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RESUMO

Caracterizada por anorexia, perda de peso e intenso catabolismo do hospedeiro, a sindrome
da caquexia induzida pelo cancer é considerada causa primaria de 70 % das mortes dos
pacientes portadores de tumor. O tumor de Walker 256 tem sido utilizado como modelo
experimental para o estudo da caquexia induzida pelo cancer em ratos. A diminuigdo da
secregdo de insulina, aumento dos horménios contrareguladores, alta produgdo de
prostaglandinas E; e citocinas pro-inflamatorias sdo fatores envolvidos no estabelecimento
da caquexia em ratos portadores de Walker 256. Estes, somados ao metabolismo tumoral,
avido consumidor de glicose e glutamina, levam a deple¢do dos estoques energéticos e
importante perda de massa muscular do portador, os quais ndo podem ser restabelecidos
através de suporte nutricional. Observagdo de baixa incidéncia de cédncer em populagdes
com alta ingestdo de acido graxo dmega-3 (©-3) estimulou a investigagdo em modelos
animais. O suprimento com ©-3 levou a redugdo da taxa de crescimento tumoral em
diferentes tipos de cancer. O mecanismo pelo qual isso ocorre ndo € sabido. A COX-2 € uma
enzima induzivel responsavel pela conversdao do acido araquidonico em prostaglandinas da
série E,. Estudos experimentais tém mostrado superexpressio de COX-2 em diversos tipos
de cdnceres. O presente estudo investigou se a suplementagdo oral com o6leo de peixe €
capaz de reduzir a expressdo da COX-2 no tumor de Walker 256, restabelecer glicemia e
laticidemia e reduzir o peso tumoral. A expressdo da enzima determinada por “Western
Blotting” no grupo portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (PWK) foi 25%
menor quando comparada a do grupo portador de tumor (WK) e suplementado com gordura
‘de coco (SWK). O peso do tumor no PWK foi 4 vezes menor quando comparado ao WK e
SWK. Isto foi acompanhado pelo retorno da glicemia e laticidemia aos niveis normais. Estes
dados sugerem que Oleo de peixe foi habil em reduzir o crescimento tumoral,
restabelecendo a glicemia e laticidemia e que, provavelmente, a redugdo da expressio da
COX-2 ¢ um dos mecanismos envolvidos.



1. INTRODUCAO
1.1. CANCER

O céancer tem importancia impar no contexto da biologia celular pois reflete distarbios
das regras mais fundamentais do comportamento das células em um organismo
multicelular. E uma doenga na qual células individuais, mutantes, iniciam sua prosperidade
as custas de seus vizinhos, destruindo toda sociedade celular, ou seja, reproduzem-se em
detrimento de células normais e invadem e colonizam territorios reservados para outras
células (ALBERTS et al., 1997).

Denomina-se de tumor ou neoplasma o crescimento incansavel de uma massa de
células anormais. A medida que células neoplasicas permanecem agrupadas numa massa
tnica, o tumor ¢ dito benigno e pode ser removido cirurgicamente obtendo-se a cura. A
denominagdo cancer é dada somente para tumores malignos, cujas células tém a capacidade
de invadir tecidos vizinhos. Essa invasdo geralmente ocorre através da corrente sangiiinea
ou vasos linfaticos, formando tumores secundarios, ou metastases, em outros locais do
corpo. Os céinceres sdo classificados de acordo com o tecido e tipo celular que lhe dao
origem. Canceres que se originam de células epiteliais sdo chamados carcinomas; aqueles
que se originam de tecidos conjuntivos ou musculares sdo denominados sarcomas; e
canceres que nio se enquadram nestas categorias incluem as varias leucemias, derivadas de
células hematopoiéticas e canceres derivados do sitema nervoso. Em paralelo com o
conjunto de nomes para tumores malignos, h4 um conjunto de nomes relacionados aos
tQmores benignos: adenoma, por exemplo, € tumor epitelial benigno com organizagédo

glandular; condroma ¢ tumor benigno de cartilagem e seus tipos correspondentes de tumor



maligho sdo respectivamente adenocarcinoma e condrosarcoma (ALBERTS ef al,

1997).

1.2. TUMOR DE WALKER 256

O carcinoma de Walker 256 é um modelo apropriado para estudos sobre interagdes
tumor-hospedeiro, bem como para abordagens de tratamento farmacologico, nutricional e
outras terapias antineoplasicas, visando possiveis intervengdes contra a anorexia € a
caquexia induzida pelo tumor. O tumor ou carcinoma de Walker 256 apresenta dois
subtipos: um metastizante, que leva & anorexia terminal dos ratos portadores em
aproximadamente 27 dias; e outro que ndo forma metastase e induz a caquexia precoce do
portador, levando & morte em 15 dias. Este ultimo tornou-se um importante modelo para

estudos da caquexia induzida pelo cincer (GUAITANI et al., 1983).

1.3. CAQUEXIA

A caquexia € um complexo problema metabdlico, caracterizado pela perda de peso e
depleg@o tanto do musculo esquelético como da massa de tecido adiposo (TISDALE,
1996). Ela ocorre em mais de dois ter¢os dos pacientes portadores de cncer, levando a
diminui¢do do tempo de sobrevivéncia assim como da resposta a terapia (DE WYS, 1985).
A sindrome de caquexia caracteriza-se por diferentes manifestagdes clinicas, cujas mais
comuns sdo: astenia, anorexia, perda de peso, e anemia, causando desta maneira a
debilidade do organismo hospedeiro. O grau de caquexia esta invefsamente relacionado

com o progndstico de vida do paciente (ARGILES et al., 1997).
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A astenia € um dos principais sintomas da caquexia, sendo caracterizada por perda
muscular, a qual envolve nao somente o musculo esquelético, mas também afeta as
proteinas cardiacas, resultando em alteragdes na performance deste 6rgdo (ARGILES e al.,
1997).

A anorexia parece ser mais efeito do que causa da perda de peso durante o cancer,
podendo ser atribuida a alteragoes de palatabilidade ou olfato, mudangas na regulagdo
alimentar no hipotalamo, ou disturbios de digestdo e absor¢do que acompanham alguns
tumores (YOUNES e NOGUCHI, 2000). No entanto, € improvavel que a perda de peso em
individuos com cancer surja primariamente da reducdo da ingestio alimentar, pois a
caquexia envolve perda de massa protéica dos musculos esqueléticos, o que ndo ocorre na
anorexia. A suplementag@o nutricional ndo € capaz de repor a perda total de massa corporal
e, além disso, a perda de musculo e tecido adiposo freqiientemente precede a diminuigdo da
ingestdo alimentar, ou seja, a caquexia pode ocorrer sem anorexia. (TISDALE, 2001).

Sendo assim, a debilidade do portador nao esta relacionada apenas com seu
comportamento alimentar deficiente, mas também com mudangas no metabolismo

intermediario ocasionadas pelo tumor (ARGILES ef al., 1997; SAKURAI et al., 1998).

1.3.1. Alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas

WARBURG, em 1930, demonstrou que tumores consomem grande quantidade de
glicose aerobicamente (ARGILES et al., 1997), resultando em intensa liberagdo de lactato
para a circulagdo do hospedeiro. Este lactato ¢ importado pelo figado, onde seu esqueleto
de carbono € utilizado para a sintese de glicose, gerando entdo o ciclo de Cori

(glicose>lactato>glicose). Esta utilizagdo gliconeogénica do lactato derivado do tumor €



um processo metabélico muito ineficiente, consumindo 6 moléculas de ATP por ciclo, mas
é essencial para compensar a acidose do tumor (ARGILES ef al., 1997).

O glicerol, liberado como conseqiiéncia da lipolise ativada do tecido adiposo, e os
aminoacidos, liberados da musculatura esquelética como resultado da protedlise ativada sdo
outros importantes substratos gliconeogénicos e contribuem para a producdo aumentada de
glicose hepatica (WATERHOUSE e al., 1979). Outro fator que leva a esta producio |
elevada de glicose € a degradacdo do glicogénio (RIVERA et al., 1988).

