UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

GINA BORGHETTI

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE SOBRE A
EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA PROLIFERACAO E MORTE
CELULAR NO TUMOR DE WALKER 256

CURITIBA
2013



GINA BORGHETTI

EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE PEIXE SOBRE A
EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA PROLIFERACAO E MORTE
CELULAR NO TUMOR DE WALKER 256

Tese apresentada como requisito para obtencéo
do titulo de Doutor em Biologia Celular e
Molecular, area de concentracdo Fisiologia,
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes

CURITIBA
2013



Borghetti, Gina
Efeito da suplementacdo com dleo de peixe sobre a expressdo de proteinas
envolvidas na proliferagdo e morte celular no Tumor de Walker 256. / Gina
Borghetti. — Curitiba, 2013.
111 f..il., color. ; 30cm.

Orientador: Luiz Claudio Fernandes

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias
Biologicas. Programa de Pos-Graduagédo em Biologia Celular e Molecular.

1. Acidos graxos 2. Oleo de peixe . Titulo Il. Fernandes, Luiz Claudio III.
Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas. Programa de
Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular.

CDD (20. ed.) 597




PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

> _ Departamento de Biologia Celular ¢ Departamento de Fisiologia

o . Setor de Ciéncias Biologicas - Universidade Federal do Parani
) Instituto Carlos Chagas (ICC/FIOCRUZ)

7

PARECER
ra, instituida pelo, /colegiado do Programa de Poés-Graduagéo em Biologia
do Setor de )C/iéncias Biolégicas, da Universidade Federal do Parana,
/’

A banca examina
Celular e Molecula
composta por:

Orientador e W:eﬂa banca &
Universidade Fedesal do Parana - UFPR

| de Santa Catarina — UFSC

. )
Profa. %7 ﬁéurciﬁlbeél(arb;: A’}ﬁé/ LL/L,
Uniye idade Estadual de Pon/tg Grossa UEPG
( ol /
Y'Y ?d{u arSU_NG CL;/?W XARAK_/
Profa. Dra. Andréa Novais Moreno Amaral
/F’o?oﬁ"c'@ Universidade Catdlica do Parana - PUCPR

Universidade JFederal do Parana — UFPR.

r (¢ E/
Proi MCZ‘w iri Chaim s

UniverSidade Federal do Parana — UFPR

Profa. Dra. Adriana Frohlich Mercadante
Universidade Federal do Parana — UFPR

Ap6s arguir a candidata Gina Borghetti, em relagdo ao seu trabalho intitulado: “Efeito da
suplementagéo com 6leo de peixe sobre a expressao de proteinas, pwavida;q na proliferagéo e
morte celular no Tumor de Walker 256", séo de parecer favoravel aAYNOUA LD da académica,
habilitando-a ao titulo de Doutora em Biologia Celular e Molecular, area de concentragdo em
Fisiologia.

A obtengao do titulo esta condicionada a implementagéo das corregdes sugeridas pelos membros
da banca examinadora, bem como ao cumprimento integral das exigéncias estabelecidas no
Regimento Interno deste Programa de Pés-Graduagéo.

Curitiba, 05 de Dezembro de 2013

CENTRO POLITECNICO — CEP 81.531-990-JARDIM DAS AMERICAS-Caixa Postal 19031-
FONE: (41) 3361-1676 FAX 3266-2042 — E-Mail- pgbiocela ufpr.br — www.pgbiocel.ufpr.br CURITIBA -PR



AGRADECIMENTOS

A minha familia pelo amor e apoio incondicional.

Aos meus amigos pela compreenséao e carinho.

Ao “Professor” pela oportunidade de fazer parte do LABMETAB, pela confianca e
paciéncia. Agradecimento especial de alguém que o admira como pessoa e
profissional.

Aos meus colegas de Laboratério pelo auxilio nos experimentos e amizade: Aldre,
Cintia, Dalton, Everson, Fabiola, Gleisson, Juliano, Katya, Marcelo, Raci, Ricardo,
Rica, Ricelli, Sandro, Sérgio, Thiago.

Em especial as minhas amigas inseparaveis Adri, Dani, Julia e Isa.

Aos amigos que conheci durante esta estadia na UFPR. Em especial: Taisa,
Valéria, Fernanda, Leo, Chelin, Dilza, Bia e Luiz Eduardo.

Aos Professores Silvio Marques Zanata e Lia Sumie Nakao pela gentileza em
permitir a utilizacdo de seus equipamentos. Obrigada a todos do Laboratério!

A Alessandra Antunes, pela oportunidade de aprender um pouquinho sobre
expressao génica e PCR em tempo real, por toda a paciéncia e disposicao.

Ao pesquisador Andrew Oliveira Silva do Laboratério de Sinalizacdo e
Plasticidade Celular-UFRGS pela oportunidade de compartilhar seus
conhecimentos.

A Professora Flavia Alessandra Guarnier-UEL pela doac&o das células de Tumor
de Walker 256.

Aos alunos do Laboratério de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos.
A Paula Borges Bassi do Laboratério de Biologia Molecular da Zoologia.

Aos Pesquisadores do LABIM-Grupo Boticario: Alessandro Afornali e Marcio
Lorencini.

Aos Professores que participaram da Semana dos Doutorandos: Daniela Parada
Pavoni, Marcia Helena Appel e Anete Curte Ferraz.

Aos Professores Ricardo Fernandez Perez e Edvaldo da Silva Trindade.

A Professora Katya Naliwaiko pelas anélises do HPLC.



Aos Professores Rosalvo Fogaca e llana Kassouf Silva.

Ao Departamento de Farmacologia.

Aos Professores membros da Banca Examinadora: Erasmo Benicio Trindade,
Andréa Novais Moreno Amaral, Marcia Helena Appel, Anete Curte Ferraz, Olga
Meiri Chaim e Adriana Frohlich Mercadante

Aos funcionérios do Biotério e do Laboratério Central.

Ao programa de P6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular.

A CAPES pelo auxilio financeiro.

A Fundac&o Herbarium pela disponibilizacéo das capsulas de 6leo de peixe.

MUITO OBRIGADA!



“What we know is a drop, what we don't know is an ocean.”

Sir [saac Newton, 1642 —172



RESUMO

Pesquisadores estdo interessados no potencial efeito antitumoral de alguns
nutrientes, entre eles os acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3), devido a
seguranca e boa aceitagcdo como adjuvante em terapias anti-cancer. Trabalhos
prévios demonstraram que a suplementacdo com 6leo de peixe, rico em AGPI n-3
reduziu o crescimento do tumor de Walker 256 e isto foi associado, em parte a
reducdo da taxa de proliferacdo celular e do aumento de morte celular por
apoptose. Entretanto, poucos experimentos realizados in vivo evidenciam que o
Oleo de peixe seja capaz de alterar a expressao de proteinas envolvidas em vias
de sinalizacéo de proliferagcdo e morte celular. Assim, neste estudo, expandimos
esta informacédo utilizando o modelo de Tumor de Walker 256 em ratos
suplementados com 6éleo de peixe. Ratos Wistar de 70 dias foram divididos em
trés grupos: alimentados com racéo padrao (W); alimentados com racdo padréao e
suplementados com Oleo de peixe (WOP) e alimentados com racdo padréo e
suplementados com gordura de coco (WCO) (1g/Kg peso corporal/dia) via oral.
Apos completarem 100 dias de vida, todos os animais sofreram inoculagéo
subcutédnea de uma suspensao de ceélulas de tumor de Walker 256 no flanco
direito, contendo 1X10® células. Os animais continuaram sendo suplementados e
ao décimo quinto dia apos a inoculacdo do tumor, todos os animais foram
ortotanasiados, totalizando 44 dias de suplementacdo. Para investigar se a
suplementacdo com Oleo de peixe tinha algum efeito sobre a expressédo de
proteinas relacionadas com a proliferacdo e morte celular no tecido tumoral foi
utilizada a técnica de western blotting. Na avaliacdo da expressdao de RNA
mensageiro (MRNA) no tecido tumoral foi utilizado a metodologia de RT-qPCR.
Os dados demonstraram diminuicdo da expressdo do mRNA e proteica de
PPARYy (p<0.05), diminuicdo da expresséao proteica de HRas (p<0.05) e MMP 2
(p<0.05), aumento da expressdo proteica de p53 (p<0.05), Bcl-2 (p<0.05),
caspase-7 clivada (p<0.05) e caspase-3 clivada (p<0.05) no tecido tumoral. Estes
resultados sugerem que estas proteinas parecem estar envolvidas no efeito anti-
proliferativo e pro-apoptotico do 6leo de peixe no tumor de Walker 256. Em
conjunto, estas informacfes podem ser uUteis para melhorar nossa compreenséo e
adicionar informacdes sobre os mecanismos moleculares da acdo antitumoral do
Oleo de peixe, que ainda ndo sdo completamente entendidos.

Palavras-chave: 6leo de peixe, expressao proteica, proliferacdo celular, apoptose,
tumor de Walker 256.



ABSTRACT

Scientists are interested in the potential antitumor effect of some nutrients,
including n-3polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) because their safety and
overall acceptance as adjuvants in cancer therapies. Previous research
demonstrated that fish oil supplementation, rich in n-3 PUFA, has decreased the
growth in Walker 256 tumor and the mechanisms that explain, in part, this process
was the reduction of cell proliferation and increased of cell death by apoptosis.
However, a few experiments in vivo have provided data that fish oil is able to alter
proliferative and apoptotic proteins expression in tumor tissue. In this report we
expand this information in Walker 256 tumor-bearing rats supplemented with fish
oil. Male Wistar rats were separated in the following groups: fed with regular chow
(W); regular chow supplemented with fish oil (WOP) or coconut fat (WCO), both at
1g/kg body weight daily, until they reached 100 days of age. Then, all the animals
were inoculated subcutaneously in the right flank with a suspension of Walker 256
ascitic tumor cells (1X108 cells). The animals continued to be supplemented until
the fifteenth day after tumor inoculation when all animals were orthothanasied,
summed 44 days of supplementation. To verify whether the fish olil
supplementation had effect on the expression of proteins related to the
proliferation and cell death in tumor tissue, western blotting analysis was
performed. The RNA (mRNA) expression in tumor tissue was analyzed by RT-
gPCR methodology. Taken together, our findings suggest that the decreased
expression of the messenger mRNA and protein of PPAR gamma (p<0.05),
decreased the protein expression of HRAS (p<0.05), and MMP 2 (p<0.05),
increased the protein expression of p53 (p<0.05), Bcl-2 (p<0,05), cleaved
caspase-7 (p<0.05), and cleaved caspase-3 (p<0.05) seem to be involved in the
anti-proliferative and anti-apoptotic effect of fish oil in Walker 256 tumor. This
report is useful to improve our understanding and add more information about the
molecular mechanisms of fish oil effect on tumor tissue, which still are not
completely understood.

Key words: fish oil, protein expression, cell proliferation, apoptosis, Walker 256
tumor.
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1 INTRODUCAO

1.1 VISAO GERAL DE CANCER

Cancer corresponde a um conjunto de doencgas caracterizadas por
inimeras alterac6es genbmicas e/ou epigenémicas que se acumulam nas células,
criando um microambiente favoravel a proliferacdo celular descontrolada. As
interacdes com os componentes do estroma celular em um microambiente celular
distinto fazem do cancer uma doenca altamente complexa, agil e versatil (CHIN &
GRAY, 2008). Alguns fen6menos sdo descritos como determinantes ao céncer,
como a auto-suficiéncia das células de tumores malignos na producéo de fatores
de crescimento, a falta de sinais inibitorios de proliferacao celular, a existéncia de
mecanismos que evitam a morte celular, a replicacdo sem limites e a sustentacao
da angiogénese (ZITVOGEL et al., 2008).

Segundo a AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012, o cancer corresponde a
um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento descontrolado e
proliferacdo de células anormais. A instabilidade do genoma é uma das
caracteristicas do cancer e, portanto, os fatores envolvidos na deteccdo e na
resposta aos danos no DNA estdo alterados. O cancer pode ser causado por
fatores externos (tabaco, organismos infecciosos, produtos quimicos, radiacao
etc) e/ou fatores internos (mutacdes hereditarias, hormonios, condicfes imunes
etc). Estes podem agir em conjunto ou em sequéncia para iniciar ou promover o
desenvolvimento de cancer.

A manutencdo normal de qualquer organismo baseia-se em replicacdes
celulares por divisdo, para substituicdo de células e reparo de areas teciduais
lesadas. A divisdo celular inicia-se pela replicacio do DNA, processo
extremamente eficiente, porém passivel de erro, levando a alteracées no material
genético. O acumulo dessas alteracbes em genes relacionados com a
multiplicacdo e sobrevivéncia celular podem culminar em mudancas irreversiveis,
favorecendo o desenvolvimento do cancer (VALDES-RAMOS et al., 2007). Em
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condicdbes normais, a maioria das mutacbes € reparada, mas quando em
guantidades elevadas e incompativeis com a sobrevivéncia celular, a célula é
destinada a morrer por apoptose. No cancer, os danos ao DNA séo persistentes e
resistem aos inameros processos de reparo e morte celular (MORRINSON, 2012).

As alteracbes em vias de sinalizacdo de proliferacdo celular € uma das
causas mais descritas em tumores. O aumento da expressdo de fatores de
crescimento e mutacbes de seus respectivos receptores, assim como
mutacao/superexpressdo de proteinas de transducdo de sinal sustenta a
proliferacdo celular descontrolada (REBUCCI & MICHIELS, 2013). Outro
mecanismo importante, porém ainda pouco conhecida é a comunicacdo entre 0s
circuitos de proliferagédo e viabilidade celular. Acredita-se que os sinais de
proliferacdo celular também fornegcam sinais para sobrevivéncia celular,
prevenindo assim, a morte destas células (MASUTANI & FUJIMORI, 2013;
REBUCCI & MICHIELS, 2013).

As células tumorais desenvolveram estratégias para limitar ou evitar a
morte celular. Estudos tém demonstrado que a morte celular programada, como a
apoptose, serve como um obstaculo ao desenvolvimento do cancer através da
eliminacdo de células danificadas. A superexpressdao de proteinas anti-
apoptéticas e inativacdo de genes pro-apoptoticos, assim como alteracdes na via
de sinalizacdo de p53 sdo abordagens utilizadas pelo céancer, porém nao sao
exclusivas. De fato, a maioria das terapias anti-cancer, como o0 uso de drogas
e/ou radiacbes, matam as células tumorais principalmente pela inducdo de
apoptose (REBUCCI & MICHIELS, 2013).

A interpretacdo do conhecimento gerado a partir do genoma de um cancer
€ um dos principais desafios na era pos-genomica. Apesar da falta de
compreensao sobre varias fungdes bioldgicas de muitos elementos genéticos, as
informacfes obtidas a partir de diversos estudos bioldgicos e clinicos podem
auxiliar nas analises funcionais e converter o conhecimento em pratica clinica
através de biomarcadores e terapéuticas mais eficazes (CHIN & GRAY, 2008).
Pesquisas sobre o cancer tém recebido atencdo ao longo das ultimas décadas,
devido ao aumento da incidéncia e/ou casos diagnosticados, tornando-se assim,
um problema de saude publica. O cancer € uma doenca complexa, sendo

algumas malignidades de dificil tratamento, e, a0 mesmo tempo apresenta
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multiplos caminhos para a investigacéo clinica (LEWIS et al., 2013).

1.2 TUMOR DE WALKER 256

A inducdo de céancer em animais e o cultivo de células tumorais séo
abordagens importantes para investigar a dinamica tumoral, bem como as
alteracdes causadas no organismo portador de tumor. O tumor de Walker 256
em ratos é geralmente utilizado em pesquisas experimentais de céancer por
possuir baixa ocorréncia de regressédo tumoral, ser facilmente transplantado e ser
espécie especifica para ratos (FISHER & FISHER, 1961).

O tumor de Walker 256 se desenvolveu espontaneamente na regiao
mamaria de uma rata prenha albina em torno de dez meses de idade, em 1928 no
Laboratério de George Walker-Johns Hopkins University School of Medicine. O
tumor observado por Walker exibia uma estrutura tumoral definido como
adenocarcinoma (tecido glandular), por isso a sua origem mamaria foi altamente
suspeitada (FISHER & FISHER, 1961; AGOSTINO & CLIFFTON, 1968; CHEW,
1975). A massa tumoral tinha o tamanho de uma noz, composta de um tecido
granular firme com pequenos pontos de necrose, sem a presenca de metastase.
Seccionado, o tumor se apresentava com uma area central semi-solida de cor
branca amarelada, com material necrotico, circundado por uma zona firme de
coloracédo branco brilhante. Em 1956, as células de Walker 256 da massa tumoral
foram transferidas para a forma ascitica, que sdo mantidas por passagens
intraperitoneais sucessivas, sendo esta, uma variacdo do carcinoma (AGOSTINO
& CLIFFTON, 1968) (Figura 1 e 2).



17

FIGURA 1 Imagem de microscopia de luz da forma solida do tumor de Walker 256
transplantada em ratos. Visualizacdo de células principais e células indiferenciadas coradas em
hematoxilina e eosina. X 100. FONTE: AGOSTINO & CLIFFTON (1968).

b

FIGURA 2 Imagem de microscopia de luz do fluido peritoneal de um rato portador de tumor
ascitico de Walker 256. Visualizacdo de células principais coradas em giemsa X 800. FONTE:
AGOSTINO & CLIFFTON (1968).

Estudos em microscopia eletronica e de transmisséo indicaram que
as células de tumor de Walker de origem ascitica e solida sdo morfologicamente
imperceptiveis. As células de fluido ascitico apresentam uma populagéo
heterogénea, porém quando estas células séo cultivadas em suspensdo, um

anico tipo celular € predominante. A eficiéncia de induzir a formagédo de tumores
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solidos a partir de células asciticas € mais alta do que utilizar células provenientes
de tumor sdlido. As células provenientes do liquido ascitico sdo mais
tumorigénicas do que quando sao cultivadas em suspensdo, sendo que
mudancgas nos antigenos de superficie dessas células provavelmente sejam
responsaveis pela reducao da tumorigenicidade priméaria (ARVELO et al., 1984).

O tumor de Walker 256 pode ter sido originado como um tumor misto ou
através de células troncos multipotentes se tornado em qualquer tipo celular.
Andlises imunofenotipicas de células de Walker 256 em cultura sugerem que sua
célula de origem seja hematopoiética, o que parece ser uma célula monocitoide.
Além disso, as propriedades de crescimento das células de Walker 256, na qual
crescem na forma n&o aderente, lembram mais a cultura celular de
linféide/leucemia do que cultura de linhagem de células epiteliais, 0 que reforca
este resultado (SIMPKINS et al, 1991).

Estudos realizados com duas linhagens de células de Walker 256, obtidas
a partir do American Type Culture Collection (ATCC) e Cell Resource Centre for
Medical Research at Tohoku University (CRCTU) demonstraram variabilidade no
perfil genético, diferencas no crescimento tumoral in vivo e diferencas
morfolégicas in vitro. Ambas as células foram coradas positivamente para
citoqueratina 18, um marcador de células de cancer de mama. As células
provenientes de CRCTU eram pequenas e cresceram de forma mais agressiva in
vivo do que as células ATCC, que eram visivelmente maiores. Entretanto, poucos
estudos foram realizados para determinar a relacéo entre a morfologia celular e a
sua atividade tumorigénica, sendo que as caracteristicas morfolégicas
encontradas in vitro apresentaram baixa correlacdo com a tumorigenicidade in
vivo (LEWIS et al., 2013).

As células de tumor de Walker 256 apresentam linhagens diferentes,
denominadas como sensiveis (WS) e resistentes (WR) a cisplatina e clorambucil
(SIMPIKINS et al, 1991), além de duas variantes, denominadas como
metastizante (A) e ndo metastizante (B) (GUAITANI et al., 1983). Algumas vias de
inoculacdo podem ser utilizadas para administracdo das células de Walker 256,
como: subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracardiaca, sangulinea

arterial, venosa e tecido 6sseo. Na inoculacdo subcutdnea ocorre o
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desenvolvimento de tumores sdlidos, firmes a palpacédo, encapsulados, podendo

ocorrer infiltracdo da pele e da musculatura adjacente (GUIMARAES et al., 2010).

1.3 VISAO GERAL DA MORTE CELULAR POR APOPTOSE

A morte celular em suas diversas formas molda a esséncia da vida.
Predominantemente, a morte celular por apoptose é de grande importancia
durante o desenvolvimento de um organismo, bem como na regulagao do sistema
imunitario. Além do envolvimento com a sobrevivéncia e a proliferacdo celular
(CHAABANE et al.,, 2013). A apoptose é uma das vias de morte celular
programada, com importante envolvimento durante eventos fisiologicos e
patolégicos. A proliferacdo (mitose) € balanceada pela morte (apoptose) e um
desequilibrio a favor de um dos lados contribui para a patogénese (ULUKAYA et
al., 2011). Aproximadamente 10 milhdes de células morrem por apoptose em um
tnico dia em um humano adulto saudavel. Este mecanismo é necessario, nao so
para preservar a homeostase do organismo, mas também para controlar o
tamanho e a forma do tecido em diferentes estagios de desenvolvimento
(CHAABANE et al., 2013).

