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RESUMO

OBJETIVO: Este estudo investigou, em ratos portadores do tumor de Walker 256, o
efeito do treinamento de salto associado a suplementacdo com 6leo de peixe (1g/kg
peso corporal/dia) sobre parametros bioquimicos de caquexia e crescimento tumoral.
METODOS: Ratos foram divididos em sedentario sem ou com tumor (S ou SW),
exercitado (EX ou EXW), suplementado com Oleo de peixe (SO ou SWO) e
suplementado e exercitado (EXO ou EXWO). Sessfes de treinamento de salto
consistiram de 10 séries com duracdo de 30 segundos e intervalo de 1 minuto entre
cada série. Apds seis semanas de treinamento, células do tumor de Walker 256 foram
inoculadas e ap6s 15 dias os animais foram mortos. RESULTADOS: Peso médio do
tumor no grupo SW foi de 25,32 g, p<0,05 vs. ao dos SWO, EXW e EXWO (~11 g).
Grupo SW apresentou hipoglicemia, hiperlactatemia, hipertriacilglicerolemia e perda
de peso (-7,52+3,199), caracterizando estado caquético. Suplementacdo com dleo de
peixe (SWO), exercicio (EXW) e associacdo de ambos (EXWO) impediram a
instalacdo da caquexia (p<0,05 vs. SW). No grupo SWO, EXW e suas associagdes
(EXWOQ) promoveram ganho de peso (p<0,05 vs. SW), mas inferior ao da
suplementacdo isolada (p<0,05 vs. SWO). Proliferacdo celular in vitro das células
tumorais foi menor no grupo SWO (p<0,05 vs. SW) e o exercicio reduziu ainda mais
(p<0,05 vs. SW e SWO), ndo havendo incremento quando se associaram ambas as
terapias. Lipoperoxidacdo (p<0,05) foi maior nos SWO, EXW, EXWO vs. S. A
expressdo de Bcl-2 foi menor também nestes grupos vs. SW. CONCLUSOES: O
treinamento de forca e a suplementacdo com 6leo de peixe foram eficazes em evitar a
instalacdo da caquexia e induzir a redugdo do crescimento tumoral, da proliferacéo
tumoral e expressdo de Bcl-2, mas a associagdo de ambos ndo promoveu efeito

aditivo.

Palavras-chaves: exercicio, cancer, caquexia, suplemento dietético.



ABSTRACT

OBJECTIVE: This study investigated the effect of jump training, fish oil (FO)
supplementation and both on biochemical parameters of cachexia and tumor growth
in Walker 256 tumor-bearing rats. METHODS: Rats were divided into sedentary
non- and tumor-bearing (S and SW), exercise (EX and EXW), FO supplemented (SO
and SWO) and both therapy (EXW and EXWO). Training sessions (jump training)
consisted of 10 bouts, 30 seconds each followed by 1 minute of resting. After six
weeks of jump training, ascitic cells from Walker 256 tumor bearing-rat
were inoculated and after 15 days all groups were killed. RESULTS: Tumor weight
was higher in the sedentary (SW = 25,32g). In the SWO, EXW and EXWO were
about 11 g (p<0,05). Sedentary showed hypoglycemia, hyperlactacidemia and
hypertriacylglycerolemia and body weight reduction (-7,52 + 3,199), characterizing
cachexia state. In the SWO, EXW and EXWO there were no cachexia presence and
also did not lose weight. Associated to tumor weight reduction in the SWO, EXW and
EXWO groups there was an increase in the lipoperoxidation, reduction in the cell
proliferation ex vivo and also in the expression o Bcl-2 protein in the tumor tissue
from these groups. CONCLUSIONS: Jump training and fish oil supplementation
alone were able in to avoid the installation of cachexia state and also reduced tumor
growth, tumor cells proliferation and the expression of Bcl-2, increasing

lipoperoxidation, but the combination of both did not cause any additive effect.

Keywords: exercise, cancer, cachexia, dietary supplements.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento do cancer tem sido observado ao longo da histéria humana
e varios fatores podem contribuir para a disseminagdo desta doenca. Entre os fatores
comportamentais, observa-se que 0 tabagismo, sedentarismo, obesidade, elevado
consumo de gorduras saturadas e exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta contribuem
significativamente para o aumento dos casos (ELIZABETH et al., 2009).

Céncer € uma doenca genética em que alteragdes génicas sdo transmitidas da
célula alterada para as celulas filhas. Anormalidades nos oncogenes (genes
estimuladores da divisao celular), como nos genes supressores tumorais (protetores ou
blogueadores do ciclo celular), conferem as células tumorais vantagens de
crescimento e desenvolvimento sobre as células saudaveis (SCULLY; FIELD;
TANZAWA, 2000).

O crescimento tumoral pode iniciar de forma espontanea ou provocada por
maltiplos agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Em ambos os casos verificam-se
alteracfes mutagénicas, ndo-mutagénicas ou epigenéticas. A incidéncia, distribuicdo
geografica e comportamento de certos tipos de tumores, estdo relacionados a
multiplos fatores, incluindo género, idade, raca, predisposicdo genética e exposicao a
carcindgenos ambientais (INCA, 2002).

Entre os varios fatores que contribuem significativamente para a ocorréncia do
cancer, estdo as alteraces na dieta humana que ocorreram no decorrer da evolucao
humana, principalmente no que se refere a0 aumento do consumo de acidos graxos
saturados (FIGURA 1) (SIMOPOULOS, 1999). Porém, muitos tipos de cancer
ocorrem sem a contribuicdo de qualquer determinante evidente, e em alguns desses
casos, a predisposicdo genética na forma de mutacdo preexistente, pode facilitar a
formacéo da doenga (PASTERNAK, 2002).
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FIGURA 1. Perfil do consumo de gordura e acidos graxos da espécie humana ao
longo dos anos. Adaptada de SIMOPOULOS (1999).

Paciente com cancer pode desenvolver uma sindrome metabdlica complexa
denominada de caquexia, caracterizada por progressiva perda de peso, anorexia,
astenia, anemia, nausea cronica, imunossupressao, depressdo, diminuicdo da
capacidade aerdbica, fadiga, diminuicdo da forca muscular e flexibilidade, atrofia
muscular e acentuada perda de massa muscular (COURNEYA; FRIEDENREICH,
1997). A perda de peso é uma das caracteristicas mais evidentes e esta essencialmente
relacionada com diminuicdo da massa muscular (CAMPS et al., 2006), que em
estagio avancado pode comprometer fungdes cardiacas e respiratorias (ARGILES et
al, 1999; TISDALE, 2000). Desta forma, intervencbes que preservem a massa
muscular tém implicagdes clinicas importantes em relagdo a qualidade de vida do
paciente com cancer.

Dentre as diversas alternativas terapéuticas no tratamento contra o cancer, a
nutricdo (enteral e parenteral) foi utilizada inicialmente, com intuito de preservar a
massa muscular de individuos caquéticos, porém, esta ndo foi eficaz em demonstrar
melhoria ou elevar a sobrevida do paciente caquético, assim como causar reducdo do
crescimento tumoral (BRUERA, 1997). Outras intervengdes, por exemplo, o
treinamento de forca tem demonstrado efeitos benéficos quando administrado para
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este tipo de paciente com o objetivo de minimizar a perda progressiva de massa
muscular (AL-MAJID; MCCARTHY, 2001b).

O treinamento de forca é caracterizado por elevar as taxas de sintese protéica
no tecido muscular esquelético (FARRELL et al, 1999) e pode induzir a ganhos
significativos de forca e massa magra nos individuos que o praticam (BARACOS,
2000). Dessa forma, esse tipo de atividade pode ter efeito positivo na manutencéo da
massa muscular em individuos apresentando alto indice de perda de tecido muscular,
como portadores de cancer.

O interesse pelos efeitos terapéuticos da pratica do treinamento de forca no
tratamento do cancer e outras doencas vem aumentando gradativamente, decorrente
dos efeitos protetores ocasionados pelo exercicio fisico (FREDENREICH;
ORENSTEIN, 2002). O exercicio de forca também foi demonstrado ter efeitos
positivos em doencas cronicas, incluindo, cardiopatias (TAYLOR et al, 2004),
hipertensdo arterial (PESCATELLO et al, 2004), obesidade (JAKICIC; CLARK;
COLEMAN, 2001) diabetes (ALBRIGHT; FRANZ; HORNSBY, 2000), doencas
neuromusculares (VUORI, 2001) e cancer (STEVINSON; FOX, 2004).

Estudos anteriores demonstraram que o 6leo de peixe, rico em acidos graxos
poliinsaturados n-3 (AGPI n-3) é capaz de reduzir o crescimento tumoral e 0s
sintomas de caquexia em ratos portadores do tumor de Walker 256 (BONATTO et al.,
2004; PINTO et al., 2004; PIZATO et al., 2005; MUND et al., 2007), e animais
quando submetidos ao protocolo de treinamento de saltos, durante oito semanas,
apresentaram reducdo do crescimento e da taxa de proliferacdo tumoral (NUNES,
2005; KRYCZYK, 2008). Estudo de MINUZZI (2006) com ratos portadores do tumor
de Walker 256 que foram submetidos a protocolo de treinamento de saltos durante 8
semanas associado a suplementacdo com 6leo de peixe, sugeriu que o exercicio fisico
prolonga a sobrevida dos ratos treinados, diminui a taxa de crescimento tumoral e 0s
sintomas de caquexia. Porém, estes estudos, ndo abordaram possiveis mecanismos
que pudessem explicar estes achados, como por exemplo, a taxa de lipoperoxidacao,
proliferacdo das células tumorais, expressdo de proteina anti-apoptética Bcl-2,

justificando a realizagéo deste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER: CAUSAS E ESTIMATIVAS

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) relata que o cancer ¢ uma das
principais causas de morte no mundo, respondendo por 7,6 milhdes de mortes no ano
de 2008 (Globocan 2008/1ARC). Cerca de 30% das mortes por cancer se devem aos
cinco principais riscos comportamentais e dietéticos: elevado indice de massa
corporal, baixa ingestdo de frutas e legumes, falta de atividade fisica, tabagismo, uso
de alcool.

O uso do tabaco € o fator de risco mais importante para o cancer causando
22% das mortes por cancer globais e 71% das mortes por cancer de pulméo globais. A
OMS ainda prevé que em 2030, 13,1 milhdes de todas as mortes no mundo serdo
devido ao cancer. Em 2010 no Brasil, foram estimados 236.240 casos novos para 0
sexo masculino e 253.030 para sexo feminino. O cancer de pele do tipo ndo
melanoma (114 mil casos novos) foi o mais incidente na populacdo brasileira, seguido
pelos tumores de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), célon e reto (28 mil),
pulmdo (28 mil), estbmago (21 mil) e colo do Utero (18 mil) (BRASIL, 2009).
Estima-se que a incidéncia do cancer aumentara aproximadamente 45% entre 2007 a
2030 (7.9 a 11.5 milhdes de mortes) e boa parte dos casos sera influénciado pelo
constante crescimento populacional, bem como de seu envelhecimento (OMS, 2008).
No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 (validas também para o ano de 2013)
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer. Os tipos
mais incidentes serdo o0s de pele ndo melanoma, prdstata, pulmédo, célon e reto e
estdmago para 0s homens; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero,
célon e reto e glandula tiredide para as mulheres. Sdo esperados um total de 257.870
casos novos para 0 sexo masculino e 260. 640 para o sexo feminino (INCA, 2012).

Apesar da enorme quantidade de pesquisas durante a Ultima década, o cancer
continua levando as pessoas a morte em todo o mundo. Ainda de acordo com as
estatisticas, o cancer é responsavel por cerca de 23% do total de 6bitos nos EUA e é
a segunda causa de morte mais comum depois da doengca de coracdo
(JEMAL et al, 2007) Em 2020, estima-se que a populacdo mundial sera de

75 bilhdes. Deste ndmero, cerca de 15 milhdes de
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novos casos de cancer serdo diagnosticados, e 12 milhGes de pacientes com cancer
morrerdo (BRAYAND; MOLLER, 2006).

