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LISTA DE ABREVIATURAS

AA — Acido araquidénico

ALA — Acido a-linolénico

AGPI — Acido graxo poliinsaturado
BSA — Albumina sérica bovina
COX — Enzima ciclooxigenase
DHA — Acido docosahexaenoico
DNA - Acido desoxirribonucléico
EPA - Acido eicosapentaenoico
EPM — Erro padrdao médio

LA — Acido linoléico

LOX - Enzima lipooxigenase

LTs — Leucotrienos

n-3 - Omega-3
n-6 — Omega-6
n-9 — Omega-9

PBS - Tampao fosfato salina

PGs - Prostaglandinas

PGE; — Prostaglandinas da série 2

PLA; — Enzima fosfolipase Az

PLC - Enzima fosfolipase C

TXs — Tromboxanas

TW256 — Tumor de Walker 256

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

W - Grupo de ratos portadores de tumor que nao recebeu suplementagao
WP — Grupo de ratos portadores de tumor suplementados com 6leo de peixe

WS — Grupo de ratos portadores de tumor suplementados com gordura de céco



RESUMO

E sabido que a incidéncia de cancer é menor em paises costeiros onde existe
um consumo maior de animais marinhos, ricos em acidos graxos
poliinsaturados da familia n-3, entre eles o acido eicosapentaendico (C20:5n-3,
EPA) e o acido docosahexaenodico (C22:6n-3, DHA). Os mecanismos pelos
quais os acidos graxos n-3 agem para diminuir o crescimento tumoral ndo sao
bem esclarecidos. Dessa forma o trabalho tem como objetivo verificar a agéo
do acido graxo n-3 em alguns dos mecanismos participantes nessa redugao do
crescimento tumoral, entre eles: a produgdo de prostaglandinas E2 no tecido
tumoral e a expressdao de COX-2 nas células tumorais. Para isso foram feitos
experimentos com trés grupos distintos de ratos Wistar, sendo que um dos
grupos foi suplementado com 6leo de peixe, outro suplementado com gordura
de cbco, e o ultimo nao recebeu suplementagao, sendo esse o controle. Apés
50 dias de suplementagao (ratos com 70 dias) foi inoculado o tumor de Walker
256, que cresceu por 15 dias, quando os animais foram mortos para a coleta
do material. Os tumores foram pesados, foi feita a quantificagdo da proteina
COX-2 e das prostaglandinas E da série 2. Como resultado pode-se observar
que o grupo suplementado com 6leo de peixe apresentou tumor de menor
tamanho, com indices de COX-2 e prostaglandinas E2 diminuidas, com relagéao
aos outros dois grupos. Assim, esse trabalho mostra que a suplementagao com
6leo de peixe tem a capacidade de diminuir o crescimento tumoral em ratos. E
entre os mecanismos que permitem essa redugdo estariam a diminuigao da
expressdo da enzima ciclooxigenase-2 e a diminuicdo da concentragao

plasmética de pros{églandinas E da série 2.
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1. INTRODUGAO

1.1 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos sao importante fonte de energia para e durante o
metabolismo e também, ponto de partida para sintese de fosfolipideos no
organismo. Os diferentes acidos graxos encontrados nas células diferem em
comprimento de suas cadeias de hidrocarboneto e no nimero de duplas ligagdes
carbono-carbono (ALBERTS, 1997), proporcionando diferentes propriedades
fisiologicas, quimicas e nutricionais.

Os acidos graxos podem ser saturados (nenhuma dupla ligagao entre os
carbonos), monoinsaturados (uma dupla ligagao) ou poliinsaturados (duas ou mais
duplas ligagdes). Entre os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) podem se
destacar trés importantes familias: n-9, n-6 e n-3. Essas familias sao classificadas
de acordo com a posigao da primeira dupla ligagcao a partir da extremidade metila
da cadeia carbénica (DOMMELS et al, 2002). Assim, o acido graxo n-3 apresenta
sua primeira dupla ligacdo entre os carbonos trés e quatro; o n-6 entre os
carbonos seis e sete da cadeia hidrocarbdnica; e o n-9 entre os carbonos nove e
dez. A familia n-3, derivada do acido a-linolénico (ALA; 18:3n-3), tem como
principais representantes os acidos graxos eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) e
docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3); e a familia n-6, derivada do acido linoléico (LA,
18:2n-6), tem como produto principal o acido araquidénico. Os acidos graxos das
familias n-3 e n-6 nao sao sintetizados por mamiferos pois estes ndo possuem as
enzimas desaturases A12 e A15, necessarias para sintese dos acidos graxos n-3
e n-6 (ROYNETTE, 2004), portanto devem ser providos pela dieta, sendo entao
chamados de essenciais (ROSE, 1999). Os AGPI n-3 podem ser encontrados em
oleos de peixe, linhaga, nozes e canola, além de vegetais de folhas verdes
escuras. E os acidos graxos n-6 sdo encontrados em varias sementes e 6leos de
acafrao, soja, girassol e milho.

