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RESUMO

O cancer é responsavel pela morte de gproximadamente 4 milhSes de pessoas por ano
em todo mundo. No Brasil, depois das doencas cardiovasculares, o cancer € a segunda
causa mais comum de morte por doenca. A caquexia esta presente entre 20- 70% dos
individuos com céncer e estd associada a disturbios metabdlicos, cujos agentes
causadores ainda ndo s conhecidos. O presente trabalho investigou se ratos
suplementados com 6leo de peixe, por duas geracles, e inoculados com tumor de
Walker 256 tém reducéo da taxa de crescimento tumoral e da caguexia, similar ou
diferente dos F1. Ratas Wistar foram suplementadas com 6leo de peixe (&cido graxo
poliinsaturado rico em n-3) ou gordura de coco (&cido graxo saturado), na dose de 1
0/Kg p.c., desde o desmame (21 dias) até a fase adulta. A prole feminina gerada (F1)
foi submetida a0 mesmo protocolo de suas mées e colocadas para reproducéo com
ratos ndo suplementados. A prole masculina gerada (F2) foi submetida a0 mesmo
protocolo de suas respectivas mées. Ao completarem 70 dias, metade destes ratos
foram inoculados com suspensio de células do tumor de Walker 256 (2 x 10’
cdsmL), e nos controle, salina (0,9%). Apos 14 dias, os animais foram mortos e o
tumor, figado, timo, linfonodo mesentérico e bago removidos. Do figado mensurou-se
o contetdo de glicogénio. Timo, baco e linfonodo mesentérico foram utilizados para
cultivo cdlular e mensuragéo do metabolismo de glicose. O sangue foi coletado para
analises bioguimicas. O peso dos animais foi monitorado desde 0 nascimento até afase
adulta. N&o foi observado alteracéo significativa na evolugdo da massa corporea entre
0S grupos estudados. O peso do tumor entre 0 grupo ndo suplementado (W) e
suplementado com gordura de coco (SW) ndo foi diferente, entretanto no
suplementado com 6leo de peixe (PW) houve reducdo significativa. Hipoglicemia,
laticidemia e reduzido contetido de glicogénio, estavam presentes nos animais W e nos
SW. Suplementacdo com 6leo de peixe (PW) reverteu estes par@metros de caquexia.
N&o houve ateracdo significativa da concentragdo sérica de colesterol e de
triacilglicerol entre os grupos de animais. Entretanto, a concentragdo de colesterol
HDL foi menor apenas no W quando comparada a dos demais grupos. O peso do baco
dos animais dos grupos com tumor foi significativamente maior que o dos animais dos
grupos sem tumor, porém ndo foi diferente quando comparados entre si. Nos animais
PW houve diminuicdo da producéo de lactato, a partir de glicose, pelos linfocitos
incubados obtidos do linfonodo mesentérico. No baco, esta também estava reduzida
quando comparada a dos demais grupos com tumor. O perfil proliferativo dos
linfécitos de linfonodo mesentérico e timo foi muito semelhante, diferindo gpenas na
magnitude da resposta. Embora o perfil proliferativo do bago tenha sido diferente
daguele do timo e linfonodo mesentérico, a suplementagdo com Oleo de peixe
promoveu reducdo na taxa de proliferacdo dos linfocitos destes trés tecidos analisados.
Todos estes dados foram observados também na geracdo F1. Nossos resultados
sugerem que a suplemementacdo por mais de uma geragdo néo tem efeito aditivo sobre
0s parametros investigados e que a alimentagdo com presenca de écidos graxos n-3
tem efeito quimioprotetor contra o cancer e estabel ecimento da caquexia.



ABSTRACT

Cancer kills aproximately 4 million people every year world wide. In Brazil,
regardless heart diseases, cancer is the main cause of death. Most cancer patients (20-
70%) die with cachexia as primary cause depending on tumor type and is associated
with metabolic disturbances, unfornutately the meadiatores are not totally known. This
study investigated if rats supplemented with fish oil for two generations and inocul ated
with Walker 256 tumor cells have tumor growth and cachexia smilar or different from
those of F1 generation. Female Wistar rats were fed with fish oil (FO-polyunsaturated
fatty acids rich in n-3) or coconut fat (CO-saturated fatty acid) 1g/kg b.w. from
weaning until 90 days of age. Then they mated with no supplemented rats and F1 and
F2 generation received the same diet as their mothers. Control rats were fed with
regular chow. At 70 days of age half of each group was injected in theright flank with
a suspension of 2x10” Walker 256 tumor cells and in the control salina (0.9%). After
14 days the animals were killed and tumor, blood, liver spleen, thymus gut associated
lymphocytes were withdrawal for investigation. Tumor-bearing rats supplemented
with FO (PW) significantly decreased tumor growth as compared to CO supplemented
(SW) or fed with regular chow (W). Cachexia was confirmed by hypoglycemia,
hyperlactidemia and depletion of glycogen stores (W). Supplementation of the diet
with CO did not alter these parameters. FO supplementation reversal al these
parameters to control levels. Lactate production from glucose, by Iymphocytes
obtained from PW group was significantly lowered as compared to W and SW.
Proliferation rate of lymphocytes cultivated were not different between the groups
except by the magnitude of the response. Our results suggest that lifelong consumption
of FO for two generations were not able to cause any additive effect on tumor growth
and cachexia as compared to F1 generation and also FO has a chemoprotector effect
against cancer and cachexia devel opment.



1. INTRODUCAO
1.1 SISTEMA IMUNITARIO

Os orgéos, células e moléculas responsaveis pela defesa do organismo as
infecgdes constituem o sistema imunitario (SCROFERNEK ER; POHLMANN, 1998).
Este tem a responsabilidade de proteger o hospedeiro contra agentes infecciosos
patogénicos (ROITT; BROSTOFF;, DAVID, 1999). As cdulas e moléculas do sistema
imunitario trabalham como um sistema de defesa integrado, objetivando éiminar o
agente infeccioso e proporcionar imunidade protetora persistente (JANEWAY et al.,
2000). De modo gera, o sistema imunitario divide-se funcionalmente em duas
categorias. sistema inato (ou natural) e sistema adaptativo, também denominado
adquirido ou especifico (CALDER, 2001a). A interacdo entre essas duas categorias
resulta no que chamamos de imunidade (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997,
BORGHANS; NOEST; BOER, 1999).

A resposta imunol égica conta com a participacdo de véarios tipos de céulas e de
seus produtos, na ativacdo e modulagdo desta resposta. As principais células que
compdem o sistema imunitério sdo os leucocitos, também chamados de células
sanguineas brancas. Pertencentes a este grupo de células estdo incluidos os
granulécitos e agranuldcitos, classificados conforme a presenca de grénulos
citoplasmaticos e, os polimorfonucleares e monomorfonucleares, classificados de
acordo com a forma do nucleo. Os granulécitos polimorfonucleares,
predominantemente responsaveis pela fagocitose, incluem os neutréfilos, eosinéfilos e
os bastfilos, enquanto que os agranulécitos monomorfonucleares sdo representados
pelos mondcitos e linfocitos (SCROFERNEK ER; POHLMANN, 1998).

Dentre os monomorfonucleares, embora com fungbes muito digtintas, porém
interdependentes, macréfagos e linfocitos sdo considerados as principais células de
defesa do organismo. Enquanto os macrofagos formam a primeira linha de defesa do
sistema inato, os linfdcitos fazem parte do sistema adagptativo. Como os macréfagos

nem sempre conseguem reconhecer e eliminar 0s agentes invasores, os linfécitos
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proporcionam meios mais versateis de defesa e maior nivel de protecéo face a novas
infecgdes pelos mesmos agentes (JANEWAY et al., 2000).

Linfocitos sdo células de tamanho entre 6-10 mm, geralmente arredondadas,
com relacdo nicleo/citoplasma elevada quando observadas a0 microscépio comum,
apos coloracdo hematoldgica apropriada. Sd0 encontrados principalmente no bago,
medula 6ssea, linfonodos, timo e placa de Peyer (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
1995). Os linfécitos podem ser categorizados de acordo com seus marcadores de
membrana, reacBes a estimulos, padrbes de migracdo e vida média (ARDAWI;
NEWSHOLME, 1985).

Os dois principais tipos de linfécitos sdo os linfdcitos B, que participam da
resposta humoral e os linfocitos T, responsaveis pela resposta celular (BERNE et al .,
2000). Na resposta humoral, os linfécitos B sdo ativados e diferenciam-se em
plasmécitos, células produtoras de imunoglobulinas (Igs). Na resposta celular, os
linfécitos T sdo ativados e produzem citocinas que modulam, por exemplo, a ativacdo
dos macrofagos (UNANUE; BENACERRAF, 1986).

Também fazendo parte da classe de linfécitos estdo as células “natural killer”
(NK), as quais expressam CD16 como marcadores de superficie, entre outros
(CALDER, 2001b). Estas cdulas séo funcionalmente distintas das células T e B (ou
linfécitos T e B), pois sdo capazes de lisar diretamente células tumorais ou células
infectadas por virus, e tém funcdo importante na rejeicéo de transplantes. Células NK
sdo ativadas por interleucina (IL)-2, IL-12, interferon-g (IFN-g) e fator de necrose
tumoral (TNF)-a (CALDER, 1998a).

As cdlulas T sdo divididas em duas classes bem distintas: células T “helper” ou
auxiliadoras (Th) e células T citotoxicas (Tc). Essas classes sdo definidas pela
presenca de proteinas na superficie celular, onde as células Th expressam a proteina
transmembrana denominada CD4, enquanto as células Tc expressam o marcador
denominado CD8. Células Th aumentam a resposta de outras células brancas do
sangue e algumas dessas células Th auxiliam as células B a produzirem anticorpos.

Células Tc sao responsaveis pela destruicdo das células do hospedeiro que se tornaram
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infectadas por virus ou outros parasitas intracelulares (ROITT; BROSTOFF;, DAVID,
1998).

Estas duas classes de células reconhecem o peptideo antigénico através das
cdulas goresentadoras de antigeno (APC) (ALBERTS et al., 1997; ROITT;
BROSTOFF; DAVID, 1998; CALDER, 2001a). Além das funcbes descritas, 0s
linfécitos Th e Tc também podem suprimir a resposta imunoldgica. Existe outra classe
de linfécitos, ainda nd& bem definida, com considerdvel controvérsia sobre sua
natureza e fisiologia, conhecidas como células T supressoras. De fato, néo esta claro se
a supressdo da resposta imunolégica € mediada por um tipo distinto de célula T ou por
cdulas que, dependendo da situacdo, podem agir como auxiliares ou citotdxicas
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1995).

As populagbes de linfocitos T “helper” sdo subdivididas funcionalmente de
acordo com o padréo de citocinas que elas produzem. Linfocitos T “helper” tipol
(células Thl) produzem IL-2 e IFN-g que ativam macrofagos, células NK e Tc. A
atividade das células Thl pode ser induzida por interacbes com agentes patogénicos
como bactérias, virus e fungos. Linfocitos T “helper” tipo 2 (células Th2) produzem
IL-4, que estimula a producéo de IgE pelos linfocitos, IL-5, um fator de ativagdo de
eosinofilos, e IL-10, que juntamente com IL-4 suprimem a imunidade mediada por
cdulas. Céulas Th2 sio responsaveis pela defesa contra helmintos, pois ao
produzirem IgE, ativam mastécitos e basofilos que colaboram na eliminagéo desses
parasitas. Um desequilibrio ou desregulacdo entre as respostas de Thl e Th2 é uma
caracteristica de muitas doencas humanas, como reacdes alérgicas e doencas
inflamatérias (MOSSMANN; SAD, 1996).

1.2 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Os &cidos graxos estdo presentes em nossa alimentagdo e sdo ingeridos
principalmente como triacilglicerdis. Dieta de lipideos € fundamental para realizac&o

de muitas fungbes importantes no organismo, como, por exemplo, manutencdo da
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integridade de membranas celulares. Além de serem fonte energética, sGo também
precursores para numerosos compostos biologicamente ativos.

Os &cidos graxos sdo é&cidos carboxilicos com longas cadeias de
hidrocarbonetos e classificados de acordo com a presenca de duplas ligagOes:
Saturados ou sem duplaligagdo, Monoinsaturados, com gpenas umaduplaligagéo (1) e
Poliinsaturados, com duas ou mais duplas ligagdes (11 e 111) (VOET; VOET; PRATT,
2000).

Existem trés importantes familias de &cidos graxos insaturados, cuja
nomenclatura se refere a posicdo da primeira duplaligacéo, a partir do terminal metila
da cadeia de hidrocarboneto. S&o as familias dmega 3 (n-3), 6mega 6 (n-6) e dmega 9
(n-9) (ROSE; CONNOLLY, 1999). A letra grega “w”’ também € usada, no lugar da
letra“n”, paradescrever aterminagio metila (POMPEIA, 2002).

v B
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Omega 6 e 6mega 3 si0 as duas principais familias de &cidos graxos
poliinsaturados (“Polyunsaturated fatty acids’ ou PUFA), as quais né& s&o
interconversiveis em mamiferos, pois a enzima gque converte o acido linoléico em a-
linolénico estd presente gpenas em plantas (CALDER, 2001a, 1998b, 1997
SIMOPOULOS, 2002). A familia w-6 € derivada do &cido graxo linoléico e a familia
w-3 € derivada do &cido graxo a- linolénico. Esses dois &cidos séo denominados
“essencials’ porque ndo podem ser sintetizados no organismo, devendo ser, portanto,
providos peladieta (THE BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1999).

Oleos vegetais como o de milho, girassol, acafro e soja tém o &cido graxo
linoléico como componente principal, enquanto que canola, linhaca, noz e plantas com
folhas de coloracdo verde escuro, em geral, séo fontes de a- linolénico (BARTSCH;
NAIR; OWEN, 1999; THE BRITISH NUTRITION FOUNDATION, 1999).

