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RESUMO

Caquexia é a principal causa da morte das pessoas portadoras de tumor. O tumor de
Walker 256 (W256) foi utilizado para estudar desenvolvimento da caquexia no cancer.
Os mecanismos responsaveis pelo seu estabelecimento sdo desconhecidos porém,
fatores circulantes produzidos pelo tumor e células do sistema imunolégico e altera¢des
metabdlico-hormonais tém sido implicados. Alguns relatos mostraram que, &acidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 (PUFA n-3) podem ser agentes de quimioprevencao
contra crescimento de tumor. Neste estudo, nds investigamos o efeito da exposigcdo
longa aos PUFAs n-3 sobre o crescimento tumoral e caquexia. Ratas Wistar apos
desmamar foram suplementadas com 6leo de peixe, rico em PUFA n-3 ou éleo de coco
(saturado), até idade adulta. E entdo, foram acasaladas com machos Wistar mantidos
apenas com alimentagdo normal de laboratério. Ao longo da gestacdo e lactacdo, as
fémeas continuaram recebendo suplementacio. Apds 21 dias de idade, a descendéncia
masculina recebeu a mesma dieta e suplementacdo das maes. A metade dos animais,
ap6s de 90 dias de idade, foi inoculada no flanco direito, com suspensao estéril de 2x107
células do W256 contidas em 1mL de tumor ascitico obtido de outro rato. No controle foi
injetado salina 0.9%. Depois de 14 dias, os animais foram sacrificados por decapitagao.
O peso do corpo foi regularmente medido durante o periodo e o peso do tumor
determinado no sacrificio. O sangue foi coletado e no soro foram mensuradas as
concentragdes de: lactato, glicose e lipidios. Figado, musculos séleo e gastrocnémio
foram dissecados e seus conteudos de glicogénio determinados imediatamente. Um
experimento separado, que usou o mesmo procedimento alimentar, foi utilizado para
estudar a sobrevivéncia dos animais apdés 30 dias de inoculacdo do tumor. A
suplementagéo com diferentes acidos graxos nido modificaram nenhum dos parametros
bioquimicos dos animais nao portadores de W256 quando comparados ao controle. Os
portadores de tumor apresentaram hipoglicemia, hiperlaticidemia, reducéo de contetdo
de figado e musculo, peso de corpo (17,8%) e hipertrigliceridemia quando comparados
aos do controle, sendo que o peso do tumor foi de 19,4g. A suplementagédo com acido
graxo saturado ndo modificou esses parametros e a massa tumoral foi 17,5g. A
suplementacdo com PUFA n-3 reduziu os valores de laticidemia, recuperou a glicemia e
o glicogénio hepatico em 92%, reduziu os valores de triglicerideos e aumento colesterol-
HDL. A massa do tumor foi 7,9g. Nossos resultados mostram que, o uso prolongado de
PUFA n-3 pdde reduzir crescimento tumoral e caquexia, talvez por induzir alteragées no
metabolismo da célula tumoral. Além de aumentar a taxa sobrevivéncia destes animais.
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ABSTRACT

Cachexia is the main cause of death in tumor-bearing people. Walker 256 tumor has
been utilised to study cancer cachexia development. The mechanisms responsibles for
the establishment of cancer-cachexia are unknown, however, factors circulating
produced by the tumor and immune cells had been implicated, as well as metabolic-
hormone alterations. Some reports showed that poliunsaturated fatty acids omega-3
(PUFA n-3) are chemopreventive agents against tumor growth. In this study, we
investigated the effect of long term exposure to the PUFAs n-3 on tumor growth and
cachexia. Female rats, after weaning, were supplemented with fish oil, rich in PUFA n-3
or coconut oil (saturated), until adult age. They were mated with male Wistar had fed on
normal laboratory chow. Throughout gestation and lactation the females continued to
received fatty acid supplementation. After wearing (age 21 days) the male offspring
received the same diet and supplementation as their mothers. After 90 days of age half
of each group were injected in the right flank with a sterile suspension of 2x10’ Walker
tumor cells in one mL, obtained from an ascitic tumor-bearing rat. In the control were
injected saline 0.9%. After a further 14 days, the animals were killed by decapitation
using a quilotine. Body weight was regularly measured during the period and tumor
weight was determined at sacifice. At sacrifice blood was collected and serum prepared
to measure the concentrations of glucose lactate and lipids. Liver and soleous and
gastrocnemius muscles were dissected out and used immediately to measure glycogen
content. A separate experiment using an indentical feeding procedure was conducted in
order to study the survival of the animals, except that rats were not sacrificed until 3D
days post-tumor cell inoculation. The supplementation with different fatty acids did not
change any biochemical parameter in the non-tumor bearing animals as compared to
control. The tumor bearing ones showed hypoglycemia, hyperlaticidemia, reduction of
content from liver and muscle, body weight (17,8%) and hypertriglyceridemia, as
compared to non-tumor bearing rats. Tumor weight was 19,4g. Supplementation with
saturated fatty acid did not modify these parameters and mass tumor was 17,5g.
Supplementation with PUFA n-3 induced reduction of laticidemia to values, recovery of
glycemia and liver glycogen stores in 92% with decrease of triacylglycerols and increase
cholesterol-HDL. Tumor mass was 7,9g. Our results show that PUFA n-3, administered
to long term to the animal, was able to reduce tumor growth and cachexia, possibly by

inducing alterations in the tumor cell metabolism. In addition, it was able in promote
increase in survival in these animals.
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INTRODUGAO

O cancer esta relacionado com disturbios das regras fundamentais do
comportamento celular nos organismos multicelulares. “As células cancerosas sdo
definidas por duas propriedades hereditarias: (1) reproduzem-se em detrimento das
normais, (2) invadem e colonizam teritérios, normalmente, reservados para outras
células" (ALBERTS et. al., 1997). Enquanto o padrao de crescimento do tecido normal
nao prejudica os tecidos vizinhos, o crescimento tumoral é peculiar, alterado ao longo
do tempo, produzindo prejuizo de outros tecidos (GREENSTEIN, 1954).

Os tecidos malignos competem com o hospedeiro por nutrientes, provocando
diferentes manifestacdes clinicas, cujas mais comuns s&o: astenia, anorexia, perda de
peso, saciedade prematura e anemia (THEOLOGIDES, 1979). Assim, o
desenvolvimento tumoral induz a debilidade do organismo hospedeiro. A anorexia e
intenso catabolismo periférico caracterizam a denominada sindrome da caquexia no
cancer (LAWSON et. al., 1982; THEOLOGIDES, 1979).

SiNDROME DA CAQUEXIA

A sindrome da caquexia induzida pelo cancer resume o estado geral cadtico dos
individuos portadores de tumor, caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas, os
quais afetam a qualidade de vida e sobrevivéncia dos mesmos. O grau de caquexia
esta inversamente relacionado com o prognéstico de vida do paciente (DE WYS, 1985;
HARVEY,1979; OVERSEN, et. al., 1993b) e, estd presente em dois tercos dos
individuos que morrem de cancer (ARGILES, 1999). Resultado de uma etiologia
multifatorial, os mecanismos envolvidos na indu¢do da caquexia no cancer, ndo sao
totalimente conhecidos, mas a diminuicao da ingestao proteico-calérica (anorexia),
impossibilitando a manutencdo das reservas energéticas, € um dos achados mais
freqUentes nos portadores de cancer (GIACOSA, 1996). No entanto, o fracasso na
resposta dos individuos caquéticos ao apoio nutricional demonstrou que, o
“definhamento” do portador ndo deva estar relacionado apenas com seu



comportamento alimentar deficiente, mas também com mudangcas metabdlicas
ocasionadas pela presengca do tumor (SAKURAI, 1998), semelhantes aquelas
observadas apés trauma, sepsis, queimadura ou cirurgia e, possiveimente, induzidas
por mediadores similares (BARBER, 2001)

Mediadores da caquexia

Nos ultimos 20 anos, o estudo do desenvolvimento da sindrome da caquexia no
cancer vem demonstrando o envolvimento de mediadores quimicos capazes de
promover mudancas metabdlicas. Segundo alguns estudos, estes mediadores podem
ser : @) humorais, como as citocinas pré-inflamatérias e proteinas de fase aguda ou
b) tumorais, produtos sintetizados pelo proprio tumor (ARGILES, et al., 1997;
BARBER, et. al.,2001).

A elevagdo de algumas proteinas séricas como fibrinogénio, haptoglobina
(WERNER,1979; FISCHER &GILL, 1975) e proteina -C reativa, associada a reducao
sérica de albumina e transferrina, sdo alteragdes bioquimicas conhecidas como
“resposta das proteinas de fase aguda”, que ocorrem devido a uma variedade de
insultos organicos como, inflamagoes, infecgdes e cancer (BAUMANN and GAULDIE,
1994). A resposta das proteinas de fase aguda, em pacientes portadores de cancer de
pancreas, tem sido sugerida como um dos fatores humorais que levam a rapida perda
de peso e a morte desses individuos (BARBER, et.al., 1999, 2001).

As citocinas pro-inflamatorias, secretadas pelas células do sistema imunolégico
frente ao estimulo invasor, sao fatores humorais sugeridos como mediadores dos
desarranjos metabdlicos que levam ao desenvolvimento da caquexia em individuos
portadores de cancer (AGGARWAL, et. al., 1985; AUCON, et. al., 1984; NATHAN, et.
al., 1983). Entre as citocinas, o Fator de Necrose Tumoral (TNF), produzido por
macréfagos (BEUTLER, et. al., 1985), foi associado a anorexia, febre e perda de peso
em ratos portadores de tumor (DARLING, et al, 1990). Sua preseng¢a diminui a
atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL) no tecido adiposo, levando a
hipertrigliceridemia por comprometimento da hidrdlise de triacilglicerdis dos



quilomicrons (BEUTLER, et. al, 1985;FIELDING & HAVEL, 1977), redugdo da
atividade da acetil CoA carboxilase (enzima lipogénica) e do transporte de glicose em
adipdcitos, comprometendo o substrato para lipogénese (TORTI et al., 1985). O TNF é
reconhecido por varios receptores celulares, produzindo efeitos biolégicos diversos
como: promog¢édo ou inibicdo do crescimento celular, angiogénese, citotoxicidade e
imunomodulagdo (AGGARWAL e NATARAJAN, 1996). O desenvolvimento da caquexia
em pacientes portadores de tumor foi observado mesmo na auséncia do TNF
(SOCHER et al., 1988), ou ainda o oposto, mesmo com niveis elevados de TNF, ndo
foi observado o desenvolvimento do quadro caquético (BALKWILL, et. al., 1987),
sugerindo que o TNF pode nao ser o mediador da caquexia em humanos, ou néo ser o
unico fator envolvido na instalagdo do quadro caquético em modelos animais. De fato,
BLOCK, et. al., (1991), mostraram a influéncia da interleucina-6 (IL-6) na indugdo da
caquexia, leucocitose e trombocitose em animais portadores de tumor. Foi também
mostrado que, interleucina-2 (IL-2) (NOUCHI, et. al., 1996), IL-6 e Interferon-y sao
mediadores da protedlise em alguns tipos de tumores (ALBRECH, 1996; MATTHYS et.
al., 1997; NELSON et. al., 1994).

O hipermetabolismo, tradicionalmente observado em individuos portadores de
tumor, gerando aumento do gasto energético, como a elevagao da taxa de produgéo e
reciclagem da glicose via lactato (ciclo de Cori), ou 0 aumento do "tumover" de
proteinas, sao respostas do organismo a injaria, induzidas por fatores humorais para
reparagdo tecidual. No entanto, estas respostas sdo exacerbadas em individuos
portadores de cancer, sugerindo o possivel envolvimento de outros fatores (BARBER,
2001).

Evidéncias de que muitos tumores podem produzir fatores catabdlicos, levando a
deplecéo dos tecidos muscular e adiposo, foi mostrado a partir do experimento de
COSTA, et. al., (1966) com carcinoma de camundongos Krebs-2. Eles sugeriram que
produtos secretados pelo tumor poderiam levar a perda de gordura e peso. Estudos
com adenocarcinoma de cdlon de camundongo evidenciaram que fatores lipoliticos e
proteoliticos, liberados pelo tumor, estavam envolvidos no desenvolvimento da
sindrome da caquexia no animal hospedeiro (BECK, et.al.,1987).



De fato, FUJIKI, et. al.,(1997) mostraram a incapacidade dos fatores humorais,
principalmente a IL-6, na indu¢do do quadro caquético em animais portadores de
adenocarcinoma de célon, sugerindo que fatores derivados do tumor, como por
exemplo, o Fator Indutor da Protedlise (PIF), possam atuar como cofatores dos
mediadores humorais ou tumorais na produgdo da caquexia no cancer. KITADA, et.
al.,(1980) mostraram que a mobilizagéo de gorduras em animais portadores de linfoma,
ocorria devido a um fator circulante no soro desses animais, o qual foi isolado e
mostrado como fator mobilizador de lipidios (LMF) produzido por esse tipo de tumor.

Alteragcdes Metabolico-Hormonais na Caquexia

As prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) e tromboxanas (TX) sao
eicosandides, que estdo entre os mais potentes reguladores das fungdes celulares,
podendo ser produzidos, praticamente, por todas as células do organismo, incluindo as
tumorais. Atuam, geralmente como hormoénios locais, na sinalizagcao paracrina,
produzindo efeito bioldgico nas células vizinhas (MARKS, et. al., 1996). As
prostaglandinas E (PGEs) sao sintetizadas a partir de acidos graxos poliinsaturados de
20 atomos de carbono presentes nos fosfolipidios de membrana. O acido araquidénico
(AA) é o precursor mais comum dos eicosandides e, devido a acdo da enzima
cicloxigenase- 2 (COX-2) é convertido em prostaglandinas E da série 2 (PGE2) em
resposta a um estimulo, como por exemplo, lesao celular. Seus efeitos, para proteger e
reparar os danos causados ao organismo, estao associados a dor, febre, perda de
apetite, vasodilatacdo e hipermetabolismo, (MARKS, et. al., 1996). A sintese e
liberagdo de prostaglandinas podem ser estimulada ainda, por citocinas ou horménios
como as catecolaminas e vasopressina. DAYER et al., (1985) mostraram que a
associacao de IL-1 e TNF estimula e sintese de PGE; em varios tecidos periféricos,
levando ao aumento do metabolismo tecidual. SMITH, et. al., (1993) mostraram que o
aumento da degradacao proteica, em animais portadores de adenocarcinoma de célon
(MAC16) foi acompanhado pela elevagao de PGE2 no musculo gastrocnémio. Estudos
sobre o envolvimento de PGEs na indug&o da caquexia no cancer, mostraram que, em



ratos portadores de leucemia, o hipermetabolismo observado é induzido pela produgéo
de PGE; periféricas (ROE et. al., 1997).