No hospedeiro, o metabolismo de carboidratos também esta profundamente alterado,
havendo intolerdncia a glicose, que leva a varios estados tipicos da diabete tipo 1I e
resisténcia a insulina (TAYEK, 1992). Esta resisténcia a insulina envolve o tecido adiposo,
a musculatura esquelética e o figado. A produgdo de glicose hepatica aumentada ¢ devida,
parcialmente, a falta de inibigdo da gliconeogénese, via insulina, causada por um certo grau
de resisténcia a insulina no figado. Similarmente, a utilizagdo de glicose pela musculatura
esquelética € reduzida em pacientes com cancer, sendo resultado de clara resisténcia a
insulina (ARGILES et al., 1997). Esta resisténcia & insulina na musculatura também afeta a
sintese de glicogénio (LUNDHOLM et al., 1978).

A importancia das alteragdes na secregdo de insulina para o desenvolvimento do
quadro caquético esta claramente evidenciada nos animais portadores do tumor de Walker
256, promovendo a ativagdo das vias catabolicas no organismo hospedeiro (FERNANDES
etal, 1990; COSTELLI ez al., 1999).

No metabolismo de lipidios no céncer, ha redugdo no conteudo de gordura corporal,
particularmente do tecido adiposo branco, juntamente com hiperlipidemia (ARGILES et
al ,1997). A dissolugdo da massa de gordura € resultado de aumento na atividade lipolitica,

que resulta na liberagdo de glicerol e acidos graxos. Em adigdo, ha diminuigao da atividade



da lipoproteina lipase (LPL), enzima responsavel pela clivagem de triacilglicerois
(presentes nas lipoproteinas) endogenos e exogenos em glicerol e acidos graxos no tecido
adiposo marrom e, de reduzida lipogénese de novo no tecido adiposo, que resulta numa
esterificagdo diminuida, e conseqiientemente, reduzida deposi¢do lipidica (THOMPSON et
al., 1981).

A hiperlipidemia parece ser resultado da elevagido do triacilglicerol e do colesterol,
sendo a hipertriacilglicerolemia consequiéncia da diminuigdo da atividade da LPL,
resultando na reducdo da remogdo plasmatica de triacilglicerois enddgenos e exogenos
(A.RGILES et al, 1997) e, a hipercolesterolemia, devida a biosintese alterada do colesterol,
envolvendo também mudangas nos perfis das lipoproteinas (DESSI er al, 1995). Ha
diminui¢do na quantidade de colesterol transportado na fragdo de lipoproteinas de alta
densidade (HDL). Outro fator que pode contribuir para elevagdo de triacilglicerois
circulantes € o aumento da lipogénese no figado (MULLIGAN e TISDALE, 1991).

Fisiologicamente, durante o jejum, aminoacidos sd3o mobilizados do musculo
esquelético para o figado, sendo substratos para a gliconeogénese induzida pela ativagdo
das vias catabolicas. Porém, a redugdo muito prolongada da ingestdo alimentar leva a
diminuigio da degradagdo das proteinas musculares, evitando desbalanceamento de
nitrogénio e deplegdo muscular. Este mecanismo de conservacio de nitrogénio esta ausente
em individuos portadores de cincer que desenvolvem caquexia, produzindo balango
negativo de nitrogénio (ARGILES et al., 1997).

A musculatura esquelética, que corresponde aproximadamente a quase metade da
massa protéica corporea total, € severamente afetada na caquexia do cancer (TISDALE,
1991) e evidéncias demonstram que o gasto desta proteina muscular estd associado com

taxas de “turnover” (sintese e catabolismo) aumentadas (BECK e TISDALE, 1989). Estas



mudangas no “turnover” de proteinas musculares sfo induzidas, presumivelmente, pelas
agOes combinadas de citocinas (COSTELLI et al, 1993), sozinhas ou combinadas com
‘hormdnios do estresse, tais como glucagon, glicocorticoides e catecolaminas (TRACEY ef
al., 1987).

O resultado da proteolise aumentada € uma grande liberagao de aminoacidos do
musculo esquelético, especialmente alanina e glutamina. Além disso, a concer_ltracﬁo de
aminoacidos circulantes . eleva-se ainda mais, pela inibigio do transporte destes
aminoacidos para dentro da musculatura esquelética (GARCIA-MARTINEZ ef al., 1995).
Aminoacidos de cadeia ramificada (ACR: leucina, isoleucina e valina), nutrientes
essenciais, sd0 0os unicos aminoacidos que sdo extensivamente degradados no musculo
esquelético e parecem estimular a sintese de proteinas e inibir a degradagdo do musculo
esquelético. Durante a caquexia do cancer a resposta de “turnover” da proteina muscular

aos ACR esta alterada (SMITH e TISDALE, 1993).

1.3.2. Mediadores da caquexia

Segundo ARGILES ef al. (1997), os mediadores que tém sido sugeridos, associados a
deplegdo de reservas de gordura e tecido muscular, podem ser divididos em duas
categorias: os de origem tumoral (produzido e liberado pelo neoplasma) e os fatores
humorais (principalmente citocinas).

O TNF-a (fator de necrose tumoral), sintetizado principalmente por macrofagos em
resposta a estimulos invasivos, € um fator pleiotropico que exerce uma variedade de efeitos
tais como promogdo do crescimento, inibigdo do crescimento, angiogénese, citotoxicidade,

inflamac¢do e imunomodulagio (AGGARWAL e NATARAJAN, 1996). Este fator parece



ter importante papel na caquexia. A presenga de TNF diminui a atividade da enzima LPL
no tecido adiposo, produzindo hipertriacilglicerolemia por comprometimento da hidrolise
de triacilgliceréis, redugdo da acetil CoA carboxilase (enzima lipogénica) e do transporte de
glicose em adipocitos, comprometendo o substrato para a lipogénese (ARGILES et al,
1997; TORTI et al., 1985). Entretanto, apesar do TNF ter importante papel como mediador
da caquexia em individuos portadores de tumor, os desarranjos metabdlicos observados
nesta sindrome ndo sdo provocados somente por este fator (ARGILES ef al., 1997). O
desenvolvimento da caquexia em ratos portadores de tumor foi observado mesmo na
auséncia do TNF, sugerindo o envolvimento de algumas interleucinas nas alteragdes
produzidas no metabolismo de proteinas. Foi mostrado que IL-2 (NOGUCHI ez al., 1996),
IL-6e intgfferon-y sdo mediadores da protedlise em alguns tipos de tumores (ALBRECHT,
1996; l:/lﬁATTHYS e BILLIAU, 1997, NELSON ef al, 1994). As interleucinas sao
proteinas secretadas pelas células do sistema imunitirio que tém por fungdo mediar as
interagdes entre leucocitos para a produgdo da resposta imunitaria sem se ligar a antigenos.
No entanto, elas podem ter origem e agdo em outros tipos celulares, como € o caso das ILs
1 e 6, sendo entdo chamadas de citocinas (ALBERTS et al., 1997).

A 1L-6 possui amplo espectro de agio sobre diferentes células, sendo secretada por
monocitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e células-B. Receptor especifico
de alta afinidade para IL-6 esta distribuido em muitas células diferentes por todo o
organismo (YOUNES e NOGUCHI, 2000).

A associa¢do de IL-1 e TNF estimula a sintese de prostaglandinas da série E; em
varios tecidos periféricos (DAYER et al., 1985). Investigagbes sobre o envolvimento de

PGs na indugdo da caquexia no cAncer mostraram que, em ratos portadores de leucemia, o



hipermetabolismo observado € induzido pela producgdo de PGs periféricas (ROE et al,
1997). Ratos portadores de carcinoma de Walker 256 apresentam elevadas taxas de PGs e
vasopressina, os quais foram sugeridos como fatores envolvidos nas alteragdes metabolicas

e hormonais que induzem a caquexia (SIDDIQUI ¢ WILLIANS, 1987).

1.3.3. Reversdo da caquexia

A sindrome da caquexia no cancer € multifatorial, envolvendo alteragdes metabolicas,
hormonais e imunolégicas, as quais induzem a anorexia e ao intenso catabolismo do
hospedeiro (FERNANDES et al , 1991, TRACEY et al., 1987).

