e ordem de cada solugéo para coloracao.

TABELA 1 Composicao e tempo de coloracdo de cada solucdo para microscopia de luz.
Solugéo ‘ Composigéao Tempo

Hematoxilina/Eosina

Hematoxilina alcodlica 10%

. ) Sulfato de alimen de potéssio a 5% em &gua .
1- Hematoxilina de Harris _ 1min
destilada

Oxido de mercurio a 2,5%
62mL de eosina 1%

) ) 6,25 mL de floxina 1%

2- Eosina Floxina . 15s
487,5mL de 4lcool 95%

2,5mL de acido acético glacial

Posteriormente a coloragdo e desidratacdo as laminulas foram dispostas sobre
as laminas com uma gota Entellan® para fixacdo. Apés o tempo de secagem, estas
foram analisadas em microscopio de luz em diferentes aumentos e para a captura das
imagens utilizou-se uma camera de video digital (Sony®) acoplada em um microscépio,

para posterior digitalizacdo das imagens.
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4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

Apoés a fixagcdo em Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4°C) (KARNOVSKY, 1965), as pecas foram lavadas
em tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4°C. Em seguida o material foi pos-fixado em
tetroxido de Osmio a 2% em tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2 durante 1 hora. A
contrastacdo em blocos foi realizada com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O
material foi desidratado em série alcodlica crescente por 10 min em cada concentragéo
de &lcool e em seguida colocado em acetona. A impregnacao e inclusdo ocorreram em
resina Epon-812 (LUFT, 1961). Os cortes foram obtidos em ultramicrotomo Sorval
Porter Blum MT-2 com utilizacédo de navalhas de vidro e de diamante.

Os cortes ultrafinos foram contrastados em solugao aquosa de acetato de uranila
2% (WATSON, 1958) e nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A observacéo
do material foi realizada no microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX Il do

Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram reportados como valores médios com seu erro padrao. Foi
utilizado o teste t de student para comparar dois grupos e quando se compararam mais
de dois grupos foi utilizado a Analise de Variancia de uma via seguida do teste de
Student-Newman-Keulls. O critério de significancia estatistica se obtém com valores de
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 GANHO DE PESO DOS ANIMAIS, PESO TUMORAL E PESO DO RIM

As células tumorais foram inoculadas nos ratos com a idade de 90 dias de vida,
sendo o 70° dia de suplementagdo. Antes e apds os 14 dias da inoculacdo os ratos
foram pesados para avaliar evolugédo de peso pelo aumento do peso tumoral. A partir
destes valores, definimos o peso da carcagca que visa demonstrar peso real dos
animais. O grupo portador de tumor (W) apresentou peso significantemente menor tanto
em relacdo ao peso corporal apés inoculagcdo, como do peso da carcaca comparado ao
controle (C) (p<0,05). O peso da carcaca também apresentou diferenca significativa no
grupo portador de tumor suplementado com gordura de coco (WGC) comparado com
seu controle CGC e W (p<0,05). A suplementacdo com 6leo de peixe foi capaz de
modificar o quadro de perda de peso dos animais portadores de tumor, sendo que o
grupo WOP apresentou ganho de peso expressivo, quando comparado ao grupo W,

como demonstrado na TABELA 2.

TABELA 2 Peso (g) antes e depois da inoculagdo do tumor e a variagdo do ganho de peso dos
grupos C (n=14), COP (n=12), CGC (n=15), W (n=12), WOP (n=11) e WGC (n=11). Os
valores correspondem a Média + EPM. a p<0,05 vs C e b p<0,05 vs W e ¢ p<0,05 vs

CGC.

Peso corporal () Peso corporal (g)
) i ) Peso do Ganho de peso
Grupos | antes dainoculagao apos 14 dias da .
) . tumor (g) em 14 dias (g)
do tumor inoculagéo do tumor
C 325,348,2 334,4+14,2 - 9,1+2,6
COP 295,2+10,4 306,1+12,8 - 10,9+3,05
CGC 318,5+11,5 326,8+14,7 - 8,3+1,59
w 297,4+13,8 302,7+11,7% 15,87+0,94 -10,57+1,68°
wOoP 308,2+10,8 317,148,5 6,44+2,1° 2,46 +1,69°
WGC 302,1+12,7 310,919,4 22,67+1,2° -13,87+2,17"

A suplementacdo com oOleo de peixe (WOP) foi capaz de diminuir o peso da

massa tumoral dos animais comparado com o grupo controle portador de tumor em
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60% (W) (p<0.05). Ja a suplementacdo com gordura de coco aumentou 42% esse

paradmetro em comparagcdo com seu controle (p<0,05) (FIGURA 4).
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FIGURA 4 Peso do tumor (g) dos grupos tumor (W) (n=12) e tumor suplementado com 6leo de peixe

(WOP) (n=11) e gordura de coco (WGC) (n=11). a p<0,05 vs W, b p<0,05 vs WOP.

O peso do rim foi normalizado pelo peso corporal dos animais. As

suplementacfes e 0 quadro de cancer dos animais ndo modificaram este parametro

(FIGURA 5).
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FIGURA 5 Peso do rim (g) normalizado por peso corporal (kg) dos animais dos grupos controle (C)

(n=14), suplementado com 06leo de peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC)
(n=15), tumor (W) (n=12), e tumor suplementado com 6éleo de peixe (WOP) (n=13) e
gordura de coco (WGC) (n=11).
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5.2 PARAMETROS PLASMATICOS E URINARIOS

A proteinemia dos animais portadores de tumor foi significativamente menor nos
grupos portadores de tumor (W), suplementado com 6leo de peixe (WOP) e com
gordura de coco (WGC) comparados aos seus respectivos controles C, COP e CGC, na
proporcdo de 14, 9 e 20%, respectivamente. Este resultado sugere que 0s animais
encontram-se caquéticos. Além disso, nos grupos portadores de tumor, a
suplementacdo com Oleo de peixe foi capaz de aumentar significativamente a

proteinemia dos animais comparados com o grupo W (FIGURA 6).
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FIGURA 6 Concentragcdo de proteinas plasméticas totais (g/dL) dos grupos controle (C) (n=10),
suplementado com 6leo de peixe (COP) (n=10), com gordura de coco (CGC) (n=13),
tumor (W) (n=12), e tumor suplementado com éleo de peixe (WOP) (n=11) e gordura de
coco (WGC) (n=11). a p<0,05 vs C, b p<0,05 vs COP e W e ¢ p<0,05 vs CGC.

A excrecdo urinaria de proteinas ndo foi modificada pela suplementacdo com
O0leo de peixe ou gordura de coco. Os animais portadores do tumor de Walker
apresentam uma tendéncia a excretar uma menor quantidade de proteinas o que &

resultado provavelmente da menor concentracao plasméatica (FIGURA 7).
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FIGURA 7 Concentracdo de proteinas urinarias (mg/dia) dos grupos controle (C) (n=10),
suplementado com 6leo de peixe (COP) (n=10), com gordura de coco (CGC) (n=13),
tumor (W) (n=12), e tumor suplementado com éleo de peixe (WOP) (n=11) e gordura de
coco (WGC) (n=11).

Dois fatores que servem como indicadores indiretos da funcéo renal séo as
concentracdes plasmaticas de uréia e creatinina. Um aumento em sua concentracao
pode indicar comprometimento da funcdo renal ou até mesmo lesdes renais. A
concentracdo de uréia plasmatica ndo apresentou alteracdes significativas entre os
grupos estudados (TABELA 3).

A creatinina € uma substancia endoégena que resulta do metabolismo da creatina
nos musculos esqueléticos, sendo liberada no plasma em uma taxa relativamente
constante. A quantidade produzida é proporcional a massa muscular, sendo livremente
filtravel nos glomérulos. Desta forma, uma queda significativa na velocidade de filtracdo
glomerular (VFG) determina um incremento na concentracdo plasmatica de creatinina,
entretanto a relagcdo entre estas duas variaveis nédo € linear (KOOMAN, 2009). A
suplementacdo com gordura de coco aumentou em 65 e 61% a concentracdo de
creatinina plasméatica no grupo portador de tumor (WGC) em comparagcdo com seus
controles CGC e W, respectivamente (p<0,05). Os outros grupos nao apresentaram
alteracdes significativas neste parametro (TABELA 3).
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TABELA 3 Concentracdo plasmética de creatinina e uréia (mg/dL) dos grupos C (n=9), COP (n=9),
CGC (n=12), W (n=9), WOP (n=10) e WGC (n=9). Os valores correspondem a Média +
EPM. a p<0,05vs CGC e W.