O AA (n-6) e o EPA (n-3) sao mobilizados das membranas celulares pela
acdo de enzimas fosfolipase, especialmente fosfolipase A2 (PLA2) e C (PLC), e



logo em seguida metabolizados pelas enzimas ciclooxigenase (COX) e
lipooxigenase (LOX) em prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXs) e leucotrienos
(LTs) (ROYNETTE, 2004), respectivamente, sendo assim precursores de
eicosandides (figura 1). Do metabolismo do EPA sao gerados as prostaglandinas
e tromboxanas da série 3 e leucotrienos da série 5 (CALDER, 1997). O AA gera
prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4.

Existe uma competicdo entre os acidos graxos n-6 e n-3 pelas enzimas
desaturase e elongase, que sdao comuns as duas vias metabdlicas. Porém existe
uma preferéncia destas enzimas pelos acidos graxos n-3. Dessa forma o EPA
inibe competitivamente a conversdo do acido araquidénico (AA) em seus
eicosanodides. Os eicosandides produzidos pelo AA (prostaglandina E;,
tromboxana A2 e leucotrieno B4) podem atuar na formacdo de trombose,
desenvolvimento de desordens inflamatérias e alérgicas, e proliferagao celular
(SIMOPOULOS, 1999). O consumo de n-3 aumenta a produgdo de metabdlitos
pelo EPA e reduz os niveis de AA na membrana celular e conseqiientemente
diminui a produgao de eicosanéides derivados do AA (CALDER, 1997), reduzindo
assim, os efeitos causados por esses eicosanoides.
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Figura 1: Metabolismo de acidos graxos n-3 e n-6. Adaptado de CALDER

(1998).



1.2 ACIDOS GRAXOS NA DIETA

Muitos estudos sobre o metabolismo dos acidos graxos tém sido feitos nos
ultimos 20 anos. Os acidos graxos n-3 desempenham importante papel para o
crescimento e desenvolvimento dos organismos bem como, na prevengao e
tratamento de doengas das coronarias, hipertensdo, diabetes, doengas auto-
imunes, inflamacgdes e cancer (SIMOPOULOS, 1999).

A incidéncia de cancer de colon e reto é particularmente alta em paises com
alta ingestdao de carne vermelha e processada, tais como Canada e Australia,
enquanto paises do mediterraneo tém menores indices destes tipos de cancer. A
razao para tal achado tem sido atribuida a dieta, sendo que nesses ultimos ha alto
consumo de frutas vegetais, peixe e 6leo de oliva (NKONDJOCK et al., 2003).

Nossos ancestrais (Paleolitico) tinham dieta baseada em baixa concentragao
de gordura saturada, baixos niveis de gordura frans e maior consumo de acidos
graxos n-3 (Figura 2). A dieta ocidental atual possui concentra¢des baixas de
acidos graxos n-3, principalmente belo baixo consumo de peixes (SIMOPOULQOS,
1999).
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Figura 2: Perfil do consumo de gordura e acidos graxos da espécie humana ao
longo dos anos. Adaptado de SIMOPOULQOS, 2002.



Devido a estas observagdes, nos ultimos anos, varios estudos tém sido feitos
em animais € humanos para avaliar o efeito dos AGPIl, em especial dos n-3, no
crescimento tumoral (MUKUTMONI-NORRIS et al., 2000).

1.3 CANCER

O cancer é responsavel pela morte de aproximadamente 4 milhdes de pessoas
por ano, em todo o mundo. No Brasil, o cancer é a terceira principal causa de
morte (12,32% do total de obitos), sendo superado somente pelas doencas
cardiovasculares e causas externas (acidentes de transito, violéncia urbana)
(BRASIL, Ministério da Saude, 2003).

O desenvolvimento do cancer envolve dois estagios: primeiro, o inicio do
processo causado por mutagdbes no DNA de algumas células; segundo, a
subsequente proliferacdo das células alteradas, para formar o tumor (BRITISH
NUTRITION FOUNDATION, 1999).

O cancer é uma doenca na qual células alteradas, denominadas neoplasicas,
ndo respondem mais aos mecanismos de controle do crescimento celular e
proliferam-se excessivamente, de maneira descontrolada, formando uma massa
tecidual conhecida como neoplasia. A neoplasia significa “crescimento novo”
(STEVENS; LOWE, 1998). Os termos neoplasia e tumor sdo usados como
sinénimos, sendo este originario do latim, significando tumefagao, isso devido ao
inchago causado pela inflamagao.