Uma vez ingeridos, os &cidos graxos essenciais podem sofrer uma série de
reacOes para sintese de &cidos graxos de cadeia longa (com mais de 18 aomos de
carbono). Neste processo, estdo envolvidas enzimas de desaturacéo e de elongacéo. A
desaturacao é caracterizada pelaintroducéo de uma duplaligacéo na cadeia de carbono
e a elongacdo, pela introducdo de dois novos atomos de carbono (CALDER, 1998c;
1997) (Esquema 1).

O acido linoléico (18:2n-6) € o principa precursor do &cido araquidénico (AA
20:4n-6), enquanto o acido a-linolénico é o precursor do acido eicosapentaendico
(EPA 20:5n-3). AA e EPA sdo é&cidos graxos poliinsaturados com 20 &omos de
carbono que formam fosfolipideos das membranas bioldgicas. O &cido a- linolénico
tambémn é precursor do &cido docosahexaendico (DHA 22:6n-3) (ROSE;
CONNOLLY, 1999; TAPIERO et al., 2002).

Os é&cidos linoléico e a-linolénico sdo substratos das mesmas desaturases, de
forma que as familias n-3 e n-6 competem entre si pelas mesmas enzimas na via
metabdlica, sendo que o0s n-3 apresentam maior afinidade pelas enzimas (KELLEY,
2001). Assm, uma dieta rica em n-3 é capaz de diminuir a conversdo do écido
linoléico em acido araquidonico, elevando a quantidade de EPA e DHA (HAUGE;
CHRISTOFFERSEN, 1984) (Esquema 1).
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ESQUEMA 1: METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS.
Enzimas desaturases D5, D6, D9, D12 e D15; COX: enzima ciclooxigenase; LOX:

enzima lipoxigenase; PG: prostaglandinas; LT: leucotrienos; TX: tromboxanas, LX:

lipoxinas,; HETE:  &cidos  hidroxieicosatetraenoicos; HPETE:  &cidos

hidroxiperoxi ei cosatetraendicos.
Adaptado de CALDER (1998c).
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Varios trabalhos publicados nas duas Ultimas décadas demonstraram que varias
doencas estéo associadas a deficiéncia dos &cidos graxos essenciais (AGE), como a
dermatite, a deficiéncia do crescimento, insuficiéncia reprodutiva, dificuldades de
aprendizado e acuidade visua preudicada (ANDERSON; CONNOR, 1994,
DREVON, 1992; BJERVE, 1989). Em particular, o0 DHA tem se mostrado como o
principal constituinte dos fosfolipides de membrana do céebro humano e retina
(ANDERSON, 1970). O reconhecimento da essencialidade desses &cidos graxos
resultou em grande nimero de publicagBes na Ultima década, em especial quanto a
necessidade em recém-natos. 1st0 porque a taxa de sintese de PUFA n-3, a partir do
acido a-linolénico em recém-nascidos, é inadequada para o 6timo desenvolvimento do
sistema nervoso (VAN HOUWELINGEN et al., 1992) e, por esta razéo, tem-se
sugerido enriquecer o leite com n-3. E importante sdientar que os AGE e seus
derivados de cadeia longa séo elementos estruturais vitalmente importantes e, portanto,
essenciais para a formacéo de novos tecidos. Durante o desenvolvimento fetal, PUFA
n-3 sdo transferidos da mée para o feto via placenta e, apds o nascimento, os recém-
nascidos adquirem esses AGE pelo leite materno (HARRIS et al., 1984; ASHES et al.,
1992; RUAN et al., 1995), sendo que a transferéncia de PUFA n-3 (EPA e DHA) da
dieta para o leite materno, é dose-dependente (MAKRIDES; NEUMANN; GIBSON,
1996).

O écido araquiddnico (AA) e o acido eicosgpentaendico (EPA), derivados das
familias n-6 e n-3, respectivamente, sdo precursores de eicosandides, 0s quais atuam
como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos, como na resposta
inflamatoria, agregacdo plaquetéria, permeabilidade vascular e na formagdo de
interleucinas (MIYASAKA et al., 1996; CALDER, 2001a). Os eicosandides
compreendem as prostaglandinas (PG), tromboxanas (TX), leucotrienos (LT),
lipoxinas (LX), &cidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE) e &cidos
hidroxie cosatetraendicos (HETE). Cada familia da origem a uma série diferente de
eicosandides. Do metabolismo do AA, a ciclooxigenase (COX) leva a formacéo de
prostaglandinas e tromboxanas da série 2. Do metabolismo do EPA, amesmaenzimaé

capaz de induzir a formacé dos mesmos ecosandides, porém da série 3
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(ALEXANDER, 1998; CALDER, 20014). Existem duas isoformas de COX: a COX-1
enzima constitutiva e COX-2 induzivel. Outra enzima relacionada com a formacéo de
eicosandides € a 5-lipoxigenase (5-LOX). Quando atua sobre 0 AA, induz a formagéo
de leucotrienos da série 4 (LTA4, B4, C4, D4 e E4), HPETE e HETE da série 5; ja
atuando sobre EPA, desencadeia a producdo de leucotrienos da série 5
(ALEXANDER, 1998; CALDER, 2001a).

Os eicosandides derivados da familia n-6 apresentam maior efeito inflamatério
do que os da familia n-3, pois possuem maior capacidade de agregacdo plaquetéria,
maior atividade vasocondtritora e por serem potentes agentes quimiotaxicos
(ALEXANDER, 1998; CALDER, 2001a; MIYASAKA et al., 1996; POMPEIA;
PROCOPIO; CURI, 1999). A variedade de efeitos dos eicosanoides (n-3 ou n-6) tem
levado a0 interesse em se investigar os efeitos benéficos de alimentos ricos em &cidos
graxos poliinsaturados no tratamento de condi¢gdes inflamatdrias como artrite
reumatéide (ROUBENOFF et al., 1992) e nos efeitos catabdlicos das citocinas em
véariostipos de cancer (TISDALE, 1996).

1.3 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS E SISTEMA IMUNITARIO

Varios trabalhos tém mostrado que um grande nimero de fatores nutricionais
modulam as fungdes imunoldgicas, em especia os PUFA, que sdo componentes
comuns da dieta (CALDER, 1998a). A incorporagdo de PUFA da dieta pode
influenciar, por exemplo, afuncionalidade dos linfécitos, por uma variedade de razdes.
Linfocitos cultivados in vitro na presenca de PUFA apresentam alteracbes na
composicdo de écidos graxos e na fluidez de membrana (CALDER et al., 1994). Em
adicéo, a presencade PUFA afeta a funcionalidade de algumas proteinas de membrana
(receptores, canais i0nicos e enzimas), atera a capacidade de resposta celular frente a
estimulos, modifica a concentracdo e poténcia biol6gica de mensageiros secundérios e
modula a atividade de eicosantides (CALDER; DECKELBAUM, 2001).
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Estudos epidemioldgicos revelaram que determinadas populagdes, como a de
esquimos da Grodandia, que consomem grande quantidade de 6leo de peixe, rico em
PUFA n-3 (EPA e DHA), apresentam baixa incidéncia de doengas inflamatérias e
auto-imunes (KROMANN; GREEN, 1980).

Estudos clinicos relatam que, em alguns casos, dieta suplementada com 6leo de
peixe apresenta efeito benéfico para pacientes com patologias tais como artrite
reumatoide (CLELAND et al., 1988; KREMMER et al., 1990), esclerose multipla
(BATESet al., 1989; GALLAI et al., 1993), psoriase (ZIBOH et al., 1986; BITTINER
et al., 1988) e lupus (DAS, 1994, HARBIGE, 1998). Em geral, essas doengas auto-
imunes sdo caracterizadas pela atividade exacerbada do sistema imunitario, com
ativacdo inapropriada das células T, resultando na destruicéo de tecidos do hospedeiro.
Tipicamente, os sitios de destruicéo (por exemplo, articulacdes na artrite reumatoide,
tecido neural na esclerose multipla) contém linfocitos T ativados e mediadores
quimicos produzidos por essas células.

Varios trabahos tém mostrado em experimentos ex vivo, que o 6leo de peixe,
fonte de &cidos graxos n-3, apresenta pronunciado efeito sobre o sistema imunitério
sendo capaz de aumentar a proporcéo T-supressores: T "helper”, diminuir a resposta
proliferativa das células T amitégenos, diminuir a atividade de linfocitos T citotoxicos
e de células NK e diminuir a resposta da pele a hipersensibilidade-tardia (LEE et al.,
1985; ENDRES et al., 1989; MEYDANI et al., 1993; CALDER, 1996). Além de
afetar as populacbes de linfocitos, os acidos graxos n-3 sdo capazes de interferir na
habilidade de outras cdlulas, tais como as apresentadoras de antigenos, que apresentam
reducdo em sua funcdo (SANDERSON; YAQOOP; CALDER, 1997), os neutrofilos
com sua quimiotaxia reduzida (ENDRES et al., 1989), os macrofagos que diminuiram
sua adeséo celular, atividade fagocitaria e producéo de citocinas (CALDER, 1996;
POMPEIA et al., 2000). Em conjunto, estes experimentos indicam que o consumo de
Oleo de peixe, particularmente rico em PUFA n-3, pode levar como consequénciaa um
estado de imunossupressao in vivo.

O efeito supressor dos &cidos graxos poliinsaturados em culturas de linfocitos

como mencionado acima, ndo € dependente somente do tipo de &cido graxo, mas
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também do tempo de exposicdo e concentracdo utilizados durante o procedimento
experimenta. Baixas concentragbes de acidos graxos (menor que 5 mM) estimulam a
proliferacdo, enquanto que concentragdes maiores (10-15 M) inibem (KELLY;
PARKER, 1979). A maioria dos estudos concorda que a extensdo da inibicdo da
proliferacéo de linfécitos depende do grau de insaturacdo e do comprimento da cadeia
dos é&cidos graxos. A ordem aproximada, de acordo com a poténcia de inibicdo, é
l[durico = miristico < palmitico < estearico = oléico < linoléico < linolénico =
docosahexaendico < araguiddnico < eicosapentaendico (CALDER, 1998a). Além
destes acidos graxos inibirem a proliferacgo de linfocitos, eles também sdo capazes de
inibir a producéo de IL-2 (CALDER; NEWSHOLME, 1992). PURASIRI et al., 1997,
confirmaram que o EPA e o DHA s&o inibidores da producéo de IL-2 em culturas de
linfécitos humanos. Ao contré&rio, baixas concentracbes de é&cido a-linolénico
aumentam a producdo de IL-2. Além disso, baixas concentracbes de &cido
docosahexaendico inibem a producéo de IFNg enquanto que os écidos glinolénico e
ei cosgpentaendico ndo apresentaram efeito.

Muitas vezes, os estudos experimentais mostram-se bastante contrastantes e
apresentam uma variedade de efeitos dos PUFA sobre a funcionalidade do sistema
imunitario. Isso leva a dificuldade em se comparar os resultados obtidos e este fato,
geralmente, pode ser atribuido as diferentes populactes estudadas (raga, sexo e idade),
preparagbes diferentes de PUFA n-3, tempo de duragéo da suplementacdo, entre

outros.

1.4 CANCER E CAQUEXIA

O céancer € responsavel pela morte de gproximadamente 4 milhdes de pessoas
por ano em todo mundo. Atualmente, no Brasil, o cancer constitui a segunda causa
mais comum de morte por doenca, sendo a primeira as doengas cardiovasculares
(BRASIL. Ministério da Salde, 1997).
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A maioria dos pacientes com cancer exibe perda progressiva de peso, astenia,
perda de apetite e saciedade prematura (anorexia), anemia, intenso catabolismo dos
depdsitos de carboidratos, gorduras e proteinas, e tudo isto esta associado a uma pobre
qualidade de vida e sobrevida diminuida (DE WYS, 1985; BARBER, ROSS,
FEARON, 1999). Todos estes sinais e sintomas caracterizam a sindrome da caguexia
(FEARON; MOSES, 2002; ARGILES et al., 2003a, 2003b). A caguexia, palavra
derivada do grego Kakos, que significa“mal, ruim” e hexis que significa “ condic¢éo do
corpo” estd presente em até 70% dos individuos que morrem com cancer
(THEOLOGIDES, 1979; ARGILES, 1999). A cagquexia n30 se manifesta somente no
cancer, mas também em uma variedade de condigdes inflamatdrias tais como sepsis,
na AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e na artrite reumatéide, entre
outras (ROUBENOFF et al., 1992; CANGIANO et al., 1996).

A perda de peso nos pacientes com cancer € um dos sintomas mais comuns
dentre os efeitos adversos da caguexia. Normalmente ocorre no inicio do curso da
doenca (DE WY'S, 1985), sendo que ela prépria é capaz de levar o paciente a ébito. O
grau de severidade da perda de peso varia notavelmente com o tipo de tumor. Por
exemplo, aguns pacientes com céncer de mama avangado tém ganho de peso, ao
passo que quase todos os pacientes com cancer de pancreas tornam-se severamente
depletados, ou sgja, desenvolvem a sindrome da caquexia (FERNANDES et al., 1991).
Nos pacientes com cancer de pancreas, WIGMORE et al. (1997) relataram que 85%
manisfestaram a sindrome da caguexia. Esta esta associada com curto tempo de
sobrevida e baixa qualidade de vida e possivelmente € a causa mortis de talvez 20%
dos pacientes com cancer.

O padrdo de perda de peso observado na caguexia é especialmente diferenciado
daguele, por exemplo, observado no jeum. Quase frequentemente, a perda de peso na
caguexia esta associada a anorexia e 0s pacientes portadores da doenca podem perder
aproximadamente 75% de proteina muscular e 80% de gordura com preservacdo
relativa de proteina visceral (FEARON, 1992). Por outro lado, o0 jejum primariamente
acarreta perda de peso a partir de gordura e apenas uma pequena quantidade a partir

das massas muscular e visceral. Contudo, a diferenca crucial entre os dois parametros
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analisados € a deficiéncia da reversibilidade pela alimentacéo em pacientes caquéticos
(NIXON et al., 1981).

