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RESUMO

Caquexia, associada ou ndo & anorexia, € uma sindrome frequentemente presente em
individuos com cancer, caracterizada por intenso catabolismo periférico, levando a
debilidade do organismo e prejudicando ou mesmo impossibilitando intervengdes
terapéuticas mais agressivas contra o cancer. Os mecanismos que induzem o
estabelecimento da caquexia ainda ndo estdo totaimente claros, mas as alteragdes
metabdlicas provocadas pela presenga do tumor e resposta imunoldgica inadequada
por parte do hospedeiro parecem estar envolvidos. Este estudo investigou o efeito da
suplementagéo com 6leo de peixe ao longo da vida, associada ou ndo a intervengdes
farmacolégicas, sobre o crescimento tumoral e caquexia. Ratas Wistar foram
suplementadas com 6leo de peixe (poliinsaturado) ou éleo de cdco (saturado), dose de
19/Kg de peso corpéreo, desde o desmame (21 dias) até a fase adulta, incluindo
periodos de gravidez e amamentacdo. A prole masculina gerada por estas ratas foi
submetida a0 mesmo protocolo. Ao completarem 90 dias, estes ratos foram inoculados
com suspenséo de células do tumor de Walker 256 (2 x 107 céls/mL), e ratos controle
foram inoculados com solugdo salina. Quatro dias depois, iniciou-se tratamento com
naproxeno, naproxeno + clenbuterol, ou naproxeno + clenbuterol + insulina. Quatorze
dias apos a inoculagdo, os animais foram sacrificados. Tumor, coragéo e bago foram
removidos e pesados. Figado, musculo s6leo e a porgéo branca do miusculo
gastrocnémio foram retirados para mensuragéo do conteudo de glicogénio. O sangue
foi coletado para analises bioquimicas. Os grupos portadores de tumor sem
suplementagéo e suplementado com O6leo de céco ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si em nenhum dos pardmentros analisados. Entretanto, estes dois
grupos tiveram pesos tumorais e concentragdes séricas de lactato e triacilglicerdis
significativamente maiores (p<0,05), e quantidade de glicogénio, concentragbes séricas
de colesterol-HDL, insulina, glicose significativamente menores (p<0,05) quando
comparados aos demais grupos. Nenhuma suplementagéo ou tratamento provocou
alteragcbes nas concentragbes séricas de colesterol e lipidios totais, € no peso do
coragdo quando comparados aos grupos sem tumor. Quanto ao peso do bago, todos os
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grupos portadores de tumor apresentaram valores maiores quando comparados aos
grupos sem tumor, porém néo apresentaram diferenca estatitica quando comparados
entre si. A suplementagdo com 6leo de peixe e o tratamento com naproxeno, naproxeno
+ clenbuterol, e naproxeno + clenbuterol + insulina, apresentaram resultados
semelhantes entre si e quando comparados aos grupos sem tumor. Nossos resultados
sugerem que os acidos graxos poliinsaturados w-3, presentes no 6leo de peixe, e os
farmacos utilizados, interferem no crescimento tumoral, reduzindo-o, e revertem o
quadro caquético, sem provocar efeitos colaterais indesejaveis, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes e possibilitando intervengbes mais agressivas contra o cancer.
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ABSTRACT

Cachexia is a syndrome characterized by anorexia and intense peripheral catabolism,
frequently observed in cancer patients. This syndrome hinder and, sometimes, make
impossible agressives terapeutic interventions, such as chemotherapy. The mechanisms
that induce appearance of the cachexia are not fully clear yet, although metabolic
alterations tumor-induced and inadequate immune response of host certainly are
involved. This research investigate the effect of fish oil supplementation, along the life,
associated or not with pharmacologic approaches, on the tumor growth and cachexia.
Females Wistar rats were supplemented with either fish oil (polyunsaturated) or coconut
oil (saturated), since wean until adult phase. The generated male offspring were
submitted to the same protocol. When these rats were 90 days-old, they and others non-
supplemented used as control, were inoculated with a suspension of Walker 256 tumor
cells (2 x 107 cells/mL). After 4 days, iniciated the pharmacologic approaches with
naproxen, naproxen +clenbuterol, or naproxen + clenbuterol + insulin. In 14™ day after
inoculation, the rats were sacrificed. Tumor, heart and spleen were excised and
weighed. Liver, soleus muscle and white portion of gastrocnemius muscle were removed
to glycogen content measurement. Blood were collected to biochemistry analysis. The
non-supplemented and coconut oil supplemented tumor-bearing rats didn’'t show
statistic difference among themselves in any analysed measurements; however, these
two groups presented tumor weights and lactat and triacilglycerol blood levels
significantly higher (p<0,05), and hepatic and muscle glycogen content and cholesterol-
HDL, insulin and glucose blood levels significantly lower (p<0,05) as compared to all
others groups. Neither supplementation nor treatment promoted alterations in total lipids
and cholesterol blood levels and heart weight as compared to non-tumor groups. All
tumor-bearing groups presented spleen weight significantly higher (p<0,05) as
compared to non-tumor groups, however, didn’t present statistic difference as compared
among themselves. The fish oil supplementation and the treatment with naproxen,
naproxen + clenbuterol, or naproxen + clenbuterol + insulin, showed similar results
among themselves and as compared to the non-tumor rats in all analysed



measurements, except spleen weight, cited above. Our results suggest that
polyunsaturated fatty acids w-3, present in fish oil, and the pharmacos used reduce
tumor growth, revert cachexia and don’'t promote side effects undesirable, improving the
patients’ life quality and making possible more agressive interventions against cancer.



INTRODUCAO

CANCER

Os canceres s&o produtos de muta¢cdes que liberam as células dos
controles normais de proliferagéo e sobrevivéncia celular. A progénie de apenas uma
celula mutada, herda as muta¢cbes e origina um tumor com capacidade ilimitada de
crescimento. As mutagdes que produzem células cancerosas afetam duas grandes
classes de genes:

a) genes de proliferagdo, conhecidos como proto-oncogenes, que

codificam proteinas que normalmente auxiliam a divisdo celular;

b) genes de antiproliferagdo, conhecidos como genes supressores
tumorais, que codificam proteinas que normalmente auxiliam na
aplicagéo dos “freios” que suspendem o ciclo celular (ALBERTS et al,
1999).

A mutagcdo em um proto-oncogene provoca a super-expressao ou
hiperatividade da proteina por ele codificada, resultando em multiplicagdo celular
excessiva; 0 gene mutante é entdo classificado como oncogene. Proliferacéo celular
excessiva também sera o resultado de mutagbes que inativem um gene supressor
tumoral, por liberar a célula das restrigdbes normais da multiplicagédo celular. Em uma
célula dipléide normal existem duas cdpias de cada gene supressor tumoral e ambas
devem ser inativadas para que haja perda do controle da proliferacéo, pois uma unica
copia é geralmente suficiente para a regulagdo normal do ciclo celular. Ao contrario,
apenas uma cdpia de um proto-oncogene precisa ser mutada em um oncogene para
que ocorra um efeito semelhante (ALBERTS et al, 1999).

TUMOR DE WALKER 256

Embora haja, reconhecidamente, limitacbes em extrapolar resultados de
modelos animais especificos para pacientes humanos, tais modelos experimentais séo



Uteis no estudo da caquexia, pois permitem a obtengdo de informagdes de grupos
homogéneos de animais no mesmo estagio da doenga, livre de fatores secundérios e
com dieta controlada (EMERY, 1999).