Creatinina plasmatica

Uréia plasmatica

Grupos (mg/dL) (mg/dL)
C 0,363+0,063 41,0+2,07
COP 0,348+0,038 41,9+1,81
CGC 0,333+0,050 42,6+1,78
W 0,341+0,043 40,9+1,65
WOP 0,457+0,066 45,1+2,23
WGC 0,551+0,056° 43,6+2,98

5.3 PARAMETROS DA HEMODINAMICA RENAL

A filtracdo glomerular foi determinada pelo clearance de inulina. Esta variavel ndo

apresentou modificacdes significativas nos animais controle suplementados com 6éleo

de peixe ou gordura de coco. A presenca do tumor ndo modificou 0 mesmo parametro

no grupo C em relacédo ao W e o COP em relacdo ao WOP, conforme demonstrado pela

FIGURA 8. Juntamente a isso, a suplementacdo com gordura de coco nos grupos

portadores de tumor aumentou significativamente em 40 e 44% a filtracdo glomerular

comparada ao grupo CGC e W, respectivamente (p<0,05). O grupo WOP apresenta

uma tendéncia a incremento no valor de filtracdo glomerular (p=0,53).
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FIGURA 8 Filtragdo glomerular pelo clearance de inulina (mL/min/kg) dos grupos C (n=13), COP

(n=13), CGC (n=17), W (n=6), WOP (n=8) e WGC (n=7). a p<0,05 vs CGC e W.

Os valores de clearance de paraamino-hipurico representam o fluxo plasmatico
renal. As suplementacbes de OP e GC aumentaram significativamente o fluxo
plasmético nos grupos controles e portadores de tumor (p<0,05) (FIGURA 9). Os
grupos COP e CGC aumentaram em 54 e 34% em relacédo ao C (p<0,05) e os grupos
WOP e WGC em 91 e 85% os valores de fluxo plasméatico renal em comparacdo ao
grupo W (p<0,05). Isso indica que os lipideos usados nas suplementacdes sdo capazes

de modificar a hemodinamica renal induzindo vasodilatacao.
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FIGURA 9 Fluxo plasmético renal pelo clearance de paraamino-hipurico (mL/min/kg) dos grupos C

(n=12), COP (n=15), CGC (n=19), W (n=6), WOP (n=8) e WGC (n=7). a p<0,05vs C, b
p<0,05 vs W.

A fragdo de filtracdo € calculada a partir dos valores de filtragdo glomerular e
fluxo plasmaético renal e corresponde a fragdo ou porcentagem do fluxo plasmético que
atravessa o glomérulo e se transforma em filtrado glomerular. Os valores da fracao de
filtracdo, como do fluxo plasmatico renal e filtracdo glomerular, estdo na TABELA 4. O
grupo dos animais controles suplementados com gordura de coco apresentou reducao
significativa de 35% da fracdo em comparacédo ao grupo controle correspondente (C)

(p<0,05). A suplementacdo com 0leo de peixe ndo modificou de forma significativa este

parametro.
TABELA 4 Valores de filtragdo glomerular (mL/min/kg), fluxo plasmético renal (mL/min/kg) e fragdo
de filtracdo (%) dos grupos C (n=12), COP (n=15), CGC (n=19), W (n=6), WOP (n=8) e
WGC (n=7). a p<0,05 vs C, b p<0,05 vs W e c vs CGC.
G Filtracdo glomerular Fluxo plasmético renal Fracao de filtracao
rupos
P (mL/min/kg) (mL/min/kg) (%)
C 10,57+0,869 24,74+1,21 41,24+4,43
COP 11,59+0,928 38,19+2,06% 32,61+3,03
CGC 9,37+0,650 33,18+2,00% 26,90+1,20%
w 9,11+0,960 18,60+3,05 39,77+45,62
WOP 11,68+0,749 35,56+3,03° 32,41+3,05
WGC 13,09+0,647" 34,48+3,66° 40,68+5,00
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Os valores de fluxo urinario dos animais em estudo ndo sofreram alteracdes
significativas com as suplementacdes com 06leo de peixe e gordura de coco e com a
presenca ou nao do tumor de Walker 256 (FIGURA 10).
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FIGURA 10 Fluxo urinario (mL/min) dos grupos controle (C) (n=13), suplementado com d4leo de peixe
(COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=15), tumor (W) (n=12), e tumor
suplementado com 6leo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de coco (WGC) (n=9).

5.4 OSMOLALIDADE PLASMATICA E URINARIA E CLEARANCE DE H,0 LIVRE E
OSMOLAR

Os valores obtidos para as osmolalidades plasmaticas e urinarias, assim como o
clearance osmolar e de H,O livre s&o apresentados na TABELA 5 e FIGURAS 11-13. O
grupo W apresenta uma osmolalidade plasmatica significativamente menor que o grupo
controle em 6% (p<0,05). Esta queda na osmolalidade plasmética é revertida nos
animais suplementados, sendo estatisticamente significativa no suplementado com
gordura de coco (WGC), com aumento de 9% (p<0,05). As osmolalidades urinarias
foram semelhantes entre os diversos grupos estudados. Em relacdo aos parametros de
clearance osmolar e de H,O livre a suplementacdo e a presenca do tumor ndo 0s
modificaram. Ainda assim, o clearance de H,O livre apresenta valores negativos em
todos os grupos, indicando que os segmentos distais do néfron mantém a capacidade

de reabsorver agua de forma significativa.
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TABELA 5 Valores das osmolalidades plasmatica e urinaria expressas em mOsm/kgH,O e clearance
osmolar e de H,O livre expressas em mL/min dos grupos controle (C) (n=12),
suplementado com 6leo de peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=13),
tumor (W) (n=10), e tumor suplementado com éleo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de
coco (WGC) (n=11). Os valores correspondem a Média + EP. a p<0,05 vs C e b p<0,05
vs W.

Osmolalidade Osmolalidade Clearance
o o Clearance de H,0O
Grupos Plasmaética Urinaria Osmolar ) )
) livre (mL/min)
(mOsm/kgH,0) (mOsm/kgH,0) (mL/min)
cC 281,313,4 858,5+104,7 0,041+0,005 -0,0275+0,0052
COP 288,2+3,4 839,7+85,25 0,032+0,004 -0,0186+0,0021
CGC 287,7+2,9 957,7+159,1 0,035+0,002 -0,0174+0,0021
w 266,4+6,3° 879,4+120,0 0,032+0,004 -0,0231+0,0026
WOP 284,5+6,5 1030+122,3 0,035+0,003 -0,0223+0,0026
WGC 291,343,9° 798,9+77,8 0,027+0,002 -0,0142+0,0027
o
(]
o b
%0 -
= 300 a R [
£
("
g
= 2004
2
=]
(T
£
& 1004
o
)]
©
5]
2
© 4
3 O ) )
g > & &
o NN
FIGURA 11 Osmolalidade plasmatica (mOsm/kgH,O) dos grupos controle (n=12), suplementado com

Oleo de peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=13), tumor (W) (n=10), e
tumor suplementado com 6leo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de coco (WGC) (n=11).
Os valores correspondem a Média + EP. a p<0.05 vs C e b p<0,05 vs W.
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FIGURA 12 Osmolalidade urindria (mOsm/kgH,O) dos grupos controle (n=12), suplementado com
6leo de peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=13), tumor (W) (n=10), e
tumor suplementado com 6leo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de coco (WGC) (n=11).
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FIGURA 13 Clearance de H,O livre (mL/min) dos grupos controle (n=12), suplementado com éleo de
peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=13), tumor (W) (n=10), e tumor
suplementado com 6leo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de coco (WGC) (n=11).
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5.5 ELETROLITOS

Os valores das concentracdes plasmaticas de Na* e de K™ estdo dispostos na
TABELA 6. A partir das dosagens das concentragdes urinarias e do fluxo urinario foi
calculada a carga excretada de Na" e de K e a fragdo excretada de Na* (FEna+). Os
valores apresentados n&o sofreram modificacdes significativas tanto com as
suplementacdes, quanto com a presenca do tumor, exceto a concentracdo plasmatica
de K' que sofreu aumento de 30% no grupo portador de tumor suplementado com
gordura de coco (WGC) comparado ao seu controle W (p<0,05). Em relacdo a FEya+
observa-se uma tendéncia a reducdo nos animais controle portadores de tumor que
reverte nos animais suplementados com 0leo de peixe, mais sem alcangar significancia
estatistica (p=0,106).