O desenvolvimento do céncer ocorre quando h& falhas nos processos que
induzem a divisdo celular, defeito no controle do ciclo de divisdo celular e/ou
desequilibrio no controle da morte celular programada (apoptose). Em consequéncia,
forma-se massa celular com capacidade ilimitada de crescimento denominada tumor
(PASTERNAK, 2002). O desenvolvimento tumoral ¢ um processo complexo que
envolve quatro estagios: iniciacdo, promocdo, progressdo e disseminacdo. Cada uma
destas etapas pode ser influenciada por fatores ambientais, atuando como ativadores
ou inibidores do processo (CURI et al, 2002; ALBERTS et al, 2010). Estas etapas da
carcinogénese sao demonstradas na Figura 2, as quais iniciam-se pela acdo de agentes
carcinogénicos quimicos, fisicos e/ou biol6gicos, causando alteracdes no DNA celular
através da ativacdo de proto-oncogenes e de mutacGes promotoras de danos
oxidativos, reordenamento cromossémico e alteracdos enzimaticas. Estas alteracfes

genéticas levam a uma explosao clonal seletiva culminando entdo com a neoplasia.
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FIGURA 2. As etapas da carcinogénese (INCA, 2002).

Sugere-se que os diversos genotipos da célula tumoral sdo manifestacdes de
seis alteracbes fundamentais na fisiologia celular que coletivamente ditam o
crescimento maligno: a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade

para sinais de crescimento inibitério, evasao da morte celular programada (apoptose),
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potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invaséo tecidual e metastase.
Cada uma destas alteracdes fisiologicas — novas capacidades adquiridas durante o
desenvolvimento do tumor - representa 0 rompimento de um mecanismo bem
sucedido de defesa anticancer em células e tecidos (HANAHAN; WEINBERG,
2000).

SCHIESSEL (2011) colocou em seu estudo que associa¢fes positivas entre
fatores ambientais e comportamentais tém sido relatadas para o aumento do risco de
cancer pelo menos nos ultimos 200 anos. Desta forma a prevengdo através das
mudancas das atitudes relacionadas aos fatores ambientais sdo formas de evitar o
aumento da incidéncia e de gastos com o tratamento. Diversos estudos
epidemiolégicos revelaram que 30-40% da incidéncia de neoplasias no mundo podem
ser atribuidas a dieta (POPKIN, 2007). Conjuntamente, fazem o oposto a busca de
habitos de vida saudavel como reducdo do consumo do alcool e do tabaco, da
manutencdo de peso corporeo para nivel desejavel e do aumento da pratica de esporte
regularmente (KONTOU et al., 2011).

Estas observagdes indicam que a maioria dos canceres, ndo sdo de origem
hereditaria e que os fatores de estilo de vida, tais como habitos alimentares,
tabagismo, consumo de alcool e infecgbes, ttm uma profunda influéncia sobre seu
desenvolvimento (IRIGARAY et al., 2007). Embora os fatores hereditarios nao
possam ser modificados, os fatores de estilo de vida e ambientais s&o potencialmente
modificaveis. A menor influéncia hereditaria do cancer e a natureza modificavel dos
fatores ambientais apontam para a prevencdo do cancer. A importancia dos fatores de
estilo de vida que afetam a incidéncia e a mortalidade do cancer incluem tabaco,
alcool, dieta, obesidade, agentes infecciosos, os poluentes ambientais, e radiacdo
(ANAND et al., 2008).

2.2 MORTE CELULAR

O mecanismo controlado de morte celular é chamado de apoptose, que é
fundamental para a eliminacdo de células danificadas. Apoptose é 0 processo de
morte celular programado e regulado geneticamente. A célula em processo de
apoptose € caracterizada por perda de seu volume celular, formacdo de Blebbing na

membrana plasmatica, condensacdo nuclear, agregacdo da cromatina e degradacéo
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endonucleocitica do DNA em fragmentos nucleossomais. Tais mudancas celulares
ocorrem apos uma cascata de sinalizacdo celular e eventos mediados por caspases que
regulam proteinas pré e anti-apoptdéticas, disparados por dois mecanismos principais:
1) apoptose mediada por receptores (FAS, TNF e TRAIL), caspases e proteinas da
familia Bcl-2; 2) apoptose envolvendo a mitocdndria, ativacdo de proteinas Bcl-2,
liberacdo de citocromo c e a formacao de apoptossomo (HU; KAVANAGH, 2003).

O conhecimento dos mecanismos de sinalizagcdo da morte celular e seus pontos
de regulacdo é essencial para compreender a patogenia das doengas resultantes das
alteracdes destas vias, principalmente, visando a busca por alternativas terapéuticas
eficientes (GASPAROTTO, 2009).

Uma variedade de sinais internos e externos regula a expressédo de genes que
controlam o inicio da apoptose. A via de sinalizagdo extrinseca € iniciada pela
ativacdo dos receptores de morte: FAS (FAS/CD95), TNF R1 e R2 (tumor necrosis
death receptor), TRAIL (TNF related apoptosis-inducing ligand receptors) R1 (DR4)
e R2 (DR5), DD (death domain) responsavel pela transducdo do sinal apoptotico
(FIGURA 3) (JIN; EL-DEIRY, 2005; YAN; SHI, 2005). A via de sinalizacdo
intrinseca pode ser ativada pela irradiacdo, agentes quimioterapicos, virus, bactérias e
auséncia de fatores de crescimento, induzindo a liberacdo do citocromo C, AlF
(apoptosis-inducing factor), SMAC/DIABLO (second mitochondria-derived activator
of caspases/direct inhibitor of apoptosis protein), APAF-1 (apoptosis protease-
activator factor-1), o qual na presenca de ATP/dATP induz a formacdo do
“apoptosomo”. Este medeia a ativagdo da caspase iniciadora (caspase-9), que
consequentemente ativa as caspases executoras (caspases-3, -6 e -7) — responsaveis
pela destruicdo celular caracteristica da apoptose (WANG, 2001; YAN; SHI, 2005)
(FIGURA 4).
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FIGURA 3. Via extrinseca da apoptose celular. Adaptada de JIN; EL-DEIRY (2005).

Alguns genes envolvidos na via intrinsica sdo expressos pelas proteinas Bax,
Fas e p53, as quais iniciam a apoptose, enquanto as proteinas que inibem podem ser
exemplificadas pela Bcl-2, Bcl-XL. A morte ou sobrevivéncia da célula depende da
razdo entre estes genes expressos. Por exemplo, concentragdes elevadas de Bcl-2 em
relacdo a Bax promovem sobrevivéncia enquanto que a razdo inversa promove a
morte celular (VOLTARELLI; MELLO; DUARTE, 2008) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Via intrinseca de sinalizacdo mitocondrial da apoptose. Adaptada de JIN;
EL-DEIRY (2005).

O gene bcl-2 (B-Cell-Lymphoma 2) foi descrito inicialmente a partir da
translocacdo t(14:18) que caracteriza cerca de 85% dos linfomas foliculares e cerca de
30% dos linfomas difusos de grandes células. Nessa translocacdo o segmento 18qg21 é
justaposto a alguns loci de promotores da cadeia pesada de imunoglobulinas
localizado em 14932, levando a producdo de altos niveis de RNAs quiméricos e a
superexpressdo da proteina BCL-2 (peso molecular 26kDa) (SILVA, 1999). Esta
descoberta efetivamente marcou uma nova era na investigagdo da morte celular.
Desde a sua descoberta, h4 mais de duas décadas, varios membros da familia Bcl-2
tem sido identificadas, atuando como agonistas ou antagonistas (REED, 2008).

As proteinas da familia Bcl-2 regulam os principais tipos de morte celular,
incluindo apoptose, necrose e autofagia. Assim, elas funcionam como ponto nodal

para a convergéncia de mdltiplas vias de grande relevancia para a biologia e
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medicina. Dessa forma, o conceito de que a morte programada de células defeituosas
contribui para a malignidade foi estabelecida por estudos da Bcl-2, representando
passo importante na compreensao atual da tumorigénese (REED, 2008). A familia de
genes relacionados a Bcl-2 assume importancia no estudo da viabilidade celular nos
altimos tempos e desta forma, varias proteinas da familia Bcl-2 foram descritas. A
primeira destas proteinas identificadas foi a Bax, proteina de 21kD que compartilha
homologia com a Bcl-2. Quando Bax foi superexpressa em células, a apoptose em
resposta a um sinal de morte foi acelerada, designando a proteina como pro-
apoptotica. Ao contrario, quando Bcl-2 foi superexpressa, a morte celular foi
suprimida (OLTVAI et al., 1993; YIN; OLTVAI; KORSMEYERI, 1994). A proteina
p53 é descrita por ativar a transcri¢cdo simultanea do gene Bax ligando-se a regido de
consenso deste e 0 aumento do seu dimero com Bcl-2 em células normais, sendo este
um dos mecanismos pela qual a p53 ativaria a apoptose. Dados recentes sugerem que
as proteinas Bcl-2 podem desempenhar papel fundamental na morte celular induzida
pelos &cidos graxos n-3. Foi relatado que os tumores de ratos que receberam dieta
enriquecida com acido graxo n-3 tiveram indices mais altos de apoptose quando
comparados com aqueles que receberam dieta rica com acido graxo n-6. Os resultados
deste estudo sugeriram que o acido graxo n-3 reduziu o crescimento do tumor de
préstata, retardou a progressdo histopatolégica e aumentou a sobrevida de
camundongos, enquanto que o acido graxo n-6 teve efeito oposto (BERQUIN;
EDWARDS; CHEN, 2008).

2.3 CAQUEXIA

Pacientes com cancer, em estagio avancado em geral, apresentam anorexia,
perda de peso, qualidade de vida prejudicada, resposta diminuida ao tratamento
quimioterapico e/ou radioterapico e, toxidade mais freqliente e severa (FOX et al.,
2009). Cerca de metade dos pacientes com cancer apresentam esta sindrome,
denominada de caquexia, caracterizada pela perda especifica de tecido adiposo e
massa muscular esquelética (TISDALE, 2004) e demais manifestacdes clinicas como
astenia, fadiga, anemia, saciedade precoce e edema, caracteristicas comuns de
tumores que podem competir com o hospedeiro por nutrientes, promovendo

mudancas no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (TISDALE, 2001).
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Em muitas doencas cronicas, como 0 cancer, 0s pacientes morrem devido a
instalacdo deste quadro de catabolismo intenso simultdneo ao crescimento tumoral
(MACDONALD et al., 2003; GIACOSA; RONDANELLI, 2008). A perda de peso,
uma das caracteristicas mais evidentes da caquexia, esta essencialmente relacionada a
diminuicdo da massa muscular (CAMPS et al., 2006), mudanca na utilizacdo dos
nutrientes, que pode resultar em aumento da taxa de degradacdo protéica muscular,
com diminuicdo progressiva da massa corporal magra (evidéncia clinica de caquexia)
(GIACOSA; RONDANELLLI, 2008).

Pacientes com perda de peso induzida pelo tumor demonstram queda
acentuada na sintese protéica e elevada degradacdo, a qual é dada pelo aumento na
expressdo da via proteolitica Ubiquitina-proteossoma ATP dependente. Dessa forma,
0 musculo esquelético destes pacientes apresenta aumento na expressdéo mRNA para
as subunidades do proteossoma e ubiquitina. Ainda verifica-se aumento na sintese de
proteinas da fase aguda (APC) no figado o qual altera o balanco de aminoacidos para
a sintese de proteina muscular, paralelo ao decréscimo na concentracdo plasmatica de
aminodcidos de cadeia ramificada, fundamental na manutencdo da massa muscular
(KUCZERA, 2007).

A fonte principal de energia para tumores solidos é a glicose, a qual é
convertida em lactato e este por sua vez € transportado via sangue para o figado sendo
utilizado para sintetizar novas moléculas de glicose — ciclo de Cori. Este ciclo é
responsavel pelo gasto energético adicional em pacientes com cancer (300kcal/dia).
Dessa forma, tanto o glicerol liberado do tecido adiposo (aumento da lipélise), como
0s aminoacidos liberados do mausculo esquelético (protedlise) sdo importantes
substratos gliconeogénicos (TISDALE, 2002). A caquexia/cancer resulta em aumento
da lipdlise corporal total em média 50% (JEEVANANDAM et al., 1986; KLEIN;
WOLFE, 1990; ZUIJDGEEST-VAN LEEUWEN et al., 2000) e a taxa de prote6lise
de todo o corpo é aumentada em media 40% (FEARON et al., 1988; MELVILLE et
al., 1990; RICHARDS et al., 1993).

O Ciclo de Cori normalmente €é responsavel por 20% do turnover da glicose,
mas em pacientes com cancer sua atividade estd aumentada em até 50%, sendo
responsavel pela geracdo de 60% do lactato produzido (TISDALE, 2000). A
conversao de glicose em lactato nas células tumorais produz duas moléculas de ATP,
enquanto a conversao de lactato em glicose no figado requer seis de ATP (FIGURA
5).
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FIGURA 5. Ciclo de Cori. Adaptado de M. W. King (1996).