As estratégias farmacoldgicas sugeridas para combater a caquexia sdo divididas
resumidamente em dois grupos, segundo os principais fatores causadores da caquexia: as
que combatem a anorexia, portanto estimuladoras do apetite, e as que atuam nos
desarranjos metabolicos (ARGILES et al., 1997).

Corticoides e progestagenos sdo administrados com o objetivo de aumentar a ingestao
protéico-caldrica (ARGLLES et al., 1997, PUCCIO e NATHANSON, 1997), no entanto, o
aumento de peso dos portadores de tumor demonstrados nestes casos foi acompanhado por
um aumento da massa tumoral, ou ainda, por retengdo liquida e nenhum aumento
significativo de massa magra no hospedeiro (ARGILES ef al.; 1997).

Estudos experimentais tém mostrado que os acidos graxos poliinsaturados (AGPls),
particularmente os pertencentes a familia dGmega-3 (presentes no oleo de peixe), possuem
papel essencial na regulagdo do equilibrio energético do organismo (CLARKE, 2000;
PRINCE et al., 2000). Estes acidos tém a habilidade de diminuir a sintese de prostaglandina

E; e podem agir aumentando os mecanismos de defesa contra células tumorais ¢ a



suscetibilidade de células tumorais, através de mudangas na composi¢do da membrana
celular (GOGOS et al., 1998). Os possiveis mecanismos de inibi¢do do crescimento
tumoral pelo 6leo de peixe envolvem seus efeitos na fracdo fosfolipidica da populagdo de
células imunitarias, na alteragdo da estrutura da membrana e em mudangas na transdugio de
sinais celulares que influenciam crescimento e proliferagio (MARSHALL e JOHNSTON,

1983).

1.4. EICOSANOIDES

As prostaglandinas sio pequenas moléculas lipidicas que regulam numerosos
processos corporais, incluindo fungdo renal, agregagdo plaquetaria, liberagdo de
neurotransmissores ¢ modulagdo da fungdo imunitaria (GOETZL ef al., 1995; PHIPPS ef
al., 1991). O primeiro passo na sintese de prostaglandinas é a hidrolise dos fosfolipidios
para produzir araquidonato livre, numa reagdo catalisada pela fosfolipase A;. O proximo
passo nesta via ¢ catalisado pelas cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e 2), que inserem oxigénio
molecular no acido araquidénico. Esta rea¢do produz PGG;, um produto instavel, que ¢
rapidamente convertido em PGH, pela atividade peroxidase das COXs. A PGH; ¢ o
precursor comum para todos os outros prostandides que sdo sintetizados em reagdes
catalisadas por enzimas especificas distintas. Cada um dos produtos derivados de PGH; tem
suas proprias séries de atividades biologicas (DANNENBERG e ZAKIM, 1999).

E sabido que a cicloxigenase-1 ¢ expressa constitutivamente na maioria dos tecidos
corporais e age para manter os processos homeostaticos, tais como a secre¢do mucosa. A
COX-2, em contraste, ¢ enzima induzivel e esta envolvida primariamente na regulagio da

inflamagdo (SMITH ef al., 1994).
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O relacionamento entre a expressdo aumentada da cicloxigenase e o céncer esta
tornando-se bem estabelecido, sendo a superexpressao da COX-2 relatada em diversos
canceres, incluindo o de mama, de coélon e de prostata (DEMPKE er al., 2001). Estudos
epidemiologicos revelam que a inibi¢do das enzimas cicloxigenases reduzem a incidéncia
de certos canceres (HARRIS ef al., 2002).

Prostaglandinas da série E; (PGE,), que promovem a sobrevivéncia da célula tumoral,
tém sido encontradas em concentragdes mais altas em tecidos tumorais do que em tecidos
normais (CHULADA et al., 2000). Elas medeiam esta sobrevivéncia por inibir a apoptose
da célula tumoral e induzir sua proliferacdo (SUMITANI et al., 2001), além de induzirem
angiogénese e metastase (CHAN et al., 1999). Além disso, a PGE; aumenta a progressao
tumoral por alterar a morfologia, motilidade e migragao celular (GATELY, 2000).

PRESCOTT et al. (2000) afirmam que uma vez que a cicloxigenase-2 seja induzida e
catalise a oxidagdo do acido araquidonico, sdo produzidas prostaglandinas e subprodutos
altamente reativos que podem acelerar o processo carcinogénico. Entretanto, o mecanismo
pelo qual isto acontece ainda ndo esta claro. E possivel que a catalise pela COX-2 remova-
algum agente de protecdo e gere um ou mais agentes oncogenicos.

SIDDIQUI e WILLIANS (1990) demonstraram que ratos portadores do tumor de
Walker 256 apresentam elevados niveis de prostaglandina E, circulante quando
comparados aos de ratos normais e que a principal fonte desta era o tumor. LIU e ROSE
(1996) sugerem que niveis elevados de PGs sejam produzidos pela expressdo aumentada
de COX-2.

Estudos das fungdes das COXs e trabalhos visando o desenvolvimento de novas
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais indicam que as COXs podem também estar

envolvidas na proliferagdo celular e crescimento tumoral (FOSSLIEN, 2000). A COX-2 ¢
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upregulated na maioria das células tumorais humanas e as propriedades anti-tumorais dos
anti-inflamatorios n3o esteroidais tém sido demonstradas em estudos epidemiologicos e
modelos animais experimentais (THUN ef al., 2002). Além da habilidade de induzir a
apoptose em células neoplasicas, inibidores da COX-2 podem bloquear a produgéo de
fatores angiogénicos e a migragdo de células endoteliais vasculares e entdo, diminuir o
crescimento tumoral (INIGUEZ ef al., 2003).

Até agora, pelo menos cinco mecanismos pelos quais a COX-2 contribui para a
tumorigénese e o fenétipo maligno das células tumorais tém sido identificados, incluindo:
inibigdo da apoptose; angiogénese aumentada; invasividade aumentada; modulag¢do da
inflamagao/imunossupressao; e conversio de procarcindégenos em carcinogenos (DEMPKE
etal., 2001).

A regulacdo da apoptose € especifica do tipo celular e dependente do balango entre
fatores pré e anti-apoptéticos. SMITH, HAWCROFT e HULL (2000) demonstraram
correlagdo positiva entre a expressio da COX-2 e a inibigdo da apoptose em células de
cancer coloretal. JONES et al. (1999) mostraram que apos a exposi¢do de células do
carcinoma de colon humano a PGE; in vitro, observou-se aumento de 4 a 5 vezes nos niveis
da proteina Bcl-2 (anti-apoptotica). Além disso, relataram aumento da apoptose nestas
células apos o tratamento com inibidor seletivo da COX-2.

Em termos de angiogénese, descobriu-se que a atividade da COX-2 aumenta a
expressdo de fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
e bFGF (fator de crescimento de fibroblasto basico) entre outros (MASFERRER e/ al,
2000). Evidéncias acumuladas ligam a COX-2 com céncer e angiogénese, sugerindo que
drogas que tenham como alvo a COX-2 e a cascata de sinaliza¢do relacionada, poderiam

ser usadas como agente anti-angiogénico (INIGUEZ et al., 2003).
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Quanto a invasividade, ATTIGA et al. (2000) relataram que a inibicdo da COX-2
resultou em secregdo alterada de MMPs (metaloproteases de matriz), sugerindo que a
COX-2 poderia controlar sua atividade. Essas metaloproteases de matriz sio enzimas
degradativas que tém sido ligadas a varias propriedades malignas das c€lulas tumorais,
incluindo invasdo da célula tumoral na membrana basal e estroma, penetragdo de vasos
sanguineos e metastase (NELSON et al., 2000).

Outro efeito da superexpressio da COX-2, que pode contribuir para o fendtipo
maligno de pacientes com cancer, inclui a diminui¢do de E-cadherina com conseqiiente
perda de adesdo célula a célula (ZHANG e DUBOIS, 2001).