TABELA 6 Valores das concentracdes plasmaticas de Na* e K™ (mEg/dL), carga excretada de Na' e

K" (LEg/min) e fracdo de excrecdo (FE) (%) de Na" nos grupos C (n=11), COP (n=11),
CGC (n=12), W (n=10), WOP (n=12) e WGC (n=12). Os valores correspondem a Média +
EPM. a p<0,05 vs W.

Carga
[Na'] plasmética | Carga Excretada . [K'] plasmatica g
Grupos . _ FE Na' (%) Excretada de
(mEqg/dL) de Na" (LEg/min) (mEqg/dL) . )
K" (LEg/min)
C 152,6+3,35 1,153+0,15 1,249+0,36 3,19+0,196 1,048+0,21
COP 148,8+3,53 0,823+0,18 1,256+0,40 3,68%0,305 0,936+0,19
CGC 146,7+1,57 0,875+0,11 0,987+0,29 3,77+0,159 0,895+0,14
W 153,3+3,02 0,776%0,15 0,879+0,21 3,030,168 1,102+0,18
WOP 148,9+4,08 0,976+0,11 1,614+0,38 3,17+0,169 1,095+0,16
WGC 144,1+4,58 0,754+0,17 1,201+0,31 3,96+0,217° 1,003+0,20

O clearance de litio (C.) foi realizado com a finalidade de estimar o transporte de

sédio no tubulo proximal e o aporte deste ion aos segmentos distais do néfron. Este
método se fundamenta na evidéncia de que a absorcdo de litio no tdbulo proximal
ocorre na mesma propor¢cdo daquela observada para sO0dio e agua, e de que
virtualmente nenhum litio é reabsorvido nos segmentos distais. Desta forma, a fracdo
de excrecado de litio (FE.) € indicativa do transporte de sodio nos tubulos proximais
(THOMSEN; SHIRLEY, 1997). A partir dos valores de Clearance de litio e das
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concentragbes plasmaticas de Na* é possivel também calcular outros paradmetros, tais
como a Distal Delivery de Na’ (DDna:), a Reabsorcdo Proximal Fracional de Na*
(RPFnat) € a Reabsorgdo Pos-Proximal Fracional de Na® (RPPFpa+), que permitem
estimar o manuseio de sodio pelo tubulo proximal e distal (THOMSEN; NIELSEN;
FLYVBJERG, 2002; OLIVEIRA et al., 2003).

A suplementacdo com gordura de coco diminuiu significativamente, em 38%, o
clearance de litio comparado com o grupo controle (p<0,05). Ja a suplementacdo com
O0leo de peixe e a presenca do tumor ndo afetaram de forma significativa este

parametro, como demonstrado na FIGURA 14.
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FIGURA 14 Clearance de litio (mL/min/kg) dos grupos controle (C) (n=12), suplementado com 6éleo
de peixe (COP) (n=13), com gordura de coco (CGC) (n=13), tumor (W) (n=10), e tumor
suplementado com 6leo de peixe (WOP) (n=13) e gordura de coco (WGC) (n=11). a
p<0,05 vs C.

Na TABELA 7 verifica-se os valores da FE.;, DDna+, RPFnar € RPPFnat. Os
dados de fracdo de excrecdo de litio, que pode ser denominada como fracdo de
excrecdo proximal de Na®, indicam uma reducédo deste parametro no grupo CGC em
relacdo ao grupo controle, entretanto, o grupo WGC aumentou em 70% a FE;
comparado ao grupo CGC (p<0,05). A suplementacéo com o6leo de peixe ndo modificou
este parametro. No caso dos valores da Reabsorcdo Proximal Fracional de Na*

(RPFna+) Observa-se um incremento no grupo CGC em relagdo ao controle e uma
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reducédo de 45% no grupo WGC vs CGC (p<0,05). A reducao observada no C; e na
FEL no grupo controle suplementado com gordura de coco indicam um estimulo na
reabsorcdo proximal de Na’ neste grupo, o que é congruente com o resultado
encontrado na RPFyax.

O termo distal delivery, ou aporte distal de sddio é calculado a partir do clearance
de litio multiplicado pela concentragéo de sodio plasmatica e representa a carga de Na*
gue deixa os segmentos proximais dos néfrons em direcdo aos tubulos distais. O grupo
C apresenta o maior valor do aporte distal de Na*, os grupos experimentais tendem a
diminuir este parametro, mas somente o grupo CGC diminuiu significativamente (em
aproximadamente 50%) o parametro comparado com o grupo controle C (p<0,05). Em
relacdo a reabsorgdo pos-proximal de Na*, a RPPFya+, a suplementagdo com gordura
de coco gera aumento de 85% neste fator comparado ao seu controle (C vs CGC,
p<0,05). Isso se reverte na presenca do tumor, onde o grupo WGC reduz a 32% o valor
do grupo CGC (p<0,0001). Estes resultados sugerem um estimulo na reabsorcao
fracional distal de Na* no grupo suplementado com gordura de coco, o que é revertido

nos animais deste grupo portadores do tumor.

TABELA 7 Fragéo de Excrecdo de Litio (FE.) (%), Reabsorgéo Proximal Fracional de Na" (RPFyas),
Distal Delivery de Na* (%), e a Reabsorgéo Pds-Proximal Fracional de Na* (RPPFya,) (%)
dos grupos controle (C) (n=7), suplementado com 6leo de peixe (COP) (n=7), com
gordura de coco (CGC) (n=9), tumor (W) (n=7), e tumor suplementado com 6leo de peixe
(WOP) (n=5) e gordura de coco (WGC) (h=4). a p<0,05 vs C, b p<0,05 vs CGC e ¢
p<0,0001 vs CGC.

Grupos FE.; (%) RPFya+ (%) DDya+(LEg/min) RPPFya+(%)
C 58,76+6,166 41,24+6,166 94,08+11,86 1,380+0,2014
COP 63,55+9,490 36,45+9,490 82,08+7,873 1,244+0,2997
CGC 43,56+5,021 56,44+5,021 47,15+5,782° 2,560+0,3365"
w 60,5345,872 40,8046,765 76,94+11,510 1,070+0,2405
WOP 58,81+7,703 41,19+7,703 76,55+8,509 1,604+0,2772
WGC 74,34+14,23" 25,67+14,23" 70,09+14,28 0,8307+0,1241°
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5.6 AVALIACAO DA HISTOLOGIA RENAL

5.6.1 Microscopia de luz

O material foi registrado em objetiva de 40x com zoom de 2,1x em que 1cm da
imagem representa 100um do real. Alguns dos resultados foram selecionados e estéo
demonstrados na FIGURA 15.

A técnica de microscopia de luz foi realizada com os grupos experimentais com a
coloracao de Hematoxilina/Eosina, coloracdo esta que apresenta coloracdo anidnica,
cora nucleo na cor arroxeada, e coloragdo catidnica, corando citoplasma na cor rosada.