Os mecanismos envolvidos na perda de tecido muscular induzido pelo tumor
ndo sdo completamente conhecidos. Estudos evidenciam que a ativacdo de citocinas
pré-inflamatorias e vias proteoliticas nas células musculares envolvidas neste
processo (TISDALE, 2000), levam as alteracdes no metabolismo protéico muscular
ocasionando excessiva degradacdo protéica em relacdo a sintese protéica, resultando
em balanc¢o nitrogenado negativo (AL-MAJID; MCCARTHY, 2001a).

Trés principais vias de protedlise sdo responsaveis pelo catabolismo das
proteinas musculares: sistema lisossomal, calpainas citoplasmaticas calcio-
dependentes e a via ubiquitina-proteosoma dependente de ATP, esta ultima é
considerada a mais importante para a degradacdo das proteinas nos estados
catabolicos, como, inanicdo, septisemia, acidose metabolica, trauma grave e caquexia
neoplasica (BARACOS, 2000; TISDALE, 2002; GLASS, 2003). O sistema
ubiquitina-proteosoma dependente de ATP é responsavel pela perda de musculo
esquelético em camundongos caquéticos, conforme demonstrado no estudo de
LORITE et al. (1998). TISDALE (2000) descreve que, neste sistema, proteinas sdo
marcadas para degradacdo pela ligacdo com a ubiquitina (peptideo formado por 76

aminoacidos), a qual requer a acdo de trés enzimas: enzima de ativacdo (E1), enzimas
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de conjugacdo/carreadoras (E2) e enzimas de conjugacdo (E3). A proteina
poliubiquitinada é degradada em um complexo formado por multisubunidades: o
proteosoma 26S. Este libera pequenos oligopeptideos contendo de 6 a 9 residuos de
aminoacidos que sdo rapidamente degradados pelas peptidases citosolicas (FIGURA
6).
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FIGURA 6. Sistema proteosoma ubiquitina-ATP dependente. Adaptada de PESSINI
(2007).

A regulacdo do sistema ubiquitina-proteosoma no musculo esquelético durante
a caquexia parece ser induzida por fatores tumorais ou do hospedeiro, responsaveis
pela manutencdo da caquexia. A expressdo do proteosoma é aumentada em funcgéo da
diminuigdo das concentracdes celulares da proteina miofibrilar miosina pela agédo do
fator de indugdo de protedlise (PIF) (TISDALE, 2004), fator este que induz
diretamente a proteolise e a lipolise, inibindo a captacdo de glicose pelo musculo
esquelético, levando a resisténcia a insulina (ARGILES et al., 2003). PIF induz a
degradacdo da proteina no musculo esquelético, por inducdo da via proteolitica
ubiquitina-proteasoma, que é considerado ser o principal mecanismo pelo qual as
proteinas sdo degradadas no musculo esquelético (GOMES-MARCONDES et al.,

2002). Os resultados de estudos mostram que PIF inibe a sintese protéica e induz a
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degradacéo da proteina no musculo esquelético atraves de um Unico passo: a ativagao
da proteina quinase dependente de RNA (PKR) (ELEY; TISDALE, 2007). Ativacao
da PKR também leva a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB, responsavel pelo
aumento da expressdo de grandes componentes da via da ubiquinta-proteossoma. O
PIF pode agir isoladamente ou em conjunto com 0 hospedeiro ou com as citocinas
derivadas do tumor para produzir um estado caquético (FUJIKI et al., 1997). Ambas
andlises bioquimicas e histoldgicas sustentam a nog¢éo que os tumores sdo a fonte de
PIF (CABAL-MANZANO et al., 2001; TODOROV; FIELD; TISDALE, 1999).

Interesse adicional em relacdo a caquexia no cancer vem da experiéncia de
BOSSOLA et al. (2003), os quais demonstraram a superexpressdao de mRNA para a
ubiquitina e atividade proteolitica aumentada do proteossoma antes da perda de peso
de pacientes com cancer. Esta experiéncia permitiu a abertura de nova area de
pesquisa no dominio da intervencdo precoce e de prevencdo da perda de peso
induzida pelo crescimento tumoral (GIACOSA; RONDANELLI, 2008).

A caquexia € considerada um evento multifatorial e sua patogénese metabdlica
é demonstrada no diagrama abaixo adaptado de GIACOSA; RONDANELLI (2008), o
qual demonstra duas vias comuns de acdo da caquexia. Por um lado, estudos tém
demonstrado que uma variedade de citocinas pro-inflamatérias podem levar
diretamente ao desenvolvimento de anorexia e alteragdes metabdlicas que pode ser
associado com o desenvolvimento de caquexia. Esta presenca de resposta pro-
inflamatdria tem sido associada a uma variedade de tumores humanos, com perda
acelerada de peso, anorexia, hipermetabolismo e duracdo menor de sobrevivéncia. De
outro lado, estudos associados com a agdo do fator de inducdo de protedlise (PIF)
(TISDALE, 2004) o qual induz diretamente a perda da massa corporal magra e

agravando a perda de peso corporal.
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FIGURA 7. Patogénese metabdlica da caquexia. Adaptada de GIACOSA,
RONDANELLI (2008).

2.4 CANCER E EXERCICIO

O exercicio tem sido amplamente adotado como auxiliar preventivo ou
terapéutico para o tratamento de varias condicdes fisiologicas (ROSA, 2004).

Nos Ultimos anos, aumentou o interesse a respeito do exercicio fisico como
parte do tratamento e reabilitacdo dos individuos com cancer. Embora os efeitos do
exercicio fisico em pacientes com cancer ndo sejam totalmente conhecidos, sabe-se
que a atividade fisica pode melhorar o progndstico através dos efeitos benéficos nos
biomarcadores do cancer e equilibrio energético, bem como diminuir o risco para
doenca cardiovascular, importante causa de morte para muitos sobreviventes do
cancer (VALENTI et al., 2008).

Por muitos anos a recomendacdo médica para pacientes com cancer era o
repouso, evitando assim esforgos fisicos. Esta orientacdo era prescrita de forma

empirica, porque a doenca e seu tratamento estavam associados com mudancas
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funcionais que resultavam em menor desempenho fisico e o exercicio poderia
potencializar sintomas como fadiga, falta de ar e taquicardia. Porém, a inatividade
fisica gera perda de massa muscular e da capacidade cardiorespiratdria. Estudos
realizados nos ultimos anos esclareceram conceitos relacionados ao exercicio fisico,
fadiga em pacientes com cancer. Informacdes advindas desses estudos mostraram que
0 exercicio pode diminuir o quadro de fadiga em pacientes com cancer durante e ap0s
0 tratamento. Estes resultados estdo relacionados aos ganhos adaptéveis do exercicio
fisico, como aumento de massa muscular, melhora no sistema cardiorespiratorio e
maior concentracdo de enzimas oxidativas no musculo. Pacientes com cancer que
participaram de programas de exercicios fisicos mantiveram melhores niveis da
condicdo fisica e sofreram menos angustia psicoldgica, fadiga e outros sintomas
relacionados ao tratamento durante a quimioterapia ou radioterapia (SEGAL et al,
2001).

O exercicio é capaz de atenuar a perda de massa muscular induzida pela
sindrome da caquexia e de aumentar a sobrevida de roedores inoculados com tumor
(AL-MAJID; McCARTHY, 2001b). O exercicio fisico foi capaz de promover efeitos
benéficos para a sintese protéica e promover a reducdo da concentracdo de cortisol
(importante indutor de protedlise), preservando assim os niveis de massa muscular do
individuo, mesmo com a presenca do tumor em constante competicdo com o
organismo por nutrientes (DANERYD et al., 1995). Além de preservar a massa
muscular, o exercicio proporciona, aos pacientes com cancer que utilizam dessa
pratica, aumento no consumo maximo de oxigénio (MACVICAR; WINNINGHAM,;
NICKEL, 1989) reducdo na sensacdo de nauseas (WINNINGHAM & McVICAR,
1988), diminuicdo no percentual de gordura corporal e melhora na qualidade de vida
(BURNHAM; WILCOX, 2002).

Ha inimeras evidéncias sugerindo que o exercicio fisico regular pode reduzir a
incidéncia de varios canceres. Estilo de vida sedentario tem sido associado com
muitas doencas cronicas, como 0 aumento do risco de cancer de mama, célon,
pancreas, prostata e de melanoma (BOOTH et al., 2002). Além disso, homens com
baixo nivel de atividade fisica e mulheres com maior indice de massa corporal
sd0 mais suscetiveis a ter mutacdo Ki-ras em seus  tumores,
o qual ocorre em 30-50% dos canceres de coélon. Reducdo de
cerca de 50% na incidéncia de cancer do cdlon foi observada
entre aqueles com os mais altos niveis de atividade fisica (COLDITZ; CANNUSCIO;
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FRAZIER, 1997). A falta de exercicio resultou em niveis mais altos de testosterona,
IGF-1 e imunidade suprimida, 0S quais podem aumentar
incidéncia de  cancer de  prdstata. Um  estudo indicou  que
homens sedentérios tiveram 56% e as mulheres 72% de maior
incidéncia de melanoma do que aqueles que se exercitavam 5-7 dias por semana
(SHORS et al., 2001).

Diante das evidéncias expostas, 0 exercicio fisico demonstra imenso potencial
em varias condigdes 0 que parece ser correlacionado com o fato de que este promove
adaptacdes em todos os sistemas do organismo (COSTA ROSA, 2004).

O exercicio fisico é uma das estratégias adotadas para neutralizar o
desperdicio de proteina durante as doencas cronicas. Além deste impacto positivo do
exercicio no metabolismo das proteinas, estudos propdem que a acdo do exercicio
regula o eixo neuroimunoendocrino, aumentando a sobrevida e melhorando a
qualidade de vida (ZINNA; YARASHESKI, 2003).

LEUNG et al. (2004) demonstraram que o soro obtido a partir de pacientes
que foram submetidos a programas de exercicio reduziu o crescimento de células
tumorais em individuos com cancer de prostata LNCaP em 27%, através de um
aumento da expressao da proteina p53 (ROSA, 2004). Em modelos animais, 0s
beneficios promovidos pelo exercicio fisico incluem a inibi¢&o do tumor (BARACOS,
1989), diminuigdo da taxa de crescimento tumoral e do aparecimento de metéstases
(NUNES, 2005), efeito anticaquético (MINUZZI, 2006), favorecimento do balan¢o
pré-apoptotico (KRYCZYK, 2008).

Em estudo de SIU et al. (2004) foi investigado o efeito da atividade fisica
moderada e regular sobre a apoptose em musculo séleo de ratos submetidos ou ndo ao
treinamento em esteira rolante, durante 8 semanas (5 dias/semana). Os autores
observaram que, quando comparado o musculo séleo dos animais treinados dos néo-
treinados, houve aumento da expressdo de Bcl-2, diminuicdo da expressédo do fator
ativador de apoptose (Apaf-1) e diminui¢do dos niveis de mMRNA/BAX, o0 que sugere
que o treinamento fisico moderado pode atenuar a extensdo da apoptose na
musculatura esquelética. CAl et al. (2006) apds investigacdo em ratos sobre o efeito
do exercicio em esteira rolante realizado em diferentes intensidades (musculo
gastrocnémio), verificaram que a apoptose foi observada somente nos musculos dos
animais submetidos as intensidades moderada e intensa, alcangando 0s niveis mais

elevados ap6s a realizagdo do exercicio, apenas no grupo de animais que efetuou
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exercicio intenso. Os pesquisadores concluiram que o0 exercicio pode evocar a
apoptose e acelerar a depuracdo de células apoptoticas, e o0 desequilibrio entre estes
dois eventos durante o exercicio pode contribuir para a injdria da musculatura
esquelética.

Dentre os tipos de exercicios descritos, LUCIA; EARNEST; PEREZ (2003)
colocam que o treinamento de forca é importante componente de qualquer programa
de treinamento de pessoas saudaveis. De acordo com o American College of Sports
Medicine - ACSM (2002), 6-7 semanas de treinamento de forga séo suficientes para
obter resultados mensuraveis de hipertrofia muscular.

Estudos demonstram os beneficios do treinamento de forca e sua relagdo com
0 cancer. Estudo realizado com camundongos com cancer, submetidos a oito sessdes
de treinamento de forca, apresentaram atenuacdo da perda de massa muscular e
deplecédo protéica do musculo extensor digitorum longus (EDL). Esta atenuacdo foi
paralela a0 aumento no conteddo de proteina muscular, sugerindo que o aumento no
peso muscular foi devido ao aumento na massa muscular total e ndo devido ao edema
(AL-MAJID; MCCARTHY, 2001). Em outro estudo realizado por NUNES (2005),
ratos inoculados com tumor de Walker-256 foram submetidos ao protocolo de
treinamento de saltos, durante 8 semanas, apresentaram diminui¢cdo no crescimento
tumoral, preservacdo da massa corporal e atenuacéo de algumas mudancgas no quadro
metabolico causada pela sindrome da caquexia.