Ratos portadores de tumor W256 apresentam concentracdes séricas elevadas
de PGE:; e vasopressina, e foi sugerido estarem envolvidas nas alteracées metabdlicas
e hormonais que induzem a caquexia nestes animais. Este estudo demonstrou que o
tecido tumoral era o maior produtor de PGE; (SIDDIQUI e WILLIANS, 1987).

Interagoes Metabdlicas entre Tumor de Walker 256 e Hospedeiro

George Walker em 1928 no John’s Hopkins University School of Medicine
observou o desenvolvimento espontaneo de tumor de glandulas mamarias de uma rata
gravida, sem metastase e, diagnosticou como carcinoma. Em 1953 e 1954, esse tumor
foi transplantado em ratos Sheman por inoculagdo subcuténea, sendo palpavel em
uma semana e levando a morte dos animais apds seis semanas. Apds 15 dias de
inoculacéo, o tumor foi descrito como sendo uma massa firme, lobulada e encapsulada,
produtor de metastases em linfonodos regionais, pulmonares e retroperitoniais (CAHILL
et. al, 1943, EARLE, 1935; ELSEN,1940; McCOY and NEUMAN, 1956; MIDER et.
al.,1948). O Tumor de Walker 256 (W256) apresenta dois subtipos: tipo A metastizante,
que leva a anorexia terminal dos ratos portadores em aproximadamente 27 dias; e 0
tipo B que nao forma metastase e induz a caquexia precoce do portador, levando a
morte em 15 dias. Este Ultimo tipo apresenta crescimento rapido, é bastante invasivo e
causa importantes mudangas metabolico-hormonais, as quais estdo envolvidas no
estabelecimento do quadro caquético, sendo portanto, um importante modelo de tumor
para investigar questdes sobre a caquexia induzida pelo cancer (BOECKH-HAEBISCH,
et. al.,11998; FERNANDES, et. al., 1997; GUAITANI et. al., 1983; SEELAENDER, et. al.,
1996). Esta linhagem de célula tumoral tem sido utilizada em varios estudos porque é
espécie-especifica para ratos e facilmente transplantada (FERNANDES, et. al., 1994).

Interacbes metabdlicas entre o tumor e o hospedeiro sdo reguladas, de maneira
geral, por mecanismo de “feedback’ positivo que envolve anorexia e aumento da
demanda energética do portador para o tumor, constituindo a chave do
desenvolvimento da caquexia (ARGILES et al., 1997). Warburg, em 1930, demonstrou



que tumores agressivos consomem grandes quantidades de glicose, o que é
condizente com a hipoglicemia observada nos individuos portadores destes tipos de
tumores (HEBER et al, 1985). Tumores que apresentam metabolismo
preferencialmente anaerdbico, s&o responsaveis pela elevada concentragéo de &cido
latico sérico observada no hospedeiro (ARGILES et. al., 1997; HEBER et. al., 1985). O
acido latico é reciclado novamente a glicose no figado do hospedeiro (gliconeogénese),
auxiliando na manuteng¢ao do nivel sérico desse substrato. Assim, o tumor toma-se o
maior consumidor de glicose, enquanto o portador é estimulado a fabrica-la. Esse
mecanismo fisioldgico, conhecido com ciclo de Cori, encontra-se aumentado o
individuo portador de tumor, podendo representar um prejuizo energético de
300kcal/dia para o hospedeiro (EDEN et al., 1984). Assim, o metabolismo tumoral
estimula a ativacdo de um mecanismo hepatico compensatério no portador (pela
hiperlaticidemia) para aumento da produgao de glicose, que tenta suprir a demanda
energética exacerbada pelo tumor.

Apesar, da glicdlise ser o principal processo para obtengdo de energia nas
células tumorais (LAZO, 1981; PEDERSEN, 1978; SCHNEIDER e HOGEBOOM,
1950), a utilizacdo de aminoacidos essenciais (leucina, valina e isoleucina), como
substrato energético também é descrita, devido ao aumento da taxa de oxidagdo de
leucina (ARGILES e LOPEZ-SORIANO, 1990; COSTELLI et al., 1995), ou ainda, pela
rapida captacdo de alanina e glutamina, observada em alguns tumores (FICHER e
CHANCE, 1990). A glutamina é considerada um aminoacido n3o-essencial
gliconeogénico, sua sintese ocorre, principalmente, no figado e misculos esqueléticos.
No entanto, em condigdes de maior demanda de glutamina, como infecgéo e neoplasia,
os oOrgdos produtores n3o conseguem manter os niveis nommais de glutamina
plasmatica, assim esta vem sendo reclassificada como aminoacido "condicionalmente
essencial" (LACEY e WILMORE, 1990). O aumento da demanda de glutamina, a qual é
requerida pelas células de proliferagao rapida tais como, as tumorais e as do sistema
imunolégico, gera intenso catabolismo protéico no musculo esquelético, principal tecido

responsavel pela manutengdo dos niveis plasmaticos desse aminoacido (FICHER e
CHANCE, 1990; LAWSON et al., 1982).



A reducdo dos estoques de lipidios e a hiperlipidemia, observadas no
hospedeiro, podem ser resultado do aumento da atividade lipolitica, liberando glicerol
para a gliconeogénese hepatica e acidos graxos para serem utilizados como substrato
altemativo da glicose pelos tecidos periféricos (THOMPSON et al., 1981).

Alteragcdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas associadas a
anorexia levando a perda de peso, foram observadas em individuos portadores de
tumor W256 e de YOSHIDA (AH-130), sugerindo que tais alteragdes sdo secundarias a
hipoinsulinemia e ou ao aumento de hommdnios contra-reguladores tais como,
catecolaminas, cortisol e glucagon (COSTELLI et al., 1999; TAYEK, 1992). De fato, a
importancia da redugdo na secre¢ao de insulina para o desenvolvimento do quadro
caqueético foi demonstrada nos individuos portadores de tumor de Walker 256, 0 que
induz a ativagédo das vias catabdlicas no organismo hospedeiro (FERNANDES et. al.
1990; COSTELLI et. al, 1999). Efeito este, mais faciimente evidenciado pela
degradacao do glicogénio muscular e hepatico, isto leva a disponibilizagao de glicose
desses estoques energéticos do portador (RIVIERA et. al., 1988).

Portanto, as alteragdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios
ocorridas em individuos portadores de tumor W256 estdo relacionadas com as
interagcbes metabdlicas que o tumor faz com o hospedeiro (esquema 1) gerando:
aumento da demanda energética e consequente ativagdo de um mecanismo hepatico
compensatério (gliconeogénese) para manutencéo plasmatica de glicose e de outros.
de substratos necessarios para 0 metabolismo celular do hospedeiro, os quais s&o
basicamente direcionados para o tumor, pela deficiéncia de insulina (o tumor & insulino-
independente quanto & captacdo e metabolizacdo de glicose) e aumento dos
hormonios contra-reguladores, como cortisol, catecolaminas, glucagon e horménio do
crescimento (ARGILES et al., 1997; FERNANDES et. al. 1990).
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Esquema 1: Representacao das principais interagoes metabdlicas, desenvolvidas
entre Tumor W256 e o hospedeiro, possiveis no quadro caquético. a- Mediadores
quimicos. b- Alteragoes Hormonais. c- Ciclo de Cori. d- Catabolismo dos
Estoques Energéticos.



Acipos GRAXOS POLINSATURADOS n- 3

Os acidos graxos desempenham diversos papéis biolégicos. Além de amazenar
energia e formar as membranas biolégicas, os lipidios podem funcionar como cofatores
enzimaticos, ancoras hidrofébicas, hormoénios e mensageiros intracelulares, produzindo
efeitos biolégicos especificos e essenciais.

Os acidos graxos, constituintes dos principais lipideos organicos, sdo acidos
carboxilicos com cadeia hidrocarbonada de 4 a 36 atomos de carbono, totalmente
saturada, monoinsaturada ou polinsaturada. Acidos graxos insaturados, que
apresentam apenas uma insaturagdo entre os atomos de carbonos da cadeia de
hidrocarboneto, sao classificados como monoinsaturados, e aqueles com duas ou mais
insaturagdes, poliinsaturados (PUFAs). Na nomenclatura convencional, os atomos de
carbono dos acidos graxos podem ser numerados sistematicamente ou, identificados
por letras a partir do grupo funcional (sistema de numeragcido A ou de letras gregas).
também podem ser numerados a partir do carbono mais distante do grupo funcional.
Assim, o carbono mais proximo ao carbono da carboxila (grupo funcional) pode ser
identificado pelo nimero 2 ou pela letra a e, o carbono mais distante do grupo funcional
de carbono 6mega (o). No sistema de numeragao delta (A) as posi¢cdes de todas as
duplas ligagdes sdo indicadas por nimeros, por exemplo: A>'2 ou 9,12, isto representa
a existéncia de duas insaturagéo, uma entre C9 e C10 e a outra entre C11 e C12 a
partir da carboxila (MONTGOMERY, et. al., 1994; MARKS, et. al., 1996). Na descri¢cao
da estrutura molecular dos acidos graxos, a posicao da insaturagdo a partir do grupo
metil (ou carbono o) é utilizada, como -6 ou n-6. Estas conotagdes indicam que a 12
insaturagcao se encontra entre o 6° e 7° carbonos a partir do final da cadeia (grupo
metil). No entanto, as duplas ligagdes nunca sio adjacentes nem conjugadas nos
acidos polinsaturados, mas sim separadas por trés atomos carbonos, conferindo a
estrutura maior estabilidade e prote¢ao contra a oxidagdao (ROSE, et. al.,1999).
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Os acidos graxos insaturados de cadeia longa (de 12 a 26C) podem ser
divididos em quatro classes, segundo a posigdo da insaturagcdo em relagdo ao grupo
metil, e cujos nomes usuais ou convencionais devem indicar 0 nimero de atomos de
carbono e de duplas ligagdes na molécula. Cada classe € composta por uma familia,
onde todos os seus membros podem ser sintetizados biologicamente a partir do acido
parental (esquema 2), mas nao podem ser interconvertidas.(MONTGOMERY, et. al.,
1994; MARKS, et. al., 1996; ROSE, et. al.,1999).

Acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa podem ser sintetizados pelos
mamiferos, via lipogénese, utilizando a glicose como fonte de carbono para formar
Acetil coenzima-A (Acetil CoA). O crescimento da cadeia do acido graxo (alongamento)
feito pela enzima acido graxo sintase que, adiciona sequencialmente 2 carbonos
obtidos do Malonil CoA, produto da agdo da enzima Acetil CoA carboxilase sobre a
Acetil CoA. Através da lipogénese mamiferos sintetizam acidos graxos insaturados
parentais das classes 6mega-7 (palmitoléico) e dmega-9 (Oléico). A partir deles todos
os demais membros da mesma familia por alongamentos e desaturagdes sucessivas.
As desaturases dos mamiferos aumentam o grau de insaturagdo dos acidos graxos
adicionando duplas ligagdes extras, entre as duplas ligagdes ja existentes e o grupo
carboxila (DE GOMEZ DUMM & BRENNER, 1975), tomando invidvel a lipogénese das
classes n-6 e n-3, a menos que algum dos membros dessas familias esteja presente na
dieta. Por esse motivo os acidos Linoléico (n-6) e a-Linolénico (n-3) sdo chamados de
"essenciais" (esquema 2), porque nao podem ser sintetizados no organismo, dessa
forma devem ser providos pela dieta. Os n6 (ou w-6) sédo dinsaturados e estao
presentes por exemplo: no éleo de soja e na semente de caju, ja 0s n-3 (ou w-3) sé&o
triinsaturados, encontrados por exemplo: no 6leo de peixe e em algas marinhas
(MARKS, et. al., 1996; ROSE, et. al.,1999).

O principal interesse fisiolégico nesses acidos graxos de cadeia longa
poliinsaturado (PUFAs), esta na sua estrutura molecular. As propriedades fisicas e
quimicas como, solubilidade, flexibilidade e reatividade, sdo determinadas pelo
tamanho da cadeia, grau e tipo de insaturagdo. Portanto, os acidos graxos de cadeia
longa saturados, sdo pouco fiexiveis, praticamente insoltveis e mais estaveis, portanto,
pouco reativos. O contrario ocorre com os PUFAs, cuja maioria apresenta isomeria
geométrica, sendo que os isdmeros cis (esquema 2) permitem que a molécula se
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"dobre", aumentando a flexibilidade, solubilidade e, a instabilidade das duplas ligacbes
aumenta sua reatividade (ROSE, et. al.,1999).

O écido Linoléico (LA) € o principal precursor do &cido Araquidonico (AA),
enquanto o 4&cido o-Linolénico (LNA) é o principal precursor do &cido
eicosapentaendico (EPA). Ambos sao acidos graxos polinsaturados com 20 atomos de
carbono que formam fosfolipidios das membranas biolégicas. O LNA também é
precursor do acido docosahexaendico (DHA), de 22 atomos de carbono, importante
constituinte do tecido nervoso (ROSE, et. al.,1999).

