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RESUMO GERAL 
 
O câncer pode promover a morte do hospedeiro, pois durante sua evolução há modificações 

da homeostasia dos processos metabólicos, promovendo profundas alterações 

caracterizadas como caquexia, que por sua vez relaciona-se à diminuição da qualidade e do 

tempo de vida do hospedeiro. Assim, no presente estudo, analisamos os efeitos da evolução 

do crescimento de neoplasia – carcinossarcoma de Walker 256 – em ratos jovens e adultos 

e os efeitos modulatórios do tratamento desses animais com EPA (ácido eicosapentaenóico) 

sobre o processo de caquexia e a concentração de citocinas anti e proinflamatórias no 

músculo gastrocnêmio, pois o tecido muscular é o tecido mais afetado no processo de 

caquexia. Foram utilizados 108 ratos Wistar machos, com idade de 30 dias (jovens) e 100 

dias (adultos), os quais foram distribuídos de acordo com o local de implante tumoral, 

intraperitônio e subcutâneo, e tratamento ou não com ácido eicosapentaenóico, 100µg/Kg 

de peso corpóreo.  Os animais receberam gavagem diária do EPA (animais tratados) ou de 

óleo mineral (grupos sem tratamento) até a fase pré-agônica. A partir dos órgãos coletados, 

foram calculados o ganho de peso corpóreo, os pesos relativos de cada órgão, do tumor e 

da carcaça. Com o objetivo de identificarmos a via de degradação protéica predominante 

nos grupos experimentais, foram avaliados, no tecido muscular, o teor de proteína muscular 

total e as atividades das seguintes enzimas: chymotrypsin-like, catepsinas B e H, calpaína e 

fosfatase alcalina,. A partir do sangue desses animais foram feitas análises fluorimétricas do 

fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) e das citocinas – interleucinas 4 (IL-4), 6 

(IL-6) e 10 (IL-10), interferon gama (INF-α) e leptina, utilizando-se kits específicos para 

citômetro de fluxo de fluorescência (Luminex). Também foi analisada a expressão gênica, no 

tecido muscular, por reação em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-RT), para a via 

proteossômica e também para os fatores eucarióticos de inicialização. Os dados indicam 

efeitos modulatórios do EPA sobre o tecido muscular (manutenção da proteína e do peso), 

principalmente para os grupos jovens, e também no processo inflamatório crônico (aumento 

de citocinas pró e antiinflamatórias). Entretanto, efeitos mais expressivos do EPA não foram 

verificados na prevenção da espoliação de gordura (gordura perirrenal e leptina), no 

processo de síntese protéica (manutenção da expressão gênica de fatores eucarióticos de 

inicialização) ou também sobre a via proteossômica.  

 

Palavras-chave: câncer, ácido eicosapentaenóico, ômega 3, caquexia, degradação protéica, 
síntese protéica e resposta imunológica. 
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ABSTRACT 
 
Cancer can promotes the host death, because during its evolution there are modifications in 

metabolic processes of homeostasis, promoting deep changes characterized as cachexia, which 

in turn relates with reduction in quality and lifetime of the host. Thus, in this study, we analyze 

the effects of development in Walker 256 carcinoma evolution – in young and adults rats and the 

modulatory effect of treatment with EPA (eicosapentaenoic acid) in gastrocnemius muscle as 

this tissue is the most affected in the cachexia process. Wistar males rats were used (n=108 

animals), 30 days-old (young) and 100 days-old (adults), which were distributed according to the 

tumour implant, intraperitoneally and subcutaneously and treatment or not with 

eicosapentaenoic acid, 100 µg/Kg of body weight.  The animals receive daily EPA by gavage 

(treated animals) or nujol (sham groups) and were cared up to pre-agonic state. The bodies 

weight were measured and the body weight gain was calculated, as well the relative weights of 

tissues, tumour, and carcass. In order to identify the predominant pathway of protein 

degradation the total muscle protein content and proteolytic enzymes activities (chymotrypsin-

like, cathepsin B and H, calpain and alkaline phosphatase) were measured in gastrocnemius 

muscle. The blood samples were assessed to measure the insulin-like growth factor 1 (IGF-1), 

leptin and the cytokines – interleukins (IL-4), 6 (IL-6) and 10 (IL-10), gamma interferon (INF-α), 

using specific kits for cytometer fluorescence (Luminex). It was also examined gene expression, 

in the muscle tissue, by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), assessing keys of 

ubiquitin-proteasome pathway and also on the eukaryotic initiation factors. The data indicated 

some modulatory effects of EPA on the muscle tissue (maintenance of protein and weight), 

mainly for the young rats, and also the chronic inflammatory process. However, more expressive 

effects of EPA have not been verified as preventing fat wasting (perirenal fat and leptin), nor in 

the process of protein synthesis (maintenance of eukaryotic initiating factors gene expression) or 

also in the ubiquitin-proteasome via. 

 

Keywords: cancer, eicosapentaenoic acid, omega-3 fatty acid, cachectic state, protein 
degradation, protein synthesis and inflammatory chronic process.  
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INTRODUÇÃO  
 

A neoplasia maligna pode promover a morte do hospedeiro por modificar a 

harmonia dos processos metabólicos, promovendo profundas alterações, tais como: 

redução do aporte de nutrientes causada pela anorexia, consumo de substratos 

específicos pelas células neoplásicas, estimulação das vias catabólicas e 

transformação qualitativa e quantitativa do meio interno, em função da produção de 

substâncias pelo câncer e/ou hospedeiro, originando o quadro denominado caquexia 

(BARACOS & MACKENZIE, 2006; TISDALE, 2002, 2003, 2005a, 2009). Estudos de 

casos clínicos e trabalhos experimentais mostram que, no organismo hospedeiro de 

câncer, ocorre elevada mobilização de nutrientes para provimento das células 

neoplásicas (STOUTHARD et al, 1995; FEARON et al., 2006).  

A caquexia é caracterizada pela grande perda de peso, relacionando-se à 

diminuição da qualidade e do tempo de vida do hospedeiro (TISDALE, 1997), sendo a 

causa mortis mais frequente nos pacientes com câncer, devido à espoliação dos 

tecidos do hospedeiro, principalmente da massa muscular esquelética (LANGSTEIN & 

NORTON, 1991; STALLION et al., 1993; CAMPS et al., 2006; BOSSOLA et al., 2006). 

O estado de caquexia parece não ser provocado apenas pela redução da ingestão de 

nutrientes, mas também por fatores catabólicos produzidos pelo tumor (TESSITORE et 

al., 1993; TISDALE, 1997).  

Estudo de TODOROV et al. (1996) mostrou que uma glicoproteína sulfatada de 

peso molecular de 24KDa causava caquexia em camundongos não portadores de 

tumor quando administrada intravenosamente, sendo que a perda de peso, nesses 

animais, ocorreu sem alteração na ingestão de água e dieta. Essa perda de peso 

aconteceu primariamente pelo efeito catabólico sobre a musculatura esquelética. Por 

outro lado, esse efeito pôde ser atenuado pelo tratamento prévio dos camundongos 

com anticorpos monoclonais contra essa glicoproteína denominada de fator de indução 

de proteólise (PIF). Estudos in vitro, mostraram que o PIF pode induzir a degradação de 

proteína muscular, diferentemente dos efeitos observados por outras citocinas, além de 

participar da ativação de fatores envolvidos no processo de espoliação muscular 

(WYKE et al., 2004). Estudos com animais e com humanos evidenciaram que a 



 

7 
 

presença desse fator de indução de proteólise na caquexia correlaciona-se ao 

crescimento neoplásico, envolvendo, principalmente, o sistema ubiquitina-proteossomo 

no processo de degradação protéica, responsável pela intensa espoliação do tecido 

muscular (GOMES-MARCONDES et al., 2002; SMITH & TISDALE, 2003; BELIZARIO et 

al., 1991, TISDALE, 2005b). 

Redução na síntese de proteína muscular foi observada em pacientes com câncer 

que apresentaram perda de peso corpóreo, sem haver alteração na síntese ou 

degradação das proteínas totais (EDEN et al., 1984). A manutenção da síntese de 

proteínas totais, nesses pacientes, parece ser devido ao aumento na síntese de 

proteínas não-musculares, mais provavelmente, devido ao aumento da produção 

hepática de proteínas de fase aguda (FEARON et al., 1991). 

A indução da degradação protéica pelo PIF foi atenuada através de pré-tratamento 

com ácido eicosapentaenóico (EPA) (LORITE et al., 1997), que atuou como regulador 

da expressão de componentes chaves da via ubiquitina-proteossomo em músculo 

esquelético de camundongos implantados com tumor MAC16 (WHITEHOUSE et al., 

2001). O EPA é um ácido graxo poliinsaturado ômega-3 (n-3), sendo que a designação 

de ômega tem relação com a posição da primeira dupla ligação existente na molécula, 

contando a partir do grupo metílico final da molécula de ácido graxo. Os ácidos graxos 

ômega-3 apresentam a primeira dupla ligação entre o terceiro e o quarto átomos de 

carbono (SUÁREZ-MAHECHA et al., 2002). Os ácidos graxos poliinsaturados (PUFA’s) 

apresentam muitas funções vitais em nosso organismo, como por exemplo: modulam a 

fluidez da membrana celular, uma vez que constituem os fosfolipídios, além de 

participarem de processos de sinalização e interações celulares (COLOMER et al., 

2007). Os ácidos graxos ômega-3 podem ser encontrados em vários alimentos, como 

por exemplo, em nozes e óleo de canola, sendo que sua principal fonte é o óleo 

extraído de alguns peixes, como o salmão, a sardinha, o arenque e a anchova. Os 

ácidos graxos ômega-3 protegem contra os estágios iniciais do câncer, diminuindo a 

proliferação celular tumoral, aumentando a apoptose das células tumorais, promovendo 

a diferenciação celular e limitando a angiogênese (COLOMER et al., 2007). Estudos 

com animais implantados com adenocarcinoma de cólon (MAC16) têm mostrado que o 

EPA atenuou a perda de peso corpóreo do hospedeiro, com preservação tanto do 
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tecido adiposo quanto do tecido muscular esquelético (BECK et al., 1991). Animais 

implantados com tumor MAC16, tratados com EPA, apresentaram redução significativa 

da degradação protéica, porém sem efeito sobre a síntese protéica (BECK et al., 1991).  

Em culturas primárias de hepatócitos humanos e células cancerígenas humanas 

Hep G2, o PIF promoveu ativação do fator de transcrição nuclear NF-κB, resultando em 

aumento da produção de interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6) e proteína C reativa e 

diminuição na síntese de transferrina (WATCHORN et al., 2001). O NF-κB atua na 

regulação da transcrição de genes envolvidos na resposta imunológica, no crescimento 

e morte das células (BAEURELE & BALTIMORE, 1996; MARKS et al. 2009). Na maioria 

das células, NF-κB promove proliferação celular e proteção contra apoptose (DAJEE et 

al., 2003). A concentração de NF-κB no núcleo está aumentada em resposta ao PIF, 

nas mesmas concentrações que induz catabolismo protéico e aumento da expressão 

da subunidade α do proteossomo 20S, associado ao desaparecimento da sua forma 

inativa – IκBα (I kappa beta alfa) – no citosol (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). 

O EPA pode exercer seus efeitos através da inibição da degradação de IκBα 

através de efetores, como a quinase do IkB (IKK) (MUSZBECK & LAPOSATA, 

1993).Tanto a expressão das subunidades proteossômicas quanto o acúmulo de NF-κB 

no núcleo, induzidos pelo PIF, foram atenuados pelo EPA, que preveniu a degradação 

de IκBα, possivelmente através da estabilização do complexo NF-κB/IκB 

(WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). 

Estudo de LI et al. (1998) mostrou que miotúbulos murínicos tratados com fator de 

necrose tumoral α (TNFα) apresentaram redução do teor de proteínas totais e miosina, 

juntamente com ativação de NF-κB. Este estudo mostrou que a ativação de NF-κB 

relaciona-se com o aumento de proteínas musculares conjugadas com ubiquitina e com 

subsequente aumento do RNAm da ubiquitina, sugerindo que NF-κB age aumentando a 

expressão de componentes da via ubiquitina-proteossomo, em músculo esquelético.  

A alimentação forçada não é capaz de contornar ou reverter o efeito da caquexia. 

Assim, um possível meio de se promover a reversão de caquexia seria através de 

métodos químicos bloqueando a ação do fator NF-κB.  

Assim, com base nos dados obtidos previamente, faz-se necessária a avaliação do 

tratamento com EPA sobre a modulação dos efeitos da indução de caquexia em 
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animais jovens e adultos, implantados com tumor em diferentes locais, visto que a 

evolução tumoral nos animais implantados com tumor no peritônio apresenta 

agressividade bastante acentuada, não estabelecendo o estado caquético como 

verificado na evolução tumoral no implante subcutâneo (PERTILE & GOMES-

MARCONDES, 2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010).  

 

Objetivo geral 
 

Verificar o efeito do ácido eicosapentaenóico (EPA) sobre a modulação do 

processo de espoliação tecidual (caquexia) em ratos jovens e adultos com evoluções 

tumorais distintas. 

 

Objetivos específicos 
 

Através da comparação da evolução tumoral, em diferentes locais de implante, em 

hospedeiros jovens e adultos, tratados ou não com o EPA, estudamos os seguintes 

aspectos: 

1. A relação da sinalização celular para proteólise frente à administração do 

EPA e seus efeitos no organismo portador de tumor; 

2. Os processos de sinalização envolvidos na síntese protéica, através da 

expressão de fatores eucarióticos de inicialização, e os efeitos do EPA nos 

animais com tumor; 

3. A degradação protéica, através da análise da expressão das subunidades 

proteossômicas e os efeitos do EPA na modulação da degradação protéica; 

4. A resposta imunológica dos animais com implante tumoral e em resposta ao 

tratamento com EPA. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

1. Modelo experimental 
 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idades iniciais de 30 dias (jovens) e 

100 dias (adultos), provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os 

animais receberam água ad libitum e dieta semipurificada contendo 18% de proteína 

normoprotéica, seguindo padrão AIN-93M (REEVES et al., 1993). Os animais 

permaneceram em gaiolas coletivas durante todo o período experimental, em ambiente 

com controle de luz claro-escuro (12/12 horas) e temperatura média de 22 ± 2ºC. 

Suspensão de células tumorais provenientes do carcinossarcoma de Walker 256 

(linhagem proveniente do Banco de tumores Christ Hospital Line, Arthur D'Little, EUA) 

foi obtida de animais doadores, implantados com tumor no peritônio, segundo método 

descrito por GOMES-MARCONDES et al. (1998). Os animais jovens e adultos 

pertencentes aos grupos implantados com tumor foram inoculados com cerca de 1x106 

células viáveis no peritônio ou no subcutâneo do flanco direito. Para simulação sham do 

estresse de manipulação e injeção nos animais, em estudos prévios verificamos que a 

inoculação ou não com solução salina (NaCl 0,9%) não produzia efeitos ou diferenças 

significativas em todos os parâmetros analisados. Desse modo no presente estudo os 

grupos controles não receberam simulação sham. A partir da inoculação das células 

tumorais, foi administrado diariamente, através de gavagem, 100µg/Kg do ácido 

eicosapentaenóico (EPA, Calbiochem, 99% de pureza, PM=302,5), diluído em óleo 

mineral (Nujol, Mantecorp, São Paulo, Brasil), para os grupos experimentais tratados 

(ver Protocolo Experimental), durante todo o período experimental. A dosagem diária 

recomendada para humanos é bastante divergente, pois alguns estudos recomendam 

administração de 1,5 a 2g de EPA/dia, o que corresponde a aproximadamente 

28,5mg/Kg de peso corpóreo diariamente, enquanto que outros estudos recomendam 

dosagens maiores, como 4,7g de EPA/dia ou 67,1mg/Kg (COLOMER et al., 2007). 