Apesar destes resultados emergentes, os programas de exercicios ndo sdo bem
definidos, nem incluidos na lista de possiveis intervencdes para a gestdo dos sintomas
do céncer (ROSA, 2004).

2.5 CANCER E ACIDOS GRAXOS

Nos ultimos 25 anos houve aumento da aplicacdo de conceitos da
biologia molecular para estudos de componentes alimentares e nutrientes essenciais
como fatores no controle da expressdo génica. Os genes definem a susceptibilidade a
uma doenca ou condi¢éo, e os fatores ambientais, como dieta e exercicio, determinam
guem entre os individuos suscetiveis desenvolverdo a doenca. Dentre estes fatores, a
nutricdo é considerada fator ambiental de grande importancia (SIMOPOULOS, 2010).

Humanos em geral, consomem pelo menos 20 tipos diferentes de &cidos

graxos, que sao classificados como saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.
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Assim, a dieta humana contém mistura complexa de O6leos e gorduras, cujos
componentes estruturais basicos sdo os acidos graxos. Os acidos graxos tém muitos
destinos no corpo, incluindo a p-oxidagdo para energia, 0 armazenamento em deposito
de gordura ou incorporacdo nos fosfolipideos de membrana (SURETTE, 2008).
Acidos Graxos (AGs) provém da alimentacdo na forma de triacilglicerdis (TAGs) e
sdo armazenados para reserva energética e metabolica (FAGUNDES, 2002). A
estrutura geral dos AGs é uma cadeia de hidrocarbonetos com um grupo carboxila
(COOH) numa extremidade e um metila (H3C) na outra. Quando o &cido graxo
contém apenas simples ligacdo entre as ligacdes de carbono ele é denominado de
acido graxo saturado (AGS), o qual pode ser classificado de acordo com 4 diferentes
tamanhos da cadeia carbdnica: a) acidos graxos de cadeia curta (3 a 7 carbonos); b)
acidos graxos de cadeia média (8 a 13 carbonos); c) acidos graxos de cadeia longa (14
a 20 carbonos) e d) acidos graxos de cadeia muito longa (acima de 21 carbonos) Os
AGs contendo uma ou mais ligagdes duplas na cadeia sdo denominados de acidos
graxos insaturados (AGI). Quando o &cido graxo contém uma ligacdo dupla, é
chamado 'monoinsaturado’ (AGMI). Se tiver mais de uma dupla ligacdo, é chamado
de 'poliinsaturado’ (AGPI). Em quase todos 0s acidos graxos insaturados que ocorrem
naturalmente, as duplas ligacbes estdo na configuracdo cis e normalmente quando
posicionadas em relacdo ao atomo de carbono do grupo metila ddo origem as familias
n-3, n-6 e n-9 (RATNAYAKE; GALLI, 2009).

O parental (precursor) dos acidos graxos da familia n-3 é o &cido graxo o-
linolénico (ALA) (18:3 n-3), presente nos vegetais verdes folhosos e em diferentes
quantidades nos 6leos de soja (8%), canola (11%), linhaca (57%). Acidos graxos n-3
de cadeia longa, principalmente o acido graxo eicosapentaendico (EPA) (20:5 n-3) e
acido graxo docosahexaenodico (DHA) (22:6 n-3), sdo encontrados em peixes
marinhos de adguas geladas como a cavala, o salmao, sardinha, arenque, dourado; truta
arco iris e os seus 6leos que contém aproximadamente 60% de EPA e DHA (Figura 8)
(HARDMAN, 2004; McCUSKER; GRANT-KELS, 2010).
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FIGURA 8. Estrutura e metabolismo dos AGPIs n-6 e n-3. Adaptada de Calder
(2005).

Atualmente, a dieta ocidental contém quantidade desproporcionalmente
elevada de n-6 e baixa quantidade de n-3, e esta consequente razdo de n-6:n-3 é
investigada por contribuir em doencas cardiovasculares, inflamacdo e cancer.
Especificamente quanto a relacdo entre o consumo de gorduras na dieta e o cancer
tem sido demonstrada, por exemplo, nas populacdes de esquimds, que consomem
dietas ricas em AGPI n-3 e apresentam baixa incidéncia de cancer além de outras
doencas, como as inflamatdrias (KROMANN; GREEN, 1980).

Estudos em populagdes humanas associaram o alto consumo de peixe ou 6leo
de peixe a reducdo do risco de cancer de cdélon, prostata e mama, embora outros
estudos ndo encontraram associacdo significativa. No entanto, as evidéncias
epidemioldgicas, combinada com os efeitos demonstrados de AGPIs n-3 sobre o
cancer em animais e modelos de cultura celular, tem motivado o desenvolvimento de

intervencdes clinicas usando n-3 na prevencéo e tratamento do cancer, bem como para
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suporte nutricional dos pacientes com cancer para reduzir a perda de peso e modular o
sistema imunolégico (BERQUIN; EDWARDS; CHEN, 2008). Estudos realizados nos
altimos 30 anos, confirmam que os AGPI n-3, principalmente o 4cido
eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), promovem a agdo de agentes
anticarcinogénicos e atuam como agente anticancerigeno (SIMOPOULQS, 2003;
MAZZOTTA; JENEY, 2008; RIEDIGER et al., 2009; SIMOPOULOS, 2010).

GIACOSA; RONDANELLI (2008) em estudo com individuos saudaveis e em
pacientes com cancer, sugeriram que a producdo de citocinas pro-inflamatérias (1L-6,
IL-1 e TNF) podem ser down-regulated pelos AGPIs n-3, em particular o acido
eicosapentaenoico (EPA). Além disso, os efeitos do fator de inducdo de protedlise
(PIF), fator caquético produzido pelo tecido do céncer, também podem ser inibidos
pelo EPA.

As vias de sinalizacdo que sdo relevantes para a carcinogénese e a progressao
do tumor sdo afetadas de formas diferentes por AGPIs n-3 e n-6. N-6 é relatado up-
regulate, ativa mediadores de sinalizacdo celular, incluindo proteina quinase C, ras,
ERK 1/2 e NF-xB. Por sua vez o n-3 tem efeito oposto (BERQUIN; EDWARDS;
CHEN, 2008).

Em estudo de BERQUIN et al. (2007), que determinaram a influéncia dos
acidos graxos no risco de cancer de préstata em ratos com lesdo genética definida, foi
encontrado que o AGPI n-3 reduziu o crescimento do cancer de préstata, amenizou a
progressao histopatologica e aumentou a sobrevivéncia, enquanto que o AGPI n-6
gerou resultados opostos. HALL et al. (2008) investigaram que a associacao entre a
ingestdo de AGPI n-3 e o aparecimento de céancer coloretal em homens €
inversamente proporcional. Experimentos em animais sugerem que 0 acido graxo n-6
aumenta o risco de certos canceres, enquanto o de acido graxo n-3 diminui estes
riscos. No entanto, nem todos os estudos obtiveram resultados consistentes
(SIMOPOULOS, 2010).

Uma vez que exercicio provoca acdes anti-tumorais e que AGPI n-3 também
evoca estes efeitos, estudos que expandam o conhecimento de como isto ocorre sao

fundamentais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do treinamento de salto associado a suplementacdo com
6leo de peixe sobre os parametros de caquexia, crescimento tumoral e vias de

sinalizacéo celular em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar a massa corpérea dos animais e do tumor;

e Mensurar as concentra¢fes plasmaticas de glicose, lactato e triacilglicerol;

e Determinar a proliferacdo das células tumorais ex vivo pela incorporacdo de
[2-**C]- timidina em DNA,;

e Mensurar a lipoperoxidacao em células tumorais;

e Determinar a expressao da proteina Bcl-2, envolvida em processo apoptético.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL, PROCEDIMENTOS E REAGENTES

4.1.1 Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos albinos adultos (70 dias)
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Metabolismo Celular no Departamento de Fisiologia do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA), do Setor
de Ciéncias Biologicas (SCB), da Universidade Federal do Paranda — UFPR,
certificado n° 445 (ANEXO I).

4.1.2 Modelo Experimental

Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12 horas), com
temperatura controlada de 23 + 1°C, com livre acesso a agua e alimento (Nuvilab-
Nuvital) composto por 66% de carboidratos, 23% de proteinas, 4% de lipidios, 6% de
fibras e 1% de vitaminas e minerais. Foram divididos aleatoriamente em 8 grupos
(n=10 animais/grupo): Sedentario sem suplementacdo (S), Sedentario suplementado
com Oleo de peixe (SO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de
tumor suplementado com 6leo de peixe (SWO), Exercitado sem suplementacéo (EX),
Exercitado suplementado com 6leo de peixe (EXO), Exercitado portador de tumor
(EXW), Exercitado portador de tumor e suplementado com éleo de peixe (EXWO)
(TABELA 1). Apos seis semanas de treinamento de saltos, 1ml de solucdo contendo 3
x 107 células do tumor ascitico de Walker 256 foi inoculada subcutaneamente no

flanco direito dos animais identificados como portadores do tumor. Apéds 15 dias da
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inoculacdo do tumor, coincidindo com a oitava semana de treinamento, os animais

foram ortotanasiados.

TABELA 1. Diviséo dos grupos (n=10 animais/grupo).

Grupo Tratamento

S Sedentario sem suplementacéo
SO Sedentério suplementado com 6leo de peixe
SW Sedentario portador de tumor

SWO  Sedentério portador de tumor suplementado com 6leo de peixe

EX Exercitado sem suplementacéo

EXO Exercitado suplementado com éleo de peixe

EXW  Exercitado portador de tumor

EXWO Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de peixe

4.1.3 Protocolo de Treinamento

Na primeira semana de treinamento, 0s animais dos grupos exercitados,
realizaram uma adaptacdo ao meio liquido (30 minutos de natacdo por dia) nos 3
primeiros dias, sem utilizacdo de carga. Nos dois dias subsequentes, 0s animais
realizaram programa de treinamento fisico, constituido de 10 séries de saltos em

tanque com &gua, cuja temperatura foi mantida a 32 * 2°C, com sobrecarga
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equivalente a 30% do peso corporal de cada animal, acoplada ao térax. Na segunda
semana, 0s animais realizaram o mesmo programa de treinamento com sobrecarga
equivalente a 40% do peso corporal de cada animal e a partir da terceira semana até a
altima, os animais realizaram o mesmo programa de treinamento com sobrecarga
equivalente a 50% do peso corporal de cada animal (atualizada semanalmente).

A sessdo de treinamento consistiu de 10 séries de saltos com duracdo de 30
segundos e com intervalo de 1 minuto entre cada série. Foram feitas 4 sessdes
semanais de treinamento, com descanso nas quarta-feiras e fins de semana, durante
0 periodo de 8 semanas. Ap0s a inoculacdo das células tumorais, na sexta semana,
ndo houve aumento da carga de acordo com o0 peso corporal e o treinamento
continuou por mais 2 semanas. Os saltos foram realizados em tubo de PVC com 250
mm de didmetro, visando limitar a alternativa do animal em seguir para outra direcao,
favorecendo desta forma o salto. A profundidade da agua foi correspondente a 150%
do comprimento corporal do rato (adaptado de ROGATTO; LUCIANO, 2001). Este
protocolo de treinamento foi o mesmo utilizado por estudos anteriores (NUNES,
2005; MINUZZI, 2006; LIMA, 2007; KRYCZYK, 2008) do Laboratério de
Metabolismo Celular — UFPR.

4.1.4 Determinacdo da Massa Corpdrea e do Tumor

No decorrer do experimento, a massa corpérea dos animais foi monitorada
duas vezes por semana (segundas-feiras e quartas-feiras) no periodo da manha,
sempre antes do treinamento, em uma balanca (Urano UDI 10000/1). Apéds a
ortotanasia, o tumor foi retirado e pesado em balanca digital (Denver Instrument XL-
410).

4.1.5 Suplementacdo com Oleo de Peixe

A suplementacdo com Gleo de peixe foi realizada durante todo o periodo de
treinamento, sendo diaria e realizada logo ap0s a sessdo de treinamento, via oral
através de micropipeta. A dose utilizada foi equivalente 1g/kg de peso corporal-1. dia-

1 durante o todo o periodo de treinamento. O éleo de peixe utilizado foi doado pela
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Fundacdo Herbarium®. As cépsulas contém 1g de dleo de peixe na proporcdo de
0,192¢g (19,1%) de EPA e 0,124 (13,4%) de DHA.