Invariavelmente, pacientes com cancer tém ingestdo nutriciona inadequada, o
gue contribui substancialmente para a perda de peso (WIGMORE et al., 1997). Assim,
alguns experimentos foram realizados na tentativa de aumentar a ingestéo nutricional
por meio enteral e parenteral em pacientes com cancer avancado (EVANS et al., 1987;
OVESEN et al., 1993). Estes estudos obtiveram aumento significativo na ingestéo
nutricional pelos pacientes em tratamento. Contudo, ndo houve melhora do peso, das
mensuracOes antropomeétricas, da sobrevida ou qualidade de vida

Os mecanismos envolvidos na indugdo da caguexia no cancer ndo sdo
totalmente conhecidos, mas a diminuicdo da ingestéo protéico-caorica,
impossibilitando a manutencéo das reservas energéticas (anorexia), € um dos achados
mais freqientes nos portadores de cancer (GIACOSA, 1996). No entanto, o fracasso
na resposta dos individuos caguéticos ao apoio nutricional demonstrou que o
definhamento do portador ndo deve estar relacionado apenas a0 seu comportamento
alimentar deficiente, mas também as mudancas no metabolismo intermediério
causadas pelo tumor (ARGILES et al., 1997; SAKURAI; KLEIN, 1998).

Na tentativa de explicar as diversas alteracOes metabdlicas observadas na
sindrome da caguexia, varios mediadores foram sugeridos, incluindo as citocinas, 0s
hormbnios, o0s peptideos e€/ou neurotransmissores (OTTERY; WALSH;
STRAWFORD, 1998).

As citocinas, caracterizadas como mediadores quimicos, sdo substancias que
podem ser secretadas provavelmente por todas as células humanas (DUNLOP;
CAMPBELL, 2000). Quando secretadas por células cancerigenas, sdo capazes de
induzir o suporte tecidual (fibroblastos e vasos sanguineos) para 0 crescimento
tumoral, assm como, permitir metastases. Dentre as citocinas, TNF, IL-1, IL-6, fator
neurotréfico ciliar e IFN-g tém sido mostradas produzir aguns dos sintomas da
caguexia, gpos suas administragdes em animais e humanos (STARNES et al., 1988;
STRASSMANN et al., 1992). Outras evidéncias relacionando estes mediadores com o

cancer séo a utilizagéo de anticorpos contra TNF e IL-6. Os efeitos foram limitados em



13

reverter a caguexia em diferentes modelos experimentais (BARBER, 2001). Véarios
estudos tém mostrado que IL-1, IL-6 e TNF estéo associados a elevacdo da resposta de
proteina de fase aguda, aqual aumenta o gasto energético e diminui a sobrevivéncia de
individuos com cancer (WIGMORE et al., 1996).

Tomando o quadro cadtico que a caguexia provoca nos pacientes portadores de
cancer, uma variedade de estratégias na tentativa de melhorar a qualidade de vida e
aumentar a <obrevida destes individuos tem sido redlizada, destacando-se a
qguimioterapia, a radioterapia, a terapia com combinagdes de citocinas, dentre outras
(DUNLOP; CAMPBELL, 2000). Contudo, tais tratamentos n&o tém sido eficientes e
muitos pesguisadores acreditam que o quadro caquético pode ser amenizado ao
controlar-se a anorexia. Para tanto, agentes quimicos tém sido indicados, como os anti-
serotoninérgicos, corticosterdides progestacionais e 0s acidos graxos poliinsaturados,
por serem capazes de aumentar 0s niveis de energia e peso corpdreo, apresentarem
atividade anticitocinas, aumentarem a sobrevivéncia de pacientes com cancer, entre
outros (CALDER, 2001a).

1.5 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS E CANCER

Nas duas Ultimas décadas tem-se estudado extensivamente os efeitos dos
diferentes tipos de acidos graxos da dieta sobre o cancer, em especial os &cidos graxos
poliinsaturados.  Resultados experimentais demonstram que certos PUFA séo
seletivamente toxicos para células tumorais, efeito que € particularmente devido a
producdo de superdxidos. Os PUFA também exercem acdo reguladora na motilidade
de cdulas tumorais, na invasdo e no comportamento metastisante (JANG; BRY CE;
HORROBIN, 1998).

A relagdo entre o consumo de gorduras na dieta e o cancer tem sido talvez
melhor demonstrada nas populagdes de esquimos, que consomem dietas ricas em
PUFA n-3 e apresentam baixa incidéncia de cancer aém de outras doengas, como as
inflamatérias (KROMANN; GREEN, 1980). Similarmente, outras populagbes que
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também consomem elevada quantia de é&cidos graxos poliinsaturados, como os
japoneses, apresentam baixaincidénciade cancer de mama nas mulheres.

Nos ultimos anos, varios estudos clinicos tém relatado 0 uso de &cidos graxos
no tratamento de pacientes com cancer (BARBER et al., 1999; CAYGILL et al., 1996;
TISDALE, 1996). Alguns estudos tém mostrado que hé evidéncias crescentes de que a
dieta pode influenciar o risco de desenvolver melanoma. Acredita-se, atualmente, que
0 consumo alto de &cidos graxos n-6 estimula o crescimento de melanoma, assm
como outros tipos de céncer, enquanto que &cidos graxos 6mega-3 suprimem o
crescimento de cé8ulas com cancer (ALBINO et al., 2000). Os autores deste trabalho
mostram claramente que o &cido docosahexaendico, um componente de 6leo de peixe,
é altamente efetivo em inibir o crescimento de células de melanoma em humanos.

Em pacientes com cancer pancredtico, tem sido demonstrado que a
suplementacdo com 6leo de peixe tem o potencial de ser um meio seguro e efetivo em
prevenir a perda de peso (BARBER et al., 1999), até mesmo nos pacientes que ja
apresentam caquexia, problemacomum neste tipo de cancer (WIGMORE et al., 1996).
Segundo estes autores, 0 quadro caquético pode ser interrompido por essa
suplementacdo. Outro estudo clinico também tem relatado que pacientes com cancer
pancredtico tém melhora na perda de peso e na caquexia, sugerindo o efeito anti-
caquético ao EPA, pois este pode regular as proteinas de fase aguda e citocinas
inflamatérias tais como IL-6 e TNF (WIGMORE et al., 1996).

O céncer de coloretal é uma das causas de mortes mais comuns nos paises
industrializados ocidentais. Entre as mulheres, o cancer de coloretal € o segundo,
depois do de mama, que leva a 6bito (WOUTERSEN et al., 1999). Muitos fatores
podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de cancer de coloreta, entretanto,
DOLL e PETO (1981) estimaram que 90% do risco de cancer de coloretal poderia ser
atribuido a fatores ambientais principalmente os da dieta. Além disso, estudos
epidemioldgicos e experimentais tém fornecido mais evidéncias de que, ndo apenas a
quantidade de gordura consumida, mas também o tipo de gordura € importante
(CAPONE; BAGGA; GLASPY, 1997; JANG; BRYCE; HORROBIN, 1998;
SIMOPOULOS, 1999).
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Estudos in vitro tém sido realizados para investigar os efeitos dos PUFA n-3 e
n-6 sobre linhagens de células do carcinoma coloretd. DOMMELS et al. (2002),
relataram ndo haver efeito diferente entre PUFA n-3 e n-6 sobre estas linhagens de
céulas. Em contraste, resultados a partir de modelos de animais indicam que PUFA n-
6 tém um efeito promotor de tumor, predominantemente durante a fase pos-inicial da
doenca, enquanto que PUFA n-3, podem proteger contra carcinogénese coloretal, tanto
nafaseinicial como pds-inicial da doenca. Contudo, isso ndo foi ainda confirmado em
estudo com humanos.

A suplementac@ com GLA (&cido gama-linolénico 18:3n-6), EPA e DHA em
pacientes com cancer de coloretal tem modificado o perfil das citocinas incluindo
reducdo delL-1, IL-6 e TNF (PURASIRI et al., 1994).

O cancer de mama, neste aspecto, tem sido de grande interesse e, a0 mesmo,
tempo foco de discusséo. Dieta contendo PUFA parece exercer diversos efeitos sobre
estas células em animais e humanos portadores dessa doenca. In vitro, 0 &cido
linoléico (18:2n-6) estimula o crescimento e invasdo de células com cancer de mama,
enquanto que GLA e EPA inibem estes parametros. Contudo, quando estudos com
animais foram realizados, os efeitos foram diversos, com alguns estimulando e outros
inibindo o crescimento tumoral e a foram¢do de metastase (JANG; BRYCE;
HORROBIN, 1998). Em relacéo aos estudos epidemioldgicos, tem-se relatado
controvérsias significantes, na qual aguns sugerem correlacdo positiva entre o
consumo de &cidos graxos n-6 e o cancer de mama (PRENTICE; SHEPPARD, 1990;
SASAKI; HORACSEK; KESTELOOT, 1993) enquanto outros negam tal relacéo
(BAKKER; VAN'T VEER; ZOCK. et al., 1997; PETREK et al., 1994).

De um modo gera, os dados mencionados acima tém apresentado grande
variabilidade nos resultados no que diz respeito a relacdo entre dieta rica em PUFA e
seus efeitos sobre o cancer. Um dos fatores que poderia gerar tais controvérsias seriaa
diferenca na composi¢éo dos acidos graxos na dieta. Ent&o, as condicdes estabel ecidas

sdo importantes para explicar as diferencas nos resultados obtidos.
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1.5TUMOR DE WALKER 256

O tumor de Walker 256 foi descoberto por George Walker em 1928 no John’'s
Hopkins University School of Medicine, o qual desenvolveu-se espontaneamente na
regido da glandula maméria de uma rata grévida e foi caracterizado como adenoma. A
massa tumoral foi descrita como sendo uma massa firme, lobulada e encapsulada,
produtora de metéstases em linfonodos regionais, pulmonares e retroperitoniais
(McCQOY; NEUMAN, 1956; MIDER et al., 1948).

Dois tipos de carcinomas de Walker 256 tém sido investigados por apresentarem
diferengas na interagdo com o hospedeiro. O do tipo A, invasivo e metastizante, tem
um lento ritmo de crescimento induzindo a anorexia e a caguexia somente na fase
terminal, garantindo uma sobrevivéncia média de 27 dias. O tumor do tipo B, néo-
invasivo e de crescimento rdpido, induz a caquexia precocemente com sobrevida de 15
dias. Este Ultimo tipo mencionado tornou-se importante modelo para estudos de
caquexia induzida pelo cancer (GUAITANI et al. 1983) e foi 0 modelo experimental
usado neste trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre 0 papel dos acidos graxos no organismo tém sido realizados
com dietas ricas ou deficientes em PUFA n-3, sendo que o periodo de suplementacdo
das dietas varia de 4 a 12 semanas e, na sua grande maioria, 0S experimentos
utilizaram animais na fase adulta Em adi¢do, poucos estudos investigando os efeitos
da suplementacdo crénica de PUFA n-3 sobre as fungbes imunitarias e crescimento
tumoral ao longo de geracbes tém sido realizados.

Dados de nosso laboratério tém mostrado que, o aumento do consumo de 6leo
de peixe em agpenas 0,1%, da quantidade total de gordura ingerida por ratos,
suplementados desde a gestacdo até a idade adulta, promoveu reducdo da caquexia e
do crescimento do tumor de Waker-256 nesses animais, n& induzindo a
imunossupressdo. Portanto, pequena ateracdo da dieta foi capaz de levar areducdo do
crescimento tumoral, sem prejudicar arespostaimunitéria. Aparentemente, o efeito do
PUFA n-3 parece ser sobre a cdlulatumoral e ndo por ativacdo do sistema imunitério.
Esta hipotese esta sobre investigacéo do nosso grupo.

Demonstramos que o PUFA n-3, administrado ao longo de uma geracéo (F1),
foi habil em reduzir a taxa de crescimento tumoral e a caguexia (TOGNI et al., 2003).
NOs fizemos a seguinte indagacdo: seré que se o 6leo fosse administrado ao longo de
uma geracdo subsequente (F2), o efeito do 6leo sobre o tumor e a caguexia seria

aditivo ou potencializador?
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3. OBJETIVOS

O presente trabaho objetiva investigar se ratos suplementados com 6leo de
peixe, rico em PUFA n-3, ao longo de duas geragdes e posteriormente inoculados com
céulas do tumor de Walker 256 tém a taxa de crescimento tumoral e caguexia
diferente daquela observada em geracdo F1. Para alcancar este objetivo

determinaremos:

A evolucao damassa corporea dos animais antes e apds inoculagéo do tumor;

Peso do tumor;

Producdo de lactato a partir de glicose pelos linfocitos;

Par@metros bioquimicos sanguineos como lactato e glicemia, conteldo de
glicogénio hepético e determinacdo do perfil lipidico no soro (colesterol, colesterol
HDL e triacilglicer6is);

A taxa de proliferacdo celular de linfécitos B e T pela incorporagd da [2-**C]-
timidinaem DNA;
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
mantidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais foram
submetidos aciclo claro/escuro (12/12 horas), com temperatura controladaa 22 + 1 °C,
com &gua e alimentacdo ad libitum. Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Metabolismo Celular no Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR, gpds aprovacio pela Comissio de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratas fémeas (FO) foram divididas em 3 grupos distintos, sendo dois grupos
suplementados com é&cido graxo via oral, diariamente, desde o desmame até atingirem
a maturidade sexua (90 dias): 1) Um grupo recebeu dieta suplementada com 1g/kg
p.c. de 6leo de peixe (&cido graxo poliinsaturado n-3). O 6leo de peixe utilizado foi de
uma preparacéo de lipideos marinhos (capsula de 1g de RP Scherer); 2) Outro recebeu
suplementacdo aimentar com 6leo de coco, acido graxo saturado (Gordura de coco,
Brasil: Refino de 6leos LTDA..), na dose de 1g/kg p.c. e, 3) O grupo controle, que ndo
recebeu suplementacéo.