Tumores podem ser divididos em dois tipos: benignos, quando o crescimento
celular permanece contido em uma massa unica, ou malignos, quando conseguem
invadir e se desenvolver em outros tecidos, formando metastases, sendo assim
definidos como céncer. Tumores malignos podem ainda ser classificados de
acordo com o tipo de tecido e célula de origem; sendo os sarcomas originarios de
tecidos conjuntivos ou musculares, carcinomas derivados de células epiteliais, e
leucemias de células hematopoiéticas (ALBERTS et al., 1997).



1.4 ACIDOS GRAXOS E CANCER

Fatores ambientais contribuem para o desenvolvimento de muitas formas de
cancer. Tem sido estimado que 30% de todos os casos de cancer, sdo afetados
pela dieta, onde dietas de gordura, quase sempre, ocupando o topo dessa
relagdo. Em geral, dietas de gordura podem promover diversas formas de cancer
adicional sobre a carcinogénese (MCENTEE & WHELAN, 2002).

O mecanismo pelo qual os AGPI n-3 atuam em pacientes e animais portadores
de tumor nao é conhecido. Tem sido sugerido que o 6leo de peixe pode reduzir a
proliferagao celular e reduzir o nimero de alteragdes celulares no cancer. Em
humanos, o consumo de 6leo de peixe tem mostrado ser capaz de reduzir os
niveis de prostaglandinas proé-inflamatoérias, produzidas a partir do &cido
araquidénico, bem como a proliferagao de células do reto, embora estas relagées
ainda nao estejam totalmente esclarecidas (BRITISH NUTRITION FOUNDATION,
1999).

Estudo feito por Wigmore et al. (1996), no qual pacientes com cancer
pancreatico receberam suplementagao com 6leo de peixe, mostrou que ocorreu
redugao da caquexia, redugdo do catabolismo induzido das citocinas (Ex.: IL-6)
nos tecidos do hospedeiro. O papel exercido pelas citocinas pro-inflamatoérias (IL-
1, IL-6 e TNF-a) na patogénese da caquexia no cancer, e a capacidade dos AGPI
n-3 em reduzir a produgdo dessas citocinas, seria um possivel mecanismo para
ajudar a explicar tal achado.

A peroxidagao lipidica também parece ser um dos possiveis mecanismos pelos
quais os acidos graxos n-3 exerceriam sua ac¢do antitumorigénica (ROSE;
CONNOLY, 1999; TAPIERO, 2002). A peroxidagao lipidica das membranas
celulares, processo mediado por radicais livres, € considerada importante na
manutencdo da sobrevida das células. Os radicais livres atacam os lipideos de
membrana, principalmente nas duplas ligagdes de seus carbonos, desintegrando a
membrana celular. Uma vez que ocorre a incorporagdo dos acidos graxos n-3 de

cadeia longa, que apresentam maior nimero de duplas ligagdes, na membrana do



tumor, isto facilitaria a peroxidagdo dos lipideos de membrana, e

conseqlientemente, a redugao do crescimento tumoral.

1.5 TUMOR DE WALKER 256

O tumor de Walker 256 € um carcinossarcoma que se desenvolveu
espontaneamente na regido da glandula mamaria de uma rata gravida em 1928,
no laboratério de George Walker no “John Hopkins University School of Medicine”.
Nas duas primeiras geragdes, o tumor de Walker cresceu satisfatoriamente em
apenas alguns animais injetados. Entre 1953 e 1954 esse tumor foi transplantado
em ratos por inoculagao subcutanea, sendo palpavel em uma semana e levando a
morte dos animais em seis semanas, quando o tumor media aproximadamente
cinco centimetros de diametro. O tumor de Walker 256 apresenta dois subtipos:
tipo A, metastizante, que leva a caquexia terminal dos ratos portadores em
aproximadamente 27 dias, e o tipo B, que nado forma metastases e induz a
caquexia precoce do portador, levando a morte em 15 dias. Essa linhagem de
células tem sido utilizada em varios estudos porque é espécie-especifica para
ratos e facilmente transplantada (FERNANDES et al, 1994).

Por ser capaz de induzir a caquexia em um rapido intervalo de tempo, o
tumor de Walker 256 tem sido extensivamente usado em estudos com cancer
(TOGNI et al, 2003).



2. OBJETIVOS

Os AGPI n-3 tem mecanismo de agdo desconhecido na redugdo do
crescimento tumoral e da caquexia. Varias hipéteses tém sido levantadas, mas os
como objetivo verificar a agéo do 6leo de peixe, rico em AGPI n-3, em alguns dos
mecanismos aventados como participantes nessa redugcdo do crescimento
tumoral, no caso: a concentragdo plasmatica de PGE; no tecido tumoral e a

expressdo da COX-2 nas células tumorais.