De acordo com a FIGURA 15 é possivel perceber que as estruturas renais
apresentam-se intactas, com preservacdo da estrutura glomerular, tibulos renais e
espaco intersticial. Nos grupos experimentais, a utilizacdo das suplementacdes de 6leo
de peixe ou gordura de coco, ou ainda, a presenca do tumor ndo foram capazes de
modificar a histologia do tecido renal. Uma possivel explicacdo se da pela
suplementacdo de um tipo de gordura apenas alterar produtos de metabolismo que
atuam de forma rapida, ndo modificando a histologia do tecido. Da mesma forma, o
tumor utilizado ndo gera metastase e o estado caquético que o acompanha néo altera

de forma expressiva a morfologia tecidual.



FIGURA 15

48

Imagem digitalizada da técnica de microscopia de luz com coloragdo de Hematoxilina e
Eosina de tecido renal com focalizagdo de glomérulo e estruturas tubulares. A — grupo
controle (C); B — grupo controle suplementado com 6leo de peixe (COP); C — grupo
controle suplementado com gordura de coco (CGC); D — grupo portador de tumor (W); E
— grupo portador de tumor suplementado com 6éleo de peixe (WOP); F — grupo portador
de tumor suplementado com gordura de coco. Aumentos de 40x e zoom de 2,1x.



49

5.6.2 Microscopia eletrdnica de transmisséo

A digitalizacdo das imagens de microscopia eletronica foi realizada com os
grupos controles, controles suplementados e portadores de tumor suplementados (C;
COP e CGC; WOP e WGC). Na FIGURA 16 é possivel perceber células tubulares,
enquanto as FIGURAS 17-20 demonstram o glomérulo em grande aumento. A
focalizacdo de diferentes estruturas renais dificulta a comparacdo do grupo controle
com 0s grupos experimentais. Todavia, € possivel perceber que as fenestras e
processos podais epiteliais apresentam o0 mesmo aspecto nos espaco glomerular dos
grupos controles e portadores de tumor suplementados (COP, CGC, WOP e WGC)
(FIGURAS 17-20). Este fato indica que a presenca do tumor ndo afetou a ultraestrutura

da barreira de filtragdo glomerular.

Eletromicrografia do tecido renal. Identificagdo de célula tubular, com evidencia do nicleo
(N), seta maior indicando membrana plasmatica intacta e seta menor com evidéncia de
mitocéndria. Analise do grupo controle (C) em aumento de 25000x.

FIGURA 16
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FIGURA 17 Eletromicrografia do tecido renal. Identificacdo de estruturas glomerulares, seta maior
evidencia processos podais e seta menor fenestras de filtracéo intactos. Analise do grupo
controle suplementado com 6leo de peixe (COP) em aumento de 40000x.
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FIGURA 18 Eletromicrografia do tecido renal. Identificagdo de estruturas glomerulares, seta maior
evidencia processos podais e seta menor, fenestras de filtracdo intactos. Analise do
grupo controle suplementado com gordura de coco (CGC) em aumento de 40000x.
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FIGURA 19 Eletromicrografia do tecido renal. Identificagdo de estruturas glomerulares, seta maior
evidencia processos podais e seta menor, fenestras de filtragcdo intactos. Andlise do
grupo portador de tumor suplementado com dleo de peixe (WOP) em aumento de
40000x.



FIGURA 20
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Eletromicrografia do tecido renal. Identificacdo de estruturas glomerulares, seta maior
evidencia processos podais e seta menor, fenestras de filtracdo intactos. Analise do
grupo portador de tumor suplementado com gordura de coco (WGC) em aumento de
40000x.
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6 DISCUSSAO

A interacdo entre os fatores genéticos e os ambientais € a base para o
desenvolvimento dos processos de saude ou doenca. A nutricdo € o fator ambiental de
maior importancia, sendo que modificacdes na dieta como aumento no consumo de
alimentos industrializados, ricos em gordura saturada e acucares refinados, e a alta
ingestao de acidos graxos n-6, em detrimento da familia n-3, contribuem principalmente
para o desenvolvimento de doencas crénicas, como cancer, diabetes, faléncia renal,
doencas cardiovasculares, artrite reumatoide, entre outras (SIMOPOULOQOS, 2008).

O interesse dos potenciais beneficios dos acidos graxos da classe n-3, presentes
no Oleo de peixe, emergiram desde 0s anos 50. As primeiras evidéncias encontradas na
baixa incidéncia de doencas cardiovasculares em populacbes Esquimds que
consumiam altas concentracfes de gordura na dieta alimentar. Ao investigar esta
populacdo, percebeu-se a ingestdo elevada de &cidos graxos poliinsaturados n-3.
Essas observacbes levaram a pesquisar 0s beneficios e efeitos preventivos em
doencas cardiovasculares, artrite reumatéide e asma, e a encorajar 0 consumo de
alimentos e suplementos alimentares ricos em AGPI da familia 6mega 3 (RIEDIGER et
al., 2009).

A suplementagdo cronica com diferentes tipos de gordura realizada neste
trabalho objetivou mimetizar a situagdo de consumo continuado destes lipideos por um
individuo, da infancia até a vida adulta, e verificar o impacto desta suplementacéo sobre
a fungéo renal em individuos saudaveis e em portadores de tumor, e ainda, sobre o
crescimento tumoral surgido na maturidade e suas possiveis alteracées ao individuo.

Conforme demonstrado na TABELA 8, o perfil de acidos graxos encontrado por
IAGHER (2008) na racdo dos animais determina o predominio de acido graxos da série
n-6 no total de lipideos da amostra. Este fato demonstra que a razdo n-6/n-3
consumidos pelos animais controle deste estudo é similar a achada na dieta humana

ocidental.
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TABELA 8 Perfil de &cidos graxos (g/100g de acidos graxos totais), obtido por HPLC (High
performance liquid chromatography) das capsulas de 6leo de peixe, gordura de coco e da
racdo administrada aos animais. Os valores correspondem a Média + EPM.

Acidos graxos Oleo de peixe Gordura de coco Racao Nuvital® (AR-1)
Laurico (12:0) 3,4+0,7 45,3+3,1 -
Miristico (14:0) 9,8+0,4 17,0+0,9 -
Palmitico (16:0) 25,343,0 23,6+4,8 20,7+£3,8
Palmitoléico (16:1n-7) 6,5+0,1 - -
Esteérico (18:0) 2,1+0,1 1,9+0,1 2,3+0,04
Oléico (18:1n-9) 10,2+0,9 8,0£0,7 19,5+1,5
Linoléico (18:2n-6) 2,00,7 2,810,2 51,344,2
Linolénico (18:3n-3) 0,7+0,2 - 5,0+0,2
Araquiddnico (20:4n-6) 0,9+0,2 - 0,1+0,07
EPA (20:5n-3) 20,2+1,3 1,840,2 -
DHA (22:6n-3) 18,8+1,2 - -

Fonte: modificada de IAGHER, 2008, p.73.

Para identificar o crescimento tumoral e suas alteracdes ao individuo foi utilizado
um modelo animal com tumor de Walker, cujas células quando inoculadas
subcutaneamente no flanco direito dos animais, formam uma massa tumoral solida de
crescimento rapido com a geracao da caquexia em duas semanas.

O aumento do consumo de gordura saturada, com diminuicdo de AGPI n-3, ao
longo os anos, elevou a prevaléncia de doencas crdnicas degenerativas, como 0
cancer. Neste estudo a utilizacdo da suplementacdo de 1g/kg peso corporal de 6leo de
peixe reduziu em 59% a massa tumoral dos animais quando comparados ao grupo nao
suplementado (WOP vs W). A suplementacdo com gordura de coco, na mesma
concentracdo, uma gordura saturada, elevou em 43% o crescimento da massa tumoral
comparados ao grupo controle (WGC vs W) (FIGURA 4). Estes dados séo corroborados
com estudos que utilizaram o mesmo modelo experimental (PIZATO et al., 2005; MUND
et al. 2007).

De acordo com MUND e colaboradores (2007), o papel do éleo de peixe sobre a
reducdo do crescimento tumoral pode ser explicado em parte pelo aumento da taxa de
apoptose e diminuigdo da proliferacdo das células tumorais ex vivo induzido pelo AGPI

n-3 em animais suplementados com OP, dados encontrados em seu trabalho.
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A gordura de coco, um dos suplementos utilizados neste estudo, € composta em
sua maioria de acidos graxos saturados, sendo que os principais sdo os chamados
acidos graxos de cadeia média (AGCM), que compreendem mais de 45% do percentual
de lipideos totais, de acordo com o perfil de acidos graxos apresentados por IAGHER
(2008), sendo 0 mesmo suplemento usado neste trabalho (TABELA 8).