Os animais não tratados com EPA receberam o equivalente em volume de Nujol, 

através de gavagem. O Nujol foi utilizado devido a sua característica química inerte, isto 

é, pelo fato de ser um óleo mineral purificado indigerível e pouco absorvido pelo 
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organismo. Devido à pequena quantidade de Nujol administrada diariamente, os ratos 

não apresentaram diarréia ou qualquer outra alteração nas fezes. 

O período de gavagem foi diferente entre os grupos, pois dependeu do tempo de 

sobrevivência dos animais, uma vez que receberam a gavagem até o momento pré-

agônico (quando foram sacrificados). Para os grupos adultos, que receberam implante 

tumoral intraperitoneal, o tempo de gavagem foi cerca de 7 dias enquanto que os 

adultos, implantados no subcutâneo, foram gavados por cerca de 17 dias. Já os grupos 

jovens, com tumor intraperitônio, receberam gavagem por cerca de 6 dias e os jovens, 

com implante tumoral no subcutâneo, por cerca de 13 dias.   

2.Grupos experimentais 
 

Ratos jovens e adultos foram distribuídos de acordo com a idade, implante tumoral 

(subcutâneo e intraperitônio) e tratados ou não com ácido eicosapentaenóico (EPA), 

conforme mostrado na Figura 1. 

Nesse trabalho utilizamos grupos controles correspondentes aos tratamentos 

utilizados. Para os animais jovens, foi instituído um grupo controle em correspondência 

a cada grupo com implante tumoral, pois a diferença de tempo experimental entre os 

implantes intraperitônios e subcutâneos é responsável por grande variação do peso dos 

animais, uma vez que esses animais encontravam-se em fase de crescimento. Para os 

animais adultos, utilizamos apenas um grupo controle adulto tratado (CA-E) e um grupo 

controle adulto não tratado (CA) porque, devido à fase adulta, esses animais não 

apresentam grandes alterações de peso e com isso pudemos utilizá-los como controles 

tanto para os implantes intraperitônios quanto para os subcutâneos.  
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RATOS 
JOVENS (J) 

Implantados 
com tumor de 

Walker 256 

 

Sem tumor 
Controle (C) 

 

Tratados com 
EPA 

 

Sem 
tratamento 

 

Intraperitônio  
(IpJ-E, n=7) 

 

Subcutâneo  
(ScJ-E, n=7) 

 

Intraperitônio  
(IpJ, n=7) 

 

Subcutâneo  
(ScJ, n=7) 

 

Tratados com 
EPA 

 

Sem 
tratamento 

 

Intraperitônio  
(CIpJ-E, n=8) 

 

Subcutâneo  
(CScJ-E, n=8) 

 

Intraperitônio 
(CIpJ, n=8) 

 

Subcutâneo 
(CScJ, n=8) 

 
RATOS ADULTOS 

(A) 

 

Implantados com 
tumor de Walker 

 

Sem tumor  
Controle (C) 

 
Tratados com EPA 

 
Sem tratamento 

 

Intraperitônio  
(IpA-E, n=8) 

 

Subcutâneo  
(ScA-E, n=8) 

 

Intraperitônio  
(IpA, n=8) 

 

Subcutâneo  
(ScA, n=8) 

 

Tratados com EPA 
(CA-E, n=8) 

 

Sem tratamento  
(CA, n=8) 

Figura 1. Distribuição dos grupos experimentais, segundo o implante tumoral e o 
tratamento com EPA. Número mínimo de animais por grupo igual a 7. 

 



 

13 
 

3. Protocolo experimental 
 

Os animais foram pesados no início do experimento (dia do implante tumoral) e ao 

final do período experimental, na fase pré-agônica (dia do sacrifício). O tempo 

experimental variou de acordo com a idade e o tipo de evolução tumoral, ou seja, os 

grupos CIpJ, CIpJ-E, IpJ e IpJ-E foram sacrificados cerca de 6 dias após o implante 

tumoral, enquanto que os grupos CScJ, CScJ-E, ScJ, ScJ-E foram sacrificados cerca 

de 13 dias após o implante tumoral. Já os grupos IpA e IpA-E foram sacrificados cerca 

de 7 dias após a inoculação do tumor e os grupos CA, CA-E, ScA e ScA-E, cerca de 17 

dias após o implante do tumor. Após o sacrifício (por deslocamento cervical), foi 

coletado sangue, por punção cardíaca, dissecados coração, fígado, baço, adrenais, 

gordura perirrenal, músculos gastrocnêmios e tecido tumoral e pesada a carcaça. 

A condução deste estudo, assim como a manipulação dos animais, foi baseada no 

protocolo experimental nº 1817-2, aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação em Animal do Instituto de Biologia (CEEA-IB) da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP), além disso, os animais foram tratados de acordo 

com as regras do comitê internacional de pesquisa em câncer, United Kingdom 

Coordinatting Committee on Cancer Research – UKCCR 1998 (VALE et al. 2005). 

 

3.1. Determinação do ganho de peso 
 
O ganho de peso dos animais foi determinado utilizando-se os pesos inicial e final 

do animal e o peso do tumor (1): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GANHO DE PESO (g) = PF – (PI – PT)                  (1) 
  

                                        onde:  PF = peso corpóreo final; 
      PI = peso corpóreo inicial; 

                                          PT = peso tumoral; 
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3.2. Órgãos – determinação do peso relativo (PR) 
 
Foram retirados e pesados os seguintes órgãos: coração, fígado, baço, adrenais, 

gordura perirrenal e músculos gastrocnêmios. 

Os pesos relativos (%) foram determinados através da fórmula 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.3. Determinação do peso relativo da carcaça 
 

Depois de retirados todos os órgãos, as vísceras e o tumor, foi obtido o peso da 

carcaça. Para o cálculo do peso relativo da carcaça foi utilizada a fórmula 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 

3.4. Determinação do peso relativo do Tumor 
 
O peso relativo do tumor foi calculado como mostrado na fórmula 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PRT = (PT/(PF-PT)) x 100                      (4) 
                                      

                          onde:   PRT = peso relativo tumor; 
                                      PT = peso tumoral;  
                                      PF = peso corpóreo final do animal 

PRC = (PC/PI) x 100                                (3)           
  
              onde:  PRC = peso relativo da carcaça; 
                          PC = peso da carcaça; 
                          PI = peso corpóreo inicial do animal. 

PR = (PO/PF) x 100                             (2)   
 
    onde:  PR = peso relativo; 
                PO = peso do órgão; 
               PF = peso corpóreo final do animal 
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3.5. Análise fluorimétrica do fator de crescimento IGF-1, leptina e citocinas 
 

A análise sérica do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF), da leptina e 

das citocinas – interleucinas 4 (IL-4), 6 (IL-6) e 10 (IL-10), interferon gama (INF-α), foi 

avaliada utilizando-se kits específicos para citômetro de fluxo de fluorescência 

(Luminex, Millipore, EUA), seguindo orientações dos protocolos fornecidos pelo 

fabricante (Linco/Millipore). As amostras de soro foram aplicadas em placas multipoços, 

juntamente com o tampão específico fornecido pela Linco/Millipore, e, em seguida, 

foram adicionados beads acoplados com anticorpos específicos para essas proteínas. 

O tempo de incubação mínimo foi de 3hs, à 4 ºC e, após este período, a placa foi 

lavada três vezes com tampão. Foram adicionados os anticorpos de detecção e, 

novamente, feita incubação por 120 min. Após este período, foi adicionado o reagente 

streptavidin-phycoerithrin e feita a incubação por 30 minutos a temperatura ambiente. A 

placa foi lavada três vezes com tampão. A leitura de fluorescência foi realizada em 

equipamento de citometria de fluxo de fluorescência (Luminex), calculando-se os 

valores desses fatores, em soro, segundo software XPonent (Luminex, Millipore, EUA), 

utilizado com o equipamento Luminex. 

3.6. Análises bioquímicas 
 

Atividade enzimática tecidual 
 

Para análise das atividades enzimáticas (chymotrypsin-like, calpaína, catepsinas 

B e H e fosfatase alcalina) dos músculos gastrocnêmios, esses foram homogeneizados 

em tampão HB (20mM Tris, 1mM DTT, 2mM ATP e 5mM MgCl2), na proporção 1:5, 

seguindo o procedimento abaixo:  

- cerca de 100mg do tecido muscular foi homogeneizado por 30 segundos em 

gelo; aguardando-se 10 segundos de descanso em banho de gelo (para que o tecido 

não tivesse grande variação de temperatura), seguido de nova homogeneização, em 

gelo, por mais 30 segundos. Os tempos foram controlados para garantia de 

homogeneização similar para todos os animais; após o qual, as amostras foram 

congeladas em nitrogênio líquido. Antes das dosagens das atividades enzimáticas, as 
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amostras foram descongeladas em gelo e então centrifugadas a 10.000 rpm, durante 

15 minutos, a 4ºC e os sobrenadantes foram utilizados para as dosagens enzimáticas e 

para dosagem da proteína muscular dos animais jovens e adultos (BRADFORD, 1976). 

Atividade da enzima chymotrypsin-like 

 
Foram utilizados 10L do homogeneizado muscular e 100L de solução 

Substrato-Tris (preparada da seguinte forma: solução 1 corresponde a 10mg de 

substrato SucLlevy + 600L de DMSO; solução 2 compreende 10L da solução 1 

acrescida de 1mL de Tris-HCl 100mM pH 8,0). A atividade enzimática das amostras foi 

determinada através de leitura fluorimétrica (360nm de excitação e 460nm de emissão), 

em intervalos de 1 minuto, durante 25 minutos. Os dados estão expressos em unidades 

de fluorescência/peso do músculo/min, segundo método descrito por GOMES-

MARCONDES & TISDALE (2002). 

Atividade da enzima calpaína 

 
Foram utilizados 30L do homogenizado muscular e 150L de substrato (50mM 

imidazol-HCl pH 7,5, 10mM B-mercaptoetanol, 4mg/mL de caseína, 1mM NaN3), 

incubados à 25ºC por 5min. Após este período, foram acrescentados 20L de CaCl2 

50mM em todas as amostras e foram feitas leituras em intervalos de 1 minuto, durante 

20 minutos, segundo método descrito por JIANG et al. (1997). 

Atividade da enzima catepsina B 

 
Foram utilizados 10L do homogeneizado muscular e 90L de substrato Z-Phe-

Arg-Nmec 0,02mM (diluído em Brij35 0,1%). Através de fluorescência (340nm de 

excitação e 460nm de emissão) foi determinada a atividade da catepsina B, conforme 

descrito por BARRETT (1980).  

Atividade da enzima catepsina H 

 
Para a análise da atividade da catepsina H foram utilizados 10L do 

homogeneizado muscular e 90L de substrato L-Arg-Nmec 0,02mM (diluído em 
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200mM KH2PO4 e 200mM NA2HPO4, pH 6,8) e feita a leitura através de fluorescência 

(340nm de excitação e 460nm de emissão), conforme descrito por BARRETT (1980). 

Fosfatase Alcalina 

 
Para análise da atividade da fosfatase alcalina foram utilizados 5μL do 

homogeneizado muscular em solução reagente de p-NPP (4-nitrofenil fosfato disódio) à 

37mM. A atividade da enzima foi determinada nos tempos 0, 30 e 60 minutos em 

nmol/μg de proteína, segundo método descrito por MARTINS et al. (2001). 

3.7. Western blot da presença da subunidade proteossômica 20S 
 

Para a preparação das amostras para o Western blot, foram colocados 25L do 

homogeneizado muscular e 25L de loading buffer, em eppendorfs que foram mantidos 

durante 5 minutos em banho seco à 100ºC. Após este tempo, os eppendorfs passaram 

por processo de choque térmico para que a reação fosse cessada e as amostras foram 

congeladas à -20ºC. Posteriormente, foi utilizado o método de eletroforese Laemmli 

SDS-PAGE, utilizando-se concentração de 5% gel de empilhamento e 12% gel de 

resolução, sendo aplicados 40g de proteína por poço, para separação das proteínas 

por peso molecular. Os géis foram transferidos em membrana de nitrocelulose 0,45m. 

As membranas, após a transferência, foram colocadas em leite (5g de leite Molico 

desnatado, 100mL de PBS Tween 0,1%). 

Posteriormente, as membranas foram lavadas com PBS Tween 0,1% e depois foi 

colocado o anticorpo primário (Mouse monoclonal antibody contra proteossomo 20S 

(Biomol, EUA), diluído 1:500 em PBS Tween 0,1%. Após o tempo necessário para o 

binding, foi retirado o anticorpo primário das membranas e estas foram lavadas com 

PBS Tween 0,1%. Foi colocado, então, o anticorpo secundário (antibody goat anti-

mouse, diluição 1:1500, (Zymed, EUA). As membranas foram novamente lavadas com 

PBS Tween 0,1% e depois reveladas por reação de quimioluminescência realizada com 

o reagente ECL (Amersham, EUA), utilizando-se membrana de Raio-X, filme 

hipersensível. 
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3.8. Reação em cadeia de polimerase por transcrição reversa em tempo real 
– PCR-RT 

 
 Amostras de músculo gastrocnêmio (cerca de 30mg) foram coletadas em 700µL 

de Tri® Reagente (Sigma-Aldrich, EUA). A extração do RNA total foi feita de acordo com 

as especificações do fabricante. O teste de pureza e integridade do RNA foi feito 

através de eletroforese em gel de agarose 1% em Tris borato, pH 8,3 e coloração com 

brometo de etídio (MEADUS, 2003). Após a verificação da integridade do RNA das 

amostras, o RNA foi quantificado utilizando espectrofotômetro GeneQuant (Pharmacia 

Biotech, EUA) para comprimento de onda a 260nm. 

 Para a preparação do cDNA utilizamos 3µg de RNA total e o kit High-Capacity  

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), conforme especificações do 

fabricante. 

 Após a preparação do cDNA, foi feito teste para verificação da funcionalidade dos 

cDNAs produzidos, utilizando 0,5µL de cDNA e o gene β-actina, em PCR semi-

quantitativo. 

 O PCR em tempo real foi realizado no termociclador StepOne (Applied 

Biosystems) nas condições: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95ºC por 10s e 

60ºC por 30s. O gene gapdh foi utilizado como controle interno. Os dados foram 

analisados usando o software 7500 v.2.0.5 (Applied Biosystems). 

4. Análise estatística 
 

 Os resultados foram expressos como média e erro-padrão das médias. Utilizou-se 

análise de variância ANOVA one-way e para determinação de variação entre os 

diferentes grupos foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5% 

(GAD & WEIL, 1994). Além disso, utilizamos teste t para determinar se houve diferença 

estatística entre os grupos tratados com EPA quando comparados aos respectivos 

grupos não tratados. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 No presente trabalho, pudemos verificar que o crescimento neoplásico influenciou 

diferentemente o processo de caquexia, quanto às respostas celulares, em animais 

jovens quando comparados aos adultos e que houve modulação pelo tratamento com 

ácido eicosapentaenóico (EPA), verificado principalmente nas análises da musculatura 

esquelética, em resposta aos efeitos tumorais. Além disso, os resultados do presente 

trabalho mostraram a influência dos efeitos deletérios do crescimento tumoral sobre os 

parâmetros corporais e perfis séricos de hormônios relacionados ao processo de 

crescimento (como IGF-1 e leptina), e também ao estado caquético, além de resultados 

moleculares do músculo gastrocnêmio (expressão gênica das subunidades das vias 

proteossômicas e genes de fatores de inicialização da síntese protéica), influenciados 

pelos efeitos deletérios do crescimento tumoral. 