Tumores experimentais com diferentes caracteristicas morfolégicas, que
crescem em varias espécies de animais e afetam o hospedeiro com diferentes
intensidades, tém sido amplamente investigados. O carcinoma de Walker 256 é um
modelo apropriado para estudos sobre interagdes tumor-hospedeiro, sendo Util também
para abordagens de tratamento farmacolégico, suprimento nutricional e terapias
antineoplasicas, visando possiveis intervengdes contra a anorexia e a caquexia
induzida pelo tumor (GUAITANI et al, 1983). O tumor ou carcinoma de Walker 256
apresenta dois subtipos: tipo A metastizante, que leva a anorexia terminal dos ratos
portadores em aproximadamente 27 dias; e o tipo B, que ndo forma metastase e induz
a caquexia precoce do portador, levando a morte em 15 dias. Este ultimo tornou-se um
importante modelo para estudos da caquexia induzida pelo cancer (GUAITANI et al,,
1983).

CAQUEXIA

A perda de tecidos corpéreos, particularmente de massa muscular, esta
comumente associada a muitas formas de cancer e doengas crbnicas, sendo
denominada caquexia (MATTHYS & BILLIAU, 1997; TISDALE, 2000). A palavra
caquexia deriva do grego kakos (ruim,mal) e hexis (condi¢cdo) e pode ser utilizada para
descrever qualquer doenca que provoque perda tecidual no hospedeiro
(THEOLOGIDES, 1979; TISDALE, 1997). E uma complicagdo frequentemente
observada em pacientes com cancer, sendo caracterizada por acentuada perda de
peso, perda de tecido muscular esquelético e de tecido adiposo. (WILLIAMS &
SIDDIQUI, 1990; ARGILES et al 1997; COSTELLI et al 1999; TISDALE, 2001; YOUNES
& NOGUCHI, 2000).

Este estado geral cadtico esta presente em dois tergos dos individuos que
morrem de céncer (WARREN, 1932), ou seja, o grau de caquexia esta inversamente



relacionado com o prognéstico de vida do paciente (DEWYS, 1985; ARGILES et al,
1997). Como resultado de uma etiologia multifatorial envolvendo mecanismos
neurolégicos, metabdlicos, imunolégicos e endocrinolégicos (PLATA-SALAMAN, 2000),
as variaveis que induzem o surgimento da caquexia no cancer ndo estédo totalmente

esclarecidas, mas a diminuicdo da ingestdo protéico-calérica, impossibilitando a

manutengéo das reservas energéticas, anorexia, € um dos achados mais frequentes
nos portadores de cancer (GROSVENOR et al, 1989; GIACOSA et al, 1996; TISDALE,
2001). No entanto, é improvavel que a perda de peso em individuos com cancer surja

primariamente da reducéo da ingestéo alimentar, pelos seguintes motivos:

a)

b)

d)

a mudanga da composigéo corporal na caquexia difere da encontrada
na anorexia;, durante a fome, a glicose utilizada pelo cérebro é
substituida pelos corpos cetbnicos. Isto leva a um decréscimo na
gliconeogénese a partir de aminoécidos pelo figado e, assim, poupa a
massa muscular. Ao contrario, em pacientes caquéticos ocorre grande
perda de massa muscular esquelética. (FEARON, 1992; TISDALE,
2001);

suplementacdo nutricional ndo é capaz de repor a perda de massa
corporal (TISDALE, 1997, 2001; ARGILES et al, 1997; COSTELLI et al,
1999); qualquer ganho de peso é transitério e corresponde a gordura e
agua e ndo massa magra (EVANS et al, 1985; TISDALE, 2001,
ARGILES et al, 1997);

a perda de musculo e tecido adiposo frequentemente precede a
diminuicdo da ingestdo alimentar, ou seja, a caquexia pode ocorrer
sem anorexia (BIBBY et al, 1987; TISDALE, 2001);

Em diferentes modelos experimentais, animais com a mesma restrigdo
alimentar ndo tém a mesma perda de peso que seus pares portadores
de tumor (LOWRY, 1991; ARGILES et al, 1997).

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



intermedidrio ocasionadas pelo tumor (ARGILES et al., 1997, SAKURAI & KLEIN,
1998).

Faz-se necessario, portanto, compreender os mecanismos basicos pelos
quais a anorexia e as alteragées metabdlicas responsaveis pela caquexia se instalam
em individuos portadores de tumor.

ANOREXIA

A anorexia pode surgir de:

a) alteragdes na percepgéo do gosto ou cheiro da comida (DEWYS, 1982;
YOUNES & NOGUCHI, 2000; TISDALE, 2001; ARGILES et al, 1997);

b) Sensagio de saciedade precoce causada por tumores que envolvem o
trato gastrintestinal resultando em obstru¢gdo mecanica, anormalidades
na mucosa e distubios na digestdo e absorgdo (KNOX, 1983;
BALDUCCI & HARDY, 1985; YOUNES & NOGUCHI, 2000; TISDALE,
2001; ARGILES et al, 1997);

c) Causas psicolégicas como, por exemplo, depressdo (BALDUCCI &
HARDY, 1985; ARGILES et al, 1997);

d) Disfungdo no sistema adenilato-ciclase da membrana no hipotalamo
(TISDALE, 2001). RIVERA et al (1987), ARGILES et al (1997),
ARGILES & LOPEZ-SORIANO (1990, 1991), GARCIA-MARTINEZ et al
(1994) e LOPEZ-SORIANO et al (1996) levantaram a hipétese de que
aumento nos niveis sanguineos de lactato e acidos graxos ou
mudangas nos aminoacidos circulantes poderiam participar da
resposta anoréxica.

e) Aumento de triptofano no cérebro: o triptofano, precursor da
serotonina, desempenha papel na patogénese da anorexia
aumentando a atividade serotoninérgica do hipotalamo ventromedial. A
entrada de triptofano no cérebro é regulada por um sistema de
transporte especifico dividido com aminoécidos de cadeia ramificada



(BCAA), sendo que a incidéncia de anorexia diminuiu apés
administragdo oral de BCAA (CANGIANO et al, 1996; TISDALE, 2001).

f) Produgdo de citocinas, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interleucina-1 (IL-1), agem diretamente no cérebro causando
anorexia por inibigcdo da resposta adaptativa alimentar normal ao déficit
de energia (INUI, 1999); receptores para estas citocinas foram
detectadas nas areas envolvidas com o comportamento alimentar no
hipotalamo (LAVIANO et al, 1996; TISDALE, 2001).

Tentativas de reverter a caquexia em pacientes com cancer, através de
manipulagdo farmacolégica da ingestdo de alimentos, tém encontrado os mesmos
problemas da suplementagdo nutricional. Embora o antagonista da serotonina,
ciproheptadina, tenha efeito sobre o apetite, ele ndo evita a perda de massa
progressiva nos pacientes caquéticos (KARDINAL et al, 1990; TISDALE, 2001;
MacDONALD, 2000). Acetato de medroxiprogesterona melhora significantemente o
apetite mas ndo ha ganho de peso nos pacientes com doenga avangada (DOWNER et
al, 1993). O acetato de megestrol melhora o apetite levando a ganho de peso em parte
dos pacientes tratados, porém este ganho de peso ndo esta relacionado com aumento
da massa corporal magra (LOPRINZI et al, 1990). O papel das citocinas na anorexia
ainda ndo esta totalmente claro, uma vez que a pentoxifilina, em doses capazes de
diminuir os niveis de mRNA de TNF-alfa, ndo mostrou qualquer efeito benéfico sobre a
anorexia ou caquexia de pacientes com cancer, indicando que ndo sé o TNF-alfa
participa da resposta inibitéria do comportamento alimentar (GOLDBERG et al, 1995,
TISDALE, 2001). Estes resultados sugerem que alteragdes metabdlicas induzidas por
produtos tumorais sao significantes na perda tecidual em pacientes com caquexia.