As células sofrem muitas alteracdes durante a apoptose. Enquanto a
cromatina condensa-se, as células perdem a sua ligacdo com o ambiente. Ocorre
arredondamento da célula, reducdo do volume celular, fragmentacdo nuclear e
celular (blebbing da membrana) com posterior fragmentacdo celular em corpos
apoptéticos e engolfamento por fagocitos. A fosfatidilserina, um fosfolipido
incorporado na membrana plasmatica, € exposto ao lado externo dos corpos
apoptéticos, agindo como sinalizador para atrair os fagoécitos e serem
eficientemente fagocitados (CHAABANE et al., 2013).

A apoptose é regulada por inimeros moduladores, incluindo alguns ions
(calcio), genes (c-myc, Bcl-2, Bax, Fas), proteinas (p53, caspases, IAPS) e
organelas (mitocondria, reticulo endoplasmatico) (ULUKAYA et al., 2011).
Usualmente podem ser ativadas por duas vias principais, convergindo para a
ativacdo de proteinas efetoras especificas de morte celular, as caspases
(GRANCI et al.,, 2010; FUKUI et al., 2012).
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De acordo com os modelos aceitos, existem duas vias distintas de
apoptose: as que sdo induzidas por sinais de estresse extracelular (extrinseca) e
estresse intracelular (intrinseca) (BRUNELLE & LETAI, 2009; GALLUZZI et al.,
2011). Apoptose extrinseca é mediada principalmente por receptores de morte
(CD95, FAS, TNF etc), que proporcionam um sinal apés ligacdo do ligante,
resultando na ativacdo intracelular da caspase iniciadora (caspase-8) e
executoras (caspase-3 e -6). Por outro lado, a apoptose intrinseca ocorre em
resposta a inUmeras condicbes de estresse intracelular (danos no DNA, danos
oxidativos) e é controlado principalmente pelos membros da familia de proteinas
Bcl-2 e pela mitocondria (GALLUZZI et al.,, 2011). Esta organela integra os
estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagdo mitocondrial e a
consequente liberacdo de moléculas pro-apoptodticas no citosol (citocromo c),
sendo um ponto de néo retorno desta via. O citocromo ¢ formard um complexo
proteico com APAF-1 e pro-caspase-9, denominado apoptossomo. Na sequéncia
ocorre a ativacao da caspase iniciadora (caspase-9), que posteriormente ativara a
caspase executora (caspase-3), assim como efetores multiplos de morte celular,
independentes de caspases (fator indutor de apoptose, endonuclease G)
(GALLUZZI, 2011; ULUKAYA et al., 2011) (Figura 3).

Muitas vezes diferentes tipos de morte celular ocorrem em paralelo. A
deteccédo da atividade de uma via de morte celular ndo necessariamente significa
gue esta € a via predominante e que esta levando a morte em um modelo em
particular. Assim, uma analise de varios parametros e determinacdo do efeito de
inibidores sdo sempre necessarias para revelar quais dessas vias tornam-se
ativadas, e quais sdo as responsaveis pela morte celular (VIRAG et al., 2013).
Vale a pena ressaltar que nenhuma das caracteristicas morfolégicas e processos
associados com este tipo de morte podem ser utilizados sozinhos, como um
indicador confiavel de apoptose, pois algumas destas caracteristicas podem se

manifestar durante eventos nao-apoptoéticos de morte celular (GALLUZZI, 2011).
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FIGURA 3 Visdo geral sobre vias de sinalizagdo na morte celular por apoptose. FONTE:
SABiosciences (2013).

1.4 PROTEINAS AVALIADAS

As proteinas investigadas neste trabalho sdo descritas na literatura de
cancer e fazem parte de importantes vias utilizadas pela maquinaria celular do

cancer, como a proliferacdo e morte celular por apoptose.
1.4.1 p53
A proteina supressora de tumor p53 é também conhecida como “guardia do

genoma”, devido a sua fungao de monitorar a integridade do genoma. Além disso,

ela pode se ligar em sequéncias especificas do DNA, agindo como um fator de
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transcricdo (ZHOU et al., 2006). Analises de microarranjo revelaram que os genes
regulados por p53 nao se limitam apenas aqueles envolvidos no ciclo celular e
apoptose. Genes associados com a reparacdo do DNA, transcricdo, adesao
celular, mobilidade celular, metabolismo e fun¢des de membrana também podem
ser afetados pela atividade de p53 (VOUSDEN & PRIVES, 2009).
Alternativamente, p53 pode provocar alteracées independentes de transcricéo,
influenciando diretamente a via mitocondrial, facilitando a apoptose celular (ZHOU
et al, 2006).

O equilibrio intra e extracelular nos eventos de sinalizacdo definem se a
ativacdo de p53 poupard a célula ou levard a sua morte por apoptose. Na
auséncia de estresse celular, a proteina p53 € mantida em concentracdes baixas,
pela constante degradacao e sintese, sem desempenhar efeito sobre o destino da
célula (OREN, 2003; VOUSDEN & PRIVES, 2009).

O gene p53 é um dos que mais sofrem mutacdes em diversos canceres,
sendo a sua perda funcional, um dos responsaveis pela progressdo tumoral
(VOUSDEN & PRIVES, 2009). Apesar de fatores de transcricdo regularem o gene
p53, 0s principais mecanismos que administram a atividade de p53 parecem ser
exercidos em nivel de proteina, como estabilidade, modificacbes pods-traducionais,
interacdes proteina-proteina (OREN, 2003; ZHOU et al, 2006).

A capacidade de p53 em inibir a proliferacdo celular, tanto bloqueando a
progressdo do ciclo celular quanto promovendo a morte celular por apoptose,
proporciona um mecanismo util na diminuicéo do crescimento de células tumorais.
Muitos modelos experimentais que investigam a funcdo de p53 sugerem que a
inducdo de morte celular programada é um mecanismo fundamental pelo qual a
p53 suprime as células tumorais. Entretanto, novos estudos indicam que outras
funcdes de p53 podem ser igualmente importantes para prevenir ou retardar o
desenvolvimento do cancer. Atividades anti-angiogénicas, bloqueio da progressao
do ciclo celular e a promocao de senescéncia e autofagia também parecem ser
regulados por p53 (VOUSDEN & PRIVES, 2009).



23

1.4.2 Familia Bcl-2

A familia de proteinas Bcl-2 consiste em pelo menos 30 proteinas
relacionadas, divididas em trés subclasses com base em caracteristicas
estruturais e funcionais:

1. Anti-apoptéticas: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, e Mcl-1. A proteina Bcl-2 € uma das
proteinas que inibem a apoptose através da preservacdo da integridade da
membrana mitocondrial. Além disso, ela impede a formacao de dimeros formados
por BAX e BAK, o que leva a liberacdo de moléculas apoptéticas da mitocondria.
A Bcl-2 tem a capacidade de ligar-se a proteinas pro-apoptéticas, inativando-as.
Além disso, compete por sitios que seriam ocupados por estas proteinas na
membrana mitocondrial, inibindo assim a apoptose. A Bcl-2 pode ainda regular a
ativacdo de varias caspases iniciadoras e agir diretamente na inibicdo da
liberacdo de citocromo c pela mitocondria (TZIFI et al., 2012).

2. Pro-apoptoticas: Bax, Bak, e Bok. Apds a estimulagcao de apoptose, a proteinas
Bax, a qual estd normalmente localizada no citoplasma, liga-se a membrana
mitocondrial. Este é considerado o "ponto de nao retorno” no processo de morte
celular, uma vez que varios fatores pro-apoptoticos importantes podem ser
liberados através dos poros formados, incluindo citocromo ¢, Smac / Diablo, e o
fator de induc&o de apoptose (AIF). Entretanto, a inducdo de apoptose pode ser
impedida pelo aumento da expressao de Bcl-2, uma vez que esta proteina forma
heterodimeros com o Bax, prejudicando assim a sua funcdo pro-apoptotica
(ZECCHIN et al., 2007).

3. BH3: incluem uma série de proteinas com dominio BH3, como BID, BIM, BIK,
BAD, BMF, HRK, DIVA, NOXA e PUMA. Atuam como sensores de estresse e
sdo organizados com base em sua capacidade de ativar ou inibir outros membros
da familia Bcl-2 (TZIFI et al., 2012; ZHANG & SAGHATELIAN, 2013).

O equilibrio entre as proteinas Bax e Bcl-2 é um importante fator para o
balanco pro-apoptotico ou antiapoptético na célula. A relacdo Bcl-2/Bax pode ser
um dos fatores que influenciam a inducédo de apoptose, uma vez que uma baixa
proporcao Bcl-2/Bax pode levar a apoptose, enquanto que altas taxas podem
tornar as células resistentes a estimulos apoptoticos (ZECCHIN et al, 2007).

Acreditava-se apenas que o balanco entre as proteinas da familia Bcl-2
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poderiam determinar o destino de uma célula. Embora as proporgdes de proteinas
anti-e pro-apoptose de fato geralmente correlacionam-se com o destino da célula,
este modelo é simplista a luz de descobertas subsequientes. A complexidade
deste processo é muito maior do que se imaginava, sendo que estudos
encontraram interagfes adicionais entre as vérias vias de sinalizagdo de morte
celular além de intera¢gfes adicionais entre os préprios membros da familia Bcl-2.
Devido a isso, a inducdo de morte ndo pode ser totalmente explicada apenas pela
atividade classica em que as proteinas anti-apoptéticas se ligam e inibem
diretamente a proteinas pro-apoptoticas para controlar a liberacdo do citocromo c

pela mitocondria (HARDWICK & SOANE, 2013).

1.4.3 Caspases

O mecanismo de apoptose € evolutivamente conservado e executado por
uma familia de proteinas citoplasmaticas (proteases cisteino-aspartica),
designadas caspases. Elas sdo sintetizadas como zimogénios latentes (pro-
caspases) e ativadas por clivagem proteolitica em sitios especificos (TZIFI et al.,
2012). A sua ativacao € regulada essencialmente pelas proteinas da familia Bcl-2.
Uma vez ativadas, as caspases clivam, e assim ativam outras pro-caspases,
resultando numa cascata coordenada de reacdes proteoliticas (TZIFI et al., 2012;
ULUKAYA et al., 2012).

Ja foram identificadas quatorze caspases, sendo que a maioria esta
envolvida no processo de apoptose, sendo um dos marcadores moleculares mais
proeminentes deste processo. Possuem um papel importante, tanto no inicio
(caspases iniciadoras -8 e -9) quanto na execucao (caspases executoras -3, -6 e
-7) do processo de apoptose (GALLUZZI et al., 2012). O tipo de caspase
expressa por um dado tecido pode variar, contudo sabe-se que a caspase-3 é
denominada caspase universal por estar expressa em quase todos os tecidos
(ULUKAYA et al.,, 2012). Ambas as vias de apoptose (intrinseca e extrinseca)
convergem para a ativacdo de uma caspase executora, a caspase-3 (FAN et al.,
2005; SANKARI et al., 2013), porém a via intrinseca da apoptose pode ocorrer
independente da ativacao das caspases (GALLUZZI et al., 2012).

As caspases iniciadoras transmitem o sinal gerado pela morte celular por
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apoptose para as caspases executores, que por sua vez ativam proteinas-alvo,
como as proteinas de citoesqueleto, proteina de membrana nuclear, proteinas de
reparacdo de DNA (PARP) e, assim, determinam as caracteristicas morfolégicas
tipicas de apoptose (TZIFI et al., 2012; ULUKAYA et al., 2012). Um inibidor de
apoptose, denominado XIAP foi identificado como a Unica proteina celular capaz
de se ligar diretamente a caspase-3, -7 e -9 inibindo tanto a fase de iniciacado
guanto a de execucao da apoptose. Assim, a decisdo celular entre as vias pro e
anti-apoptoéticas é devido principalmente a regulacdo da atividade das caspases,
XIAP e circuitos reguladores intracelulares incluindo mitocondrias e
Smac/DIABLO citosélicos. Sendo este ultimo, conhecido como antagonista da
funcdo de XIAP, resultando em maior atividade da caspase-3 (HORNLE et al.,
2010).

Ainda ndo esta claro se as caspases executoras -3 e -7 sao funcionalmente
redundantes. Elas sdo as mais semelhantes em comparacdo com as outras
caspases e sao capazes de clivar o mesmo grupo de substratos para coordenar
0s eventos terminais da apoptose. Além disso, ambas séo ativadas durante a
apoptose, independente do sinal recebido para a inducao da apoptose (WALSH et
al., 2008).

1.4.4 PARP-1

A Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) faz parte de uma familia de
proteinas com funcdes reguladoras desempenhando diversas fungdes celulares
(MASUTANI & FUJIMORI, 2013). S&o enzimas associadas a cromatina com
funcdes chave na estabilidade cromossomal, regulacdo da apoptose, divisdo
celular, regulacdo da transcricdo, diferenciacdo e resposta celular a danos no
DNA. PARPs sdo responsaveis pela reparacdo de danos sofridos ao DNA
causados por estresses ambientais e erros de replicacdo, atuando como sensores
e recrutando moléculas de reparacdo. Apesar dos significativos avancos na
compreensao do papel de PARP na reparacdo do DNA, ainda néo esta claro se
PARP pode ser regulado em todos os tipos de tumores ou se € especifico a
alguns subtipos celulares (OSSOVSKAYA et al., 2010; VIRAG et al., 2013).

Na ultima década, abordagens gendmicas levaram a identificacdo de 17
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sequéncias de PARP no genoma humano, e uma quantidade significativa de
informacgdes estruturais e funcionais tem sido coletada por pelo menos cinco
enzimas: PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4 e PARP-5. Devido a escassez ou
falta de informacéo, atualmente a enzima mais estudada é a PARP-1, que se
sobressai como um dos importantes participantes da morte celular em mamiferos.
Esta € uma proteina nuclear abundante, contendo trés dominios principais: um
dominio N-terminal de ligagdo ao DNA (DBD), um dominio auto-modificado central
e um dominio catalitico de C-terminal (MASUTANI & FUJIMORI, 2013; VIRAG et
al., 2013).

A clivagem de PARP-1 por caspases foi um dos primeiros marcadores
bioquimicos de morte celular por apoptose. Uma descoberta chave que relaciona
PARP-1 a apoptose € que este pode ser substrato das caspase-3 e 7, sendo a
deteccdo da sua clivagem amplamente utilizada como uma caracteristica da
apoptose (MASUTANI & FUJIMORI, 2013). ApoGs sofrer varios danos no DNA e
PARP-1 ser clivado ocorre a inducédo de morte celular por apoptose. Neste tipo de
morte, a atividade de PARP-1 parece ser essencial, pois estudos utilizando
inibidores de PARP foi determinante na supressdo da apoptose. Entretanto,
alguns estudos evidenciam a existéncia de vias independentes de ativacao de
PARP-1 na apoptose (MASUTANI & FUJIMORI, 2013; VIRAG et al., 2013) e de
sua participacdo em outras vias de sinalizacdo de morte celular como autofagia e
necroptose (VIRAG et al., 2013).

Como muitas outras enzimas reguladoras que atuam no nucleo, PARP-1 é
igualmente sujeita a acdes regulatorias de efetores que podem controlar sua
atividade e funcdo. Na ultima década, estudos foram focados na atividade
enzimatica de PARP-1 relacionados aos danos sofridos ao DNA, na tentativa de
elucidar os mecanismos que regulam a sua atividade e funcdo (OSSOVSKAYA et
al., 2010; MASUTANI & FUJIMORI, 2013).

1.45 PPARy
Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARS) sao

fatores de transcricdo pertencentes a familia de receptores nucleares. Trés

proteinas, codificadas por genes distintos tém sido identificadas: PPARa, PPARB
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e PPARYy. Estes dividem um elevado grau de homologia, porém se diferem na
distribuicdo nos tecidos e da especificidade dos ligantes (YOUSSEF & BADR,
2011). Estédo relacionados com o metabolismo lipidico, homeostase da glicose,
processo inflamatdério, diferenciacé@o celular e morte celular por apoptose. Além do
envolvimento em varias doencas e condi¢des patoldgicas relacionados com a
imunidade, inflamacéo, fertilidade e vérios tipos de cénceres (YAO et al., 2010;
YOUSSEF & BADR, 2011).

Os PPARs séo ligantes dependentes que regulam a expressao de genes
alvos. Antes de ocorrer a ligacdo PPAR-ligante, os PPARs se heterodimerizam
com membros de outra subfamilia de receptores nucleares, os receptores
retindides X (RXR), formando o complexo PPARs-RXR. Este complexo é
necessario para a ligacdo em sequéncias especificas do DNA, denominados
elementos de resposta ao PPAR (PPRE) situados na regido promotora de genes
alvos. Apd6s a ligacdo PPAR-ligante, os PPARs sofrem alteragtes
conformacionais permitindo a liberagcdo de co-repressores, e 0 recrutamento de
coativatores, seguido pela ativacado ou ndo do mecanismo transcricdo (VARGA et
al., 2011 ; YOUSSEF & BADR, 2011). Alem disso, os PPARs também podem agir
como receptores intracelulares de moléculas lipidicas (VARGA et al., 2011). Os
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) e certos produtos de sua oxidacdo sao
exemplos de substancias que podem ser ligantes endégenos de PPARs (LI et al.,
2012). A constatacdo de que os acidos graxos podem se ligar e ativar receptores
nucleares, que por sua vez regulam a expressdo de genes, provocou uma
mudanca na forma como pensamos sobre o papel dos acidos graxos
provenientes da alimentacdo (VARGA et al., 2011)

Devido as evidéncias de efeitos opostos que os PPARs desempenham no
cancer, ndo ha um mecanismo unificado universalmente aceito para descrever
suas acOes. Portanto, apenas existem hipdteses na tentativa de explicar os
efeitos observados. Na literatura encontramos dados contraditérios sobre os
PPARs, como seu envolvimento na promocdo e no desenvolvimento do cancer,
assim como seus efeitos protetivos. Enquanto estudos relatam que a expressao
destes receptores e/ou a sua ativacao correlaciona-se com um resultado positivo,
este processo ndo parece ser um fendmeno universal. Esta complexidade em

suas acodes pode ser devido ao tipo de célula e efeitos especificos de um 6rgéo,
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efeitos independentes dos ligantes de PPAR utilizados, fase de formacéo do
cancer, exposicao do ligante PPARs etc (YOUSSEF & BADR, 2011).

Estudos demonstram a participagdo de PPARy na carcinogénese
(ESCOBAR et al., 2009). O aumento da expressao de PPARYy é frequentemente
encontrado em diferentes tumores malignos. Alguns estudos sugerem seu
envolvimento na progressdo de cancer de préstata humano e que a familia de
PPARs provavelmente seja o intermediador entre dietas de acidos graxos e
crescimento tumoral prostatico (ESCOBAR et al.,, 2009). Sugere-se que a
ativacao de PPARYy iniba o crescimento celular assim como tem envolvimento na
diferenciacao e apoptose em varios tipos de células neoplésicas. A ativacdo do
PPARy por um agonista (rosiglitazona) altera a permeabilidade da membrana
mitocondrial, um importante mecanismo na inducdo de apoptose celular, sendo
este efeito bloqueado na presenga de um antagonista de PPARy (YOUSSEF &
BADR, 2011). Apesar disso a literatura demonstra resultados contraditérios do
efeito dos agonistas de PPARy em diversos tipos de tumores (CHENE et al.,
2007; CHAPKIN et al., 2009).

1.46 HSP 70

Entre as mudancas na atividade celular, o evento mais notavel nas células
sob estresse € a producdo de um conjunto de proteinas conservadas
denominadas proteinas de choque térmico (HSPs) (KHALIL et al., 2011). Estas
fazem parte de uma familia de proteinas induzidas em células expostas a
diferentes injurias, permitindo a sobrevivéncia das células as condicbes de
estresse. As HSPs em mamifero foram classificadas em seis familias, de acordo
com o seu tamanho molecular: Hsp 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, Hsp 40 e
pequenas HSPs (15 a 30 kDa), incluindo HSP 27. Estas proteinas agem como
chaperonas moleculares, auxiliando no enovelamento de proteinas, prevenindo a
sua agregacdo ou a sua eliminacgéo, se irreversivelmente danificadas (BEERE,
2004; KHALIL et al., 2011)

Cada familia de HSPs é composta por membros que S&80 expressos
constitutivamente, na qual sdo direcionadas a diferentes compartimentos

celulares. A HSP 27 e HSP 70 sao induzidas por diferentes estresses, sendo a
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sua expressdo baixa em condi¢cbes fisiologicas. Além de sua localizacdo
intracelular, a HSP 70 também pode ser encontrada na membrana plasmatica de
células malignas e no espaco extracelular. Isso leva em conta a fungcédo dupla de
HSPs: a funcdo citoprotetora e anti-apoptética intracelular, e a funcao
imunogénica extracelular (KHALIL et al., 2011).