 

1. Indução da caquexia em ratos adultos inoculados com o tumor de 
Walker 256 

 
Os animais que foram inoculados com tumor, tanto na região do peritônio quanto 

no subcutâneo, apresentaram severa redução do ganho de peso corpóreo quando 

comparados aos grupos controles. Como podemos ver na Tabela 1, a evolução tumoral 

foi mais severa nos animais subcutâneos, pois apresentam período de crescimento 

tumoral mais longo, do que nos intraperitônios, uma vez que os animais intraperitônios 

apresentaram redução de peso menos acentuada que os grupos subcutâneos. Esses 

dados corroboram com os dados da literatura, mostrando que o carcinossarcoma de 

Walker é um modelo experimental de caquexia (EMERY, 1999) e que, com a evolução 

tumoral, há intensa perda de massa corpórea de forma involuntária, ou seja, sem haver 

redução na quantidade de alimento ingerido. 

Outro parâmetro importante para avaliarmos o estado caquético dos animais é o 

peso relativo da carcaça, que apresentou redução significativa em todos os grupos 

inoculados com tumor (IpA=15,5%, IpA-E=17,0%, ScA=19,7% e ScA-E=23,2%), 

quando comparados aos controles (Tabela 1). 
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Na intenção de avaliarmos os efeitos do implante tumoral e a instalação do 

processo caquético, foram analisados os pesos relativos dos seguintes órgãos: 

coração, fígado, adrenais, gordura perirrenal e músculo gastrocnêmio. Embora não haja 

relatos na literatura quanto ao peso do coração em animais portadores de tumor, não 

observamos diferença estatística significativa em relação ao peso relativo desse órgão 

entre os grupos experimentais, embora exista discreta tendência de redução dos pesos 

nos grupos IpA, ScA e ScA-E (3,8%, 7,7% e 3,8%, respectivamente) (Tabela 1). 

Contrariamente aos dados da literatura, não houve diferença estatística significativa em 

relação ao peso relativo do fígado entre os grupos experimentais (Tabela 1). Embora 

esses dados estejam discordantes dos resultados obtidos inicialmente durante os 

experimentos prévios com animais adultos e também em outros experimentos, o efeito 

tumoral melhor visualizado em animais experimentais corresponde ao aumento do peso 

relativo hepático, em função do aumento da atividade e secreção de proteínas C reativa 

(TISDALE, 2004; ARGILÉS et al., 2005), porém este aumento não foi visualizado de 

forma expressiva, apenas tendência, como verificado para os grupos adultos ScA e 

ScA-E. Todos os grupos de animais adultos implantados com o tumor de Walker 256, 

independente do tratamento a que foram impostos ou implante tumoral (IpA, IpA-E, 

ScA, ScA-E) apresentaram aumento significativo do peso relativo das adrenais (60,0%, 

60,0%, 60,0% e 80,0%, respectivamente) quando comparados ao seus respectivos 

controles (Tabela 1). O aumento do peso relativo das adrenais pode estar relacionado à 

maior sobrecarga pela liberação de glicocorticóides. 

Houve também tendência de redução do peso relativo da gordura perirrenal em 

todos os grupos inoculados com tumor quando comparados aos controles (IpA=15,8%, 

IpA-E=7,1%, ScA=20,6% e ScA-E=58,1%) (Tabela 1), mostrando que a evolução 

tumoral promove espoliação do tecido adiposo, uma das características do processo de 

caquexia.  

A massa corpórea magra é intensamente espoliada durante a caquexia, dessa 

forma, verificamos redução significativa do peso relativo do músculo gastrocnêmio, nos 

grupos IpA, ScA e ScA-E (14,3%, 27,0% e 28,6%, respectivamente), como mostrado na 

Tabela 1. Não houve diferença estatística no peso do tecido muscular entre os grupos 

IpA-E e controles (CA e CA-E), mostrando que o EPA estaria protegendo contra a 
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espoliação do tecido muscular. Novamente, concordante com a literatura, a evolução 

tumoral impõe intensa espoliação da carcaça do hospedeiro, principalmente da massa 

magra corpórea, como é o caso do menor peso relativo do músculo gastrocnêmio, e 

também do tecido adiposo, como verificado na redução da gordura perirrenal (CAMPS 

et al., 2006; BOSSOLA et al., 2006). 

Com o objetivo de avaliarmos o tecido muscular, quanto à sua resposta celular em 

função do desenvolvimento neoplásico, avaliamos a também a atividade da fosfatase 

alcalina, que é uma hidrolase que atua na desfosforilação de certas moléculas e por 

isso é considerada por muitos autores como medida da atividade celular (CALHAU et 

al., 1999; MOTA et al., 2008).  A análise dos grupos adultos mostrou que apenas o 

grupo ScA apresentou redução significativa da atividade dessa enzima em relação aos 

demais grupos experimentais (Figura 2), sugerindo que nesses animais há intenso 

efeito deletério induzido pela evolução tumoral mais longa. Além disso, podemos 

observar que o tratamento com EPA preveniu contra a redução da atividade dessa 

enzima. 

A análise da concentração de proteínas totais presentes no homogeneizado 

muscular não mostrou diferença estatística entre os grupos experimentais, porém pôde-

se notar tendência à redução do conteúdo protéico nos animais ScA e ScA-E (Figura 3). 

Para avaliarmos ainda a caquexia, analisamos também a concentração sérica do 

fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1). O IGF (insulin-like growth factor), 

hormônio polipeptídico secretado por muito tecidos em resposta ao estímulo do 

hormônio de crescimento (GH), é responsável pela atuação indireta do GH, 

correspondendo à homeostase glicêmica e ao efeito anabólico. Dessa forma, 

relacionamos a avaliação dos aspectos diretamente influenciados pela idade do 

portador de câncer, além dos efeitos impostos pelo crescimento tumoral. Como 

mostrado na Figura 4, podemos ver que os animais adultos implantados com tumor 

apresentaram redução significativa da concentração de IGF-1 no soro. Esse dado é 

bastante interessante, uma vez que o IGF-1 exerce papel crítico na homeostase 

muscular como hipertrofia e regeneração. A superexpressão do IGF-1 na musculatura, 

como encontrado na terapia gênica, resulta em reversão da hipotrofia muscular 
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secundária em condições catabólicas e também promove aumento da massa e da força 

muscular (ADAMS, 2010).  

Sabendo-se que a leptina, importante hormônio secretado pelo tecido adiposo, tem 

papel principal na regulação da ingestão e também do dispêndio energético (BRENNAN 

& MANTZOROS, 2006), a avaliação desse hormônio permite importante correlação com 

a espoliação de gordura, ou seja, com o principal estoque energético, extremamente 

influenciado pelo crescimento tumoral. Com relação aos grupos de animais adultos, 

provavelmente em função do erro padrão encontrado e também devido ao fato de não 

haver redução da ingestão alimentar, não foram verificadas diferenças estatísticas, 

porém ressaltamos para a tendência à diminuição no CA-E e ScA-E quando comparado 

ao grupo controle CA (Figura 5). 

A leptina corresponde à resposta a adiposidade e os níveis circulantes são 

proporcionais a gordura corpórea, porém é conhecido que a leptina está envolvida na 

regulação da resposta inflamatória (FANTUZZI & FAGGIONI, 2000), além de 

assemelhar-se, estruturalmente, a interleucina 6 (IL-6), uma citocina pró-inflamatória. A 

leptina afeta o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal em resposta ao estresse, similar ao 

estresse crônico imposto pelo desenvolvimento do tumor. No presente estudo, nota-se 

a evidente associação entre leptina, a espoliação do estoque de gordura e o estresse 

(aumento do peso relativo da adrenal), presente na caquexia associada ao câncer. 

Ainda avaliando os efeitos do crescimento tumoral, o carcinossarcoma de Walker 

256 é um modelo experimental de rápida evolução, culminando em morte dos animais 

dependendo do tipo de inoculação e consequentemente do tempo de evolução. Assim, 

a análise do peso relativo do tumor nos grupos adultos mostrou que essa neoplasia tem 

evolução bastante acelerada nos animais implantados no peritônio (IpA e IpA-E), pois a 

sobrevida desses animais foi bastante reduzida em relação aos animais com tumor no 

subcutâneo (Tabela 1). Embora, esperava-se que a modulação quanto à evolução 

tumoral fosse mais expressiva em função do tratamento com ácido eicosapentaenóico, 

conforme a literatura (KHAL & TISDALE, 2008), verificou-se que houve discreta 

modulação para os animais adultos implantados com tumor no peritônio, onde a 

evolução tumoral foi mais agressiva e em período mais curto, embora não haja 

diferença estatística significativa quanto à sobrevida dos animais tratados com o ácido 
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eicosapentaenóico (EPA) quando comparados aos respectivos grupos não tratados 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Resultados das análises morfométricas dos grupos experimentais adultos. 

 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
  CA CA-E IpA IpA-E ScA ScA-E  

Ganho de peso (g) 18,63 ± 
19,21 

19,05 ± 
12,66 

-28,15 ± 10,40 
* 

-30,35 ± 17,54 
* 

-50,76 ± 13,76 
* 

-76,57 ± 22,41 
* 

Carcaça (PR, %) 85,14 ± 2,81 84,61 ± 1,97 71,91 ± 2,62 * 70,66 ± 3,19 * 68,40 ± 7,83 * 65,34 ± 4,47 * 

Coração (PR, %) 0,26 ± 0,03 0,27 ± 0,02 0,25 ± 0,03 0,26 ± 0,04 0,24 ± 0,03 0,25 ± 0,03 

Fígado (PR, %) 3,28 ± 0,31 3,09 ± 0,27 2,96 ± 0,22 3,25 ± 0,32 3,42 ± 0,51 3,11 ± 0,29 

Baço (PR, %) 0,22 ± 0,03 0,21 ± 0,04 0,23 ± 0, 03 0,23 ± 0,06 0,70 ± 0,27 * 0,54 ± 0,20 * 

Adrenais (PR, %) 0,010 ± 
0,001 

0,010 ± 
0,002 

0,016 ± 0,002 
* 

0,016 ± 0,002 
* 

0,016 ± 0,002 
* 

0,018 ± 0,005 
* 

Gordura perirrenal 
(PR, %) 

1,84 ± 0,52 1,67 ± 0,38 1,55 ± 0,27 1,71 ± 0,40 1,46 ± 0,65 0,77 ± 0,22 * 

Músculo 
gastrocnêmio (PR, 
%) 

0,63 ± 0,03 0,63 ± 0,03 0,54 ± 0,07 * 0,58 ± 0,06 0,46 ± 0,05 * 0,45 ± 0,04 * 

Tumor (PR, %) - - 7,45 ± 1,85 5,01 ± 1,72 □ 18,14 ± 3,28 18,05 ± 2,93 

Sobrevida dos 
animais (dias) 

- - 7 ± 0,52 7 ± 2,13 17 ± 0,46 17 ± 1,73 

Legenda: CA – controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo adulto portador de tumor implantado no 
peritônio; IpA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no peritônio tratado com EPA; ScA – grupo adulto portador de tumor 
implantado no subcutâneo; ScA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA; PR = peso 
relativo; * P<0,05 quando comparado aos seus respectivos controles; □ 

P<0,05 quando comparado ao intraperitôneo não tratado 
com EPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Atividade da fosfatase alcalina do músculo gastrocnêmio nos animais adultos. Legenda: CA – 
controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo 
intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com 

EPA. * P<0,05 quando comparado ao controle CA; n=8. 
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Figura 4. Concentração sérica de IGF-1 dos animais adultos. Legenda: CA – controle adulto; CA-E – 
controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo intraperitônio adulto 

tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com EPA. * P< 0,05 
quando comparados aos respectivos controles; n=5. 

Figura 3. Concentração de proteína do músculo gastrocnêmico dos animais adultos. Legenda: CA – 
controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – 
grupo intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto 

tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao controle CA; n=8. 
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1.1. Efeitos do ácido eicosapentaenóico (EPA) em relação à caquexia 
nos animais adultos 

 
No presente estudo, não houve efeito modulatório sobre a perda de peso dos 

animais com tumor em resposta ao tratamento com o ácido eicosapentaenóico, ou 

seja, o EPA, nessas condições experimentais, não conseguiu reverter a perda de 

peso causada pelo processo de caquexia devido ao implante tumoral. Além disso, 

quando analisamos o peso relativo da carcaça, outro parâmetro importante para a 

visualização do quadro de caquexia, também não observamos nenhuma modulação 

em função do tratamento com EPA (Tabela 1). 

Não observamos também efeito modulatório do tratamento com EPA no peso 

relativo do coração, do fígado e das adrenais em relação aos grupos não tratados 

(Tabela 1). Além do aumento do baço como característica dos efeitos da evolução 

tumoral, outro parâmetro bastante impactante é a resposta do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal. O aumento do peso relativo das adrenais corresponde à maior 

sobrecarga pela liberação de glicocorticóides, que neste caso, não apresentou 

melhoria nos grupos implantados com tumor tratados com EPA, sugerindo ainda 

intenso processo de estresse imposto pelo crescimento tumoral, independente do 
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Figura 5. Concentração sérica de leptina dos diferentes grupos de animais adultos. Legenda: CA – 
controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – 
grupo intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto 
tratado com EPA; n=6. 
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tipo de evolução (subcutâneo ou intraperitônio) e tratamento a que foram 

submetidos. 

Em relação ao peso relativo da gordura perirrenal, não houve diferença 

estatística entre o grupo intraperitônio tratado com EPA (IpA-E) e o grupo não 

tratado (IpA), entretanto houve pequena recuperação desse parâmetro no grupo 

tratado (IpA-E), aproximando-se mais dos valores encontrados nos grupos controles. 

Em contrapartida, o grupo inoculado no subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) 

apresentou redução significativa do peso relativo da gordura perirrenal quando 

comparado ao grupo não tratado (ScA) e aos grupos controles. Esses dados foram 

inesperados, pois esperávamos encontrar preservação do estoque de gordura, pois 

na literatura existem relatos de que o EPA protege contra a espoliação tanto de 

tecido muscular quanto de tecido adiposo (BECK et al., 1991) (Tabela 1). A 

modulação positiva do peso relativo da gordura perirrenal apenas no grupo IpA-E 

sugere-nos que, ainda que por mecanismos não conhecidos, o EPA, quando 

administrado por um período mais longo, caso do grupo ScA-E, pode estar 

promovendo maior espoliação do tecido adiposo ao invés de recuperá-lo. 