Os acidos Linoléico e Linolénico sdo substratos das mesmas desaturases, de
forma que n-3 e n-6 competem, principalmente, pela A* e A® desaturases, sendo que n-
3 apresenta maior afinidade pelas enzimas. Consequentemente, uma dieta rica em n-3
reduz as desaturagdes em n-6 levando a menor produgéo de acido araquidonico (DE
GOMEZ DUMM & BRENNER, 1975; HAGUE & CHRISTOFFERSEN, 1984). Esta
inibicdo € atribuida tanto ao EPA, quanto ao DHA e ao &cido Linolénico
(CHRISTIANSEN, et. al., 1991).
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Esquema 2 - Estrutura dos acidos parentais representantes de cada classes de
acidos graxos insaturados de cadeia longa. As ligagdes cis representadas em
azul
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FONTES DIETETICAS E ABSORGCAO DOS PUFAs n -3

Os vegetais por serem capazes de adicionar duplas ligagoes entre C10 e o final
da cadeia (grupo metil), sintetizam PUFAs n-3 e n-6 e sdo considerados alimentos ricos
em n-3 e n-6. Da mesma forma, peixes marinhos ao se alimentarem do fitoplancton
podem acumular grandes quantidades de n-3 em seus tecidos (MARKS, et. al., 1996;
INNIS, 1995). No entanto, a propor¢do de n-3 e n-6 é bastante variada nas diferentes
espécies de peixes, principaimente, quanto aos contelidos de EPA, DHA e AA
(CHILDS, et. al., 1990; INNIS, 1995). PUUSTINEN, et.al, (1985) analisaram o contetido
lipidico e a composicao de acidos graxos nos tecidos de doze espécies de peixes mais
comuns no leste e norte da Europa, detectando percentuais diferentes de EPA e DHA
nos tecidos das variadas espécies, sugerindo que qualquer efeito esperado pelo
aumento na ingestéo desses acidos, através do consumo de 6leo de peixe, poderia ser
afetado pela fonte utilizada. SIMOPQULOS, (1991) relatou que os peixes americanos
cujos lipidios apresentam maior percentual de EPA e DHA, respectivamente, s&o:
Cavala Rei (7,7% e 9,2%), Salmao (7,7% e 5.8%), Arenque do Pacifico (7% e 5%) e
Atum (6,1% e 20%).

CALDER, et al, (1998) enfatizaram que o 6leo de peixe usado para
suplementacio é, na verdade, uma preparacdo de Oleos extraidos de tecidos de
diversas espécies de peixe, especialmente de agua fria ou moma. Esse 6leo € rico em
3 tipos de PUFAs n-3: EPA (eicosapentaendico; 20:5 n-3), docosapentaenéico (22:5
n-3) e 0 DHA (docosahexaendico; 22:6 n-3).

Como mencionado anteriormente, o principal interesse fisiolégico dos PUFAs n-3
esta relacionado com suas propriedades fisicas, quimicas e na produgdo de seus
efeitos bioldgicos, que serdo discutidos posteriormente. De maneira que, qualquer
tentativa de aumentar a ingestao desses acidos deve ser garantida, ndo apenas pela
quantidade existente na fonte, mas também por uma absor¢cao intestinal eficiente. A
eficiéncia da absor¢do dos PUFAs n-3 depende: do tipo de acido e da forma como se
apresenta na mucosa intestinal. Na forma de acidos graxos livres, a eficiéncia da
absorcdo de EPA e DHA é maior do que na forma de triacilglicerol (NELSON &
ACKMAN, (1988); HUDSON & TISDALE, 1994). Mas, é o triacilglicerol (TAG) a forma

dietética mais comum dos acidos graxos presentes nos alimentos (MARKS, et. al,,
1996).
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HAYES, et. al. (2001), mostraram a importancia da estrutura do triacilglicerol
ingerido para sua absorgdo (tipo e posicdo do acido na molécula de glicerol),
evidenciando que os A&cidos esterificados no carbono-2 do glicerol apresentam
diferencas na absorgao, transporte e metabolismo, quando comparados aos acidos
graxos esterificados na posicao 1 e 3. Demonstrando que os acidos graxos na posicao-
2 (sn-2) sao absorvidos como 2-monoglicerol, podendo ser faciimente utilizado como
esqueleto para constituicdo de fosfolipidios (AMATE, et. al., 1999; HAYES, 2001).

EFeiTOs BioLoGIcos bos PUFAS n-3

Os derivados do LNA, em particular, a DHA tém se mostrado como o principal
constituinte dos fosfolipidios de membrana do cérebro humano e retina (LEBANON &
FOLCH, 1957; ANDERSON, 1970). O DHA é essencial para a formagdo de novos
tecidos, desenvolvimento neural e crescimento. Portanto, seu suprimento deve ser
garantido, pela dieta da mae, durante a gravidez e a amamentagao, pois o status de
PUFAs n-3 da crianga esta altamente cormrelacionado com o da mae (AL et.al., 1995).

Os primeiros efeitos Dbiolégicos benéficos comprovados, clinica e
experimentaimente, atribuidos aos acidos graxos dmega-3 estdo relacionados a sua
eficacia no tratamento de doengas cardiovasculares (KREMER, et. al., 1991).

A biossintese de eicosandides a partir de dmega-6 € iniciada pela liberagao de
acido araquidonico (5,8,11,14 -20:4) da membrana celular (pela acdo da enzima
Fosfolipase A,) e convertido em prostaglandinas E da série;, pela agdo da
cicloxigenase 2 (COX-2), geralmente em resposta as citocinas pré-inflamatérias
(HWANG, et. al., 1998). O nimero de subscricdo da série representa as insaturagdes
existentes na cadeia linear de hidrocarboneto das PGs, sendo um dos fatores
estruturais importantes para sua ac¢ao biolégica. (MARKS, et. al., 1996).

Tanto n-3, quanto n-6 sao importantes constituintes das membranas celulares e,
suas diferengas estruturais podem produzir eicosandides iguaimente diferenciados.
Assim, enquanto o AA é precursor de PGE,, substancia metabolicamente ativa, capaz

de atuar na modulagdo da resposta imunolégica, angiogénica, mitogénica e hormonal
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(CALDER, 2001; HERSCHMAN, 1994), o EPA é precursor de PGE3, também pela ag&o
da cicloxigenase, no entanto, € um metabdlito menos ativo (NEEDLEMAN, et. al., 1979;
FISCHER & WEBER, 1984).

A biossintese de eicosandides depende, em grande parte, do perfil de acidos
graxos incorporados a membrana plasmatica, o qual pode ser alterado pela
composicao lipidica da dieta (CALDER, et. al., 1998, GOGOS, et. al., 1998), como por
exemplo, através da suplementacdo com O6leo de peixe rico em PUFAs n-3
(BOUDREAU, et. al., 1991; GRONN, et. al., 1991; FISCHER & WEBER, 1984).

Os estudos de CALDER, et. al., (1995, 1998) vém demonstrando o lado benéfico
das dietas com alto teor de gordura (20% do peso da dieta composto de gorduras) que
diferem em sua composicdo de acidos graxos n-3 e n-6. Dietas ricas em PUFAs n-3
apresentaram efeitos antiinflamatérios, cujos mecanismos podem estar relacionados a
interferéncia na sinalizagdo intracelular ou na expressdo génica de moléculas de
superficie, modulando a resposta mediada por células (SANDERSON, et al, 1995).
Devido a estes efeitos, os PUFAs n-3 foram sugeridos como forma de terapia na
inflamacdo aguda e cronica, sobretudo as causadas por alteragdo da resposta
imunolégica, como as doengas auto-imunes (CALDER, 1998). Interessante foi a
observacdo de que EPA e DHA apresentam diferentes agdes imunomodulatérias,
sendo os efeitos do EPA mais expressivos na atenuagao da resposta imunolégica que
os produzidos pelo DHA (PETERSON, et. al., 1998).

Os PUFAs n-3 s&o, usualmente, encontrados em baixas concentragdes nas
células do sistema imunoldgico, ocorrendo o inverso para os PUFAs n-6
(principalmente o AA). As citocinas e as prostaglandinas trabalham juntas mediando os
efeitos biologicos durante os processos inflamatérios, (como lipdlise e protedlise e
neovascularizagao) os quais podem agravar o quadro de doengas cronicas, como o
cancer (CALDER, 2001; O' SULLIVAN, et. al., 1995).

Os estudos epidemiolégicos foram os que dispertaram o interesse sobre os
possiveis efeitos benéficos dos acidos graxos 6mega-3 (n-3) como agentes protetores
contra o cancer. Ha varios relatos de sua habilidade em diminuir a incidéncia dos tipos
mais comuns de cancer como os de prostata, célon, mama, e utero em algumas
populagcoes. Os baixos indices de tumor de mama, endométrio e prostata observados
em japoneses, esquimods e canadenses foram relacionados ao contetido de gordura da



16

dieta (ARNSTRONG & DOLL, 1975; HIRAYAMA, 1978; LANIER, et. al., 1976 e 1996).
Esse efeito protetor foi atribuido ao alto consumo de peixe nessas populagdes, cujos
principais componentes lipidicos eram os acidos graxos 6mega-3.

CAQUEXIA NO CANCER E PUFAS n-3

Estudos experimentais tém demonstrado que os acidos graxos polinsaturados
da classe dmega-3 (PUFAs n-3), podem agir como agentes quimiossupressores na
progressao de metastases cancer, (ROSE, et. al., 1996). Podem ainda, interferir na
regulacao do equilibrio energético do organismo (CLARKE, 2000; PRINCE et. al,
2000), modulagéo da resposta imunoldgica (CALDER, 2001; LANZA-JACOBY, et. al,,
2001), inibicdo da lipdlise e degradagdo muscular em animais portadores de MAC16
(TISDALE, 1996).

Estudos recentes de SAUER, et. al., (2000) mostraram os efeitos anti-tumorais e
anticaquéticos dos PUFAs n-3, sugerindo possivel mecanismo de inibicado do
crescimento tumoral sinalizado pela estrutura diferenciada de metabdlitos do EPA em
relacao aos produzidos pelo metabolismo do AA em animais portadores de hepatoma
7288CTC.

Nos dltimos anos, varios estudos tém demonstrado o valor nutricional de
determinados alimentos, principalmente vegetais, cujo alto consumo pode reduzir o
risco de cancer de mama, prdstata e colon. O potencial dos produtos naturais, com
efeito protetor (agentes quimiopreventivos) contra o cancer de cdélon e mama, foi
demonstrado em estudos clinicos (GREENWALD, et. al., 1993).

DE DECKERE, (1999) sugeriu que um aumento no consumo de peixe (rico em
PUFAs n-3), em paises industrializados, pode reduzir o risco de cancer coloretal.
COLQUHOUN et. al., (2001) mostraram que a presenca de PUFAs n-3 na dieta de

animais portadores de tumor de Walker 256 reduziram, significativamente a taxa de
crescimento tumoral.
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Os efeitos inibitérios dos PUFAs n-3 sobre o crescimento tumoral parecem
depender: do tipo de tumor e das quantidades de PUFAS n-3 e n-6 existentes na dieta
(MUKUTMONI-NORRIS, et. al., 1999). Experimentos com ratos atimicos portadores de
tumor de célon humano mostraram que, a dieta rica em PUFAs n-3 ndo promovem o
crescimento tumoral, ja os efeitos da dieta rica em PUFAs n-6 dependem da "fase" em
que ocomme a suplementacdo: antes da inoculagdo das células tumorais estes
promovem o desenvolvimento do tumor, 0 que n&do ocorre quando 0s animais séo
suplementos apds o estabelecimento do cancer (CALDER, et. al., 1998)

A maioria dos estudos envolvendo a suplementa¢ao com PUFAs n-3 no cancer,
foram realizados apds o desenvolvimento da doenga e do quadro caquético, ou ainda
por 6 a 8 semanas antes da inoculagdo do tumor, demonstrando a eficacia no
tratamento agudo e subcronico. Mesmo as pesquisas direcionadas a prevencgdo do
cancer, que vém caracterizando os PUFAs n-3 como agentes quimiopreventivos, estdo
voltadas, em sua maioria, a protecdo contra a reincidéncia de novos tumores em
individuos ja tratados de um cancer primario (ROSE, et. al., 1999). No entanto, os
estudos experimentais sobre o uso dos dmega-3 como suplemento nutricional, de
forma cronica sao escassos. Os efeitos benéficos da suplementagéo oral com 6mega-3
no desenvolvimento do cancer em individuos sadios, inserida na dieta da mae e
continuada na geragao seguinte, simulando uma situagdo natural de mudanca de
habito alimentar, ndo foram evidenciados e portanto merecem investigagao.
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OBJETIVO

Uma vez que ja foram demonstrados varios efeitos benéficos da suplementagéo
com acidos graxos polinsaturados émega-3 (PUFA n-3) no tratamento agudo de
determinados tipos de tumores, nds aventamos a hipdtese de que a suplementacao
oral crbnica com os mesmos, introduzida na alimentacao da mae através do dleo de
peixe, deva melhorar a capacidade do organismo responder a implantagao de tumor de
Walker 256 e desenvolvimento do quadro caquético dos filhos também suplementados.
O presente trabalho pretende investigar esta hipotese.

Para alcancar este objetivo, avaliamos os seguintes parametros:

e Peso compbreo dos animais, desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (69 dias)
e durante o crescimento tumoral (14 dias).

e Peso do tumor.

e Porcentagem de sobrevivéncia de ratos portadores de tumor

e Glicemia

e Lactato sérico

e Conteldo de glicogénio hepatico, no muasculo séleo e gastrocnémio.

e Perfil de acidos graxos no leite matemno, tecido tumoral e figado, avaliado por
cromatografia liquida de alta performace (HPLC).

e Evolugcdo da massa corpérea da mae geradora de F1, peso da ninhada no
nascimento e no desmame.

e Analise morfolégica da massa tumoral.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Ratos Wistar obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR,
foram submetidos a ciclo claro/escuro (12/12 horas) com agua e alimentagdo a vontade
em ambiente com temperatura controlada de 23°C + 1°C.