Os AGCM séao os compostos de 6 a 12 carbonos, presentes em diversos tipos de
alimentos, como manteiga, cremes frescos, leite, 0leo de palma e gordura de coco,
como mencionado acima. A estrutura quimica destes AG os confere propriedades
metabdlicas distintas dos acidos graxos de cadeia longa, a absorcéo é independente de
guilomicrons, sendo absorvidos através dos enterdcitos até a veia porta e ligados a
albumina, vao diretamente ao figado, onde sdo transportados a mitocondria e sao
oxidados rapidamente. Esta é a principal caracteristica destes compostos, a alta
capacidade de absorcédo e oxidacao os faz importantes na preparacéao de solucdes para
nutricdo enteral e parenteral em pacientes em estado critico (LABARTHE; GELINAS;
Des ROSIERS, 2008; TAKEUCHI et al., 2008). Esta caracteristica metabolica pode ser
a possivel explicagdo de como o tumor apresenta crescimento maior que 0 grupo
controle. A suplementacdo pode levar ao organismo e, consequentemente ao tumor,
energia de forma rapida e gerar maior desenvolvimento tumoral.

A caquexia é uma sindrome multifatorial caracterizada por progressiva perda de
peso, principalmente perda de proteinas musculares, acompanhado, frequentemente,
pela anorexia. A caquexia nos pacientes com cancer € comum, visto que, as terapias
utilizadas como quimioterapias, radioterapias e cirurgias, e, ainda, a propria presenga
do tumor, levam a anorexia e perda de peso (BARBER, 2001; TISDALE, 2009).

O tumor de Walker 256 depois de inoculado gera a caquexia em 14 dias. Os
animais foram pesados nos dia 0 e 14° da inoculagéo, avaliando assim o ganho de peso
neste periodo. O peso do animal considerado foi o peso da carcaca, valor considerado
pela diminuicdo do valor da massa tumoral do peso total. Os animais nao portadores de
tumor apresentaram ganho de peso normal, independente da suplementacdo. J4 os
animais portadores de tumor reduziram o peso desde a inoculacdo das células
tumorais, com valores negativos de crescimento com excecao da suplementagcdo com

Oleo de peixe, que reverteu o quadro e gerou crescimento nos animais (WOP vs W)
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(TABELA 2), dados estes também encontrados em estudos de PIZATO et al. (2005) e
MUND et al. (2007).

A protedlise muscular e a perda de tecido adiposo sdo as duas principais
caracteristicas geradas pela perda de peso em individuos caquéticos. A perda de tecido
adiposo ocorre primeiramente devido ao aumento da lipdlise, uma vez que ha elevacao
do turnover de glicerol e acidos graxos livres (AGL) comparados em individuos normais
ou com cancer sem perda de peso. Em modelo in vitro de adipdcitos (3T3-L1)
estimulados com dexametasona, o acido eicosapentaendico (EPA), pertencente ao
grupo dos AGPI n-3, atenua o0 aumento da lipdlise e reduz a glicoproteina-a, ligada ao
zinco (ZAG), sendo que sua alta expresséo é relacionada com o aumento da lipdlise.
Este fato sugere uma das formas que os AGPI n-3 podem atuar sobre o tratamento do
cancer e, neste caso, a atuacao ocorre na principal alteracdo que o tumor pode trazer
ao individuo (TISDALE, 2009).

A menor ingestao alimentar gerada pela anorexia, associado com a perda de
peso e a presenca de substancias produzidas pelo tumor, como o fator de indugédo de
protedlise (PIF), ocorre intensa protedlise muscular e utilizacdo das reservas corporais
como fonte energética, iniciando um quadro de desnutricdo (PIZATO et al., 2005). A
proteinemia pode ser um fator que indique o grau de caquexia dos animais portadores
de tumor, encontrado neste trabalho, quando comparado aos grupos controles (W vs C;
WOP vs COP; WGC vs CGC). A albumina é a principal proteina plasmatica e a
diminuicdo da sua producéo e, consequentemente, menores valores plasmaticos, esta
relacionado com a caquexia, podendo ser a proteina responsavel pela diminuicdo da
proteinemia encontrados nos animais portadores de tumor (FIGURA 6) (BARBER,
2001).

Ainda sim, a suplementacéo de 6leo de peixe foi capaz de reverter o quadro de
hipoproteinemia, comparados ao grupo W (FIGURA 6). Essa capacidade do Oleo de
peixe se deve a possivel diminuicdo de citocinas proinflamatorias, como interleucina (IL)
-1a e B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) nos pacientes com cancer. A liberacdo
dessas citocinas produzidas pelo tumor ou pelo sistema imunitario do individuo esta
relacionada a anorexia, que pode gerar perda de massa corporal, protedlise muscular e

hipoproteinemia, dado encontrado nos grupos portadores de tumor e portadores de
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tumor suplementados com gordura de coco (BARBER, 2001; TISDALE, 2009).

Essas citocinas com caracteristicas proinflamatérias sao transportadas atraves
da barreira hematocefalica onde interagem com a superficie luminal das células
endoteliais cerebrais para liberar substancias que afetam o apetite. Receptores para
TNF e IL-1 sdo encontrados nas areas hipotalamicas, onde o apetite é regulado. A
anorexia induzida tanto pelo TNF quanto pela IL-6 pode ser bloqueada por inibidores da
ciclooxigenase, sugerindo que prostaglandina, derivada das reacoes realizadas pela
ciclooxigenase, como a PGE,, atua diretamente como mediador de supressao de
apetite (BARBER, 2001; FEARON et al., 2006; MUND et al., 2007; TISDALE, 2009).

Além da proteinemia, a proteinuria poderia indicar o quadro da caquexia, mas no
presente trabalho ndo foi encontrado este padrdo (FIGURA 7). Além de poder indicar o
guadro de caquexia, a presenca significativa de proteinas na urina pode representar
faléncia renal por um excesso de filtracdo glomerular de proteinas plasmaticas como
consequéncia de lesdo na barreira de filtracdo glomerular. Os resultados apresentados
na FIGURA 7 indicam que as suplementacdes e/ou a presenca do tumor ndo geram
lesdo renal desta magnitude. Este ponto foi confirmado pelas imagens de microscopia
de luz e eletrbnica que ndo mostraram nenhuma alteracao significativa na morfologia da
regido glomerular (FIGURAS 15 a 20).

6.1 ACIDOS GRAXOS E FUNCAO RENAL

Orim € um orgado vital, que desempenha diferentes papéis essenciais no
crescimento e desenvolvimento de individuos saudaveis e apresenta importante papel
em diversas doencas. A principal funcdo do rim é a manutencéo do volume dos liquidos
corporais e do equilibrio acido-base destes meios (DOUGLAS, 2001; PRIYAMVADA et
al., 2008; BERNE; LEVY; KOEPPEN, 2009). Essas funcdes fisiologicas renais sao
parcialmente dependentes da via enzimatica da COX e de seus produtos, ex:
eicosandides. Onde ativam a regulacdo do tdnus vascular e a homeostase de sal e
agua pela modulacdo da hemodinamica glomerular e pelo ajuste na funcdo do néfron
distal (AGUILA et al., 2005).
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Recentes estudos sugerem a associacdo entre os acidos graxos poliinsaturados
e o desenvolvimento de doencas crbnicas renais. As doencgas cronicas renais emergem
como um dos maiores problemas de saude publica entre os adultos e idosos e podem
resultar em doenca renal de estagio final com necessidade de diélise ou transplante.
Nos EUA, estima-se que 19 milhdes de adultos estejam no estagio inicial da doenca e
em estudo realizado na Europa, o PREVEND (The Prevention of Renal and Vascular
End-Stage Disease), detectou que mais de 12% da populacéo adulta apresenta algum
grau de insuficiéncia renal (LAURETANI et al., 2008).