4.1.6 Ortotanasia dos Animais

Ap0s a oitava semana de treinamento coincidindo com o décimo quinto dia de
inoculagdo do tumor, foi realizada a ortotandsia dos animais com o auxilio de
guilhotina. Este método foi utilizado para facilitar a retirada de grande volume de

sangue necessario para as analises séricas.

4.2 METODOLOGIA PARA ENSAIOS DO TUMOR DE WALKER 256

4.2.1 Obtencéo e Transplante das Células de Tumor de Walker-256

Um dos modelos experimentais mais utilizados em ratos Wistar é o Tumor de
Walker 256. Este tumor foi identificado por George Walker em 1928, no John’s
Hopkins University School of Medicine, em glandulas mamarias de uma rata prenha.
O tumor de Walker 256 é caracterizado como carcinossarcoma apresentando dois
subtipos: tipo A, metastizante que leva a caquexia terminal dos ratos portadores em
aproximadamente 27 dias; e o tipo B, que ndo forma metéstases e induz a caquexia
precoce do portador, levando a morte a partir do 15° dia. Desde sua descoberta em
1928, essa linhagem tumoral tem sido amplamente utilizada em estudos
antineoplasicos e de caquexia induzida pelo tumor, por ser espécie-especifica para
ratos e facilmente transplantada (FERNANDES, 1995). Neste experimento foram
utilizados matrizes com o tumor de Walker 256, tipo B, cedidos pelo Professor Rui
Curi, USP em 1989 e, desde entdo mantidos pelo Laboratorio de Metabolismo Celular
da UFPR.

Suspensdo de 2 x 107 celulas/mL de tumor de Walker 256, foi injetada
intraperitonialmente em um rato da linhagem Wistar. Apds aproximadamente 5 dias,

quando constatada ascite, o animal foi ortotanasiado e foi injetado 10mL de solugdo
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salina 0,9% em sua cavidade abdominal. Seu abdémen foi massageado e por
laparotomia mediana foi retirado da cavidade abdominal o fluido contendo as células
tumorais, com auxilio de pipeta, tipo Pasteur, de plastico. Foi realizada a contagem do
namero de células tumorais em camara de Neubauer, na presenca de azul de trypan,
10g/L em solucdo salina 0,9% (NaCl 154mM). Apds a contagem, 3 x 107 células
(ImL de solucao) foram inoculadas subcutaneamente no flanco direito dos animais

em experimentacao na sexta semana de treinamento.

4.3 ANALISES PLASMATICAS

4.3.1 Mensuragéo da Glicemia

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

instrucdes do fabricante.

4.3.2 Mensuracao do Lactato

Foi mensurado pelo método enzimatico, segundo ENGLE; JONES (1978).
Inicialmente foi feita a desproteinizacdo do soro, pela adicdo de 50 pL de &cido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura foi agitada em vortex,
centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. Em
seguida, foi coletado 200 pL do sobrenadante e adicionou-se 4 pL de indicador
universal para permitir a visualizacdo da neutralizacdo do soro, pela adigdo de
KOH/TRIS (0,5 M/2 M), sinalizada pela coloracéo verde, indicando pH 7,0. Deste
volume neutralizado pipetou-se 100 uL em tubos de ensaio contendo 1 mL do tampao
do ensaio (descrito abaixo) e, apds 45 minutos, foi feita leitura em espectrofotdmetro
no comprimento de onda 340 nm (Pharmacia 4300 Pro). O principio dessa
mensuracdo consiste na conversdo do lactato a piruvato pela acdo da lactato

desidrogenase (LDh), ocorrendo consumo de NAD+ com formacao estequiométrica
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de NADH, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente, fornecendo as

concentragdes de lactato existente na amostra. Segundo a reacéo:

Lactato + NAD+ + LDh — Piruvato + NADH

A partir da medida da absorbancia calculou-se a concentracdo do lactato sérico
em pumol/mL, pela formula:
[Lactato] = Abs x V1 x V2 x V4

6,22 V V3 V5

[Lactato] = concentracédo de lactato produzida
Abs = Absobancia

6,22 = constante

V = volume da amostra

V1 = volume da amostra + tampao de ensaio
V2 = volume do soro com proteinas + TCA

V3 = volume do soro com proteinas

V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizacao

V5 = volume do soro desproteinizado

Tampao de Ensaio

(para 100 mL de H20 destilada)

EDTA 0,28¢

Glicina 2,89

Hidrato de Hidrazina 1,5mL

LDh 0,4 mL

NAD+ 60 mg

pH 8,85
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4.3.3 Mensuracao do Triacilglicerol

Foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico que utiliza quatro
enzimas, conforme o sistema comercial BIOTECNICA. As amostras foram
preparadas seguindo as instru¢fes do fabricante, e apés a leitura da absorbancia em

540nm, a concentracdo de TAG foi expressa em mg/dL.

4.4 PROLIFERACAO CELULAR EX VIVO

Uma vez isoladas as células do tumor de Walker-256, estas foram cultivadas
em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e
antibioticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L) contendo inicialmente 1 x
105 células por pogo, em placas de 96 pocos (volume 200 uL), a 37°C em atmosfera
de 95% ar/5% CO2. Concomitantemente ao plagueamento das células tumorais, foi
adicionado 20 pL de uma solucdo contendo (2-14C)-timidina (0,02 uCi/poco). As
células foram cultivadas por 48 horas. A timidina é analoga da base purica timina e
incorpora-se aos novos DNAs formados durante a proliferacdo. Apés este periodo, as
células foram coletadas automaticamente em coletor multiplo (Skatron Combi
Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n® 11731 (Skatron Combi — UK). Neste
processo ndo ha necessidade de processos extrativos preparatérios para obtengdo de
DNA celular. Os discos de papéis contendo a radioatividade incorporada no DNA
foram transferidos para tubos contendo 1 mL de liquido de cintilacdo e levados para

contagem da radioatividade em contador Beckman LS 6000.

4.5 PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidacdo lipidica foi mensurada pelo método descrito por JIANG;
WOOLLARD; WOLFF (1991). Este método quantifica a formagéo de hidroperoxido
por miligrama de proteina durante a peroxidacgéo lipidica. Baseia-se no principio de
que hidroperoxidos oxidam ferro a ion férrico e, por sua vez, este ion liga-se ao

corante xilenol laranja.
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Duzentos gramas de amostra de tumor de Walker 256 foram homogeneizados
em 1mL de metanol e centrifugados a 5.000g por 5 minutos a 4°C. Para cada amostra,
aliquotas de 90 pL do sobrenadante foram postas em 6 tubos de centrifuga (1,5 mL de
capacidade). Trés destes tubos foram adicionados 10 pL de solu¢do metandlica de
TPP (trifenilfosfina) a 10 mM, para haver a reducéo seletiva de hidroperoxidos. As
amostras contidas nos trés tubos restantes receberam apenas 10 puL de metanol. Todos
os tubos foram agitados e entdo incubados em temperatura ambiente por 30 minutos.
Terminada esta incubacdo, adicionou-se a cada tubo 900 puL do reagente FOX2
(xilenol laranja a 100 uM, hidroxitolueno butilado a 400 mM, &cido sulfarico a 25
mM e sulfato ferroso de amoénia em metanol 90%). Ap0s agitacdo, 0 meio reacional
foi incubado em temperatura ambiente por mais 30 minutos. A leitura foi realizada
em espectrofotdometro na absorbancia de 560 nm. Para a determinacdo da
concentracdo de hidroperdxidos nas amostras, subtraiu-se o valor da absorbancia das
amostras tratadas com TPP do valor da absorbancia das amostras sem TPP. O valor
obtido foi, entdo, interpolado na curva padrdo de peroxido de hidrogénio, a qual foi
obtida com solucbes padrdo de peroxido de hidrogénio, de diferentes concentracdes
(100.0, 50.0, 25.0, 12.5, 6.2, 3.1 e 1.6 uM) submetidas aos mesmos procedimentos
descritos acima para a dosagem de hidroperéxidos (com exce¢do ao tratamento com
TPP). Dividiu-se o valor da concentracdo de hidroperoxidos (nmol/mL) pela
concentracdo de proteinas (mg/mL), obtendo-se assim o valor de hidroperdxidos por
quantidade de proteinas no sobrenadante do extrato (nmol de hidroperéxidos/mg de

proteinas).

4.5.1 Determinacdo da Quantificacdo Proteica para Peroxidacéo Lipidica

Amostras de 200 mg de tumor foram homogeinizadas em metanol na
proporcdo de 1:5 com auxilio de homogeinizador de tecidos, centrifugadas por 5

minutos a 5.000g e o sobrenadante coletado para quantificacdo protéica.

A quantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976), que
utiliza o corante Coomassie Blue G 250 que se liga a proteina resultando em

coloracdo azul, calculada com base em curva padrdo de proteina conhecida. Foram
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plaqueados 250 pL de solucdo de Bradford e 10 uL de cada um dos padrdes ou das
amostras (4 réplicas) em placas de 96 pocgos, sendo a leitura realizada no
espectrofotdmetro (TECAN® infinite M 200) a 595 nm.

4.6 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL
SULFATO DE SODIO — (SDS-PAGE)

O método "SDS-PAGE" descrito por Laemmli em 1960 foi desenvolvido para
que esta migracdo dependa, principalmente, do tamanho da proteina. O SDS (dodecil
sulfato de sodio) é um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a
regides hidrofdébicas das proteinas. O complexo formado SDS-proteina distribui carga
negativa semelhante entre todas as proteinas, que migrardo para o pélo positivo do
campo elétrico. Para isso é utilizado um gel de poliacrilamida de 4%, permitindo que
todas as proteinas migrem com a mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando
ao gel de separacdo, as proteinas comeg¢am a migrar de acordo com seus tamanhos. A
concentragdo de poliacrilamida do gel de separacdo deste estudo foi de 12%,
adequado para separar a proteina Bcl-2 (26kDa). A polimerizacdo desta mistura
iniciou-se pela adicdo de persulfato de amonio (APS 10%) e TEMED. Posteriormente
o gel foi submetido a uma voltagem constante de 200 V por aproximadamente 50
minutos utilizando o aparato de eletroforese (BIO-RAD® Mini PROTEAN). Esta
separacdo € importante para posterior identificagdo das proteinas de interesse por
“Western Blotting”.

4.6.1 WESTERN BLOTTING

O método de "Western blotting”, descrito por TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON (1979) baseia-se na identificacdo de proteinas especificas pelo uso de
anticorpos mono ou policlonais. Apds a separacdo das proteinas em SDS-PAGE, as
proteinas foram eletrotransferidas (BIORAD® Semi-dry transfer cell) para uma
membrana de nitrocelulose (BIO-RAD® TRANSBLOT) durante aproximadamente 1
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hora sob uma voltagem constante de 25 V (5,5mA/cm2), contendo tampédo de
Transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM Tris, 39 mM glicina, 10% SDS e
20% metanol) previamente resfriado a 40 C. A membrana foi bloqueada por 1 hora a
temperatura ambiente com tampao de bloqueio TBST (NaCl 4M, TrisHCI 1M, 0,05%
Tween 20) contendo 5% de leite desnatado em po (Molico-Nestlé) para evitar que
anticorpos se liguem, inespecificamente, em regides da membrana em que ndo ha
proteinas. Posteriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo primario (Santa
Cruz® Biotechnology), diluidos na proporcéo de 1:800 para Bcl-2, o qual se ligara a
proteina que esta sendo analisada em tampéo de blogueio 3% a 4°C por 14 horas sob
agitacdo. As membranas, apos lavagens com TBST, foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado diluido na proporcéao de 1:4000 em tampéo de blogqueio 3% por
2 horas a temperatura ambiente. O uso de um conjugado; anticorpo secundario
especifico para o anticorpo priméario ligado a uma enzima HRP (horseradish
peroxidase) (Pierce®) foi realizado a fim de visualizar a interacdo antigeno-anticorpo.
Pela adicédo de substrato quimioluminescente (West Pico Sigma®) (0,1mL/cm2) pode-
se observar em filme Kodak® para radiografia, o sinal correspondente a proteina em
questdo. A densidade das bandas foi avaliada por densitometria (software Image J®),

em relacdo a densidade da banda de um controle interno (actina).