3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizagao dos experimentos foram utilizados 64 ratos machos da
linhagem Wistar. Os ratos foram cedidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram submetidos a
ciclo claro/escuro (12h/12h) com agua e alimentacao a vontade, em ambiente com
temperatura controlada de 23 = 1°C. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Metabolismo Celular no Departamento de Fisiologia do Setor de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apds o desmame os animais (com 21 dias) foram divididos em 3 grupos de
acordo com a dieta recebida:

1) Controle (W) — grupo que nao recebeu a suplementagao (18 ratos);

2) n-3 (WP) - grupo suplementado com 6leo de peixe (26 ratos);

3) Saturado (WS) — grupo suplementado com gordura de céco (20 ratos).

A quantidade de acido graxo fornecido ao animal foi de 1g/Kg de peso
corporal, oralmente sendo utilizadas pipetas volumétricas. O 6leo de peixe é
liquido podendo ser fornecido sem grandes problemas, porém a gordura de céco €
sblida sendo necessario seu aquecimento no aparelho de microondas por 4
minutos para que seja derretido.

Estes grupos receberam suas ragdes até completarem 70 dias (50 dias de
suplementacgédo), entdao foi inoculado, subcutaneamente, no flanco direito,
suspensdo de células do tumor de Walker 256, contendo 2 x 107 células/mL. No
14° dia ap6s a inoculagdo do tumor, todos os animais foram ortotanasiados com o
uso de guilhotina e o sangue coletado utilizando-se funil, e o tecido tumoral
removido . Vale ressaltar que a coleta do tecido tumoral é extremamente facil, uma

vez que se apresenta de forma bastante diferenciada, quase sem infiltragoes.
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3.3 OBTENGAO E TRANSPLANTE DE CELULAS TUMORAIS

Em um animal portador do tumor ascitico de Walker 256 foi injetado 10 mL
de solugao salina 0,9% e em seguida, este foi sacrificado por deslocamento
cervical. A cavidade abdominal foi aberta e todo o seu conteudo ascitico coletado.
Uma aliquota desta suspensao foi diluida 1:100 e apés a contagem de células em
camara de Neubauer, com corante “Trypan Blue’, 1 mL desta suspensdo
(contendo 2x10” células) foi injetado subcutaneamente em cada um dos animais
(FERNANDES et al., 1991).

3.4 DETERMINAGCAO DO PESO DO TECIDO TUMORAL

Apé6s serem sacrificados, a massa tumoral dos ratos foi retirada e pesada

em balancga digital (Denver Instrument XL-410) previamente aferida.
3.5 QUANTIFICACAO DE PROSTAGLANDINAS E;

A determinagao da concentracdo plasmatica da prostaglandina E, foi
realizada por Kit para ELISA, seguindo-se as instru¢gdes do fabricante, Cayman
Chemical — USA.

3.6 QUANTIFICAGAO DA PROTEINA COX-2

Inicialmente foi feita a quantificagcao protéica das amostras. A quantificagao de
proteina das amostras tumorais foram mensuradas pelo método de Bradford
(1976), sendo que esse método consiste na diluicdo das amostras em reagente de
Bradford (100 mg de coomassie blue G, 50 mL de etanol 95%, 100 mL de acido
fosférico 85%, e agua até 1000 mL). Foram diluidos 10 pl da amostra na
propor¢do 1:10 em PBS, sendo analisadas em espectrofotometro em comprimento
de onda de 595 nm. Apds a leitura, a quantidade foi calculada substituindo os



It

valores obtidos em curva padrao de proteina conhecida (o correto é utilizar uma
proteina padrao mais proxima da amostra em questao).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS na
porcentagem de 7,5 por cerca de 2 horas (300V, 25 mA). Apos a corrida a
membrana foi submetida a transferéncia para membrana de nitrocelulose e a
identificacdo da proteina por “Western Blotting”. As bandas foram analisadas por

densitometria, utilizando-se “Scion Image”

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em médias = erro padrao da média dos grupos
experimentais, e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido

de pés-teste de Tukey, com nivel de significancia para p<0,05.



4. RESULTADOS

4.1 PESO TUMORAL

O peso médio dos tumores nos animais do grupo W foi de 15,33, no WS de
21,46 e no WP de 7,82 (Figura 3). A suplementacdo com 0leo de peixe foi capaz
de reduzir a taxa de crescimento tumoral (p<0,001) quando comparada a do W e
WS. Em contrapartida, o grupo WS apresentou taxa de crescimento um pouco
maior quando comparada a do W (p<0,001).