METABOLISMO DA GLICOSE
A manutengdo do peso corporal requer uma inter-relagcdo entre

assimilagéo e gasto de energia. Sendo assim, a fome é acompanhada por queda no
consumo de oxigénio, enquanto o excesso de ingestdo de carboidratos esta associado



com aumento na termogénese. Esta inter-relacdo pode ser vista como um mecanismo

para economizar energia quando o consumo de calorias € baixo e, prevenir a

obesidade, quando ha excesso de alimento. Na caquexia do cancer, entretanto, a

frequente diminuigdo na ingestdo de calorias ndo € acompanhada por queda no gasto
de energia (ARGILES et al, 1997).
Diferentes mecanismos podem estar envolvidos neste gasto de energia

aumentado:
a)

b)

aumento da termogénese no tecido adiposo marrom (BAT): adipdcitos
marrons tém em suas mitocondrias uma proteina de 32 kDa,
denominada termogenina ou proteina desacopladora da cadeia
respiratéria (UCP), que tem como fungéo liberar energia na forma de
calor, sem utilizd-la para a sintese de ATP (NICHOLLS, 1983,
BIANCHI et al, 1989; OUDART et al, 1995; ARGILES et al, 1997).
Tumores consomem grandes quantidades de glicose resultando em
uma liberagdo macica de lactato; este é captado pelo figado que
sintetiza nova molécula de glicose. Este ciclo glicose-lactato-glicose é
conhecido como Ciclo de Cori (CORI & CORI, 1925; FERNANDES,
1989; ARGILES et al, 1997). E um processo metabdlico ineficiente,
com balango negativo na producéo de energia, uma vez que menor
namero de moléculas de ATP resultam da glicdlise do que sao
utilizadas para a sintese de glicose a partir do lactato (CORI & CORI,
1925; TAYEK, 1992; YOUNES & NOGUCHI, 2000; TISDALE, 1997,
2000).

METABOLISMO DE LIPiDIOS

A perda de gordura é frequentemente observada em doengas malignas
avangadas, mas também pode ocorrer em pacientes com cancer em estagios precoces,
quando o volume do tumor é ainda relativamente pequeno (COSTA et al, 1965;



YOUNES & NOGUCHI, 2000). ARGILES et al (1997) enumeraram trés motivos para
esta redugado da massa adiposa:

1) aumento da lipdlise, resultando em liberagdo de glicerol para a
gliconeogénese hepética e acidos graxos para serem utilizados como
substrato alternativo a glicose pelos tecidos periféricos (THOMPSON et
al, 1981). EDMONSON (1966) e TISDALE (2001) observaram que,
interessantemente, a oxidagdo de acidos graxos ndo é suprimida pela
administragéo de glicose, como acontece em individuos normais;

2) diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase (LPL), enzima
responsavel pela clivagem dos triacilglicerdis. O decréscimo de sua
atividade reduz a captacdo de acidos graxos pelos adipécitos,
comprometendo o armazenamento de lipidios (THOMPSON et al,
1981; LANZA-JACOBY et al, 1984; NOGUCHI et al, 1991);

3) redugdo da lipogénese; TORTI et al (1985) relataram uma atividade
menor das enzimas-chaves do processo de sintese de novo de acidos
graxos, acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintase.

KHAN & TISDALE (1999) e TISDALE (2001) relataram, ainda, a presenga
do fator mobilizador de lipidios (LMF), produzido pelas células tumorais, que agiria
diretamente sobre os adipécitos estimulando a lipdlise de maneira dependente de AMP-
ciclico, através de mecanismo similar ao dos horménios lipoliticos. Este fator foi isolado
de um tumor murino indutor de caquexia — MAC 16 — e da urina de pacientes com
carcinoma pancreatico com perda de peso estabelecida (TODOROV et al, 1998).

METABOLISMO DE PROTEINAS

Fisiologicamente, durante o jejum, aminoacidos s&o mobilizados do
musculo esquelético e, no figado, sédo substratos para a gliconeogénese hepatica.
Porém, reducdo muito prolongada da ingestdo alimentar leva a diminuicdo da
degradacéo das proteinas musculares, evitando desequilibrio de nitrogénio e deplecéo
muscular. Este mecanismo de conservagdo de nitrogénio esta ausente em individuos



portadores de cancer que desenvolvem caquexia, produzindo balango negativo de
nitrogénio (ARGILES et al., 1997).

ARGILES & LOPEZ-SORIANO (1996), LECKER et al (1999) e TISDALE
(2001) relataram que a perda de musculo esquelético em pacientes com cancer pode
resultar da diminuigdo na sintese e/ou aumento na quebra de proteinas, sendo que a
principal via responsavel pelo catabolismo protéico é a dependente de ATP-ubiquitina; a
ubiquitina se liga covalentemente a proteina servindo como sinal para degradagéo no
proteossomo. Este processo requer ATP e contribui para 0 aumento no dispéndio de
energia. Do mesmo modo, CARBO et al.(1997) afirmaram que o catabolismo
exacerbado, que afeta o tecido muscular esquelético, tem como principal causa a
hiperativagado do sistema proteolitico dependente de ATP-ubiquitina.

MEDIADORES DA CAQUEXIA

O estudo crescente da sindrome da caquexia demonstrou 0 envolvimento
de mediadores quimicos na produgéo deste quadro, mediadores estes que podem
originar-se do tumor ou do sistema imunolégico do hospedeiro em resposta a um
estimulo invasor (ARGILES et al, 1997).

COLEY (1893), um cirurgido nova-iorquino, observou que, em alguns de
seus pacientes, havia regressdo de tumores em resposta a infecgdo ou toxinas
bacterianas. Mais recentemente, em 1975, identificou-se um mediador endégeno
responsavel por provocar necrose hemorragica de tumor, que foi entdo denominado
como fator de necrose tumoral - TNF (CARSWELL et al, 1975). Uma década mais
tarde, outros pesquisadores isolaram um fator de macréfagos, estimulados por
endotoxina, que inibiu a atividade da enzima LPL em cultura de adipdcitos e, quando
injetada em animais, promoveu muitos dos sinais da caquexia; esta molécula foi entdo
denominada caquectina (BEUTLER et al, 1985a; BEUTLER et al, 1985b; MATTHYS &
BILLIAU, 1997).

O TNF-alfa ou caquectina — que mais tarde revelaram-se idénticas - € um
peptideo de 17kDa com 157 aminoacidos, produzido principalmente por macréfagos e



mondécitos. Mais tarde foi demonstrado ser também produzido por células T, células NK
e mastécitos (MATTHYS & BILLIAU, 1997). Receptores para TNF tém sido identificados
em praticamente todos os tecidos (BEUTLER & CERAMI, 1986). Sua meia-vida é de
14-18 minutos em humanos e 10 minutos em ratos (FLICK & GIFFORD, 1986). O TNF
exerce uma variedade de efeitos, tais como promog¢éo de crescimento, angiogénese,
citotoxicidade, inflamag&o e imunomodulacdo (ARGILES et al, 1997).

O TNF, por diminuir a atividade da enzima LPL, induz hipertrigliceridemia
por comprometer a captagdo de triacilgliceréis pelo tecido adiposo. Além disso, TNF
inibe o transporte de glicose nos adipdcitos, comprometendo o substrato para a
lipogénese (ARGILES et al., 1997; TORTI et al., 1985). Entretanto, apesar do TNF ter
importante papel como mediador da caquexia em individuos portadores de tumor, os
desarranjos metabdlicos observados nesta sindrome ndo podem ser explicados
somente por este fator (ARGILES et al., 1997). O desenvolvimento da caquexia, em
ratos portadores de tumor, foi observado mesmo na auséncia do TNF, sugerindo o
envolvimento de outras citocinas nas alteragdes metabdlicas presentes na sindrome
caquética, identificadas como interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), y-interferon (y-IFN) e
outras. As interleucinas sé@o proteinas secretadas pelas células do sistema imunitario
que tém como fungdo, mediar as interagdes entre leucécitos para a produgdo da
resposta imunoldgica, sem se ligar a antigenos. No entanto, elas podem ter origem e
acéo em outros tipos celulares, como é o caso das ILs 1 e 6 (ALBERTS et al., 1997). A
IL-1, produzida principalmente por macréfagos e células endoteliais, € uma citocina
inflamatoria com atividades biolégicas que, em muitos aspectos, assemelham-se
aquelas do TNF, sendo capaz de inibir a atividade da enzima LPL e estimular a lipdlise
em adipdcitos em cultura (MATTHYS & BILLIAU, 1997).