Anormalidades lipidicas e o metabolismo de lipoproteinas aterogénicas podem
contribuir para injuria glomerular e intersticial e progressdo da doenca renal. Em
modelos animais, a suplementacdo com AGPI foi capaz de reduzir a fibrose e a
inflamacgao renal. Os AGPI podem proteger a funcao renal pela modulacéo da resposta
inflamatdria, induzindo menor producdo de citocinas préinflamatérias, reducdo da
atividade da ciclooxigenase (COX)-2 e na expressdao de moléculas endoteliais de
adesao leucocitarias (LAURETANI et al., 2008).

Mediadores lipidicos formados a partir dos &cidos graxos apresentam papel
importante na regulacdo renal de processos hemodinadmicos e ndo-hemodinamicos. Os
eicosanodides derivados do acido araquiddnico incluem os prostandides participantes de
eventos inflamatérios e hemodindmicos no rim. Tem sido demonstrado que a
suplementacdo com AGPI n-3 possibilita a redugéo do contetdo de acido araquidonico
na membrana celular, cujos metabdlitos participam de processos de cunho inflamatério,
oxidativo e trombotico, e se tem o aumento das concentracbes de acido
docosahexaendico e eicosapentaendico, cujos metabdlicos atenuam estes processos
(AN et al., 2009).

No presente trabalho, a suplementacdo com 0Oleo de peixe ocorreu tanto em
animais saudaveis, quando em animais portadores de tumor. Como a suplementacao
se faz desde o desmame até a fase adulta, uma correlacdo feita seria do papel dessa
suplementacdo crbnica e suas possiveis alteracbes na funcéo renal em individuos
adultos normais e, além disso, ap0s esta suplementacdo, quais seriam as
consequéncias na funcdo renal juntamente com a presenca de uma doenca se

instalando, como o cancer.
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A funcdo renal pode ser avaliada indiretamente por alteracbes nas
concentracdes plasmaticas de uréia e creatinina (KOOMAN, 2009). A uréia, que €
guantitativamente o maior produto do metabolismo protéico, ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos estudados, conforme demonstrado na TABELA 3.

A creatinina € um produto da quebra de creatina e fosfocreatina, acidos
organicos nitrogenados envolvidos no metabolismo energético das células musculares
esqueléticas. Aumento das concentragdes de creatinina indica diminuicdo da VFG,
sendo que os valores deste metabdlito sdo influenciados fortemente pela massa
muscular do individuo. Assim, pacientes que apresentam reducdo da massa muscular,
como em doencas cronicas, pode apresentar valores reduzidos de VFG mesmo com
valores normais de creatinina plasmatica (KOOMAN, 2009). A concentracdo sérica de
creatinina do grupo portador de tumor suplementado com gordura de coco (WGC)
apresentou valores aumentados se comparados aos seus controles, grupo
suplementado com GC (CGC) e portador de tumor (W), de acordo com TABELA 3. A
suplementacdo com OP ndo apresentou efeito neste parametro e a presenca do tumor
também ndo o modificou. A presenca do tumor por si s6 gera perda de massa corporal,
podendo mascarar alteracdes no padrao de creatinina plasmatica e como o grupo WGC
apresentou o maior valor de massa tumoral e menor ganho de peso, é possivel que o
aumento da creatinina plasmética esteja relacionado com o grau de protedélise muscular
neste grupo.

O rim apresenta grande capacidade de manter a estabilidade do fluxo sanguineo
evitando desta forma modificagbes significativas na filtracdo glomerular. Esta regulacao
€ normalmente atribuida a: a) alta eficiéncia de autorregulacao do fluxo plasmatico renal
em resposta a variagbes na pressdo arterial sistémica, sistema feedback
tubuloglomerular (FTG); b) influéncia de fatores humorais que modulam resisténcias
vasculares renais (BLANTZ et al., 2007; BERNE; LEVY; KOEPPEN, 2009). Os
mediadores do FTG sao: adenosina trifosfato (ATP) e adenosina, um produto do
metabolismo de adenosina monofosfato (AMP); ainda assim outros fatores interferem
na atividade deste sistema: 6xido nitrico (NO), angiotensina Il e, potencialmente,
produtos da ciclooxigenase-2 (BLANTZ et al., 2007).

O metabolismo do acido araquidoénico, acido graxo poliinsaturado n-6, nos rins
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tem como via principal a COX, onde seus produtos modulam a acédo de outros
autacoides e hormonios, e agdes na hemodinamica renal, com correlagdo em declinio
da funcéo renal em algumas enfermidades (MATTIX; BADR, 2001; AGUILA et al., 2005;
HAO; BREYER, 2008). Como a familia de AGPI n-3 compete com os da familia n-6
para producdo de produtos via COX, sendo que estes produtos estéo relacionados com
a hemodinamica renal, é justo que a suplementagdo com n-3 poderia apresentar algum
papel oposto ou amenizando os papeis desenvolvidos pelo consumo indiscriminado de
alimentos ricos em n-6, como vasodilatacdo e atividade no feedback tubuloglomerular
(BLANTZ et al., 2007).

A velocidade de filtracdo glomerular (VFG) € o principal parametro para avaliacdo
da funcéo renal, sendo que uma estimativa fidedigna é crucial para identificar processos
de doacédo renal. O marcador ideal para determinacdo da VFG necessita ser uma
molécula inerte, livremente filtrada pelos glomérulos, ndo secretada ou reabsorvida
pelos tubulos renais e, ainda, ndo ser sintetizada ou metabolizada pelo rim. Inulina, um
polissacarideo exdgeno, apresenta todas estas propriedades. Sendo assim,
consequentemente o clearance de inulina realizado por infuséo intravenosa continua e
considerado como “padrdo ouro” na determinacao da VFG em condi¢cGes experimentais,
tanto em estudos com animais como com seres humanos, principalmente criancas
(VAN ROSSUM et al., 2005; KAKUTA et al., 2010).

A afericdo da VFG neste trabalho, a partir do clearance de inulina, apresentou
modificacbes estatisticamente significativas apenas no grupo portador de tumor
suplementado com gordura de coco comparado aos grupos controles CGC e W. A
suplementacdo com o6leo de peixe no grupo controle e portador de tumor gera uma
tendéncia ao aumento da VFG, por apresentar caracteristicas vasodilatadoras, mas néo
modificou o parametro significativamente, o mesmo encontrado por LOGAN, MICHAEL
e BENSON (1992), em suplementacdo dos animais controles por um més. Entretanto,
SCHMITZ et al. (1991) observou um incremento significativo da filtragdo por néfron de
ratos estudados por micropuncdo. As diferencas observadas entre estes estudos
podem ser atribuidas a diferencias no tempo de suplementacéo e a quantidade de 6leo
de peixe presente na dieta. Por exemplo, no estudo citado (SCHMITZ et al.,1991) o

tempo de suplementacéo foi de 4 a 6 semanas e no presente estudo 10 a 12 semanas.
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Também, no trabalho de SCHMITZ et al. (1991) os animais foram alimentados com uma
racdo padrdo suplementada com 18% de 6leo de peixe (aproximadamente 0,89 de n-3
por dia) e o0s nossos animais foram suplementados com menos de 1%
(aproximadamente 0,07g de n-3 por dia). Em relacdo ao grupo controle portador de
tumor, a filtracdo glomerular apresentou menor valor 0 que reverteu nos animais
suplementados, resultado semelhante ao encontrado por FERNANDEZ et al. (2004).

O fluxo plasmatico renal, o maior determinante da VFG, é mensurado pelo
clearance de paraamino-hipurico (PAH) tanto na é&rea clinica como laboratorial. A
aplicacdo é baseada pelo PAH ser praticamente depurado na sua totalidade ao passar
pelo rim (VISSCHER et al., 1995; AGARWAL, 2002).