REAGENTES, ENZIMAS , SOLUCOES E Acipos GRAXOS

Todos os componentes dos tampdes, dos solventes e os alcoois foram obtidos
da Reagen Quimibras Industria Brasileira SA. Lactato desidrogenase, amiloglicosidase,
Hexoquinase/glicose-6-fosfato desidrogenase, NAD, NADH, NADPH, ATP, os
reagentes utilizados na preparagao do material para microscoOPa de luz e HPLC foram
provenientes da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Acetonitrila (ACN) foi
adquirida da Mallinckrodt (HPLC grade). O 6leo de peixe obtido de capsulas de 1g de
MaxEPA (Prodome) contendo 180mg de EPA e 120mg de DHA. Oleo de coco da
Industria Brasileira Refino de Oleos Brasil LTDA (Sdo Paulo, SP, BR). Os fragmentos
de tecido analisados por microscoOPa éptica foram emblocados em Paraplastic
Histotec Merck (Germany). Foram utilizados os seguintes acidos graxos como padrdes
para andlise por HPLC: acido dodecandico (laurico, C12:0,), acido tetradecandico
(miristico, C14:0), acido hexadecandico (palmitico, C16:0,), acido 9-hexadecendico
(palmitoleico, C16:1), acido octadecandico (estearico, C18:0), acido 9-octadecendico
(oléico, C8:1), acido 9,12-octadecadiedico (linoléico,C18:2), &cido 9,12,15-
octadecatriendico (linolénico, 18:3), acido 5,8,11,14 - eicosatetraendico (araquidonico,
- C20:4), acido 5,8,11,14,17-eicosapentendico (C20:5) e acido 4,7,10,13,16, 19
docosahexaendico (C22:6). Misturas para derivatizagdo e solventes utilizados na
cromatografia foram: Bromometil-metoxi-coumarin e 18-crown-6 e Acetonitrila (ACN).
Para a cromatografia por HPLC, a agua foi destilada, desionizada e filtrada em
equipamento Easypure RF. Todos os solventes foram filtrados antes do uso (filtros para
solu¢des hidrofébicas ou hidrofilicas de 0,45um) e os padrdes solubilizados em ACN
:THF (1:1) e filtrados em Millex-LCR13 de 0,45 um.
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A tabela abaixo mostra a composicdo, em porcentagem de &cidos graxos
contidos no dleo de coco (NISHIYAMA-NARUKE, et. al., 1999) e dos principais acidos
graxos polinsaturados contidos em uma capsula de MaxEPA (6leo de peixe), segundo
as informagdes dadas pela Industria Brasileira Refino de Oleos Brasil LTDA.

*Composicio de Acidos Graxos (%) Oleo de coco
Acido Laurico (12:0) 43.47 + 0.47
Acido Miristico (14:0) 22.93 +0.34
Acido Palmitico (16:0) 8.42+0.18
Acido Palmitoléico (9-16:1) 0.53+0.07
Acido Estearico (18:0) 4.39+0.64
Acido Oléico (9-18:1) 17.03+0.33
Acido Linoléico (9,12-18:2) 3.33+0.18
Acido Linolénico (9,12,15-18:3) 0.50+0.17

Composicao de Acidos Graxos (%) Oleo de peixe
Acido Eicospentaendico (5,8,14,17-20:5) 18.0
Acido docosahexaendico (4,7,10,13,16,19-22:6) 12.0

OBTENGCAO E TRANSPLANTE DAS CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

Em um animal portador do tumor Walker 256 ascitico, injetou-se 10mL de
solucédo salina 0,9% na cavidade abdominal, tomando-se cuidado para nao perfurar
intestino. Apds massagear a regido, abriu-se o abdomem e retirou-se o liquido através
de OPpeta Pasteur. A seguir procedeu-se a contagem das células em camara de
Neubauer e 1mL dessa suspensdo contendo 2x10°células foi injetado
subcutaneamente no flanco direito dos animais dos grupos experimentais, sem
anestesia. A quantidade inoculada, assegurou que a massa tumoral representasse 7 a
10% do peso da carcaga do animal quando da finalizagdo do periodo experimental. No
grupo Controle foi injetado 1mL de salina 0,9%.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar fémeas, com 21 dias foram divididas em 3 grupos: controle (C);
suplementadas com 1g/kg p. ¢ de 6leo de coco, grupo saturado (OC) e suplementadas
com 1g/kg p. ¢ de Oleo de peixe, grupo poliinsaturado (OP). Os Oleos foram
administrados oralmente, através de micropipeta, todos os dias durante o periodo de
70 dias (do desmame até a maturidade sexual). Ao atingirem a maturidade sexual (90
dias de idade) foram colocadas em contato com machos adultos, ndo submetidos a
esta suplementacdo, gerando uma prole. Essas maes, durante todo o periodo
gestacional (21 dias) e de amamentagdo (21dias) continuaram recebendo
suplementacao diaria. Apos o nascimento, efetuamos os seguintes procedimentos:

1- Das maes, retiramos o leite apés 0 desmame, no 22° dia, para posterior anélise da
composi¢ao de acidos graxos.

2- Da prole gerada, os machos com 21 dias foram também divididos em 3 grupos e
suplementados (mesmo procedimento descrito para as maes) e tiveram seus pesos
corporeos monitorados a cada 2 dias. (Esquema 3). Estes ao atingirem a idade adulta
(90 dias), foram inoculados com suspensdo de células (2x107 células/mL) obtidas do
tumor sdlido de Walker 256 (W256) ou 1mL de solugdo salina 0,9% (no grupo controle).
A suplementacao e o monitoramento peso corpéreo nunca foram interrompidos. Apés
14 dias os animais foram sacrificados, sendo o sangue, figado e musculo esquelético
retirados para posterior analise bioquimica. O tumor foi retirado, pesado e submetido a
analise morfologica

3- Um experimento separado, que usou o mesmo procedimento alimentar, animais
inoculados com células do W256 foram utilizados para determinar a taxa de
sobrevivéncia. Durante o periodo de 30 dias, esses animais foram contados de 5 em 5
dias e no 30° dia todos os sobreviventes foram sacrificados.



Esquema 3:

DIAGRAMA DE FASES DO EXPERIMENTO

RATAS
(21 dias)
oC <
(90 dias) i
C
(90 dias)
Coépula
\4
Proie Prole
d oc 3cC
sobrevivéncia sobrevivéncia
T j A
C
900(&3 90dias
C+T
;C;; 90 dias

sobrevivéncia

OC = Grupo Saturado sem Tumor
OC+T= Grupo Saturado com Tumor

C = Grupo Controle sem Tumor
C+T = Grupo Controle com Tumor

OP =Grupo Poliinsaturado sem Tumor
OP+T = Grupo Polinsaturado com Tumor
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DETERMINAGAO DO PESO DO TUMOR E CORPOREO

Os pesos dos animais e do tumor foram aferidos em balanga digital Denver
Instrument XL-410. Durante o experimento, os animais foram pesados a cada dois dias

sempre no periodo da tarde apés as 16h, utilizando-se balanga Denver Instrument XL-
410.

DETERMINAGAO DA TAXA DE SOBREVIVENCIA

Foi preparado um outro grupo de animais (dos respectivos grupos), também
inoculados com tumor W256, e acompanhados por 30 dias, com o objetivo de se
determinar o numero de animais que sobreviveram. A cada 5 dias, estes eram
contados para se determinar a porcentagem de sobrevivéncia, através do nimero de
animais que permaneciam vivos nos respectivos grupos até o final do periodo. No 31°
dia todos animais foram sacrificados.

PROCEDIMENTOS BioQuiMICOS

A) DETERMINAGAO DA GLICEMIA. Foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico, utilizando-se Kit Glicose E enzimatica da Labtest, segundo TRINDER,
(1969). As amostras foram preparadas seguindo-se as instrucdes do fabricante do Kit.
A Glicose presente na amostra foi dosada segundo a reacg3o:

Glicose _dliccseoxidase A cido Gluconico+H.0;

2 H,0,+Fenol+4-AminoantiOPrina—ES2X93%¢,  cromégeno+4 H,0;

A intensidade da cor formada é diretamente proporcional a quantidade de
glicose na amostra de soro. A leitura de absorbancia feita no espectrofotometro
ULTROAPEC 2000 (Pharmacia) a 505nm, e a concentragao de glicose foi calculada
segundo a férmula:

D.O.amostra
D.O.padrio XN ¢ expressa em mg/dL

[Glicosel =

-[Glicose] = Concentracao de glicose na amostra
-D.0O.= Densidade &tica
-n = Concentracao do padrao
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B) DETERMINAGAO DO LACTATO SERICO. Foi determinado por método enzimatico
ndo colorimétrico. Inicialmente, foi feita a desproteinizagdo do soro (500uL),
adicionando-se 50 ul de &cido tricloroacético (TCA 25%) e a mistura agitada em vortex
e centrifugada por 1 min a 13000 rpom. Em seguida, coletou-se 200 uL do sobrenadante
e adicionou-se 2ul de indicador universal para permitir a visualizagdo da neutralizacao
do soro, pela adicdo de KOH/TRIS (0,5M/2M), sinalizada pela coloragdo verde,
indicando pH 7.0. Em seguida, 100 uL do soro neutralizado foi pipetado em tubos de

ensaio contendo 1 mL do tampao de ensaio, e apds 45 minutos efetuou-se a leitura a
340nm.

A medida da absorbancia para o lactato sérico, foi calculada pela formula:

DO V1 V2 V4
[Lactato 1= 6.22 X v X3 X'y5 e expresso em pmol/mL

-[Lactato] = Concentragdo de lactato produzido

-D.O.= Densidade dtica da amostra

6,22 = Constante

-V1 = Volume da amostra + tampao de dosagem

-V = Volume da amostra para ensaio

-V2 = Volume do soro + TCA

-V3 = Volume do soro

-V4 = Volume do soro desproteinizado + volume de neutralizacéo
-V5 = Volume do soro desproteinizado

TAMPAO DE ENSAIO (PARA 100 mL)
EDTA 0,28g
Glicina 2,89
Hidrato de Hidrazina | 1,5mL
LDh 0,4mL
NAD* 60mg
pH 8.85
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C) DETERMINAGAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO. No figado e tecido muscular
esquelético mensurou-se o contetdo de glicogénio, conforme LEIGHTON, et.al.,
(1988). Amostras do figado e musculo esquelético retiradas dos animais, foram
colocadas em diferentes tubos de ensaio contendo 500 ul. de KOH (1M) em banho a
aproximadamente 70°C por 20 a 30 minutos, para digestdo dos tecidos. Em seguida
100 pL de cada amostra foi colocada em tubo de ensaio contendo 17 pL de acido
acético glacial e 500 pl do tampao acetato com amiloglicosidase (para 100 mL de
tamp&o utilizou-se 0,1 mL de amiloglicosidase - atividade 5000-8000 U/mL). As
amostras foram, entdo levadas ao banho-maria 37°C por 2 horas. Ao retira-las do
banho, centrifugou-se por 2 minutos a 8000 rpm e 100 uL do sobrenadante de cada
amostra foram pipetados e colocados em tubos de ensaio contendo 1000 plL do
tamp&o Trietanolamina (TEA)+ATP+NADP+HK-G6PDh (tampdo de ensaio). Apés 40
minutos efetuou-se a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 340nm.

O contetdo de glicogénio existente na amostra foi expresso em umol/g de
tecido e calculado pela formula:

Cont.Glicogénio=D.0.x 8,85 x%

-D.0. = Densidade dtica amostra
-8,85 = Constante
-m = massa de tecido colhido (g)

TAMPAOC ACETATO (PARA 100 mL)
Ac. acético glacial(96%) | 480 pL

Acetato de Na* 975 mg
pH 4.8

TAMPAO DE ENSAIO (PARA 100 mL)
Trietanolamina 56¢
MgSO. 0,074 g
ATP 0,490 g
NADP 0,050 g
HK/G6PDh 600 uL
pH 7.5
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D) DETERMINAGAO DO CoLESTEROL TOTAL. Foi realizado pelo método enzimatico
ndo colorimétrico, conforme Kit Colesterol COD-ANA da Labtest. O colesterol total foi
determinado utilizando-se associacéo da rea¢ao de oxidacao catalisada pela colesterol
oxidase, ap6s hidrélise dos ésteres de colesterol com a reagcdo de TRINDER (1969),
com leitura de absorbancia em 500 nm. As amostras foram preparadas segundo

instrucdes do fabricante do Kit, e apds a leitura foi calculada a concentracdo de
colesterol em mg/dL.

E) DETERMINAGAO CoLESTEROL HDL. Utilizadou-se o sistema para precipitagao
das lipoproteinas de baixa e de alta densidade (LDL e VLDL) e determinagio do
colesterol HDL no sobrenadante apés centrifugacdo utilizando-se o sistema enzimatico
conforme Kit COLESTEROL HDL da Labtest , com leitura de absorbancia a 500 nm.

Apé6s a leitura da absorbancia, a concentragdo de colesterol HDL foi expressa em
mg/dL.

F) DETERMINAGAO DOs LipiDios ToTAls: Os lipidios do soro reagem com éacido
sulfarico, formando o “ion carbonium", que reage com grupamento carbonil ativado do
reagente de cor, produzindo um complexo réseo, que tem absorgdo maxima em tomo
de 535nm. A determinacdo dos lipidios totais do soro pela metodologia
sulfofosfovanilina, foi feita segundo Kit Lipidios Totais da Labtest. Seguindo-se as
instrucdes do fabricante do Kit, as amostras foram preparadas e apds a leitura da
absorbancia, a concentracao de lipidios totais foi expressa em mg/dL.

G) DETERMINAGAO DE TRIACILGLICEROIS (TAG). Foram determinados pelo método
enzimatico colorimétrico que utiliza quatro enzimas, conforme o Kit TRIGLICERIDES
GPO-ANA da Labtest. O glicerol liberado pela hidrolise dos TAG contidos no soro,
catalisada pela lipase da lipoproteina é convertido pela agdo da glicerolquinase e Mg*"
em glicerol-3-fosfato, que & oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na
presenca de glicerolfosfato oxidase. A reacao de acoplamento entre o peroxido de
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hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-Clorofenol € catalisada pela peroxidase produzindo a
antipirilquinoneimina que tem maximo de absorbancia em 510 nm. As amostras foram
preparadas seguindo as instrugoes do fabricante, e apés a leitura da absorbancia, a
concentracéo de TGA foi expressa em mg/dL.

H) ANALISE DE ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
PERFORMACE. A andlise da composicao de acidos graxos do tecido tumoral, tecido
hepético e do leite foi feita por Cromatografia Liquida de Alta Performace (High
Performance Liquid Chromatography ou HPLC) - Shimadzu. Equipamento com duas
bombas (modelo LC-10AD), autoinjetor (mod. SIL-10A) e detector de fluorescéncia
(mod. RF-535). A coluna analitica utilizada para a separagdo dos acidos graxos
derivatizados foi de fase reversa: shim-pack CLC-Cs 4,6 mm i.d.x 25 cm com particulas
de 5 um (Shimadzu) precedida de pré-coluna (shim-pack G-ODS 8,0 mmi. d .x 1,5 cm).
O software para integracao e registro de dados foi o Class LC-10, versdo 1,4. Esta
analise foi feita a partir do extrato de acidos graxos obtido através extracdo lipidica
seguida da saponificagdo das amostras dos tecidos.