Quando analisamos o peso relativo do músculo gastrocnêmio, observamos que 

o grupo inoculado no peritônio tratado com EPA (IpA-E) apresentou melhora desse 

parâmetro, ou seja, a redução do peso muscular teve menor proporção no grupo 

tratado do que no grupo não tratado (redução de 8% no grupo IpA-E em 

contrapartida aos 14% no IpA, quando comparados aos controles). Porém, os 

efeitos modulatórios do EPA sobre o tecido muscular foram discretos quando 

comparados a dados da literatura, que indicam que o EPA promove proteção da 

espoliação induzida pelo crescimento tumoral (KHAL & TISDALE, 2008). Além disso, 

a recuperação do peso muscular não foi observada no grupo subcutâneo tratado 

com EPA (ScA-E), que apresentou resultados similares ao grupo não tratado (ScA), 

sugerindo que a resposta adaptativa à evolução tumoral foi distinta para os animais 

subcutâneos em relação aos intraperitônios. Esse fato pode ter ocorrido devido a 

diferença do tempo de tratamento com EPA a que esses grupos foram submetidos. 

Em relação à atividade da fosfatase alcalina, observamos que o grupo 

subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) não apresentou redução significativa da 
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atividade dessa enzima, diferentemente do grupo que não recebeu tratamento (ScA; 

Figura 2). 

Os grupos intraperitônio e subcutâneo tratados com EPA (IpA-E, ScA-E) 

apresentaram valores de concentração de proteínas totais semelhantes aos 

encontrados para os grupos não tratados (IpA, ScA), ou seja, o EPA não foi capaz 

de reverter a perda de proteína muscular nesses grupos (Figura 3). 

O fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) inibe a ativação da 

proteína-quinase dependente de RNA (PKR) através do aumento da expressão da 

proteína fosfatase 1 (PP1), que desfosforila a PKR. Dessa forma, o IGF-1 é 

importante na atenuação da degradação protéica existente no processo de cachexia 

(TISDALE, 2009). Através da análise sérica do IGF-1 podemos observar que o 

tratamento com EPA não apresentou nenhuma modulação nos grupos com implante 

tumoral, apresentando dados semelhantes aos grupos tumorais não tratados. 

Apesar de não ser significativo, podemos ver que o grupo controle tratado com EPA 

(CA-E) apresentou aumento de cerca de 10% da concentração sérica de IGF-1 em 

relação ao grupo controle não tratado (Figura 4). 

O tratamento com EPA não apresentou resultados significativamente diferentes 

em relação à concentração sérica de leptina nos grupos com tumor, entretanto 

podemos observar tendência de redução da concentração de leptina nos grupos 

CA-E e ScA-E, podendo estar relacionados ao menor peso relativo da gordura 

perirrenal, uma vez que os níveis circulantes de leptina são proporcionais à gordura 

corpórea (Figura 5).  

O grupo inoculado no peritônio tratado com EPA (IpA-E) apresentou menor 

peso relativo do tumor (32,7% menor) em relação ao grupo não tratado (IpA), 

sugerindo efeito modulatório do EPA sobre o crescimento tumoral (Tabela 1). Já nos 

grupos subcutâneos, não houve diferença do peso tumoral entre o tratado com EPA 

(ScA-E) e o não tratado (ScA), como mostrado na Tabela 1. 

As divergências dos dados apresentados nesse trabalho em relação aos dados 

da literatura sobre a preservação de tecidos muscular e adiposo pelo EPA podem 

ser decorrentes do tempo experimental, da dose administrada diariamente e 
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também da espécie utilizada, mostrando que, nessas condições experimentais, o 

EPA não foi capaz de modular ou reverter o processo de caquexia. 

 

2. Indução da caquexia em ratos jovens inoculados com o tumor de Walker 
256 

 
Os animais jovens que foram inoculados com células tumorais no peritônio e no 

subcutâneo tiveram menor ganho de peso, em cerca de 57% e 70%, respectivamente, 

em relação aos seus respectivos controles (Tabela 2). Além disso, todos os grupos 

inoculados com Walker 256 (IpJ, IpJ-E, ScJ, ScJ-E) apresentaram redução significativa 

do peso relativo da carcaça (19,7%, 18,7%, 34,1% e 33,3%, respectivamente) quando 

comparados aos respectivos controles (Tabela 2), ressaltando para a redução mais 

expressiva nos animais implantados no subcutâneo, mostrando que a evolução tumoral 

promoveu a instalação do quadro de caquexia, principalmente quando a evolução 

tumoral foi mais longa. 

O processo de caquexia também promove alterações em determinados tecidos e, 

na intenção de avaliar os efeitos do local de implante tumoral sobre parâmetros 

corporais dos animais e se há alteração desses parâmetros quando há suplementação 

com ácido eicosapentanóico, os órgãos e tecidos dos animais jovens foram avaliados 

quanto ao peso relativo. A inoculação do tumor induziu a redução do peso relativo do 

coração nos animais jovens (IpJ-E=13,2%, ScJ= 20,0% e ScJ-E=17,1%), em relação 

aos grupos controles (Tabela 2). Contrariamente aos dados da literatura, o grupo jovem 

implantado com tumor no subcutâneo não tratado (ScJ) apresentou redução do peso 

relativo do fígado (9,6%) quando comparado ao grupo controle subcutâneo (Tabela 2). 

Embora esses dados, para alguns grupos aqui estudados (ScJ e ScJ-E), estejam 

discordantes dos resultados obtidos inicialmente durante nossos experimentos prévios, 

o efeito tumoral melhor visualizado em animais experimentais corresponde ao aumento 

do peso relativo hepático, em função do aumento da atividade e secreção de proteínas 

C reativa (TISDALE, 2004; ARGILÉS et al., 2005), porém este aumento não foi 

visualizado nos grupos jovens. Concordante com a literatura, todos os grupos 

implantados com o tumor de Walker 256, (IpJ, IpJ-E, ScJ, ScJ-E) apresentaram 
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aumento significativo do peso relativo das adrenais (52,2%, 43,5%, 47,6%, 42,9%, 

respectivamente) quando comparados ao seus respectivos controles (Tabela 2).  

Quanto ao peso relativo da gordura perirrenal, parâmetro que também nos auxilia 

na comprovação do processo de caquexia, houve redução em todos os grupos 

implantados com tumor (IpJ=20,8%, IpJ-E=14,6%, ScJ=74,6% e ScJ-E=64,4%), mas 

apenas os grupos ScJ e ScJ-E apresentaram redução significativa, como mostrado na 

Tabela 2.  

Além disso, houve redução significativa do peso relativo do músculo gastrocnêmio 

nos grupos IpJ, ScJ e ScJ-E (12,1%, 30,4% e 26,1%, respectivamente) quando 

comparados aos respectivos controles, mostrando que a evolução tumoral é 

responsável pela depleção tanto do tecido muscular, quanto do tecido adiposo (Tabela 

2).  

Ainda com o objetivo de avaliar o tecido muscular, quanto à resposta celular, 

avaliamos a atividade da fosfatase alcalina também nos grupos de animais jovens. 

Presente em todos os tecidos corpóreos, a fosfatase alcalina, uma hidrolase, tem como 

principal função desfosforilar certas moléculas, isto é, remover os grupos fosfatos de 

moléculas como nucleotídeos, proteínas e alcalóides. Assim, como apontado 

anteriormente para os grupos adultos, muitos autores consideram que a partir da 

medida de sua atividade é possível inferir a avaliação da atividade celular (CALHAU et 

al., 1999; MOTA et al., 2008). Analisando-se o músculo gastrocnêmio dos diferentes 

grupos experimentais quanto à atividade da fosfatase alcalina, observou-se que, 

embora não haja diferença estatística da atividade dessa enzima, os grupos jovens 

controles apresentaram tendência a aumento da atividade ao longo do período 

experimental (CIpJ < CScJ), sugerindo que o processo de crescimento e diferenciação 

tecidual implica em maior atividade celular (Figura 6). Por outro lado, também 

observamos o mesmo padrão para os grupos jovens quando tratados com o ácido 

eicosapentaenóico (CIpJ < CIpJ-E e CScJ < CScJ-E). Os animais jovens implantados 

com tumor também apresentaram tendência de aumento da atividade dessa enzima, 

sendo em parte relacionado ao local de implante tumoral (ScJ > IpJ) e ao tratamento 

(EPA > não tratado) (Figura 6). A análise desse parâmetro pôde nos sugerir que houve 

mecanismos distintos de adaptação da musculatura esquelética entre os animais jovens 
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e adultos, em resposta aos efeitos deletérios do crescimento tumoral, onde o aumento 

da atividade da fosfatase alcalina (ScJ > IpJ e jovem tratado com EPA > jovem não 

tratado) pode estar associado ao elevado dispêndio energético com sobrevida mais 

abreviada nesses animais.  

Apenas o grupo inoculado no peritônio sem tratamento (IpJ) apresentou redução 

significativa da concentração de proteínas totais presentes no homogeneizado do 

músculo gastrocnêmio, como mostrado na Figura 7. O grupo intraperitônio tratado com 

EPA (IpJ-E) apresentou concentração de proteína semelhante aos grupos controles 

(CIpJ e CIpJ-E). Apesar da evolução tumoral, mais prolongada nos animais implantados 

no subcutâneo (ScJ e ScJ-E), não observamos grandes alterações na concentração de 

proteínas totais musculares, em relação aos respectivos controles (Figura 7). 

A concentração sérica do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) 

apresentou redução significativa em todos os grupos inoculados com tumor de Walker 

256, quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 8), sugerindo que os 

efeitos tumorais induziram a redução expressiva da concentração de IGF-1, relacionada 

aos efeitos da depleção da musculatura esquelética no processo de caquexia. Além 

disso, verificamos que animais jovens, não portadores de tumor, que encontram-se em 

pleno crescimento, apresentam aumento da concentração de IGF-1 em relação aos 

grupos adultos controles (comparação dos valores entre as Figuras 4 e 8), sendo que 

os grupos CIpJ e CScJ-E apresentaram aumento significativo (teste t) da concentração 

de IGF-1, quando comparados ao controle adulto (CA, Figura 4).  

Embora não haja diferença estatística na concentração de leptina sérica, 

verificamos que nos grupos portadores de tumor houve tendência ao decréscimo, 

independente do local do implante (intraperitônio ou subcutâneo), sugerindo correlação 

com a redução da porcentagem de gordura corpórea (redução do peso relativo da 

gordura perirrenal) (Tabela 2 e Figura 9). 

Ainda analisando os efeitos do crescimento tumoral sobre os animais jovens, 

verificamos que o peso relativo do tumor foi bastante elevado nos grupos implantados 

com tumor no subcutâneo em relação ao intraperitoneal (Tabela 2). O tumor de Walker 

256 apresenta evolução bastante acelerada e dessa forma verificamos reduzido tempo 

de sobrevida dos animais implantados com tumor intraperitônio, em relação aos grupos 
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implantados no subcutâneo. Verificamos, também, que essa neoplasia é bastante 

agressiva, como modelo experimental, já que o tempo de sobrevida de todos os grupos 

jovens foi significativamente reduzido em relação aos grupos de animais adultos 

(Tabela 1 e 2). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 2. Resultados das análises morfométricas dos grupos experimentais jovens 
  CIpJ CIpJ-E IpJ IpJ-E CScJ CScJ-E ScJ ScJ-E 

Ganho de 
peso (g) 

53,50 ± 4,22 48,67 ± 
4,57 

24,15 ± 6,63 
* 

21,62 ± 
10,25 * 

105,80 ± 
11,80 

105,00 ± 
13,00 

27,49 ± 7,60 
* 

34,37 ± 9,79 
* 

Carcaça           
(PR, %) 

109,60 ± 
3,84 

109,20 ± 
4,12 

88,01 ± 5,25 
* 

89,10 ± 5,21 
* 

141,50 ± 
7,44 

140,20 ± 
9,75 

93,29 ± 6,41 
* 

94,38 ± 7,06 
* 

Coração            
(PR, %) 

0,38 ± 0,02 0,37 ± 0,04 0,35 ± 0,02 0,33 ± 0,02 
* 0,35 ± 0,02 0,34 ± 0,03 0,28 ± 0,03 

* 
0,29 ± 0,03 

* 

Fígado             
(PR, %) 

4,63 ± 0,42 4,41 ± 0,24 4,61 ± 0,28 4,29 ± 0,45 4,50 ± 0,20 4,34 ± 0,35 4,07 ± 0,25 
* 

4,18 ± 0,23 

Baço                 
(PR, %) 

0,40 ± 0,05 0,42 ± 0,06 0,39 ± 0,10 0,38 ± 0,06 0,36 ± 0,05 0,35 ± 0,06 0,56 ± 0,17 
* 

0,71 ± 0,16 
* 

Adrenais            
(PR, %) 

0,023 ± 
0,002 

0,024 ± 
0,002 

0,035 ± 
0,007 * 

0,033 ± 
0,002 * 

0,021 ± 
0,003  

0,022 ± 
0,002  

0,031 ± 
0,006 * 

0,030 ± 
0,005 * 

Gordura 
perirrenal 
(PR, %) 

0,48 ± 0,13 0,44 ± 0,16 0,38 ± 0,12 0,41 ± 0,12 0,59 ± 0,14 0,56 ± 0,16 
0,15 ± 0,04 

* 
0,21 ± 0,11 

* 

Músculo 
gastrocnêmio 
(PR, %) 

0,58 ± 0,04 0,56 ± 0,03 
0,51 ± 0,04 

* 
0,55 ± 0,02 

□
 

0,69 ± 0,07 0,70 ± 0,05 
0,48 ± 0,03 

* 
0,51 ± 0,05 

* 

Tumor              
(PR, %) 

- - 8,79 ± 1,13 8,12 ± 1,32 - - 21,18 ± 3,49 20,56 ± 1,98 

Sobrevida 
dos animais 
(dias) 

- - 6 ± 0,49 6 ± 1,13 - - 13 ± 0,49 13 ± 0,38 

Legenda: CIpJ –controle intraperitônio jovem; CIpJ-E –controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo jovem portador de tumor 
implantado no peritônio; IpJ-E – grupo jovem portador de tumor implantado no peritônio tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; 
CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo jovem portador de tumor implantado no subcutâneo; ScJ-E – grupo jovem 
portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA; PR = peso relativo; * P<0,05 quando comparado aos seus respectivos controles; □ 

P<0,05 quando comparado ao intraperitôneo não tratado com EPA  
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Figura 7. Concentração de proteína do músculo gastrocnêmico dos animais jovens. Legenda: CIpJ – 
grupo controle intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA; IpJ – 
grupo intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle 
subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo 

jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao CIpJ-E; n=8 
(CIpJ, CIpJ-E, CScJ e CScJ-E) e n=7 (IpJ, IpJ-E, ScJ e ScJ-E). 
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Figura 6. Atividade da fosfatase alcalina do músculo gastrocnêmio em jovens. Legenda: CIpJ – grupo 
controle intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – 
grupo intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle 
subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo 
jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA; n=8 (CIpJ, CIpJ-E, CScJ e CScJ-E) e n=7 (IpJ, 
IpJ-E, ScJ e ScJ-E). 
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2.1. Efeitos do ácido eicosapentaenóico (EPA) em relação à caquexia 
nos animais jovens  

 
O tratamento com ácido eicosapentaenóico não proporcionou resposta 

modulatória em relação ao ganho de peso e nem ao peso relativo da carcaça, ou 

seja, os animais tratados com EPA (CIpJ-E, IpJ-E, CScJ-E e ScJ-E) apresentaram 

Figura 9. Concentração sérica de leptina. Legenda: CIpJ – grupo controle intraperitônio jovem; CIpJ-E 
– grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA; IpJ – grupo intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo 
intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; CScJ-E – controle 
subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado 
com EPA; n=6. 
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Figura 8. Concentração sérica de IGF-1 dos animais jovens (n=6). Legenda: CIpJ – grupo controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA; IpJ – grupo 
intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos 
jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – 

subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado aos respectivos controles. 
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resultados similares aos respectivos grupos não tratados (CIpJ, IpJ, CScJ e ScJ, 

respectivamente) (Tabela 2). 