As fémeas, entdo, foram colocadas para reproducdo com machos, né&o
submetidos a esta suplementagdo. A prole de fémeas F1 resultante foi submetida ao
mesmo tratamento damae logo gpds o0 desmame (21 dias) e, ao atingirem a maturidade
sexual, foram também colocadas para acasalar com machos, ndo suplementados.
Finalmente, apds obtencéo da prole de machos da segunda geracdo (F2), estes foram
igualmente divididos em 3 grupos e suplementados como mencionado acima. E

guando completaram 70 dias foram divididos em dois subgrupos, sendo a metade
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inoculada com tumor de Walker 256 tipo B, segundo FERNANDES et al., 1991 e a

outra metade sem tumor (Esquema 2).

4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Obtencéo e Transplante de Células do Tumor de Walker 256

A partir do sacrificio de um animal portador do tumor ascitico de Walker 256
tipo B, foram injetados 10 mL de solugdo salina 0,9% na cavidade abdominal
tomando-se cuidado para ndo perfurar o intestino. Apos massagear a regido, o
abdémen foi aberto (pequeno corte) e retirou-se o liquido com o auxilio de pipeta
Pasteur. A seguir, foi feitaa contagem das células em camara de Neubauer usando azul
de Tripan. Apds a contagem, 1mL dessa suspensdo, contendo 2x10° cédulas, foi
injetada subcutaneamente no flanco direito dos animais dos grupos experimentais
(FERNANDES et al., 1991). Os ratos controle receberam 1mL de salina 0,9%. A
guantidade inoculada assegurou que a massa tumoral representasse pelo menos 7 a
10% do peso da carcaca do anima quando da finalizacdo do periodo experimental.

Ap0s 14 dias, todos os animais foram sacrificados e vérios par@metros mensurados.
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4.3.2 Obtencéo das Células do Sistema lmunitério

4.3.2.1 Obtencdo dos Linfdcitos

Dos animais sacrificados, bagos, timos e linfonodos mesentéricos foram
removidos e dissecados cirurgicamente. Os linfdcitos de seus respectivos 6rgaos
linféides foram obtidos por compressd em cilindro de malha, composto por dois
cilindros de ago inox de diferentes diametros, de modo que um se encaixe no outro,
cujas extremidades contém um sistema de malha. Atraves deste sistema foram obtidos
linfécitos integros e isolados de gordura (VIEIRA et al., 1990).

Uma parte dos linfocitos de cada 6rgdo linféide foi mergulhada em solucéo
salina 0,9%, para filtragem em papel filtro especial (Whatman n° 105) e centrifugados
(Eppendorf Centrifuge 5810 R) a 1200-1400 rpm, 4°C, durante seis minutos. Apos a
centrifugacéo, os linfécitos foram resuspendidos, filtrados e mergulhados em solugéo
hemolitica por 15 minutos, em banho Maria a 37°C, para remocéo das hemacias. Em
seguida, foi centrifugada a amostra e lavada em saina 0,9%, e centrifugada mais 2
vezes como acima. Ao final, os linfécitos foram colocados para incubacéo, a fim de se
mensurar a taxa de metabolismo de glicose pela producéo de lactato por estas células,
em tampao Krebs-Ringer.

Uma aiquota dos linfocitos de cada orgao linféide foi retirada para

quantificacéo protéica

4.3.2.2 Incubacdo das Células Linféides

As células foram incubadas em tampé&o Krebs-Ringer, pH 7,3, na presenca de
albumina sérica bovina (BSA) livre de gordura, a 1%, utilizando-se como substrato
glicose 5,6 mM, por 60 minutos a 37° C em banho Maria sob agitacé. Ao término da
incubacdo, foi adicionado 0,2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 25% para
interromper a reagdo. O materid foi centrifugado a 14.100 rpm por 30 segundos e 0,5
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mL do sobrenadante foi neutralizado com solugdo KOH 40% e TRIS / KOH
(0,5M/2M) para a determinacéo do lactato.

4.3.3 Quantificacdo Protéica

As proteinas das células linféides foram quantificadas pelo método de
BRADFORD (1976) para mensuracdo da producdo de lactato por estas células
(nmol/h/mg de proteind). Este método se baseia na ligagdo do corante (Coomassie
Brilliant Blue /G-250) com moléculas de proteinas da amostra, formando um
complexo de cor azul. O corante reage, preferencialmente, em unidades de arginina e,
numa extensio menor, com histidina, lising, tirosina, triptofano e fenilalanina
(COMPTON; JONES, 1985). Primeiramente, uma curva de calibracdo com BSA em
concentracdes entre 20 e 1000 nmg/mL de uma solucéo mée a 0,1%, preparada em agua
ultrapura (sistema MilliQ) foi obtida, onde 20 nL de concentragdes crescentes foram
adicionadasa 1 mL de solugéo de Bradford.

Apés 5 minutos de repouso no escuro, leu-se em espectrofotdmetro
(PHARMACIA BIOTECH — ULTROSPEC 2000) em 595 nm, contra branco
congtituido de 20 i de agua ultrapura.

SOLUCAO BRADFORD
(1000 mL)
Coomassie Brilliant Blue 0,01%
/G-250
Etanol 4,75%
Acido fosférico 8,5%

4.4 PARAMETROS ANALISADOS

4.4.1 Determinacéo do Peso dos Tecidos
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Durante o experimento, os animais foram pesados a cada dois dias no periodo
datarde, utilizando-se abaanca Denver Instrument XL-410, previamente aferida.

Os ratos foram sacrificados por decapitagdo, utilizando-se uma guilhotina. O sangue
foi coletado para andlises bioquimicas e, em seguida, o tumor, o figado e os tecidos linfoides

como timo, bago e linfonodo mesetérico foram retirados e igualmente pesados.

4.5 PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

4.5.1 Determinacéo da Glicemia

A concentracdo de glicose circulante foi realizada pelo método enzimético
colorimétrico, utilizando o sistema cormecia Glicose E enzimética da Labtest,
segundo TRINDER (1969). As amostras foram preparadas seguindo-se as instruges
do fabricante.

A leitura de absorbancia foi obtida em espectrofotdbmetro UL TROSPEC 2000

(Pharmacia) em 505 nm. A concentragao de glicose foi expressaem mg/dL.

4.5.2 Determinagdo do Lactato Sérico

A concentrag@ de lactato circulante foi determinada pelo método enzimatico,
segundo ENGLE e JONES (1978). Inicialmente, foi realizada a desproteinizagéo do
soro, pela adicdo de 50 i de &cido tricloroacético (TCA 25%) em 500 i de soro ea
mistura agitada em vortex e centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm. Em seguida,
coletou-se 200 ni do sobrenadante e adicionou-se 2 ni. de indicador universal para
permitir a visualizagdo da neutralizacdo do soro, pela adicédo de KOH / TRIS (05 M /
2 M), sinalizando para a coloracéo verde, indicando pH 7,0. Em seguida, foi pipetado
100 nL do soro neutralizado em tubos de ensaio contendo 1 mL do tamp&o do ensaio
(descrito abaixo) e, gpos 45 minutos, foi efetuada a leitura de absorbéancia a 340 nm

por espectrofotometria
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A patir da medida da absorbancia para o lactato sérico, foi calculada a

concentragdo em nmol/mL, pelaférmula:

6,22 V. V3 V5

[Lactato] =D. O. x V1 x V2 x V4

sendo:

[Lactato] = concentragao de lactato produzida

D. O. = densidade Optica

6,22 = congtante

V = volume da amostra

V1 = volume daamostra+ tampéo de ensaio

V2 = volume do soro com proteinas + TCA

V3 = volume do soro com proteinas

V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizacdo
V5 = volume do soro desproteinizado

Tampéo de Ensaio
(para 100 mL de H,O destilada)

EDTA 0,289
Glicina 289
Hidrato de Hidrazina 1,5mL
LDh 0,4 mL

NAD" 60 mg

pH 8,85

4.5.3 Determinacao do conteido de glicogénio hepatico

O contetdo de glicogénio foi determinado segundo FERNANDES et al. (1991).
O figado do animal foi retirado, pesado (90 mg) e colocado em tubos de ensaio
contendo 500 nL. de KOH 1M e deixado em banho-mariaa 70 °C por 30 minutos, para
a digestéo do tecido. Em seguida, o tecido foi homogeneizado em vértex e 100 i de
cada amostra foram transferidas para tubos ependorf contendo 17,5 nmi de é&cido
acético glacia e 500 nL. do tamp&o acetato, pH 4,8, contendo amiloglucosidade 1%, e
submetidas ao banho-maria (37 °C) por 3 horas. As amostras foram retiradas do banho

e centrifugadas por 5 minutos a 15000 g, e 20 nl. do sobrenadante de cada amostra foi
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transferida para novos tubos de ensaio contendo 1 mL do reagente de cor do sistema
GLICOSE PAP (LABTEST). Ostubos de ensaio foram deixados em banho-mariaa 37
°C por 15 minutos. Apos esse periodo, as amostras foram obtidas no espectrofotdmetro

em 505 nm e os resultados expressos como mg/100 mg de tecido.

TAMPAO ACETATO
(100 mL)
Acido acético (96%) 480 m_
Acetato de sodio 975 nL
pH 4,8

4.5.4 DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO NO SORO.

45.4.1 Colesterol

A concentragdo de colesterol total circulante foi determinada pelo método
enzimatico, utilizando-se associacdo da reacdo de oxidagdo catalisada pela colesterol
oxidase, apds hidrdlise dos ésteres de colesterol com a reacdo de TRINDER (1969),
conforme sistema comercial Colesterol COD-ANA da Labtest.

As amostras foram preparadas segundo as instrugdes do fabricante e, gpds a
medida da absorbancia em 500 nm, foi expressa a concentracdo de colesterol total em
mg/dL.

4.5.4.2 Colesterol HDL

Para determinacdo do colesterol HDL, foi utilizado o sistema para precipitacédo
das lipoproteinas de baixa e de dta densdade (LDL e VLDL) e determinacdo do
colesterol HDL no sobrenadante apds centrifugacdo utilizando-se 0 sistema enzimatico
conforme sissema COLESTEROL HDL da Labtest, com leitura em asorbancia a 500
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nm. Apds a medida da absobéancia, foi expressa a concentracéo de colesterol HDL em
mg/dL.

4.5.4.3 Triacilglicerois

A concentragdo de triacilglicerdis circulantes foi determinada pelo método
enzimé@tico colorimétrico que utiliza quatro enzimas, conforme o dSstema
TRIGLICERIDES GPO-ANA da L abtest.

As amostras foram preparadas seguindo as instrucdes do fabricante e, agpds a

leitura da absorbéncia, a concentracéo de trigliceridios foi expressa em mg/dL.

4.6 CULTIVO CELULAR

Uma vez isolados os linfocitos do bago, timo e linfonodo mesentérico, contendo
inicialmente 2 x 10° células por pogo, foram cultivados em meio de cultura RPMI-
1640, enriquecido com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (penicilina 10.000 U e
estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 pogos (volume final de 200 niL), a37° C em
atmosfera de 95% O, e 5% CO, em ar. Os linfécitos foram estimulados com 20
ni/pocgo de solucdo dos mitdégenos concanavdina A (Con-A - 5 ng/mL), estimulador
daproliferacdo de linfocitos T e lipopolissacarideos (LPS - 10 ng/mL), estimulador de
proliferacdo de linfocitos B. Apos 48 horas de cultivo, 20 ni de (2-C)-Timidina
(0,02 nCi/pogo) foram adicionadas em cada poco e as células incubadas por um
periodo adicional de 18 horas, sob as mesmas condigdes descritas anteriormente.

Ao final das 66 horas, as células foram coletadas automaticamente em um
coletor multiplo (Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro cat. n°
11731 (Skatron Combi - UK). Os discos de papéis contendo a radioatividade

incorporada no DNA foram transferidos para vials contendo 1 mL de liquido de
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cintilagio (BetaMax ™) e foram levados para mensuracdo em contador Beckman LS
6000.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médias + erro padréo da média (EPM) e
submetidos a andise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido de poOs-teste de

Tukey, com nivel de significancia para p<0,05, testet de Student, quando indicado.
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5. RESULTADOS

Na figura 1, estéo apresentados os dados de peso (g) da prole gerada pelas
fémeas dos grupos controle (C), suplementado com gordura de coco (S) ou com 6leo
de peixe (P), no nascimento e no desmame (apdés 21 dias). As diferentes
suplementagBes administradas & mées, nd modificaram o ganho de peso tota da
prole, quando comparadas ao controle ou entre S.

Na figura 2, estdo apresentados os dados, em porcentagem de variacéo de peso
corporeo da prole, desde o desmame (periodo de 21 dias) até a fase adulta (periodo de
70 dias), dos animais dos grupos controle (C), suplementado com gordura de coco (S)
ou com Oleo de peixe (P). As diferentes suplementagdes ndo ateraram
significativamente o perfil de ganho de peso neste periodo quando comparadas entre si
ou com o controle.

Os dados do peso do tumor (g) de Walker 256 dos animais sem suplementacdo
(W), suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6leo de peixe (PW) estéo
apresentados na figura 3. Apds 14 dias da inoculagdo, o peso do tumor no grupo
portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (PW) foi 3 vezes menor quando
comparado ao dos grupos W e SW (p<0,05). A suplementagdo com gordura de coco
ndo modificou 0 peso tumoral, quando comparado ao portador de tumor sem
suplementagéo.