Extracdo dos lipideos existentes nas amostras foi feita através da adaptacéo da
metodologia descrita por Folch, et. al., (1957). A cada amostra de tecido ou leite foram
adicionados 0,5 mL de metanol seguido de agitagdo, procedimento que promove a
desnaturagao das proteinas. Em seguida adicionou-se 1mL de cloroférmio e 0,4 mL de
PBS; os tubos foram agitados em voértex e centrifugados a 15.000 rpm por 1 minuto.
Este procedimento promove a formagdo de uma solugéo bifasica, cuja fase superior
(hidrometandlica) foi separada para a reextracdo. Esta fase foi transferida para outro
tubo Eppendorf e foi adicionado 0,5 mL de cloroférmio e 0,5 mL de metanol, novamente
agitada em vortex, centrifugada e a fase superior descartada. Aos extratos
cloroférmicos resultantes das duas extragoes foi adicionado 1 mL da solugdo de
cloroféormio:metanol:agua, na propor¢ao de 3:47:48 (solvente de Folch). Cada amostra
foi agitada e centrifugada e, descartou-se a fase superior (hidrometandlica). A fase
resultante (organica) foi evaporada em Speed-vac (Refrigerated Condensation Trap -
SC 110 - Savant). Em seguida, cada tubo foi submetido a uma corrente de N, a
temperatura ambiente para posterior extragcao de acidos graxos.
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Saponificacdo das amostras para obtencao dos acidos graxos existentes nos
extratos lipidicos obtidos dos tecidos e do leite foram ressuspensos em 100 uL de
metanol e saponificadas com 2 mL de uma solugéo alcalina em metanol (1 mol/L de
hidroxido de sédio em metanol a 90%) a 37°C, permanecendo em banho-maria sob
agitacéo por 2 horas (Beyer & Jensen, 1989; Hamilton et al., 1992; Nishiyama-Naruke
et al., 1998). Em seguida, a solugcdo alcalina foi acidificada até, pH 3.0 com &acido
cloridrico 1 mol/L. Os acidos graxos contidos nesta solugéo foram extraidos 3 vezes
com 2 mL de hexano. O solvente foi evaporado e as amostras guardadas em ambiente
de N , protegidas da luz, & 20 °C, até a derivatizacdo com Bromometil-Metdxi-
Coumarin (BMMC) e posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta Performace
(HPLC).

Para a andlise dos acidos graxos derivatizados, através do detector de
fluorescéncia, foram realizadas inje¢cdes de volumes que variaram de 10 a 50 ulL dos
derivados diluidos. O fluxo foi de 1,2 mL/min a temperatura ambiente. Os compostos
foram detectados fluorimetricamente, com excitacdo a 325 nm e emissdo a 398 nm.
Quanto a fase movel, foi realizado um gradiente binario com acetonitrila e agua. O
gradiente linear consistiu de 77 a 90% de acetonitrila até 40 min., os quais foram
constantemente desgaseificados com gas hélio.

Reacdo dos acidos graxos com Bromometil-Metdxi-Coumarin. A reagao foi
realizada segundo o método descrito por Abushufa et alii., 1994. Preparou-se os
reagentes: de Bromometil-Met6xi-Coumarin dissolvidos em 1 g/mL de acetonitrila
(reagente 1), 26,5 mg de 18- crown- 6 e 100 mg de carbonato de potassio dissolvidos
em 5 ml de acetonitrila (reagente 2). A solugao foi sonicada por 30 minutos e outros 5
ml foram adicionados. O sobrenadante foi separado do precipitado e a solugdo foi
estocada em temperatura de 4°C a 8°C. As amostras foram reconstituidas em 100 pL
de acetonitrila, homogeneizada em vértex e filtrada. Apés 30 seg., foram adicionados
100 puL do reagente 1 e 100 pL do reagente 2. As amostras foram novamente
homogeneizadas e mantidas a 60°C por 15 minutos. Apés, estas foram diluidas em

igual volume de acetonitrila e transferidas para frascos, onde foram mantidos a 10°C
até o momento da injecao.
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1) PREPARO DO MATERIAL BIOLOGICO PARA ESTUDO POR MICROSCOPIA DE Luz.

Fragmentos de 5 & 10mm? do tecido tumoral (5 pegas de cada grupo experimental)
foram fixados em ALFAC ( para prepara¢ao de 100 mL:85ml de etanol 80%, 10mL de
formol e 5mL de acido acético glacial) por 16 horas. A seguir, os fragmentos de tecido
foram desidratados em série alcodlica (80% a 100%), permanecendo 1 hora e 30 min
em cada alcool para posterior diafanizacdo em xilol. Para vaporizagdo do xilol, as
pecas foram embutidas em parafina comum, permanecendo em estufa a 60°C por 2
horas e 30 min.A seguir 0 material foi emblocado em paraplastic e cortados (cortes de
5 wm) no Microtomo Leica. Apds a montagem das laminas, os corte foram
desparafinizados (2 banhos de xilol de 5 min cada) e hidratados em série alcodlica
decrescente (100% a 70%). Em seguida foram corados com Hematoxilina de Harris e
Eosina, e fotografados em fotomicroscopio Zeiss Axiophot.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados estéo apresentados como médias + ermo padréo da média dos grupos
experimentais e as diferencas estatisticas foram determinadas por one way ANOVA e
pés-teste de TUKEY, com nivel de significancia para p<0,05.
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RESULTADOS

Na figura 1 estdo apresentados os dados em porcentagem de variagdo do peso
corpéreo das mées das Proles utilizadas no experimento, desde o desmame (21 dias)
até a fase adulta, dos grupos controle (C), suplementado com éleo de coco (OC), ou
suplementados com dleo de peixe (OP). Animais controle apresentaram ganho de peso
de até 400% neste periodo. A suplementagcéo com os diferentes tipos de acidos graxos
n&o alterou a porcentagem de variacéo de peso, quando comparadas entre si ou com o
grupo controle (p>0,05).

Na figura 2, estdo apresentados os dados de ganho de peso corpéreo (%) das
maes durante o periodo gestacional dos grupos: controle (C), suplementado com 6leo
de coco (OC) ou suplementado com dleo de peixe (OP), durante a gravidez (21 dias). A
suplementacdo com os diferentes tipos de acidos graxos nao alterou, significativamente
(p>0,05), 0 ganho de peso quando comparadas ao grupo controle ou entre si.

Na tabela 1, estao apresentados os dados de peso (g) da prole gerada pelas
fémeas dos grupos controle (C), suplementadas com odleo de coco (OC) ou
suplementadas com dleo de peixe (OP), no nascimento e no desmame (apds 21 dias).
As diferentes suplementacdes administradas nas maes, nao modificaram o0 ganho de
peso total da prole, quando comparadas ao controle ou entre si.

Na figura 3 estéo apresentados os dados em porcentagem de variagéo do peso
corpéreo da prole, desde o desmame até a fase adulta (periodo de 70 dias), dos
animais dos grupos controle (C), suplementados com 6leo de coco, (OC) ou
suplementados com éleo de Vpeixe (OP). Animais do grupo C apresentaram ganho de
peso de até 800% neste periodo. As diferentes suplementagcdes nao alteraram,
significativamente (p>0,05), a porcentagem de variagcao de peso quando comparadas
entre si ou com o controle.

Na figura 4, estao apresentados os valores do peso fresco do tumor (g) dos
animais portadores de tumor (C+T) e dos portadores de tumor suplementados com:
6leo de coco (OC+T) ou d6leo de peixe (OP+T), logo apés terem sido sacrificados.
Houve reducgao significativa (p<0,05) da massa tumoral no grupo OP+T, sendo o tumor
2,5 vezes menor quando comparado a dos grupos C+T e OC+T.
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FIGURA 1: Porcentagem de variagéo de peso corpéreo (%) das fémeas progenitoras
das proles estudadas, do grupo controle (C), do grupo suplementado com éleo de coco
(OC) e do grupo suplementado com 6leo de peixe (OP), desde o desmame (21 dias)
até a fase adulta (91 dias), em intervalos de 7 dias. Os dados estdo apresentados
como média + emro padrdo da média de 18 animais por grupo.
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FIGURA 2. Ganho de peso corpéreo das Fémeas (%), durante o periodo gestacional:
do grupo controle (C), do grupo suplementado com éleo de coco (OC) e do grupo
suplementado com éleo de peixe (OP), durante a gravidez (21 dias) em intervalos de 7

dias. Os dados estado apresentados como média + erro padréo da média de 10 animais
por grupo.



33

TABELA 1: Peso total (g) das Proles geradas por maes dos grupos controle (C),
suplementado com éleo de coco (OC) ou com dleo de peixe (OP), no nascimento e no
desmame (periodo de 21 dias). Os dados estdo apresentados como meédia + emo
padréo da média de 3 ninhadas (90 animais) geradas por 6 fémeas de cada grupo.

63,44 + 5,62 56,90 + 4,16 55,20 + 4,19

315,78 + 30,62 @ 293,80 + 20,25 281,86 + 22,2

|




VARIAGAO DE PESO CORPOREO DA PROLE

FIGURA 3: Porcentagem de variagdo de peso corpéreo da prole dos grupos controle
(C), suplementado com éleo de coco (OC) e suplementado com éleo de peixe (OP),
desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (91 dias), em intervalos de 7 dias. Os
dados estdo apresentados como média + emo padrdo da média de 18 animais por
grupo.
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animais portadores de tumor suplementados com: 6leo de coco (OC+T) ou bleo de

peixe (OP+T). * Diferenga significativa (p<0,05) quando comparada ao grupo C+T e

OC+T. Os dados estdo apresentados como média + erro padrédo da média de 12

animais do grupo C+T, 10 animais do grupo OC+T e de 12 animais do grupo OP+T.
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Na tabela 2 estdo apresentados os dados do peso corpéreo (g), antes da
inoculacdo do tumor e apds 14 dias da inoculagdo, peso fresco do tumor (g), peso da
carcaca (peso do animal subtraido o peso do tumor) dos animais do grupo portadores
de tumor (C+T), dos grupos portadores de tumor suplementados com dleo de coco
(OC+T) ou dleo de peixe (OP+T). Ao final de 14 dias, no grupo C+T o tumor
representou 7,49% do peso corpéreo do animal, 6,24% no grupo OC+T e 2,84% no
grupo OP+T. A porcentagem de variagao de peso corpéreo no grupo C+T foi de -6,7%,
no grupo OC+T foi de 6% e no OP+T -1,3%.

Na figura 5 estdo apresentadas as concentragdes de glicose sérica (mg/dL) dos
animais do grupo controle (C), do grupo suplementado com 6leo de coco (OC), do
grupo suplementado com 6leo de peixe (OP), dos animais portadores de tumor (C+T),
portadores de tumor suplementados com dleo de coco (OC+T) e portadores de tumor
suplementados com 6leo de peixe (OP+T). Todos os grupos portadores de tumor
apresentaram reducao significativa da glicemia quando comparados aos grupos C, OC
e OP. O grupo OP+T mostrou recuperagéo da glicemia quando comparado aos grupos
C+T e OC+T (p<0,05), mas nao retomou aos valores normais (p<0,05).

Na figura 6 estdo apresentados os valores de lactato sérico (umol/mL) dos
animais do grupo controle (C), do grupo suplementado com 6leo de coco (OC); do
grupo suplementado com dleo de peixe (OP), do grupo portador de tumor (C+T),
portador de tumor suplementado com éleo de coco (OC+T) ou suplementado com dleo
de peixe (OP+T). Animais sem tumor suplementados com éleo de coco (OC) ou com
6leo de peixe (OP) ndo apresentaram alteragcdo do lactato sérico quando comparados
ao animais do grupo C (p>0,05). Os animais portadores de tumor dos grupos C+T e
OC+T tiveram aumento de, aproximadamente 1,6 vez na concentragao de lactato
sérico quando comparados ao grupo sem tumor (p<0,05). Ja no grupo OP+T, a
laticidemia nao foi diferente da observada no grupo controle (p>0,05), mas foi 1,4 vez
menor (p<0,05) que a laticidemia dos grupos C+T e OC+T.
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TABELA 2: Peso corpéreo, do tumor e da carcaga dos animais portadores de tumor do
grupo (C+T), portadores de tumor suplementados com 6leo de coco (OC+T) ou 6leo de
peixe (OP+T) no periodo de 14 dias. " Diferenga significativa (p<0,05) quando
comparada aos grupos C+T e OC+T. Os dados estdo representados como média +
erro padrdo da média de 12 animais do grupo C+T, 10 do grupo SAT+T e de 12

animais do grupo OP+T.
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FIGURA §: Concentragédo da glicose sérica (mg/dL) dos animais do grupo controle (C),
do grupo suplementado com 6leo de coco (OC), do grupo suplementado com 6leo de
peixe (OP), dos animais portadores de tumor (C+T), portadores de tumor
suplementados com 6leo de coco (OC+T) e portadores de tumor suplementados com
6leo de peixe (OP+T). *Diferenga significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos
C, OC e OP. "Diferenca significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos C+T e
OC+T. Os dados estdo apresentados como média + emo padrdo da média de 25
animais do grupo C, 15 do grupo OC e de 15 animais do grupo OP e de 14 animais do

grupo C+T, 17 do grupo OC+T e de 13 animais do grupo OP+T.
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FIGURA 6: Lactato sérico (umol/mL) dos animais do grupo controle (C), do grupo
suplementado com éleo de coco (OC), do grupo suplementado com éleo de peixe (OP)
e dos animais do grupo portadores de tumor (C+T), portadores de tumor
suplementados com 6leo de coco (OC+T) e portadores de tumor suplementados com

éleo de peixe (OP+T). *Diferenga significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos
C, OC e OP. 'Difemnc.a significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos C+T e
OC+T. Os dados estdo apresentados como média + emo padréo da média de 18

animais do grupo C, 15 animais do grupo SA, 15 animais do Pl e de 14 animais do
grupo C+T, 12 do grupo OC+T e de 16 animais do grupo OP+T.
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Na tabela 3 est&o apresentados os valores de contetido de glicogénio (umol/g de
tec.) no figado, musculo séleo, misculo gastrocnémio e as concentragdes séricas
(mg/dL) de colesterol, colesterol HDL e triacilgliceréis dos animais do grupo controle
(C), suplementados com dleo de coco (OC), suplementados com dleo de peixe (OP) e
dos animais portadores de tumor (C+T), portadores de tumor suplementados com 6leo
de coco (OC+T) e portadores de tumor suplementados com éleo de peixe (OP+T). Nos
animais suplementados com 6leo de coco (OC) ou 6leo de peixe (OP) ndo houve
alteracdo significativa do conteido de glicogénio hepatico e muscular, quando
comparados ao grupo C. O conteldo de glicogénio hepatico foi reduzido em 1,7 vezes
nos grupos C+T e OC+T e em 1,15 vezes no grupo OP+T, quando comparado ao dos
animais nao portadores de tumor (C). A suplementagcao com 6leo de coco (OC) ou com
6leo de peixe, ndo afetou o contetido de glicogénio dos musculos séleo (vermelho) e
gastrocnémio (branco) quando comparado ao do grupo controle (C). Animais
portadores de tumor (C+T) e portadores de tumor suplementados com 6leo de coco
(OC+T) tiveram reducdo de 1,5 e 1,7 vezes no contelido de glicogénio do musculo
s6leo quando comparados aos grupos C, OC e OP (p<0,05). No grupo OP+T néo
houve reducao significativa (p>0,05) do contetido de glicogénio do musculo séleo, ndo
sendo diferentes do grupo controle. No musculo gastrocnémio, a redugao do contetido
glicogénio no grupo C+T e no OC+T foi de, aproximadamente, 1,4 vezes quando
comparados ao C e de 1,6 vezes quando comparados ao OC e OP. Nos ratos do grupo
OP+T os valores de conteudo de glicogénio foram 1,3 vezes maior que a dos grupos
C+T e OC+T, no entanto, ainda permaneceram reduzidos (p<0,05) quando
comparados ao dos animais do grupo controle.