O tratamento com o EPA não reverteu o quadro de redução do peso relativo do 

coração quando comparados animais tratados com não tratados (Tabela 2). Além 

disso, não observamos efeito modulatório do EPA sobre o peso relativo das 

adrenais nos animais tratados quando comparados aos grupos não tratados (Tabela 

2). 

Em relação ao peso relativo da gordura perirrenal, não houve diferença 

estatística entre o grupo intraperitônio tratado com EPA (IpJ-E) e o grupo não 

tratado (IpJ), assim como também não houve diferença estatística entre o grupo 

subcutâneo tratado (ScJ-E) e o não tratado (ScJ). Entretanto, os grupos ScJ-E e IpJ-

E apresentaram discreta elevação da porcentagem de gordura perirrenal em relação 

aos respectivos grupos (ScJ e IpJ). Esses dados foram inesperados, pois na 

literatura existem registros de que o EPA protege contra a espoliação do tecido 

adiposo (BECK et al., 1991) (Tabela 2). O período experimental, a dosagem 

administrada e a evolução tumoral podem ter influenciado nesses dados. 

A espoliação do tecido muscular no grupo intraperitônio tratado com EPA (IpJ-

E) foi significativamente menor (peso relativo do músculo cerca de 8% maior e 

concentração de proteínas totais cerca de 15% maior) que a espoliação do grupo 

não tratado (IpJ), como podemos ver na Tabela 2 e na Figura 7, sugerindo que o 

ácido eicosapentaenóico promoveu modulação, embora discreta, em relação à 

espoliação do tecido muscular, corroborando com os dados da literatura (KHAL & 

TISDALE, 2008). Porém, não observamos modulação no grupo subcutâneo tratado 

com EPA (ScJ-E), que apresentou resultado muito semelhante ao grupo não tratado 

(ScJ) (Tabela 2 e Figura 7).  

Em relação à atividade da fosfatase alcalina, não observamos diferença 

estatística entre os grupos tratados com EPA e os não tratados, entretanto, 

pudemos observar que todos os grupos tratados com EPA apresentaram tendência 

de aumento na atividade da fosfatase alcalina quando comparados aos grupos não 

tratados (Figura 6). A análise desse parâmetro pôde nos sugerir que houve 

mecanismos distintos de adaptação da musculatura esquelética entre os animais 
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jovens e adultos, em resposta aos efeitos deletérios do crescimento tumoral, onde o 

aumento da atividade da fosfatase alcalina (ScJ > IpJ e jovem tratado com EPA > 

jovem não tratado) pode estar associado ao elevado dispêndio energético com 

sobrevida mais abreviada nesses animais.  

Também observamos ausência de efeito modulatório do EPA em relação à 

concentração sérica do IGF-1 e da leptina quando comparados os grupos tratados 

com os não tratados (Figuras 8 e 9). 

Embora não diferente estatisticamente, os grupos tratados com EPA 

apresentaram tendência de redução do peso tumoral, sugerindo que o EPA estaria 

modulando o crescimento tumoral (Tabela 2). 

Como já mencionado anteriormente, os dados apresentados nesse trabalho em 

relação à modulação do EPA no processo de caquexia podem ter sido divergentes 

dos dados encontrados na literatura, devido ao tempo experimental e à dosagem 

administrada diariamente. Dessa forma, no presente trabalho, obtivemos efeitos 

discretos em relação à modulação do processo de caquexia pelo tratamento com 

EPA. 

 

3. Efeito da inoculação do tumor de Walker 256, em ratos adultos, sobre o 
processo de degradação protéica 

 

O principal sistema proteolítico celular compreende a via ubiquitina-proteossomo, 

formada por um complexo de proteínas localizadas no citoplasma, cuja principal função 

é degradar proteínas não necessárias ou danificadas por processos como estresse 

oxidativo, entre outros (BAUGH et al., 2009). Esse sistema de degradação 

proteossomal é essencial para muitos processos celulares, incluindo ciclo celular, 

regulação da expressão gênica e também respostas a situações com intensa demanda 

de aminoácidos, como no caso da caquexia (ORLOWSKI & WILK, 2003). As proteínas 

a serem degradadas são ligadas a pequenas proteínas chamadas ubiquitinas, que 

sinalizam para o complexo proteossômico. O complexo proteossômico, conhecido como 

unidade proteossômica 26S, é formado por uma subunidade principal – 20S – e duas 

subunidades regulatórias – 19S e 11S. A subunidade 20S é composta por subunidades 
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alfa e por subunidades catalíticas denominadas subunidades , que compreendem as 

unidades chymotrypsin-like, trypsin-like e post-glutamyl peptide hydrolase-like (PGPH) 

(ADAMS, 2003). 

A unidade catalítica chymotrypsin-like é a que exerce maior atividade dentro do 

conjunto todo de ativações do sistema proteossomal e por isso analisamos, entre outros 

parâmetros, a atividade dessa enzima no tecido muscular para verificarmos se houve 

aumento dessa via de degradação protéica em resposta à evolução tumoral. Apesar da 

não diferença estatística da atividade da enzima chymotrypsin-like entre os grupos 

inoculados com tumor (intraperitônio e subcutâneo) e os controles, podemos visualizar 

tendência de aumento na atividade dessa enzima nos animais implantados com tumor 

(Figura 10), sugerindo aumento da atividade da via de degradação protéica ubiquitina-

proteossomo, corroborando com dados da literatura que mostram aumento da ativação 

dessa via em resposta ao implante tumoral (TISDALE, 2009). 

Para confirmarmos se a via ubiquitina-proteossomo estava realmente mais ativada 

nos animais com implante tumoral, analisamos também, através de Western Blot, a 

subunidade proteossômica 20S. Embora estatisticamente não significativo, entre os 

grupos inoculados com tumor e os controles (Figura 11), observamos tendência de 

aumento dessa subunidade proteossômica em todos os grupos implantados com tumor. 

Esses dados são condizentes com os da literatura, onde a expressão da subunidade 

20S encontra-se aumentada em animais portadores de tumor (KHAL et al., 2005). 

Ainda em relação à via proteolítica ubiquitina-proteossomo, avaliamos também a 

expressão das subunidades proteossômicas PC5 e PC2. A expressão da subunidade 

proteossômica PC5, apresentou redução significativa em todos os grupos experimentais 

quando comparados ao grupo CA (Figura 12). Quanto à análise da subunidade PC2, os 

grupos CA-E, IpA, IpA-E e ScA apresentaram redução significativa (Figura 12) quando 

comparados ao grupo CA. Esses resultados não eram esperados uma vez que os 

animais com tumor apresentaram tendência de aumento da atividade da chymotrypsin-

like e da expressão da subunidade 20S, sugerindo que a via ubiquitina-proteossomo 

estaria mais ativa nos animais portadores de tumor. São necessários novos estudos 

para melhor entendermos, nesse modelo experimental, o mecanismo bioquímico e 
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molecular de regulação da expressão dessas subunidades PC5 e PC2, do sistema 

ubiquitina-proteossômico, nos grupos experimentais.  

Outra via de degradação protéica importante é a via de degradação dependente 

de cálcio, envolvida em processos como motilidade celular, progressão do ciclo celular 

e também fusão celular, no caso de diferenciação de mioblastos. Embora o seu papel 

ainda não esteja bem definido, a calpaína, que é uma enzima citosólica pertencente à 

família das proteases não lisossomais dependentes de cálcio, está envolvida na quebra 

de proteínas da musculatura esquelética, principalmente no exercício físico e em 

estados nutricionais alterados (BELCASTRO et al., 1996). Por esse motivo, também 

analisamos a atividade da enzima calpaína no tecido muscular, que não apresentou 

diferença estatística entre os animais com tumor intraperitônio e os controles (Figura 

13), apesar da tendência de aumento da atividade dessa enzima nos animais com 

implante no peritônio. Em relação ao implante tumoral no subcutâneo, apenas o grupo 

tratado (ScA-E) apresentou aumento significativo da atividade da calpaína quando 

comparado ao controle tratado (CA-E) (Figura 13). Esses dados foram divergentes dos 

dados encontrados na literatura, que afirmam que a principal via de degradação 

protéica da musculatura envolve a via proteossomal e, em alguns casos, também a via 

lisossomal (BECHET et al., 2005 a,b). São necessários mais estudos para melhor 

compreensão dos mecanismos moleculares dessa via de degradação protéica, para o 

melhor entendimento da possível ativação nesse modelo experimental, principalmente 

no grupo com tumor subcutâneo (ScA-E). 

Como citado anteriormente, segundo a literatura, outra via de degradação protéica 

que também pode estar envolvida com a depleção do tecido muscular é a via 

lisossomal, por isso analisamos também as catepsinas B e H, que são proteases 

encontradas no interior dos lisossomos, estruturas que têm papel vital no turnover 

celular. Dentre essas proteases, as catepsinas L, B, D e H compreendem as mais 

importantes, determinando a capacidade proteolítica dos lisossomos (BECHET et al., 

2005a). O sistema proteolítico lisossomal é, em determinadas condições patológicas, 

ativado na musculatura estriada (BECHET et al., 2005a). Assim, embora a quantidade 

de catepsinas seja baixa na musculatura, a presença do câncer impõe, em muitos 

casos, o processo de macroautofagia através da ativação dessa via proteolítica. A 
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atividade da enzima catepsina B, uma das proteínas lisossomais presentes 

principalmente na região perinuclear, que está relacionada ao processo de degradação 

protéica e a alguns processos referentes ao ciclo celular, foi menor em todos os grupos 

implantados com tumor, porém apenas nos grupos com implante intraperitônio essa 

redução foi significativa (Figura 14). A protease lisossomal catepsina H é uma 

aminopeptidase das proteinases cisteínicas mais importante da degradação lisossomal 

e a atividade dessa enzima foi significativamente maior apenas no grupo implantado 

com tumor subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) quando comparado ao grupo controle 

(CA) (Figura 15), embora haja tendência de elevação nos grupos com tumor 

intraperitônio (IpA, IpA-E) e também no grupo com tumor subcutâneo (ScA).  Esses 

dados são concordantes com os dados encontrados na literatura, mostrando que 

nesses animais experimentais a via de degradação protéica lisossomal apresentou 

moderada ativação, principalmente em relação à catepsina H, em resposta à evolução 

tumoral. Embora na literatura haja menção para a ativação da via lisossomal nos 

processos de proteólise na vigência do câncer, no presente estudo foi discreta a 

participação dessa via, com exceção para os animais ScA-E, contrariando a literatura 

de que o ácido eicosapentaenóico atuaria modulando os processos de degradação 

protéica (BECHET et at. 2005a). 

Com base nas análises feitas nos grupos adultos em relação à degradação 

protéica, podemos observar que, mesmo que de uma forma não tão expressiva, os 

grupos inoculados com tumor apresentaram maior degradação protéica em resposta a 

evolução tumoral. 
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Figura 11. Expressão da subunidade 20S nos animais adultos. Legenda: CA – controle adulto; 
CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo adulto portador de tumor implantado no 
peritônio; IpA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no peritônio tratado com EPA; ScA – 
grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo; ScA-E – grupo adulto portador de 
tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA; n=4. 
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Figura 10. Atividade da enzima chymotrypsin-like no músculo gastrocnêmio dos animais adultos. 
Legenda: CA – controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo adulto portador de 
tumor implantado no peritônio; IpA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no peritônio tratado 
com EPA; ScA – grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo; ScA-E – grupo adulto 
portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA; n=8. 
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Figura 13. Atividade enzimática da calpaína no músculo gastrocnêmio dos animais adultos. Legenda: CA – 
controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo 
intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com 

EPA. * = diferença significativa em relação do grupo CA-E; n=8. 
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Figura 12. Expressão das subunidades proteossômicas PC5 e PC2 nos animais adultos (n=3). 
Legenda: CA–controle adulto; CA-E–controle adulto tratado com EPA; IpA–grupo adulto portador de 
tumor implantado no peritônio; IpA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no peritônio tratado 
com EPA; ScA – grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo; ScA-E – grupo adulto 
portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA. * = diferença significativa (p<0,05) 
quando comparado ao CA. ● = grupo estatisticamente diferente em relação aos demais grupos. 
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3.1. Modulação da degradação protéica pelo EPA, nos animais adultos 
 

Conforme proposto como objetivo inicial desse estudo a avaliação da 

modulação do EPA, principalmente quanto à degradação protéica induzida pela 

evolução tumoral, no presente estudo não houve modulação expressiva da atividade 

da chymotrypsin-like nos grupos tratados com EPA quando comparados aos grupos 

Figura 15. Atividade da enzima catepsina H no músculo gastrocnêmio de ratos adultos. Legenda: CA 
– controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – 
grupo intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto 

tratado com EPA. * P<0,05 - diferença significativa quando comparado ao controle; n=8. 
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Figura 14. Atividade da enzima catepsina B no músculo gastrocnêmio dos animais adultos. Legenda: 
CA – controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E 
– grupo intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto 

tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao CA; n=8. 

Catepsina B

CA CA-E ScA ScA-E
0

10

20

30

at
iv

id
ad

e 
/
 g

 d
e

p
ro

te
ín

a 
/ m

in
.

Catepsina B

CA CA-E IpA IpA-E
0

10

20

30

at
iv

id
ad

e 
/
 g

 d
e

p
ro

te
ín

a 
/ m

in
.

* *



 

42 
 

não tratados (Figura 10). Porém, podemos observar que o grupo subcutâneo tratado 

(ScA-E) apresentou tendência a menor atividade dessa enzima quando comparado 

ao grupo não tratado (ScA), o que poderia representar discreta modulação do EPA 

em relação à ativação dessa subunidade catalítica devido ao tratamento mais 

prolongado, uma vez que a evolução tumoral subcutânea é mais lenta que a 

evolução do tumor intraperitônio. Além disso, observamos também que houve 

aumento da atividade da chymotrypsin-like no grupo controle tratado com EPA (CA-

E), divergindo dos dados da literatura que relatam o EPA como um modulador do 

processo de proteólise. 

A análise da expressão da subunidade 20S também não apresentou 

modulação devido ao tratamento com EPA, ou seja, não houve diferença estatística 

entre os grupos tratados e não tratados (Figura 11). Inclusive, esse dado mostrou 

tendência divergente da encontrada para a atividade da chymotrypsin-like, que 

apresentou tendência de menor atividade no grupo ScA-E em relação ao ScA, 

enquanto que houve tendência de aumento da expressão da subunidade 20S no 

ScA-E em relação ao ScA. Padrão semelhante também podemos observar no grupo 

CA-E, que também apresentou tendência de aumento da atividade da chymotrypsin-

like e redução da expressão da subunidade 20S. 