Figura 3. Peso, em gramas, da massa tumoral obtida dos ratos nao-
suplementados (W), ratos suplementados com gordura de coco (WS) ou 6leo de
peixe (WP). Os dados estdo apresentados como média +EPM de 18 animais do
grupo W, 20 do grupo WS e 26 animais do grupo WP.

a p<0,001 quando comparado aos grupos W e WS; b p<0,001 quando comparado
ao grupo W.
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4.2 CONCENTRACAO DE PROSTAGLANDINAS E2 NO PLASMA DE RATOS
PORTADORES DE TW256.

Ratos portadores de tumor de Walker 256, que receberam suplementacéo
com gordura de coco, ndo apresentaram alteracdo na concentracdo plasmatica de
PGE2 (Figura 4) quando comparados aqueles que ndo receberam suplementacao
(W). Entretanto, o grupo suplementado com Oleo de peixe (WP), a concentracdo
de prostaglandinas estava reduzida significativamente (2,2 vezes) quando
comparada as do grupo W e WS (p<0,05).

Figura 4: Concentracdo de PGE2 (i"mol/mL) no plasma de ratos portadores de
tumor de Walker 256 dos grupos sem suplementacdo (W), e suplementados
cronicamente com gordura de coco (WS) ou o6leo de peixe (WP). Os dados
representam a média +EPM de 6 animais por grupo,

a p<0,05 quando comparado com o grupo W e WS.
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4.3 EXPRESSAO DA COX-2 EM CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

A expressao da COX-2 no tecido tumoral de ratos que receberam
suplementacdo cronica com Oleo de peixe estava reduzida em 2,2 vezes quando
comparada a dos grupos W e WS (p<0,01). Em contrapartida, os ratos
suplementados com gordura saturada, aumentaram a expressdo de COX-2,

comparando-se com a do W, em 1,3 vezes.

82 KDa

Figura 5. Expressdao de COX-2 no tecido tumoral de ratos ndo suplementados
(W), suplementados com gordura de coco (WS) ou 6leo de peixe (WP). Os dados
estdo apresentados como média tEPM de unidades arbitrarias, a p<0.01 quando

comparado ao grupo W e WS; b p<0.001 quando comparado ao grupo W.
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5. DISCUSSAO

O aparecimento de cancer esta associado a diversos fatores ambientais,
entre eles a dieta, responsavel por cerca de 30% de todos os casos de céancer. O
consumo excessivo de gorduras saturadas (KUSHI e GIOVANUCCI, 2002) e
acidos graxos n-6 e baixa ingestdo de acidos graxos n-3, tem sido mostrado
| facilitarem o aparecimento de doengas cardiovasculares e cancer (McENTEE, et
al., 2002).

Paises do mediterraneo tém menores indices de céncer quando
comparados com outros paises ocidentais, em que se observa maior consumo de
carne vermelha e processada. A razdo para tal achado de menor incidéncia tem
sido atribuida a dieta, na qual ha alto consumo de frutas vegetais, peixe e 6leo de
oliva (NKONDJOCK et al.,, 2003). Analisando-se o padrao de dieta de nossos
ancestrais (2 milhdes de anos atras), observa-se maior consumo de folhas, graos
e animais marinhos, ricos em acidos graxos poliinsaturados n-3 (SIMOPOULOS,
2002). Em contrapartida, a partir da revolugdo industrial, passou-se a consumir
mais gorduras saturadas e 6leos de graos que contém n-6, além de se reduzir o
consumo de n-3, sendo isso relacionado ao aparecimento de varias patologias
(ROSE e CONNOLY, 1997). Devido a estas observagées, nos ultimos anos, varios
estudos tém sido feitos em animais e humanos para avaliar o efeito dos AGPI, em
especial dos n-3, no crescimento tumoral (MUKUTMONI-NORRIS et al., 2000).

Neste trabalho demonstramos redug¢do na taxa de crescimento tumoral
(figura 3) nos animais suplementados com o 6leo de peixe, corroborando as
observagbes de menor incidéncia de cancer em populagbes de japoneses e
esquimos, que consumem grandes quantidades de gorduras de animais marinhos,
ricos em n-3 (TAPIERO et al, 2002; ROYNETTE et al, 2004). Porém os
mecanismos de ac¢do dos acidos graxos n-3 nao sao totalmente esclarecidos.
Sugere-se que esses acidos graxos possam estar agindo de forma a aumentar a
apoptose, ou ainda, podem estar ligados a uma redugdo da proliferagéo celular,
bem como num aumento da peroxidagéo lipidica exercendo agado antitumorigénica
(ROSE e CONNOLY, 1999; TAPIERO, 2002), oxidando membranas das células
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tumorais. Esses mecanismos podem estar ocorrendo separadamente, ou entao,
ocorrem concomitantemente, auxiliando-se mutuamente na redugdo do
crescimento do tumor.