4.6.2 Determinacdo da Quantificacédo Proteica para Western Blotting

Amostras de 100mg do tecido tumoral foram fragmentadas mecanicamente
com o0 auxilio de um homogeneizador (BOSCH® GGS27 25000 rpm/min) em tampao
de lise (Tris base 100mM, EDTA 10mM, SDS 1%, Fluoreto de Sédio 100mM,
Pirofosfato de Sédio 10mM, Ortovanadato de Sédio 10mM) na propor¢do de 1:7,
centrifugados durante 5 minutos a 17949 g (Eppendorf centrifugue® 5810 R) e o
sobrenadante coletado para a quantificacdo protéica utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A técnica baseia-se na ligacdo do corante Coomassie Blue G-
250 a proteina resultando em coloracdo azul, a qual pode ser detectada em
comprimento de onda de 595 nm. A concentracdo de proteinas das amostras foi
calculada com base em curva padrdo de proteina conhecida (Albumina Sérica

Bovina). As amostras foram diluidas 10 vezes para ndo extrapolar a curva padrao e
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plaqueadas com solucéo de Bradford em quadriplicata em placas de 96 pocos, sendo a
leitura realizada em espectrofotémetro (TECAN® infinite M 200).

O célculo da concentracdo protéica de cada amostra foi feito a partir da
equacdo da reta (y=ax+b), sendo que y= absorbancia e x= concentracdo de proteina. O
valor de x encontrado foi multiplicado pela diluicdo da amostra para se obter a
concentracdo de proteina da amostra em pg/mL. Apos quantificacdo protéica das
amostras, foi realizada diluicdo das mesmas utilizando tampéo de Laemmli 5X (Tris
HCI 0,5M, SDS 10%, bromofenol blue 0,5%, glicerol, B-mercaptoetanol 5%) de
forma a deixar todas as amostras com a mesma concentracdo protéica de 3 pg/uL. O
tampdo Laemmli contém SDS (dodecil sulfato de sédio) para desnaturar a proteina e
prover carga negativa constante de forma que todas fiqguem com a mesma carga na
amostra; glicerol para dar a amostra densidade maior do que o tampao de corrida e -
mercaptoetanol (agente redutor) para desfazer pontes dissulfeto da estrutura protéica,

possibilitando a separacdo da amostra em subunidades.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) dos
grupos. A andlise estatistica utilizada foi a analise de variancia de duas vias (ANOVA
two-way). Para testar as diferencas entre os grupos, foi aplicado o pos teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o programa
GraphPad Prism®.
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS DA CAQUEXIA

5.1.1 Glicemia

Nos grupos portadores de tumor (SW, SWO, EXW, EXWO) o crescimento
tumoral induziu a hipoglicemia (mg/dL). A glicemia dos grupos SW, SWO e EXW
foram significativamente menores (p<0,05) que 0 seus respectivos grupos controles
(S, SO e EX). O grupos EXW e EXWO apresentaram glicemia significativamente
maiores (p<0,05) que os grupos SW e SWO, respectivamente. A Tabela 2 no Anexo

02, resume os dados da glicemia de todos 0s grupos.
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FIGURA 09. Glicemia (mg/dL) dos grupos Sedentario (S), Sedentario suplementado
com 0leo de peixe (SO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com o6leo de
peixe (EXO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentério portador de tumor
suplementado com 6leo de peixe (SWO), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (EXWO). Os dados
estdo apresentados como média £ EPM de 10 animais/grupo.

#p < 0,05 quando comparado ao grupo S;

®p < 0,05 quando comparado ao grupo SO;

¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo EX;

9p < 0,05 quando comparado ao grupo SW.

¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo SWO.
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5.1.2 Lactatemia

Todos os animais controle (S, SO, EX, EXQO) mantiveram concentracdo de
lactato semelhantes ndo sendo encontrada diferenca significativa (p<0,05) entre estes.
Portanto, observa-se que, a presenca do tumor elevou significativamente a lactatemia
(mmol/L) no grupo SW quando comparado ao seu grupo controle (S). A
suplementacdo com oOleo de peixe (SWO), o exercicio (EXW) e a associacdo de
ambos (EXWO) apresentaram concentracdes menores em relacdo ao grupo SW. A

Tabela 2 no Anexo 02, resume os dados da lactatemia de todos os grupos.
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FIGURA 10. Lactato plasmatico (mmol/L) dos grupos Sedentario (S), Sedentario
suplementado com o6leo de peixe (SO), Exercitado (EX), Exercitado suplementado
com Oleo de peixe (EXO), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de
tumor suplementado com oOleo de peixe (SWO), Exercitado portador de tumor
(EXW), Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (EXWO). Os
dados estéo apresentados como média + EPM de 10 animais/grupo.

#p < 0,05 quando comparado ao grupo S;

5.1.3 Triacilglicerolemia

A concentracgéo de triacilglicerol (TAG) dos animais do grupo S foi de 42,73 +
7,21 mg/dL. A suplementacdo com Oleo de peixe (SO) ndo modificou a TAG (p <

0,05). O mesmo foi observado quando do exercicio (EX) e na condigdo com 0leo de
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peixe (EXO) (p < 0,05). A presenca do tumor elevou a TAG para 183 £ 21,19 mg/dL
(SW), a qual foi significativamente maior quando comparada ao grupo sedentario sem
tumor (p < 0,05 vs. S). Nos animais com tumor suplementados com 0leo de peixe
(SWO) a TAG foi de 52,31 + 5,86 mg/dL nédo sendo diferente do seu par sem tumor
(p < 0,05 vs. SO), mas foi diferente quando comparada a do grupo SW (p < 0,05). O
exercicio fisico nos animais com tumor (EXW) também reduziu a TAG (p < 0,05 vs.
SW), contudo ainda foi maior que a do seu par sem tumor (p < 0,05 vs. EX). O mesmo
foi observado quando da associacao do exercicio e 6leo de peixe (EXWO) ao seu par
(p < 0,05 vs. EXO), mas EXW e EXWO foram significativamente menores quando
comparados a TAG do grupo SW (p < 0,05). A Tabela 2 no Anexo 02, resume 0s

dados da triacilglicerolemia de todos 0s grupos.
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FIGURA 11. Triacilglicerol plasmatico (mg/dL) dos grupos Sedentario (S),
Sedentario suplementado com 6leo de peixe (SO), Exercitado (EX), Exercitado
suplementado com 6leo de peixe (EXO), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario portador de tumor suplementado com 06leo de peixe (SWO), Exercitado
portador de tumor (EXW), Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de
peixe (EXWO). Os dados estdo apresentados como média =+ EPM de 10
animais/grupo.

8p < 0,05 vs. todos 0s grupos.

P < 0,05 quando comparado ao grupo EX.

¢ p < 0,05 quando comparado ao grupo EXO;
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5.2 PARAMETROS RELATIVOS AO TUMOR DE WALKER 256

5.2.1 Peso dos tumores

O peso do tumor (Figura 12) no grupo sedentério portador de tumor (SW) foi
de 25,329 + 4,37. A suplementacdo com 6leo de peixe (SWO) reduziu a massa
tumoral para 13,65 * 2,92 (p<0,05 vs. SW). O exercicio de salto (EXW) também teve
efeito redutor da massa tumoral para 12,78 + 2,25 (p<0,05 vs. SW). A associacdo do
exercicio de salto e suplementacdo com Oleo de peixe (EXWO) reduziu a massa
tumoral para 9,69 + 1,59 (p<0,05 vs. SW), a qual ndo foi diferente quando comparada
a dos grupos SWO, EXW e EXWO (p>0,05).

40+
5
‘: 304 ——
(@]
£
+~ 201
o a a a
o
?
@ 104
o

NI\

SwW SWO EXW EXWO

FIGURA 12. Peso dos tumores apds 15 dias de inoculagdo nos grupos Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de
peixe (SWO), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor
suplementado com éleo de peixe (EXWO). Os dados representam a média £ EPM de
10 animais/grupo.

% p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.2.2 Peso corporal antes e apds implantacéo do tumor

Na tabela 03 estdo os dados referentes ao peso corporal dos animais antes e
apos implantacdo do tumor. Nos animais sem tumor, o grupo sedentario (S) apos duas
semanas ganhou em média 5 gramas. A suplementacdo com Oleo peixe (SO)
promoveu ganho médio de 13 g (p<0,05 vs. S). O exercicio (EX) causou ganho de
11g (p<0,05 vs. S) e a associacdo de ambas as terapias (EXO), ganho de 13 g (p<0,05
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vs. S). A presenca do tumor levou a reducdo média de 7,5 g do peso corporeo (p <
0,05 vs. S). A suplementacdo com 6leo de peixe (SWO) impediu a perda de peso
(variacdo positiva de 8,0 g, p<0,05 vs SO), sendo superior a do grupo SW (p<0,05). O
exercicio de salto (EXW) impediu a perda de peso (variagdo positiva de 3 g, p<0,05
vs. SW), contudo o ganho de peso foi inferior quando comparado ao seu controle sem
tumor (p<0,05 vs. EX). A associacdo de ambas as terapias (EXWO) néo causou efeito
adicional prevalecendo o efeito do exercicio e ndo o da suplementacdo (variacdo

positiva de 3 g, p<0,05 vs. EXO).

TABELA 3. Peso corporeo antes e apds implantacdo do tumor.

PESO (g) NO PESO (g) 15 GANHO DE PESO (g) GANHO DE
DIA DA DIAS APOS PESO (g) DO PESO (g)
INOCULACAO INOCULACAO BRUTO 15 TUMOR REAL 15 DIAS
DO TUMOR DO TUMOR DIAS APOS APOS
INOCULACAO INOCULACAO
S 396,3+ 10,10 401,4 +9,50 5.1+5,67 - 5,1 +5,67
SO 395,5+9,52 408,5 + 11,90 13,0 £ 6,95 - 13,0 + 6,952
EX 369,0 + 8,93 380,3+ 11,90 11,3 +6,67 - 11,3 +6,67%
EXO 389,7 + 8,80 404,9 +7,91 13,7 +5,67 - 13,7 5,672
sw 383,2+17,11 400,7 +19,83 17,8 +7,92 2532+4,37 -752+217°
SWO 375,2 + 13,67 396,3 + 14,06 21,7 £7,49 13,65+292 8,05+3,19
EXW 366,8 + 9,66 385,0 + 11,75 16,4 + 6,83 12,78 +2,25 3,62 +1,43°
EXWO 368,2+9,36 381,2+11,44 13,0 + 6,89 969159  331+1,27°
%0<0,05vs. S;

Pp < 0,05 vs. EX;
0 < 0,05 vs. EXO;

5.2.3 Proliferacio de células tumorais “ex vivo”

Na Figura 13 estdo apresentados os dados de proliferagdo de células tumorais
cultivadas “ex vivo” durante 24 horas em contagem por minuto (cpm). A
suplementacdo com dleo de peixe (SWO) causou reducdo significativa (p<0,05 vs.

SW) da proliferacdo de celulas tumorais. O exercicio fisico (EXW) reduziu ainda
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mais significativamente a proliferacdo de células tumorais quando comparada a dos
grupos SW (p<0,001) e SWO (p<0,05). Ao associarmos Oleo de peixe e exercicio
(EXWO) néo observamos efeito aditivo sendo o resultado similar ao do provocado
pelo exercicio isoladamente (p<0,001 vs. SW e p<0,05 vs. EXW).
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FIGURA 13: Proliferacdo de célula tumoral “ex vivo” em contagem por minuto
(cpm) das células do tumor de Walker 256, ap6s 24 horas de cultivo na presenca de
[(2-14C)-14C] - timidina em DNA, obtidas dos animais dos grupos Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentério portador de tumor suplementado com 6leo de
peixe (SWO), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado portador de tumor
suplementado com 6leo de peixe (EXWO) (n=10 animais/grupo).

% p < 0,05 quando comparado ao grupo SW.

® b < 0,05 quando comparado ao grupo SWO.

5.2.4 Peroxidacdo Lipidica

A suplementacdo com Oleo de peixe (SWO) foi capaz de duplicar a
lipoperoxidacdo da massa tumoral (70,96 nmol/mg proteina) quando comparada ao
grupo sedentario portador de tumor que ndo foi suplementado (SW) (p<0,05). O
exercicio fisico (EXW) também provocou este mesmo efeito na massa tumoral (82,40
nmol/mg proteina) quando comparada ao grupo SW (p<0,05). Quando associado o
exercicio fisico e a suplementacdo com o0leo de peixe (EXWO) ndo foi observado
efeito adicional na producdo de lipoperdxidos (85,63 nmol/mg proteina) quando
comparado ao grupo sedentario portador de tumor (SW) (p<0,05).
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FIGURA 14. Lipoperoxidacdo (nmol/mgproteina no tumor) obtida dos animais dos
grupos Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor
suplementado com o6leo de peixe (SWO), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (EXWO). Os dados
estdo apresentados como média + EPM (n=10 animais/grupo).