Segundo SHAO et al. (2000), a super expressdo da COX-2 parece ser conseqii€ncia
da transcri¢do elevada e do aumento da estabilidade do seu mRNA. Oncogenes, fatores de
transcrigdo, citocinas, quimioterapia e promotores tumorais estimulam a transcri¢do da
COX-2 via proteina quinase C (PKC) e via sinalizagdo mediada por Ras (SMITH et al,,
2000). Estes autores também relatam que, dependendo do estimulo e do tipo celular, uma
variedade de fatores de transcrigdo incluindo AP-1 (proteina ativadora 1), NF-IL6 (fator
nuclear interleucina-6), NFxB (fator nuclear kB) e NFAT (fator nuclear de células T
ativadas) podem modular a transcrigdo da COX-2. Pouco se sabe sobre os moduladores
negativos da COX-2, mas varios estudos recentes de tumores humanos tém realgado a
importancia do status do p33 (supressor tumoral) como determinante dos niveis de COX-2
(RISTIMAKI et al., 2002), sugerindo que o balango entre a ativagdo de oncogenes e
inativagdo de genes supressores de tumor afetam a expressdao da COX-2.

Em 1989, KARMALI ef al. relataram que a dieta rica em AGPls ©-3 estava associada

com baixos niveis de PGE,; em glandulas mamarias cancerosas € normais quando



comparada a dieta rica em ©-6. BADAWI er al. (1998) sugerem que o efeito inibitorio dos
AGPIs ©-3 na carcinogénese mamaria pode ser devido a seus efeitos modulatorios na
atividade enzimatica da COX-2.

Varias linhas de evidéncias indicam que dietas com baixo teor de gordura ricas em
acidos graxos ®-3 podem prevenir o desenvolvimento e progressdo do céncer de prostata e
que dietas com alto teor de gordura ricas em Aacidos graxos ®-6 podem promover o
crescimento de cancer de prostata (NORRISH et al., 1999; GODLEY et al., 1996). Em
resposta a uma variedade de estimulos, o acido graxo -6 (acido araquidonico) € liberado
dos fosfolipidios de membrana e convertido pela cicloxigenase-2 em prostaglandina E;, que
tem sido implicada na carcinogénese. Inversamente, uma dieta rica em ®-3 pode prevenir o
desenvolvimento do cincer de prostata por aumentar a razdo de acidos graxos w3/w-6 nas
membranas celulares. Os acidos graxos ®-3 (EPA e DHA) competem com o ®-6 como
substratos para a enzima COX-2 e isto resulta na produgdo de prostaglandinas e

leucotrienos das séries 3 e 5, respectivamente, onde a PGE; ndo possui efeito mitogénico

(CULP et al., 1979).



2. OBJETIVOS

O presente estudo objetivou investigar a expressdo da enzima COX-2 no tecido
tumoral de ratos portadores de tumor de Walker 256, suplementados cronicamente com
Oleo de peixe, e determinar os valores de glicemia e laticidemia como parametros

sangiiineos de caquexia.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Ratos albinos machos e fémeas da linhagem Wistar, obtidos do Biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, submetidos a ciclo claro/escuro
(12/12) com agua e alimentagdo a vontade, em ambiente com temperatura controlada de
23 + 1°C, foram utilizados neste estudo.

Ratas com 21 dias de nascimento foram suplementadas todos os dias com | g/kg p.c.
de 6leo de peixe (PUFA n-3) proveniente de capsulas de 1g (Scherer) que contém 180 mg
de EPA e 120 mg de DHA, ou com lg/kg p.c. de gordura de coco, até atingirem a
maturidade sexual (90 dias). Em seguida, foram colocadas para reprodug¢do com machos
ndo submetidos a esta suplementagio. Da prole gerada, os machos foram divididos em trés
grupos de acordo com a suplementagdo alimentar: gordura de coco (saturado), oleo de-
peixe (poliinsaturado) e grupo controle sem suplementagdo (C), e suplementados da mesma
forma que a de suas maes. Quando atingiram a idade adulta (90 dias), foram inoculados
com suspensdo de células (2x107 células/mL) obtidas do tumor ascitico de Walker 256.

A evolucio da massa corporea de todos os grupos foi monitorada a cada dois dias,
durante todo o periodo experimental.

Estes animais foram entdo divididos em subgrupos explicitados abaixo:

e Saturado (S) = grupo gordura de coco sem tumor
o SWK = grupo gordura de coco com tumor

e Poliinsaturado (P) = grupo Oleo de peixe sem tumor
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e PWK = grupo 6leo de peixe com tumor
o C = grupo controle
e WK = grupo portador de tumor

No 14° dia apds a inoculagdo do tumor, os animais foram sacrificados por
decapitacdo. O sangue e o tumor foram retirados para posterior analise bioquimica €

determinagdo de pardmetros metabolicos (glicemia e laticidemia).

3.2. OBTENCAO E TRANSPLANTE DAS CELULAS TUMORAIS

Em um animal portador do W256 ascitico foi injetado 10 mL de solugdo salina 0,9%
e em seguida, este foi sacrificado por deslocamento cervical. A cavidade abdominal foi
aberta e todo o seu contedo ascitico coletado. Uma aliquota desta suspensdo foi diluida
1:100 e ap6s a contagem de células em camara de Neubauer, com corante “Trypan Blue”, 1
mL desta suspensdo (contendo 2x10” células) foi injetado subcutaneamente nos animais
(FERNANDES et al., 1991). Os ratos do grupo controle foram inoculados com 1 ml de

solugdo salina 0,9 %.

3.3. REAGENTES, ENZIMAS, SOLUCOES E ACIDOS GRAXOS

Todos os componentes dos tampdes e os solventes foram obtidos da Reagen
Quimibras Industria Brasileira SA. Lactato desidrogenase e NAD foram provenientes da

Sigma Chemical Co. O oleo de peixe foi obtido de uma preparagdo de lipidios de uma



capsula de 1g da empresa Scherer e a gordura de coco da Industria Brasileira Refino de
Oleos do Brasil LTDA.

A tabela abaixo mostra a composi¢do, em porcentagem, de acidos graxos contidos na
gordura de coco e dos principais acidos graxos poliinsaturados contidos em uma capsula de

Scherer (6leo de peixe).

Composicao de acidos graxos (%) Gordura de coco
Kcido!Léurico (12:0) 43.47 +0.47
Acido Miristico (14:0) 22.93 +0.34
Acido Palmitico (16:0) 842+0.18
Acido Palmitoléico (9-16:1) 0.53 +0.07
Acido Estearico (18:0) 439+ 0.64
Acido Olgico (9-18:1) 17.03 £ 033
‘Acido Linoléico (9,12-18:2) 333+0.18
‘Acido Linolénico (9,12,15-18:3) 0.50+0.17
Composicio de AGPIs n-3 (%) Oleo de peixe
Acido Eicosapentaenoico (5,8,14,17-20:5) 18

Acido Docosahexaendico (4,7,10,13,16,19-22:6) 12
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3.4. PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

3.4.1. Determinag@o da glicemia

Foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico; utilizando-se Kit Glicose E
enzimatica da Labtest, segundo TRINDER (1969). As amostras foram preparadas
seguindo-se as instrugdes do fabricante do Kit. A glicose presente na amostra fo1 dosada
segundo a reagio:

Glicose 2™ 2 Acido Glucdnico + H,0,

peroxidase

2 H,O, + Fenol + 4-Aminoantipirina Cromégeno + 4 H,0,

A intensidade da cor formada ¢ diretamente proporcional & quantidade de glicose na
amostra do soro. A leitura de absorbéncia foi feita no espectrofotometro ULTROAPEC
2000 (Pharmacia) a 505 nm e, apds a medida da absorbéncia para a glicose, foi calculada a
concentragio desta em mg/dL, segundo a formula:

[Glicose] = D.O. amostra / D.O. padrio x n

o [Glicose] = Concentragao de glicose na amostra
o D.O. = Densidade otica

e n = concentragio do padrdo
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3.4.2. Determinagio do lactato sérico

Determinado por método enzimatico ndo colorimétrico. Inicialmente foi feita a
desproteinizagdo do soro (500 pL), adicionando-se 50 puL de acido tricloroacético (TCA)
25 % e a mistura foi agitada em vortex e centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm. Em
seguida, foi coletado 200 uL do sobrenadante e adicionado 2 pL de indicador universal
para permitir a visualiza¢do da neutralizagdo do soro por adi¢do de KOH/TRIS (0,5
M/2M), sinalizada pela colora¢do verde, indicando pH 7.0. Apds, 100 pL do soro
neutralizado foi pipetado em tubos de ensaio contendo 1 mL do tamp@o de ensaio, e depois
de 45 minutos foi efetuada a leitura no espectrofotémetro a 340 nm.