Em tumores, a HSP 70 parece ser necessaria para a sobrevivéncia celular.
Sua maior expressdo é provavelmente causada por condicbes que imitam o
estresse. Poderiam atuar neutralizando as alteracbes conformacionais em
proteinas mutantes, inibindo vias de morte de celular e inativando diretamente a
proteina supressora de tumor p53 (ZUIDERWEG et al., 2012). Estudos tém
caracterizado diferentes HSPs em diversos tipos de tumores, que poderiam ser
utilizados como biomarcadores clinicos ou alvos moleculares. Numerosos estudos
investigam se a expressdo aumentada de HSP pode ser, em parte, responsavel
pela resisténcia a muitos agentes anti-tumorais e quimioterapicos. Assim, de um
ponto de vista farmacologico, a co-administracdo de inibidores de HSP em
conjunto com outros agentes anti-tumorais é de grande importancia na terapéutica
anti-cancer (KHALIL et al. 2011).

1.4.7 HRas

A familia de oncogenes RAS (rat sarcoma viral) sdo proteinas que se ligam
a nucleotideos de guanina, localizadas principalmente na membrana celular e séo
envolvidas em vias de transducéo de sinal (PYLAYEVA-GUPTA et al., 2011). O
mecanismo basico da regulacdo de atividade de Ras envolve pelo menos dois
tipos de proteinas (GEFs e GAPs). A Ras inativa se encontra ligada a GDP (Ras-
GDP), sendo que GEFs catalisam a troca de GDP por GTP, levando a uma
modificacdo conformacional expondo alguns dominios que podem interagir com
varios efetores. Ja foram identificados mais de vinte efetores de Ras, sendo que a
maioria se concentra sobre a familia de proteina quinase Raf (A-Raf, B-Raf e c-
Raf-1) e fofosfoinositol-3-quinase (PI3K), reguladores da proliferacdo e
sobrevivéncia celular respectivamente (PRIOR & HANCOCK, 2012).

Quando ativada, Ras é uma das primeiras proteinas que participam de vias

de transducao de sinal que podem regular a proliferagéo celular, diferenciacao,
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alteracdes no citoesqueleto, senescéncia e apoptose (PYLAYEVA-GUPTA et al.,
2011; PRIOR & HANCOCK, 2012). As células apresentam trés isoformas de Ras:
HRas, KRas e NRas, codificadas por genes distintos. Apesar do elevado grau de
homologia dessas isoformas, estas ndo sao funcionalmente redundantes. Além
disso, a sua localizacdo predominante na membrana plasmatica, ndo significa que
seja o seu local exclusivo de acao (PRIOR & HANCOCK, 2012).

Estudos indicaram que a ativacao constitutiva de Ras pode ser uma das
responsaveis pela proliferacdo celular no cancer. Além disso, aumenta a
capacidade proliferativa das células por inducdo da transcricdo de fatores de
crescimento e integrinas, além interferir diretamente na morte celular através de
vias de apoptose (PYLAYEVA-GUPTA et al., 2011).

1.4.8 MMP-2

As metaloproteinases de matriz (MMPs) fazem parte de uma familia de
enzimas proteoliticas zinco-dependentes, responsaveis pela degradacdo de um
vasto numero de proteinas alvo que compdem a matriz extracelular (MEC). As
MMPs séo inicialmente expressas como pro-enzimas inativas, que necessitam de
processamento proteolitico para liberacdo da enzima ativa (ROOMI et al., 2008;
(BOURBOULIA et al., 2010). Mais de vinte MMPs s&o conhecidas, agindo sobre
diferentes substratos, incluindo colageno do tipo I, Il, 1ll, IV. Estes subgrupos séo
divididos de acordo com a sua estrutura e especificidade para o substrato. Entre
as varias MMPs que foram identificadas, as gelatinases, especialmente MMP-2
(gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B) desempenham importante papel na
degradacéo de colageno IV, um dos componentes principais da MEC (ROOMI et
al., 2008).

A atividade proteolitica das MMPs pode ser primariamente controlada
pelos inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs). Estes blogueiam a
atividade das MMPs ligando-se ao sitio de zinco. Altera¢des no equilibrio entre as
MMPs e TIMPs tém sido identificadas em doencas como no céancer. Devido a
maior degradacdo da matriz extracelular, as MMPs agem como facilitadoras da
invasado e metastase no cancer ( BREW & NAGASE, 2010).



31

Um dos eventos necessarios para a invasdo tumoral € a degradacdo de
MEC, que atua como uma barreira a propagacdo das células tumorais,
restringindo o crescimento e invasdo tumoral. Observa-se um aumento da
expressdo de MMP-2 e MMP-9 em varios tumores humanos, incluindo ovério,
mama, prostata e melanoma, sendo relacionadas com a invasdo celular e
agressividade (ROOMI et al., 2008;GRANCI et al., 2010).

1.4.9 NF-kB

A familia de fatores de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) é composta por
cinco membros principais: RelA (p65), RelB, c-Rel, o NF-kB1 (p50/p105) e o NF-
kB2 (p52/100). Estas proteinas se apresentam na forma de homo ou
heterodimeros, sendo sua atividade regulada principalmente por uma familia de
proteinas denominada inibidores de kappa B (IKBs). A ligacao de kB impede a
translocacdo do complexo NF-kB para o nucleo, mantendo-o assim, em estado
inativo (HAYDEN & GHOSH, 2004). Dentre as proteinas que compdem a familia
NF-kB, as que participam da via classica, sob a forma de heterodimero sdo as
proteinas p50 e RelA e da nao classica as proteinas p52 e RelB (COUPIENNE et
al., 2010). A via classica pode ser ativada por citocinas proinflamatorias ou pela
presenca de patdogenos. Nesta via, os dimeros do NF-kB, p65/p50, tornam-se
ativos por meio da fosforilacdo do complexo quinase IkB (IKK) e a regulacao de
proteinas ndo enzimaticas (NEMO). ApoOs a degradacéo do IkB, os dimeros do
NF-kB sé&o translocados para o nucleo. A via nao classica pode ser ativada por
um grupo mais limitado de citocinas. Por meio da fosforilacdo de quinases (NIK),
o complexo IKK torna-se ativo e promove a translocacao dos dimeros do NF-kB
para o nucleo (HAYDEN & GHOSH, 2004).

Algumas vias de sinalizacdo envolvidas na inflamacdo também podem
fornecer sinais para a sobrevivéncia e proliferacéo celular, levando a progressao
tumoral. A ativacdo e/ou a expressao de NF-kB tem sido observada em tumores
sélidos humanos, sendo resultado do microambiente inflamatério da patologia,
sendo um elemento critico entre inflamacdo e cancer (MORRINSON, 2012).
Estudos evidenciaram que a ativacdo constitutiva de NF-kB estad presente na

maioria das células tumorais e a sua inibicdo pode suprimir 0 seu crescimento.
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Portanto o NF-kB ndo s6 regula a transcricdo de proteinas inflamatérias, mas
também aumenta a expressdo das proteinas anti-apoptoticas (REBUCCI &
MICHIELS, 2013). Sendo assim, agentes que promovem a inibicdo da ativagéo do
NF-kB tem se tornado alvos terapéuticos promissores (HAYDEN & GHOSH,
2004).

1.4.10 PKC

A familia de proteina quinase C (PKC) representa um grande grupo de
enzimas que podem regular a funcdo de outras proteinas. As PKCs quando
ativadas por uma variedade de sinais extracelulares, modificam a atividade de
proteinas celulares, como receptores, enzimas, proteinas do citoesqueleto e
fatores de transcricdo. Elas s@o dependentes de fosfolipideos e catalisam a
transferéncia covalente de fosfato de ATP para os residuos de serina e treonina
de proteinas. Esta fosforilacdo de proteinas induz alteragbes conformacionais,
resultando em modificacdo de suas propriedades funcionais. Logo, as PKCs séo
importantes na regulacdo de varias cascatas de transducdo de sinal
(BREITKREUTZ et al., 2007; LOEGERING & LENNARTZ 2011).

Existem isoformas de PKCs que sao divididas de acordo com o segundo
mensageiro necessario para sua ativacao, podendo ser ions calcio, diacilglicerol e
fosfatitilserina. Outra caracteristica importante € a associacao de isoformas PKC
com fosfolipidos, formando complexos estaveis da membrana celular
(BREITKREUTZ et al., 2007). Diferentes isoformas estdo envolvidas em funcdes
essenciais, como o crescimento celular, diferenciacdo, apoptose, motilidade e
secrecdo. Por isso estas enzimas tém sido relacionadas com alguns estados
patolégicos, incluindo cancer e doenca cardiovascular (BREITKREUTZ et al.,
2007; LOEGERING &LENNARTZ, 2011).

O papel da PKC no cancer € complexo, pois sua acao € tecido especifico e
muitas vezes apresentam efeitos opostos devido ao efeito de diferentes
isoformas, principalmente relacionados com o ciclo celular e morte celular por
apoptose (LOEGERING &LENNARTZ, 2011). Anormalidades na funcédo de PKC,
como alteracdes de expressao, ativacdo, distribuicdo e fosforilacdo ocorrem em

varios tipos de cancer. Alguns estudos evidenciam que a ativacdo de algumas
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PKCs e a desativacao de outras é fundamental para a inducdo da carcinogénese
e progressao tumoral (BREITKREUTZ et al., 2007).

1.5BIOMARCADORES DE SORO

Os biomarcadores sdo biomoléculas associadas com o risco aumentado de
uma doenca ou servem como indicadores de processos bioldgicos, patolégicos ou
farmacolégicos. Devido ao seu significado clinico, a identificacdo de
biomarcadores no soro pode ser uma promessa, especialmente para fins de
diagnostico e prognoéstico de uma doenca. Um bom marcador deve apresentar
alta especificidade ao efeito de interesse, refletir o efeito com acurécia e preciséo,
ser de facil analise com baixo custo e possuir alta sensibilidade no fluido biolégico
escolhido (HEO et al., 2012). O sangue como instrumento clinico tem um nimero
de vantagens em relacdo a outros fluidos biolégicos. Este pode ser obtido em
guantidades adequadas de amostragem, contém uma variedade de proteinas
circulantes, sendo relativamente acessivel e de simples obtencdo e
processamento (ZHANG et al., 2013).

A remodelacéo de células tumorais no processo de tumorigénese provoca
alteracdes no padrdo de expressao de proteinas e no microambiente do tumor,
acompanhado de secrecdo de proteinas diferentes daquelas de células normais
(HEO et al., 2012). Analises do proteoma de soro humano poderiam contribuir
para a compreensado da fisiopatologia do cancer e fornecer uma base para o
reconhecimento de potenciais biomarcadores (ZHANG et al., 2013). Apesar de se
tornar um campo de interesse na pratica clinica ainda existe dificuldades a serem
superadas. Muitos estudos foram realizados na tentativa de descobrir alteracdes
moleculares, em especial, proteinas derivadas de células tumorais presentes no
sangue. Entretanto, a maioria dos marcadores proteicos ndo € aprovada nos
ensaios clinicos. Ha vérias razdes para isso, incluindo a curta meia-vida e baixas
concentragcfes de proteinas tumorais no sangue, bem como a heterogeneidade

de proteinas de células tumorais (HEO et al., 2012).
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1.6 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS N-3 (AGPI N-3)

Os 4&cidos graxos sdo constituintes da dieta humana com funcbes
metabdlicas, estruturais e funcionais. S&o importantes fontes de energia, fazem
parte das membranas celulares e sdo precursores de moléculas sinalizadoras
(CALDER, 2011). Todos &cidos graxos possuem uma estrutura geral baseada em
uma cadeia de hidrocarbonos, com um grupo reativo carboxila (COOH) em uma
extremidade e um grupo metil (CH3) em outra. O termo &cido graxo poliinsaturado
(AGPI) refere-se aos acidos graxos cujas moléculas possuem duas ou mais
duplas ligagdes. A denominagao w ou n diferencia os acidos graxos em relagéo a
posicao da primeira dupla ligacéo, contada a partir do grupamento metil (SALA-
VILA et al., 2008 ; CALDER, 2011) (Figura 4).
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FIGURA 4 Estrutura quimica dos &cidos graxos poliinsaturados essenciais. Familia de AGPI

n-6: AL e AA e a familia de AGPI n-3: ALA, EP e DHA. FONTE: SALA-VILA &CALDER (2008).

Existem duas familias importantes de acidos graxos poliinsaturados: AGPI
n-6, derivado do acido linoléico (AL) 18:2; e o AGPI n-3, derivado do acido a-
linolénico (ALA)18:3 (SALA-VILA et al., 2008; WILLIANS et al., 2011). Estes séo
denominados acidos graxos essenciais, pois ndo podem ser sintetizados no

organismo de mamiferos, pela auséncia das enzimas dessaturases, sendo
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necessaria a sua obtencdo através da dieta (KANG & LIU, 2012). Em plantas,
ALA € sintetizado a partir do AL por dessaturacdo, catalisada pela enzima
deltal5-dessaturase. Os animais ndo possuem esta enzima, ndo sendo capazes
de sintetizar ALA. Entretanto, AGPI n-3 e n-6 podem ser alongados e
dessaturados para formar outros acidos graxos da mesma série de cadeia mais
longa, contendo 20 e 22 carbonos, e mais insaturados (CALDER 2012a). AL e
ALA sé@o substratos das mesmas dessaturases de forma que as familias n-3 e n-
6, competem entre si pelas mesmas enzimas na via metabdlica (SALA-VILA et
al.,2008). A familia AGPI n-6 é convertida em acido araquidénico (AA 20:4) e a
familia AGPI n-3 em acido eicosapentaendico (EPA 20:5) e em &cido
docosahexaendico (DHA 22:4) (SIMOPOULOS, 2010) (Figura 5). As enzimas
desta via metabdlica priorizam o ALA, mas em altas concentragdes de AL podem
inibir a conversdo do ALA em EPA e DHA, reduzindo a disponibilidade destes
acidos graxos (CALDER, 2012a). Na maioria dos mamiferos, a eficiéncia da
conversao de ALA em EPA e DHA é relativamente baixa, principalmente na
presenca de altas quantidades de AL, geralmente presentes nas dietas ocidentais
(SIMOPOULOS, 2010; CALVIELLO et al, 2013).
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FIGURA 5 Vias metabdlicas de dessaturagdo e alongamento dos e AGPI n-3 (acido a-

linoléico) e AGPI n-6 (acido linoléico) em EPA, DHA e &cido araquidbénico respectivamente.
Participacdo das enzimas elongases e dessaturases A5, A6. FONTE: SIMOPOULOS (2010).
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As enzimas que catalisam os passos metabdlicos da digestdo, absorgéo,
transporte, dessaturagcéo e alongamento dos AGPI n-3 e n-6 possuem afinidades
pelos substratos de acordo com o comprimento da cadeia, nimero e localizacéo
das duplas ligacdes. No entanto, nenhuma destas enzimas consegue discriminar
entre as estruturas formadas por AGPI n-3 e AGPI n-6, por isso a quantidade
relativa destes substratos influenciard nas quantidades relativas que séo
acumulados nos tecidos (LANDS, 2012).

A metabolizagdo dos AGPI ocorre no figado, mas também em outros
tecidos, aonde sdo formados os mediadores lipidicos (PATTERSON et al., 2011).
Baseado em resultados farmacocinéticos in vivo foi demonstrado que proteinas
transportadoras estdo envolvidas no transporte trans-membrana de varios acidos
graxos, sendo possivel que a distribuicdo diferencial destas proteinas de
transporte seja parcialmente responsavel pela distribuicdo assimétrica de certos
acidos graxos nos diferentes tecidos corporais (FUKUI et al., 2013).

O acido araquidénico (AA) e o acido eicosapentaendico (EPA) sao
precursores de mediadores lipidicos chamados de eicosanodides, os quais atuam
como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos, como resposta
inflamatoria, agregacao plaquetaria, permeabilidade vascular e na formacdo de
sinalizadores biologicos (STABLES &GILROY, 2011). Estes mediadores incluem
prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) gerados pelas enzimas
ciclooxigenases (COXs), leucotrienos (LTs) pelas enzimas lipoxigenases e outros
derivados gerados pela acdo de enzimas de citocromo P450 (CALDER, 2012a).
Além disso, nos ultimos anos foram identificados diferentes mediadores,
denominados resolvinas, gerados por EPA (sérise-E) e DHA (série-D) e
protectinas, gerados por DHA através de vias envolvendo as enzimas COXs e
LOXs (SERHAN et al 2009; CALDER 2012a) (Figura 6). Devido as diferencas
estruturais, ha producao de eicosandides com funcdes diferenciadas. Quando ha
ingestdo de 6leo de peixe, rico em EPA e DHA, ha diminuicdo na producdo de
prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) da série 2, leucotrienos (LTs) da
série 4 que apresentam maior efeito inflamatério, e aumento de PGs e TXs da
série 3 e LTs da série 5, que tem menor potencial inflamatoério (CALDER et al.,
2010; SIMOPOULOS, 2010).
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FIGURA 6 Vias metabdlicas dos AGPI n-6 e AGPI n-3. As enzimas COX, LOX and P450
convertem os AGPI n-6 e n-3 em mediadores lipidicos bioativos como: PGs, LTs, TXs, EETs e
Rvs. FONTE: KANG & LIU (2012).

As principais fontes dos AGPI n-3 sdo os peixes de aguas frias, (como
arenque, salmao, sardinha, cavala e atum), algas marinhas, linhaca e as folhas
verdes escuras. AGPI n-3 de cadeia longa, como o EPA e o DHA séo
encontrados principalmente em 0Oleo de peixe (MOLENDI-COSTI et al., 2010). O
Oleo de peixe disponivel comercialmente geralmente apresenta EPA + DHA numa
proporcdo de aproximadamente 30% do total de lipideos, de forma que uma
capsula contendo 1g de 6leo normalmente contém aproximadamente 300 mg
desses AGPI n-3 (CALDER 2012a). Sendo o consumo de AGPI n-3, sob a forma
de cépsulas de dleo de peixe uma alternativa confiavel, tendo como vantagem a
auséncia de contaminantes, sendo, portanto mais seguras (PELLICCIA et al.,
2012).

E importante salientar que os peixes consumidos podem apresentar
variacfes nas quantidades de AGPI n-3 e na razdo EPA/DHA. O conteudo de
AGPI n-3 é influenciado por alguns fatores como: caracteristicas metabdlicas do

peixe, dieta, temperatura da agua, estacdo do ano etc (CALDER, 2012 b). Por sua
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vez, 0 AGPI n-6 é o mais consumido na dieta ocidental, composto principalmente
pelos 6leos vegetais utilizados no preparo de alimentos, como soja, milho e
girassol (CALDER et al., 2010).

Nas ultimas décadas houve mudancas no padrédo alimentar da populacao.
Observa-se um aumento do consumo de acidos graxos saturados, acidos graxos
trans e AGPI n-6, enquanto o consumo de AGPI n-3 foi reduzido. Com essas
mudanc¢as houve um aumento da razdo AGPI n-6/n-3 na dieta, principalmente nos
paises ocidentais. Os valores médios encontrados variam de 10/1 a 20/1, sendo
gue em paralelo, observa-se um aumento da incidéncia de doencas com base
inflamatéria, como doencas cardiovasculares, artrites e cancer (CALDER, 2011;
PATTERSON et al., 2011). Por outro lado, considera-se a ingestdo adequada de
AGPI essenciais quando a razdo AGPI n-6/n3 varia entre 1/1 e 4/1 (PATTERSON
et al., 2011).

1.7 FUNCOES BIOLOGICAS DE AGPI N-3 NO CANCER

Estudos in vivo e in vitro indicam que os AGPI n-3 estdo envolvidos na
reducdo da inflamacédo e participam na prevencao de certas doencas crbnicas,
como doencas cardiovasculares, artrite reumatéide, sindrome metabdlica e
obesidade (MOLENDI-COSTI et al.,2010; CALDER, 2012a), além dos beneficios
na prevencdo e no desenvolvimento do cancer (CORSETTO et al., 2011;
WILLIANS et al., 2011). Estes achados levaram aos profissionais de salude a
encorajar a populacdo em geral a aumentar o consumo de AGPI n-3 (RIEDIGER
et al.,, 2009). Além disso, pesquisadores estao interessados no potencial efeito
antitumoral de alguns nutrientes, entre eles AGPI n-3, devido a seguranca e boa
aceitacdo como adjuvante em terapias anticancer (BIONDO et al., 2008; GRANCI
et al., 2010).