Animais suplementados com 6leo de coco ndo tiveram alteragdo da
concentragdo de colesterol sérico quando comparados ao grupo controle. Nos animais
suplementados com éleo de peixe (OP) o colesterol sérico foi 1,2 e 1,3 vezes menores
quando comparados aos grupos C e SA (tabela 3). Quando comparados aos grupos C
e SA, a concentracido sérica de colesterol dos animais portadores de tumor (C+T) foi,
respectivamente, 1,3 e 1,4 vezes menor. No grupo OP+T houve redugcdo da

concentragao seérica de colesterol de 1,4 vezes quando comparada a dos grupos C ou
OcC.
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Nos ratos dos grupos suplementados com 6leo de coco (OC e OC+T), a
concentracao sérica de colesterol obtidos nao foi diferente (p>0,05) das observadas
nos demais grupos (tabela 3).

A concentragcdo sérica de colesterol HDL (tabela 3) nZo foi alterada pelos
diferentes tipos de suplementacgéo, nos individuos sem tumor , quando comparada a do
grupo controle (p<0,05). Nos grupos de animais portadores de tumor houve redugdo de
1,8 vezes do colesterol HDL, quando comparados aos grupos nao portadores de tumor
C ou OC e de 1,7 vezes quando comparados ao grupo OP (p<0,05).

Animais do grupo OP (tabela 3) apresentaram reducdo de 1,4 vezes na
concentracdo de triacilglicerol sérico (TAG), quando comparados ao grupo C (p<0,05).
Animais do grupo C+T tiveram aumento de 1,7 e 2 vezes na concentracdo de TAG
quando comparados ao grupo C e OC respectivamente (p<0,05). Nos grupos OC+T e
OP+T tiveram aumento de 1,3, de 1,6 e de 1,7 vezes na concentracdo sérica de
triacilglicerol, quando comparados aos grupos C, OC e OP (p<0,05) respectivamente.
Nos grupos OC+T e OP+T a concentragéo sérica de TAG foi 1,3 vezes menor quando
comparada ao grupo C+T (p<0,05).
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TABELA 3: ConteGdo de glicogénio hepatico e muscular (umol/g de tec) e
concentragdo sérica (mg/dL) de colesterol, colesterol HDL e triacilglicerol dos animais
do grupo controle (C), animais suplementados com 6leo de coco (OC), animais
suplementados com Oleo de peixe (OP), dos animais portadores de tumor néo
suplementados (C+T), portadores de tumor suplementados com 6leo de coco (OC+T) e
portadores de tumor suplementados com éleo de peixe (OP+T). *Diferenca significativa
(p<0,05) quando comparado aos grupos C. ’Difemnqa significativa (p<0,05) quando
comparado aos grupos C e OC. *Diferenga significativa (p<0,05) quando comparado
aos grupos C, OC e OP. bDifertant;.at significativa (p<0,05) quando comparado aos
grupos C+T. ’Diferent;a significativa (p<0,05) quando comparado aos grupos C+T e

OC+T. Os dados estdo apresentados como média + ermo padrdo da média de 25
animais do grupo C, 15 do grupo OC e de 15 animais do grupo OP e de 14 animais do
grupo C+T, 11 do grupo OC+T e de 13 animais do grupo OP+T.

111,1:4,4/101,6:7,3| 105,0:7,9 | 65,5:6,7* | 67,1:6,3" [ 96,3:4,3*"
(umolig tec.)
Glicogénio
Séleo 36,5+2,2 | 356+2,8 | 36,2+:3,7 | 23,7:2,0" 21,1:1,3" 28,4:1,6

(nmoli/g tec.)

Glicogénio
CEEIGINEINI 43,142,0 | 48,9+3,5 | 50,3+3,5 | 29,4+1,6" 30,1+2,2° 39,2t1,4'#
(umol/g tec)
Colesterol
YT 76,53:2,5| 81,0:6,1 | 62,3:2,1" | 56,9:44" | 64,5:43 | 558:2,3"
(mg/dL)
Colesterol
B ISREERN 40,5:1,4 | 40,4:1,9 | 38,2+1,0 | 21,5:1,9" 20,1+1,3* 24,2:1,4"
(mg/dL)
Triacilglicerol

sérico 84,9 +12,2|70,2:12,6| 68,6+9,0” 145,6+14,8" 110,0116.9"’ 119,9112,9*b
(mg/dL)
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A figura 7 apresenta a curva de sobrevivéncia (%) dos animais portadores de
tumor (C+T) e dos portadores de tumor suplementados com: 6leo de coco (OC+T) ou
6leo de peixe (OP+T). Respectivamente 10, 15 e 12 animais dos grupos C+T, OC+T e
OP+T foram iniciaimente inoculados com a suspensdo de células tumorais, sendo
estes considerados como 100%. Apds 5 dias da inoculag@o, 93% dos animais do grupo
OC+T continuavam vivos, enquanto que nos grupos C+T e OP+T 100% dos animais
estavam vivos. Apés 10 dias da inoculagdo 80% animais continuavam vivos no grupo
OC+T, enquanto que nos grupos C+T e OP+T n&o houve alteragdo. No 15° dia todos
0s grupos apresentaram reducao da porcentagem de animais sobreviventes, apenas
40% dos animais no grupo SAT+T, 90% no C+T e 83% no OP+T. No 20° dia nos
grupos C+T e OC+T restavam 80% e 27% respectivamente , enquanto que no grupo
OP+T nao houve morte neste intervalo. No 25° dia todos os grupos apresentaram
queda da curva de sobreviventes, sendo que 13% animais no grupo OC+T, 40% no
C+T e 50% no OP+T permaneciam vivos. Ao final de 30 dias da inoculagdo, quando os
animais foram sacrificados, 30% dos animais estavam vivos no grupo C, 13% no OC+T
e 50% no grupo OP+T, mostrando que a suplementagcdao com dleo de peixe tende a
melhora da taxa de sobrevivéncia em ratos portadores de W256.

A tabela 4 apresenta a composi¢ao de acidos graxos no tumor (%) dos grupos
experimentais. Nos grupos (OC+T) ou (OP+T) houve alteragdo na composi¢cdo dos
acidos graxos no tumor, quando comparados entre si e com o grupo nao suplementado
(C+T). A porcentagem de acido miristico (14:0) e laurico (12:0) foram, respectivamente
1,6 e 4,6 vezes menor no grupo OP+T quando comparado ao grupo C+T (p<0.05),
enquanto a porcentagem dos acidos Omega-3: eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) foram, respectivamente 1,5 e 1,7 vez maior que as
observadas no grupo C+T (p<0,05), sendo ainda 3,9 e 2,8 vezes maior que as
porcentagens destes acidos no grupo OC+T (p<0,05). J& no grupo OC+T, houve
aumento significativo na proporgao dos acidos linolénico (18:3 n-3) e linoléico (18:2 n-6)
quando comparada aos grupos C+T e OP+T, enquanto a porcentagem dos &acidos
araquiddnico (20:4 n-6), oléico (18:1 n-9), estearico (18:0) e palmitico (16:0) foram
significativamente menores no grupo OC+T, quando comparadas aos demais grupos
(p<0,05).



SOBREVIVENCIA (%)

FIGURA 7: Curva de sobrevivéncia (%) dos animais portadores de tumor do grupo
controle (C+T) e dos animais portadores de tumor suplementados com: 6leo de coco,
(OC+T) e 6leo de peixe (OP+T). Os dados representam a porcentagem de animais
vivos ao longo de 30 dias. O nimero inicial de animais no grupo C+T foi de 10; no
grupo OC+T foi de 15 e de 12 animais no grupo OP+T."No 30° dia, quando todos os
animais sobreviventes foram sacrificados, restavam 3 ratos no grupo C+T, 2 no grupo
OC+T e 6 animais no grupo OP+T.
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TABELA 4. Composicdo de acidos graxos no tecido tumoral (%) dos animais
portadores de tumor ndo suplementados (C+T), suplementados com 6leo de coco
(OC+T) ou suplementados com 6leo de peixe (OP+T). *Diferenca significativa (p<0,05)
quando comparado aos grupos C+T. ”Diferenc;a significativa (p<0,05) quando
comparado aos grupos C+T e OC+T. bDi1‘eren<;a significativa (p<0,05) quando
comparado aos grupos C+T e OP+T. Os dados estéo apresentados como média + emo
padrédo da media de 11 animais do grupo C+T, 8 do grupo OC+T e de 6 animais do

grupo OP+T,
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A figura 8 apresenta a relagéo entre os indices de insaturagdo no tecido tumoral
dos grupos de animais portadores de tumor n&o suplementados (C+T), suplementados
com 6leo de coco (OC+T) ou suplementados com 6leo de peixe (OP+T), cujos valores
foram 1580; 139 e 164 respectivamente. No grupo de animais portadores de tumor
suplementados com dleo de peixe houve aumento de 9,4% no indice de insaturagdo do
tumor, quando comparado ao C+T e de 18,3% quando comparado ao grupo OC+T.

Na figura 9 estdo apresentadas as porcentagens de acidos graxos
poliinsaturados »-3 e »-6 presentes no tumor dos animais dos grupos portadores de
tumor (C+T) e portadores de tumor suplementados com 6leo de coco (OC+T) ou com
6leo de peixe (OP+T). A porcentagem de n-3 no tumor do grupo OP+T foi,

respectivamente, 1,5 e 2 vezes maior que aquelas encontradas nos grupos C+T e
OC+T.
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FIGURA 8:indice de insaturag&o do tecido tumoral (%) dos grupos portadores de tumor
nao suplementados (C+T), suplementados com Oleo de coco (OC+T) ou
suplementados com 6leo de peixe (OP+T).

41%

FIGURA 9: Porcentagens dos acidos graxos n-3 e n-6 presentes no tumor dos animais
dos grupos: a) portadores de tumor (C+T), b) portadores de tumor suplementados com
6leo de coco (OC+T) e c) portadores de tumor suplementados com 6leo de peixe
(OP+T).

a) grupo C+T

11,50%

c) grupo OP+T

17,20%

b) grupo OC+T

8,73%
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Na tabela 5 estdo apresentados os valores de porcentagem de acidos graxos e
o indice de insaturagcdo no figado do grupo de animais controle (C); suplementados
com 6leo de coco (OC), suplementados com dleo de peixe (OP) portadores de tumor
(C+T), portadores de tumor suplementados com 6leo de coco (OC+T) e portadores de
tumor suplementados com 6leo de peixe (OP+T). No grupo OP a porcentagem de EPA
foi 3 vezes maior quando comparada aos grupos C e OC, enquanto que a proporgéo do
DHA foi 1,5 vez maior que a do grupo C. Ja no grupo OP+T, houve aumento de 2,5
vezes na propor¢cao de EPA quando comparada a grupos C, e de 3 vezes quando
comparada ao grupo OC+T. O grupo OP+T apresentou, ainda, redugédo 1,3 vez na
porcentagem de acido laurico, quando comparado ao C e de 1,1 vez na porcentagem
de &cido linolénico quando comparado ao C+T. Animais ndo portadores de tumor,
quando suplementados com 6leo de peixe tiveram aumento de 1,2 vez no indice de
insaturagao hepatico, quando comparados aos animais controle. Os animais portadores
de tumor dos grupos C+T, OC+T e OP+T apresentaram menores indices de
insaturacao hepatico, respectivamente, 216, 237 e 210 quando comparados aos
animais nao portadores de tumor.

A tabela 6 apresenta a composicdo de acidos graxos (%) e o indice de
insaturagao do leite extraido das maes dos grupos controle (C), suplementadas com
6leo de coco (OC) ou suplementadas com 6leo de peixe (OP), logo apds o desmame
da prole. O grupo Pl apresentou aumento significativo de EPA e DHA, sendo que a
proporcao destes acidos foi, 1,0 e 1,2 vezes maior que as propor¢des observadas nos
grupos C e OC respectivamente. Houve ainda, redugcdo de 1,4 vez na proporgao do
acido palmitico no grupo OP quando comparado ao grupo C e OC e, aumento de 1,41
vez na proporcao de acido laurico quando comparado ao C. O leite das maes
suplementadas com 6leo de peixe (OP) apresentou indice de insaturagéo 1,6 vez maior
que os indices dos grupos C e OC.