Os resultados obtidos na análise das expressões das subunidades PC5 e PC2 

(Figura 12) servem-nos como confirmação das tendências observadas em relação à 

subunidade 20S, uma vez que as expressões das subunidades PC5 e PC2 da via 

proteossômica apresentaram redução significativa no grupo CA-E quando 

comparado ao grupo não tratado (CA). Além disso, houve aumento significativo da 

expressão da subunidade PC2 e tendência de aumento da subunidade PC5 no 

grupo subcutâneo tratado (ScA-E) quando comparado ao grupo não tratado (ScA), 

corroborando com os dados encontrados nesse trabalho em relação à subunidade 

20S. Através da análise estatística teste t, encontramos também redução 

significativa das expressões das subunidades PC5 e PC2 no grupo IpA-E quando 

comparado ao grupo não tratado (IpA). Esses dados sugerem que o tratamento com 

EPA modulou a expressão das subunidades PC5 e PC2, reduzindo a expressão nos 
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grupos controle e intraperitônio tratados, e aumentando no grupo subcutâneo 

tratado quando comparados aos respectivos grupos não tratados. 

Apesar da não diferença estatística entre os grupos tratados e os não tratados 

em relação à atividade da calpaína, enzima da via de degradação dependente de 

cálcio, podemos observar na Figura 13 que houve tendência de redução da 

atividade dessa enzima no grupo controle tratado (CA-E) quando comparado ao 

grupo não tratado (CA). Além disso, observamos também que houve tendência de 

aumento da atividade da calpaína no grupo subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) 

quando comparado ao grupo não tratado (ScA). 

Por outro lado, observamos ausência de modulação em função do tratamento 

com EPA, em relação à atividade da enzima catepsina B, envolvida na via de 

degradação lisossomal (Figura 14). Contrariamente à literatura, observamos 

tendência de aumento da atividade dessa enzima no grupo controle tratado (CA-E) 

quando comparado ao controle sem tratamento (CA), mostrando que o EPA atuou, 

de forma ainda a ser estudada, na maior ativação da via de degradação lisossomal.  

Apenas o grupo subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) apresentou modulação 

da atividade da enzima catepsina H, uma das proteases mais importantes da via de 

degradação lisossomal, quando comparado ao grupo não tratado (ScA), mostrando 

que essa enzima está mais ativa no grupo que recebeu EPA (Figura 15).  

 

4. Efeito da inoculação do tumor de Walker 256, em ratos jovens, sobre o 
processo de degradação protéica 

 
Como descrito anteriormente para os animais adultos, a via proteolítica ubiquitina-

proteossomo é a principal via de degradação protéica celular e por isso analisamos a 

atividade da enzima chymotrypsin-like, a expressão da subunidade 20S e as 

expressões gênicas das subunidades PC5 e PC2 em relação aos grupos 

experimentais. A atividade da enzima chymotrypsin-like não foi significativamente 

diferente entre os grupos com tumor e seus respectivos controles. Porém, como 

podemos observar na Figura 16, que os grupos inoculados com tumor apresentaram 

tendência de aumento da atividade dessa enzima quando comparados aos seus 
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respectivos controles, como também observamos nos grupos adultos com tumor. Esses 

dados são condizentes com os dados da literatura, no qual mostra que há aumento da 

proteólise associada ao aumento da atividade do sistema ubiquitina-proteossomo 

(VENTRUCCI et al., 2004, 2007; GOMES-MARCONDES et al., 2002, 2003; TISDALE, 

2005b; ELEY & TISDALE, 2007; TISDALE, 2009).  

Não houve diferença estatística da expressão da subunidade 20S quando 

comparados os grupos intraperitônios (IpJ e IpJ-E) com os grupos controles 

intraperitônios (CIpJ e CIpJ-E), entretanto houve tendência de aumento na expressão 

dessa proteína no grupo intraperitônio não tratado (IpJ) quando comparado ao CIpJ 

(Figura 17), corroborando com os dados da literatura e com os dados encontrados em 

relação à atividade da enzima chymotrypsin-like. Esses dados foram semelhantes aos 

dados encontrados para os grupos adultos. A expressão da subunidade 20S 

apresentou redução significativa nos grupos subcutâneos (ScJ e ScJ-E) quando 

comparados ao CScJ (Figura 17). Esse dado não era esperado, pois diverge da 

literatura e também do grupo subcutâneo adulto, que apresentou aumento da 

expressão da subunidade 20S. Além disso, esse dado contradiz o que foi encontrado 

para a atividade da chymotrypsin-like nos grupos de jovens com tumor. 

A análise da expressão gênica da subunidade PC5 mostrou-nos que, conforme a 

Figura 18, não houve diferença estatística entre os grupos intraperitônios (IpJ e IpJ-E) e 

os grupos controles (CIpJ e CIpJ-E), entretanto houve tendência de aumento da 

expressão da subunidade PC5 nos grupos CIpJ-E, IpJ e IpJ-E quando comparados ao 

controle (CIpJ). O grupo ScJ-E apresentou aumento significativo na expressão dessa 

subunidade quando comparado ao controle não tratado (CScJ), enquanto que o grupo 

controle tratado (CScJ-E) apresentou redução significativa quando comparado ao CScJ 

(Figura 18). Por outro lado, analisando-se a subunidade PC2, conforme apresentado na 

Figura 18, observamos que no grupo jovem inoculado com tumor intraperitônio (IpJ) 

houve aumento significativo da expressão desse gene em relação ao grupo CIpJ, em 

contrapartida, houve decréscimo da expressão do PC2 no grupo tratado com EPA (IpJ-

E) em relação ao CIpJ e também ao IpJ, sugerindo efeitos do EPA em proteger a 

espoliação geral da musculatura em resposta aos efeitos deletérios do tumor 

(WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008). Quanto aos grupos com tumor 
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subcutâneo, observamos também aumento da expressão do gene PC2 em relação ao 

grupo CScJ (Figura 18). Esses dados sugerem que diferentes mecanismos estão 

envolvidos no processo de degradação protéica em resposta ao crescimento tumoral, 

sendo a evolução intraperitoneal mais acelerada e as respostas do hospedeiro distintas 

daquelas verificadas no implante subcutâneo (PERTILE & GOMES-MARCONDES, 

2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010). 

Em relação à via proteolítica dependente de cálcio, não observamos diferença 

estatística na atividade da enzima calpaína em nenhum grupo inoculado com tumor 

quando comparados aos respectivos controles. Entretanto, houve tendência de 

aumento da atividade dessa enzima nos grupos intraperitônios (Figura 19). Em 

contrapartida, houve tendência de redução da atividade dessa enzima nos grupos 

controle e subcutâneos tratados (CScJ-E e ScJ-E) quando comparados ao CScJ 

(Figura 19). 

A atividade da enzima catepsina B, que está relacionada ao processo de 

degradação protéica lisossomal e a alguns processos referentes ao ciclo celular, 

apresentou-se alterada nos grupos implantados com tumor (Figura 20). O grupo 

intraperitônio não tratado (IpJ) apresentou aumento significativo na atividade dessa 

enzima quando comparado ao respectivo controle (CIpJ). Os grupos implantados com 

tumor subcutâneo (ScJ e ScJ-E) apresentaram redução significativa na atividade dessa 

enzima quando comparados ao CScJ (Figura 20). 

A atividade da enzima catepsina H não apresentou diferença estatística entre os 

grupos com tumor quando comparados aos controles, porém verificamos tendência de 

aumento nos grupos implantados no peritônio (IpJ e IpJ-E), no subcutâneo (ScJ) e no 

controle intraperitônio tratado (CIpJ-E) (Figura 21). 
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Figura 17. Expressão da subunidade 20S nos animais jovens (n=4). Legenda: CIpJ –controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E –controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo jovem 
portador de tumor implantado no peritônio; IpJ-E – grupo jovem portador de tumor implantado no 
peritônio tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo 
jovem tratado com EPA; ScJ – grupo jovem portador de tumor implantado no subcutâneo; ScJ-E – 

grupo jovem portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA. * p<0,05 quando 
comparado ao CScJ. 
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Figura 16. Atividade da enzima chymotrypsin-like no músculo gastrocnêmio dos animais jovens 
(n=7). Legenda: CIpJ –controle intraperitônio jovem; CIpJ-E –controle intraperitônio jovem tratado 
com EPA;  IpJ – grupo jovem portador de tumor implantado no peritônio; IpJ-E – grupo jovem 
portador de tumor implantado no peritônio tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; 
CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo jovem portador de tumor 
implantado no subcutâneo; ScJ-E – grupo jovem portador de tumor implantado no subcutâneo 
tratado com EPA.  
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Figura 19. Atividade enzimática da calpaína no músculo gastrocnêmio dos animais jovens (n=8 para 
os grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: CIpJ – grupo controle intraperitônio 
jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo intraperitônio 
jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; 
CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – 
subcutâneo jovem tratado com EPA. 
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Figura 18. Expressão das subunidades proteossômicas PC5 e PC2 nos animais jovens (n=3). 
Legenda: CIpJ –controle intraperitônio jovem; CIpJ-E –controle intraperitônio jovem tratado com 
EPA;  IpJ – grupo jovem portador de tumor implantado no peritônio; IpJ-E – grupo jovem 
portador de tumor implantado no peritônio tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos 
jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo jovem portador de 
tumor implantado no subcutâneo; ScJ-E – grupo jovem portador de tumor implantado no 
subcutâneo tratado com EPA. * ♦ p<0,05 quando comparado ao CIpJ ou CScJ; ● p<0,05 quando 
comparado ao CIpJ e ao CIpJ-E 
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4.1. Modulação da degradação protéica pelo EPA, nos animais jovens 
 

A degradação protéica decorrente da via ubiquitina-proteossomo não 

apresentou modulação significativa nos grupos tratados com EPA quando 

comparados aos grupos não tratados em relação à atividade da enzima 

Figura 21. Atividade da enzima catepsina H no músculo gastrocnêmio de ratos jovens (n=8 para os 
grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: CIpJ – grupo controle intraperitônio 
jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo intraperitônio 
jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos jovem; 
CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – 
subcutâneo jovem tratado com EPA. 
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Figura 20. Atividade da enzima catepsina B no músculo gastrocnêmio dos animais jovens (n=8 
para os grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: CIpJ – grupo controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo 
intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle 
subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo 

subcutâneo jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao 
controle. 
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chymotrypsin-like (Figura 16) e da expressão da subunidade 20S (Figura 17). 

Entretanto, houve tendência de redução da atividade da chymotrypsin-like e da 

expressão da subunidade 20S nos grupos IpJ-E e CScJ-E quando comparados aos 

grupos não tratados IpJ e CScJ, respectivamente. Esses dados sugerem que o EPA 

estaria promovendo redução da atividade da via proteolítica ubiquitina-proteossomo, 

corroborando com dados da literatura. Em contrapartida, houve tendência de 

aumento na atividade da chymotrypsin-like no grupo inoculado no subcutâneo 

tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao grupo não tratado (ScJ), sugerindo 

que nesse grupo o EPA não foi capaz de modular a atividade da chymotrypsin-like, 

entretanto esse dado foi divergente do encontrado para a expressão da subunidade 

20S, que não apresentou diferença entre o grupo tratado (ScJ-E) e o não tratado 

(ScJ). 

Os grupos controle subcutâneo e tumor subcutâneo tratados com EPA (CScJ-E 

e ScJ-E) apresentaram resposta modulatória significativa em relação à expressão 

gênica da PC5 (Figura 18), sendo que o grupo com tumor ScJ-E apresentou 

aumento da expressão (dado semelhante ao encontrado para chymotrypsin-like) e o 

grupo CScJ-E apresentou redução, corroborando com os dados encontrados para 

chymotrypsin-like e subunidade 20S. Além disso, houve tendência de aumento da 

expressão da PC5 nos grupos CIpJ-E e IpJ-E, sendo que esse dado mostrou-se 

divergente dos dados encontrados para a atividade da chymotrypsin-like e da 

subunidade 20S. Em relação à expressão gênica da PC2, houve modulação pelo 

tratamento com EPA nos grupos IpJ-E, CScJ-E e ScJ-E, sendo que os dois 

primeiros grupos apresentaram redução significativa quando comparados aos 

grupos não tratados (IpJ e CScJ, respectivamente), enquanto que o ScJ-E 

apresentou aumento significativo em relação ao grupo não tratado (ScJ-E) (Figura 

18). Esses dados corroboram com os dados encontrados para chymotrypsin-like e 

para a subunidade 20S, mostrando que o EPA apresentou modulação da 

degradação protéica através da via ubiquitina-proteossomo nos grupos IpJ-E e 

CScJ-E, corroborando com dados da literatura que mostram efeitos do EPA em 

proteger a depleção da musculatura em resposta aos efeitos deletérios do tumor 

(WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008). Além disso, houve tendência 
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de aumento da expressão da PC2 no grupo CIpJ-E, semelhante ao que ocorreu na 

expressão da PC5.  

Analisando a via de degradação protéica dependente de cálcio, observamos 

que não houve modulação significativa da atividade da enzima calpaína em resposta 

ao tratamento com EPA (Figura 19), entretanto, houve tendência de redução da 

atividade dessa enzima nos grupos tratados CScJ-E e ScJ-E quando comparados 

aos grupos não tratados CScJ e ScJ, respectivamente. Esse dado sugere que o 

EPA, de alguma forma, estaria modulando a resposta da via proteolítica dependente 

de cálcio nos grupos com maior período experimental. 

Quando analisada a via proteolítica lisossomal, observamos resultados 

divergentes em relação à atividade da enzima catepsina B (Figura 20) e da 

catepsina H (Figura 21). O tratamento com EPA modulou a atividade da enzima 

catepsina B, aumentando-a significativamente no grupo CIpJ-E quando comparado 

ao grupo não tratado (CIpJ) e apresentou tendência de aumento no grupo ScJ-E. 

Em contrapartida, houve tendência de redução da atividade da catepsina H no grupo 

ScJ-E quando comparado ao ScJ, padrão oposto ao dado encontrado para a 

catepsina B. Também observamos tendência de aumento da atividade da catepsina 

H no grupo CIpJ-E, mostrando que de alguma forma o tratamento com EPA está 

modificando a atividade da via proteolítica lisossomal nesse grupo, uma vez que 

também encontramos aumento significativo na atividade da catepsina B. 

 

5. Análise da síntese protéica, via fatores de iniciação eucarióticos, em 
ratos adultos inoculados com células de Walker 256 

 
A expressão do fator de iniciação eucariótico 2, subunidade 1 alpha (eIF2S1, 

Figura 22), que juntamente com o GTP é responsável pelo fornecimento de energia 

para a formação da subunidade ribossomal 80S, apresentou-se aumentada 

significativamente no grupo ScA quando comparado ao grupo controle (CA). Além 

disso, houve tendência de aumento no grupo com tumor intraperitônio tratado com EPA 

(IpA-E) quando comparado ao grupo não tratado (IpA) e ao controle (CA). Já a 

expressão do fator de iniciação eucariótico 5 (eIF5, Figura 22), que é responsável pela 
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reciclagem do GDP em GTP, e com isso peça chave para o processo de reciclagem do 

fator eIF2, não apresentou diferença estatística significativa entre os grupos 

experimentais. Porém, houve tendência de redução nos grupos IpA, IpA-E e ScA-E 

quando comparados a grupo controle (CA). 

Houve aumento significativo na expressão do fator de iniciação eucariótico 4 gama 

(eIF4G, Figura 22) nos grupos CA-E e ScA-E quando comparados ao grupo controle 

(CA). Além disso, observamos tendência de aumento nos grupos IpA e IpA-E, quando 

comparados ao controle (CA). 

A expressão da proteína regulatória da tradução que se liga ao fator de iniciação 

eucariótico 4E (eIF4EBP1, Figura 22) apresentou redução significativa nos grupos CA-

E, IpA-E e ScA quando comparados ao grupo controle (CA). 