A maioria dos farmacos utilizados no tratamento do cancer, aprovadas pelo
FDA (Food and Drug Administration) estdo associadas a elevada toxicidade.
Com o objetivo de reduzir a dosagem, diferentes combinacdes entre elas ou com
novos componentes tém sido alvo de investigacdes, entre eles os AGPI n-3.
Porém, ainda muitos estudos precisam ser realizados para entender os

mecanismos moleculares envolvidos, determinar a dose adequada a ser utilizada
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e seus efeitos em modelos animais mais complexos (GRANCI et al, 2010).

Em experimentos in vitro as células sdo expostas aos AGPI n-3 por pelo
menos trés dias, enquanto os animais com dietas enriquecidas com AGPI n-3 o
tempo minimo de suplementacéo € de duas semanas. ApoOs este periodo, o DHA
€ incorporado aos fosfolipidos de membrana de muitos tecidos. Entretanto, a
remocdo da suplementacdo com AGPI n-3 resulta em uma rapida liberacédo de
AGPI n-3 da membrana plasméatica e a reversdo dos efeitos induzidos por este
(TURK & CHAPKIN, 2013).

A diminuicdo do crescimento tumoral em animais alimentados com uma
dieta suplementada com éleo de peixe, ndo apresentou mudancas significativas
do peso corporal ou outros sinais de efeitos adversos (KANG et al., 2010). Além
disso, estudos demonstraram que os AGPI tém pouca ou nenhuma toxicidade em
células normais (FUKUI et al., 2013). A literatura que descreve os efeitos dos
AGPI n-3 sobre o metabolismo lipidico utiliza: 0leo de peixe, DHA purificado ou
uma combinacéo de EPA e DHA. Os 0leos de peixe de diferentes origens podem
conter misturas variaveis de EPA e DHA. Entretanto, se os efeitos da
suplementacdo com AGPI n-3 séao devido ao EPA, DHA ou ambos ainda precisa
ser determinado (TURK & CHAPKIN, 2013).

Os beneficios gerados pelos AGPlI n-3 no cancer sao conhecidos,
entretanto os mecanismos moleculares ndo sdo completamente entendidos. As
acOes dos AGPI n-3 parecem envolver multiplos mecanismos que conectam a
membrana celular, citosol e o nacleo (CALDER, 2012 b). Além disso, os efeitos
incluem alteracdes tanto no comportamento de células tumorais (proliferacéo,
invasdo, metastase e apoptose) como no das células hospedeiras (inflamacéo,
resposta imunologica e angiogénese) (BERQUINI, et al, 2008).

Sugere-se 0 envolvimento de alguns mecanismos pelos quais os AGPI n-3
podem alterar o processo de carcinogénese. O mais relevante e bem estudado
mecanismo de acdo dos AGPI n-3 é o seu efeito supressor na producdo de
prostandides derivados de AA, particularmente a PG,, na qual influencia vias de
inflamacéo, proliferacédo celular, apoptose e metastase (CORSETTO et al., 2011).

Mudancas na composic¢éao lipidica da membrana plasmatica podem afetar a
sua fluidez e estrutura, podendo influenciar proteinas de membrana e moléculas

de transducdo de sinal. A modulacdo na atividade de fatores de transcricéo,
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expressdo génica e vias de transducéo de sinais, podem levar a alteragbes no
metabolismo, crescimento e diferenciacdo celular. Andlises de microarranjo
realizados em estudos in vitro e in vivo demonstraram que centenas de genes
envolvidos em diferentes processos biolégicos, podem ser reguladas pelos
AGPIs. Isto demonstra a complexidade das mudancas transcricionais induzidas
diretamente ou indiretamente por esses acidos graxos. Além disso observa-se
modificacbes do metabolismo de estrogénio, producdo de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (BERQUINI et al., 2008; CORSETTO et al., 2011).

Estudos evidenciam que o 6leo de peixe seja capaz de reduzir a expressao
de genes envolvidos em vias de sinalizacdo do processo inflamatério, além de
fatores relacionados ao estresse oxidativo, hipéxia e sinalizacdo via fatores de
transcricdo, como receptores ativados por proliferadores de peroxissomos
(PPARs) e fator nuclear kappa B (NFk-B) (BOUWENS et al., 2009). Foi
demonstrado que os AGPI e certos produtos de sua oxidacao sdo capazes de se
ligar e ativar todas as isoformas de PPARs (CHENE et al., 2007; CHAPKIN et al.,
2009).

Alguns estudos sugerem que o efeito protetor dos AGPI n-3, esteja
relacionado com a expressao do oncogene Ras, sugerindo sua utilizagdo como
adjuvante como terapia anti-Ras (ROYNETTE et a.l, 2004; BIONDO et al., 2008).
Além de Ras, outros mediadores podem ser afetados, como PKC, ERK % e
familia NF-kB (BERQUINI, et al, 2008). Estudos in vitro com algumas linhagens
celulares, tratadas com DHA e EPA demonstraram diminuicdo da expressao da
proteina antiapoptotica Bcl-2 e aumento da ativacdo de caspases. Em adicéo, o
tratamento utilizando somente o DHA aumentou a proteina pro-apoptética Bax
(BIONDO et al., 2008).

Experimentos utilizando modelo animal e cultura de células in vitro
suportam o efeito antitumoral dos AGPI n-3 no cancer de célon, prostata e mama,
enquanto estudos clinicos em humanos tém sido menos consistentes (BIONDO et
al., 2008; BERQUIN et al., 2008). A inclusdo de AGPI n-3 na dieta in vivo melhora
a eficacia anti-tumoral de alguns farmacos quimioterapicos em ratos portadores
de tumores colorrectais. Apesar dos esforcos para identificar os mecanismos pelo
gual isto ocorre, a interacdo entre os AGPI n-3 e medicamentos quimioterapicos é

complexo e, provavelmente, envolve o aumento do estresse oxidativo, a
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modulacdo de prostaglandinas pro-inflamatoria e alteracdo da fluidez e
propriedades da membrana celular (GRANCI et al., 2012). Estudos sugerem que
0os AGPI n-3 podem melhorar o efeito pré-apoptéticos quando utilizados em
combinacdo com outros de farmacos anticancerigenos. Dados in vitro
demonstraram que a combinagdo de DHA com o quimiterapico 5-fluorouracil
ocasionou maior redugdo da expressao de Bcl-2 e Bcl-XL do que quando
utilizados de forma isolada, sugerindo que o DHA agiu de forma sinérgica,
melhorando o efeito apoptético de 5-fluorouracil (BIONDO et al., 2008).

Estudos em humanos podem restringir o emprego de diversas abordagens,
fazendo com que o modelo animal e os ensaios in vitro tornem-se ferramentas
importantes para entender os fenbmenos biolégicos que possam ser regulados
pelos AGPI-3. Estudos epidemiologicos em humanos diferem sobre a fonte de
AGPI n-3 consumidos (6leos de peixe, Oleos de sementes, AGPI purificados,
peixes frescos). Como a conversao de ALA em EPA e DHA em humanos é baixa,
€ provavel que os resultados dependam do tipo de AGPI n-3 consumidos, bem
como da razdo de AGPI n-6/n-3 obtidos em individuos, fatores que sé&o
influenciados pela dieta e fatores genéticos (BERQUIN et al., 2008). Além disso,
pesquisas em lipiddomica e metabolémica poderdo proporcionar novas abordagens
e técnicas para auxiliar no entendimento de muitas questdes que ainda
permanecem sem respostas sobre os mecanismos de acdo dos AGPI n-3 no
cancer (GU et. al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Trabalhos prévios do Laboratério de Metabolismo Celular-UFPR
demonstraram que a suplementacdo com Oleo de peixe, rico em AGPI n-3,
reduziu o crescimento do tumor de Walker 256 e isto foi associado, em parte, a
reducdo da taxa de proliferacdo celular e do aumento de morte celular por
apoptose (MUND et al., 2007). Dados in vitro, com complexado de Oleo de peixe,
adicionado a cultura de células tumorais de mama e c6lon humanos,
corroboraram com estes resultados (BONATTO, 2008).

Pesquisas indicam que multiplos mecanismos moleculares podem contribuir
para os efeitos protetivos dos AGPI n-3 no cancer, tornando-se cada vez mais
evidente sua acéo pleiotropica. A partir dessa constatacédo, o grande desafio é
determinar e estabelecer ligacdes entre as inimeras vias, na qual AGPI n-3
podem atuar (BIONDO et al., 2008; CHAPKIN, et al., 2008). Além disso, ainda
ndo sdo conhecidos integralmente os mecanismos pelos quais os AGPI n-3
provocam estes efeitos. Poucos experimentos realizados in vivo evidenciam que o
Oleo de peixe seja capaz de alterar a expressao de proteinas envolvidas em vias
de sinalizacdo de proliferacdo e morte celular. Assim, neste estudo, expandimos
esta informacdo utiizando o modelo de tumor de Walker 256 em ratos
suplementados com 6leo de peixe. Pela relevancia do tema e escassa literatura
em estudos in vivo, espera-se que estes resultados venham contribuir, de forma

significativa, sobre o entendimento dos efeitos antitumorais dos AGPI n-3.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da suplementacao
com O6leo de peixe, rico em AGPI n-3, sobre a expressdo de proteinas

envolvidas em vias de sinalizacao de proliferagdo e morte celular por apoptose
no tumor de Walker 256.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar diferencas entre animais suplementados ou ndo quanto aos seguintes

parametros:

Expressao génica de PPARYy e RelA (p65) no tecido tumoral.

e Expresséao proteica de HRas, MMP 2, p52, IkBa, PKC, HSP 70, p53, Bcl-2,

Bax, caspase-7, caspase-3, PARP-1 no tecido tumoral.

e Expressédo proteica de COX-2, p65, PPARYy, Bcl-2, p53 e HRas no soro.

e Avaliacao do perfil lipidico e razdo AGPI n-6/n-3 no tecido tumoral e soro.

- Identificar possiveis marcadores tumorais no soro.

- Compreender o papel de caspase-3 clivada no tumor de Walker 256 na forma

ascitica e subcutanea.

- Avaliar a taxa de apoptose do tumor de Walker 256 na forma ascitica e

subcutanea.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1.1 Animais e suplementacao

Os experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Todos
os procedimentos utilizando animais foram aprovados pelo Comité de Etica para o
Uso de Animais (CEUA), do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Parana. O numero do Comité de ética em experimentacdo animal concedido
foi o CEEA 505 (Anexo 1).

Foram utilizados ratos Wistar, linhagem albina da espécie Rattus
norvegicus, obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas, Campus Centro
Politécnico, UFPR, Curitiba, Parana. Esses animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro (12h/12h), temperatura constante (22°C + 2°C), porcentagem de
umidade relativa do ar (50 = 5%) e com racdo comercial padrdo composta em
macronutrientes de: 63.4% kcal de carboidratos, 25.6% kcal de proteinas e 11%
kcal de lipideos (Nuvilab CR-1, Quimtia) e agua filtrada a vontade (ad libitum).

Os animais com 70 dias de vida foram separados aleatoriamente nos
seguintes grupos experimentais: animais alimentados com racdo padrao (C);
racdo padrédo e suplementados com Oleo de peixe (COP); racdo padrdo e
suplementados com gordura de coco (CCO); portadores de Tumor de Walker
256 alimentados com racédo padrédo (W); portadores de Tumor de Walker 256
alimentados com racdo padrdo e suplementados com 0Oleo de peixe (WOP) e
portadores de tumor de Walker 256 alimentados com racdo padrdo e
suplementados com gordura de coco (WCO).

O dleo de peixe (OP) utilizado foi elaborado a partir de extrato de acidos
graxos poliinsaturados marinhos, rico em AGPI n-3: EPA e DHA, gentilmente
doado pela Herbarium Laboratério Botanico Ltda (Colombo-PR). A gordura de
coco (Refino de dleos, Bahia), rica em acidos graxos saturados, foi adquirida no

Mercado Municipal (Curitiba-PR). O perfil lipidico da racdo padréo, das capsulas
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de Oleo de peixe e da gordura de coco, foram analisados por HPLC (High

Performance Liquid Chromatografhy) estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 Perfil de acidos graxos (g/100g de acidos graxos totais) obtido por HPLC da racao
padrdo, capsulas de 6leo de peixe e gordura de coco. Os valores correspondem a média + EPM
(n= 2 em duplicata).

Acidos graxos Ragéo Oleo de peixe Gordura de coco
(Nuvilab CR-1) (Herbarium) (Refino de 6leos)

Laurico (12:0) 1.3+0.3 4.8+0.1 45.3+3.1
Miristico (14:0) - 9.9+0.1 17.0+0.9
Palmitico (16:0) 13.7+0.9 15.0+0.2 25.0+4.8
Estearico (18:0) 2.4+0.3 1.940.1 1.94+0.2
Palmitoléico (16:1n-7) - 1.7£1.6 -
Oléico (18:1n-9) 20.0+0.1 10.6x£0.1 7.92£0.2
Linoléico (18:2n-6) 56.0+0.8 11.6+£0.1 2.0£0.2
Linolénico (18:3n-3) 6.0+£0.6 - 0.9+0.1
Araquiddnico (20:4n-6) 0.3+0.2 0.74£0.1 -
EPA (20:5n-3) 0.2+0.1 23.9+0.6 -
DHA (22:6n-3) - 19.8+0.8 -

O peso corporal dos animais foi avaliado a cada dois dias, no periodo
matutino em balanca digital (Urano UDI). Os grupos receberam suas respectivas
suplementacdes (1g/Kg peso corporal/dia), via oral através de micropipeta até
completarem 100 dias de vida. Os grupos sem suplementacdo (C e W)
receberam o mesmo volume com agua filtrada. Apos este periodo, 0os animais
dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W, WOP e WCO) sofreram

inoculagéo subcutanea no flanco direito de uma suspenséao de células do tumor

de Walker 256 contendo 1x10% células. Os animais continuaram sendo
suplementados como descrito acima e ao décimo quinto dia, apos a inoculacao
do tumor, todos os animais foram ortotanasiados (totalizando 44 dias de
suplementacdo). Amostras de tecido tumoral e soro foram removidos,
aliquotados e armazenados em Ultrafreezer para realizacdo dos experimentos.
Antes de serem armazenados, os tumores de Walker 256 dos grupos

experimentais foram pesados em balanca digital (Denver Instrument XL410) e
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separados em fragmentos, com o cuidado de sempre extrair a mesma porgéo do
tecido para as futuras andlises, excluindo-se as por¢cdes com presenca de

necrose e de tecido nao tumoral.

Representacdo esquematica do desenho experimental utilizado neste trabalho:
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30 dias de suplementacgdo (1g/Kg p.c/dia)

Inoculagdo do tumor de Walker 256
(S.C no flanco direito)

-

IS
~

15 dias apos inoculagao do tumor

Ortotanasia

4.2 MANUTENCAO DAS CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

As células do Tumor de Walker 256 foram mantidas em nosso laboratorio
como tumor intraperitonial ascitico. A matriz utilizada € do tipo B, néo
metastizante, cedida pela Professora Flavia A. Guarnier (Universidade Estadual
de Londrina). Ratos adultos receberam uma injecao intraperitoneal de uma
suspensdo de células, contendo 1 x 10° células do tumor de Walker 256. Ap6s
aproximadamente 6-7 dias, quando constatada a ascite, os animais foram
ortotanasiados e receberam uma injecdo de 3 mL de tampéo fosfato salina (PBS)
com heparina (1:120) em suas cavidades abdominais, com posterior massagem
desta regido. Em seguida, por laparotomia mediana, retirou-se da cavidade
abdominal o fluido contendo as células tumorais. A contagem do numero de

células tumorais e a porcentagem de células viaveis foram realizadas, utilizando-
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se a camara de Neubauer na presenca de azul de trypan 1%. As passagens
semanais foram realizadas sucessivamente até a utilizacdo de células tumorais

para inoculagéo subcutanea.

4.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA

O método de western blotting é utilizado com o objetivo de identificar e
guantificar proteinas especificas. A técnica foi desenvolvida por dois laboratérios
de forma independente: Towbin, 1979 e Burnette, 1981, sendo a partir deste
ultimo que o método foi denominado western blotting. Basicamente é empregada
a eletroforese em gel para separacdo das proteinas, que sdo posteriormente
transferidas para uma membrana e detectadas pelo uso de anticorpos especificos
para proteina alvo (JENSEN, 2012)

4.3.1 Preparagao das amostras

Amostras de tecido tumoral foram fragmentadas mecanicamente com o
auxilio de um homogeneizador (Tecnal TE) em tampéao de lise RIPA (modified
radioimmunoprecipitation buffer), acrescido de inibidores de proteases e
fosfatases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich) na proporcdo de
100mg:700uL. Amostras de soro foram lisados diretamente em tampao RIPA na
proporcao de 350uL:350uL. Para o experimento utilizando as células do tumor
de Walker 256 do liquido ascitico, estas foram isoladas como descrito na secéo
4.2, lavadas em PBS e em seguida lisadas diretamente em tampao RIPA na
proporcdo de 10° células:700 pL. Para os ensaios envolvendo células de tumor
de Walker 256 na forma ascitica (T0), tecido tumoral de Walker 256 com 4 dias
de crescimento subcutaneo (T4), tecido tumoral de Walker 256 com 6 dias de
crescimento subcutdneo (T6) e tecido tumoral de Walker 256 com 8 dias de
crescimento subcutadneo (T8) foram utilizadas amostras frescas de animais
controle, excluindo a etapa de armazenamento em Ultrafreezer.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 17949g (Eppendorf

5810 R) e o sobrenadante coletado para quantificacdo da concentracdo de
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proteinas totais de cada amostra, através do método colorimétrico de Bradford
(BRADFORD, 1976).

4.3.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de dodecilssulfato de
sédio (SDS-PAGE)

Apo6s a quantificacdo proteica de cada amostra, foi realizada diluicdo da
mesma utilizando tampdo de amostra Laemmli (Bio-Rad, 2000a) de forma a
deixar todas as amostras com a mesma concentracdo protéica (3 pg/uL). O
tampdo Laemmli contém SDS para desnaturar a proteina e fornecer carga
negativa constante de forma que todas fiqguem com a mesma carga na amostra.
Sendo a carga negativa proporcional ao tamanho da proteina, e estas estando em
uma estrutura linear, a separacdo das proteinas no gel sera de acordo com sua
massa molecular (MOORE, 2009). Primeiramente foi preparado um gel de
empilhamento de 4%, permitindo que todas as proteinas migrem com a mesma
velocidade até o gel de separacao, que variou de acordo com a massa molecular
da proteina avaliada (8 a 15%). Apds a aplicacdo de amostras (35 a 45 ug de
proteina por canaleta), marcador de massa molecular (Color burst Markers,
Sigma-Aldrich) e controle positivo quando necessario, o gel foi submetido a uma
voltagem constante de 100 a 160 V em tampéao de corrida (BIO-RAD, 2000a)
utilizando o aparato de eletroforese (Mini PROTEN Tetra Cell, Bio-Rad).