Na figura 4 estéo apresentadas as concentracdes de glicose sérica (mg/dL) dos
animais do grupo controle sem suplementacdo (C), do grupo suplementado com
gordura de coco (S) ou com éleo de peixe (P), dos animais portadores de tumor (W),
portadores de tumor suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6éleo de peixe
(PW). Nos animais sem tumor, a suplementacdo com os diferentes &cidos graxos ndo
promoveu alteracdo significativa da glicemia quando comparada a do grupo controle.
Os animais portadores de tumor dos grupos W e SW agoresentaram reducéo
significativa da glicemia quando comparada a dos grupos C, S e P. No grupo PW
houve recuperacdo da glicemia retornando aos vaores normais (p<0,001), sendo

estatisticamente diferente quando comparado aW e SW (p<0,05).
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FIGURA 1: Peso total (g) das proles a0 nascimento e no desmame geradas por mées
sem suplementacdo (C), suplementados com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe
(P). Os dados esté@o apresentados como média+ EPM do peso de 2 ninhadas geradas

por 6 fémeas de cada grupo.
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FIGURA 2: Variacdo do peso corpéreo (%) da prole dos animais controle sem
suplementacdo (C), suplementados com gordura de coco (S) ou 6leo de peixe (P),
desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (70 dias). O peso dos ratos no dia 21 foi

considerado como 100%. Os dados estéo gpresentados como a média £+ EPM de 25
animais por grupo.
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FIGURA 3: Peso fresco do tumor (g) dos animais portadores de tumor de Walker 256
dos grupos sem suplementacdo (W), suplementados com gordura de coco (SW) ou
com 6leo de peixe (PW). Os dados representam a média + EPM de 10 animais por

grupo.
a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a dos grupos W e SW.

GRUPOS MEDIA EPM
W 21.3 1.8
SW 20 2
PW 7 0.5
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FIGURA 4: Concentracdo da glicose sérica (mg/dL) dos animais sem suplementacéo
(C), suplementados com gordura de coco (S), ou com 6leo de peixe (P), dos animais
portadores de tumor (W), portadores de tumor suplementados com gordura de coco
(SW) ou com 6leo de peixe (PW). Os dados estdo apresentados como amédia+ EPM
de 14 animais do grupo C, 13 do grupo S ede 17 animais do grupo P e 12 de animais
do grupo W, 8 do grupo SW e de 19 animais do grupo PW.

a Diferenca significativa (p<0,001) quando comparada aos grupos C, S, P e PW.

GRUPOS MEDIA EPM

C 125.2 34
S 123.6 4.6
P 1211 2.7
W 100.2 3.8
SW 97.70 6.2
PW 124.3 3.0
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Na figura 5 estdo apresentados os valores de lactato sérico (mmol/mL) dos
grupos estudados. Os animais sem tumor suplementados com gordura de coco (S) ou
com Oleo de peixe (P) ndo apresentaram ateracdo significativa do lactato sérico
guando comparada ao dos animais do grupo controle. Os animais portadores de tumor
dos grupos W e SW agpresentaran aumento de, aproximadamente 2 vezes na
concentracdo de lactato sérico quando comparados aos dos grupos sem tumor
(p<0,001). Ja no grupo PW, a laticidemia ndo foi diferente da observada no grupo
controle (p<0,001), entretanto foi 1,8 vezes menor (p<0,001) que a laticidemia dos
grupos W e SW.

Na figura 6 estéo gpresentados os dados da producéo de lactato (nmol/h/mg de
proteina), a partir de glicose, pelos linfacitos obtidos do bago dos animais dos grupos
experimentais. Nos animais sem tumor, a suplementacdo com os &cidos graxos
saturado (grupo S) e poliinsaturado (grupo P) ndo provocou mudanga significativa na
producéo de lactato, por estas células, quando comparada a do grupo controle. A
presenca do tumor promoveu aumento de gproximadamente 2,5 vezes da producéo de
lactato nos grupos W e SW quando comparada a dos animais sem tumor (C, SeP). No
grupo portador de tumor suplementado com 6leo de peixe (PW), a producéo de lactato
néo foi estatisticamente diferente da dos animais sem tumor, mas diferente quando
comparada aos demais grupos portadores de tumor (p<0,05).

Os dados sobre a producéo de lactato (nmol/h/mg de proteina), a partir de
glicose, pelos linfacitos obtidos do linfonodo mesentérico dos animais dos grupos
estudados estdo gpresentados na figura 7. A suplementacdo com é&cidos graxos
saturado e PUFA néo promoveu alteracdo significativa na producéo de lactato quando
comparado ado C (p<0,05). Nos grupos portadores de tumor sem suplementacéo (W)
e suplementados com gordura de coco a producéo de lactato por estas células foi 3,5
vezes maior quando comparada a dos animais sem tumor. No grupo com tumor
suplementado com 6leo de peixe esta producéo foi 1,6 vezes menor que a dos grupos
W e SW (p<0,05) e 1,7 vezes maior quando comparado aos animais sem tumor
(p<0,05).
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FIGURA 5: Concentracdo de lactato sérico (mmol/ml) dos animais do grupo controle
(C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) ou 6leo de peixe (P), dos
animais portadores de tumor (W), portadores de tumor suplementados com gordura de
coco (SW) ou 6leo de peixe (PW). Os dados estéo apresentados como a média+ EPM
de 11 animais do grupo C, 10 do grupo S e de 13 animais do grupo P €9 de animais do
grupo W, 7 do grupo SW ede 14 animais do grupo PW.

a Diferenca significativa (p<0,001) quando comparada a dos gruposC, S, Pe PW.

GRUPOS MEDIA EPM

C 1.323 0104
S 1.280 0.124
P 1.105 0.067
W 2.626 0.132
SW 2.508 0.192
PW 1.387 0.122
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FIGURA 6: Producdo de lactato (nmol/h/mg de proteina) pelos linfocitos do bacgo
incubados com glicose 5,6 mM, BSA 1% em tamp&o KR durante 1 hora a 37 °C, dos
animais do grupo controle (C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) ou
Oleo de peixe (P), dos animais portadores de tumor (W), portadores de tumor
suplementados com gordura de coco (SW) ou Oleo de peixe (PW). Os dados
representam ameédia+ EPM de 5 incubagdes em quaduplicata.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada ados gruposC, S, P e PW.

GRUPOS MEDIA EPM

C 285 30
S 268 40
P 240 50
W 553 70
SW 635 150
PW 297 50
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FIGURA 7: Producdo de lactato (nmol/h/mg de proteina) pelos linfécitos do
linfonodo mesentérico incubados com glicose 56 mM, BSA 1% em tampdo KR
durante 1 hora a 37 °C, dos animais do grupo controle (C), do grupo suplementado
com gordura de coco (S), ou 6leo de peixe (P), dos animais portadores de tumor (W),
portadores de tumor suplementados com gordura de coco (SW) ou 6leo de peixe (PW).
Os dados representam ameédia + EPM de 5 incubagdes em quaduplicata.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ados gruposC, S, P e PW.

b Diferenca significativa (p<0,05) quando comparado aos animais sem tumor.

GRUPOS MEDIA EPM

79.53 12.33
116.2 27.75
90.07 18.84
280.2 31.24
276.5 25.08
168.6 14.49

ZgEvpo
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Os vaores do contetido de glicogénio hepatico (mg/100 mg de tecido) estéo
apresentados na figura 8. Nos grupos suplementados com gordura de coco (S) ou 6leo
de peixe (P), o conteldo de glicogénio hepatico foi de 3,97+0,51 e de 3,81+0,31,
respectivamente, os quais néo foram diferentes entre si ou quando comparados ao do
grupo controle (4,46x0,25). A presenca do tumor promoveu reducéo de 2,28 vezes, em
média, no grupo W gquando comparado ao dos grupos de animais sem tumor C, S, e P
(p<0,05). No grupo portador de tumor suplementado com gordura de coco (SW), o
conteido de glicogénio hepético foi de 2,85+0,43, significativamente diferente quando
comparado ao dos grupos C e PW. Ja no grupo PW, a suplementacdo com 6leo de
peixe recuperou o conteldo de glicogénio hepatico aos valores normais e promoveu
aumento de 2,7 e 1,7 vezes, respectivamente, quando comparado ao do W e a0 do SW
e, portanto, n&o foi diferente estatisticamente quando comparado ao dos grupos sem
tumor (C, SeP).

A concentragdo <érica de colesterol (mg/dL) dos grupos estudados esta
apresentada na figura 9. Nos grupos suplementados com gordura de coco (S) ou 6leo
de peixe (P), a concentracéo foi de 62,53+4,77 e de 60,52+3,03, respectivamente, as
quais ndo foram diferentes quando comparadas entre si ou com a do grupo controle
(59,52+3,39). Nos animais portadores de tumor suplementados com gordura de coco
(SW), a concentracdo sérica de colesterol foi de 54,18+5,59, enquanto que nos
animais portadores de tumor suplementados com Oleo de peixe (PW) foi de
53,87+3,02. No grupo portador de tumor e sem suplementagéo (W), a concentragéo foi
de 51,54+3,13. Nenhum destes grupos apresentou diferenca significativa entre s ou

guando comparados aos grupos sem tumor.
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FIGURA 8: Contetido de glicogénio hepatico (mg/100 mg de tecido) dos animais do
grupo controle (C), suplementados com gordura de coco (S) ou 6leo de peixe (P),
portadores de tumor (W), portadores de tumor suplementados com gordura de coco
(SW) ou 6leo de peixe (PW). Os dados estéo gpresentados com média + EPM de 9
animais do grupo C, 4 do grupo S e de 3 animais do grupo P, 10 de animais do grupo
W, 10 do grupo SW e de 10 animais do grupo PW.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparadaao C, SeP.

b Diferenca significativa (p<0,05) quando comparadaao C e PW.

GRUPOS MEDIA EPM

2.849 0.434
4.851 0.671

C 4.463 0.250
S 3.974 0.511
P 3.812 0.310
W 1.788 0.293
SW
PW
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FIGURA 9: Concentracdo sérica de colesterol (mg/dL) dos animais do grupo controle
(C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P) e dos
animais do grupo portadores de tumor (W), portadores de tumor suplementados com
gordura de coco (SW) ou com 6leo de peixe (PW). Os dados estéo apresentados com
média+ EPM de 29 animais do grupo C, 22 do grupo S e de 29 animais do grupo P e
26 de animaisdo grupo W, 16 do grupo SW e de 27 animais do grupo PW.

GRUPOS MEDIA EPM

Cc 59.52 3.39

S 62.53 4.767
P 60.52 3.029
W 51.54 3.133
SW 54.18 5.598
PW 53.87 3.016
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Os valores da concentracdo sérica de colesterol-HDL (mg/dL) dos grupos
experimentais estdo apresentados na Figura 10. As diferentes suplementagdes néo
alteraram a concentrac@o sérica de colesterol-HDL, nos individuos sem tumor, quando
comparada & do grupo controle. A concentragdo de colesterol-HDL no grupo C foi de
28,86+2,99, no gupo S de 27,74+4,15 e no grupo P de 25,53+2,79. Nos animais
portadores de tumor (W), a concentragéo sérica de colesterol-HDL foi de 19,01+2,12,
significativamente menor quando comparada a do grupo C. Nos individuos portadores
de tumor suplementados com gordura de coco (SW) ou 6leo de peixe (PW), a
concentragdo foi de 21,44+3,50 e 17,79+3,20, respectivamente, ndo apresentando
diferenca significativa entre si ou quando comparadas aos demais grupos.

Na Figura 11, estdo gpresentadas as concentracles séricas de triacilglicerois
(mg/dL). Nos grupos suplementados com gordura de coco ou 6leo de peixe (Se P), a
concentragdo foi, respectivamente, 100,2+10,99 e 79,16+6,43, ndo diferentes quando
comparadas entre si ou com a do grupo controle (80,63+6,91). Nos animais portadores
de tumor (W), a concentracdo sérica de triecilglicerol foi de 106,7+10,98, nos animais
portadores de tumor suplementados com gordeura de coco (SW), a concentracgéo foi de
82,65+8,77, enquanto que nos animais portadores de tumor suplementados com 06leo
de peixe (PW) foi de 92,60+6,46. Néo foi determinado diferencas significante entre os

grupos estudados.
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FIGURA 10: Concentracdo sérica de colesterol HDL (mg/dL) dos animais do grupo

controle (C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe

(P) e dos animais do grupo portadores de tumor (W), portadores de tumor

suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6leo de peixe (PW). Os dados estdo

apresentados como a média + EPM de 23 animais do grupo C, 17 do grupo S e de 19

animais do grupo P e 21 de animais do grupo W, 17 do grupo SW e de 18 animais do

grupo PW.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo C, analisado pelo

teste “t”.

GRUPOS MEDIA
28.86
27.74
25.53
19.01
21.44
17.79

ZgEvoo

EPM

2.996
4.147
2.794
2.119
3.500
3.201
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FIGURA 11: Concentracdo sérica de triacilglicerol (mg/dL) dos animais do grupo
controle (C), do grupo suplementado com gordura de coco (S), do grupo suplementado
com 6leo de peixe (P) e dos animais do grupo portadores de tumor (W), portadores de
tumor suplementados com gordua de coco (SW) e portadores de tumor suplementados
com 6leo de peixe (PW). Os dados estdo apresentados com média + EPM de 25
animais do grupo C, 18 do grupo S e de 24 animais do grupo P e 22 de animais do
grupo W, 13 do grupo SW e de 23 animais do grupo PW.

GRUPOS MEDIA EPM

Cc 80.63 6.906
S 100.2 10.99
P 79.16 6.432
W 106.7 10.98
SW 82.65 8.768
PW 92.60 6.462
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O peso do bago expresso como porcentagem do peso corpéreo, no dia do
sacrificio, esta apresentado na Figura 12. O peso do bago nos animais sem tumor
suplementados com os diferentes acidos graxos (S e P) néo teve diferenca significativa
guando comparado ao do grupo controle ou entre si. Nestes animais, 0 peso do baco
foi, em média 0,18% do peso corpéreo. A presenca do tumor provocou, em média,
aumento do peso do bago de aproximadamente 3,9 vezes quando comparado ao dos
animais sem tumor (grupos C, Se P, p<0,001). Entre os animais dos grupos portadores
de tumor (W, SW e PW), o peso do baco correspondeu, em média, a 0,72%, diferindo
estati sticamente quando comparado ao dos animais sem tumor (p<0,001).
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FIGURA 12: Peso do baco, expresso como porcentagem do peso corpéreo, dos

animais no dia do sacrificio do grupo controle (C), do grupo suplementado com

gordura de coco (S) ou 6leo de peixe (P), dos animais portadores de tumor (W),

portadores de tumor suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6éleo de peixe

(PW). Os dados et apresentados com média + EPM de 33 animais do grupo C, 26

do grupo Sede 32 animaisdo grupo P e 31 de animais do grupo W, 20 do grupo SW e

de 34 animais do grupo PW.
a p<0,001 quando comparado a0 C, SeP.