Neste estudo, o fluxo plasmético renal (FPR) apresentou-se aumentado nos
grupos suplementados com OP e GC controles e portadores de tumor, comparado aos
grupos controles C e W. Nos grupos sem tumor suplementados o aumento do FPR nao
foi acompanhado de um aumento significativo da VFG, o que explica a tendéncia a
reducdo na fracdo de filtracdo. Este resultado sugere que a suplementacdo esta
induzindo uma vasodilatacdo preferencial da arteriola eferente, semelhante ao
observado no estudo de SCHMITZ et al. (1991). Trabalhando com voluntarios humanos
com suplementacdo com OP na dose de 6g/dia, DUSING et al. (1990) observaram
também incremento significativo no fluxo plasmatico renal e diminuicdo na resisténcia
vascular renal.

O aumento do FPR observada nos grupos suplementados pode ser explicado
pela competicdo ocorrida pelos compostos lipidicos das suplementacfes na produgao
de prostandides moduladores do fluxo plasmatico renal. O 6leo de peixe, rico em EPA e
DHA, gera prostaglandinas e tromboxanos da série 3 e leucotrienos da série 5, com
caracteristicas vasodilatadoras, diferentemente dos derivados do acido araquidénico,
tais como tromboxanos e prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4, que
apresentam acdes vasoconstritoras (AGUILA et al., 2005; HAO; BREYER, 2008).

A composicdo de &cidos graxos representada pela TABELA 8 demonstra uma
pequena semelhanca entre a composicado do 6leo de peixe e a composi¢cdo da gordura
de coco. O EPA, acido graxo predominante no OP, aparece em pequenas

concentracdes na GC, sendo inexistente na racao habitual. A presenca do EPA, mesmo
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em baixa concentracdo, na GC pode possivelmente explicar o aumento do fluxo
plasmético renal nos grupos CGC e WGC, onde o EPA aparece competindo na
producéo de eicosanoides moduladores da hemodinamica renal.

Os prostandides derivados da COX apresentem papel fundamental na
modulagdo do fluxo plasmatico renal e da velocidade de filtragdo glomerular. O
prostandide mais abundante detectado nos rins € o derivado do &cido araquiddnico, a
prostaglandina (PG) E,, seguido pela PGl,, PGF,, e tromboxano (TX) A, (HAO;
BREYER, 2008)

Os receptores para prostaglandinas compreendem uma familia de receptores
ligados a proteina G, que incluem prostandides D, E e F. Os receptores para
prostandides E (EP) apresentam similar resposta em ligantes PG das séries 2 e 3,
sendo que pode existir isoformas mais sensiveis a PGE3 que para PGE; (SMITH, 2005;
HAO; BREYER, 2008).

A PGE; exerce efeito dilatador na arteriola aferente e, se contrapondo a isto,
apresenta papel importante na liberagéo de renina e indiretamente de angiotensina que
tém acbes de contracdo das arteriolas renais, reduzindo o FPR e VFG. Visto este fato,
o deslocamento da via de producéo de PGE; — derivado do acido araquiddnico (AGPI n-
6) — para producdo de PGE; — derivado do &cido eicosapentaendico (AGPI n-3) —
devera modificar as acdes sobre a hemodindmica, como aumento da FPR e VFG
(MATTIX; BADR, 2001).

No presente estudo e como ja foi citado anteriormente, a suplementagdo com
Oleo de peixe, rico em EPA, foi capaz de deslocar a via de producdo de PGE, em
relacdo ao FPR, onde ocorre vasodilatacdo nos grupos suplementados controles e nos
portadores de tumor. A suplementagcdo com gordura de coco, mesmo apresentado
concentracdes de &cidos graxos da familia n-3 baixas, modificou 0s mesmos
parametros relacionados as agdes destes prostanoides.

Como citado acima, o rim cumpre um papel fundamental na regulacdo da
homeostase hidroeletrolitica, em particular regulando o volume e a osmolalidade do
compartimento extracelular. Isto esta relacionado a capacidade renal de excretar uma
urina de volume e osmolalidade variaveis, como resultado de um controle estrito da
reabsorcdo tubular de Na“ e agua (BORON; BOULPAEP, 2005; BERNE; LEVY;
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KOEPPEN, 2009). A partir das concentraces plasméaticas de Na* e dos valores de
osmolalidade plasmatica € possivel inferir informagdes a cerca de condigdes clinicas,
como a retragdo de intersticio ou alteracdes dos valores de hormonio antidiurético
(ADH) (GONGALVES et al., 2005).

No presente experimento, a osmolalidade plasmética foi reduzida no grupo
portador de tumor, possivelmente por diminuicdo da proteinemia e da glicemia que
acompanham o estado de caquexia, visto que a concentracido de Na' plasmaética n&o
apresentou mudancas. As suplementacdes nos grupos portadores de tumor reverteram
a diminuicdo da osmolalidade plasmatica (TABELA 5 e FIGURA 11). A capacidade do
rim de concentracdo e diluicdo urinaria esta preservada em todos os grupos estudados,
visto que ndo houve diferencas significativas na osmolalidade urinéria entre os grupos,
e nem no clearance de H,O livre (TABELA 5 e FIGURAS 12 e 13). Os valores de
osmolalidade urinaria e clearance de H,O livre negativo s&o indicativos de niveis
adequados de ADH e de uma correta reabsorcdo de agua pelos segmentos distais do
néfron. Desta forma tanto a suplementacdo com OP e GC, quanto a presenca do tumor
nao modificaram a capacidade renal de reter agua livre de soluto.

No estado de caquexia tem sido observada uma ingestdo de agua
proporcionalmente maior que a de alimento. Isto tem sido atribuido a uma retencédo de
&gua associada com uma retencdo de Na' resultante de um incremento na secrecéo de
aldosterona e/ou uma secrecao inapropriada de ADH (BLACKBURN et al., 1977; De
CATERINA et al.,, 1994). No presente trabalho encontramos uma clara tendéncia a
reducdo na carga excretada de Na“ e na FEy,+ nos animais controle portadores de
tumor o que foi revertido nos animais suplementados (ver TABELA 6). Uma clara
relacdo entre o crescimento tumoral e a retencdo renal de Na* tem sido estabelecida
por TOAL et al. (1961), quem observou um retorno a excrecdo urinaria normal deste ion
apos a remocgdao do tumor.

A realizacdo do clearance de litio nos permitiu estimar o que esta acontecendo
com o manejo tubular de Na* nestes animais. Em particular a FE,; € a RPFya+ foram
utiizadas para avaliar o manejo do sodio pelo tdbulo proximal. No caso da
suplementacdo com GC nos portadores de tumor, o grupo apresenta aumento

significativo da FE.; e uma reducdo da RPFna: em relacdo ao grupo CGC, indicando
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uma reducgdo na reabsorcdo proximal de Na® neste grupo. A suplementa¢do com 6leo
de peixe parece nao interferir com a reabsorcdo de Na* neste segmento.

A partir dos valores de clearance de litio € possivel calcular outros parametros
relacionados com o manejo tubular de sodio pelos segmentos distais do néfron, tais
como aporte distal de sodio e reabsorcdo poés-proximal fracional de sédio,
representados como DDya+, € RPPFna+, respectivamente. A suplementagédo com GC foi
0 Unico fator modificante nestes casos, tanto nos grupos controles, quanto nos
portadores de tumor. A reabsorcao de sédio se apresenta aumentada no grupo CGC na
porcdo pés-proximal e consequentemente, o aporte distal de sédio se reduz (DDna+ de
CGC vs C). Ja a presenca do tumor reverte o quadro, apresentando uma reducdo na
RPPFna+ comparado ao grupo controle CGC.