A medida da absorbincia para o lactato sérico foi calculada segundo a formula:

[Lactato] = D.O./ 6,22 x V1/V x V2/V3 x V4/V§

o [Lactato] = Concentragio do lactato sérico

¢ D.O. =Densidade otica da amostra

e 6,22 = Constante

e V1 = Volume da amostra + tampdo de dosagem

e V= Volume da amostra para ensaio

e V2= Volume do soro + TCA

e V3 = Volume do soro

o V4 = Volume do soro desproteinizado + volume de neutraliza¢do

¢ V5= Volume do soro desproteinizado
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Tampao de Ensaio (para 100 mL)
EDTA 0,28 g
Glicina 28¢g
Hidrato de Hidrazina 1.5 mL
LDH 0,4 mL
NAD" 60 mg
pH 8,85

3.4.3. Quantificacdo protéica

Os tumores congelados foram homogeneizados com tampéo de lise na proporgdo
1:7 com o auxilio de um homogeneizador tipo Politron (25.000/min), centrifugados por 5
minutos a 13000 rpm e o sobrenadante coletado. A quantificagdo protéica foi feita pelo
método de Bradford. A concentragdo da proteina da amostra desconhecida foi calculada
com base em curva padrdo de proteina conhecida (o correto € utilizar uma proteina padrao
mais proxima da amostra em questdo). O preparo da curva padrdo estd detalhado no

ANEXO 1.

3.4.3.1. Preparo da amostra para determinagdo protéica

Foram diluidos 10 uL da amostra na proporgdo 1:25 com agua miliQ. Uma bateria
de tubos foi preparada em duplicata para cada amostra mais o tubo branco. Foi colocado

entdao 1 mL da solug@o de Bradford em cada tubo + 20 uL de cada amostra; no tubo branco
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foi colocado 1 mL da solu¢do mais 20 pL do diluente da amostra. O preparo das solugdes
encontra-se no ANEXO 2. A leitura foi feita no espectrofotometro a 595 nm, contra
referéncia do branco. As densidades oticas devem ficar entre O e 1 (faixa de sensibilidade
da curva padrio).

O calculo da concentragio protéica de cada amostra foi feito a partir da equagao da
reta (y = ax + b) , sabendo-se que y = densidade ética e x = concentragdo da amostra. A
partir dos valores de D.O. (y) é possivel calcular a concentragdo da amostra, isolando-se o
x. Este valor deve ser multiplicado pela diluigao para se obter a concentrag@o de proteina da
amostra em pg/mL.

Ap0s a quantifica¢do protéica das amostras, foi feita diluigdo com tampao Laemmli
de forma que a concentragdo final ficasse entre 3 ou 4 pg/pL. (concentragido necessaria para
a eletroforese). E importante que todas as amostras fiquem em uma concentragio protéica
(inica para que isso ndo interfira na analise de suas bandas.

O tampdo Laemmli possui SDS para desnaturar a proteina e propiciar carga
negativa constante para todas as proteinas; glicerol para dar maior densidade & amostra do
que o tampdo de corrida; e B-mercaptoetanol (agente redutor) responsavel por quebrar as
pontes dissulfeto presentes na amostra, possibilitando a separagdo das proteinas em

subunidades.
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3.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO
DE SODIO — (SDS-PAGE)

Quando submetidas a um campo elétrico, as proteinas migram de acordo com
varios fatores, como o peso molecular, carga, formato e a interagdo com outras moléculas
(proteinas e lipidios).

O método "SDS-PAGE" descrito por LAEMMLI em 1970 foi desenvolvido para
que esta migragdo dependa unicamente do tamanho da proteina. O SDS (dodecil sulfato de
sodio) € um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regides
hidrofobicas das proteinas. O complexo formado SDS-proteina distribui carga negativa
semelhante entre todas as proteinas, que migrardo para o polo positivo do campo elétrico.
Portanto, a migragio das proteinas no método "SDS-PAGE" depende unicamente dos seus
pesos moleculares.

Usualmente utiliza-se géis de poliacrilamida para esta migracdo. O gel de
empilhamento (Stacking) é preparado a 4% e permite que todas as proteinas migrem com a
mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando ao gel de separagdo (Resolving), as
proteinas comegam a migrar de acordo com seus tamanhos. A concentragdo do gel de
separagio vai depender da proteina que se pretende analisar; geralmente utilizam-se géis de
7,5 a 10%. Os géis foram preparados a partir de uma solu¢do de acrilamida:bisacrilamida
(30:1); a polimerizagio quimica da acrilamida com a bisacrialamida foi, entdo, iniciada
com a adi¢do do persulfato de amdnio e do TEMED; o persulfato de amonio gera radicais
livres que levam a polimerizagdo, enquanto o TEMED cataliza a formagao destes radicais.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em "SDS-

Page" na porcentagem de 8 % por cerca de 2 horas (300 V, 25 mA) ou overnight (12V,



6mA). Esta separagdo das proteinas € importante para a posterior identificagio das

proteinas de interesse pelo “Western Blotting”. A descrigdo detalhada do preparo do gel

encontra-se no ANEXO 3.

3.6. "WESTERN BLOTTING"

O método de "Western blotting" surgiu em 1979, descrito por TOWBIN. A idéia
geral deste método € a identificagdo de proteinas especificas pelo uso de anticorpos mono
ou policlonais, incluindo a detecgdo, a quantidade relativa e o peso molecular de proteinas
em uma mistura complexa. ApoOs a separagdo das proteinas em SDS-PAGE, elas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde se procedeu o método. Como
restaram regides onde ndao havia proteinas na membrana, primeiro foi necessario incuba-la
em um tampdo de bloqueio, que contém leite em p6 desnatado; isso evitou que 0s
anticorpos se ligassem inespecificamente a estas regides. Apés bloqueada, a membrana fou,
entdo, incubada em tamp3o de incubagdo contendo o anticorpo priméario para a proteina que
se queria analisar (COX-2). Para visualizar a interagdo antigeno-anticorpo foi necessario
um método de detecgdo; utilizou-se um segundo anticorpo, conjugado com uma enzima,
voltado para o primeiro. Esta enzima permitiu, pela adigdo de um substrato cromogénico ou
quimioluminescente, a visualizagdo da proteina identificada pelo anticorpo em filme Kodak
para radiografia. As bandas foram analisadas por densitometria através do programa “Scion

Image”. O detalhamento da técnica encontra-se no ANEXO 4.
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3.7. CONTROLE POSITIVO PARA EXPRESSAO DA COX-2
Rato Wistar foi inoculado com 50 ul (2mg/mL) de LPS (lipopolissacarideo) na regiao
central ventral de ambas as patas. Apos trés horas, o animal foi sacrificado, o tecido da pata

homogeneizado e seu conteido protéico dosado e sujeito aos protocolos de SDS-PAGE e

“Western Blotting”.

3.8. ANALISE ESTATISICA

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média e submetidos a

Anova de uma via com pos teste de Tukey com significancia para p<0.05.
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4. RESULTADOS

Na figura 1 estdo representados os dados, em porcentagem, da variacdo do peso
corpéreo das maes das proles utilizadas no experimento, desde o desmame (21 dias) até a
fase adulta (90 dias), dos grupos controle (C), suplementados com gordura de coco (S) ou
com 6leo de peixe (P). Animais controle apresentaram ganho de peso de 400% neste
periodo. A suplementacdo com os diferentes tipos de &cidos graxos ndo alterou
significativamente a porcentagem de variacdo de peso quando comparados entre si ou com

o do grupo controle (p>0,05).