A IL-6, proteina de 26 kDa, possui amplo espectro de agdo e é secretada
por vérios tipos celulares. Receptores especificos de alta afinidade para IL-6 est&o
distribuidos em muitas células diferentes por todo o organismo (YOUNES & NOGUCHI,
2000). BLACK et al (1991) observaram que a IL-6 foi capaz de promover, por si S0,
caquexia em ratos. MATTHYS & BILLIAU (1997) relataram ag&o estimulatéria da IL-1
sobre a produgdo de IL-6, podendo haver produgdo de IL-1 por macréfagos infiltrados
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no tumor que, por sua vez, potencializaria a produ¢do de IL-6 por células tumorais,
contribuindo para o processo caquético. ARGILES et al (1997) observaram que a
associagcdo de TNF e outras citocinas, tais como a IL-1, pode ser responsével pelo
aumento na termogénese do tecido adiposo marrom contribuindo para o desequilibrio
no metabolismo de energia observado no estado caquético. Além disso, a presenga de
receptores para TNF em tecido muscular sugere que ha uma agéo direta desta citocina
no processo proteolitico. Além do TNF e interleucinas, outra citocina certamente
envolvida nos processos metabélicos que levam a caquexia é o interferon-gama (IFN-y).
Esta molécula produzida por células NK (natural killer) e T ativadas, possui agbes
biolégicas que se sobrepdem aquelas do TNF (ARGILES et al, 1997). Embora o IFN-y,
assim como TNF-a e IL-1, provoque aumento na expressdo génica de ubiquitina em
musculo esquelético de ratos, apés administragido endovenosa (LLOVERA et al, 1998),
o nivel sérico desta citocina ndo tem correlagdo com a perda de peso e anorexia de
pacientes com cancer (MALTONI et al, 1997). Assim, pode-se dizer que as citocinas
formam uma rede imuno-regulatéria essencial para a defesa contra agentes nocivos,
tais como virus, bactérias, parasitas e células cancerosas. Entretanto, em doengas
cronicas e persistentes, ha o perigo de uma superprodugéo, quando entdo aparecem
sintomas decorrentes de interagdes sinergisticas ou antagonistas entre estas citocinas
(MATTHYS & BILLIAU, 1997).

Além das citocinas, TISDALE (1997) observou que fatores catabdlicos
produzidos pelo tumor agiam diretamente sobre muculo esquelético e tecido adiposo.
Tais fatores foram denominados, respectivamente, de fatores mobilizadores de
proteinas (PMF) e fatores mobilizadores de lipidios (LMF).

Varios autores citam também as prostaglandinas da série E2 (PGE2)
como atuantes na indugéo da caquexia (RODEMANN & GOLDBERG, 1982; ROE et al,
1997) elou promogao do crescimento tumoral (PRESCOTT & FITZPATRICK, 2000). As
prostaglandinas sdo substancias formadas a partir do acido araquidénico pela agéo da
enzima cicloxigenase — COX (esquema 1). A primeira etapa na sintese de
prostaglandinas é a hidrélise do fosfolipidio da membrana resultando em araquidonato
livre em uma reagéo catalisada pela fosfolipase A2. Entdo, por acéo da COX, oxigénio
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molecular é inserido no acido araquidénico produzindo um intermediario instavel, a
prostaglandina G2 (PGG2), que é convertida em prostaglandina H2 (PGH2). Apés,
isomerases especificas convertem PGH2 em diferentes prostaglandinas, entre elas a
PGE2. (DANNENBERG et al, 2001).

Ha duas isoformas de COX: a COX-1 é constitutiva na maioria dos tecidos
e parece mediar a produgdo de PGs que controlam fungles fisiolégicas normais, tais
como a manutengdo da mucosa gastrica. A COX-2, indetectavel em tecidos normais, é
induzida por estimulos proinflamatérios e mitogénicos e age aumentando a sintese de
prostaglandinas em tecidos inflamados e neoplasicos (DANNENBERG et al, 2001).
PRESCOTT & FITZPATRICK (2000) afirmaram que uma vez que a COX-2 seja
induzida e catalise a oxidagdo do acido araquidénico, ha produgéo de prostaglandinas e
subprodutos altamente reativos, que podem acelerar o processo carcinogénico.
Entretanto, o mecanismo pelo qual isto acontece ainda n&o esta claro. E possivel que a
catélise pela COX-2 remova um agente de protegdo e gere um ou mais agentes
oncogénicos.
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ESQUEMA 1 - Biossintese de prostaglandinas. PG, prostaglandina; TX, tromboxana.
(Adaptado de DANNENBERG et al, 2001).
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REVERSAO DA CAQUEXIA

Sendo a sindrome da caquexia no cancer um quadro complexo e
multifatorial que envolve alteragdes metabdlicas, hormonais e imunolégicas que
induzem a anorexia e intenso catabolismo do hospedeiro (FERNANDES et al., 1991;
TRACEY et al,, 1987), esta ndo pode ser sanada apenas com suplementagdo oral,
enteral ou parenteral (TISDALE, 1997; SAKURAI & KLEIN, 1998; PEARLSTONE et al,
1995). As estratégias farmacoldgicas sugeridas para reverter a caquexia devem atuar
sobre os desarranjos metabdlicos e combater a anorexia (ARGILES et al., 1997).

Corticoides e progestagenos sdo administrados com o objetivo de
aumentar a ingestdo protéico-calérica (ARGILES et al, 1997; PUCCIO &
NATHANSON,1997). No entanto, o0 aumento de peso dos portadores de céncer,
demonstrado nestes casos, foi acompanhado pelo dobro do aumento da massa
tumoral, ou ainda, com retengdo liquida e nenhum aumento significativo de massa
magra no hospedeiro (ARGILES et al., 1997).

A degradagao intracelular de proteinas é dependente de duas vias basicas
que operam em diferentes compartimentos. Uma via é lisossomal, envolvida na
degradagdo de proteinas endocitadas e de membrana. A outra via é citosdlica, ATP-
dependente e requer como sinal um peptideo denominado ubiquitina ligado a proteina a
ser degradada (ARGILES & LOPEZ-SORIANO, 1996). Este processo n&o-lisossomal
tem sido indicado como mecanismo primario do catabolismo de proteinas musculares
durante a caquexia no cancer (BARACOS, 2000). Proteinas “marcadas” com muiltiplas
ubiquitinas sdo alvo de degradagdo em estruturas chamadas proteossomos. Um
proteossomo contém um cilindro central formado por proteases cujos sitios ativos
parecem estar voltados para sua cdmara interna (ALBERTS et al, 1999). LLOVERA et
al (1998) observaram que a perda muscular na caquexia é causada por aumento na
quebra de proteinas com pouco ou nenhuma mudanga na sintese das mesmas e que
diferentes citocinas, tais como TNF, IL-1 e IFN-y, aumentam a expressdo génica da
ubiquitina. A utilizagdo de inibidores proteoliticos, que possam diminuir a agdo do
sistema proteolitico ATP-ubiquitina-dependente, e agentes proteogénicos foi sugerida
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como possivel estratégia para reversdo da caquexia, pelas agbes antagonistas destas
moléculas as alteragbes no metabolismo de proteinas que ocorrem nos individuos
caquéticos (TISDALE, 1997, MATTHYS & BILLIAU, 1997, BARACOS,2000). Neste
item, tem se destacado a utilizacdo de anabolizantes musculares, como os agonistas
Bz-adrenérgicos (STALLION et al., 1993) tais como o salmeterol, salbutamo! (CARBO et
al., 1997) e principaimente o clenbuterol (CARBO et al., 1997; HYLTANDER et al.,
1993). Agonistas B>-adrenérgicos causam crescimento e hipertrofia muscular, redugdo
de gordura corporal e séo capazes, em ratos caquéticos, de reverter a perda muscular
através da inativagdo do sistema proteolitico ATP-dependente (CARBO et al, 1997).