4.3.3 Transferéncia e deteccéo de proteinas

Apés a separacdo das proteinas em SDS-PAGE, as proteinas foram
eletrotransferidas em tanque (Mini Trans Blot, Bio-Rad) para uma membrana de
nitrocelulose de 0.45 um (Sigma-Aldrich), sob uma voltagem constante (100 V
por 1 hora) em gelo, contendo o tampao de transferéncia Towbin com SDS (Bio-
Rad, 2000°). Posteriormente a membrana foi corada com o vermelho Ponceau S
1% (MOORE, 2009) para visualizacdo da presenca de bandas de proteinas
formadas na prépria membrana. Esta foi lavada e bloqueada por 1 hora em
temperatura ambiente em tampéo de TBST-5%, contendo leite desnatado em po6

(Molico, Nestlé) para evitar que anticorpos liguem-se inespecificamente. Em
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seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primério (Tabela 2), o qual
se liga a proteina que esta sendo analisada, em tampédo de bloqueio TBST-3%
por 3 horas sob agitacdo em temperatura ambiente ou a overnight a 4°C. A
membrana, apos lavagens com TBST foi incubada com anticorpo secundério
conjugado, ligado a uma enzima HRP (horseradish peroxidase) (Santa Cruz
Biotechnology), em tampao de bloqueio TBST-3% por 1 hora sob agitagdo, em
temperatura ambiente. ApOs as lavagens, houve adicdo de substrato
guimioluminescente (West Pico Sigma-Aldrich) na membrana, para visualizagao
em filme Kodak para radiografia, o sinal correspondente a proteina em questao.
As imagens das bandas correspondentes a reacdo positiva foram
avaliadas por densitometria com auxilio do software Image J (National Institute of
Health, Bethesda). Posteriormente, a membrana passou pelo processo de
stripping (NaOH 1M) e foi reincubada com o anticorpo anti-B-actina, utilizado
como controle de quantidade de proteina aplicado em cada canaleta do gel de
eletroforese. Para normalizacdo dos dados de soro foi utilizado a densitometria
das bandas de proteinas formadas na membrana corada com Ponceau,
adaptado de WELINDER & EKBLAD, 2010. Foram realizados ensaios utilizando
amostras de tecido tumoral para verificar a validade deste método, adaptando-o

ao corante Ponceau.
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Tabela 2 Relagédo de anticorpos primarios utilizados nos ensaios de western blotting.
Anticorpo primério Tamanho % gel d~e Concentragdo  Fabricante
(kDa) separacao

Anti- PPARy 67 10 1:800 Santa Cruz
Anti- p65 65 10 1:1500 Santa Cruz
Anti-p52 52 10 1:1500 Santa Cruz
Anti-1kB 40 12 1:1500 Santa Cruz
Anti-HRas 21 12 1:1500 Santa Cruz
Anti-p53 53 10 1:1000 Santa Cruz
Anti MMP 2 72 10 1:500 Santa Cruz
Anti-tPKC 80 8 1:800 Santa Cruz
Anti-BAX 23 12 1:1500 Santa Cruz
Anti-Bcl-2 26 12 1:1500 Santa Cruz
Anti- 8 actina 43 8al5 1:2000 Santa Cruz
Anti-HSP 70 70 10 1:2000 Sigma

Anti-Caspase-7 35 12 1:1000 Cell Signal
Anti-Caspase-7 clivada 18 15 1:1000 Cell Signal
Anti-Caspase-3 35 12 1:1000 Cell Signal
Anti-Caspase-3 clivada 17/19 15 1:1000 Cell Signal
Anti-PARP-1 116 8 1:1000 Cell Signal
Anti-PARP-1 clivado 89 8 1:1000 Cell Signal

4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DE RNA MENSAGEIRO

4.4 .1 Isolamento de RNA total do tecido tumoral

Amostras de aproximadamente 100mg de tecido tumoral foram
fragmentadas mecanicamente em 1 mL do reagente TRizol (Invitrogen) com o
auxilio de um homogeneizador (Tecnal TE 103). O RNA total do tecido
tumoral foi isolado segundo as instrucGes do fabricante de TRizol. O reagente
consiste em uma solucdo monofasica de fenol e guanidina-isotiocianato, que
deriva da melhoria do método de isolamento de RNA desenvolvido por
CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987. A adicdo do cloroféormio, seguida de
centrifugacao (Eppendorf centrifugue 5810R), separa a solucdo em trés fases:
inferior/organica, interfase e superior/aquosa. Os acidos nucléicos permanecem
na fase aquosa. Depois da transferéncia da fase aquosa para um novo tubo,

0 RNA total foi recuperado por precipitacdo com alcool isopropilico (PA) apés-
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centrifugacdo. Apos- lavagem com etanol 75% e centrifugacdo, o RNA total foi
ressuspendido em aguaMilliQ autoclavada: preparada com Dietil pirocarbonato
DEPC 0.01% (Sigma-Aldrich). Amostras de tecido tumoral que foram utilizadas
nesta pesquisa apresentam alto teor proteico, grande quantidade de matriz
extracelular e consisténcia elastica. Foi necessaria uma centrifugacao
adicional, anterior a adicao de cloroférmio, na tentativa de uma purificacdo das
amostras. Para verificar a pureza e concentracdo do RNA total (para estimar
sua concentracdo em ng/pL) uma aliquota de cada amostra foi submetida a
leitura de absorbancia em espectrofotometro (NanoDrop, ND-1000) a 260nm. A
analise de pureza do RNA leva em consideracdo a razdo entre 260 nm e 280
nm, que € o comprimento de onda definido para leitura de proteinas e afins e
260nm e a 230nm, que € o comprimento de onda para leitura de compostos
organicos. Para resultados satisfatorios € desejavel que o valor de ambas
razdes estejam proximas a 2.0. Somente as amostras com razédo 260/280 e
260/230 acima de 1.90 foram utilizadas. Para analise de integridade do RNA,
uma aliquota de cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose
0.8%, corado em solucdo de brometo de etidio e posteriormente visualizado
diretamente em transiluminador de Ultra Violeta. A visualizacdo de duas bandas
no gel, que correspondem a subunidade maior (28S) e menor (18S) do RNA

ribossomal, determina a integridade do material isolado.

4.4.2 Reacéo de transcricao reversa (RT)

Amostras de RNA total (500ng) foram submetidas a reacdo de transcricao
reversa utilizando o kit ImProm-I Reverse Transcription System (Promega), para
ensaios de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real. Para
a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi preparada uma
solucdo contendo o0s seguintes reagentes: Tampao Improm Il 1X, MgCI2,
dNTPs, RNasin, Enzima Transcriptase Reversa (RT) Improm Il e primer
OligodT, para um volume final de 20uL. As condicdes de termociclagem
(Eppendorf MASTERCYCLER gradient) para formacdo de cDNA foram: 10
minutos a 25°C para anelamento do OligodT; 30 minutos a 48°C para

extensdo e 5 minutos a 95°C para inativacdo da enzima RT. Um controle
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negativo, sem a adicdo da enzima Transcriptase Reversa (RT) foi adicionado,

para excluir contaminacao por DNA (Qiagen, 2007).

4.4.3 Desenho dos iniciadores (primers)

Os primers utilizados nos ensaios de PCR em tempo real, para amplificagéo

dos fragmentos de DNA complementar (cDNA), foram obtidos com base na
sequéncia de cada gene, depositada no GeneBank, www.ncbi.nih.gov, com

auxilio do software PRIMER 3 http://frodo.wi.mit.edu/. Através do software

CLUSTAL as sequéncia foram alinhadas para ser definido o segmento mais
conservado para desenho. O conjunto de primers foi analisado com auxilio do
software OligoAnalyser www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, buscando-se,

quando possivel, condigbes de baixa energia (AG) para formagdo de dimeros,
heterodimeros e grampos nas reacoes de PCR. Para identificacéo de regifes da
sequéncia que apresentam alto grau de homologia com outras partes do genoma
foi utilizado BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov.

Os estudos de quantificacdo relativa em PCR em tempo real exigem
conjuntos de primers e sondas com condi¢cfes especificas, sendo assim, primers
gue foram utilizados em ensaios de PCR tradicional nem sempre é recomendado,
pois os critérios de desenho para PCR em tempo real podem nao ter sido
utilizados. Sendo assim, os primers utilizados neste trabalho seguiram algumas
condi¢cBes como: desenhos entre éxons, tamanho de produto de PCR menor que
150 pb e temperatura de anelamento proximo de 60°C. Ap6s escolha dos primers,

estes foram sintetizados pela Prodimol Biotecnoldgica (Tabela 3).


http://www.ncbi.nih.gov/
http://frodo.wi.mit.edu/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 3 Sequéncia de primers utilizados nos ensaios de qPCR.

Nome do gene (pb) Sequéncia de primers

5CAGGCCAGACTTTGTTGGAT3
Hypoxanthine phosphoribosyltransferasel

(Hprt) 116 (forward)
(gene referéncia) 5TCCACTTTCGCTGATGACACY
(reverse)

5GCCCTTTGGTGACTTTATGG3

f

Peroxisome proliferator-activated receptor (forward)
gamma (Ppary) 119 5'GGCGGTCTCCACTGAGAATAS3'

(gene alvo) (reverse)
5’ACTTGCCAGACACAGACGAT3’

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene (forward)

homolog A (RelA)

(gene alvo) 145 5GGGTTCAGTTGGTCCATTG3’

(reverse)

4.4.4 PCR em tempo real quantitativo (QPCR)

O desenvolvimento de PCR em tempo real resultou da
complementacdo da técnica de PCR com tecnologia de fluoroforos, optica e
informatica. Esta tecnologia prevé a deteccdo do produto de amplificacdo a
medida que vai sendo formado, ao contrario do método original. E esta
propriedade de permitir avaliagcdo da reacdo de PCR em sua fase exponencial
gue qualifica a PCR em tempo real como metodologia quantitativa. O
procedimento utilizado para estimar a quantidade relativa das concentracfes
de RNA mensageiro, comparando com a expressdo do gene de referéncia, foi
baseado na deteccdo em tempo real do produto de PCR utilizando o corante
SYBR Green (Applied Biosystems, 2004). A reacdo de gPCR foi realizada
utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) primers (0.3uM) e cDNA
(5ng/uL). As reacdes foram realizadas em triplicata, utilizando 72-striptubes

(Qiagen), com volume final de 10 pL. Controles negativos foram adicionados



para excluir amplificacbes ndo especificas. As condicbes de termociclagem
foram: 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de (95°C por 15 segundos,
60°C por 15 segundos e 72°C por 15 segundos). Foi utilizada a plataforma
tecnologica Corbett Rotor-Gene 3000 (Qiagen). Amplificacdes de produtos
inespecificos foram excluidas pela analise da curva de dissociagcédo de produtos
de PCR (Qiagen, 2007). Os métodos para quantificacao relativa de expressao
génica permitem quantificar diferencas no nivel de expressdo de um gene
especifico entre as varias amostras. Nesta pesquisa foi utilizado o método CT
comparativo, também conhecido como 2-AACT, em que a producédo de dados é
expressa como uma diferenca numérica dos niveis de expressao do gene
estudado (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al., 2009).

Foi realizada previamente, a validacdo do gene de referéncia (Hprt),
segundo SCHMITTGEN & LIVAK (2008) (Anexo 2) para verificar alteracoes
significativas de sua expressédo, devido ao tratamento experimental. Segundo
BUSTIN et al (2009) a normalizagdo utilizando um gene de referéncia ndo é
aceitavel, a ndo ser que haja evidéncias que confirmem sua estabilidade
sob condicbes experimentais e o método utilizado descrito. Aléem disso, foram
obtidos, através de reacOes utilizando curvas padrdes, os valores de eficiéncia

(E) para cada gene avaliado (Tabela 4).

Tabela 4 Valores de eficiéncia (E) de cada gene avaliado.

Gene Slope R R”2 E=10"(1/slope) -1
Hprt (ref) -3.344 0.953 0.964 0.99
RelA (alvo) -3.375 0.968 0.963 0.98
Ppary (alvo) -3.275 0.992 0.985 1.02

4.5 AVALIACAO DE MORTE CELULAR

A Anexina € uma proteina capaz de se ligar especificamente
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a

fosfatidilserina, um fosfolipideo da monocamada interna da membrana plasmatica

celular que no processo de apoptose é translocado para a monocamada externa.
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A anexina V conjugada com uma molécula fluorescente (FITC) é utilizada como
meio de deteccdo de células com a fosfatidilserina externalizada, sendo um sinal
do processo de apoptose. O 7-AAD é um marcador que exclui células néo
viaveis. Por ser impermeavel & membrana plasmatica, ndo consegue penetrar em
membrana plasmética integra caracteristica de células viaveis. Atraves de leitura
em citbmetro de fluxo, as células mortas séo identificadas pela marcacéo positiva
de 7-AAD e 7-AAD;Anexina V, enquanto células em apoptose sdo positivamente
marcadas por Anexin V.

As células asciticas do Tumor de Walker 256 foram isoladas como descrito
na secao 4.2. O tecido tumoral de 4 dias de crescimento foi isolado, fragmentado
em PBS com auxilio de tesoura e filtrado em papel filtro. Depois de isoladas, as
células tumorais do liquido ascitico e do tecido tumoral foram lavadas 2x com PBS
filtrado gelado e ressuspensas (10° células) em tampé&o de ligacdo (Hepes 0.1M e
pH 7,4, NaCl 1.4 M e CacCl, 25mM) contendo FITC Anexina V ( BD Pharmingen)
1:500 e 7-AAD (eBioscience) 1:500. Posteriormente as amostras foram incubadas
por 20 minutos e levadas para deteccdo de fluorescéncia celular no Citbmetro de
Fluxo (BD FACSCalibur). A marcacédo com FITC foi visualizada no detector FL1 e
a marcacao com 7-AAD, no detector FL3 do citdmetro. O software utilizado para a
aquisicao dos dados foi o Cell Quest™ e para a analise de dados, o software
Weasel (The Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research). Os resultados
estdo demonstrados em porcentagem, considerando o numero total de células

analisadas de 100%.

4.6 AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

4.6.1 Extracéo lipidica

A extracdo lipidica das amostras foi realizada conforme FOLCH et al.
(1956). Amostras de 70 mg de tecido tumoral foram fragmentadas
mecanicamente com auxilio de homogeneizador (Tecnal TE) diretamente em
1,33mL de solvente extrator (composto de metanol:cloroférmio, na proporcao de
1:2). Amostras de 200uL de soro sanguineo e 30uL de 6leo de peixe e gordura de

coco foram adicionadas diretamente em 1,33mL de solvente extrator. A esta



56

mistura foi adicionado 240pL de metanol e o material foi entdo centrifugado
(Eppendorf 5810R) a 3220 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo de vidro e foram adicionados 480uL de cloroférmio e 410uL de
adgua ultrapura e o sistema bifasico formado foi submetido a intensa agitagéo.
Apés 10 minutos para a reconstituicdo espontanea do sistema bifasico, o
sobrenadante (aquoso) foi removido com o auxilio de micropipeta. Adicionou-se
1mL de solucdo de Folch (metanol 48.98%; agua ultrapura 47.96%; cloroférmio
3.06%; MgCl, 0.01%; CaCl, 0.02%; NaCl 0.37%) por trés vezes e apoés a Ultima
retirada do sobrenadante, as amostras (infranadante) foram submetidas a

secagem em nitrogénio gasoso em banho-maria a 37°C.

4.6.2 Saponificagéo dos extratos lipidicos

Os extratos lipidicos obtidos foram ressuspensos em 100uL de metanol e
saponificados com 2mL de solugéo alcalina em metanol (hidréxido de sédio 0.5M
em metanol a 90%) por 2 horas em banho-maria a 37°C, sob agitacdo (BEYER E
JENSEN, 1989; NISHIYAMA-NARUKE,et al., 1998). ApoOs este periodo, as
amostras foram acidificadas pela adicdo de 1,5mL de acido cloridrico 1M. Os
acidos graxos livres em solucdo foram extraidos trés vezes com 1mL de hexano.

O solvente foi evaporado em nitrogénio gasoso em banho-maria a 37°C.

4.6.3 Derivatizacao dos acidos graxos

A reacdo de derivatizacdo dos éacidos graxos foi baseada no método
descrito por ABUSHUFA et al (1994). Nesta etapa sdo empregados dois
reagentes que permitem que as amostras sejam detectadas através de detector
de fluorescéncia. O reagente A consiste em 4-bromometil-7-metoxi coumarina
(BMMC) (Sigma-Aldrich), fluoréforo, solubilizado em acetonitrila. O reagente B
consiste na mistura de 18-crown-6-ether (Fluka), catalisador da reacdo da
amostra com o fluoréforo, carbonato de potassio, agua ultrapura e acetonitrila. As
amostras contendo os acidos graxos a serem derivatizados foram reconstituidas
em 200uL de acetonitrila e agitadas mecanicamente. Posteriormente foram

adicionados 200uL do reagente A e 200uL do reagente B e agitadas novamente.
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As amostras foram mantidas em estufa a 60°C por 15 minutos e em seguida
transferidas para tubos apropriados para injecdo em HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography).

Para a determinacéo dos acidos graxos no HPLC (Varian), pelo detector de
fluorescéncia, foram realizadas injecbes de 50uL dos derivados diluidos. Os
compostos foram separados e detectados fluorimetricamente com excitacdo a
325nm e emissdo a 398nm. Quanto a fase mdvel, foi realizado gradiente binario
com acetonitrila e agua iniciando com a proporcao de 77 : 23% (acetonitrila: agua)
e finalizando com 90 : 10%, totalizando 55 minutos. O software para integracao e
registro de dados foi o Star 6.2 Chromatography Wokstation. Os seguintes acidos
graxos foram utilizados como padrbes: acido laurico (C12: 0), acido miristico
(C14:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1n-7), acido esteérico
(C18:0), acido oléico (C18:1n-9), acido linoléico (C18:2n-6), &cido linolénico
(C18:3n-3), acido araquidonico (C20:4n-6), acido eicosapentaendico (C20:5n- 3) e
acido docosahexaenaico (C22:6n-3).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao expressos como média * erro padrdo da média (EPM) dos
grupos experimentais. Previamente foi utilizado o software GraphPadQuickCalcs
para analisar a existéncia de valores outliers. Em seguida os dados passaram
pelo teste de normalidade: D’Agostin & Pearson para numero de amostras
maiores que sete e Shapiro-Wilk para menores que sete. A analise estatistica
utilizada foi: teste “t” de Student para avaliacdo da expresséo relativa de mRNA,
analise de variancia de uma via com poés-teste de Tukey para avaliacdo da
expressdo proteica e perfil de acidos graxos do tecido tumoral e analise de
variancia de duas vias com o pos-teste de Bonferroni para avaliacdo da
expressao proteica e perfil de acidos graxos do soro sanguineo. Diferencas entre
os grupos foram consideradas estatisticamente significantes para p<0.05. As
analises e os gréficos foram realizados com o auxilio do software GraphPad Prism

(GraphPad Prism versao 5.00 para Windows).
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5 RESULTADOS

5.1 RAZAO DE AGPI N-6/N-3 NO TECIDO TUMORAL E SORO

Para a avaliacdo do incremento de AGPI n-3 pela suplementagdo com 6leo
de peixe foi utilizada a razdo AGPI n-6 (AL+AA) /n-3 (ALA+EPA+DHA) no tecido
tumoral e circulante no soro dos animais (g/100g de &cidos graxos totais). Os
grupos experimentais analisados foram: portadores de Tumor de Walker 256
alimentados com racédo padrdo (W); portadores de Tumor de Walker 256
alimentados com racdo padrdo e suplementados com 6leo de peixe (WOP) e
portadores de tumor de Walker 256 alimentados com racdo padrdo e
suplementados com gordura de coco (WCO). Para avaliacdo da razao de AGPI n-
6/n-3 no soro, ndo estdo presentes os grupos suplementados com gordura de
coco (CCO e WCO).

De acordo com a Figura 7A é possivel perceber que o grupo suplementado
com oOleo de peixe (WOP) teve reducdo da razdo AGPI n-6/n-3 em duas vezes
(p<0.05) no tecido tumoral, quando comparado ao grupo W (W 12.25 + 0.70 vs.
WOP 5.32 £0.21 vs. WCO 10.4 = 1.4). O mesmo perfil de reducao foi encontrado
guando avaliamos o0 soro dos grupos suplementados com oleo de peixe (COP e
WOP). Na Figura 7B demonstra diminuicdo da razdo AGPI n-6/n-3 do grupo
alimentado com racao padrao e suplementados com 6leo de peixe (COP) de duas
vezes (p<0.05) quando comparado ao do grupo de animais alimentados com
racao padrao (C) e de trés vezes (p<0.05) do grupo WOP quando comparado ao
W (C 8.26 £ 0.91, COP 4.22 + 0.62, W 10.00 + 0.65, WOP 3.15 + 0.22).
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FIGURA 7 Razao de AGPI n-6/n-3 (g/100g de acidos graxos totais) analisado por HPLC. (A)
Amostras de tecido tumoral dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e portadores de
tumor de Walker suplementados com 6éleo de peixe (WOP) e gordura de coco (WCQO) n= 7. Os
valores estdo apresentados como média =+ EPM One-way ANOVA seguido de Tukey teste * p<
0.05 vs. W e WCO. (B) Amostras de soro dos grupos controle (C), controle suplementados com
0leo de peixe (COP), portadores de tumor de Walker 256 (W) e portadores de tumor de Walker
suplementados com 6leo de peixe (WOP) n=3. Os valores estdo apresentados como média *
EPM. Two-way ANOVA seguido de teste Bonferroni * p< 0.05vs. C #, p< 0.05 vs. W.

5. 2. EXPRESSAO PROTEICA NO TECIDO TUMORAL

Para investigar se a suplementacdo com oOleo de peixe teve algum efeito
sobre a expressao de proteinas relacionadas com a proliferacdo e morte celular
no tecido tumoral foi utillizada a técnica de western blotting. Os grupos
experimentais analisados foram: animais portadores de Tumor de Walker 256
alimentados com racdo padrdo (W); portadores de Tumor de Walker 256
alimentados com racdo padrdo e suplementados com oleo de peixe (WOP) e
portadores de tumor de Walker 256 alimentados com racdo padrdo e
suplementados com gordura de coco (WCO). Na investigacdo de RelA (p65) e
PPARy também foi analisada a expresséao relativa do RNA mensageiro no tecido

tumoral, utilizando a metodologia de qRT-PCR, estando ausente o grupo WCO.