DIAS

Figura 1. Porcentagem de variacdo de peso corporeo das fémeas progenitoras das proles
estudadas do grupo controle (C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) e do
grupo suplementado com 6leo de peixe (P), desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (90
dias), em intervalos de 7 dias. Os dados estdo apresentados como média = erro padrdo da

média de 18 animais por grupo.
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Na figura 2 estdo apresentados os dados de ganho de peso corpdreo (%) das maes
durante o periodo gestacional (21 dias) dos grupos controle (C), suplementados com
gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P). A suplementacdo com os diferentes tipos de
acidos graxos ndo alterou significativamente (p>0,05) o ganho de peso quando comparados

ao do grupo controle ou entre si.

Grupos

Figura 2. Ganho de peso corpéreo das fémeas (%) do grupo controle (C), do grupo com
gordura de coco (S) e do grupo com Oleo de peixe (P) durante a gravidez (21 dias). Os

dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 10 animais por grupo.

Na tabela 1 estdo expostos os dados de peso (g) da prole gerada pelas fémeas dos
grupos controle (C), suplementadas com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P), no
nascimento e no desmame (apés 21 dias). As diferentes suplementacdes administradas nas
maes ndo modificaram significativamente (p>0,05) o ganho de peso total da prole quando

comparados ao do controle ou entre si.
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TABELA 1. Peso total (g) das proles, geradas pelas maes pertencentes aos grupos controle,
saturado (suplementadas com gordura de coco) e poliinsaturado (suplementadas com 6leo
de peixe), no nascimento e no desmame (ap6s 21 dias). Os dados estdo representados como

média £ erro padrdo da média de 3 ninhadas (90 animais) geradas por 6 fémeas de cada

grupo

677t PO GRUPO GRUPO
PROLE
CONTROLE SATLRAPO POUINSA TI RAPO
PESO (g) NO
63,44 + 5,62 56,90 +4,16 55,20 +4,19
NASCIMENTO
PESO (g) NO
315,78 +30,62 293,80 +20,25 281,86 £22,2
DESMAME

Na figura 3 estdo representados os dados, em porcentagem, da variacdo do peso
corpéreo da prole, desde o desmame até a fase adulta (periodo de 70 dias), dos animais dos
grupos controle (C), suplementados com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P).
Animais do grupo controle apresentaram ganho de peso de 800 % neste periodo. As
diferentes suplementacdes ndo alteraram, significativamente (p>0,05), a porcentagem de

variacdo de peso quando comparadas entre si ou com a do controle.
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DIAS

Figura 3. Porcentagem da variacdo de peso corpdreo da prole dos grupos controle (C),
saturado (S) e poliinsaturado (P), desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (90 dias), em
intervalos de 7 dias. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 10

animais por grupo.

A figura 4 mostra os valores do peso fresco do tumor (g) dos animais portadores de
tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK) ou suplementados com 6leo de
peixe (PWK), logo apds o sacrificio dos mesmos. Houve reducdo significativa (p < 0,05) da
massa tumoral no grupo suplementado com 6leo de peixe. Os animais suplementados com
6leo de peixe (PWK) apresentaram massa tumoral aproximadamente 4 vezes menor quando
comparada a dos animais portadores de tumor ndo suplementados (WK) ou suplementados
com gordura de coco (SWK). Néao houve diferenca estatistica entre a massa tumoral dos
animais portadores de tumor (WK) e dos portadores de tumor suplementados com gordura

de coco (SWK).
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Grupos

Figura 4. Peso fresco do tumor (g) dos animais portadores de tumor (WK), suplementados
com gordura de coco (SWK), ou suplementados com 6leo de peixe (PWK). Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média de 8-10 animais por grupo

ap<0,01 quando comparado com WK e SWK

A concentracdo de lactato (“mol/mL) nos animais portadores de tumor (WK) e
suplementados com gordura de coco (SWK) foi significativamente maior quando
comparada a de todos os outros grupos (figura 5). A concentracdo de glicose sangiinea
(mg/dL) nos animais do grupo portador de tumor (WK) e suplementados com gordura de

coco (SWK) foi estatisticamente menor quando comparada & dos demais grupos (figura 6).
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Grupos
Figura 5. Concentragdo de lactato ((.imol/mL) nos animais do grupo controle (C),
suplementados com gordura de coco (S) ou 6leo de peixe (P) e dos ratos portadores de
tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK), ou com 6leo de peixe (PWK).
Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8-10 animais por
grupo.
a p <0.05 quando comparado aos demais grupos.

Grupos

Figura 6. Glicemia (mg/dL) dos animais do grupo controle (C), suplementados com
gordura de coco (S) ou Oleo de peixe (P) e dos ratos portadores de tumor (WK),
suplementados com gordura de coco (SWK), ou com 6leo de peixe (PWK). Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média de 8-10 animais por grupo

a p <0.01 quando comparado aos demais grupos.
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A expressdo de COX-2 foi 25% menor no animal portador de tumor suplementado
com 0leo de peixe (PWK) quando comparado a do portador de tumor sem suplementacgéo
(WK). No animal portador de tumor suplementado com gordura de coco (SWK) o nivel de

expressdo foi similar a do WK (figura 7).

4 g2 Kb
12 3 4

Figura 7. “Western Blotting” representativo da expressdo da COX-2 em animais
portadores de tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK) ou 6leo de peixe
(PWK). Lane I-> controle positivo da COX-2; lane 2 -> WK; lane 3 -> SWK;

lane 4 -> PWK. O peso molecular desta proteina é de 82 Kb.



5. DISCUSSAO

A suplementagdo com gordura de coco ou 6leo de peixe nao alterou a variagdo de
peso corporeo, desde o desmame até a idade adulta, das maes das proles utilizadas no
experimento (figura 1), e nem o ganho de peso das mesmas no periodo gestacional (figura
2). O mesmo foi observado na figura 3, que mostra a variagdo de peso corporeo das proles
geradas por estas mades e também suplementadas com estes acidos graxos. Isso demonstra
que estes acidos graxos, em baixas doses (1 g/kg p.c.), ndo influenciaram o ganho de peso,
nem provocaram obesidade nestes animais. STORLIEN e PAN, em 1993, apresentaram
resultados que demonstravam que o efeito metabélico de acidos graxos na dieta ¢é
fortemente influenciado pelo perfil de acidos graxos totais desta dieta. A utilizacdo de
diferentes acidos graxos na dieta altera a composi¢do dos fosfolipidios de membrana e esta
composicdo alterada, em particular com elevados niveis de ©-3, resulta em redugdo do
ganho de peso através de taxas metabolicas alteradas e melhora na a¢do da insulina.

Os dados apresentados na tabela 1 demonstram que a suplementacdo destas maes,
com os diferentes acidos graxos, também ndo alterou o peso das proles aé nascimento e
. _desmame, sugerindo novamente que estes acidos graxos ndo estariam aumentando o ganho
de peso corpéreo destes animais. ,

O crescimento tumoral depende de continuo fornecimento de substratos para seu alto
metabolismo, os quais, em ultima analise, sdo fornecidos pelo portador. Assim, o
comportamento “egoista” do tumor, por mecanismos ainda ndo completamente
esclarecidos, induz ao desenvolvimento da sindrome da caquexia, manifestacdo clinica

mais comum em individuos portadores de cancer. Esta € caracterizada por perda
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progressiva de peso corporeo, intenso catabolismo e anorexia, refletindo o efeito
potencialmente letal do tumor sobre o portador (TESSITORE et al., 1993).

BECK et al. (1991) relataram que o Oleo de peixe, o qual é rico em AGPIs,
especialmente EPA e DHA, provoca atenuagdo na caquexia e no crescimento tumoral e que
a administragdo, in vivo, de EPA a ratos caquéticos portadores de tumor provoca efetiva
reversdo do peso e inibigdo do crescimento tumoral.

Em nosso experimento verificou-se que o peso fresco do tumor (figura 4) dos animais
suplementados com o6leo de peixe (PWK) foi significativamente menor do que o dos
portadores de tumor (WK) e suplementados com gordura de coco (SWK). O principal
efeito antitumoral do 6leo de peixe parece ser resultado da diminuigdo da proliferagdo de
células tumorais através da redugdo dos niveis teciduais de prostaglandinas E; e seus
metabolitos (GOGOS et al., 1998).