A literatura relata que a evolução tumoral impõe, além do processo de 

degradação, diminuição da síntese protéica (TISDALE, 2002, 2003, 2009). Esses 

resultados, embora mostrem dados controversos quanto aos fatores de inicialização 

para o processo de proteogênese, sugerem que embora estejam elevadas as proteínas 

chaves (eIF2α, necessária para inicio da formação da unidade ribossomal 40S, e 

eIF4G, essencial para formação do complexo ribossomal no processo de síntese) nos 

grupos subcutâneos e nos intraperitônios, provavelmente há outros mecanismos 

envolvidos e também outros fatores, não avaliados nesse estudo, que estejam 

diretamente relacionados à manutenção da síntese e /ou inibição da síntese de proteína 

(TISDALE, 2002, 2009). 

 

5.1. Modulação da síntese protéica pelo EPA, nos animais adultos 
 

Nos grupos IpA-E e ScA-E, mesmo havendo aumento do fator de inicialização 

(eIF2), que está diretamente relacionado ao processo de síntese protéica, 

observamos manutenção ou tendência à diminuição do eIF5, sugerindo que esteja 

ocorrendo modulação negativa do processo de síntese, como também do processo 

de degradação em função do tratamento (Figura 22). Porém, esses dados não estão 

condizentes com dados da literatura que reportam efetiva inibição do processo de 
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degradação e estimulação do processo de síntese quando administrado EPA 

(WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008). 

Além disso, os grupos controle tratado com EPA (CA-E) e tumor subcutâneo 

tratado com EPA (ScA-E) apresentaram aumento significativo da expressão do 

eIF4G quando comparados aos grupos não tratados (CA e ScA, respectivamente) 

(Figura 22). Esses dados sugerem que o EPA pôde aumentar a expressão do gene 

eIF4G na tentativa de aumentar a síntese protéica. Essa hipótese pode ser bastante 

consistente já que encontra-se nos grupos controle (CA-E) e tumor intraperitônio 

tratado com EPA (IpA-E) redução significativa na expressão do gene eIF4EBP1 em 

relação aos grupos não tratados (CA e IpA, respectivamente), enquanto que o grupo 

subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) apresentou aumento significativo em relação 

ao grupo não tratado (ScA) (Figura 22). Embora não tenhamos verificado a 

fosforilação de determinados fatores, como por exemplo, a fosforilação da 4EBP1, o 

aumento da expressão do fator eIF4G, embora associado ao aumento do 4EBP1, 

sugere maior ligação do fator eIF4G com o eIF4E e com isso aumento da formação 

da subunidade ribossomal 80S (PROUD, 2005, 2006) e consequente melhora no 

processo de síntese protéica (WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008). 

Por outro lado, se tivermos aumento da expressão do fator eIF4G associado à 

diminuição da expressão do eIF4EBP1, aventa-se a hipótese de que há maior 

quantidade de eIF4G, que por sua vez irá associar-se ao eIF4E, formando então o 

fator eIF4F, que se ligará ao eIF4A e eIF4B, formando então a subunidade 

ribossomal 80S. Assim, no caso do grupo CA-E, o aumento da expressão do eIF4G 

e a diminuição da expressão do eIF4EBP1 (corresponde à razão igual a 4) implicaria 

em maior estímulo para síntese protéica. Esse mesmo padrão corresponderia aos 

grupos IpA-E e ScA-E, pois a razão entre eIF4G/eIF4EBP1 corresponde a 3 e 1,6, 

respectivamente. Porém, associando-se os demais fatores, a razão entre eIF2/eIF5 

foi igual a 2 e 3, para os grupos IpA-E e ScA-E, respectivamente. Por outro lado, 

condizente com a literatura, o grupo ScA pode apresentar menor síntese protéica, 

uma vez que apresentou razão igual a 1,3 dos fatores eIF4G e do eIF4EBP1, 

mesmo tendo elevação do fator eIF2, que apresenta razão eIF2/eIF5 igual a 1,9.  
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 Figura 22. Expressão dos fatores de iniciação eucarióticos (n=3). Legenda: CA – controle 
adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo adulto portador de tumor 
implantado no peritônio; IpA-E – grupo adulto portador de tumor implantado no peritônio 
tratado com EPA; ScA – grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo; ScA-

E–grupo adulto portador de tumor implantado no subcutâneo tratado com EPA. * p<0,05 
em relação ao CA. 
 

Gene EIF4EBP1

CA CA-E IpA IpA-E
0.0

0.5

1.0

1.5

R
Q

**

Gene EIF2S1

CA CA-E IpA IpA-E
0

1

2

3

R
Q

Gene EIF4G

CA CA-E IpA IpA-E
0

1

2

3

R
Q

*

Gene EIF5

CA CA-E IpA IpA-E
0.0

0.5

1.0

1.5

R
Q

Gene EIF4EBP1

CA CA-E ScA ScA-E
0.0

0.5

1.0

1.5

R
Q *

*

Gene EIF2S1

CA CA-E ScA ScA-E
0

1

2

3

R
Q

*

Gene EIF4G

CA CA-E ScA ScA-E
0

1

2

3

R
Q

*
*

Gene EIF5

CA CA-E ScA ScA-E
0.0

0.5

1.0

1.5

R
Q



 

54 
 

6. Análise da síntese protéica, via fatores de iniciação eucarióticos, em 
ratos jovens inoculados com células de Walker 256 

 

Como explanado no item anterior, o processo de síntese protéica envolve vários 

fatores, inclusive os fatores eucarióticos de iniciação, para a formação da unidade 

ribossomal 80S, a qual será responsável pela tradução protéica. Dentre os fatores de 

iniciação que participam da montagem da subunidade ribossomal 43S está o fator eIF2, 

responsável por promover a ligação do Met-tRNA, na presença de GTP, à subunidade 

40S do ribossomo, formando então o complexo 43S (ALBERTS, 2004). No presente 

estudo, houve aumento significativo na expressão do fator de iniciação eucariótico 2, 

subunidade 1 alpha (eIF2S1) nos grupos implantados com tumor intraperitônio (IpJ e 

IpJ-E) quando comparados ao grupo controle (CIpJ), sugerindo que neste grupo o 

processo de síntese está sofrendo alguma modificação (Figura 23). Já os grupos 

implantados com tumor subcutâneo (ScJ e ScJ-E) não apresentaram diferença 

estatística em relação ao grupo controle (CScJ), entretanto podemos observar 

tendência de redução da expressão do eIF2S1 no grupo ScJ e tendência de aumento 

no grupo ScJ-E (Figura 23). 

A expressão do fator de iniciação eucariótico 5 (eIF5), que é responsável pela 

reciclagem do GDP em GTP, mostrou-se aumentada significativamente apenas no 

grupo subcutâneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao grupo controle 

(CScJ). Houve tendência de aumento nos grupos IpJ e IpJ-E quando comparados ao 

controle CIpJ, enquanto que observamos tendência de redução nos grupos CScJ-E e 

ScJ em relação ao controle CScJ (Figura 23). 

Embora não haja diferença estatística significativa na expressão do fator de 

iniciação eucariótico 4G (eIF4G) entre os grupos com implante tumoral intraperitônio 

(IpJ e IpJ-E) e os respectivos controles CIpJ e CIpJ-E, houve tendência de aumento na 

expressão desse gene no grupo IpJ, enquanto houve tendência de redução no grupo 

IpJ-E (Figura 23). Apesar de não termos observado diferença estatística entre os 

grupos com tumor subcutâneo (ScJ e ScJ-E) e o controle (CScJ), podemos observar 

que o grupo ScJ apresentou tendência de redução na expressão do eIF4G, enquanto 
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que o ScJ-E apresentou tendência de aumento, quando comparados ao controle (CScJ) 

(Figura 23). 

A proteína regulatória da tradução, proteína ligante do fator de iniciação 4E 

(4EBP1), liga-se ao fator eIF4E formando o complexo eIF4E/4EBP1que por sua vez 

inibe o fator eIF4E; assim quando a proteína 4EBP1 é fosforilada há o desligamento do 

fator eIF4E, permitindo sua ligação ao fator eIF4G para a formação do complexo eIF4F, 

que juntamente com os fatores eIF4A e eIF4B formam a subunidade ribossomal 80S. 

Nesse estudo, avaliamos a expressão gênica dessa proteína regulatória da tradução 

(4EBP1) que apresentou-se aumentada, significativamente, em todos os grupos 

implantados com tumor quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 23).  

Através da análise das expressões gênicas dos fatores de iniciação eucarióticos, 

podemos sugerir que houve inibição da síntese protéica em todos os grupos 

implantados com Walker 256. Uma vez que, no processo de síntese protéica é 

necessária a formação da subunidade ribossomal 40S, seguida da formação do 

complexo eIF4F (que é composto pelos fatores eIF4E e eIF4G junto com os fatores 

eIF4A e eIF4B) para a formação da unidade ribossomal 80S, se analisarmos a razão 

entre os fatores eIF4G e 4EBP1, que está muito reduzida (cerca de 0,2 entre 

eIF4G/4EBP1) nos animais com tumor, supomos que há menor disponibilidade do fator 

eIF4G para a formação da unidade ribossomal, independente da razão entre eIF2/eIF5 

(cerca de 0,9), já que essa razão entre os fatores eIF2 e eIF5 revela o inicio do 

processo de síntese.  Esses dados corroboram com dados da literatura que mostram 

que a evolução tumoral promove redução da síntese protéica, além de aumentar a 

degradação das proteínas (TISDALE, 2002, 2003, 2009; KIMBALL, 1999).  

 

 

6.1. Modulação da síntese protéica pelo EPA, nos animais jovens 
 

Em relação à expressão gênica do eIF2S1, apenas o grupo controle 

subcutâneo tratado com EPA (CScJ-E) apresentou modulação significativa devido 

ao tratamento quando comparado ao grupo não tratado (CsJ), sendo que houve 
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redução expressiva na expressão desse gene no CScJ-E. Os grupos CIpJ-E e ScJ-

E apresentaram tendência de aumento da expressão do fator eIF2S1 em relação 

aos grupos não tratados (CIpJ e ScJ), indicando que o EPA poderia estar atuando, 

mesmo que de forma moderada, na expressão gênica desse fator (Figura 23). 

O grupo tumor inoculado no subcutâneo tratado com EPA (ScJ-E) apresentou 

aumento significativo na expressão do gene eIF5 quando comparado ao grupo não 

tratado (ScJ). Além disso, observamos tendência de redução na expressão desse 

gene nos grupos IpJ-E e CScJ-E quando comparados ao IpJ e CScJ, 

respectivamente (Figura 23). A expressão do fator eIF4G apresentou aumento 

significativo no grupo subcutâneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao 

grupo subcutâneo não tratado (ScJ). A análise estatística (teste t) mostrou que o 

grupo intraperitônio tratado com EPA (IpJ-E) teve redução significativa da expressão 

do eIF4G em relação ao grupo não tratado (IpJ). Além disso, observamos tendência 

de redução da expressão desse gene nos grupos controles tratados (CIpJ-E e CScJ-

E) quando comparados aos grupos controles não tratados (CIpJ-E e CScJ-E, 

respectivamente), como mostrado na Figura 23. Não observamos nenhuma 

modulação significativa dos grupos tratados com EPA quando comparados aos 

grupos não tratados em relação à expressão gênica do 4EBP1, mostrando que o 

EPA não promoveu nenhuma alteração na expressão desse gene (Figura 23). 

Assim, como comentado anteriormente, o processo de síntese protéica envolve 

várias etapas, incluindo vários fatores e proteínas sinalizadoras que podem ser 

moduladas negativamente na presença da evolução tumoral, como aventada pela 

apresentação dos dados encontrados no presente trabalho. Entretanto, 

contrariamente ao apresentado na literatura, o tratamento com EPA não apresentou 

expressiva estimulação do processo de síntese e/ou diminuição do processo de 

degradação. Embora tenhamos observado que o tratamento com EPA, apenas nos 

animais jovens implantados no subcutâneo, tenha induzido ao aumento da 

expressão das proteínas chaves para o processo de síntese – eIF2α, eIF5, eIF4E – 

aventamos que haja aumento da síntese protéica muscular nesses animais em 

relação aos não tratados. Porém, estudos adicionais são necessários para 

quantificação de outras proteínas sinalizadoras, fosforiladas ou não, e também 
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quantificação do processo de síntese, estabelecida por incorporação de 

aminoácidos marcados com trício (VENTRUCCI et al., 2004, 2007; GONÇALVES & 

GOMES-MARCONDES, 2010) para que possamos certificar os efeitos benéficos do 

EPA, conforme relatos na literatura (WHITEHOUSE, 2003). 
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Figura 23. Expressão dos fatores de iniciação eucarióticos (n=3). Legenda: CIpJ – grupo 
controle intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com 
EPA;  IpJ – grupo intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; 
CScJ – controle subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com 

EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA. * 

P<0,05 quando comparado ao controle não tratado;  ● P<0,05 em relação ao CScJ-E. 
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7. Concentração de citocinas pró e antiinflamatórias, em resposta à 
evolução do tumor de Walker 256 nos grupos adultos  

  
Nesse trabalho, avaliamos o peso relativo do baço, uma vez que o aumento do 

peso absoluto e relativo desse órgão pode estar relacionado ao aumento do provimento 

de linfócitos T, associados à variação da concentração de citocinas circulantes, na 

tentativa de minimizar o processo inflamatório crônico, característico do estado 

caquético (TISDALE, 2010). Como podemos observar na Tabela 1, os grupos 

inoculados com tumor no subcutâneo apresentaram aumento significativo no peso 

relativo do baço (ScA=218,2% e ScA-E=145,4) quando comparados ao controle (CA). 

Esse dado corrobora com dados da literatura que mostram que um dos primeiros 

efeitos do crescimento tumoral, além da perda de peso corpóreo, é o aumento 

desproporcional do baço em resposta a evolução tumoral. Além disso, verificamos 

também que, dependendo do local de implante tumoral, houve resposta distinta em 

relação ao peso relativo do baço, provavelmente relacionada à resposta imunológica. 

Assim, os animais implantados com tumor intraperitônio podem sofrer da severidade 

dos efeitos tumorais sem haver resposta imunológica crônica, comparada àquelas 

observadas nos animais implantados com tumor no subcutâneo. 

Para compreendermos melhor a resposta imunológica decorrente do implante 

tumoral e do processo de caquexia, analisamos também algumas citocinas que, além 

de apresentarem papel importante no processo de sinalização celular, estão envolvidas 

no estabelecimento do quadro de caquexia, sendo relacionadas ao prognóstico ruim da 

evolução dessa patologia (ARGILÉS et al., 2007 e 2009). 

Analisamos algumas citocinas da família das interleucinas, que estão relacionadas 

aos processos antiinflamatórios, como é o caso das interleucinas 4 e 10, e inflamatório, 

como é o caso da IL-6 e do IFNγ. 

Quanto às citocinas antiinflamatórias, a concentração da IL-4 não apresentou 

diferença estatística em nenhum grupo com tumor quando comparado ao controle (CA) 

(Figura 24). Entretanto, podemos observar tendência de aumento dessa citocina no 

grupo IpA e, principalmente, no grupo ScA-E. 

A interleucina 10, citocina antiinflamatória relacionada ao processo inflamatório 

crônico característico da caquexia (LIRA et al., 2009), apresentou-se elevada 
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significativamente apenas no grupo ScA, entretanto, houve tendência à elevação em 

todos os demais grupos com tumor (Figura 25). 