Um mecanismo que poderia promover a redugdo do crescimento tumoratl
seria a modulagao pela enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), a qual é expressa em
altos niveis em tecidos tumorais, quando comparado com & dos tecidos saudaveis
adjacentes (ROYNETTE et al, 2004). A relagdo entre o aumento da expressao da
COX-2 e o cancer tem sido relatada em diversos trabalhos, como nos canceres de
mama, célon e prostata (WANG et al, 2004; DEMPKE et al, 2001), tanto em
animais como em humanos.

A expressao da COX-2 apresentou-se diminuida nos ratos suplementados
com oOleo de peixe (figura 5), quando comparada a dos grupos controle (W) e
suplementado com gordura de céco (WS). Existe grande interesse em saber-se
como ocorre a modulagdo da COX-2, uma vez que & capaz de promover
angiogénese e crescimento tumoral (BOUDREAU et al, 2001), sendo assim, varios
trabalhos estudaram o efeito da inibicdo dessa enzima (LLOR et al, 2003; NIXON
et al, 2003; LU et al, 2002). O uso, em longo prazo, de inibidores da
ciclooxigenase em humanos fez com que ocorresse decréscimo em até 50% no
risco de cancer coloretal (WANG, 2004). Tem sido demonstrado que existe uma
acdo da enzima COX-2 na regulagdo da apoptose celular. INIGUEZ et al (2003),
mostraram que inibidores da COX-2 podem bloquear a apoptose em varios
tecidos. Ja no trabalho de PINTO Jr et al (2004) foi mostrado que a
suplementagdo com 6leo de peixe associado a inibidores da COX-2 reduziram o
crescimento tumoral, potencializando seu efeito.

A concentragdo plasmatica de prostaglandinas E da série 2 estava
significativamente reduzida no grupo que recebeu suplementagdo com éleo de
peixe quando comparada a dos grupos sem suplementagéo e suplementado com
gordura de cdco (Figura 4). Uma possivel explicagdo para isso seria que o éleo de
peixe suprime o crescimento tumoral por reduzir a atividade da COX-2, sendo que
esta induz a formagdo de prostaglandinas associadas a carcinogénese. Dessa

forma o acido eicosapentaendico (acido graxo n-3) impediria a formag&o do acido
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araquidonico (AA) por competir pelas enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase
(TOGNI et al, 2003), diminuindo a formagdo de eicosandides pré-tumorigénicos
provenientes do AA, em especial as prostaglandinas E da série 2 (CURI et al,
2002). Evidéncias apontam que inibidores que tem como alvo receptores de
prostaglandinas provenientes da COX-2 poderiam ser mais eficazes no combate
ao cancer, causando menos efeitos colaterais que inibidores seletivos para COX-2
(WANG, 2004). DOMMELS et al (2002) discutiram em seu trabalho a relagdo dos
acidos graxos n-3 e n-6 em cancer de célon, relatando que os acidos graxos n-3
reduziram o crescimento tumoral por promoverem a inibicdo na produgéo de PGE;
derivadas do acido araquidénico. Isso deve-se ao fato de que os acidos graxos n-3
possuirem a habilidade de se incorporarem na membrana celular e utilizar a
enzima COX-2 para produzir prostaglandinas E da série 3, diminuindo, assim, os
niveis de prostaglandinas E da série 2 (PGEy).

As PGE; estavam aumentadas no tecido tumoral, promovendo inibicao da
apoptose, fazendo com que ocorra promogao da proliferagao das células tumorais
(SUMITANI et al, 2001). JONES et al (1999) afirmou que células de carcinoma de
célon em humanos cultivadas na presenga de PGE; in vitro, geraram aumento nos
niveis da proteina Bcl-2 que é anti-apoptética. Dessa forma, as PGE; estariam
associadas a inibicdo da apoptose, promovendo o crescimento tumoral. Além
disso, as PGE; servem de mediadoras para o processo de angiogénese, processo
fundamental no desenvolvimento tumoral.

Foi proposto no trabalho de CALVIELLO et al (2004) uma possivel
utilizagao terapéutica dos acidos graxos n-3 como componentes anti-angiogénicos
em terapia para o cancer de cé6lon, uma vez que esses AGPI' se mostraram
capazes de reduzir o crescimento tumoral e os niveis de COX-2, de
prostaglandinas E da série 2 e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
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6. CONCLUSOES

Assim, esse trabalho mostra que a suplementagao com éleo de peixe tem a
capacidade de diminuir o crescimento tumoral em ratos da linhagem Wistar. E
entre os mecanismos que permitem essa redugdo estariam a diminuicdo da
expressao da enzima ciclooxigenase-2 e a diminui¢gdo da concentragdo plasmatica

de prostaglandinas E da série 2.
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ANEXOS

DOSAGEM PROTEICA PELO METODO DE BRADFORD

Homogeneizar o musculo ou tumor em tampao de lise na proporgao 1:7
(P/V/) com o auxilio de um homogeneizador Politron (2500 /min) ou no caso
de celulas isoladas utilizar o sonicador.

Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm, coletando o sobrenadante. A
concentragao da proteina da amostra desconhecida é calculada com base
em uma curva padrao de uma proteina conhecida (o correto é utilizar uma
proteina padréao mais préxima da amostra em questao). A curva padrao tem
uma linearidade entre as concentragdes de 20 a 150 ug de proteinas por
100 ml da amostra (as amostras podem ser lidas até 800 pug/mL. obs: acima

deste valor diluir a amostra).

Preparo da solucdo de Bradford:

Pesar 100mg de Coomassie Briliant Blue G-250 e colocar num balao
volumétrico de 1000 mL.

Dissolver o corante com 50 mL de etanol 95% (47,5 mL + 2,5 mL). A
solugdo deve ficar azul. Agitar para diluir bem o Coomassie.

Adicionar 100 mL de acido fosfécrico 85% (85 mL + 15 mL). A solugdo deve
ficar vermelho vinho.

Completar o volume para 1000 mL com agua MQ.

Transferir a solugdo em garrafa escura (obs: lavar a garrafa 3x antes de

transferir, com a prépria solugao.

O corante é estavel a 4° C por até 6 meses.

Preparo da curva padrao:

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;



24

- Dividi-se a densidade 6tica por 0.66 (fator de corregao para concentragio) e
tem-se a concentragédo da solugdo-mae em mg/mil;

Obs.: a densidade 6tica 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 diluigdo da "solugdo-mae" de BSA para a curva padrdo, com
valores decrescentes de albumina para um volume total de 500 pl;

- Prepara-se uma bateria de 21 tubos, coloca-se 1 ml da solugdo de Bradford
mais 20 pl de cada diluicdo em cada tubo (faz-se em duplicata para cada
diluigao); no tubo branco, coloca-se 1 ml da solugédo de Bradford mais 20 pl
de agua destilada;

Obs.: antes de usar a solugdo de Bradford, agitar bem; transferir o volume
que sera usado em um béquer e descartar a sobra.

Diluicao Solugdo-mae Agua MQ (pL) Conc. (ug/mL)
(uL)
1:1 500 0 1000
1:1.25 400 100 800
1:1.66 300 200 600
1.2 250 250 500
1:25 200 300 400
1. 4 125 - 375 250
1:5 100 400 200
1:10 50 450 100
1: 20 25 475 50
1: 50 - 10 490 20

TABELA 1: Diluicdes da solugdao-mae utilizada no método de Bradford.

- Agitam-se os tubos e ler no espectrofotdmetro a 595 nm, contra referéncia
do tubo branco.
Obs.: a leitura deve ser imediata apés a adi¢do das diluigbes, pois as
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proteinas ficam estaveis por pouco tempo; deixar os tubos e as cubetas
utilizados de molho logo apés o uso, pois a solugdo de Bradford pode
mancha-las.
Monta-se o grafico da curva padrdo (concentragdo de BSA em pg/ml x
densidade é6tica) e acha-se a equacgao da reta (y = ax + b, sabendo que a =
coeficiente angular = tg o = (y2 - y1) : (X2 - X4) € b = coeficiente linear =
ponto do eixo da ordenada por onde a reta passa).
Obs: Utilizar o programa swift - quantification
A partir dos valores de DO (y) é possivel calcular a concentragdo da
amostra, isolando-se o x. Este valor deve ser multiplicado pela diluigdo para

se obter a concentragao de proteina da amostra em ug/mi.

Determinacéo protéica:

Para a determinacdo protéica, pipetar 20 pbL da amostra em 1 mL da
solugéo de Bradford. Observar a coloragao do tubo, caso ela esteja em tom
de azul mais intenso que o seu tubo padrao (~1000pg/mL), a amostra deve
ser diluida.

Prepara-se uma bateria de tubos (em duplicata para cada amostra mais o
tubo branco),

Coloca-se 1 mi da solugdo de Bradford em cada tubo + 20 pl de cada
amostra; no tubo. branco coloca-se 1 ml da solugao mais 20 pl do tampéo.
de lise (na qual a amostra foi preparada);

Lé-se no espectrofotdmetro a 595 nm, contra referéncia do branco;

Obs.: as densidades 6ticas devem ficar entre 0 e 1 que é a faixa de
sensibilidade da curva padrao.