A administragdo de insulina tem sido demonstrada ser capaz de reverter a
caquexia e reduzir a velocidade de crescimento tumoral (FERNANDES, 1990),
possivelmente devido aos seus efeitos anabdlicos, minimizando a degradagdo de
lipidios e proteinas (COSTELLI et al, 1999; PEARLSTONE et al,1994). FERNANDES et
al (1991) observaram que, desde que a responsividade dos tecidos periféricos a
insulina seja normal, a administracdo de insulina pode aumentar a utilizagéo de glicose
por estes tecidos, diminuindo a proteélise e também a disponibilidade de glicose para o
tumor, reduzindo sua velocidade de crescimento.

Uma vez que varios tumores apresentam taxas elevadas de secre¢do de
prostaglandinas, o uso de antiinflamatérios inibidores da enzima COX vem
demonstrando eficicia no combate a caquexia em individuos portadores de tumor
(HOMEM-DE-BITTENCOURT JR et al.,, 1989; SHIFF et al., 1996; LIAW et al., 1998).
KRAUSE & DUBOIS (2000) observaram que ha diminuigdo no risco de cancer de célon
em pessoas que fazem uso prolongado de antiinflamatérios néo esterdides.
GREENBERG & BARON (1996) e HLA et al (1999) relataram agéo inibitéria da COX-2
sobre a apoptose das células epiteliais do célon. Sendo assim, a COX-2 tém se tornado
um potencial alvo farmacolégico para a prevengéo de alguns tipos de cancer, tais como
o de célon, sendo que inibidores seletivos desta enzima tém reduzido a velocidade de
crescimento de tumores estabelecidos e portanto alcangando bons resultados como
coadjuvante de tratamentos convencionais (PRESCOTT & FITZPATRICK, 2000;
DANNENBERG et al, 2001).
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A associagao de naproxeno — um antiinflamatério ndo esteréide inibidor de
prostaglandinas — clenbuterol e insulina mostrou ser um tratamento eficaz para reducdo
da velocidade de crescimento tumoral e reversdo parcial da caquexia em ratos
portadores do tumor de walker 256 (PIFFAR, 1999).

SAUER et al (2001) ressaltaram que fatores nutricionais também podem
influenciar a carcinogénese e o crescimento de tumores, realcando ou atenuando
processos neoplasicos. Dentre estes fatores, os acidos graxos poliinsaturados,
particularmente os pertencentes a familia 6mega-3 (w-3), tém despertado interesse
entre os pesquisadores devido as suas possiveis propriedades preventivas e/ou
terapéuticas sobre o cancer e condicées paraneoplasicas. Por outro lado, os &cidos
graxos saturados tém sido associados a predisposi¢éo ao desenvolvimento de cancer.

ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Acidos graxos sdo acidos monocarboxilicos com cadeia normal e nimero
par de atomos de carbono. Conforme a presencga (ou auséncia) de duplas ligagdes, sdo
classificados da seguinte maneira:

a) éacidos graxos saturados: sem duplas ligagdes;

b) acidos graxos monoinsaturados: uma dupla ligagéo;

c) acidos graxos poliinsaturados: duas ou mais duplas ligagdes (FELTRE

& YOSHINAGA, 1975).

A nomenclatura dos acidos graxos é feita pela numeragéo ou identificagéo
por letras gregas dos atomos de carbono, a partir do grupo funcional carboxila —
numeragéo A (delta) ou sistema de letras gregas — ou a partir do carbono mais distante
da carboxila — sistema de numeragéo n ou w (ALEXANDER, 1998; ROSE & CONNOLY,
1999). Ver quadro 1.
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QUADRO 1 - No sistema n ou w o niimero de atomos de carbono é mostrado apés o C;
o numero de duplas ligagbes aparece apds os dois pontos; 0 nimero apds o n (ou w)
representa o local da primeira dupla ligagdo a partir do carbono mais distante da
carboxila. No sistema A, os locais das duplas ligagdes, quando existentes, aparecem
antes do numero de atomos de carbono.

ESTRUTURA

ESTRUTURA

TIPO NOME ) OBSERVACOES
(sistema n ou w) (SISTEMA A)

2
< Acido laurico C12:0 12:0
— Acido miristico C14:0 14:0
< .
2] Acido palmitico C16:.0 16:0

Acido estearico C18:0 18:0
Q
2
>
<
) Acido palmitoléico C16:1n7 9-16:1 Acido parental
®
% Acido oléico C18:1n9 9-18:1 Acido parental
o Acido linoléico C18:2n6 9,12-18:2 Acido parental
a
< Acido y-linolénico C18:3n6 6,9,12-18:3
2 | Acido araquidénico C20:4n6 5,8,11,14-20:4
<
g
g Acido a-linolénico C18:3n3 9,12,15-18:3 Acido parental
@ | Ac. Eicosapentaendico C20:5n3 5,8,11,14,17-20:5

Ac. Docosahexaenéico C22:6n3 4,7,10,13,16,19-22:6




17

As familias dos acidos graxos insaturados sdo designadas dmega-3 (w-3),
6mega-6 (w-6) e Smega-9 (w-9). Todos 0s membros de uma mesma familia podem ser
sintetizados biologicamente a partir do acido parental, mas nao podem ser
interconvertidos (ROSE & CONNOLY, 1999). Através da lipogénese, mamiferos
sintetizam acidos graxos insaturados parentais das familias w-7 (palmitoléico) e w-9
(oléico). A partir deles, todos os demais membros da mesma familia podem ser
sintetizados por alongamentos e desaturagdes sucessivas. As desaturases humanas
podem inserir duplas ligagdes apenas entre o carbono 10 e o grupo carboxila, tornando
inviavel a lipogénese das classes w-6 e w-3, a menos que algum dos membros destas
familias estejam presentes na dieta. Por este motivo, os acidos linoléico (w-6) e a-
linolénico (w-3) sdo chamados de essenciais, pois devem estar presentes na dieta e
podem ser convertidos em qualquer outro membro da respectiva familia. Assim, o acido
alfa-linolénico é convertido em &acido eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA), enquanto o acido linoléico é o precursor do acido araquiddnico (AA). Estes
eventos, resumidos no esquema 2, envolvem aumento no tamanho da cadeia e no grau
de insaturagdo, através da adicdo de duplas ligagdes entre as ja existentes e o grupo
carboxila (DE GOMEZ DUMM & BRENNER, 1975; ROSE & CONNOLY, 1999).

O &cido linoléico, um acido graxo poliinsaturado (PUFA) w-6, & abundante
na dieta ocidental, sendo o principal acido graxo nos 6leos de girassol, milho, soja,
acafrdo e semente de algoddo. Embora seja um acido graxo essencial, o consumo de
modestas quantias — equivalente a 1% do total de calorias — € suficiente para
prevengéo contra a deficiéncia de acidos graxos essenciais (SAUER et al, 2001).
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ESQUEMA 2 - Metabolismo do acido a-linolénico (LNA) para EPA e DHA e do acido
linoléico (LA) para acido araquidénico (AA). (Adaptado de YOUDIM et al, 2000).