CHAGNAC e colaboradores (2008) avaliaram o papel da obesidade no manejo
tubular de sodio e verificaram que em humanos obesos ocorre hiperfiltracdo glomerular,
com aumento da fracao de filtracdo e maior reabsorcéo proximal tubular de sédio, o que
sugere o0 surgimento da hipertensdo em individuos obesos. A gordura de coco,
composta de acidos graxos saturados em sua maioria, pode ser relacionada com
algumas caracteristicas presentes em individuos obesos. Caracteristicas essas como o
aumento das concentracfes plasmaticas de colesterol total, LDL-colesterol e &cidos
graxos livres apresentados no quadro de obesidade, sendo os principais fatores
relacionados com alto risco de doencas cardiacas (COX et al., 1995; MERCHANT et al.,
2008). Em relacdo aos &cidos graxos saturados com agdo na elevacdo da
colesterolemia, o &cido laurico e o miristico séo os que apresentam maior papel sobre o
colesterol total. Sendo que estes dois acidos graxos compdem a maioria de lipideos da
GC, pode-se relacionar a suplementagdo com GC com a obesidade. Neste estudo, é
apresentado modificacbes no manejo tubular de sddio no grupo suplementado com GC
da mesma forma que o estudo com grupo obeso de CHAGNAC et al. (2008).
Infelizmente neste trabalho ndo foram aferidos valores de lipidemia dos animais para
relacionar com o papel aterogénico da GC, mas € possivel que a suplementacdo com
GC possa alterar o perfil lipidico dos animais e alterar o manejo tubular de sédio (COX
et al., 1995; CHAGNAC et al., 2008; MERCHANT et al., 2008).

O K" constitui o principal céation intracelular e o controle do seu balango é
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fundamental para a sobrevida do individuo. No presente trabalho podemos perceber
gue houve aumento dos valores plasmaticos de potassio pelo grupo portador de tumor
suplementado com gordura de coco, sendo este 0 grupo que apresentou maior
crescimento tumoral e déficit de ganho de peso, além da menor proteinemia,
comparados aos grupos com tumor de Walker. ELEJALDE (2004) evidencia que nos
pacientes com cancer, alteracdes metabdlicas podem ocorrer frequentemente. As
principais alteragdes seriam: hipercalcemia, hiponatremia, acidose latica, hiperuricemia,
insuficiéncia renal, hiperamonemia, hiper ou hipocalemia, hipoglicemia, entre outros.

De acordo com a avaliagdo da histologia renal, desde a microscopia de luz, com
menores aumentos, ou com a microscopia eletrdnica de transmissdo, em grandes
aumentos, verificou-se que a morfologia das estruturas do tecido renal ndo foi
modificada com o delineamento experimental. Na FIGURA 15 é demonstrada a selecao
de fotografias digitalizadas da técnica de microscopia de luz com coloracdo de
hematoxilina e eosina. Pode-se perceber que o tecido apresenta-se intacto com a
presenca do glomérulo e tdbulos com a estrutura preservada, com auséncia de
dilatacdo ou retracdo do espaco de filtracdo glomerular ou da luz tubular em todos os
grupos. Da mesma forma, SCHMITZ et al. (1991) trabalhando com a técnica de acido
perioddico de Schiff também ndo encontraram diferengas significativas na morfologia
glomerular entre os grupos suplementados e o controle.

No caso da técnica de microscopia eletrbnica de transmissdo ocorreram
imprevistos, onde ndo se conseguiu 0 registro das imagens do grupo experimental
portador de tumor e no grupo controle n&do foi possivel identificar imagens condizentes
com 0s outros grupos que seriam o glomérulo com a focalizacdo em maior aumento das
estruturas podais. Neste contexto, a comparagdo dos outros grupos fica prejudicada
pela falta de um grupo controle para andlise. Entretanto, se formos analisar as
estruturas glomerulares percebemos que aparentemente as células apresentam-se
uniformes, com a estrutura da barreira de ultrafiltracdo (fenestras e processos podais)
preservada e integra em todos 0s grupos observados, com um aspecto semelhante ao
encontrado na literatura em animais controle adultos. Desta forma € possivel concluir
que a suplementacdo com ou sem a presenca do tumor ndao modifica a ultraestrutura

glomerular.
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Estudos com tumor de Walker mostram que a presenca do tumor além de reduzir
0 ganho ponderal, como encontrado neste trabalho, também €& capaz de gerar a
sindrome da caquexia por um curto periodo de tempo, identificado pela hipoglicemia,
hiperlactatemia, hipertriacilglicerolemia e baixo conteudo de glicogénio hepatico,
indicando grau de catabolismo das reservas corporais (LIMA et al., 2008). Ap6s a
inoculacdo do tumor, em apenas 14 dias estes individuos estdo com grande massa
tumoral e caquéticos. Por ser um intenso, porém pequeno, periodo na presenca do
tumor, provavelmente o tumor ndo € capaz de gerar substancias com atuacdo na
morfologia tecidual do organismo do animal. Os produtos do metabolismo do tumor,
como citocinas proéinflamatorias, o PIF, entre outras, podem apresentar alteracdes no
equilibrio hidroeletrolitico do organismo, mas ndo modificando as estruturas renais de
forma expressiva (FERNANDEZ et al., 2004).

A dieta ocidental se modificou ao longo dos anos, com o aumento do consumo
de gordura saturada e desbalanco da ingestao de acidos graxos n-6 e n-3. Inicialmente,
este trabalho se prop6s verificar qual o papel dos AGPI n-3 na funcdo renal e
juntamente a isso, verificar a acdo de uma suplementacdo rica em acidos graxos
saturados poderia contribuir para o esclarecimento da atuac&do do n-3 sobre parametros
da funcéo renal. Durante o trabalho, foi-se percebendo que os grupos suplementados
com GC geravam resultados dos parametros renais similares ao OP e distantes dos
grupos controles. Percebe-se que a composicao lipidica € diferente do OP, mas ndo na
sua totalidade. Créem-se entdo, que a suplementacdo com outro lipideo, como acido
graxo n-6 poderia apresentar melhores resultados frente ao n-3, mostrando maiores
disparidades. Entretanto, tornou-se importante a identificacdo de acidos graxos que
inicialmente n&o apresentavam forte relacdo com a hemodinamica renal, apresentaram

fortes resultados em determinantes parametros da funcao renal.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, a funcdo renal de animais controles e portadores de tumor
suplementados com o0leo de peixe e gordura de coco foi avaliada, sendo que alguns
parametros relacionados a caquexia dos animais também foram mensurados.

A suplementagdo com Oleo de peixe reverteu o quadro de caquexia dos animais
portadores de tumor, aumentando o0 ganho de peso e a proteinemia, e reduzindo o peso
tumoral, parametros estes agravados com a suplementacdo com gordura de coco.

Entre as dosagens bioquimicas, a suplementacdo com gordura de coco e a
presenca do tumor aumentaram a concentracdo plasmatica de creatinina e de potassio.
A proteindria, uremia, as concentra¢cdes plasmaticas e urinarias de Na' e a
osmolalidade urinaria ndo forma modificadas pelos grupos experimentais.

Em relacdo a hemodindmica renal, o fluxo urinario ndo sofreu alteracéo,
entretanto as suplementacdes geraram aumento do fluxo plasmatico renal o que é
indicativo de vasodilatacdo. A suplementacdo com Oleo de peixe no grupo controle e
portador de tumor gera uma tendéncia ao aumento da VFG, por apresentar
caracteristicas vasodilatadoras, mas ndo modificou este parametro de forma
significativa.

O manejo tubular de sodio, avaliado a partir do clearance de litio, sofreu
alteracbes particularmente pela suplementacdo com gordura de coco, ja que 0S
controles suplementados apresentaram estimulo para reabsorcdo proximal de sodio e a
presenca do tumor com esta mesma suplementagdo reverteu o quadro reduzindo a
reabsorcdo proximal deste ion.

Ainda sim, a presenca do tumor e as suplementacOes lipidicas ndo foram
capazes de modificar a histologia do tecido renal, visto andlises realizadas por
microscopia de luz e eletronica de transmissao.

Analisando o estado geral e a funcédo renal destes animais de modo geral,
podemos concluir que:

- 0 6leo de peixe reduz os elementos de caquexia nos animais portadores de tumor e
apresenta um papel renoprotetor ao aumentar o fluxo plasmatico renal e preservar a

filtracdo glomerular.
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- A suplementacdo com oleo de peixe ndo apresenta efeitos deletereos sobre a fungéo
renal dos animais controle, entretanto os efeitos a longo prazo precisam ser estudados.

- A gordura de coco gerou mudancas sobre parametros da hemodindmica renal e
manejo tubular de sodio, sendo que a presenca do tumor modificou estes parametros

de forma mais expressiva.
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