GRUPOS MEDIA
0.1917
0.1868
0.1727
0.7175
0.7660
0.6729

Zg=Ev0o0

EPM

0.004
0.005
0.005
0.033
0.061
0.025
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A taxa de proliferacdo dos linfdcitos obtidos do linfonodo mesentérico, apos 66
h de cultivo, na presenca do mitdégeno concanavalina A (Con-A — 5 ng/mL) ou do
lipopolissacarideo (LPS — 10 ng/mL) esta apresentada na Figura 13. A taxa de
proliferacdo foi expressa como indice de estimulagdo em relagdo a auséncia de
estimulo.

Na presenca de Con-A, ataxa de proliferacdo dos linfocitos foi de 22,1 vezes no
grupo C, 11,2 vezes no S, 4,6 vezes no P, 11,4 vezes no W, 7,1 vezes no SW e 0,9
vezes no PW. Nos animais sem tumor, a suplementacdo com gordura de coco ou com
6leo de peixe promoveu reducéo significativa na taxa de proliferagdo celular de 1,96 e
4,8 vezes, respectivamente, quando comparadas a do C (p<0,05). No grupo com tumor
(W), ataxa de proliferagdo foi de 1,9 vezes menor quando comparada & do C. Nos
grupos de animais portadores de tumor e suplementados com gordura de coco (SW) ou
Oleo de peixe (PW) a taxa de proliferacdo foi de 1,6 e 12,9 vezes menor, quando
comparadas a do W, respectivamente.

Na presenca de LPS, ataxade proliferacéo dos linfocitos elevou-se de 3,8 vezes
no C, 3,4 vezesno S, 1,8 vezesno P, 8,6 vezesno W, 1,5 vezesno SW e 0,96 vezes no
PW. A suplementagdo com gordura de coco (S) ndo alterou a taxa de proliferacéo
quando comparada ado C, contudo, a suplementacdo com 6leo de peixe (P) promoveu
reducdo significativade 2,2 vezes quando comparada a do controle (p<0,05). No grupo
com tumor (W) ataxa de proliferagdo foi de 2,2 vezes maior quando comparada a do
C. A suplementagdo com gordura de coco ou 6leo de peixe nos grupos portadores de
tumor (SW e PW) promoveu reducéo significativa da proliferacdo de 5,6 e 9 vezes,
respectivamente, quando comparada ado W (p<0,05).

Na Figura 14, esta apresentada a taxa de proliferagdo dos linfocitos obtidos do
baco, apds 66 h de cultivo, na presenca do mitégeno concanavalina A (Con-A — 5
ng/mL) ou de lipopolissacarideo (LPS — 10 ng/mL). A taxa de proliferacdo foi
expressa como indice de estimulagdo em relacdo a ausénciade estimulo.

Na presenca de Con-A, ataxa de proliferacdo dos linfocitos T foi de 1,6 vezes
no grupo C, 1,5 vezesno S, 1,2 vezes no P, 1,7 vezes no W, 3,3 vezes no SW e 0,8

vezes no PW. Nos animais sem tumor, a suplementagéo com gordura de coco (S) ndo
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alterou a taxa de proliferacdo quando comparada a do C, entretanto a suplementacéo
com 6leo de peixe (P) promoveu reducdo significativa da proliferacdo celular de 1,3
vezes quando comparada a do grupo C (p<0,05). No grupo com tumor (W) ataxa de
proliferacdo foi similar a do C. A suplementacdo com gordura de coco (SW) nos
grupos portadores de tumor promoveu aumento significativo da proliferacéo celular de
1,9 vezes e reducdo de 2 vezes, no PW quando comparada ado W (p<0,05).

Na presenca de LPS, a taxa de proliferecdo dos linfocitos B eevou-se de 2,9
vezes no grupo C, 1,3 vezesno S, 1,7 vezesno P, 1,2 vezesno W, 0,9 vezesno SW e
0,5 vezes no PW. Nos animais sem tumor, as diferentes dietas (S e P) promoveram
reducdo significativa na taxa proliferativa de 2,2 e 1,7 vezes, respectivamente, quando
comparadas a do C (p<0,05). No grupo W, a presenca do tumor reduziu a taxa
proliferativa em 2,4 vezes quando comparada a do C. As dietas com gordura de coco
(SW) ou com Oleo de peixe (PW) nos grupos portadores de tumor reduziram a
proliferacéo celular em 1,5 e 2,6 vezes, respectivamente, quando comparadas a do W
(p<0,05).

A taxa de proliferacéo dos linfocitos obtidos do timo, apds 66 h de cultivo, na
presenca do mitdgeno concanavaina A (Con-A — 5 ng/mL) ou de lipopolissacarideo
(LPS — 10 ng/mL) esta apresentada na Figura 15. A taxa de proliferaco foi expressa
como indice de estimulacdo em relacdo a auséncia de estimulo.

Na presenca de Con-A, ataxa de proliferagdo dos linfocitos T foi de 30,6 vezes
no grupo C, 3,7 vezesno S, 1,3 vezes no P, 4,8 vezesno W, 1,1 vezes no SW e 0,5
vezes no PW. As suplementagdes com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P)
promoveram reducéo significativa de 8,4 e 22,9 vezes, respectivamente, quando
comparadas a do C (p<0,05). No grupo W, a presenca do tumor e€levou a taxa
proliferativa de 6,4 vezes quando comparada a do C. As suplementacbes com gordura
de coco (SW) ou com Oleo de peixe (PW) nos grupos portadores de tumor
promoveram reducdo significativa na taxa de proliferacdo de 4,3 e 9 vezes,
respectivamente, quando comparadas ado W.

Na presenca de LPS, a taxa de proliferacdo dos linfocitos B elevou-se de 2,7

vezesno C, 1,6 vezesno S, 1,0 vezesno P, 4,2 vezesno W, 2,1 vezesno SW e 0,5
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vezes no PW. As diferentes dietas (S e P) promoveram reducéo significativa na taxa
proliferativa de 1,6 e 2,6 vezes, respectivamente, quando comparada ado C. No grupo
com tumor (W), a taxa de proliferagdo celular elevou-se de 1,6 vezes quando
comparada a do C. As suplementacbes com gordura de coco ou 6leo de peixe nos
grupos portadores de tumor (SW e PW) promoveu reducéo significativa da
proliferacdo celular de 2,0 e 9 vezes, respectivamente, quando comparada a do W
(p<0,05).
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FIGURA 13: Proliferagdo de linfécitos apresentada como indice de estimulag&o dos
linfécitos do linfonodo mesentérico de ratos do grupo controle (C), grupo
suplementado com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P), portadores de tumor
(W), portadores de tumor suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6leo de
peixe (PW). Os dados estdo apresentados como a média + EPM de 5 experimentos em
sextuplicata de um pool de 2 animais por experimento.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada ado grupo C.

b Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo W.

c Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo S.

d Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada ado grupos P e SW.
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FIGURA 14: Proliferagdo de linfécitos gpresentada como indice de estimulacdo de
linfécitos de bago de ratos do grupo controle (C), grupo suplementado com gordura de
coco (S) ou com 6leo de peixe (P), portadores de tumor (W), portadores de tumor
suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6leo de peixe (PW). Os dados estdo
apresentados como a média = EPM de 5 experimentos em sextuplicata de um pool de
2 animais por experimento.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada ado grupo C.

b Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo W.

c Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo S.

d Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a dos grupos P e SW.
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FIGURA 15: Proliferacéo de linfocitos gpresentada como indice de estimulacdo de
linfécitos do timo de ratos do grupo controle (C), grupo suplementado com gordura de
coco (S) ou com 6leo de peixe (P), portadores de tumor (W), portadores de tumor
suplementados com gordura de coco (SW) ou com 6leo de peixe (PW). Os dados estdo
apresentados como média+ EPM de 5 experimentos em sextuplicata de um pool de 2
animais por experimento.

a Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada ado grupo C.

b Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo W.

c Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a do grupo S.

d Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada a dos grupos P e SW.
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6. DISCUSSAO

O estudo dos efeitos dos &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) da dieta sobre o
cancer intensificou-se na década de 80. A relagcdo entre o consumo de gorduras e 0
cancer tem ddo talvez melhor demonstrada nas populagdes de esguimds, que
consomem dietas ricas em PUFA n-3 e apresentam baixa incidéncia de céancer,
doencas inflamatdrias e auto-imunes (KROMANN; GREEN, 1980). Similarmente, os
japoneses, que também consomem elevada quantidade desses é&cidos graxos,
apresentam baixa incidéncia de cancer de prostata e de mama (WOUTERSEN et al.,
1999; KAIZER et al., 1989). Estudos epidemioldgicos tém mostrado relacdo entre
consumo de gordura e cancer. NIELSEN e HANSEN (1980) relataram aumento na
incidéncia de céncer de mama, cdlon e préstata em populagdes de esquimés e
japoneses imigrantes. A explicagdo para este achado foi a de que eles passaram a
ingerir menos PUFA n-3 e mais gordura saturada e PUFA n-6.

A grande maioria dos trabalhos na literatura tem investigado o efeito de dietas,
pobres ou ricas (8-20%), de determinado tipo de &cido graxo sobre o desenvolvimento
tumoral (CALDER et al., 1998; PETRIK et al., 2000). Em 2003, TOGNI et al.,
fizeram abordagem nova, tentando responder qual seria o efeito da suplementacéo com
Oleo de peixe em geracdo F1, elevando a concentragdo de gordura na dieta em 0,1%.
Seus resultados demonstraram que o tumor teve crescimento significativamente
reduzido, com reversdo da caquexia. Baseado no trabalho destes autores, nos fizemos
outra pergunta: sera que o efeito observado em F1 pela suplementacéo com 6leo de
peixe, seria potenciaizado, aditivo ou igual em geragdo F2, submetida ao mesmo
protocolo? Assim, procuramos comparar nossos resultados agueles obtidos pelos de
TOGNI et al., (2003).

A suplementag@o cronica com 6leo de peixe, via oral, desde o desmame até a
fase adulta por duas gerages (F2) ndo promoveu ateracdo no ganho de peso daprole,
investigada ao nascimento e ao desmame (Figura 1), bem como durante o processo de
crescimento até a fase adulta (Figura 2), entre os grupos aimentados com racdo

controle (C) e suplementados com gordura de coco (S) ou com 6leo de peixe (P).
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Nossos dados corroboram os de TOGNI et al., (2003) e Ota (2002), que também
trabalharam com a geracdo F1, demonstrando que a dose utilizada na suplementagéo
néo foi capaz de promover ganho adicional de peso. Comparando os dados aqui
relatados com os dos autores mencionados acima, temos que a suplementacéo
administrada ndo foi cgpaz de promover aumento de peso intra-geragdo. ARTEBURN
et al. (2000), em estudo com ratas gravidas, observaram que a administragdo, por
gavagem, de DHA (contida no componente DHASCO) na dose de 1,25g/Kg de peso
corporeo/dia também n&o alterou 0 peso dedtas ratas quando comparadas ao grupo
controle, nem o0 peso de seus filhotes. Portanto, nossos dados de F2 corroboram este
outro achado.

Estudos prévios tém demonstrado que dieta rica em PUFA n-3, usualmente na
forma de 6leo de peixe, é capaz de reduzir o crescimento tumoral em varios modelos
de animais (BOUDREAU et al., 2001; CALDER et al., 1998; PETRIK et al., 2000).
Em nosso protocolo, a suplementacéo com 6leo de peixe foi capaz de reduzir de forma
significativa a taxa de crescimento tumora (Figura 3) em cerca de 3 vezes, quando
comparada a dos grupos aimentados com dieta padréo (W) ou com gordura de coco
(SW). Em seu trabalho anterior, TOGNI et al. (2003) também observaram reducdo do
crescimento tumoral, em aproximadamente 2,3 vezes. Apesar dareducdo ser um pouco
maior na geracdo F2, esta ndo foi significativamente diferente quando comparada a
geracdo F1. Isto, portanto, nos leva a sugerir que ndo ha efeito aditivo nesta geracdo
guanto ao efeito do 6leo de peixe em reduzir ataxa de crescimento tumoral.

A caguexia € uma sindrome complexa considerada causa primaria da maioria
das mortes dos pacientes portadores de cancer e estd associada a diferentes
manifestacOes clinicas (TISDALE, 1996). Dentre os véarios sintomas nos individuos
gue possuem a doenca, anorexia e perda de peso parecem ser um dos achados mais
frequentes (GIACOSA et al., 1996). Acompanhante frequente do cancer, a caguexia
nem sempre esta diretamente relacionada a taxa de crescimento do tumor. Pacientes
com grandes tumores podem ndo apresentar sinais desta sindrome, enquanto em outros

a caguexia pode estar presente mesmo com o tumor representando gpenas 0,01% do
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peso corporal, mostrando que as alteracdes metabllicas induzidas pela caguexia
dependem do tipo de cancer presente nos pacientes (NATHANSON; HALL, 1974).