C18:2n6 (LA) C18:3n3 (LNA)
ﬂ SR A° desaturase | e > ﬂ
C18:3n6 (y-LNA) C18:4n3
ﬂ D B elongase | . > ﬁ
C20:3n6 C20:4n3
@ @ A° desaturase | .o > ﬂ
C20:4n6 (AA) C20:5n3 (EPA)
ﬂ D — elongase | e > ﬂ
C22:4n6 C22:5n3

@ R A* desaturase | .o > ﬁ

C22:5n6 C22:6n3 (DHA)
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Os acidos graxos poliinsaturados w-3 (PUFAs w-3) presentes em 6leos
vegetais estdo principalmente na forma de acido a-linolénico. Importantes fontes na
dieta sdo o 6leo de canola e o de soja. Oleos de peixes marinhos tém contetido maior
de PUFAs w-3, presentes na forma de é&cido eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) (ALEXANDER, 1998).

Nas células, os acidos graxos servem como reserva de energia e séo
armazenados no citoplasma na forma de goticulas de moléculas de triacilgliceréis, que
consistem de trés cadeias de acidos graxos ligadas a uma molécula de glicerol
(esquema 3) (CURI et al, 2002).

Os acidos graxos também estdo presentes nas membranas celulares, as
quais sdo compostas principalmente de fosfolipidios, que diferenciam-se dos
triacilglicerdis por possuirem apenas duas cadeias de acidos graxos ligadas ao glicerol;
a terceira posi¢ao do glicerol esta ligada a um grupo fosfato hidrofilico que, por sua vez,
esta ligado a um outro composto hidrofilico pequeno, como por exemplo, a colina
(esquema 4). Esta estrutura confere aos fosfolipidios propriedades fisicas e quimicas
que lhes permitem formar membrana em meio aquoso, através da combinagédo de suas
regibes hidrofdbicas de acidos graxos, originando uma bicamada de lipidios, que é a
base estrutural de toda membrana celular (esquema 5) (ALBERTS et al, 1999).
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ESQUEMA 3 - Representagéo do glicerol e triacilglicerol
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ESQUEMA 4 - Representagéo do fosfolipidio.
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ESQUEMA 5 - Representagédo da membrana plasmatica.
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Os tipos de lipidios e sua distribuicdo na membrana celular podem ser
alterados pela disponibilidade de lipidios presentes na dieta, particularmente pelos
PUFAs. A composigao lipidica da membrana celular exerce influéncia sobre sua fluidez,
formagao de receptores, ativagéo de vias de sinalizaggo intracelular e outras respostas
biologicas (ALEXANDER, 1998). Os principais acidos graxos incorporados &8 membrana
celular em humanos s&o o EPA e DHA (w-3), acido araquiddnico (w-6) e acido oléico
(w-9). Sob uma variedade de estimulos, os acidos graxos s&o liberados dos
fosfolipidios para sofrer degradagédo enzimatica e transformarem-se em eicosandéides. O
acido araquidonico, EPA e DHA sdo os principais substratos para a formagdo de
eicosandides (ALEXANDER, 1998). Eicosandides s@o metabdlitos do &acido
araquidénico e incluem prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas. Apds ser
removido da membrana pela fosfolipase, o acido araquiddnico é convertido em
prostaglandina por agdo das enzimas cicloxigenase 1 ou 2, como ja comentado
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anteriormente (ver esquema 1, p.12) (KRAUSE & DUBOIS, 2000; ATAY et al, 2000). Os
eicosanotides derivados dos PUFAs w-3 sdo menos potentes para induzir respostas
celulares do que os derivados do acido araquidbnico e, assim, sdo usualmente
associados com menor poténcia da resposta inflamatéria (ALEXANDER, 1998). Alguns
efeitos biolégicos decorrentes do processo inflamatério, tais como lipélise, protedlise e
neovascularizagao podem agravar o0 quadro de desordens cronicas, como no céncer
(O'SULLIVAN et al, 1995; CALDER, 2001). Assim, os PUFAs w-3 podem exercer efeito
benéfico no tratamento e prevengéo de tais desordens. Estudos epidemiolégicos em
esquimés e japoneses apontaram uma elevag¢ao na incidéncia de certos tipos de cancer
— mama, cdlon e préstata — apdés a ocidentalizacdo da dieta de tais populagdes,
resultado de menor consumo de peixe e maior de gordura saturada e PUFAs w-6
(BANG et al, 1976; NIELSEN & HANSEN, 1980; KARMALI, 1996). Outros estudos
relataram incidéncia e mortalidade reduzidas por certos tipos de cancer em populagdes
com dietas ricas em PUFAs w-3 (KAIZER et al, 1989; KROMHOUT, 1990; CAYGILL &
HILL, 1995; CAYGILL et al, 1996; FINSTAD et al, 2000).

Varios estudos tém apontado também uma correlagédo entre PUFAs w-3 e
resposta imunolégica atenuada, com influéncia destes acidos graxos sobre a regulagéo
e acéo de citocinas, incluindo fatores de crescimento, linfocinas (interleucinas), TNF-a e
B, interferon a, B e y, e outros. As citocinas ndo entram nas células e seus efeitos sobre
elas sdo exercidos via interagdo com receptores da membrana plasmatica (KARMALI,
1996). Os mecanismos de transdugéo de sinais envolvem segundos mensageiros, tais
como via adenilato ciclase e AMP ciclico, inositol 3 fosfato, diacilgliceréis e fosfolipases
(esquema 6) (CLEMENS, 1991; KARMALI, 1996; ALEXANDER, 1998).
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ESQUEMA 6 - Vias de sinalizag&o celular. AC, adenilato ciclase; Plase A2, fosfolipase
A2; PKA, proteina quinase A; PKC, proteina quinase C; DAG, diacilglicerol; IP3, inositol
trifosfato; P-proteina, proteina fosforilada; CAM, calmodulina; cAMP, AMP ciclico; Plase
C, fosfolipase C; RE, reticulo endoplasmaético.
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Estudos clinicos e experimentais sugerem que os PUFAs w-3 tém efeitos
protetores contra o desenvolvimento, crescimento e progressdo de varios tipos de
cancer. Estes efeitos podem ser devido a redugcdo da multiplicacdo celular, como
observado em células cancerosas incubadas com tais acidos graxos poliinsaturados
(MENGEAUD et al, 1992; NOGUCHI et al, 1995; PANDALAI et al, 1996, SCHONBERG
& SKORPEN, 1997; FINSTAD et al, 2000). Os mecanismos pelos quais os PUFAs w-3
inibem crescimento tumoral, além de outros beneficios, tais como regulagcdo do
equilibrio energético do organismo (CLARKE, 2000; PRICE et al, 2000, BARBER, 2001)
e modulagéo da resposta imunoldgica (CALDER, 2001; LANZA-JACOBY et al, 2001),
ainda nao estio totalmente esclarecidos. MEYDANI (1996) observou que a
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superproducdo de citocinas presente em doengas cronicas, inflamatérias, autoimunes e
neoplasicas pode ser reduzida por PUFAs w-3. KARMALI (1996) sugeriu que a ag¢éo
dos PUFAs w-3 emerge de fungbes bioquimicas diversas e complexas do EPA e DHA
como componentes estruturais dos fosfolipidios de membrana e do EPA como inibidor
competitivo do metabolismo do &cido araquiddnico, além da modulagdo da atividade de
citocinas, particularmente do TNF, durante a caquexia no cancer. SAUER et al (2000)
propuseram um mecanismo pelo qual os PUFAs w-3, através de transdugdo de sinais,
controlariam a assimilagéo de acido linoléico pela célula tumoral inibindo a transcrigéo
de fatores de crescimento. FINSTAD et al (2000) demonstraram que a assimilagéo e
incorporagdo do EPA, dentro de corpos lipidicos intracelulares pode estar
correlacionada a indugdo de apoptose em células leucémicas. LIU et al (2001)
ressaltaram a importancia da razéo entre PUFAs w-6 e w-3 na dieta, uma vez que o
acido araquidonico pode diminuir os efeitos benéficos do DHA e ser um fator
significante na mediagdo do crescimento tumoral. PETRIK et al (2000) afirmaram que
os efeitos anticancerigenos da dieta com EPA estao relacionados com sua capacidade
de reduzir o conteudo ou o metabolismo do acido araquiddnico nos tecidos. Eles
utilizaram um inibidor seletivo da enzima A®desaturase (ver esquema 2, p.18) para
modificar o metabolismo do &cido araquidénico, e obtiveram decréscimo em numero e
tamanho de tumores em camundongos “nude” portadores de cancer de célon humano.
COLLETT et al (2001) observaram que os PUFAs w-3 reduzem a presenga de
proteinas ras na membrana, afetando sua ativagcdo. Em virtude do papel central desta
classe de proteinas no desenvolvimento do céancer de célon, este achado pode explicar
em parte porque dietas com 6leo de peixe previnem este tipo de cancer.