Na figura 10 estdo apresentadas as fotos do tecido tumoral dos animais
portadores de tumor (C+T), portadores de tumor suplementados com 6leo de coco
(OC+T) ou com O6leo de peixe (OP+T), em microscopia Optica. As diferentes
suplementagoes nao produziram alteragées morfoldgicas importantes no tecido tumoral
quando comparados ao grupo nao suplementado (C).
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TABELA 5: Porcentagens de &cidos graxos e o indice de insaturagéo no figado dos
animais ndo suplementados (C), suplementados com oéleo de coco (OC),
suplementados com 6leo de peixe (OP) e dos animais portadores de tumor nao
suplementados (C+T), portadores de tumor suplementados com dleo de coco (OC+T) e
portadores de tumor suplementados com éleo de peixe (OP+T). Diferenca significativa
(p<0,05) quando comparada aos grupos C. *Diferenga significativa (p<0,05) quando
comparada aos grupos C, OC, C+T e OC+T. bDiferlacnq,:a significativa (p<0,05) quando
comparada aos grupos C+T. 'Diterem;a significativa (p<0,05) quando comparada aos

grupos OC+T. Os dados estdo apresentados como média + EPM de 6 animais do
grupo C, 6 do grupo OC e de 6 animais do grupo OP e de 7 animais do grupo C+T, 7
do grupo OC+T e de 7 animais do grupo OP+T.

OC+T OP+T

Léurico | 0,4:0,05 | 09:02 |0,3:0,03°| 3,0¢1,1 | 1,3:0,8 |0,2+0,04°

EPA 1,0:0,2 | 42:03 | 3,6:0,1" | 1,3:0,5 | 0,8:0,2 |2,5:0,3"
Linolénico | 0,8:0,1 | 44:07 | 0,8:0,2 | 0,8:0,3 | 0,8+0,2 |0,7+0,05°

DHA 10,941,7 | 16,2¢1,2 | 17,2:1,6° | 8,3:3,2 |10,0¢1,3| 9,6:0,7
Miristico 0,1+0,0 | 0,5:0,3 | 0,1+0,1 | 2,7+1,0 | 1,4:0,6 | 0,4:0,1
Araquidénico | 33 1:4,6 | 34,414,2 | 34,6:2,1 | 24,8194 |29,0:2,6| 21,9+:1,8
Palmitoléico ND ND ND ND ND ND

Linoléico | 20,8:25 | 18,9415 | 21,0:2,0 | 24,1:9,1 |22,7+1,0| 21,1214

Palmitico 9,0:1,2 | 11,0:3,0 | 7,5¢1,0 | 159:6,0 |13,9:2,4 | 16,7:0,9

Oléico | 84+0,7 | 8,3:0,5 | 7,8:05 | 9,8:37 | 9,3:1,6 | 7,9:0,5

Estearico 4,5:0,9 | 59:1,9 | 4,3:+1,3% | 8,2:3,1 |10,6:1,9 13,640,8

Indice de

255,2 285,1 3118 2159 2371 209,9
insaturacdo
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TABELA 6: Composi¢cao de acidos graxos no leite (%) das fémeas ndo suplementadas
(C), suplementadas com éleo de coco (OC) e suplementadas com dleo de peixe (OP).
Diferenca significativa (p<0,05), quando comparado aos grupos C. bDifert‘-.em;.a
significativa (p<0,05), quando comparado aos grupos C e OC. Os dados estdo
representados como média + erro padrao da média de 12 animais do grupo C, 7 do
grupo OC e de 7 animais do grupo OP.

Acipos GRAXOS NO LEITE

DHA (22:6 n-3)

MirisTICO(14:0)

AA (20:4 n-6)

NITOLEICO (16:1 n-7)

NOLEICO (18:2 n-6)

Tico (16:0)

OLEIc0(18:1 n-9)
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FIGURA 10: Lamina do tumor de Walker 256 dos ratos n&o suplementados (a),
suplementados com éleo de coco (b) ou suplementados com dleo de peixe (c). Lamina
corada com hematoxilina-eosina e observada em aumento de 40x.
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DISCUSSAO

Caracterizada por, perda progressiva de peso corpoéreo, intenso catabolismo e
anorexia, a caquexia € um tipo de sindrome paraneoplasica (TISDALE, 1999), que
reflete o efeito, potencialmente letal dos tumores malignos (TESSIDORE, et. al., 1994).
A diferenca fundamental entre a perda de peso que ocorre durante o jejum e a
decorrente da caquexia induzida pelo céncer, € que esta ndo responde
satisfatoriamente a hiperalimentacao (BRENNEN, 1977; NIXON, et. al., 1981). Outra
importante diferenca € que, durante o jejum a perda de peso deve-se, principaimente a
perda de massa gorda, enquanto que na caquexia ocorre também perda de massa
muscular (TISDALE, 1999).

O crescimento tumoral demanda energia, a qual € provida pelo portador devido,
em parte, a acdo de mediadores liberados pelas células do sistema imune e também
pelas células tumorais, induzindo a caquexia (BECK e TISDALE, 1987; NORTON, et.
al., 1985; THEOLOGIDES, 1972). Como conseqiiéncia, a deplecdo dos estoques
energéticos (glicogénio hepatico e muscular, proteinas musculares e triglicerideos) do
hospedeiro é estabelecida. Além disso, o tumor utiliza a glicélise anaerébica como
principal processo de metabolizagcao desse substrato, cujo baixo rendimento, resulta a
hipoglicemia e hiperlaticidemia no portador (BARAI, et. al., 1980; HERBER, et. al.,
1985; BAGGETO, 1997). Neste estudo, o crescimento tumoral foi associado com o
menor ganho de peso (tabela 2), estoque de glicogénio hepatico e muscular reduzidos
(tabela 3), hipoglicemia (figura 5) e hiperiaticidemia (figura 6). Assim, este modelo
animal induziu a caquexia.

O estudo dos aspectos nutricionais da epidemiologia do cancer tem sugerido
que, modificagdes no contetdo lipidico da dieta sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de tumores malignos, como por exemplo o cancer de mama (ROSE,
1997). O conteudo de acidos graxos da dieta humana vem sendo alterado desde o
periodo Paleolitico (SIMOPOULLOS, 1989). Enquanto que, na antiguidade, as
gorduras comrespondiam a 22% das exigéncias energéticas da dieta humana e a
proporgcdo de acidos graxos polinsaturados (PUFAs) w-6/w-3 era de 1:1, hoje esta
porcentagem pode chegar a 40% e a propor¢ao PUFAs w-6/w-3 varia de 25:1 a 50:1
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(BARTNIKOWSKA, et. al., 1997). Esse desequilibrio na razdo w-6/w-3 tem sido
mostrado ser importante fator de risco para o desenvolvimento de neoplasias,
desordens cardiovasculares, imunoldgicas e metabdlicas. Em funcao disso, tem sido
sugerido que, a suplementagcdo dietética com PUFAs w-3 pode ser utilizada na
profilaxia de tais desordens (BARTNIKOWSKA, et. al., 1997; INNIS, et. al., 1995;
OTTEN, et. al., 1997; PULLMANN, et. al., 1997; ROSE, et. al., 1999).

Estudos prévios tém mostrado que dieta rica em PUFAs w-3, usualmente na
forma de dleo de peixe, pode reduzir o crescimento tumoral em varios modelos de
animais (BOUDREAU, et. al., 2001; CALDER, et. al., 1998; MUKUTMONI-NORRIS, et.
al., 2000; PETRIK, et. al., 2000). Contudo, a maioria destes estudos tem usado um
delineamento experimental onde, o fomecimento da dieta modificada iniciou-se na fase
aguda, antes da inoculagao do tumor ou, imediatamente apés a inoculagao (BRADEN e
CARROL, 1986; CALDER, et. al., 1998; FRITSCHE e JOHNSTON, 1990; PETRIK, et.
al., 2000).

Neste estudo nés objetivamos investigar o efeito da exposicéo, ao longo da vida,
aos acidos graxos saturados ou PUFAs w-3 sobre o crescimento tumoral e caquexia.
Observamos que a exposicao, desde a fase embrionaria até a fase adulta (ao longo da
vida) ao acido graxo w-3, foi habil em reduzir o crescimento tumoral, melhorar a
sobrevida e prevenir, parcialmente a caquexia em ratos portadores de tumor de Walker
256 (W256). Nos animais suplementados com 6leo de peixe, o crescimento tumoral foi
reduzido em 60% (figura 4) e isto foi acompanhado por redugcdo do lactato sérico
quando comparados aos valores do controle (figura 6), manutencdo do estoque de
glicogénio hepatico e muscular (92% daquele dos animais nao portadores de tumor) e
recuperagao parcial da concentracdo de glicose sérica (tabela 3 e figura 5,
respectivamente). Também, estes animais perderam 1,3% da massa corpérea,
enquanto houve reducdo de 6% no peso corpéreo dos outros animais dos grupos
portadores de tumor (tabela 2). Assim, uma simples intervencao nutricional levou a um

notavel efeito sobre o crescimento tumoral e na resposta metabdlica do animal portador
de tumor.
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Em adigcdo, animais sadios submetidos, ao longo da vida, a suplementagdo com
os PUFAs w-3 ndo apresentaram alteragéo significativa na evolu¢ao do peso corporeo
durante os estagios de desenvolvimento (tabela 1 e figura 3). O mesmo ocorreu com o0
peso corpdreo das maes suplementadas com os diferentes acidos graxos (figura 1),
mesmo durante o periodo gestacional (figura 2).

A suplementacao prolongada com dleos polinsaturados (PUFAs n-3) em
individuos saudaveis, como medida profilatica contra alguns tipos de cancer poderia
levar ao prejuizo de outras fun¢des em longo prazo. O aumento das concentragbes
plasmaticas de triacilglicerol (TAG) e colesterol foi mostrado ser importante fator de
risco para o estabelecimento de doencgas coronarianas. Neste estudo, demonstramos
que o aumento da ingestdo de dmega-3 reduziu significativamente, os valores séricos
de colesterol total e triacilglicerol quando comparados ao do controle (tabela 3). De
fato, STARK, et. al. (2000) mostraram que o dleo de peixe é, altamente efetivo em
reduzir os niveis séricos de TAG em humanos, diminuindo a razdo TAG/HDL-
Colesterol. ROCHE, et. al. (1999) sugeriram ainda, que 0 aumento de w-3 dietético
esta inversamente relacionado com a mortalidade por doengas coronarianas. Ja nos
animais portadores de tumor a concentragdo de TAG estava aumentada (tabela 3), o
que pode ser explicado pela producao de fatores lipoliticos e as altera¢gdes metabdlicas
da condi¢do caquética (TISDALE, 1996). O 6leo de peixe, também foi capaz de reduzir
os niveis séricos de TAG dos animais portadores de tumor (tabela 3).

Os mecanismos pelos quais os acidos graxos da familia 6mega-3 se opde ao
crescimento tumoral e ao desenvolvimento do quadro caquético sdo desconhecidos e
nao foram investigados neste estudo. Contudo, estes efeitos parecem estar
relacionados com sua estrutura molecular (grau e posi¢ao de insaturagoes). Apesar de
pequena a diferenca estrutural com outros PUFAs (dupla ligagao no carbono w-3), esta
poder comprometer a funcionalidade da célula tumoral (SAUER, et. al., 2000). Assim, 0
aumento da peroxidagao lipidica, alteragcdo da biossintese de eicosandides e regulacéo
da expressao génica no tumor, ou modulagao da producio de mediadores da resposta
inflamatéria alterada do hospedeiro, sdo os possiveis mecanismos que tém sido
sugeridos para explicar os efeitos antitumorais e anticaquéticos dos acidos graxos

omega-3 (BARBER, 2001; CALDER, 2001; MOREIRA, et. al., 2001; PETRIK, et. al,
2000; ROSE, 1999, TISDALE, 1999).
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Varios mecanismos sugeridos para explicar os efeitos protetores dos PUFAs n-3
contra o cancer, mostram os émega-3 atuando, diretamente no tecido tumoral e
portanto estes devem ser incorporados pelo tumor. Estudos experimentais tém
mostrado que a composicao lipidica da dieta pode alterar a composi¢cdo de acidos
graxos nos tecidos, os quais podem influenciar o comportamento bioldégico das células
(BURNS, et. al., 1987; CALDER, et. al., 1998; MOREIRA, et. al., 2001; TISDALE, 1996;
GOGOS, et al, 1998). De fato, os diferentes acidos graxos suplementados
modificaram a composi¢do de acidos graxos do tecido tumoral (tabela 4). Nos animais
suplementados com 6leo de peixe houve elevacdo de 50% e 70% da quantidade de
acido eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), respectivamente, quando
comparados a do tumor nos animais nao suplementados. Na figura 9, observa-se o
aumento da proporcéo de PUFAs n-3 no perfil lipidico do tumor no grupo suplementado
com dleo de peixe, quando comparada a dos demais grupos experimentais. Assim, é
plausivel que os PUFAs possam agir através de mecanismos que alterem, diretamente
0 metabolismo da célula do tumor de W256.