Iniciamos a investigacao pelas proteinas RelA (p65), p52 e IkB, que fazem
parte da familia NF-kB. Na Figura 8 estdo apresentados os dados da expressao
proteica de p65 no tecido tumoral, pelo qual ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos (W 1.05 = 0.02 vs. WOP 1.00 £ 0.02 vs. WCO 1.01 £ 0.07). A

expressao relativa de mRNA de Rel A (p65) no tecido tumoral demonstrou
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reducdo de 21 % (p<0.05) no grupo suplementado com 6leo de peixe (WOP),
gquando comparada a do grupo W (W1.04 £ 0.02 vs. WOP 0.82 + 0.04)
(Figura 9).
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FIGURA 8 Expressao proteica de p65 no tecido tumoral analisado por western blotting. Anti-
B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados (n= 7).
As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados estdo
apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e
portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey.
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FIGURA 9 Expressao relativa de mRNA de RelA (p65) do tecido tumoral analisado por qRT-
PCR. O gene de referéncia Hprt foi utilizado para normalizacdo dos dados. Estes estdo
apresentados como média + EPM ap6s 27 2“°", obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker
256 (W) e portadores de tumor de Walker 256 suplementados com 6éleo de peixe (WOP) n= 8.
Teste “t” de Student * p<0.05 vs. W.

Nas Figuras 10 A e B estdo apresentados os dados referentes a expressao
proteica de p52 e IkB, respectivamente. A suplementacdo com 6leo de peixe ou

gordura de coco ndo modificou a expressao dessas proteinas no tecido tumoral,
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sendo similar a do grupo W. p52 (W 1.18 + 0.05 vs. WOP 1.16 + 0.04 vs. WCO
1.15+0.11) e IkB (W 1.04 £ 0.02 vs. WOP 0.97 £ 0.02 vs. WCO 0.94 £ 0.05).
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FIGURA 10 Expresséo proteica no tecido tumoral analisado por western blotting. (A) p52 (n=
5), (B) IkB (n= 5). Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para
normalizacdo dos dados. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software
Image J®. Os dados estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de
tumor de Walker 256 (W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6éleo de peixe
(WOP) e gordura de coco (WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey.

Na Figura 11 estdo apresentados os dados da expressao proteica de
PPARy no tecido tumoral. Observou-se uma reducédo de 18 % (p<0.05) no grupo
suplementado com o6leo de peixe (WOP), quando comparado a do grupo W (W
1.01 £ 0.02 vs. WOP 0.83 + 0.03 vs. WCO 1.00 + 0.07). Sendo que néao houve
diferenca estatistica entre os grupos WCO e W. Quando avaliado a expressao
relativa de mRNA de PPARy no tecido tumoral, a reducao foi de 52 % (p<0.05)
no grupo suplementado com 6leo de peixe (WOP) quando comparada a do grupo
W (W 1.08 £ 0.02 vs. WOP 0.52 + 0.08), como demonstrado na Figura 12.
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FIGURA 11 Expressdo proteica de PPARYy no tecido tumoral analisado por western blotting.
Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados
(n= 8). As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados
estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256
(W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05 vs. W e WCO.
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FIGURA 12 Expressao relativa de mRNA de Ppary no tecido tumoral analisado por qRT-PCR.
O gene de referéncia Hprt foi utilizado para normalizacdo dos dados. Estes estdo apresentados
como média £+ EPM apés- 2-AACT, obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e
portadores de tumor de Walker 256 suplementados com 6leo de peixe (WOP) n= 8. Teste t de
Student * p<0.05 vs. W

Na Figura 13 estdo apresentados os dados referentes a expresséao proteica
de PKC no tecido tumoral. A suplementacdo com 6leo de peixe ou gordura de
coco nao modificou a expressao dessa proteina no tecido tumoral, sendo similar a
do grupoW. (W 1.03 £+0.04 vs. WOP 1.00 £ 0.03 vs. WCO 1.01 + 0.05).
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FIGURA 13 Expressao proteica de PKC no tecido tumoral analisado por western blotting. Anti-
B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados (n=7).
As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados estéo
apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e
portadores de tumor de Walker suplementados com dleo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey.

Na Figura 14 estdo apresentados os dados referentes a expressao proteica
de HSP 70 no tecido tumoral. A suplementacdo com 6leo de peixe ou gordura de
coco também ndo modificou a expressao de HSP 70, sendo similar a do grupo W
(W 1.07 £0.04 vs. WOP 1.12 £ 0.03 vs. WCO 1.13 + 0.03).
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FIGURA 14 Expressdo proteica de HSP70 no tecido tumoral analisado por western blotting.
Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados
(n=8). As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados
estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256
(W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey.
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Na Figura 15 estéo apresentados os dados da expresséao proteica de HRas
no tecido tumoral. A suplementacdo com Oleo de peixe (WOP) reduziu a
expressdo de HRas em 19.6 % e (p<0.05) quando comparada a do grupo W e
WCO. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos WCO e W (W 1.02 £ 0.02
vs. WOP 0.82 £ 0.23 vs. WCO 1.06 = 0.03).
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FIGURA 15 Expressdo proteica de HRas no tecido tumoral analisado por western blotting.
Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados
(n= 8). As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados
estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256
(W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6éleo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05vs. W e WCO.

A suplementacdo com oOleo de peixe (WOP) também diminuiu em 20%
(p<0.05) a expresséao proteica de MMP 2 no tecido tumoral quando comparada a
do grupo W e WCO. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos WCO
eW (W 1.02 + 0.08 vs. WOP 0.80 + 0.03 vs. WCO 1.00 £ 0.03). (Figura 16)
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FIGURA 16 Expresséo proteica de MMP 2 no tecido tumoral analisado por western blotting.
Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados
(n= 8). As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados
estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256
(W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05 vs. W e WCO.

Na Figura 17 estdo apresentados os dados da expressao proteica de p53
no tecido tumoral. A suplementacéo com 0leo de peixe no grupo WOP aumentou
a sua expressdo em 29 % (p<0.05) quando comparada a do grupo W e WCO.
Contudo, nédo houve diferenca estatistica entre os grupos WCO e W (W 0.86 *
0.04 vs. WOP 1.11 + 0.04 vs. WCO 0.91.£ 0.04)
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FIGURA 17  Expresséo proteica de p53 no tecido tumoral analisado por western blotting. Anti-
B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizagdo dos dados (n=9).
As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados estéo
apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e
portadores de tumor de Walker suplementados com d4leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05vs. W e WCO.



66

Quando avaliamos a razdo Bax e Bcl-2, verificamos que a suplementagao
com 6leo de peixe ndo alterou de forma significativa a expressao proteica de Bax
no grupo WOP no tecido tumoral, quando comparado a do grupo W e WCO.
Entretanto foi capaz de alterar a razdo Bcl-2/Bax pela reducdo da expressao
proteica de Bcl-2 no tecido tumoral no grupo WOP. A razao Bcl-2/Bax diminuiu
20.3% (p<0.05) no grupo suplementado com 6leo de peixe (WOP) quando
comparado ao grupo W e WCO. N&o houve diferenca estatistica entre os
grupos WCO e W (W 1.13 = 0.03 vs. WOP 0.90 = 0.03 vs. WCO 1.09 + 0.03),
como demonstrado na Figura 18.
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FIGURA 18 Razéo Bcl-2/Bax no tecido tumoral analisado por western blotting. Anti-B-actin foi
utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos dados (n= 8). As bandas
resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os dados estdo
apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) e
portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP) e gordura de coco
(WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05vs. W e WCO.

Nas Figuras 19 A e B estdo apresentados os dados referentes a expressao
proteica de caspase-7, caspase-7 clivada (forma ativa) (W 0.98 + 0.01 vs. WOP
1.19 + 0.03 vs. WCO 0.99 + 0.03) e caspase-3 clivada (forma ativa) (W 0.92 +
0.02 vs. WOP 1.16 * 0.04 vs. WCO 0.94 = 0.02), respectivamente. A
suplementacdo com 6leo de peixe foi capaz de aumentar a expressédo da forma
clivada de caspase-7 em 21.4% (p<0.05) e da forma clivada de caspase-3 em

26% (p<0.05), no grupo WOP quando comparada a do grupo W e WCO.
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Entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos WCO e W. Observou-
se uma predominancia do fragmento clivado de caspase-7 (18kDa) em relacdo a
caspase-7 (35kDa) (Figura A). Porém, ndo foi detectada a presenca de pro-
caspase-3 (Figura B) em nenhum dos grupos experimentais, o que foi confirmado
com a utilizacdo de controles positivos (figado e hepatoma) (dados néo

demonstrados).
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FIGURA 19 Expressao proteica no tecido tumoral analisado por western blotting. (A) caspase -
7 (n=7), (B) caspase-3 (n= 7). Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina
para normalizagdo dos dados. As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo
software Image J®. Os dados estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos
portadores de tumor de Walker 256 (W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo
de peixe (WOP) e gordura de coco (WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey * p< 0.05
vs. W e WCO.
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A Figura 20 demonstra o resultado da expressao proteica de PARP-1 e
PARP-1 clivado (forma ativa) no tecido tumoral. A suplementacdo com 6leo de
peixe ou gordura de coco nao modificou a expressdo de PARP-1, sendo similar a
do grupo W (W 1.03 + 0.02 vs. WOP 1.08 + 0.03 vs. WCO 1.04 + 0.05). Além
disso, como ocorreu com a caspase-7, observou-se uma predominancia da forma

clivada de PARP-1 (89 kDa) nos trés grupos experimentais.
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FIGURA 20 Expressao proteica de PARP-1 clivado no tecido tumoral analisado por western
blotting. Anti-B-actin foi utilizado como controle de quantidade de proteina para normalizacdo dos
dados (n= 7). As bandas resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J®. Os
dados estdo apresentados como média + EPM obtidos dos grupos portadores de tumor de Walker
256 (W) e portadores de tumor de Walker suplementados com éleo de peixe (WOP) e gordura de
coco (WCO). One-way ANOVA seguido de Teste Tukey.

Para melhor entender os resultados obtidos sobre a expressdo de
caspase-3 e PARP-1, investigamos a expressdo dessas proteinas na forma
ascitica e a fase inicial do crescimento subcutaneo do tumor de Walker 256. Na
Figura 21 estdo apresentados os dados da expressao proteica de caspase-3,
caspase-3 clivada, PARP-1 e PARP-1 clivado dos grupos: células de tumor de
Walker 256 na forma ascitica (54ug de proteina) (TO), tecido tumoral de Walker
256 com 4 dias de crescimento subcutédneo (45ug de proteina) (T4), tecido
tumoral de Walker 256 com 6 dias de crescimento subcutaneo (45ug de proteina)
(T6) e tecido tumoral de Walker 256 com 8 dias de crescimento subcutaneo (45ug

de proteina) (T8). Os dados apresentados sdo qualitativos e demonstraram uma
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prevaléncia da forma clivada de caspase-3 e PARP no grupo TO. A expressao
proteica de pro-caspase-3, que nao fora detectada no tumor de Walker 256 com
15 dias de crescimento subcutaneo (dados ndo demonstrados) surgiu nas fases
iniciais de crescimento do tumor de Walker 256 (grupos T4, T6 e T8).

| — — — | Caspase-3 (35kDa)

Caspase-3 Clivada (19/17 kDa)
\9’. —

PARP-1 (116 kDa)

| -—-WN|

PARP-1 Clivado (89kDa)

| ————]

| . — —— ”| B-actin

TO T4 T6 T8

FIGURA 21  Expressdo proteica de células do tumor de Walker na forma ascitica (54ug de
proteina) (TO), tecido tumoral com 4 dias de crescimento subcutdneo (45ug de proteina) (T4),
tecido tumoral com 6 dias de crescimento subcutaneo (45ug de proteina) (T6) e tecido tumoral
com 8 dias de crescimento subcutaneo (45ug de proteina) (T8). Dados qualitativos analisados por
western blotting.

Devido a presenca da forma clivada de caspase-3 e PARP-1 no tumor de
Walker 256, utilizamos a metodologia de Citometria de Fluxo para verificar o perfil
destas células quando marcadas com Anexina V, um marcador de morte celular
por apoptose. Na Figura 22 A verificamos que a maior parte das células tumorais
de Walker 256 do liquido ascitico (grupo TO) estdo apresentadas no quadrante
inferior esquerdo (7AAD-/Anexina-), indicativo de células viaveis (86%) e 7.01%
se apresentam no quadrante inferior direito (7AAD-/Anexina+), indicativo de
apoptose. Quando avaliado as células de Walker 256 do tecido tumoral com 4
dias de crescimento subcutaneo (grupo T4) (Figura 22 B) observa-se que 47.26%
das células estdo no quadrante inferior esquerdo, indicativo de células viaveis e
gue 49.05% das células estdo no quadrante inferior direito (7AAD-/Anexinat),

indicativo de morte celular por apoptose.
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FIGURA 22  Porcentagem de células marcadas com 7ADD e Anexina analisadas por Citbmetro

de Fluxo. (A) células do tumor de Walker na forma ascitica (B) tecido tumoral com 4 dias de
crescimento subcutaneo. Os resultados estdo demonstrados em porcentagem, considerando o
namero total de células analisadas de 100%.

5.3 EXPRESSAO PROTEICA NO SORO

Ainda utilizando a técnica de western blotting, investigamos se a
suplementacdo com Oleo de peixe e/ou a presenca de tumor de Walker 256
alterava a expressdo das proteinas COX-2, p65, PPARy, Bcl-2, p53 e HRas no
soro. Como mostrado na Figura 23, a suplementacdo com 6leo de peixe dos
grupos controle suplementados com 6leo de peixe (COP) e portadores de Tumor
de Walker 256 suplementados com Oleo de peixe (WOP) ndo foi capaz de
modificar a expresséo de (A) COX-2 (C 3.81 £ 0.52, COP 3.00 £ 0.25, W 4.06 +
0.20, WOP 3.89 £ 0.30), (B) p65 (C 3.46 + 0.28, COP 2.75 + 0.30, W 3.20 + 0.14,
WOP 3.16 £ 0.30), (C) PPARy (C 3.42 + 0.35 COP 3.27 + 0.26, W 3.05 + 0.31,
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WOP 2.705 + 0.14), (D) Bcl-2 (C 2.67 + 0.15, COP 2.80 + 0.02, W 3.54 + 0.27,
WOP 3.22 + 0.04), (E) p53 (C 2.67 + 0.15, COP 2.80 + 0.02, W 3.54 + 0.27, WOP
3.22 +0.04), (F) Hras (C 3.76 = 0.56, COP 3.38 £+ 0.17, W 3.50 £ 0.57, WOP 3.50
+ 0.13), sendo similares a dos grupos C e W. Além desses grupos foram
analisados os grupos suplementados com gordura de coco (CCO e WCO), que
também apresentaram resultados similares aos dos grupos C e W (dados néo
demonstrados). A expressao da proteina HSP 70 nao foi detectada no soro de
nenhum grupo experimental, sendo isto confirmado pelo uso de um controle

positivo (dados ndo demonstrados).
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FIGURA 23  Expressao proteica no soro analisado por western blotting. Membrana corada foi
utilizada como controle de quantidade de proteina para normalizagdo dos dados. As bandas
resultantes foram analisadas e quantificadas pelo software Image J° (A) COX-2, (B) p65, (C)
PPARYy, (D) Bcl-2, (E) p53, (F) HRas. Os dados estdo apresentados como média tEPM obtidos
dos grupos controle (C), controle suplementados com 6leo de peixe (COP), portadores de tumor
de Walker 256 (W) e portadores de tumor de Walker suplementados com 6leo de peixe (WOP)
(n=4). Two-way ANOVA seguido de Teste Bonferroni.
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Representacdo esquematica do efeito da suplementacdo com 6leo de peixe sobre
a expressdo de proteinas no tecido tumoral:

Proteina
p65

p52

IkBa
PPARy
PKC

HSP 70
HRas
MMP 2
p53

Bcl-2

Bax
caspase-7
caspase-3

PARP-1

Funcéo avaliada
prolifera¢édo,sobrevivéncia
prolifera¢do,sobrevivéncia
inibidor de NF-kB
crescimento, apoptose
proliferacéo
sobrevivéncia, anti-apoptotico
proliferacdo

crescimento, angiogénese
pro-apoptético
anti-apoptético
pro-apoptético
pré-apoptético
pré-apoptético

pré-apoptético

Efeito do 4leo de peixe
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6 DISCUSSAO

Trabalhos prévios do Laboratério de Metabolismo Celular-UFPR
demonstraram que a suplementacdo com Oleo de peixe reduziu o crescimento
tumoral em ratos portadores de tumor de Walker 256 (MUND et al.,, 2007;
AIKAWA et al., 2008; COELHO et al., 2012) (Anexo 3). Este resultado foi devido,
em parte, pela reducédo da taxa de proliferacdo celular e do aumento de morte
celular por apoptose das células tumorais (MUND et al., 2007). A partir destes
dados, procurou-se investigar proteinas que poderiam estar envolvidas em vias
de sinalizacdo de proliferacdo e morte celular por apoptose. Para expandimos
estas informacgdes, utilizamos o tumor de Walker 256 em ratos suplementados
com oOleo de peixe. As proteinas investigadas neste trabalho foram selecionadas
pela importancia funcional e por fazerem parte de importantes vias utilizadas pela
maquinaria celular do cancer, na qual os AGPI n-3 poderiam estar atuando.
Apesar dos mecanismos moleculares ainda serem desconhecidos, nossos dados
sugerem que as proteinas PPARy, HRas, MMP 2, p53, Bcl-2, caspase-7 e
caspase-3, mas ndao NF-kB, PKC, HSP 70, Bax e PARP-1 parecem estar
envolvidas no efeito anti-proliferativo e pré-apoptético do dleo de peixe no tumor
de Walker 256.

Metodologias que estudam proteinas, como western blotting, nos permite
saber se e quando o produto de um gene esta sendo expresso, além de avaliar a
sua expressao relativa. Isto se torna relevante, pois enquanto o0 genoma de um
organismo permanece relativamente estavel ao longo da sua vida, o0 seu conjunto
de proteinas pode ser variavel e dinamico. Esta técnica € uma importante
ferramenta utilizada com objetivo de identificar e/ou quantificar proteinas
especificas, a partir de uma mistura complexa de proteinas, sendo amplamente

aceita na comunidade cientifica.

A suplementacdo com 6leo de peixe altera a composicao de varios acidos
graxos em tecidos e soro do animal, com aumento de EPA e DHA, juntamente
com uma reducdo de AA. As proporcdes de AGPI n-3 e n-6 acumulados em
nossas células e tecidos refletem quantitativamente na maneira de como nos

alimentamos (LANDS, 2012), sendo que a suplementacao crénica com 6leo de
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peixe leva a incorporacdo dos acidos graxos nas membranas celulares, podendo
assim, influenciar nas respostas bioldgicas (SENKAL, 2005).

Estudos sugerem que o aumento na razdo AGPI n-6/n-3, principalmente na
dieta ocidental, podem ser responsaveis, em parte, pelo aumento da incidéncia e
risco de doencas com base inflamatéria. Os mecanismos que tentam explicar a
relacdo entre os indices alterados de AGPIs e 0 aumento do processo inflamatorio
sdo baseados em alteracdes de moléculas que fazem parte da transducao de
sinal e efetores importantes, que podem levar até a alteracdo na expressao
génica (WEAVER et al., 2009). Ainda ndo se pode afirmar que os efeitos anti-
tumorais dos AGPI n-3 sejam devido a valores mais elevados de AGPI n-3,
valores mais reduzidos de AGPI n-6 ou pela alteracdo na razdo AGPI n-6/n-3.
Entretanto, estudos em animais e humanos sugerem que a razdo AGPI n-6/n-3
parece ser mais importante do que a quantidade absoluta de AGPI n-3. Estudo
utilizando um modelo de cancer de prostata em ratos mostrou que a razao AGPI
n-6/n-3 inferior a 5/1 foi eficaz em retardar a progresséo tumoral (GU et. al., 2013)

O incremento de AGPI n-3 nos grupos suplementados com 6leo de peixe foi
capaz de provocar alteracbes na razdo AGPI n-6/n-3, sendo um importante
marcador para avaliar o predominio de AGPI n-6 versus n-3. Como esperado, 0s
grupos que receberam a suplementacdo com 6leo de peixe (1g/Kg/dia) durante 44
dias tiveram reducédo da razdo AGPI n-6/ n-3 tanto no tecido tumoral quanto no
soro (Figura 7). Estas observacfes podem ser de relevancia clinica, pois tem sido
demonstrado que a razdo AGPI n-6/n3 pode ser um importante marcador,
relacionando o risco de cancer em relacéo a ingestdo de acidos graxos (MORIN
et al., 2013). Entretanto, vale a pena ressaltar que as concentracdes de AGPIs
nao sao apenas dependentes da dieta, mas também s&o influenciados por
variacfes genéticas e podem ser especificos para tecidos e espécie. Sendo que
isto pode explicar, em parte, as diferentes respostas aos AGPI n-3 observados em
varias condi¢cBes experimentais, principalmente em humanos (PELLICCIA et al.,
2012).