Sendo assim, parece licito sugerir que os acidos graxos poliinsaturados w-
3 poderiam ser utilizados como coadjuvantes no combate & caquexia no cancer,
aliando-se a estratégias farmacolégicas e fatores nutricionais, na busca de melhoria na
qualidade de vida dos individuos portadores de tumor.



OBJETIVO

Suplementacgéo alimentar com éleo de peixe (rico em acidos graxos w-3)
melhora a capacidade do organismo em responder ao desenvolvimento de tumores e
no estabelecimento da caquexia. Resposta semelhante é obtida em ratos portadores de
tumor tratados com naproxeno, clenbuterol e insulina. O presente trabalho investigou se
a associacdo destes farmacos com a suplementagdo nutricional induz a resultados
melhores do que os obtidos individualmente com cada um deles.



MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar, com 21 dias de vida, obtidas do Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR, foram submetidas a ciclo claro/escuro (12/12 horas) com
agua e alimentacéo a vontade, em caixas com no maximo seis animais, em ambiente
com temperatura controlada de 23°C + 1°C e suplementadas diariamente com 1g/Kg
p.c. de dleo de peixe (MaxEPA, Prodome), ou 6leo de céco (Industria Brasileira Refino
de Oleos do Brasil Ltda.), até atingirem a maturidade sexual (90 dias), quando entdo
foram colocadas para reprodu¢do com machos nédo submetidos a esta suplementagéo.
Os machos resultantes (F1) foram tratados da mesma maneira que as suas maes,
divididos em trés grupos conforme a suplementagdo alimentar. 6leo de coco (grupo
saturado), 6leo de peixe (grupo poliinsaturado) e grupo controle. A cada dois dias foi
monitorada a evolu¢do da massa corporea de todos os ratos em balanca digital Denver
Instrument XL-410, sempre no periodo vespertino. Ao atingirem a idade aduita (90
dias), estes ratos foram inoculados com suspensdo de células (2 x 10" células/mL)
obtidas do tumor ascitico de Walker 256 (W), quando entdo os grupos saturado (S) e
poliinsaturado (P) foram divididos em 5 subgrupos cada um: n&o portador de tumor
(denominados S e P, respectivamente), portador de tumor sem tratamento
(denominados SW e PW), portador de tumor tratado com naproxeno (SWN e PWN),
portador de tumor tratado com naproxeno + clenbuterol (SWNC e PWNC) e portador de
tumor tratado com naproxeno + clenbuterol + insulina (SWNCI e PWNCI); e o grupo
controle foi dividido em 2 subgrupos, um portador de tumor (W) e outro ndo portador de
tumor (C), resultando num total de 12 grupos de trabalho (ver diagrama, p.27).

Os tratamentos foram iniciados 4 dias apds a inoculagdo, quando o tumor
era palpavel, injetando-se 1U/100g de peso corpéreo, subcutaneamente a cada dois
dias, insulina (NPH U-100, Biobras, Brasil); 0,1 mg/mL adicionados & agua de beber,
trocada diariamente, de naproxeno (Naprosyn, Sintex Corporation, USA); e 0,15 mg/Kg
de peso corpbreo, injetado todos os dias subcutaneamente, de clenbuterol
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(Ventipulmin, Boehringer Ingelheim, México). Apds 14 dias da inoculagéo das células
tumorais, os animais foram sacrificados.

DIAGRAMA DE FASES DO EXPERIMENTO

RATAS
21 dias
S C P
90 dias 90 dias 90 dias
copula copula cbdpula
F1 F1 F1
Machos Machos Machos

|
-l

v v v v

SW SWN SWNC SWNCI

o

» <

vov vy

PW PWN PWNC PWNCI

v



C grupo controle: animais sem tumor e/ou suplementacéo
W Grupo com tumor: animais inoculados com tumor de Walker 256 que
ndo receberam suplementagéo e/ou tratamento
s Grupo saturado: animais suplementados com acido graxo saturado
(6leo de coco)
SW Grupo saturado com tumor: animais suplementados com &cido
graxo saturado e inoculados com tumor de Walker 256
SWN Grupo saturado com tumor tratado com naproxeno
SWNC Grupo saturado com tumor tratado com naproxeno + clenbuterol
Grupo saturado com tumor tratado com naproxeno + clenbuterol +
SWNCI
insulina
P Grupo poliinsaturado: animais suplementados com A&cido graxo
poliinsaturado émega-3 (6leo de peixe)
oW Grupo poliinsaturado com tumor: animais suplementados com acido
graxo poliinsaturado e inoculados com tumor de Walker 256
PWN Grupo poliinsaturado com tumor tratado com naproxeno
Grupo poliinsaturado com tumor tratado com naproxeno +
PWNC
clenbuterol
Grupo poliinsaturado com tumor tratado com naproxeno +
PWNCI

clenbuterol + insulina

28
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OBTENGAO E TRANSPLANTE DAS CELULAS TUMORAIS

Em um animal portador de tumor ascitico de Walker 256 foi injetado 10 mL
de solugéo salina, apés seu sacrificio por deslocamento cervical. Com auxilio de pipeta
Pasteur de plastico, coletou-se o liquido ascitico peritoneal, obtendo-se um volume
aproximado de 30-40 mL. Uma aliquota de 0,1 mL foi retirada para contagem do
numero de células. Apos contagem em cadmara de Neubauer, utilizando o corante vital
azul de Trypan, 1mL da suspensdo (contendo 2x10’ células) foi injetado
subcutaneamente nos animais (FERNANDES et al., 1991). Os ratos do grupo controle
foram inoculados com 1mL de solugéo salina 0,9%.

DETERMINACAO DO PESO DO TUMOR, BAGO E CORAGAO

Apds o sacrificio, tumor, bago e coragdo foram removidos do animal e
pesados em balanga Denver Instrument XL-410.

PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

1. Determinagéo das concentragdes plasmaticas

a) Glicose: pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kit da
Labtest Diagnéstica, segundo TRINDER (1969). As amostras foram
preparadas seguindo instrugdes do fabricante. A glicose oxidase
(GOD) catalisa a oxidagdo da glicose de acordo com a seguinte
reacao:

GOD
Glicose + O; + HO — > 4cido glucénico + H.0;

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e
fenol, sob ag&o catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reagéo
oxidativa de acoplamento, formando uma antipirilquinonimina vermeiha
cuja intensidade de cor é proporcional a concentragdo de glicose na
amostra.
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POD

2 H;0; + 4-aminoantipirina + fenol —® antipirilquinonimina + 4 H,O

A leitura das absorbancias das amostras foram feitas em 505 nm, e a

concentragéo de glicose foi determinada através do seguinte calculo:

Glicose (mg/dL) = Absorbancia da amostra x 100

b)

Absorbancia do padréo

Insulina: por radioimunoensaio. Este método é baseado na competi¢do
entre a insulina de porco marcada com radioisétopo ‘%l e a insulina de
rato fria (ndo marcada) pelo anticorpo anti-insulina produzido na
cobaia. Mantendo-se constante a quantidade de horménio radioativo e
do anticorpo, a formacdo do complexo insulina marcada — anticorpo
depende da quantidade de insulina fria presente na solugdo padrdo. O
complexo antigeno — anticorpo pode ser faciimente precipitado pela
adsorgéo do horménio ao polietileno glicol (PM 6000), uma modificagdo
do método original que utilizava uma anti-gamaglobulina de cobaia
produzida no coelho como precipitante, conforme MORGAN &
LAZAROW (1963) e PUPO & MARREIRO (1970). A concentragdo do
hormdnio na amostra foi determinada pela quantificagdo de radiagdo
gama.