O aumento na quantidade de duplas ligagdes pode favorecer o processo de
oxidac&o/peroxidacéo de lipidios, o qual parece ter importante papel no crescimento
tumoral e cujos mecanismos ainda n3o estdo bem esclarecidos (MASOTTI, et. al.,
1988). Assim, o EPA (20:5, n-3) e o DHA (20:6, n-3), do 6leo de peixe, sdo mais
propensos a peroxidagéo que o acido araquidonico (20:4, n-6) ou que os acidos
monoinsaturados. De fato, nossos resultados mostraram um aumento de 9% no indice
de insaturagcao no tecido tumoral dos animais suplementados com éleo de peixe em
relagdo ao do grupo portadores de tumor e de 13% quando comparado ao do grupo
saturado. Produtos da peroxidagdo lipidica, tais como como, aldeidos saturados
derivados dos PUFAs sao, reconhecidamente capazes de alterar biomoléculas e
contribuir para o processo de envelhecimento (REFSGAARD, et. al., 2000). Alguns
estudos tém mostrado que a inibicdo do crescimento tumoral, causada pelos PUFAs,
podem ser resultado da atividade citotoxica dos produtos da sua peroxidagéo,
induzindo a lise da célula do tumor de mama (ROSE, et. al., 1999). Outro estudo
recente mostrou, a reducdo de 35% a 46% do crescimento tumoral, em animais
portadores de W256, alimentados com dieta rica em EPA, que foi acompanhado pelo
aumento da taxa de peroxidago lipidica (COLQUHOUN, et. al., 2001).
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Os eicosandides, sintetizados a partir do acido araquiddnico (AA), um PUFA n-6
presente em fosfolipidios de membrana pela agdo da cicloxigenase-2 (COX-2), sé@o
mediadores de diversos efeitos biologicos importantes, como a angiogénese,
processos inflamatérios e regulacdo da expressdo génica. SIDDIQUI e WILLIAMS,
(1987) relataram que ratos portadores de tumor de Walker 256 tinham altos niveis de
PGE: circulantes, quando comparados aos dos animais do grupo controle e que o
tumor era a principal fonte de PGE2. HOMEM-DE-BITTENCOURT, et. al., (1989),
mostraram o papel das PGE, como mediador quimico das alteragdes metabdlicas
envolvidas na producdo da sindrome da caquexia em ratos portadores de W256.
Nossos estudos anteriores, demonstraram que Naproxeno (inibidor de cicloxigenase)
foi o principal responséavel pela redu¢do do crescimento do tumor W256 em animais
portadores tratados com esse antiinflamatério (PIFFAR, 1999; TOGNI, 2000). A
regulacdo da expressdao génica de enzimas responsaveis pela biossintese de
eicosanoides a partir do AA, como a COX-2, tem sido mostrada ser capaz de controlar
a apoptose celular através, principaimente, da produgéo de PGE; (TANG, et. al., 1996).
Evidéncias de que os PUFAs n-3 podem reduzir o crescimento tumoral, por influenciar
a expressdo génica e induzir a apoptose, foi evidenciado nas células do tumor de
pancreas humano in vitro (LAI, et., al., 1996). A hipétese de que dieta rica em dmega-3,
possa reduzir o crescimento tumoral, através da menor produgido de PGE; é viavel,
pois alteracfes deste eicosandide parecem estar ligadas a ativagdo da apoptose
celular (CONNOLLY & ROSE, 1997). A angiogénese, essencial para o crescimento de
tumores sélidos, € mediada por varios fatores, incluindo as prostaglandina E; (PGE3),
sendo assim, esta também desempenha importante papel no desenvolvimento tumoral,
como fator angiogénico (FOLKMAM,1990). Além disso, estudos com tumor de cdlon,
também demonstraram a eficacia do EPA em inibir o crescimento tumoral reduziu a
concentragao de PGE, (BOUDREAU, et. al, 2001; NEEDLEEMAN, et. al., 1979;
FISCHER & WEBER, 1984). Tem sido sugerido, que 0 aumento da quantidade de EPA
incorporado @ membrana plasmatica, induz a competicdo entre os substratos pela
cicloxigenase. isto leva a menor producédo de eicosandides a partir do AA, os quais séo
essenciais para o desenvolvimento tumoral (KRAMER, et. al., 1996). SAUER, et. al.,
2000, mostraram o efeito anti-tumoral exercido pela administracdo de EPA e acido
Linolénico (18:3 n-3) em roedores portadores de hepatoma 7288CTC, quando
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comparado a administracdo de AA e acido Linoléico, sugerindo que esse efeito tenha
sido causado pela inibigcdo do transporte, incorporacdo e conversao do acido Linoléico
em acido Hidroxioctadecadiendico (13- HODE), identificado como importante mitégeno
para o hepatoma 7288CTC. Esta inibicdo por PUFA n-3 foi, provavelmente, devido a
sua estrutura molecular, a qual é reconhecido por receptor acoplado a proteina G
inibitéria, promovendo redugio dos niveis de AMPc intracelular. Isto demonstra mais
um possivel mecanismo dos PUFAs n-3, envolvendo sinaliza¢ao celular, na inibicdo do
crescimento tumoral. Portanto, os PUFA n-3 poderiam reduzir a massa tumoral e
caquexia, por diminuirem a producéo de PGE,, permitindo entdo que ocorra o processo
de apoptose nas células tumorais (CONNOLLY & ROSE, 1997; ROSE, et. al, 1999) ou,
por diminuirem os fatores angiogénicos necessarios ao tumor (ANTI, et. al., 1992,
BARTRAN, et al, 1993; CHANG, et al, 1998, CONNOLLY & ROSE, 1997;
FOLKMAM, 1990; LATHAM, et. al., 1999; MASFERRER, et. al., 2000; MUKUTMONI-
NORRIS, et. al., 2000;), ou ainda inibirem a producao de eicosandides especificos ou a
sinalizagdo celular, todos essenciais para o metabolismo tumoral (BOUDREAU, et. al.,
2001; KRAMER, et. al., 1996; SAUER, et. al., 2000).

Entre as citocinas pro-inflamatérias, o Fator de Necrose Tumoral (TNF),
produzido por macréfagos (BEUTLER, et. al., 1985), o Interferon -gama (IFN-«y) e as
Interleucinas (IL-1, IL-2 e IL-6) produzidas por linfécito (BARBER, et. al., 2000;
CALDER, 1998; TODOROF, et. al., 1996; NORTON, et. al. 1985; STRASSMANN, et.
al.,, 1992) tém sido mostradas importantes substancias envolvidas no desenvolvimento
da caquexia, sdo mediadores humorais do quadro caquético (ARGILES, et. al., 1997;
TISDALE, 1996). Os PUFAs n-3 s&o capazes de alterar a produg@o dessas citocinas
em animais experimentais (CALDER, 1997, 1998) e em humanos (ENDRES, et. al,,
1989). Portanto, sdo habeis na modulagédo da resposta inflamatéria (PETERSON, et. al,
1998), auxiliando tanto na ativagdo de linfécitos como na expressdo de moléculas de
superficie (SANDERSON, et. al., 1995). De fato, os PUFAs n-3 foram demonstrado
serem capazes de alterar diferentes tipos de resposta imunolégica, por mecanismos
nao totalmente esclarecidos (CALDER, 2001; LANZA-JACOBY, et. al.,2001). Desse
modo, os PUFAs podem reduzir a formagao de mediadores humorais do quadro
caquético no cancer (CALDER, 2001). TISDALE, (1996), demonstrou que a caquexia,
em animais portadores de adenocarcinoma de célon (MAC16), é caracterizada por
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intensa lipélise e protedlise. A ocorréncia de um fator mobilizador de lipidios produzido
por este tipo de tumor, responde pela atividade lipolitica nos adipdcitos destes animais,
e cuja sinalizacdo celular é feita através da Adenil ciclase e aumento dos niveis de
AMPc intracelular. O efeito foi inibido pelo EPA, possivelmente, através de sinalizagao
celular via proteina G;, da mesma maneira como foi sugerida para o tecido tumoral.
Assim, o EPA foi capaz de reduzir o efeito deste agente lipolitico nos adipdcitos. Em
adicdo, o EPA também foi capaz de inibir a protedlise nestes animais, por diminuir a
sintese de PGE; no musculo esquelético, provavelmente devido a competicdo pela
enzima cicloxigenase. Estes achados, associado aos estudos de CALDER, (1997 e
1998), suportam nossos resultados que mostraram a reversao parcial do quadro
caquético, nos animais portadores de tumor suplementados com 6leo de peixe. Assim,
é plausivel que os PUFAs n-3 possam afetar, tanto a produgdo dos mediadores pré-
inflamatérios e tumorais que induzem & caquexia, mas também seus efeitos nos
orgaos-alvo, portanto, reduzindo o quadro caquético.

Apesar de diversos trabalhos evidenciarem os efeitos benéficos dos acidos
graxos dmega-3, principaimente na modulagdo da resposta imunoldgica (CALDER, et.
al., 1997, 1998, 2001; LANZA-JACOBY, et. al., 2001), na inibicdo do crescimento
tumoral e desenvolvimento da caquexia (BARBER, 2000; ROSE, et. al.; SAUER, 2000;
TISDALE, 1996) os mecanismos para estes efeitos ndo estdo esclarecidos.

A analise do tecido tumoral, por Microscopia de luz, com o objetivo de avaliar os
aspectos morfolégicos do tecido tumoral, revelou que a infiltragao de células do sistema
imunolégico no tumor ndo foi diferente entre os grupos experimentais (figura 10).
Assim, a redugdo da massa tumoral ndo foi associada & alteracao morfolégica do
tecido tumoral. Contudo, isto ndo exclui a possibilidade de existirem alteragdes
morfofuncionais intracelulares, pois a Microscopia Optica tem limitagdes técnicas.

Como citamos e evidenciamos nos resultados anteriores, a composigéo lipidica
da dieta pode alterar a composicado de acidos graxos nos tecidos (BURNS, et. al., 1987,
CALDER, et. al, 1998; MOREIRA, et. al., 2001; TISDALE, 1996; GOGOS, et. al,
1998). De fato, os diferentes tipos de acidos graxos suplementados modificaram a
composicao dos acidos graxos no figado dos animais portadores e nao portadores de
tumor (tabela 5). A presenga do tumor tendeu a aumentar a propor¢ao de acido graxo
laurico, miristico, palmitico e estearico no figado dos animais portadores de tumor,
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quando comparados aos dos animais do grupo controle. MOREIRA, et. al., (2001),
investigando os efeitos do crescimento do tumor Walker 256 sobre a composicéo de
acidos graxos monoinsaturado nos tecidos do portador, mostraram que o crescimento
tumoral reduziu o indice de insaturagao no figado dos animais portadores de tumor.
Eles sugeriram que isto se deva, as alteracdes metabolico-hormonais induzidas pelo
tumor, favorecendo a peroxidacao lipidica nos tecidos nao tumorais, somadas ao fato
de que o tumor exporta, para o figado do portador, os produtos de sua prdpria
peroxidacdo lipidica (aldeidos, por exemplo). De fato, podemos observar a reducgao do
indice de insaturagdo no figado de todos os grupos de individuos portadores de tumor
(tabela 5). No figado do grupo suplementado com éleo de peixe, também houve da
reducao do grau de insaturacdo e a porcentagem de EPA estava aumentada, quando
comparada a do grupo controle.

ARTERBURN, et. al., (2000) mostraram que a suplementagao, com até 1,25g/kg
de p.c. de PUFA n-3 por dia, durante um periodo de 90 dias (suplementagdo sub-
cronica), nao apresentou toxicidade e aumentou, significativamente, os niveis de EPA e
DHA no cérebro, coragio e figado de animais sadios. Nossos resultados corroboram
os de ARTERBURN, et. al.,(2000) onde, por utilizarmos uma dose menor (1g/kg),
podemos concluir que, também havia auséncia de toxicidade e aumento de 3 vezes na
porcentagem de EPA e de 1,5 vezes na porcentagem de DHA no figado dos animais

suplementados com de 6leo de peixe, quando comparadas aquelas do grupo controle
(tabela 5).

A significativa correlagéo, entre o conteitdo de DHA no plasma e no leite
matemo e destes, com os fosfolipidios no plasma do filho, mostrou a importancia da
composicao lipidica da dieta matema e da amamentagdo para a o recém-nascido
(JENSEN, et. al., 2000). Os achados de WANG, et. al., (2000) mostraram que em
mulheres japonesas, cuja dieta é rica em EPA e DHA, havia maior quantidade destes
acidos no leite, formando especificamente, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol,
formadores das membranas celulares do bebé. De fato, o aumento do conteldo de
PUFAs n-3 na dieta matema induziu ao aumento das concentragdes de EPA e DHA no
plasma, plaquetas e eritrécitos dos ratos recém-nascidos (YEH, et. al.,, 1990). Niveis
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elevados de DHA foram detectados no figado e cérebro dos fetos e ratos recém-
nascidos cujas maes foram suplementadas com dleo de peixe durante a gravidez e a
lactagdo, sugerindo que pode- se comegar a suplementacdo com os dmega-3 mesmo
antes do nascimento, através da mae (YONEKUBO, et. al., 1993). Nossos resultados
(tabela 6), corroboram com os da literatura, mostrando aumento de, aproximadamente,
2 vezes no contetido de EPA e DHA e de 1,6 vezes no indice de insaturacado do leite
das mées suplementadas com 6leo de peixe, quando comparados ao leite das maes do
grupo controle, garantindo o aumento da propor¢gao de w-3 para a prole, desde a fase
embrionaria.

GODOS, et. al, (1998) mostraram que, pacientes portadores de cancer de
pancreas terminal, alimentados com PUFAs n-3, resistem melhor ao tumor,
prolongando o tempo de vida. Eles sugerem que este efeito dos PUFAs n-3 possa
resultar da melhora dos mecanismos de defesa do hospedeiro, associado as alteragdes
na composicdo da membrana plasmatica das células tumorais, tomando-as mais
suscetiveis aos mecanismos de defesa, ou ainda, devido a mudanga no metabolismo
de PGE: nas células tumorais. Nossos dados corroboram os da literatura onde, a
suplementacédo com »-3 aumentou em 67% a taxa de sobrevivéncia dos animais,
quando comparada a dos animais ndo suplementados e em 74% quando comparada a
dos portadores de tumor suplementados com éleo de coco (figura 7). BARBER, et. al,
(2001), relataram o efeito de um suplemento nutricional, enriquecido com éleo de peixe,
sobre a drastica perda de peso em pacientes portadores de cancer de pancreas.
Mostraram que apds a 32 semana de suplementagcdo, os pacientes apresentaram
ganho médio de 1 kg, ja na 72 semana a média de ganho foi de 2 kg, e isso foi
acompanhado por aumento do tempo nommal de sobrevivéncia de 4 meses para 8
meses, sendo equiparando ao aumento obtido com o tratamento quimioterapico
agressivo. BARBER, et. al., (1991) sugerem ainda que, suplementos nutricionais
enriquecidos com dleo de peixe tém, o potencial de ser um meio seguro e efetivo de
prevenir a drastica perda de peso e aumentar o tempo de vida dos pacientes
portadores de cancer avangado.
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Cabe salientar que, nés adicionamos na dieta do animal, a qual € composta de
4% de gordura, uma porcentagem equivalente a 0,1%, ou seja, temos 4,1% de gordura
presente na dieta e esta foi habil em reduzir o crescimento tumoral e o grau de
caquexia, bem como a sobrevida dos animais com tumor. Os dados na literatura, em
sua maioria (ROSE, et. al, 1999; BARBER, 1998), utilizaram dietas ricas em acidos
graxos, variando de 8% a 20% (CALDER, et. al., 1998; PETRIK, et al., 2000; YAQOOB,
et. al., 1995). Assim, pequena alteragao da dieta, na quantidade de gordura para elevar
as porcentagens de PUFAs n-3, pode ter efeito quimioprotetor ou até mesmo
quimiosupressor contra o crescimento tumoral.
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CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que a suplementacdo oral com 6leo de peixe, ao
longo da vida, reduziu o crescimento tumoral e o grau de caquexia e aumentou o tempo
de sobrevida do animal portador de tumor de Walker 256.
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