SIDDIQUI e WILLIANS (1990) demonstraram que ratos portadores do tumor de
Walker 256 apresentavam elevados niveis de p:'ostaglandina circulante, quando
comparados ao de ratos controle e que a principal fonte desta era o tumor. Neste trabalho
ndo mensuramos PGE,.

Como observado na figura 5, os ratos portadores de tumor (WK) e suplementados
com gordura de coco (SWK) apresentaram concentracdes de lactato sérico
significativamente mais elevadas quando comparados a de outros grupos. A elevada
atividade glicolitica do tumor ¢é, provavelmente, a principal fonte de lactato nestas
condigdes e este, possivelmente, representa o precursor gliconeogénico mais importante
nesses ratos. A atividade glicolitica anaerébica aumentada tem sido relatada em uma

variedade de células tumorais (WARBURG, 1930; WATERHOUSE, 1979). O tumor ao

captar glicose com maior avidez produz lactato e o exporta, 0 que explica a sua maior



concentragdo sérica no grupo com tumor. FERNANDES er al. (1991) mostraram que

células do tumor de Walker 256 quando incubadas com glicose produzem niveis elevados
de lactato. A suplementagdo com 6leo de peixe foi habil em reduzir a taxa de crescimento
tumoral (figura 4). Isto poderia explicar o achado de recuperagio das concentragdes séricas
de glicose e lactato nos animais portadores de tumor suplementados com o6leo de peixe
(figuras 5 e 6).

Como relatado por SWEENEY ef al (2002), a expressio da COX-2 tem sido
mostrada estar elevada em uma variedade de cidnceres humanos, incluindo o de colon
(FUJITA et al., 1998), gastrico (RISTIMAKI ez al., 1997), esofageal (ZIMMERMANN e/
al., 1999), pancreatico (TUCKER et al., 1999), de bexiga (SHIRAHAMA, 2000) e de
pulmdo (WOLFF et al., 1998). A expressdo desta proteina encontra-se elevada nos animais
portadores de tumor de Walker 256 (figura 7). Até o momento ndo ha relato na literatura
mostrando este achado. A suplementagdo com oOleo de peixe induziu a redug@o desta
expressio em 25% quando comparada a dos animais portadores de tumor sem
suplementagdo ou suplementados com gordura de coco. ARONSON et al. (2001) relataram
diminui¢do da expressdo desta enzima em pacientes com cancer de prostata que receberam
dieta com baixo teor de gordura rica em acidos graxos ©-3 durante trés meses. BADAWI et
al. (1998) também relataram diminui¢do da expressao desta enzima em animais com cancer
de mama que receberam acidos graxos ®-3 em sua dieta. Estes autores sugerem que 1ss0
pode ocorrer devido ao fato de EPA e DHA (4cidos graxos ®-3) ndo serem oxigenados tdo
rapidamente quando o acido araquidénico (4cido graxo ®-6) e por agirem como inibidores
competitivos para atividade de endoperoxido da COX-2. Eles atribuem este efeito de

inibigdo do crescimento tumoral dos AGPIs (acidos graxos poliinsaturados) -3 a produgédo
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de prostaglandinas da série E;, em contraste a de PGE ,, e também a habilidade dos
metabolitos dos AGPIs -3 em inibir o metabolismo de AGPIs -6 em varios estigios na
cascata do acido araquidonico.

Em resumo, a COX-2 estd relacionada com o fendtipo maligno do animal. A
diminui¢do de sua expressdo melhora o estado clinico dos animais portadores de tumor,
prolongando sua sobrevivéncia. ‘Os resultados aqui apresentados sugerem que o 6leo de
peixe pode estar inibindo a expressdo génica desta enzima, como sugerido por CALDER
(1998). Além disso, podem alterar os fosfolipidios de membrana e conseqiientemente os
segundos mensageiros por eles gerados e agir sobre fatores de transcrigdo responsaveis pela

expressdo do gene que codifica para a COX-2.



6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a suplementagdo com oleo de peixe foi habil em
reduzir significativamente a taxa de crescimento tumoral, restaurar a glicemia e as
concentragdes de lactato sérico nos animais portadores de tumor. Nossos dados sobre a
expressao da COX-2 sugerem que esta enzima tem importante papel na carcinogénese do
tumor de Walker 256 e que um dos mecanismos pelo qual o o6leo de peixe poderia estar
inibindo o crescimento tumoral seria através da redugdo da expressio desta enzima nas

células tumorais.
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ANEXO 1

Preparo da curva padrio:

Y VY

Y/

Y/

A7
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Pesa-se 10 mg de albumina sérica bovina (BSA) e dilui-se em 10 mL de agua destilada;
Lé-se no espectrofotométro a 280 nm, contra referéncia de agua destilada;
Dividi-se a densidade otica por 0.66 (fator de corregdo para concentragio) e tem-se a
concentragdo da solugdo-mae em mg/mL;
Obs.: a densidade Otica deve estar entre 0.1 e 0.8; caso seja menor que 0.1 e maior
que 0.8, adicionar mais BSA ou agua destilada, respectivamente.
Faz-se a diluicdo da "solu¢do-miae" de BSA para a curva padrio, com valores
decrescentes de albumina para um volume total de 500 uL;
Prepara-se uma bateria de 21 tubos, coloca-se 1 mL da solugido de Bradford mais 20 uL
de cada diluigdo em cada tubo (faz-se em duplicata para cada dilui¢ao); no tubo branco,
coloca-se 1 mL da solu¢@o de Bradford mais 20 pL de agua destilada;
Obs.: antes de usar a solu¢do de Bradford, agitar bem; transferir o volume que sera
usado em um béquer e descartar a sobra.
Agitam-se os tubos e 1é-se no espectrofotdmetro a 595 nm, contra referéncia do tubo
branco.
Obs.: a leitura deve ser imediatamente apos a adig¢do das diluigdes, pois as proteinas
ficam estaveis por pouco tempo.
Monta-se o grafico da curva padrio (concentragdo de BSA em pg/mL x densidade
Otica) e acha-se a equagdo da reta (y = ax + b, sabendo que a = coeficiente angular = tg
a =(y2-v1): (x2 - x1) e b= coeficiente linear = ponto do eixo da ordenada por onde a
reta passa).
A partir dos valores de DO (y) é possivel calcular a concentra¢@o da amostra, isolando-
se 0 x. Este valor deve ser multiplicado pela dilui¢do para se obter a concentragdo de

proteina da amostra em pg/mL.



ANEXO 2

Preparo dos géis para eletroforese:

2 Géis para eletroforese com 1,5 mm de espessura (a 8 %):

RESOLVING STACKING
Agua desionizada 5,34 mL 3,44 mL
Glicerol 3,6 mL -
Tampao 18 mL 4,48 mL
Acrilamida 40% 6,9 mL 0,8 mL
APS 10% 600 uL 240 pL
TEMED 40 uL 10 uL
Preparo das solugdes:
Estoques:
Trisma base IM pH 7,5
pm=121,1 60,55 g/ 500 mL de agua desionizada, acerta-se o pH ¢/ HCI
EDTA 200 mM pH 7,0
pm =372, 24 18,61 g/ 250 mL de agua desionizada

SDS 10%
10 g/ 100 mL de agua desionizada

NaCl 5SM
pm = 58,44 146,1 g/ 500 mL de agua desionizada
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Tampdo de Laemmli:

Tris HCI 62,5 mM
Beta-mercaptoetanol 1% (v/v)

SDS 2%

Glicerol 10% (v/v)

Azul de Bromofenol 0,01%

Ajustar o pH a 6,8% com Tris-HCI ou Tris-base ¢ armazenar a -20° C

Solucdo de Acrilamida 40%

Acrilamida 750 g

Bis20 g

» Homogeneizar com agua destilada;
Completar para 2 litros;

Filtrar em funil com papel de filtro;
» Manter estoque na geladeira.