% p < 0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.2.5 “Western Blotting” de proteinas do tumor de Walker 256
5.2.5.1 Expresséo de Bcl-2

Na figura 15 estdo os dados referentes a expressao de Bcl-2. A suplementacédo
com 6leo de peixe (SWO) reduziu significativamente a expressao de Bcl-2 em 13%
quando comparada a do grupo SW (p<0,05). O exercicio (EXW) induziu ainda mais
esta diminuicdo em 16% quando comparada ao grupo SW (p<0,05). A suplementacao
associada ao exercicio fisico (EXWO) ndo teve efeito adicional em relagdo a
diminuicdo da expressdo da Bcl-2 quando comparada aos grupos SWO e EXW, mas

diminui significativamente em 15% quando comparada ao grupo SW (p<0,05).
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FIGURA 15. Expresséao de Bcl-2 no tecido tumoral (unidades arbitrarias) dos animais
dos grupos Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor
suplementado com 6leo de peixe (SWO), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (EXWO). Os dados
estdo apresentados como média + EPM (n=10 animais/grupo).

% p < 0,05 quando comparado ao grupo SW.
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6 DISCUSSAO

O céancer tem se consolidado como problema de saude publica em todo o
mundo. Segundo a ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS), o cancer
atinge pelo menos nove milhGes de pessoas e mata cerca de cinco milhdes a cada ano,
sendo hoje a segunda causa de morte por doencas nos paises desenvolvidos (SILVA,
2006). Dentre os diferentes casos de cancer, 30% estdo ligados ao consumo excessivo
de AGPI n-6 e a baixa ingestdo de AGPI n-3 (McCENTEE; WHELAN, 2002).

A dieta com AGPI n-3 na forma de 6leo de peixe vem sendo demonstrada ser
capaz de reduzir o crescimento tumoral em modelos animais (SCHIESSEL, 2011;
MINUZZI, 2006; TAPIERO et al., 2002; BOUDREAU et al., 2001; ROBINSON et
al.,, 2001; PETRIK et al., 2000). Estudos em humanos e em animais tem demonstrado,
desde 1980, que o exercicio também tem alguns efeitos protetores contra
malignidades (ZIELINSKI et al., 2004; LEUNG et al., 2004; WESTERLIND, 2003;
HOFFMANGOETZ; HUSTED, 1995) e efeitos benéficos quando praticados por
individuos com cancer (NUNES et al, 2007). Dentre estes estudos, destacam-se
aqueles que identificaram inibicdo da tumorigénese (BARACQOS, 1989), resisténcia a
implantacdo do tumor, diminuicdo da taxa de crescimento tumoral, reducdo de
metéastases (LEE, 1995) e aumento da sintese protéica muscular (AL-MAIJID;
McCARTHY, 2001b). Sessdo de treinamento de forca desencadea perturbacao
fisiolégica que eleva as taxas de sintese protéica no tecido muscular esquelético e
pode induzir a ganhos significativos de forca e massa magra nos individuos que o
praticam (KADI, 2000; BARACOS, 2001). Esta observacdo levou alguns
pesquisadores a utilizar protocolos envolvendo este tipo de exercicio fisico em
individuos que apresentam alto indice de perda de tecido muscular.

Nesta abordagem experimental, ratos adultos foram suplementados com 1 g/kg
de peso corporal/dia de 6leo de peixe e submetidos a protocolo de treinamento de
saltos durante 8 semanas. Apds a implantacdo do tumor de Walker 256, verificou-se
que a suplementacdo com 6leo de peixe rico em AGPI n-3 e o treinamento de saltos
promoveram menor crescimento, significativo, do tumor quando comparado ao grupo
sedentério (SW) (FIGURA 12). A suplementacdo associada ao treinamento de saltos

nédo apresentou efeito aditivo quanto a este parametro.
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Em estudos de FOLADOR et al. (2006), MUND et al. (2007), AIKAWA et
al., (2008) e BELO et al., (2010) foram demonstrados que a suplementacdo com o
Oleo de peixe levou a menor massa tumoral em aproximadamente 50% dos ratos com
tumor de Walker 256. LEUNG et al. (2004), demonstraram resultados similares
quando utilizaram exercicio fisico, encontrando diminuicdo de 27% do crescimento
do tumor em pacientes com cancer de prostata. O exercicio fisico pode influenciar o
crescimento tumoral, resultando em regressdo e atraso no Seu crescimento
(ZIELINSK et al., 2004, NUNES, 2005). LIMA (2007) relata em outro estudo com
ratos portadores de tumor que, apds treinamento de dez séries de saltos 0s animais
apresentaram cerca de 34% de reducdo do crescimento tumoral e atenuacdo de alguns
sintomas da caquexia. Em investigagdo de MINUZZI (2006), também foi constatado
o efeito do treinamento de saltos (8 semanas) sobre a menor taxa de crescimento
tumoral em ratos portadores do tumor de Walker 256. Neste mesmo modelo
experimental animal, utilizando exercicios de natacdo e de saltos, 0s ratos
apresentaram reducdo em 25% do crescimento tumoral, quando comparado aos ratos
sedentarios e sem suplementacdo (KRYCZYK, 2008).

Além da diminuicdo do crescimento tumoral observado neste presente estudo,
0 exercicio fisico e a suplementacdo com 6leo de peixe também foram capazes de
atenuar algumas mudancas metabdlicas decorrentes da instalacdo da sindrome da
caquexia.

A caquexia, considerada uma das manifestacbes mais comuns em doencas
malignas avancgadas, ocorre na maioria dos pacientes com cancer sendo responsavel
por 22% das mortes (ARGILES; BUSQUETS; LOPES-SORIANO, 2005). O
estabelecimento desta é detectado pela presenca de hipoglicemia, hiperlactatemia,
hipertriacilglicerolemia, além de reducdo do contetdo de glicogénio e perda de peso
(PINTO et al., 2004). Esta mudanca no perfil plasmatico de carboidratos, lipideos e
metabolitos, esta presente em portadores de tumor (TISDALE, 2009). Sintomas como
hipoglicemia, hiperlactatemia, hipertriacilglicerolemia e perda de peso foram
encontrados neste estudo nos ratos com tumor que ndo foram submetidos a
treinamento e/ou suplementacdo (FIGURAS 9, 10 e 11), enquanto que os ratos que
realizaram o protocolo de treinamento ou que foram submetidos a suplementagéo com
6leo de peixe ndo tiveram estes parametros presentes, significando impedimento de

instalacdo do quadro de caquexia.
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Estes resultados corroboram com outros estudos nos quais animais portadores
de tumor suplementados com O&leo de peixe apresentaram efetiva reducdo de
parametros da caquexia como menor peso do tumor, menor deplecdo da massa
corpérea, maior glicemia, menor lactatemia, menor triacilglicerolemia, maior
producdo e menor resisténcia a insulina, e maior reserva de glicogénio hepatico e
muscular (PINTO et al., 2004; PIZATO et al., 2005; FOLADOR et al., 2006;
IAGHER, 2008; BORGHETTI, 2010).

A manutencéo da glicemia nos grupos EXW e EXWO pode ser explicada pelo
fato do exercicio de forca, especificamente, ter a propriedade de aumentar a captacao
e o0 transporte de glicose na musculatura esquelética (YASPELKIS et al, 2002).
Como observado na FIGURA 9, estes respectivos grupos apresentaram glicemia
compardvel a dos animais do grupo controle, dados que corroboram com as
afirmacdes de YASPELKIS et al,. (2002) sobre a influéncia do treinamento sobre o
metabolismo de carboidratos.

A menor concentracdo glicémica observada no grupo SW em relacdo a dos
demais grupos, € explicada pelo fato do tumor de Walker 256 ser o maior consumidor
de glicose e produtor de lactato (hiperlaticidemia). O lactato é convertido em glicose
no figado do hospedeiro na tentativa de manutencdo da concentracdo sérica deste
substrato. Este mecanismo conhecido como Ciclo de Cori (FIGURA 3), encontra-se
aumentado e pode representar consideravel prejuizo energético para o portador de
tumor, pois a gliconeogénese é um processo metabolico muito ineficiente (gasto de 06
moléculas de ATP para cada ciclo), porém este processo é essencial para compensar a
acidose tumoral (ARGILES; BUSQUETS; LOPES-SORIANO, 2005). Este consumo
alto de glicose via anaerdbia é observado na maioria dos tumores de crescimento
rapido (ARGILES; ALVAREZ; LOPES-SORIANO, 1997). Este mecanismo
compensatdrio (gliconeogénese) é necessario para manutencdo plasmética dos
substratos do hospedeiro que séo parcialmente captados pelo tecido tumoral (PINTO
et al., 2004; ARGILES; ALVAREZ; LOPES-SORIANO, 1997). Estas alteraces
tornam-se mais pronunciadas com a progressao da doenca (Shaw e Wolfe, 1997) e
contribuem para a deplecdo nutricional do paciente, uma vez que S0 processos de
alto gasto energético. O custo energético do “turnover” aumentado da glicose nos
pacientes com cancer ultrapassa 260 kcal/dia (EDEN; EDSTROM; BENNEGARD,
1984).
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Outra alteracdo metabdlica decorrente do intenso quadro catabolico e aumento
da demanda energética que se instala no individuo portador de tumor é 0 aumento da
quebra de gordura que resulta em liberagdo de glicerol e acidos graxos. Mudancgas que
atividade da lipase hormonio sensivel (HSL). Ainda verifica-se inibicdo do transporte
de glicose para os tecidos e da capacidade de sintese “de novo” de acido graxo,
devido a menor atividade de enzimas chave do processo (acetil-Coa carboxilase e AG
sintase) (ARGILES; BUSQUETS; LOPES-SORIANO, 2005). A diminuicio da
atividade da LPL acarreta em hipertriacilglicerolemia e compromete a absorcdo de
lipideos pelo tecido adiposo e muscular (NOGUCHI et al., 1996). De fato, neste
estudo os ratos do grupo SW que ndo tiveram nenhum tipo de intervencao
(suplementacdo ou exercicio fisico) apresentaram concentracdo de triacilglicerol
significativamente maior que os demais grupos (SWO, EXW, EXWO) e também
apresentaram maior crescimento tumoral.

Outro componente importante relacionado a instalacdo da caquexia é a
progressiva perda de peso. A maior perda de peso observada, neste estudo, foi no
grupo sedentario portador de tumor (SW) quando comparada aos demais grupos (S,
SO, EX, EXO, SWO, EXW e EXWO) (TABELA 3). A perda de peso involuntaria é
geralmente um dos sinais mais precoces de pacientes com cancer. Assim sendo, 0s
aspectos nutricionais desses pacientes devem ser sempre avaliados a luz de qualquer
possibilidade terapéutica, ainda que essa seja paliativa. Estes pacientes costumam
apresentar em geral, anorexia, vomitos e algum grau de obstrucdo do trato digestivo,
principalmente em tumores localizados nas vias digestivas altas. Como consequéncia,
ocorre emagrecimento involuntario, o que em fase avancada caracteriza-se como
estado de caquexia (STRASSER; BRUERA, 2002).

Suplementos nutricionais que contém AGPI n-3 sdo benéficos para reduzir a
perda de peso associada a caquexia/cancer para pacientes com neoplasias em estado
avancado. Ensaios clinicos sugerem que AGPIs n-3 podem estabilizar a perda de peso
ou levar ao ganho de peso em pacientes com cancer avancado com caquexia
(MANTOVANI et al., 2006; WIGMORE et al., 2000; BURNS et al., 1999). Esta
perda de peso corporal em individuos caquéticos estd associada a presenca de fator
indutor de proteolise (PIF) secretado pelo tumor (TISDALE, 2000). Estudo de
suplementacdo com EPA, verificou uma atenuacdo da degradacdo protéica e da

inducdo do sistema proteolitico ubiquitina-proteosoma pelo PIF, pela interferéncia
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com eventos de sinalizacdo intracelular, prevenindo o acumulo nuclear do NF-xB
(WHITEHOUSE; TISDALE, 2003), que quando ativado, bloqueia a morte celular
programada (apoptose) (SCHWARTZ; HERNANDEZ; EVERS, 1999). Desta forma,
menor ativacdo do NF-kB modulado por AGPIs n-3 contribui para a restauracdo da
apoptose (MUND et al., 2007).

MINUZZI (2006) relata em seu estudo que a manutencdo do peso corporal
encontrado tanto nos animais suplementados como nos animais exercitados corrobora
um crescente corpo de evidéncias indicando os beneficios potenciais do exercicio
fisico para melhoria da qualidade de vida de pacientes com cancer (SMITH et al.,
1996; COURNEYA; FRIEDENREICH, 1999; PINTO; MARUYAMA 1999;
COURNEYA,; KEATS; TURNER, 2000; COURNEYA; BLANCHARD; LAING,
2001; COURNEYA et al., 2004). O potencial da aplicacdo do exercicio em varias
condicdes parece estar correlacionado com o fato da promocdo de adaptacbes em
todos os sistemas do organismo (COSTA ROSA, 2004), e para certos tipos de cancer
o efeito profilatico do exercicio ja estd bem estabelecido (ZIELINSKI et al., 2004).