Caguexia em ratos com tumor de Waker 256 pode ser monitorada
bioguimicamente através da glicemia, laticidemia, triacilglicerolemia e conteido de
glicogénio hepédtico e muscular. Os vaores da glicemia encontrados foram
significativamente reduzidos (Figura 4) e os de lactato sérico elevados (Figura 5) nos
animais portadores de tumor (W), quando comparados aos dos animais sem tumor.
Estes dois par@metros sdo fundamentais para caracterizacdo do quadro caquético
nestes animais. De fato, por serem &vidas consumidoras de glicose (FERNANDES et
al., 1991), as cdlulas do tumor de Walker 256 induziram a hipoglicemia (Figura4) ea
hiperlaticidemia (Figura 5). Nos animais portadores de tumor suplementados com 6leo
de peixe (PW), a glicemia e a laticidemia foram similares as dos animais sem tumor.
Ja nos animais com tumor mas suplementados com gordura saturada (SW), aglicemia
e laticidemia foram idénticas as dos animais do grupo W. Este achado corrobora os de
TOGNI et al. (2003) que utilizaram o0 mesmo protocolo, demonstrando o efeito anti-
caquético do 6leo de peixe em ratos portadores de tumor, suplementados cronicamente
até a primeira geracdo. Assm, tanto a geragdo F1 quanto a F2, cronicamente
suplementados com 6leo de peixe, tém resultados semelhantes quanto a reversdo da
caqguexia, onde novamente nd&o observamos efeito aditivo. Estudos anteriores
mostraram que a maioria dos tumores solidos obtém sua energia a partir do
metabolismo anaerébio da glicose (WARBURG, 1956; NOLOP et al.,1987).
Entretanto, a metabolizacdo da glicose pedas células tumorais € um processo
metabolico de baixo rendimento energético, uma vez que gpenas duas moléculas de
ATPs sdo produzidas por molécula de glicose consumida. Desse modo, células
tumorais, que possuem répida proliferacdo, consomem grandes quantidades de glicose
e s30 responsaveis por elevadas concentragbes de &cido latico sé&rico (ARGILES;
ALVAREZ; LOPES-SORIANO, 1997).

A caracterizagdo da caquexia foi confirmada, aém dos pardmetros circul antes
(glicemia e laticidemia), também pelo contelido de glicogénio hepético (Figura 8),

onde ratos portadores de tumor de Walker 256, sem suplementacdo ou suplementados
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com gordura de coco, tiveram reducdo de 40% de contelido de glicogénio hepatico
guando comparado ao do grupo controle. Nos animais portadores de tumor
suplementados com 6leo de peixe, o contelido de glicogénio hepético foi semelhante
aos valores apresentados pelos grupos sem tumor, suplementados ou n&. TOGNI et
al. (2003) relataram que animais portadores de tumor de Walker 256 tiveram reducgéo
de 38% do contetido de glicogénio hepético e, similarmente, a suplementagd com
Oleo de peixe recuperou este parametro aos vaores do grupo controle. Assim,
novamente encontramos que F1 e F2 parece ter comportamento similar com relagdo ao
contetido de glicogénio hepatico, indicando ndo haver efeito aditivo intra-geracao.

Em relacdo a lipemia dos animais estudados, as diferentes suplementagdes ndo
alteraram significativamente as concentracdes séricas de colesterol (Figura 9) e de
triacilglicerol (Figura 11) dos grupos de animais sem tumor e dos animais portadores
de tumor. Para os niveis de colesterol HDL (Figura 10), as diferentes dietas ndo
alteraram significativamente este parametro entre os animais estudados, com excegéo
dos animais portadores de tumor n&o suplementados (W). Neste grupo, a presenca do
tumor promoveu reducéo significativa da concentracdo de colesterol HDL quando
comparada aos demais grupos. De fato, como conseqiiéncia da elevada taxa lipolitica
promovida pela sindrome da caquexia, h4 aumento de &cidos graxos livres e
triacilglicerdis no plasma, e reducéo dos niveis de colesterol HDL. Esta hiperlipidemia
encontrada tanto em humanos quanto em modelos animais experimentais, esta
associada com a producdo de fatores catabdlicos produzidos pelo préprio tumor, como
o fator mobilizador de lipideos (LMF) e pela reducdo da atividade da enzima lipase
lipoprotéica (LPL), responsavel pela clivagem dos triacilglicerGis circulantes e
armazenamento dos acidos graxos no tecido adiposo (TISDALE, 1997; COSTELLI et
al., 1999). O LMF age diretamente no tecido adiposo estimulando a lipdlise, de
maneira dependente de AMPc, para liberacdo de acidos graxos e glicerol, através de
mecanismo similar ao dos horménios lipoliticos. Além disso, as citocinas produzidas
por céulas do sistema imunitario e pelo proprio tumor agem reduzindo a LPL,

resultando em aumento do fluxo delipidios nacirculacéo (TISDALE, 2001).
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O efeito quimioprotetor dos PUFA n-3 contra o crescimento tumoral € relatado
na literatura (ROSE; CONNOLLY, 1999), porém 0s mecanismos pelos quais esses
acidos graxos exercem esta funcdo ndo sfo totalmente conhecidos e n&o foram
investigados neste estudo. Entretanto, os possiveis mecanismos pelos quais o 6leo de
peixe pode diminuir o crescimento tumora incluiriam modulagdo da apoptose,
alteracOes na producéo de eicosanoides, taxa de peroxidacdo lipidica no tumor e/ou
alterada resposta do sistema imunitério entre outros. Em adicdo, Oleo de peixe
reduziria a caguexia smplesmente por reduzir o crescimento tumora e ou, mais
ativamente, através da producdo alterada dos mediadores inflamatorios que foram
mostradas participarem da patogénese da caquexia (TISDALE, 1996).

Estudos redizados com animais ou em humanos, in vitro ou através da
administracdo de dieta de lipideos, tém relatado importante papel dos variados &cidos
graxos na modulacdo da apoptose (DE PABLO; PUERTOLLANO; DE
CIENFUEGOS, 2002). Sabe-se que células tumorais apresentam crescimento
descontrolado e sdo capazes de sobreviver na auséncia de fatores de crescimento,
necessarios as suas equivalentes normais. Além disso, muitas céulas tumorais, de
alguma forma, falham em entrar em apoptose, fato esse que pode ser importante néo
somente para o desenvolvimento do tumor primario, mas também favorecer o processo
metastético (COOPER, 2001). Neste contexto, uma das maneiras de se controlar o
crescimento de células tumorais seria ainducdo das mesmas a apoptose. Embora hgja
controvérsias, varios estudos tém proposto que os acidos graxos n-3, por diferentes
mecanismos, induziriam células tumorais a apoptose (DE PABLO; PUERTOLLANO;
DE CIENFUEGOS, 2002). Isto seria possivel via processo mitocondrial (DE PABLO
et al., 1999) ou modulacéo de Bcl-2, por exemplo (REDDY AVULA et al., 1999).
ARITA et al. (2001) relataram que PUFA n-3 modulam a apoptose em células HL-60,
pela ativacdo da cascata de caspases, através da liberacdo do citocromo c, associado a
despolarizagdo da membrana mitocondrial. Outros estudos mostraram que &cidos
graxos poliinsaturados, presentes no 6leo de peixe, desencadeiam a apoptose pela
supressao da expresséo de Bcl-2 e aumento da expressdo de Fas-L (REDDY AVULA
etal., 1999; TYURINA et al., 1997).
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Outro mecanismo anti-tumoral dos PUFA n-3 sugerido é a dteracdo da
biossintese de eicosandides (CALDER, 2001a). Em condigdes normais, eicosandides
sdo0 sintetizados, principalmente, a partir do é&cido araquiddnico (AA), PUFA n-6
presente em maior concentracdo nos fosfolipidios de membrana, pela acéo das enzimas
cicloxigenase ou lipoxigenase. De fato, 0s eicosanides produzidos a partir do AA
apresentam poténcia biologica mais potente que agqueles derivados do &cido
eicosgpentaendico (EPA), PUFA n-3 (CALDER, 1998b, 1997).

A €ficicia do PUFA n-3 contra tumorigénese € defendida através da
competicdo dos substratos AA e EPA pelas mesmas enzimas (Esquema 1). Assim,
aumentando-se aingestéo de 6leo de peixe, rico em EPA e DHA, esses substituiriam o
AA nas membranas celulares. A reducéo do contelido de AA nos tecidos refleteria em
menor atividade da COX, ou até mesmo sua inibicdo e, portanto, uma menor producdo
de eicosandides derivados de AA, como as prostaglandinas (PG) (CALDER, 2001).

Tem sido mostrado na literatura que a conversdo do AA em prostaglandina E2
(PGE,) contribui para o crescimento tumoral, através da modulagdo da apoptose e
proliferacéo celular (McENTEE; WHELAN, 2002). Numerosos estudos tém
demonstrado que o nivel de PGE, em vé&rios tumores ou até mesmo a cgpacidade
biossintética do tumor por esse metabdlito sdo mais elevados quando comparados aos
dos tecidos normais (BENNETT et al., 1983; CHULADA et al., 2000). SIDDIQUI e
WILLIAMS (1990) relataram que ratos portadores de tumor de Waker 256
apresentam niveis elevados de PGE, circulante, quando comparados aos dos animais
controle, sendo o tumor sua principal fonte. Outros autores tém relatado “up-
regulation” de COX, e niveis elevados de PGE, com a carcinogénese de mama
(BADAWI et al., 1998; TAPIERO et al., 2002). Em adicdo, COX, € comumente
expressa em véias formas de cancer, incluindo aqueles do trato gastrintestinal
(CHULADA et al., 2000; LLOR et al., 2003; XIONG et al., 2003; ROYNETTE et al.,
2004), prostata (HUSSAIN; GUPTA; MUKHTAR, 2003), estfago (SHAMMA et al.,
2000), pulméo, bexiga (SWEENEY et al., 2002) entre outros. A COX, esta envolvida
em uma variedade de funcgdes celulares importantes que levam a tumorigénese, como

promocao de crescimento celular e inibicdo do processo apoptético, que resultam em
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aumento de nimero e tamanho de tumores. Além disso, COX, € capaz de aumentar a
adesdo celular e motilidade, que sdo mecanismos responsaveis pelos procesos de
invasdo e angiogénese, essenciais para o0 crescimento do tumor e metastase (CAQ;
PRESCOTT, 2002; XIONG et al., 2003). Notavelmente, estudos epidemioldgicos,
clinicos e experimentais relatam que NSAID (drogas anti-inflamatérias ndo-
esteroidais), particularmente inibidores seletivos de COX, tém sido usados para
reduzir o risco de desenvolvimento de alguns canceres, adém de suprimirem o
crescimento de tumores, demonstrando que a modulacéo de COX, pode ter efeitos
benéficos sobre o desenvolvimento do cancer. (THUN; HENLEY; PATRONO, 2002).
Da mesma maneira, &cidos graxos poliinsaturados n-3 da dieta podem exercer efeitos
anti-tumorais por inibirem competitivamente a atividade de COX; ou por reduzir sua
expressdo (SINGH; HAMID; REDDY, 1997; BADAWI et al., 1998). Neste contexto,
importante ressaltar que Paro (2003), trabalhando com ratos portadores de tumor de
Walker 256 suplementados com 6leo de peixe durante uma geragéo (F1), mostrou que
a expresséo de COX-2 estava significamente reduzida quando comparada aos
controles ndo suplementados ou aos animais suplementados com gordura de coco.
Além de todas estas evidéncias, ha relatos também evidenciando que os PUFA n-3
apresentam efeitos  anti-tumorais via mecanismos independentes da COX,
(BOUDREAU et al., 2001).

Outra possibilidade dos €efeitos anti-tumorigénicos dos PUFA n-3 € com relagdo
a peroxidacéo lipidica (ROSE; CONNOLLY, 1999; CALDER, 2001d; TAPIERO et
al., 2002). A acdo tumoricida destes &cidos graxos parece ser dependente da habilidade
em aumentar a concentragdo de radicais livres e, consegientemente a taxa de
peroxidacao lipidica nas células tumorais (DAS, 1999).

Radicais livres sdo moléculas que possuem détrons livres em sua oOrbita
externa, sendo atamente instéveis e reativas. Procuram estabilidade as custas de outros
elementos moleculares, tais como acidos nucléicos, proteinas, lipideos, dentre outros.
Portanto, a estabilidade de um radical livre pode ser obtida a partir da desestruturacéo
elétrica de moléculas vitais. Em condi¢cbes normais, a acdo dos radicais livres €

oposicionada pela acéo dos antioxidantes enddgenos tais como superdxido desmutase,



59

catdase e glutationa peroxidase (KOLANJAPPAN; MANOHARAN;
KAYALUIZHI, 2002).

Um dos alvos preferidos dos radicais livres sdo os acidos graxos insaturados,
encontrados na dupla camada de lipideos das membranas celulares e vitais para o seu
funcionamento. Quando ocorre a reacdo dos radicais livres com estes acidos graxos
insaturados, ocorre também ateracio em nivel de membrana, que vai
consequentemente alterar toda a célula. Com a alteragdo da estrutura da membrana, ha
a formagdo de perdxidos lipidicos, que sdo substancias altamente deletérias para o
organismo, pois comprometem a capacidade seletiva das membranas celulares,
favorecendo assm, um fluxo (entreda e saida) indiscriminado de metabdlitos da
cdula. Isto provoca ruptura seguida de morte celular (MASOTTI; CASALI;
GALEOTTI, 1988; CHEESEMAN, 1993).

E descrito que células tumorais S50 menos susceptiveis a peroxidacio lipidica
do que células normais (CHEESEMAN, 1993). Outros dizem exatamente o oposto. Os
mecanismos de peroxidacao lipidica em células tumorais ainda ndo foram elucidados e
seus estudos sdo controversos. Células malignas gpresentam concentragdes reduzidas
ou elevadas de antioxidantes e lipideos de membranas aterados, caracteristicas estas
que talvez confiram a estas céulas menor ou maior resisténcia a peroxidagdo lipidica
(MASOTTI; CASALI; GALEOTTI, 1988; CHEESEMAN, 1993; KOLANJAPPAN;
MANOHARAN; KAYALUIZHI, 2002). Além disso, tem-se sugerido que o fator
limitante para a taxa de peroxidacao lipidica em células tumorais parece ser a menor
disponibidade de &cidos graxos poliinsaturados nestas células (CHEESEMAN, 1993;
KOLANJAPPAN; RAMACHANDRAN; MANOHARAN, 2003).