Utiliza-se da equagdo da reta para o calculo da concentragdo protéica de
cada amostra [sabendo que y = densidade otica, x = concentragéo da
amostra e sendo y = ax + b]. A partir dos valores de DO (y) é possivel
calcular a concentragdo da amostra, isolando-se o x. Este valor deve ser
multiplicado pela diluigdo para se obter a concentragdo de proteina da

amostra em pg/ml.
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ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA “SDS-PAGE”

Apos a quantificagao protéica das amostras, a amostra foi diluida com tampao
Laemmli 1:2 de forma que a concentragao final fique entre 2 pg/ul e 5 ug/ul
(concentragdo necessaria para a eletroforese); é importante que todas as
amostras figuem em uma concentragdo protéica tinica para que isso nao interfira

na analise das suas bandas. Pipetar de 20 a 50 pL em cada pogo.

Preparo do gel de SDS — Poliacrilamida:

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

- Em um béquer, prepara-se o gel de separagdao na porcentagem desejada e
coloca-se entre as placas, até a marca (trabalhar com certa velocidade ja
que, apdés a adigao do persulfato de aménio e do TEMED, a reagéao de
polimerizagao 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
aguarda-se a polimerizagao por 30 min;

- Lava-se a superficie do gel com agua destilada 3 vezes e seca-la com uma
pedaco 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 polimerizagao;

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

pocos com agua e/ou tampao de corrida.

Corrida das amostras:

Colocam-se as amostras (20 a 100 pg de proteina) e o marcador nos lanes,

enche-se a cuba com tampao e inicia-se a corrida a 300 v, 25-50 mA, por 3-5 h.
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‘WESTERN BLOTTING”

Montagem do gel de empilhamento de transferéncia:

Apos a corrida eletroforética, retira-se um dos vidros com auxilio de
espatula, retira-se o gel de empilhamento e recorta-se um dos cantos para
dar idéia de orientagao;

Obs.: usar luvas para evitar manchas com gordura e proteinas da pele.
Equilibra-se o gel em tampao 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 tampao 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 nao formar bolhas (mergulhar uma das bordas e submergir
lentamente);

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

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

Monta-se o “stack” de transferéncia seguido os passos:

Centraliza-se uma camada de esponja sobre o lado catédico do moédulo.
(preto);

Coloca-se um dos papéis-filtro sobre a esponja;

Posiciona-se o gel equilibrado sobre o papel-filtro; umedece-se a superficie
do gel com gotas de tampao de transferéncia;

Coloca-se membrana de nitrocelulose sobre o gel; 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
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outras duas camadas de esponjas.

Verifica-se a posigdo 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:

Entorna-se 300-350 ml de tampéao de transferéncia dentro do médulo; bate-
se de leve o jogo de blotting para expulsar quaisquer bolhas de ar das
esponjas;

Posiciona-se 0 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;

Apés a eletrotransferéncia, retira-se o médulo do tanque e joga-se fora o
tampao 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.

Blogueio de: sitios ndo especificos:

Incuba-se a membrana com tampéao de bloqueio por 30 min-a 1 hr (2 horas)
a temperatura ambiente com agitagdo ou overnight a 4-8° C.

Incubagdo com o primeiro anticorpo: anti-IRS-1, anti-IRS-2,PI-3K e GLUT-4
incuba-se a membrana em solugdo de incubagdo com anticorpo primario
(anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-PI-3K e anti-GLUT-4) na diluigao de 1:500, com
volume suficiente para cobrir a membrana de nitrocelulose por 30' a 1 hr (3
horas) com agitagdo ou overnight a 4-8° C;

Lava-se a membrana com tampédo de lavagem 3 vezes de 10 min com
agitacdo e volumes de tampdo apropriados (suficientes para cobrir

completamente a membrana de nitrocelulose).
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Incubacdo com o anticorpo secundario conjugado ao HRP:

Incuba-se a membrana em solugdo de incubagdo contendo o anticorpo
secundario conjugado ao HRP na diluigdo 1:2500 ou 1:1000, por 30'a 1 hr
(3 horas) a temperatura ambiente com agitagao ou overnight;

Lava-se a membrana com tampao de lavagem 3 vezes de 10 min com
agitacao e volumes de tampao apropriados.

Incubacdo com o substrato quimioluminescente/acentuador:

Incuba-se a membrana em solugdo de trabalho por 5 min com agitacgao;
usa-se volume suficiente para cobrir completamente a membrana;
Remove-se a membrana da solugao de trabalho e deixa-se que o excesso
da solugao 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.

Revelagao:

Coloca-se a membrana em cassete, sobrepd-la com um filme e expd-la por
um comprimento de tempo apropriado (uma primeira exposigado de 30 s é
recomendada e, conforme resultado, acerta-se o tempo de exposi¢cao
inicial);

Revela-se o filme.