Uma série de mediadores moleculares pode ser capaz de provocar
inflamacédo e simultaneamente induzir oncogenes, incluindo alguns eicosanoides

bioativos originados pela conversdo metabdlica de AA, espécies reativas de



76

oXxigénio ou nitrogénio e citocinas. Estas moléculas s&o produzidas tanto pelas
células inflamatorias, presentes no microambiente em torno dos tumores e pelas
células tumorais principais (CALVIELLO et al.,, 2013). Estudos sobre a
suplementacdo com 6leo de peixe em humanos saudaveis indicam que mudancas
na razdo AGPI n-6/n-3 seja capaz de influenciar as respostas inflamatérias
(WEAVER et al.,, 2009). Os AGPIs podem ser mobilizados das membranas
celulares e, uma vez livres no citosol tém a capacidade de regular diversas
proteinas que fazem parte de cascatas de transducdo de sinal ndo s6 de
inflamacé&o, mas relacionadas com a proliferacédo celular e apoptose. Como estas
vias geralmente estéo alteradas no cancer, os AGPI n-3 poderiam estar atuando
em algumas dessas proteinas, alterando sua funcionalidade.

Sugere-se que o0 6leo de peixe reduza a expressdo de genes envolvidos
em vias de sinalizacdo relacionada com processo inflamatorio, estresse
oxidativo, hipoxia e sinalizacdo via fatores de transcricdo, como receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) e fator nuclear kappa B
(NFk-B) (BOUWENS et al., 2009). Evidéncias epidemiologicas mostraram que
aproximadamente 25% de todos o0s canceres humanos estejam associados
com inflamacédo e/ou infecgéo cronica. (MORRINSON, 2012). Algumas vias de
sinalizacdo que fazem parte do processo inflamatério e que estdo associadas ao
cancer ja foram identificadas, entretanto a interconexdo entre inflamacéao e
cancer ainda nao esta completamente esclarecida (CALVIELLO et al., 2013).

Algumas vias de inflamacdo também podem fornecer sinais para a
sobrevivéncia e proliferacdo celular, levando a progressao tumoral. A ativacao
e/ou expressdo de membros da familia NF-kB parece ser um elemento
importante de ligagdo entre a inflamacdo e o cancer (MORRINSON, 2012).
Neste estudo ndo encontramos diferenca estatistica na expressdo de
importantes proteinas da familia NF-kB no tecido tumoral (Figura 8 e 10).
Entretanto, a expressdao do mRNA de p65 foi reduzida no tumor de Walker 256
no grupo suplementado com 6leo de peixe (Figura 9). Acreditamos que a
capacidade dos AGPI n-3 em alterar a expressao de genes seja um importante
mecanismo, que pode explicar em parte, seus efeitos benéficos no cancer.
Porém, neste caso, ndo houve efeito na expressédo proteica de p65, que € o

produto de seu gene.
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Estabelecer uma relacdo entre 0os genes presentes nas células e as
funcbes desempenhadas pelas proteinas codificadas por eles ainda € um
desafio. Por isso, sdo necessarios estudos de proteinas, uma vez que estas sao
componentes centrais de fungcbes biologicas e importantes candidatas a alvos
farmacolégicos e marcadores biolégicos de diagnéstico. Sabe-se que métodos
de quantificacdo de proteinas, como western blotting ou imunohistoquimica nem
sempre equivalem com os dados obtidos da quantificacdo de mRNA, pois esta
variabilidade do que é fornecido pelo codigo genético pode ser resultado de
complexos mecanismos de controle da expressao génica (BUSTIN et al., 2009).

As alteracdes na expressdo de mRNA nem sempre tem uma correlagao
com o fenbmeno bioldgico estudado. As pesquisas de como ou por que um
gene esta sendo expresso, em determinada situacdo, exige-se nao apenas
conhecimentos sobre os transcritos e seus produtos, mas também interacbes
com o produto de outros genes. O que torna claro a complexidade na dinamica
da regulacdo das redes génicas. Por isso futuros estudos em gendmica
associados com a proteomica devem ser projetados para se ter uma visao geral
dos efeitos dos AGPIn-3 no tumor de Walker 256.

Sabe-se que o complexo NF-kB tem um papel central na inflamacéao e é
conhecido por ser expresso constitutivamente em tumores. Ele € regulado
negativamente nas células em repouso através de interacdes covalentes com as
proteinas inibidoras da familia IkB, conferindo assim a estabilizacdo citosodlica do
complexo IkB/NF-kB, diminuindo a sua translocacao para o nucleo (MORIN et al.,
2013). Como nao avaliamos esta interacdo e a sua translocagdo para o nucleo,
nao descartamos a hipotese de reducdo de sua atividade pelos AGPI-3, ja que
estes possuem a capacidade de reduzir o ambiente inflamatério no tumor de

Walker 256.

Além da proteina NF-kB p65, fomos verificar se os AGPI n-3 teriam efeito
na expressao do mRNA de PPARy no tecido tumoral, ja que a familia de PPRs
provavelmente seja a intermediadora entre dietas de acidos graxos e crescimento
tumoral (ESCOBAR et al., 2009). Estudos demonstraram que a regulacdo de
PPARy poderia estar envolvida no metabolismo lipidico, incluindo a dos AGPIs.

Acredita-se que a reducdo de PPARs leva a um acumulo de produtos de lipdlise,
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resultando em geracdo de espécies reativas de oxigénio, seguido de disfuncao
mitocondrial e posterior apoptose (WANG et al., 2013). Um possivel mecanismo
gue os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES) induzem apoptose em células
normais e neoplasicas, envolve a via de PPARs. A presenca de PPARs em
células de céancer colorrectal promoveram a proliferacdo celular, e os AINEs
induziram a apoptose nestas células suprimindo PPARs (WU, 2010). Além disso,
o silenciamento de PPARs em linhas celulares gastrointestinais reduziu a
viabilidade celular, sugerindo que o aumento da expressdao de PPARy pode
induzir a tumorigénese (FUCCI et al., 2012).

Quando avaliado a expressao relativa de mRNA e proteica de PPARy no
tecido tumoral, observou-se que o 6leo de peixe foi capaz de reduzir a expressao
de ambos no tecido tumoral. Apesar dos resultados demonstrarem redugdo no
grupo suplementado com 6leo de peixe, observou-se diferencas entre os valores
de mRNA e concentragdes de proteinas de PPARy no tecido tumoral (Figuras 11
e 12). Sabe-se que a regulacdo génica, o processo pelo qual a producéo e
degradacéao de produtos de genes séo controladas na célula, € um mecanismo de
controle fundamental na biologia. Ela abrange uma variedade de mecanismos
celulares incluindo a ativacdo de fatores de transcricao, alteracao de estruturas da
cromatina e funcdes de regulacdo do processamento de RNA pds-transcricional
aléem de mudancas pos-traducionais (KRAUS & HOTTIGER, 2013). Devido a
estes mecanismos, a quantidade de proteina expressa ndo € necessariamente
proporcional a quantidade correspondente de seu RNA mensageiro.

Estudos sugerem que a ativacdo de PPARy em uma variedade de células
reducdo da producdo de citocinas pré-inflamatoérias. Entretanto foi relatado que a
ativacao sistémica de PPARs parece ser pro- tumorigénico em algumas situacdes
experimentais in vitro e em modelos in vivo (LI et al., 2012). Os PPARs podem
ser ativados via ligantes provenientes de moléculas lipidicas, como os AGPI n-3 e
seus derivados. Entretanto, neste estudo nao foi possivel relacionar o resultado
de expressdo protéica com a atividade de PPARs. Nos sugerimos uma ligacéao
entre a diminuicdo da expressao de PPARy no tecido tumoral com a reducao do
tumor de Walker 256 no grupo suplementado com Oleo de peixe, porém néao

podemos afirmar que este resultado esteja relacionado com a sua ativagao.
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Futuros estudos devem ser delineados para andlises funcionais de PPARs, com a
utilizacdo de classes de inibidores, agonistas/antagonistas, ligantes de PPARYy,
além da investigacdo de outros genes e proteinas relacionadas com as vias de
PPARs, para um melhor entendimento sobre a dindmica das interagdes entre
PPARYy, AGPI n-3 e cancer.

Outro alvo importante dos AGPI n-3 €& a familia de proteinas PKC,
envolvidas na regulacdo da proliferacdo celular e apoptose. No cancer de célon
esta proteina € superexpressa, sendo que a sua expressao foi diminuida no célon
de ratos suplementados com 6leo de peixe (ROYNETTE et al., 2004). Entretanto,
neste trabalho ndo encontramos diferenca estatistica entre os grupos na
expressao proteica de PKC (Figura 13) no tecido tumoral.

A atividade anti-tumoral exercida pelos AGPI n-3 pode ser resultado da
reducdo da proliferacdo celular, do aumento da taxa de apoptose ou de
ambos. Por isso, é provavel que os AGPI n-3, presentes no Oleo de peixe,
atuem sobre proteinas envolvidas no desenvolvimento tumoral, com acdes pro-
apoptoticas e anti-proliferativas.

A HRas foi selecionada para ser investigada, pois juntamente com a KRas
sdo as mais relevantes e estudadas no cancer pelo seu potencial proliferativo.
Além disso, a familia Ras &€ um dos alvos moleculares estudados e a literatura
evidencia que os AGPI n-3 podem alterar sua expressao/ativacdo. A via de
transducdo de sinal Ras/Raf/MEK/ERK é uma das principais cascatas de sinais
proliferativos e de sobrevivéncia celular (COLLETT et al, 2001). Concentracdes
elevadas de Ras sdo frequentemente associadas com a proliferacdo celular
anormal, sendo que cerca de um terco dos casos de cancer apresentam
alteracdes na expressdo ou estado de ativacdo de um ou mais de seus
componentes (DHILLON et al, 2007). Além disso, a ativacao da via constitutiva de
HRas ja é suficiente para converter as células de mama humanas com
caracteristicas ndo invasivas para um fenétipo mais maligno (LEE et al., 2006).

A alta frequéncia de mutacdes/superexpressdo de Ras em adenomas e
adenocarcinomas em modelo humano e animal estimula o desenvolvimento do
tumor de célon. Estes efeitos biolégicos podem ser devidos a efetores de Ras que

induzem ciclina D1 e COX-2, resultando em hiperproliferacdo (CHAPKIN et
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al.,2008). Evidéncias apontam que Ras pode estimular a fosfolipase A2 (PLA2), a
qual catalisa a hidrélise de &cido araquiddnico (AA), liberando-o para ser
convertido em PGE; pela enzima COX-2. A substituicao de AA, por DHA e EPA
na membrana celular, poderia estar influenciando na diminuigcdo da expressao e
concentragéo da forma ativa de Ras (COLLETT et al, 2001).

MUND (2007) sugere que os AGPI n-3 poderiam exercer seus efeitos, tanto
na proliferacdo quanto na morte celular por apoptose, através da reducdo da
sintese de PGE; pela COX-2. Assim, a diminuicdo da expressao de HRas (Figura
15) no tecido tumoral no grupo suplementado com 6leo de peixe poderia estar
relacionado, em parte, com a diminuicdo do ambiente inflamatério. Isto ocorre
pela diminuicdo da disponibilidade de AA pela membrana celular, o que reduziria
os sinais de proliferacdo celular. O grupo suplementado com Oleo de peixe
apresentou reducdo da quantidade de AA no tecido tumoral, assim como aumento
de EPA e DHA (reducéo na razdo AGPI n-6/n-3), o que poderiam ter resultado na
diminuicdo da expressdo de HRas no tecido tumoral. Este resultado € o mesmo
observado em células epiteliais de colon tratadas com DHA (COLLETT et al.,
2001), corroborando com dados da literatura que correlacionaram a diminui¢do da
expressao de HRas com o efeito anti-proliferativo dos AGPI n-3.

Outro mecanismo sugerido para a regulacdo de HRas pelos AGPI n-3 é a
interacdo entre membranas celulares e proteinas sinalizadoras, permitindo certo
controle sobre processos biolégicos. As membranas plasmaticas possuem uma
regido denominada lipid rafts, composta principalmente por colesterol e
esfingolipideos, sendo que proteinas importantes na transducao de sinal, como a
HRas, estdo localizadas nestes dominios (CHAPKIN et al., 2008). As vias de
sinalizacdo que se originam nos lipid rafts podem mediar uma variedade de
atividades celulares pro-tumorigénicas, sendo estas constantemente ativadas no
cancer (TURK & CHAPKIN, 2013).

Sugere-se que EPA possa contribuir para a apoptose celular,
principalmente pela diminuicdo das concentracbes de AA nas membranas
celulares, o que indica a sua influéncia na producédo de segundos mensageiros e
metabolitos derivados de AGPIs. Enquanto isso, o DHA pode alterar as
propriedades biofisicas dos lipid rafts, diminuindo o teor de colesterol e,

provavelmente, fazendo uma redistribuicdo de proteinas importantes, tais como
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RAS. Contudo, futuras pesquisas serdo decisivas para avaliacdo dessas
hipéteses (CORSETTO et al.,, 2012). Sabe-se que o0s AGPIs possuem a
capacidade de alterar diretamente a dinamica das membranas celulares, podendo
interferir na regulacdo de Ras, entretanto ainda s&o pouco conhecidos os
mecanismos envolvidos (TURK et al, 2012). Embora o mecanismo (S)
responsavel (is) por estas observacdes ainda néo foi elucidada, é provavel que
classes distintas de AGPIs possam alterar a estrutura da membrana,
influenciando a interacdo das proteinas Ras com dominios especificos dentro da
membrana plasmatica (COLLETT et al., 2001).

A formacdo de novos vasos sanguineos, denominado angiogénese, é um
passo importante para o crescimento tumoral. O tumor necessita de uma
demanda de oxigénio e nutrientes via vasos sanguineos, sendo sua inibicdo uma
das estratégias terapéuticas utilizadas na clinica (GRANCI et al., 2010). Um dos
eventos iniciais da angiogénese é a degradacdo da matriz extracelular por
proteases especificas, as metaloproteinases (MMPSs). Estudos demonstraram
uma correlacdo positiva entre o aumento de MMPs e progressao tumoral, sendo
um potencial alvo terapéutico (ROOMI et al.,, 2010). Apesar de existirem cinco
principais classes de MMPs, o interesse é em relacdo a MMP 2 e 9, que clivam
colageno IV, um dos principais componentes de matriz extracelular. Nosso
resultado demonstrou a capacidade do 6leo de peixe em reduzir a expressao de
MMP 2 (Figura 16). Como a via de sinalizacdo de Ras estd envolvida na
proliferacéo tumoral e pode ser um importante indutor da expressdo de MMPs; e o
Oleo de peixe possui a capacidade de diminuir a expressdo de HRas; a reducéo
da expresséao proteica de MMP 2 pode ser uma consequéncia da reducéo de Ras.
Outra hip6tese encontrada na literatura estaria relacionada com a capacidade dos
AGPI n-3 em diminuir a expressdo de genes alvo de B-catenina, como MMPs
e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), levando a efeitos anti-
proliferativos (GRANCI et al., 2010).

A inducdo de oncogénes, como HRas ou silenciamento de genes
supressores de tumor, como a p53 tém sido relacionados como fatores pro-
angiogénicos (GRANCI et al., 2010). Estudos demonstraram que a expressao de

HRas induziu alteracbes fenotipicas malignas, em parte pelo aumento da
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expressdo de MMPs em células WB (células epiteliais de figado), sugerindo que
a inducdo de MMPs por HRas pode ser exercida de uma forma especifica para
cada tipo de tecido e célula (LEE et al., 2006).

Além de serem responsaveis pela degradacdo de membrana basal, as
MMP 2, também estdo envolvidas na liberacdo de fatores de crescimento que
aumentam o crescimento tumoral e agressividade (ROOMI et al., 2010). Apesar
de usarmos a linhagem de tumor de Walker 256 n&o metastizante, este tumor
apresenta crescimento rapido, necessitando do processo de angiogénese para a
sustentacdo da sua progressao tumoral. Por outro lado, ndo podemos descartar o
potencial invasivo das células de tumor de Walker 256, pois ndo estudamos a
dinamica do tumor em longo prazo, pela busca de possiveis tumores secundarios
no corpo do rato, o que teoricamente nao ocorre com este modelo.

Em condigdes fisiologicas normais, as MMPs sé&o sintetizadas e secretadas
como pro-enzimas, que posteriormente sao ativadas. As concentracdes de MMP
nos tecidos saudaveis sdo baixas ou indetectaveis. Entretanto, a sua expressao e
aumentada na maioria dos tumores, sugerindo que aumentos de MMP no tecido
tumoral estdo associados com o potencial invasivo e metastatico dessas células
(PEREIRA et al., 2005). Neste estudo nédo avaliamos a ativacdo de MMPs, isto €,
a quantificacdo do produto clivado de MMP 2. Entretanto, quando avaliamos a
capacidade anti-proliferativa e anti-inflamatéria dos AGPI n-3 na reducdo do
crescimento tumoral, acreditamos que a reducdo da MMP 2, mesmo na forma de
pré-enzima, possa estar envolvida, juntamente com HRas nos efeitos anti-

proliferativos dos AGPI n-3 no tumor de Walker 256.

Acredita-se que a maioria dos farmacos utilizados na quimioterapia
eliminam as células tumorais pela inducdo ou aumento da apoptose. Agentes com
a capacidade de aumentar a expressao de proteinas pro-apoptoéticos e/ou diminuir
a expressao de proteinas antiapoptoticas podem ser promissoras como
adjuvantes no tratamento padrao utilizado (BIONDO et al., 2008). Segundo FUKUI
et al (2012), o principal mecanismo anti-tumoral dos AGPI n-3 em cancer
pancreatico humano tanto in vitro quanto in vivo parece ser a indu¢do de morte

celular por apoptose. Baseado em dados prévios de MUND et al., (2007), na qual,
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0 grupo suplementado com 6leo de peixe apresentou maior taxa de apoptose das
células do tumor de Walker 256 do que a do grupo sem suplementacdo,
investigamos algumas proteinas envolvidas neste processo. Geralmente no
cancer, as proteinas que inibem a morte celular podem estar mais expressas,
enquanto as que induzem a morte celular podem estar menos expressas. O
propésito desta etapa do trabalho foi verificar se os AGPI n-3 alteravam a
expressdo de proteinas chaves nas vias de morte celular por apoptose.

A proteina p53, envolvida na morte celular por apoptose, tem atraido muita
atencdo nos Uultimos anos, principalmente como potencial alvo terapéutico nas
terapias anti-cancer (WACHTERID et al., 2013). A p53 pode regular alvos a
jusante por meio de mecanismos dependentes e independentes de transcri¢ao,
podendo atuar diretamente em proteinas especificas, alterando a estabilidade,
localizacao intracelular e/ou atividade destas (RAHMAN-ROBLICK et al., 2006).
Foi demonstrado que o aumento da expressao proteica de p53, induzida por DHA,
cineticamente correlaciona-se com a clivagem de caspase-9 e caspase-3 (ZAND
et al., 2007). Entretanto, DHA foi incapaz de aumentar a expressao proteica de
p53 em células de Ramos, apesar da sua capacidade de induzir apoptose nesta
linhagem celular. Isto € um indicativo de que a dependéncia de p53 na inducéo de
apoptose por DHA é especifica para cada tipo celular (ZAND et al., 2007).

Nossos dados sugerem o envolvimento de p53 na inducdo de apoptose no
tumor de Walker 256. A suplementacdo com Oleo de peixe foi capaz de aumentar
a expressao da proteina p53 no tumor de Walker 256 (Figura 17). Entretanto, o
mecanismo exato pelo qual essa interagdo ocorre ainda nado foi esclarecido. Nos
também verificamos que a expressao de Bcl-2, uma proteina anti-apoptotica, esta
inversamente relacionada com a expressao de p53, indicando que o aumento da
p53 pode diminuir a proteina Bcl -2, estando de acordo com alguns estudos em
tumores (BASU et al., 1998) (Figura 18).