TOGNI et al. (2003) relataram que as células do tumor de Walker 256, de ratos
suplementados com Oleo de peixe continha maior concentracdo de EPA e DHA,
quando comparado aos de animais sem suplementacdo. Isto sugere que os &cidos
graxos poliinsaturados n-3 (que apresentam maior nimero de duplas ligacdes) foram
incorporados as membranas das células tumorais, facilitando a peroxidacdo de lipideos
de membrana e, como consequéncia, reducéo do crescimento tumoral. Neste contexto,

GARCIA (2004) encontrou maior taxa de peroxidagdo em ratos com tumor,
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submetidos a0 mesmo protocolo de TOGNI et al. (2003). Isto nos permite aventar que
a maior taxa de peroxidagéo encontrada nestes animais poderia explicar, pelo menos
em parte, 0 mecanismo envolvido na menor taxa de crescimento tumora destes
animais.

Outra hipétese possivel para explicar a reducdo do crescimento tumoral seria
através de ativagdo do sistema imunitario. A hipertrofia do bago (esplenomegalia)
pode ser consequéncia da atividade exacerbada do sistema imunitario frente a um
agente agressor (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994). Em nossos experimentos, a
presenca do tumor promoveu aumento significativo do peso do bago, dos animais
portadores de tumor submetidos ou ndo as diferentes suplementacdes, quando
comparado a0 dos grupos sem tumor (Figura 12), indicando ativagdo da resposta
imunitaria.

Experimentalmente, uma das maneiras de se avaliar afuncdo linfocitaria é testar
in vitro ataxa de proliferacdo dessas células em resposta a um agente mitogénico. No
presente estudo, utilizamos concanavalina A (Con-A) e lipopolissacarideo (LPS) para
estimulacéo de linfécitos T e B, respectivamente. A resposta proliferativa de linfécitos
foi mensurada pelaincorporacdo de timidinaradiomarcadano DNA das células.

Inimeros trabahos sobre os efeitos dos é&cidos graxos sobre a funcéo
linfocitaria tém mostrado resultados bastante controversos (CALDER, 1995;
ALEXANDER, 1998; CALDER et al., 2002), que podem ser explicados por diferentes
razdes. Por exemplo, a maioria deles utilizou animais de laboratérios (ratos,
camundongos, coelhos, macacos, etc.) em suas experimentagbes e poucos foram
realizados em humanos. Em geral, quando os estudos séo feitos em animai's, estes séo
submetidos a dietas ricas ou pobres em gorduras, a fim de se comparar seus efeitos
sobre a proliferacdo de linfocitos ex vivo, entre outras respostas linfocitarias
(CALDER, 1996; 1998a). Tais estudos tém encontrado que dietas ricas em gordura
resultam em reducéo das fungdes linfocitarias quando comparadas a dietas pobres em
gordura. Contudo, o efeito preciso depende sobretudo da concentracéo de gordura
usada nas dietas e suas fontes. Resumidamente, dentre as dietas ricas, a ordem de

poténcia de inibi¢cdo é gordura saturada < 6leo ricos em PUFA n-6 < 6leo de oliva <
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Oleo de linhaga < 6leo de peixe (CALDER, 1998a). Todavia, a extensd de inibicdo
mencionada por vérios estudos, usando o mesmo tipo de Oleo, é variavel. Estas
discrepancias provavelmente devem-se ao protocolo experimental que incluem:
diferencas na quantidade de gordura da dieta, no tempo de suplementacdo, nas
espécies de animais usados e, em particular, no tipo de soro utilizado em culturas de
linfécitos ex vivo.

Vé&rios estudos in vitro sobre efeitos dos &cidos graxos nos linfacitos, onde os
lipideos foram adicionados as culturas de linfécitos, estes influenciaram a capacidade
proliferativa dessas céulas estimuladas com mitdgenos. Baixas concentragbes de
acidos graxos (menor que 5 nM) estimulam a proliferagdo enquanto que concentragcdes
maiores (10-15 mM) a inibem (KELLY; PARKER, 1979). Apesar de todas as
divergéncias, a maioria dos estudos concorda que a extensdo da inibicdo da
proliferag@o de linfocitos depende do grau de insaturacdo e do comprimento da cadeia
dos &cidos graxos (CALDER, 1998a).

Em humanos, KELLEY; BRANCH; IACONO, (1989) e KELLEY et al., (1992)
demonstraram que a reducéo no consumo totd de gordura (de 41% a 25% da energia
total), resulta em aumento da proliferacdo de linfocitos, em resposta a Con-A ou
fitohemaglutinina (PHA), sugerindo que dietas ricas em gorduras suprimem a
proliferacdo. Estudos que tém investigado a influéncia de 6leo de peixe sobre as
fungdes linfocitérias mostram-se bastante conflitantes. Na maioria dos estudos, o 6leo
de peixe é administrado em capsulas aos voluntérios, onde os principais acidos graxos
poliinsaturados séo EPA e DHA. Alguns experimentos mostraram que suplementacéo
com PUFA n-3 além de reduzir a proliferacdo de linfocitos, pode estar acompanhada
de menor producdo de IL-2 pelos linfocitos (MEY DANI et al., 1991; GALLAI et al.,
1993) e adicionalmente, menor producédo de IFN-g (GALLAI et al., 1993) ou ainda,
néo afetar a producéo de IL-2 e IFN-g (THIES et al. 2001). Por outro lado, outros
estudos relataram que suplementac@ com 6leo de peixe ndo altera a proliferacdo de
linfécitos e producdo daguelas citocinas (YAQOOB et al., 2000). As razdes para 0S
diferentes resultados experimentais ndo sd bem esclarecidas, mas podem estar

relacionadas a diferentes protocolos experimentais como preparagdes das células em
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cultura, quantidades de 6leos e caracteristicas dos voluntérios (sexo, idade e dieta
habitual).

De modo geral, os dados da literatura, sgam eles experimentos realizados em
humanos ou em modelos animais, tém mostrado que dieta rica em 6leo de peixe
(usuamente acima de 15%) reduz a taxa de proliferacdo de linfocitos, além de
influenciar a producdo de citocinas (CALDER, 1996; SANDERSON; YAQQOOB;
CALDER, 1997). Além disso, a maioria dos estudos mencionados anteriormente, tem
sido realizados por um periodo de 4 a 12 semanas. No entanto, sdo poucos os dados
experimentais abordando o efeito da suplementacdo cronica com 6leo de peixe sobre
as respostas imunitérias ao longo de geracbes e em baixas concentragoes.

Em nosso estudo, incrementamos em apenas 0,1% a quantidade total de gordura
ingerida pelo rato. O animal foi exposto, cronicamente, a este ambiente de &cido graxo
(embri&o até fase adulta). O perfil proliferativo de seus linfocitos, obtidos do linfonodo
mesentérico (Figura 13) e do timo (Figura 15) mostrou-se bastante similar, diferindo
apenas na magnitute da resposta. No timo, na presenca de Con-A, os linfécitos dos
animais sem tumor suplementados com gordura de coco (S) tiveram taxa de
proliferacdo menor que a do grupo C. Entretanto, a suplementacdo com 6leo de peixe
reduziu significativamente a taxa de proliferacéo quando comparada ado grupo C e a
do com gordura de coco (S). O mesmo foi observado quando do estimulo com LPS.
Como mencionado acima, a literatura é farta de resultados que demonstram o efeito
inibitorio dos écidos graxos poliinsaturados n-3 sobre a proliferacdo de linfocitos e
atividades de linfécitos T (CALDER, 2001a; KELLEY 2001; GIL, 2002). Assim, 0s
resultados obtidos com nosso protocolo estéo de acordo com os da literatura Se esta
resposta acontece também em relacdo a producdo de citocinas precisa ser avaiada
Bonatto (2003) usando o mesmo protocolo, entretanto analisando funcéo fagocitéria,
encontraram que ndo h& modificagdo da resposta de macréfagos, quanto aos
parametros imunol dgicos de fagocitose, retensdo lisossomal, producéo de H,O,, O, e
TNFa, eevando-se apenas a producéo de NO.

Em todos os animais portadores de tumor (W, SW e PW), o perfil proliferativo

dos linfocitos foi similar ao de seus correspondentes sem tumor (C, Se P), napresenca
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de Con-A, porém o indice de estimulacdo foi comparativamente menor. Estes dados
indicam que a presenca do tumor, de alguma forma, levou a imunossupressdo. Mesmo
pela suplementacdo com 6leo de peixe, ndo houve inibi¢do adicional da proliferacéo
pela presenca do tumor.

A imunodeficiéncia € comum em muitos pacientes com céncer. Os distdrbios
imunol 6gicos provocados pelo cancer agravam-se com o progresso da doenca e podem
ser acompanhados da reducdo do ndmero de linfécitos T e suas fungdes. Ainda,
funcbes alteradas de macréfagos acarretam danos na hipersensibilidade do tipo tardio
(HADDEN, 1999). Os mecanismos pelos quais o0 cancer pode provocar tal
imunossupressdo ndo sdo conhecidos, mas vérias hipoteses foram aventadas. No
estagio final da doenca, provavelmente, os animais portadores de tumor de Walker 256
encontravam-se em intenso quadro de caguexia, onde 0 maior gporte nutricional,
proveniente da degradacdo de diversos tecidos, estaria sendo desviado para o
crescimento de células tumorais. Assim como estas células, os linfocitos necessitam
dos mesmos nutrientes e, na auséncia destes, a proliferacdo linfocitaria ficaria
comprometida. Além disso, o tumor de Walker 256 € um grande produtor de PGE,
(SIDDIQUI; WILLIAMS, 1987). Este eicosandide ndo gpenas promove a
sobrevivéncia das células tumorais (CHULADA et al., 2000), contribuindo para o
estabelecimento da caguexia, como também é potente supressor de proliferacdo de
linfécitos T (HADDEN, 2003) e atua inibindo as respostas imunitarias de células Thi,
gue favorecem adestrui¢éo tumoral (HARRIS et al., 2002).

Na presenca de LPS, ataxa de proliferacdo dos linfécitos do timo no grupo W
foi significativamente maior quando comparada a do grupo controle (C). Nos animais
portadores de tumor e suplementados com as diferentes dietas (SW e PW), a taxa de
proliferacéo foi menor quando comparada a do grupo W. Mais uma vez, estes dados
mostram que o 6leo de peixe ndo promoveu inibicdo adicional da taxa de proliferacéo
dos linfécitos.

No linfonodo mesentérico, o perfil proliferativo dos linfécitos de todos os
grupos de animais estudados foi bastante similar ao do timo, na presenca de ambos o0s

mitdgenos (Con-A ou LPS), gpenas variando na amplitude das respostas.
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No bago, o perfil proliferativo dos linfocitos foi diferente dos outros dois
tecidos linfoides. Na presenca de Con-A, os linfocitos dos animais sem tumor,
suplementados com dleo de peixe tiveram taxa de proliferagdo significativamente
menor que a do grupo C e a do grupo suplementado com gordura de coco (S). Na
presenca de tumor (W), ataxa de proliferacéo ndo se alterou quando comparada a dos
animais sem tumor, porém nos grupos portadores de tumor e tratados com o0s
diferentes écidos graxos (SW ou PW), a taxa de proliferacéo elevou-se marcadamente
e reduziu, respectivamente, quando comparada a do W. Estes dados sugerem que, de
alguma maneira, a suplementagdo com gordura de coco quando na presenca de tumor,
promoveu aumento da proliferacdo dos linfocitos.

Na presenca de LPS, os linfécitos dos animais sem tumor nas diferentes
suplementacbes (S ou P) tiveram taxa de proliferacdo significativamente menor
guando comparada ado C. Nos grupos de animais portadores de tumor (W, SW e PW)
o perfil proliferativo dos linfocitos se repetiu, como nos grupos de animais portadores
de tumor do timo e linfonodo mesentérico.

A razdo da diferenca de resposta entre linfécitos do timo ou linfonodo
mesentérico e bago talvez estgja no pape destes tecidos linféides secundarios.
Portanto, os dados obtidos de determinado tecido linféide tém que ser analisado com
cuidado, pois ndo representam o “status’ de todo tecido imunitério.

As células de defesa quando ativadas necessitam de energia, a qual deve ser
provida pela glutamina ou glicose, principalmente (ARDAWI; NEWSHOLME, 1985).
A producdo de lactato, a partir de glicose pelos linfécitos obtidos do bago (Figura 6)
ou linfonodo mesentérico (Figura 7) dos animais sem tumor, ndo foi diferente entre si.
Entretanto, a presenca do tumor incrementou significativamente sua producdo pelos
linfécitos dos animais sem suplementacéo (W) ou suplementados com gordura de coco
(SW), o que demonstra que estas células estavam sendo exigidas imunitariamente.
Interessantemente, a suplementacdo com Oleo de peixe fez com que a producdo de
lactato pelos linfocitos do baco retornasse aos valores dos animais sem tumor e a dos
linfécitos do linfonodo mesentérico reduzissem quando comparados aos W e WS,

entretanto ficando ainda maior que a dos sem tumor. Isto sugere que o 6leo de peixe,
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de aguma forma, foi hébil em reduzir a producéo de lactato a partir de glicose. O

mecanismo pelo qual isto ocorre ndo foi investigado neste trabal ho.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a suplementacdo com 6leo de peixe durante
duas geragbes ndo foi capaz de promover efeitos aditivos ou potenciaizados quanto a
reducdo da taxa de crescimento tumoral e cagquexia em ratos, quando comparados com
estudos de geracéo F1. Em adi¢8o, o sistema imunitério desempenha papel secundério
quanto a capacidade de reduzir a taxa de crescimento tumoral, onde o éleo de peixe

parece ter efeito diretamente sobre a célula tumoral.
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