Varios mecanismos tem sido propostos para explicar as a¢cdes dos AGPIs n-3
na carcinogénese. Dentre estes, esta a habilidade de AGPIs n-3 em induzir apoptose
nas células tumorais, a qual tem sido atribuida a suscetibilidade aumentada destas
células a peroxidacdo lipidica (SPITELLER, 2003; STOLL, 2002). A suplementacdo
com 6leo de peixe (SWO) neste presente estudo, foi capaz de induzir a producéo de
maiores quantidades de hidroperéxidos quando comparada a do grupo sedentario
portador de tumor (SW). Este resultado corrobora com o estudo de MUND et al.
(2007) no qual tumores obtidos de ratos portadores do tumor de Walker-256
suplementados com Oleo de peixe, rico em AGPIs n-3, apresentaram maior
peroxidacao lipidica do que ratos ndo suplementados. A relacdo do cancer com a taxa
de peroxidagdo lipidica é explicada pelo fato de que as membranas das células e
organelas contém grandes quantidades de &cidos graxos poliinsaturados e a fluidez da
membrana relaciona-se a presenca destas cadeias insaturadas de fosfolipidios e do
colesterol. Desta forma, danos desta camada lipidica tendem a diminuir a fluidez da
membrana. Embora todos os componentes celulares s&o suscetiveis a acdo de espécies
reativas de oxigénio, a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da
peroxidacdo lipidica, a qual acarreta alteracGes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e

liberacdo do conteudo de organelas, e formacdo de produtos citotoxicos (como o
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malonaldeido), culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
A peroxidacao lipidica pode ser definida como uma cascata de eventos bioguimicos
(FIGURA 16) resultante da acao dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares (CURI et al., 2002), levando & destruicdo de sua estrutura,
faléncia dos mecanismos de troca de metabolitos e, numa condicdo extrema, a& morte
celular (BENZIE, 1996). Na maioria das vezes esta relacdo se da pela propriedade que
os radicais livres ttm de reagir com os AGPI, servindo como iniciadores do processo
de peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO). Uma vez que o AGPI n-3 do 6leo
de peixe incorpora-se na membrana das células tumorais e € oxidado, aumenta a
peroxidacdo, sendo reconhecido que os perdxidos lipidicos inibem o crescimento de

células tumorais.
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FIGURA 16. Peroxidacao lipidica: uma reacdo em cadeia. Adaptada de
HALLIWELL; GUTTERIDGE (1991).
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Estresse oxidativo ocorre, devido a deficiéncia no sistema antioxidante, frente
a maior producdo de Espécies Reativas do Oxigénio (EROS) e Espécie Reativa do
Nitrogénio (ERN) pelas células tumorais. Os radicais livres gerados danificam
diretamente as moléculas de DNA e os lipidios de membrana, induzindo a geracdo de
novos radicais criando outras espécies quimicamente bastante reativas, como 0
peréxido de hidrogénio, anion superoxido, aldeidos, etc. Essa oxidacdo de
biomoléculas € um dos fatores determinantes das consequéncias do estresse oxidativo.
Dentre as espécies reativas capazes de promover este tipo de reacdo, o radical hidroxil
(OHe) esta entre as que possuem maior capacidade oxidante. Este radical é capaz de
abstrair praticamente qualquer hidrogénio ligado a carbono, reagindo com vérias
moléculas bioldgicas. A formacdo de um radical lipidico é o fator chave para o inicio
da peroxidacdo lipidica, assim o radical lipidico pode ser formado a partir do perdxido
de hidrogénio, do anion superdoxido (MUEHLMANN, 2008). Esta relacdo entre a
peroxidacao lipidica e os AGPI esta na inducdo da citotoxidade, induzindo a apoptose
das células. Isto pode ocorrer porque sabe-se que os produtos de peroxidacdo podem
alterar a estrutura da membrana celular levando a morte celular (PIZATO et al.,
2005).

O exercicio fisico (EXW) associado a suplementacdo de 6leo de peixe
(EXWO) levaram a producdo de maiores quantidades de hidroperoxidos quando
comparada a do grupo sedentario portador de tumor (SW). Estudos tem mostrado que
0 exercicio fisico € capaz de induzir a peroxidacdo lipidica (GAGO-DOMINGUEZ et
al., 2005), aumentar a peroxidacdo lipidica e a producdo de radicais livres apos a
atividade fisica, em modelos animais e humanos (CLARKSON; THOMPSON, 2000;
JILL, 1996). Em estudo de KRYCZYK (2008), o exercicio fisico (EXW) foi capaz de
induzir a producdo de mais hidroperéxidos quando comparada a do grupo sedentario
portador de tumor.

No metabolismo oxidativo, grande parte do oxigénio consumido € ligado ao
hidrogénio durante o processo de fosforilagdo oxidativa, gerando 4gua. No entanto,
aproximadamente 4-5% do oxigénio, consumido durante a respiracdo nao €
completamente reduzido a agua, formando radicais livres. Durante o exercicio fisico o
consumo de oxigénio aumenta e em paralelo aumenta também a producéo de radicais
livres e a peroxidacéo lipidica (CLARKSON; THOMPSON, 2000). A producéo de
radicais livres e peroxidacdo lipidica causada pelo exercicio fisico pode ser
importante mecanismo contra o cancer (GAGO-DOMINGUEZ et al., 2005).
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Outro resultado importante nesta investigagéo refere-se a reducao significativa
da proliferacdo de células tumorais no grupo exercitado (EXW) e exercitado
suplementado com Oleo de peixe (EXWO). Estudos tem mostrado a capacidade do
exercicio fisico em reduzir a proliferacdo celular juntamente com inducéo da apoptose
em ceélulas neoplasicas (LEUNG et al., 2004; JIANG; WANG, 2000; KRYCZYK,
2008). Isto talvez possa ser explicado pelo fato de o exercicio fisico contribuir para
diminuigdo das concentragdes séricas de IGF-1 (fator de crescimento parecido com a
insulina) e aumentar os da proteina ligadora de IGF-1 (IGFBP-1) (TYMCHUK et al.,
1998) diminuindo ainda mais a concentracdo de IGF-1 livre e, portanto, reduzindo o
estimulo de crescimento na célula tumoral. Esta mudanca nas concentracdes séricas
desta proteina pode aumentar o contetdo da proteina p53 no tumor que tem fungéo de
proteger o genoma de mutacdes e alteracfes genéticas. Quando ocorrem erros no
DNA a p53 tem funcdo de ativar genes ou fatores que causam a parada do ciclo
celular ou que facam a célula entrar em apoptose a partir da transcricdo de genes de
proteinas pro-apoptéticas. O aumento na concentracdo de p53 no tecido tumoral leva
a aumento na relacdo Bax/Bcl-2 (JIANG; WANG, 2000) o que propicia a entrada da
célula no processo de morte programada culminando com a ativacdo da cascata de
caspases. Este poderia ser um possivel mecanismo pelo qual 0s grupos exercitados
mostraram menor capacidade proliferativa de células tumorais.

Outro possivel mecanismo para explicar a menor proliferacdo celular nos
grupos suplementados com 6leo de peixe pode ser o aumento da apoptose em células
tumorais decorrente da maior producdo de lipoperoxidacdo, onde a suplementacdo
com Oleo de peixe promoveu aumento da peroxidacao lipidica no tecido tumoral. Isto
pode explicar um dos efeitos dos &cidos graxos poliinsaturados (EPA e DHA) na
inibicdo do crescimento do tumor (MUND et al., 2007; IAGHER, 2008), uma vez que
estes &cidos graxos sdo mais suscetiveis a peroxidagdo lipidica, particularmente, por
possuirem duas ou mais insaturagoes.

Resisténcia a apoptose € uma das principais caracteristicas adquiridas pelas
células tumorais (PERKINS, 2004). Um dos fatores determinantes para a célula entrar
ou ndo neste processo de morte programada é a relagdo entre as concentragBes das
proteinas pré (Bax) e anti-apoptdticas (Bcl2). Sendo assim, células que tém
superexpressdo de Bcl-2 poderiam escapar da apoptose pelo fato de estarem inibindo a
ativacdo de proteinas pré-apoptéticas. A proteina Bcl-2 encontra-se ligada a membrana

mitocondrial externa pela por¢do C-terminal, evitando o aumento da permeabilidade
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da membrana mitocondrial. Ela o faz, provavelmente, por ligar-se e inibir outras
proteinas pro-apoptdticas também da familia Bcl-2, por exemplo, a Bax. O aumento
da permeabilidade das membranas mitocondriais pode ocasionar o efluxo de proteinas
mitocondriais e promover o inicio de cascata sinalizadora para a morte celular
programada (KROEMER et al., 2007). Tanto o ganho de funcdo de Bcl-2 como a
perda de funcdo de Bax estdo associados com o aumento da sobrevivéncia do cancer e
resisténcia a apoptose (SCHORR et al., 1999).

Bcl-2 estdo entre os primeiros genes identificados no envolvimento da
regulacdo da apoptose (COTTER, 2009), interagindo com uma variedade de fatores
pré-apoptoticos para regular a via intrinseca da apoptose. Bcl-2 funcionalmente age
como proto-oncogene promovendo a tumorigénese, impedindo a morte celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Neste estudo observou-se que tanto o exercicio fisico (EXW) bem como a
associacdo deste com a suplementacdo com o0leo de peixe (EXWO) foram capazes de
diminuir a expressdo de Bcl-2 quando comparada a do grupo SW (FIGURA 15),
favorecendo o balanco pro-apoptético no ambiente tumoral. Suplementagdo com 6leo
de peixe tem sido demonstrado em aumentar a apoptose em modelos animais com
carcinogénese coloretal (MANNA et al., 2008). A suplementacdo com 0leo de peixe
(SWO) também foi habil em diminuir Bcl-2, isto sugere que, a down-regulation de
Bcl-2 pode ser um dos mecanismos pelos quais 0 0leo de peixe pode sensibilizar a
apoptose em células cancerosas (MANNA et al., 2008). A expressdo aumentada de
Bcl-2 e de seus homdlogos anti-apoptdticos, ndo apenas promove protecdo contra
apoptose como também aumenta o tempo de vida da célula (KIM et al., 2006). A
manutencdo dos mecanismos anti-apoptdticos estdo relacionados com a sobrevivéncia
celular, sendo estes, indesejaveis na presenca de células que sofreram algum tipo de
mutacdo. A perda de mecanismos que controlam a via da apoptose predispde ao cancer
por duas razdes: primeiro, a mutacdo de genes regulatérios da apoptose permite que
células mutadas, as quais iriam normalmente ser eliminadas por apoptose, sobrevivam.
Segundo, as células que continuam se multiplicando apds terem adquirido resisténcia a
apoptose também resistem e sobrevivem (FOSTER, 2007).

Estes resultados corroboram com estudos anteriores de que o exercicio fisico e
a suplementacdo com o6leo de peixe possuem funcBes importantes no auxilio do

tratamento de pessoas com tumor.
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7 CONCLUSAO

O treinamento de forca e a suplementacdo com 6leo de peixe foram eficazes
em reduzir o peso tumoral, proliferacdo das células tumorais e expressdo de BCL-2,
além de atenuar a instalacdo da caquexia em ratos portadores de tumor de Walker
256.

O treinamento de forca e a suplementacdo com Oleo de peixe em ratos
portadores de tumor de Walker 256 aumentaram a peroxidacéo lipidica, podendo
favorecer balango pro-apoptotico.

A associacdo da suplementacdo de 6leo de peixe ao treinamento de forca ndo
causou efeito aditivo em relacdo ao ja promovido por ambos isoladamente, o que

pode indicar uma via comum de acéo.
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ANEXO 02

TABELA 2: Resumo dos dados: Glicemia, Lactato e TAGs.
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Glicemia Lactato TAGs

(mg/dL) (mmol/L) (mg/dL)
S 74,98 £1,79 1,34+0,03 42,737,221
SO 82,00 £2,71 1,31 0,04 48,80 + 6,42
EX 81,97 £2,25 1,30 £ 0,04 37,14 + 3,06
EXO 79,84 + 2,86 1,25 +0,04 35,18 +0,71
SW 57,70 £0,91 1,49 +0,01 183 + 21,19
SWO 67,42 2,36 1,37 £ 0,02 52,31 +5,86
EXW 71,32 £1,97 1,34 +£0,02 67,46 + 4,14
EXWO 71,24 + 2,46 1,37 £ 0,02 60,55 + 5,26