> Usar luvas e mascara.

mL = mL desejado. mM desejado

mM estoque

Soluciio descorante de géis:

Metanol 30 %
Acido Acético 7,5 %

Completar com agua desionizada



Tampéo de Corrida (10X):

Trisma base
Glicina
SDS

Agua desionizada

Tampdo de transferéncia:

Trisma base
Glicina
Metanol 20%
SDS

Agua desionizada

30g
144 g
10g

completar para 1 litro

14,4 ¢
200 mL
lg

completar para 1 litro

Tampdo de extracio para Extrato Total (Tampao de Lise — 1:7):

Trisma base 100 mM pH 7,5
EDTA 10 mM

SDS 10%

Fluoreto de Na 100 mM
Pirofosfato de Na 10 mM
Ortovanadato de Na 10 mM

Agua desionizada

*&

5mL do IM

2,5mL do 0,2 M

5 mL do 10% (0,500 g)
0,21 g

0,225 ¢

0,0945 g™

completar 50 mL

colocar somente no momento do experimento



Solugdo Basal:

Trisma base 10 mL do IM

NaCl 30 mL do 5SM

Tween 20 500 pL

Agua desionizada completar para 1 litro

Solucdo Blogueadora (por membrana):

Solugio basal 10 mL
Leite em p6 desnatado Molico 0,5¢g
" Azida sodica 0,02% 0,002 g

Solucdo para anticorpo (por membrana):

Solug¢do basal 10 mL
Leite em p6 desnatado Molico 03¢g
" Azida sodica 0,002 g

* . .
usada somente quando deixar overnight

’

Tampio para gel de resolucio:

EDTA 4 mM 40 mL do 200 mM
SDS 2% 40 mL do 10%
Trisma base 750 mM 1816 g

Agua desionizada completar 2 litros

Ajusta-se o pH para 8,9 co HCI



Tampdo para Stacking:

EDTA 4 mM

SDS 2%

Trisma base 50 mM
Agua desionizada

Ajusta-se o pH para 6,7 com H;PO,

20 mL do 200 mM
20 mL do 10%
12,1g

completar 1 litro
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ANEXO 3

Preparo do gel de SDS — Poliacrilamida:

Monta-se a base de vidro com separadores, tomando cuidado para evitar regides
passiveis de vazamento (colocar um pouco de vaselina ou parafilme nos separadores);
Coloca-se o pente, marca-se cerca de 1 cm abaixo dele e depois retira-se 0 mesmo

Em um béquer, prepara-se o gel de separa¢do na porcentagem desejada e coloca-se
entre as placas, até a marca (trabalhar com certa velocidade ja que, apos a adi¢do do
persulfato de aménio e do TEMED, a reagdo de polimerizagdo ja se inicia);

Adiciona-se uma camada de alcool isoamilico ou isobutilico (cerca de meio cm) para a
retirada de bolhas, nivelamento do gel e isolamento do gel do ar (o oxigénio impede a
polimerizacdo); aguarda-se a polimerizag¢do por 30 min;

Lava-se a superficie do gel com agua destilada 3 vezes e seca-se com uma pedago de
papel-filtro (cuidar para ndo danifica-la);

Prepara-se o gel de empilhamento e coloca-se sobre o gel de corrida; adiciona-se o
pente e aguarda-se a polimerizagdo;

Retira-se o pente, coloca-se o gel na cuba de eletroforese e lavam-se os pogos com

agua e/ou tampao de corrida.

Corrida das amostras

>

Colocam-se as amostras a serem corridas (20 a 100 pg de proteinas totais) € o marcador
nos lanes, enche-se a cuba com tampao de corrida e inicia-se a corrida a 300 V, 25-50

mA, por cerca de 3-5h ou overnight (12V, 6mA).



ANEXO 4

Montagem do gel de empilhamento de transferéncia:
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Apoés a corrida eletroforética, retira-se um dos vidros com auxilio de uma espatula,

extrai-se o gel de empilhamento e recorta-se um dos cantos para dar idéia de orientagio;
Obs.: usar luvas para evitar manchas com gordura e proteinas da pele.

Equilibra-se o gel em tamp3o de transferéncia por 10 min para permitir que ele aumente

ou encolha antes do contato com a membrana de nitrocelulose e para remover o excesso

de sais de tampdo e detergentes;

Recorta-se a membrana de nitrocelulose e dois papéis-filtro do tamanho do gel, com

maximo 0,5 cm maior (material excedente pode dobrar durante a transferéncia, gerando

um curto circuito);

Pré-umedece-se a membrana de nitrocelulose em agua destilada, cuidando para ndo

formar bolhas (mergulhar uma das bordas e submergir lentamente);

Mergulha-se a membrana de nitrocelulose em tampao de transferéncia por 2-5 min;

Umedecem-se os dois papéis-filtro em tampao de transferéncia.

“Stack” de transferéncia:

Y VY

A%

Y/

Centraliza-se uma camada de esponja sobre o lado catédico do mddulo;
Coloca-se um dos papéis-filtro sobre a esponja;
Posiciona-se o gel equilibrado sobre o papel-filtro, umedecendo-se a superficie do gel
com gotas de tampao de transferéncia;
Coloca-se membrana de nitrocelulose sobre o gel;
Obs.: ndo reposicionar a membrana apos ela entrar em contato com o gel (ha
transferéncia de proteinas pelo simples contato)
Coloca-se o outro papel-filtro sobre a membrana de nitrocelulose;
Colocam-se mais 2 camadas de esponjas sobre o papel-filtro;
Obs.: um segundo “stack” de transferéncia pode ser executado entre estas

outras duas camadas de esponjas.
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Verifica-se a posig¢do do “stack” de transferéncia que deve estar centralizado sobre a
placa de eletrodo (nenhuma camada deve ser "beliscada" quando o médulo for fechado)

e fecha-se o médulo.

Eletrotransferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose:

Y/
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Entorna-se 300-350.m1 de tampdo de transferéncia dentro do médulo; bate-se de leve o
jogo de blotting para expulsar quaisquer bolhas de ar das esponjas;

Posiciona-se o médulo no tanque com os "plugs" voltados ao centro;

Adiciona-se 1,7 litros de agua deionizada a 4° C no tanque;

Coloca-se a tampa de seguranga sobre o tanque,

Inicia-se a eletrotransferéncia a 25 V e 300-400 mA por 1-2 hrs;

Apos a eletrotransferéncia, retira-se o modulo do tanque e joga-se fora o tampdo de
transferéncia;, marca-se cada membrana, caso sejam feitas duas, e indica-se o lado das

amostras; suspende-se a membrana com uma pinga e deixa-se secar ao ar.

Bloqueio de sitios nio especificos:

A7
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Incuba-se a membrana com tampao de bloqueio por 2 h a temperatura ambiente ou
overnight a 4 - 8° C, com agitagao;

Incuba-se a membrana em solugdo de incubagdo com anticorpo primario (anti-COX 2)
na dilui¢do de 1:400, com volume suficiente para cobrir a membrana de nitrocelulose
por 3h ou overnight a 4-8° C, com agitacgio;

Lava-se a membrana com tampio de lavagem 3 vezes de 10 min com agitagdo e
volumes de tampao apropriados (suficientes para cobrir completamente a membrana de

nitrocelulose).
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Incubagio com o anticorpo secundario conjugado ao HRP

N/
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Incuba-se a membrana em solugdo de incuba¢do contendo o anticorpo secundario
conjugado ao HRP na dilui¢do 1:5000, >por 3 h a temperatura ambiente ou overnight,
com agitagio;

Lava-se a membrana com tampdo de lavagem 3 vezes de 10 min com agitagdo e

volumes de tampao apropriados.

Incubacio com o substrato quimioluminescente/acentuador

» Incuba-se a membrana em solugio de trabalho por 5 min com agita¢do; usa-se volume
suficiente para cobrir completamente a membrana;

» Remove-se a membrana da solugdo de trabalho e deixa-se que o excesso da solugdo
escorra dela; coloca-se um protetor de membrana, tal como um protetor plastico, sobre
a membrana de nitrocelulose e retira-se quaisquer bolhas de ar.

Revelacio:

» Coloca-se a membrana em cassete, sobrepondo-a com um filme e expondo-a por tempo
apropriado (uma primeira exposi¢do de 30 s é recomendada e, conforme resultado,
acerta-se o tempo de exposi¢ao inicial);

> Revela-se o filme.