A p53 pode atuar pos-traducionalmente e ativar diretamente a maquinaria
apoptética em nivel mitocondrial. Analises moleculares sugerem que nao apenas
a ativacdo de p53, mas a sua expressao também podem influenciar a inducéo de

morte celular (WACHTER et al., 2013). As células em apoptose apresentam co-
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localizagdo de p53 com a Bcl2, Bcl -XL e Bak. Além disso, p53 citoplasmética
também pode induzir a morte celular pela ativagédo direta de Bax (CHAABANE et
al., 2013). E possivel que o DHA possa induzir varias vias que conduzem a
apoptose e, em particular, a via que envolve Bax, o que foi descrita utilizando a
linhagem celular HL60 (BLANCKAERT et al., 2010). Isto sugere uma ligacéo entre
a expressdo da proteina p53 com membros da familia Bcl-2. Neste estudo néo
houve alteragdo na expressdo de Bax (Figura 18), sugerindo que os efeitos dos
AGPI n-3 neste modelo experimental estejam mais relacionados com as proteinas
p53 e Bcl-2 do que com Bax. Alguns resultados podem ser divergentes dos
encontrados na literatura, pois diferentes células tumorais podem exibir distintos
padrbes de expressao de genes e proteinas, resultando no envolvimento de
diferentes vias em resposta a exposicao dos AGPI n-3. Além disso, o tipo de
AGPIs, bem como a concentracdo utilizada e o tempo de exposicdo pode
influenciar o resultado dos estudos (MORIN et al., 2013).

Pesquisas demonstraram que em muitos tipos de cancer, a expressao de
Bcl-2 esta elevada, favorecendo a proliferacdo celular e o crescimento tumoral.
No presente estudo, o grupo suplementado com Oleo de peixe foi capaz de
reduzir a expressao desta proteina corroborando com dados encontrados na
literatura (BIONDO et al., 2008; CHAPKIN et al 2008; HABERMANN et al., 2010)
e em estudos in vitro, utilizando células de tumor de Walker 256 (OLIVEIRA
,2006). Os mecanismos pelos quais os AGPI n-3 desencadeiam a apoptose nas
células tumorais ainda ndo sao claros, porém o aumento do estresse oxidativo, as
alteracoes de fluidez e propriedades da membrana celular e de organelas como a
mitocondria, pela incorporacdo dos AGPI n-3 também podem estar envolvidas.

A atividade antiapoptética da Bcl-2 € antagonizada pela Bax, a qual é
capaz de formar heterodimeros. Assim, a razdo Bax/Bcl-2 pode ser um fator de
propensdo para as células entrarem em apoptose e ser utilizado como um
marcador de progndéstico em certas doencas. Em adicédo, o entendimento desses
mecanismos de inducdo de apoptose pode levar ao desenvolvimento de novas
estratégias anti-cancer (FIANDALO; KYPRIANOU, 2012). Apesar de ndo serem
detectadas alteracGes na expressao de Bax, uma proteina pro-apoptotica, a razao
Bcl-2/Bax foi menor no grupo de suplementado com 6leo de peixe (Figura 18),

demonstrando um equilibrio favoravel para a indugédo de apoptose. Sugere-se que
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concentragdes reduzidas de Bcl-2, juntamente com concentragdes normais de
Bax podem ser suficientes para alterar o balangco a favor da apoptose. Dados
isolados de Bcl-2 e Bax ndo sao satisfatérios para se afirmar a inducdo de
apoptose. Além disso, essas proteinas foram isoladas do tecido tumoral total e
ndo separadas da fracdo mitocondrial, o que seria mais adequado, jA que estes
heterodimeros sao formados na membrana mitocondrial durante a apoptose.

As alteracbes na membrana plasméatica, disfun¢cdes das mitocéndrias,
ativacdo das caspases e modificagdes no DNA sdo algumas caracteristicas
utilizadas como base em estudos de deteccéo da aptose (SANKARI et al., 2013).
Porém, nenhuma das caracteristicas morfolégicas e/ou processos associados
com a apoptose podem ser utilizados de forma isolada, como um indicador
confiavel de morte celular. Alguns dos tracos morfoldgicos e bioquimicos pode se
manifestar durante eventos ndo apoptoticos. Por exemplo, a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial pode ocorrer tanto na apoptose quanto na necrose
programada. Por outro lado, nem todas as caracteristicas morfologicas e
funcionais se manifestam em todos o0s eventos de apoptose, como a nao
participacéo de caspases em alguns casos (GALLUZZI et al., 2011).

Para suportar a hipotese dos efeitos pro-apoptoticos dos AGPI n-3,
investigamos se moléculas a jusantes desta via: as caspases executoras, também
poderiam estar envolvidas.

Existem trés caminhos que podem levar a ativacdo de caspases na
apoptose: a via intrinseca, a via extrinseca ou a via dependente dos receptores de
morte, conhecida como via menos intrinseca que inclui a participacdo do reticulo
endoplasmatico. A principal caspase iniciadora que participa da via intrinseca € a
caspase-9 e da via extrinseca € caspases-8, sendo que ambas convergem para a
clivagem de caspase-3 (SANKARI et al., 2013).

Como mecanismo de protecao contra ativacdo indevida, as caspases sao
sintetizadas na forma de precursores inativos (pro-caspases), necessitando de
clivagem para iniciar sua ativacdo. Por isso, para estudar a ativacdo das
caspases, deve-se avaliar o (0s) fragmentos clivados. As caspases -7 e caspase-
3 possuem o0 mesmo substrato clivado, o PARP-1, sendo sua clivagem um passo

importante no processo de apoptose (SOLDANI et al.,, 2001). A presenca do
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produto de clivagem de PARP-1 indica apoptose, ao contrario de necrose e/ou
processo inflamatério durante a morte celular (DEKOJ et al., 2007).

Encontramos aumento da atividade de caspase -7 e caspase-3 no tumor de
Walker 256 no grupo suplementado com 6éleo de peixe, quando comparado ao
nao suplementado (Figura 19), indicando que o aumento da taxa de apoptose
pelo éleo de peixe demonstrado por MUND et al., 2007 foi induzida pelo aumento
da ativacédo das caspases-7 e -3, sendo um evento caspase dependente. Juntos,
estes resultados suportam os efeitos pré-apoptéticos dos AGPI n-3 no tumor de
Walker 256. Apesar de ndo avaliarmos as caspases iniciadoras 9 e 8, nos nao
descartamos que ambas as vias passam estar envolvidas e por final, ativando a
caspase-3.

Quando observado os fragmentos clivados de caspase-3 no grupo
suplementado com oOleo de peixe (WOP), o fragmento maior (19 kDa) esta mais
proeminente neste grupo, principalmente quando comparado a do grupo controle
W. Na literatura alguns estudos sugerem que o fragmento principal nos eventos
de apoptose seja o fragmento de 17kDa (PAULSEN et al., 2008), porém pouco se
sabe sobre o fragmento de 19 kDa neste processo. Durante a morte celular por
apoptose a clivagem de PARP-1 por caspases produz dois fragmentos: um
fragmento menor (24 kDa), que retém os dominios de ligacdo de PARP-1 no DNA
e um maior (89 kDa), que a sua deteccao é geralmente considerado como um
indicativo para apoptose (SOLDANI et al., 2001). Quando avaliamos a expressao
proteica de PARP-1 clivado ndo encontramos diferenca significativa entre os
grupos experimentais (Figura 20). Além disso, foram detectados ambos
fragmentos (24 e 89 kDa), em todos os grupos experimentais, sendo que o
fragmento menor também ndo apresentou diferenca estatistica (dados nao
demonstrados). Apesar de PARP-1 ser o substrato mais conhecido da caspase-
3, talvez outros, também importantes na via de apoptose, possa ser
diferencialmente ativado pelos AGPI n-3.

Tomados em conjunto, 0S n0ssos resultados sugerem que a proteina p53,
o Bcl -2 e as caspases -7 e caspase -3, mas ndo Bax e PARP-1 parecem estar
envolvidos no processo de apoptose de células do tumor de Walker 256 induzidos

pelo 6leo de peixe.
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Quando analisamos o padréo de expressao de caspase-7, caspase-3 e
PARP-1 no tecido tumoral observamos: a predominancia da expressdo do
fragmento clivado de caspase-7 em relagcédo a caspase-7 e do fragmento clivado
de PARP-1 em relacdo a PARP-1 e a auséncia da expressao de pré-caspase-3
nos grupos experimentais. Na literatura, encontramos estudos com linhagem
celular de pancreas, na qual o EPA foi capaz ativar caspase-3 e que EPA e DHA
juntos induziram a apoptose pela ativacdo de caspases em células de cancer da
mama humano (BIONDO et al., 2008). Além disso, o tratamento de células HL-60
com EPA resultou em clivagem de caspases 3, 6, 8 e 9 (KANG et al., 2010) e que
o DHA foi capaz de clivar PARP-1 em adenomas de colon e células de
adenocarcinoma (HABERMANN et al., 2010). Porém quando observamos nossos
resultados, encontramos ativacdo de caspases e PARP-1 também no grupo
controle (W). Os questionamentos que surgiram a partir destes resultados foram:
Sera que existe uma ativacdo basal dessas proteinas nas células de tumor de
Walker 2567 Em qual momento a pro-caspase-3 esta sendo expressa? Sera que
existem outras funcdes, além do envolvimento na apoptose? A passagem da
forma ascitica para a forma soélida do tumor de Walker teria alguma influéncia no

comportamento dessas células?

Apesar de nao ser o foco deste trabalho, fomos compreender melhor os
resultados obtidos sobre a expressédo de caspase-3 e PARP-1. Investigamos a
expressdo destas proteinas nas células de tumor de Walker 256 no liquido
ascitico (intraperitoneal) e nos primeiros dias de crescimento soélido (subcutaneo).
Curiosamente, também verificamos uma prevaléncia da expressdo proteica da
forma clivada de caspase-3 e PARP-1 na forma ascitica do tumor de Walker 256.
Enquanto a expressao proteica de caspase-3, que nao fora detectada no tumor de
Walker 256 com 15 dias de crescimento subcutéaneo, estava presente nas fases
iniciais de seu crescimento do tumoral (Figura 21). Entretanto, cerca de 86% das
células do liquido ascitico do tumor de Walker 256 estavam viaveis (Figura 22
A). Enquanto as células de Walker 256 do tecido tumoral com 4 dias de
crescimento subcutaneo apresentaram 47% viaveis e 49% indicando apoptose

(Figura 22B). As células do tumor de Walker 256 no liquido ascitico nao
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mostraram aumento da ligagao com anexina V, sugerindo que as alteracdes de
membrana celular durante a morte celular ndo ocorrem nestas células. Sendo
assim, a ativacdo de caspase-3 e PARP-1 ndo conduziram estas células tumorais
a morte celular. Entdo, sugerimos que a ativacdo de caspase-3 e PARP-1 estejam
relacionadas com func¢des ndo apoptéticas das células do liquido ascitico do
tumor de Walker 256. Apesar da existéncia de outros tipos celulares no liquido
ascitico, acreditamos que estes efeitos sejam principalmente das células
tumorais. Enquanto isso, a forma subcutanea apresentou uma taxa de morte
celular por apoptose no quarto dia de crescimento subcutdaneo do tumor de
Walker 256. Assim, sugerimos que a ativacdo de caspase-3 e PARP-1 podem ser
correlacionadas com a ocorréncia de apoptose na forma sélida do tumor de
Walker 256, talvez por que uma das caracteristicas deste tumor seja o0
crescimento rapido. Contudo, ha necessidade de maiores investigacfes para se
afirmar esta hipotese.

Na literatura encontram-se alguns relatos de funcdes ndo apoptoticas da
presenca de caspases e PARP-1 ativados. As funcfes das caspases incluem a
participagdo na hematopoiese (eritropoiese, diferenciacdo de linfocitos e
maturacdo de plaquetas) e na regulacdo da plasticidade sinaptica neuronal em
potenciais de longa duracédo (CHAITANYA et al., 2010). Células de melanoma nao
apoptéticas, apresentando caspase-3 clivada influenciou a agressividade do
tumor, contribuindo para a migracao e a invasao dessas células in vitro (LIU et al.,
2013). Estudos com inibidores da atividade da PARP-1 demonstraram a sua
ligacdo com a sobrevivéncia celular (SCHREIBER et al., 2006).

Um dos grandes obstaculos para a interpretacdo precisa de dados
funcionais derivados de linhagens de células tumorais é a falta de clareza sobre
as alteracBes genéticas que essas células carregam. O gendtipo de um sistema
seja uma linhagem celular, um modelo animal, pode ditar o comportamento de
células tumorais, podendo modificar a sua resposta quando manipulados. Apesar
da obtencdo de tumores originais, ndo ha duas linhagens de células tumorais
iguais. Além disso, ha a preocupacdo de que as aberracbes cromossdémicas
podem ser ganhas ou perdidas durante as passagens prolongadas em cultura
celular (CHIN & GRAY, 2008).
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Estudos devem ser realizados para verificar se 0 ambiente em que as
células de tumor de Walker 256 sao mantidas pode interferir no seu
comportamento e se as transformacfes da forma ascitica para a forma sélida
deste tumor alteram suas propriedades biolégicas. Além disso, futuros
experimentos precisardo confirmar se existe uma relagcdo entre a ativagdo de
caspase-3 e PARP-1 com o comportamento agressivo e proliferativo das células
de Tumor de Walker provenientes do liquido ascitico ou a exploracdo de outras
funcBes ndo apoptéticas neste modelo experimental.

Outra hipétese levantada seria um comportamento semelhante ao que
ocorre na proliferacédo celular induzida pela ativacéo de linfocitos T. Em células T
humanas em proliferacdo, as caspases -3 e -7 clivadas podem interagir com
proteinas inibidoras de apoptose, como as XIAPs. Porém isto ndo ocorre quando
as células estdo em apoptose, quando os inibidores de XIAP, como Smac/Diablo
séo liberados pela mitocondria (PAULSEN et al., 2008). A estimulag&o in vivo e in
vitro de células T apresentou elevada atividade de caspase-3, o que levou a
clivagem de PARP-1 em células vivas. Porém, ndo levou a fragmentacao de DNA
nuclear, como ocorre a jusante da ativacdo de caspases ha via apoptotica.
Apesar das caspases poderem interagir com alguns substratos, como PARP-1,
estes poderiam ser mantidos longe de outros substratos relacionados com a
morte celular (WILHELM et al., 1998).

A relacdo entre morte e proliferacdo celular pode ser um dos principais
mecanismos de homeostase explorado pelos tumores para auto-preservacao.
(HUANG et al., 2010). Uma das hipGteses seria as alteracbes genéticas e
moleculares associadas com a transformacdo maligna da célula. O equilibrio
entre as funcbes apoptéticas e ndo apoptodticas de caspase-3 ainda € pouco
compreendido. Se a caspase-3 precisa clivar outros substratos para promover a
motilidade celular do tumor ou se outras caspases além de caspase-3 possuem

estas mesmas caracteristicas ainda precisa ser investigado (LIU et al., 2013).

Apés verificar que a expressao de algumas proteinas foi alterada no tecido
tumoral no grupo suplementado com 6leo de peixe, decidimos investigar se isto
também ocorria no soro desses animais. Além disso, buscamos identificar se

essas proteinas poderiam ser utilizadas como biomarcadores tumorais. Como um
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marcador tumoral pode ser produzido pelo préprio tumor ou pelo organismo, em
resposta a presenca do tumor, exploramos se o tumor de Walker 256 apresentava
essas caracteristicas. Estudos prévios demonstraram que ratos portadores do
tumor de Walker 256, quando suplementados com Oleo de peixe apresentaram
menores concentracdes de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-6
(SCHIESSEL, 2011), assim como PGE; (MUND et al., 2007) circulantes no soro
sanguineo. Além disso, a razdo AGPI n-6/n3 estava reduzida nos grupos que
receberam suplementacdo com 6leo de peixe. Quando investigamos se a
suplementacdo com Oleo de peixe e/ou a presenca de tumor de Walker 256
alterava a expressdo das proteinas COX-2, p65, PPARYy, Bcl-2, p53 e HRas e
HSP 70 no soro, ndo encontramos diferenca estatistica em nenhuma das
proteinas analisadas entre os grupos experimentais (Figura 23).

A busca de biomarcadores neste estudo iniciou com a investigacdo da
proteina HSP 70, ja que a literatura sugeria que a sua presenca elevada no meio
extracelular (eHSP 70) estava relacionada a processos inflamatorios intensos,
sendo associado a severidade ou o estagio de varias doencas, incluindo
doencas cardiacas e sepse (HECK, 2011). Portanto, alteracdes na razéo
eHSP70/HSP70 poderia ser utilizada como um possivel biomarcador no cancer.
Quando avaliamos a expressdo da proteina no tecido tumoral ndo encontramos
diferenca estatistica entre os grupos (Figura 14). Para analisar a eHSP70,
investigamos a sua expressao no soro dos animais, simulando o meio extracelular.
Porém ndo detectamos a presenca de eHSP70 no soro de nenhum grupo
experimental, utilizando a técnica de western blotting (dados ndo demonstrados).
Futuros experimentos in vitro, avaliacdo de outras doencas ou a utilizacdo de
outras técnicas para o estudo de proteinas podem ser realizados para estudar este
possivel biomarcador, jA que ndo encontramos esta informacdo neste modelo

experimental utilizando a técnica de western blotting.

Nenhum modelo experimental pode representar plenamente as respostas
a determinado tratamento. Isto € em parte devido as diferencas no ambiente
biologico, da diversidade biolégica, genbmica e epigenbmica encontrado em
diferentes tumores (CHIN & GRAY, 2008). Muito de nosso entendimento sobre a

biologia de células tumorais, incluindo aspectos de regulagdo génica e
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sinalizacdo celular veio de estudos realizados em estudos in vitro. Por isso, nem
sempre se podem expandir estas informagdes para 0s tumores que crescem em
microambientes mais complexos do que o de uma placa de cultivo (CALVIELLO
et al.,, 2013). Apesar de cada modelo apresentar pontos fortes e fracos, a
utilizacdo de experimentos com roedores € de grande importancia. Apesar das
limitacbes de qualquer modelo, as informacdes geradas oferecem dados
importantes na qual auxiliam a construir um retrato geral e verdadeiro do cancer
(CHIN & GRAY, 2008).

Os resultados deste estudo, em combinacdo com as atividades anti-
inflamatérias conhecidas dos AGPI n-3, podem explicar, em parte, os efeitos anti-
tumorais do Oleo de peixe no tumor de Walker 256 in vivo. Estes resultados
suportam a existéncia de um mecanismo anti-proliferativo e pro-apoptotico neste

modelo experimental utilizando a suplementacdo com o6leo de peixe.
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7 CONCLUSAO

O efeito anti-proliferativo e pré-apoptotico do 6leo de peixe no tumor de Walker
256 esta relacionado com:

l expressao das proteinas PPARYy, Hras, MMP2;

T expressao das proteinas p53, Bcl-2, caspase-7 e caspase-3;
Mas parece nao envolver:

== expressao das proteinas p65, p52, IkBa, PKC, HSP 70, Bax, PARP-1.

Além disso, demonstramos que a reducao da razao AGPI n-6/n-3 no tecido
tumoral e/ou soro esta associado com os efeitos antitumorais do Oleo de peixe,
gue ainda ndo sdo completamente entendidos. Entretanto, no presente trabalho,
nao foi possivel identificar marcadores tumorais no soro, sendo necessaria a
investigacdo de outras proteinas em potencial.

A partir desta pesquisa, questionamentos surgiram e algumas hipoéteses
foram sugeridas. Sendo assim, acreditamos que a continuidade deste trabalho
seja essencial para que possamos melhorar nossa compreensao e adicionar

informacdes sobre os mecanismos moleculares dos AGPI n-3 no cancer.
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Anexo 2
Validacdo PPARy Validagao RelA
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Figura 1 Validacdo do método 2-AACT. Valores de ACT foram determinados para o genes

alvos (PPARy e RelA) e do gene referencia (HPRT). As diferencas nos valores de ACT foram
plotados em relacdo ao log da quantidade de cDNA (PPARy 50ng a 0.08ng) (RelA 20ng a 0.3ng)
de tecido tumoral do grupo controle (calibrador) (W) n=4 em triplicata. Os dados foram submetidos
a andlise de regressao linear, na qual diferencas na eficiéncia de PCR foram determinadas pelo
célculo de slope da curva. O valor de slope encontrado foi de 0.05 para o PPARy e de 0.06 para
RelA, indicando que os genes possuem eficiéncias semelhantes (slope<0.1). Validacdo para PCR
em tempo real (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Anexo 3
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Figura 2 Peso do tumor (g) obtido dos grupos portadores de tumor de Walker 256 (W) n=

10, portadores de tumor de Walker 256 suplementados com 6leo de peixe (WOP) n= 14 e gordura
de coco (WCO) n= 12. (W 16.7 + 1.21 vs. WOP 9.02 + 0.80 vs. WCO 1.7.4 £ 1.90) Os valores
estdo apresentados como média + EPM. One-way ANOVA seguido de Tukey teste * p< 0.05 vs.

W e WCO.