Colesterol total: pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kit
da Labtest Diagnédstica. As amostras foram preparadas seguindo
instrucdes do fabricante. A concentragdo de colesterol total e
determinada de acordo com as seguintes reagdes:

Esteres de colesterol _coestercl esterase _ colesterol + acidos graxos
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Colesterol + O, __Colesterol oxidase » Colest-4-en-ona + H,0,

2 H202 + fenol + 4-aminoantipiring __Peroxidase

H20

Antipirilqguinonimina + 4

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a
colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol
oxidase a colest-4-en-ona e peréxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e perdxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina séo
oxidados formando a antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelha
formada na reagéo final é diretamente proporcional & concentragdo do
colesterol na amostra.

A leitura das absorbancias das amostras foi feita em 500 nm, e a
concentragéo de colesterol determinada através do seguinte calculo:

Colesterol (mg/dL) = Absorbéncia da amostra x 200
Absorbancia do padréo

d) Colesterol HDL: pelo método enzimatico, utilizando-se kit da Labtest
Diagnéstica. As amostras foram preparadas seguindo instrugbées do
fabricante. A concentragdo de colesterol HDL é determinado de acordo
com 0 seguinte principio:

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de baixa
densidade (LDL) s&o precipitadas e, apds centrifugacdo, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL) é determinado no
sobrenadante.

A leitura das absorbancias das amostras foi feita em 500 nm, e a
concentragdo de colesterol determinada através do seguinte caiculo:

Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbéncia da amostra x 40
Absorbéncia do padrao
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e) Lipidios totais: por método colorimétrico, utilizando-se kit da CELM —
Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos (FRINGS & DUNN, 1970).
As amostras foram preparadas seguindo instru¢des do fabricante. Os
lipidios séricos, incluindo os &cidos graxos insaturados livres e
esterificados e o colesterol livre e seus ésteres, reagem com a vanilina
em meio fosférico, primeiramente reagindo em acido sulfurico
aquecido. O cromégeno rosa violaceo assim obtido é lido
espectrofotometricamente em 530 nm e é proporcional a concentragéo
dos lipidios totais da amostra, que é determinada através do seguinte
calculo:

Lipidios totais (mg/dL) = Absorbancia da amostra x 1000
Absorbancia do padréo

f) Triacilglicer6is: pelo método enzimatico colorimétrico, utilizando-se kit
da Labtest Diagnostica. As amostras foram preparadas seguindo
instrugbes do fabricante. A concentragdo de triacilglicerdis é
determinada de acordo com as seguintes reag¢des:

Triacilglicersis _'Pase daliboproteina | glicerol + acidos graxos

Glicerol + ATP__Siceroiainase  glicero|-3-fosfato + ADP

Mg++

Glicerol-3-fosfato + O, -dicerol-3-fosfato oxidasey, 4;hyiqroxjacetona + H202

2 H,0, + 4 Aminoantipirina + ESPAS-£E2498%¢y, quinoneimina + 4 H,0

O glicerol liberado na hidrélise dos triacilglicerdis, catalisada pela
lipase da lipoproteina, é convertido pela agdo da glicerolquinase em
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glicerol-3-fosfato, que & oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de
hidrogénio na presenga da glicerolfosfato oxidase. A reagdo de
acoplamento que ocorre entre peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
ESPAS, é catalisada pela peroxidase produzindo a quinoneimina. A
intensidade da cor violeta formada é diretamente proporcional a
concentragao dos triacilgliceréis na amostra.

A leitura das absorbancias das amostras foi feita em 540 nm, e a
concentragao de triacilglicerdis determinada através do seguinte calculo:

triacilgliceréis (mg/dL) = Absorbéncia da amostra x 200
Absorbéancia do padréao

g) Lactato: por método enzimatico. Inicialmente é feita a desproteinizagédo
do soro (500 uL), adicionando-se 50 uL de acido tricloroacético a 25%
(TCA), sendo a mistura agitada em vértex e centrifugada por um
minuto a 13000 rpm. Apés, coleta-se 200 uL do sobrenadante e
adiciona-se 2 pL de indicador universal para permitir a visualizagédo da
neutralizagéo do soro por adicdo de KOH/TRIS (0,5M/2M), sinalizada
pela coloragdo verde, indicando pH 7,0. Em seguida, 100 uL do soro
neutralizado é pipetado em tubos contendo 1 mL do tampé&o de ensaio,
e apds 45 minutos faz-se a leitura a 340 nm no espectrofotometro.

A concentracdo de lactato foi determinada através do seguinte calculo:

Lactato (umol/mL) = DO x V1 x V3 x V5
6,22 V2 V4 V6

DO = densidade ética da amostra

6,22 = constante

V1 = volume da amostra + tamp&o de ensaio
V2 = volume da amostra
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V3 = volume do soro + TCA

V4 = volume do soro

V5§ = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagéo
V6 = volume do soro desproteinizado

TAMPAO DE ENSAIO
(para 100 mL de agua destilada)

EDTA 0,28 g

Glicina 28¢g
Hidrato de hidrazina 1,5mL
LDh 0,4 mL

NAD+ 60 mg

PH 8,85

2. Determinagéo do contetdo de glicogénio por método enzimatico:

No figado e tecido muscular esquelético mensurou-se o contetido de
glicogénio, conforme LEIGHTON et al (1985). Amostras de figado e dos
musculos esqueléticos séleo (vermelho) e gastrocnémio (porgdo branca)
foram retiradas dos animais e colocadas em tubos de ensaio contendo
500 uL de KOH 1M em banho de aproximadamente 70°C por 20 a 30
minutos, para a digestdo destes tecidos. Em seguida, coletou-se 100 pL
de cada amostra e adicionou-se 17,5 uL de éacido acético glacial e 500 uL
de tampéo acetato com amiloglicosidase a 1% e novamente levadas ao
banho (37°C por 2 horas). Apbs este periodo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 12000 rpm e coletou-se 100 pL de cada
amostra. Este volume foi colocado em tubos de ensaio contendo 1 mL de
tampdo trietanolamina (TEA) +ATP + NADP + Hexoquinase/glicose-6-
fosfato desidrogenase (HKG6PDh). Depois de 40 minutos, efetuou-se a
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leitura espectrofotométrica a 340 nm e determinou-se o contetido de
glicogénio através do seguinte calculo:

Conteldo de glicogénio (umol/g de tecido) = densidade 6tica x 8,85 x
1/peso umido (g)

TAMPAO ACETATO (100 mL)
Acido acético glacial 480 L
Acetato de sédio 975 mg
PH 4,8
TAMPAO TEA (100 mL)
Trietanolamina 56¢
MgSO, 0,074 ¢
ATP 02g
NADP 0,015 g
HKG6PDh 300 uL
PH 7,5

3. Determinagéo dos produtos de peroxidagéo lipidica:

Os produtos da peroxidagdo lipidica do tecido tumoral foram
mensurados como substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
seguindo método descrito por MIYASAKA et al, 2001. O conteudo de
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proteinas dos tecidos foi mensurado conforme método descrito por
BRADFORD (1976), usando albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO TUMORAL

Fragmentos de 5 a 10 mm? do tecido tumoral dos grupos portadores de
tumor tratados com naproxeno (SWN e PWN) foram fixados por imersdo em ALFAC
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