Na análise das citocinas pró-inflamatórias, como à concentração da interleucina 6, 

não foi observada diferença estatística entre todos os grupos experimentais. Porém, o 

grupo inoculado com tumor subcutâneo tratado com EPA (ScA-E) apresentou tendência 

de aumento dessa citocina (Figura 26). Esses dados mostraram que mesmo tendo 

modulação do sistema imunológico, as citocinas pró-inflamatórias também estavam 

aumentadas mesmo nos animais tratados com EPA, uma vez que, provavelmente 

esses animais também encontravam-se em processo inflamatório crônico, característico 

do processo de caquexia (TISDALE, 2010).  

Com respeito às alterações metabólicas presentes no estado de caquexia, o 

interferon-gama (IFNγ), também relacionado como citocina pró-inflamatória, atua 

inibindo a atividade da lipase lipoprotéica, relacionada com o processo de lipogênese 

(TISDALE, 1999; MATTHYS & BILLIAU, 1997). Como podemos ver na Figura 27, não 

foi observada diferença estatística entre os grupos, embora haja tendência de aumento 

em todos os grupos portadores de tumor. Assim, coerente com a literatura e os dados 

encontrados quanto a gordura perirrenal, o aumento sérico do interferon-gama, como 

observado nos grupos com tumor, possivelmente está relacionado à atuação dessa 

citocina como estímulo do processo de lipólise, tanto in vivo quanto in vitro (TISDALE, 

1999; MATTHYS & BILLIAU, 1997). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Concentração de IL-4 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA – controle adulto; CA-
E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo intraperitônio adulto 
tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com EPA.  
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Figura 26. Concentração de IL-6 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA – controle adulto; 
CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo intraperitônio 
adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com EPA.               
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Figura 25. Concentração de IL-10 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA – controle adulto; 
CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – grupo intraperitônio 
adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto tratado com EPA.   * 
p<0,05 quando comparado ao CA.             
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7.1. Modulação da resposta inflamatória pelo EPA, nos animais adultos 
 

 Embora não haja diferença estatística do peso relativo do baço quando 

comparamos os grupos tratados com EPA com os grupos não tratados (Tabela 1), 

houve tendência de redução do peso desse órgão no grupo subcutâneo tratado 

(ScA-E) em relação ao grupo não tratado (ScA), mostrando pequena resposta 

modulatória do EPA nesse parâmetro. 

O EPA também não modificou significativamente a concentração sérica de 

nenhuma das citocinas avaliadas (Figuras 24 a 27). Entretanto, o grupo subcutâneo 

tratado com EPA (ScA-E), apresentou tendência de aumento na concentração das 

citocinas IL-4, IL-6 e IFNγ e tendência de redução na concentração da IL-10 quando 

comparado ao grupo não tratado (ScA). Além disso, houve tendência de aumento da 

concentração do IFNγ no grupo intraperitônio tratado com EPA (IpA-E) quando 

comparado ao IpA, enquanto que no CA-E essa citocina apresentou-se ligeiramente 

reduzida em relação ao CA. Esses resultados sugerem que o tratamento com EPA 

não foi eficiente na modulação da resposta inflamatória crônica, observada no 

processo de caquexia, nos animais adultos, divergindo de dados da literatura que 

mostram o elevado potencial antiinflamatório dos ácidos graxos ômega-3 (WALL et 

al., 2010). 
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Figura 27. Concentração de interferon-gama no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA – 
controle adulto; CA-E – controle adulto tratado com EPA; IpA – grupo intraperitônio adulto; IpA-E – 
grupo intraperitônio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutâneo; ScA-E – subcutâneo adulto 
tratado com EPA.                
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8. Concentração de citocinas pró e antiinflamatórias, em resposta a 
evolução do tumor de Walker 256 nos grupos jovens  

 
Como já descrito para os grupos adultos, fizemos também para os grupos jovens a 

análise das concentrações séricas de citocinas pró e antiinflamatórias, correlacionando-

as com o principal órgão, o baço, relacionado à resposta inflamatória e responsivo à 

evolução neoplásica. Assim, analisamos também o peso relativo do baço nos animais 

jovens, uma vez que, na tentativa de minimizar o processo inflamatório decorrente da 

caquexia, esse órgão pode apresentar aumento de seu peso absoluto e relativo nos 

grupos com tumor. Através da análise morfométrica, observamos que os grupos 

inoculados no subcutâneo apresentaram elevação significativa do peso relativo desse 

órgão (ScJ=55,6% e ScJ-E=97,2%) quando comparados ao grupo controle subcutâneo 

(CScJ) (Tabela 2). Similarmente aos animais adultos, nos jovens implantados com 

tumor intraperitôneo também não foi observada variação do peso relativo desse órgão 

em relação aos controles (CIpJ e CIpJ-E) (Tabela 2), sugerindo que em função do 

rápido período de evolução dessa neplasia as respostas do hospedeiro são distintas 

daquelas que ocorrem durante o longo período de evolução tumoral (Implante 

intraperitôneo versus implante subcutâneo).  

Em relação à concentração da interleucina 4, não observamos diferença estatística 

dessa citocina antiinflamatória, entre os grupos controles e os grupos com tumor, 

embora haja tendência de aumento de sua concentração nos grupos com tumor 

tratados com EPA (IpJ-E e ScJ-E), enquanto que os grupos com tumor não tratados 

(IpJ e ScJ) apresentaram tendência de redução na concentração da IL-4 (Figura 28) em 

relação aos respectivos controles.  

A citocina antiinflamatória IL-10, como mencionado acima, está relacionada ao 

processo inflamatório crônico, no processo caquexia-câncer (LIRA et al., 2009), e no 

presente estudo apresentou-se aumentada significativamente apenas no grupo 

inoculado com tumor intraperitônio tratado com EPA (IpJ-E) quando comparado ao 

grupo controle (CIpJ), enquanto que o grupo correspondente sem tratamento (IpJ) 

apresentou tendência de aumento da concentração de IL-10 (Figura 29). O perfil sérico 

da IL-10 também tendeu a ser elevado nos grupos implantados com tumor no 

subcutâneo (ScJ e ScJ-E), quando comparados ao respectivo controle (Figura 29). 
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Houve aumento significativo da concentração da citocina pró-inflamatória IL-6, no 

grupo inoculado com tumor intraperitônio tratado com EPA (IpJ-E), enquanto que o 

grupo correspondente sem tratamento (IpJ) apresentou discreta tendência de aumento, 

quando comparados ao controle CIpJ (Figura 30). Os grupos controle tratado com EPA 

(CScJ-E) e implantado com tumor no subcutâneo não tratado (ScJ) apresentaram 

tendência de redução na concentração dessa citocina quando comparados ao controle 

(CScJ-E, Figura 30). 

Nos grupos jovens inoculados no peritônio, observamos aumento da concentração 

da citocina interferon-gama, sendo que esse aumento foi significativo apenas no grupo 

intraperitônio não tratado (IpJ), quando comparado ao controle (CIpJ) (Figura 31). Nos 

grupos com tumor inoculados no subcutâneo, observamos tendência de aumento do 

interferon-gama quando comparados ao controle (CScJ (Figura 31). 

Embora em alguns resultados tenhamos tendência de aumento das citocinas pró e 

antiinflamatórias nos grupos portadores de tumor, verificamos que o local de implante 

tumoral foi determinante para distintas respostas quanto aos fatores humorais e 

adaptações teciduais à intensa evolução dessa neoplasia – tumor de Walker 256, 

bastante estudado no mecanismo de caquexia. 
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Figura 28. Concentração de IL-4 no soro nos animais jovens (n=6). Legenda: CIpJ – grupo controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo 
intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos 
jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – 

subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao ScJ.  
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Figura 30. Concentração de IL-6 no soro dos animais jovens (n=6). Legenda: CIpJ – grupo controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo 
intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle 
subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo 

subcutâneo jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA.  * = diferença significativa quando 
comparado ao controle. 
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Figura 29. Concentração da interleucina-10 no soro dos ratos jovens (n=6). Legenda: CIpJ – grupo 
controle intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – 
grupo intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle 
subcutâneos jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo 

subcutâneo jovem; ScJ-E – subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao 
controle. 
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8.1. Modulação da resposta inflamatória pelo EPA, nos animais jovens 
 

Embora não tenhamos observado diferença estatística no peso relativo do baço 

quando comparados os grupos tratados com EPA em relação aos grupos não 

tratados (Tabela 2), verificamos que, houve tendência de aumento do peso relativo 

do baço no grupo subcutâneo tratado (ScJ-E) quando comparado ao grupo não 

tratado (ScJ). Desse modo, supomos que o EPA, como relatado na literatura, tenha 

atuado de forma positiva na estimulação da resposta imunológica, aumentando o 

peso absoluto e relativo do baço, nesses animais tratados.  

A concentração da citocina antiinflamatória IL-4 aumentou significativamente no 

grupo subcutâneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao não tratado 

(ScJ), mostrando que o EPA pode estar modulando a produção dessa citocina em 

resposta à inoculação do tumor de Walker 256 (Figura 28). Além disso, houve 

tendência de aumento da concentração de IL-4 no grupo intraperitônio quando 

tratado com EPA (IpJ-E) em relação ao grupo não tratado (IpJ, Figura 28). Esse 

dado sugere a possível modulação do EPA sobre o sistema imunológico também 

Figura 31. Concentração sérica de INF-γ nos animais jovens (n=6). Legenda: CIpJ – grupo controle 
intraperitônio jovem; CIpJ-E – grupo controle intraperitônio jovem tratado com EPA;  IpJ – grupo 
intraperitônio jovem; IpJ-E – grupo intraperitônio jovem tratado com EPA; CScJ – controle subcutâneos 
jovem; CScJ-E – controle subcutâneo jovem tratado com EPA; ScJ – grupo subcutâneo jovem; ScJ-E – 

subcutâneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 diferença significativa quando comparado ao controle. 
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nesses animais com tumor, mostrando que a resposta modulatória pode ser de 

forma distinta em relação à evolução tumoral. 

A concentração da interleucina 10, outra citocina antiinflamatória, não 

apresentou diferenças estatísticas em resposta ao tratamento com EPA em nenhum 

dos grupos experimentais (Figura 29). Embora tenhamos observado tendência de 

aumento dessa citocina no grupo controle intraperitônio tratado (CIpJ-E) em relação 

ao grupo não tratado (CIpJ) e tendência de redução no grupo subcutâneo tratado 

(CScJ-E) em relação ao não tratado (CScJ; Figura 29). 

Quanto às citocinas pró-inflamatórias, tanto IL-6 quanto IFNγ, avaliadas no 

presente estudo, pudemos observar que o efeito do tratamento com EPA também foi 

distinto.  O grupo intraperitônio tratado com EPA (IpJ-E) apresentou aumento 

significativo da interleucina 6 quando comparado ao grupo não tratado (IpJ) (Figura 

30). O grupo controle subcutâneo tratado (CScJ-E) apresentou redução significativa 

da concentração dessa citocina em relação ao grupo não tratado (CScJ; Figura 30). 

Além disso, houve tendência de aumento da concentração de IL-6 no grupo 

implantado com tumor no subcutâneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado 

ao ScJ (Figura 30). 

Novamente, não observamos diferença estatística da concentração do 

interferon-gama em resposta ao tratamento com EPA, entretanto, pudemos observar 

tendência de redução na concentração dessa citocina no grupo intraperitônio tratado 

com EPA (IpJ-E) quando comparado ao grupo não tratado (IpJ), mostrando discreta 

modulação do EPA sobre a síntese de interferon-gama, citocina pró-inflamatória 

(Figura 31).  Em contrapartida, os grupos subcutâneo controle (CScJ-E) e 

subcutâneo tratado (ScJ-E) apresentaram tendência de elevação do interferon-gama 

em relação aos grupos não tratados (CScJ e ScJ, respectivamente) (Figura 31), 

sugerindo-nos  que em determinadas condições pode ocorrer modulação distinta do 

sistema imunológico em função ou não do tratamento com o ácido 

eicosapentaenóico e, principalmente, dependendo do tempo de evolução tumoral.  
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Em suma, considerando-se todos os resultados aqui apresentados, verificou-se 

que a evolução tumoral promoveu alterações do peso corpóreo, juntamente com o peso 

relativo de determinados órgãos, mostrando que no organismo jovem o tumor 

apresentou efeitos bastante severos, principalmente, quando o implante tumoral foi na 

região do peritônio, como sobrevida, peso das adrenais, músculo gastrocnêmio, perda 

de peso da carcaça, além do crescimento tumoral e das variações hormonais e de 

citocinas, em relação aos parâmetros verificados nos adultos.  

Verificamos também que os efeitos do crescimento tumoral sobre determinados 

parâmetros foram modulados quando houve administração do EPA. Por exemplo, o 

aumento do peso relativo do baço, nos animais inoculados com tumor e tratados com 

EPA, pode estar relacionado ao fato desse fármaco atuar sobre o sistema imunológico 

do hospedeiro, aumentando o provimento de células T, associado à variação da 

concentração das citocinas (aumento da IL-4, principalmente nos animais inoculados 

com tumor no subcutâneo, correspondendo ao processo de evolução tumoral por 

período mais longo), modulando o processo inflamatório crônico (CHAPKIN et al., 

2009). Esse fato também pode estar associado ao perfil de citocina IL-10, que também 

apresentou concentrações proporcionalmente mais elevadas nos animais com implante 

subcutâneo em relação a aqueles com implante no peritônio, corroborando os aspectos 

de processo inflamatório crônico característico da caquexia (ARGILÉS et al., 2009; 

LIRA et al, 2009).  

Além disso, a maior sobrecarga da liberação de glicocorticóides, sugerindo intenso 

processo de estresse imposto pelo crescimento tumoral e pelo tratamento a que foram 

submetidos, promoveu aumento do peso relativo das adrenais nos animais com tumor, 

independente da idade do animal, local de implante tumoral ou tratamento a que foram 

submetidos. Contrariando dados da literatura que mostram que o EPA tem função na 

preservação do tecido adiposo, houve grande espoliação desse tecido nos animais ScJ-

E e ScA-E, de modo similar ou ainda mais pronunciado que os outros grupos 

portadores de tumor, jovem ou adultos (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). A redução 

no peso relativo muscular foi menor nos animais tratados com EPA do que nos animais 

não tratados, corroborando os resultados da literatura que indicam que o EPA protege o 

tecido muscular contra a espoliação induzida pela evolução tumoral.  
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A evolução tumoral quando acontece em um período mais curto, caso do implante 

intraperitônio, deve promover a ativação de outros mecanismos de degradação 

protéica, pois observamos menor atividade enzimática da chymotrypsin-like nesses 

grupos quando comparados ao implante subcutâneo, independente da idade do 

hospedeiro e com tendência de modulação pelo tratamento com EPA. Já a evolução 

tumoral por período mais longo, observada nos animais implantados no subcutâneo, 

promove grande ativação do sistema ubiquitina-proteossomo, observada através da 

atividade da chymotrypsin-like, sendo mais expressiva nos animais adultos e havendo 

modulação dessa via de degradação nos animais adultos tratados com EPA (PERTILE 

& GOMES-MARCONDES, 2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010). Já as 

outras vias de degradação protéica, como na dependente de cálcio, observamos 

tendência ao aumento, principalmente nos grupos implantados com tumor no peritônio, 

sugerindo novamente mecanismos distintos de ativação das vias de proteólise tanto 

nos animais jovens como nos adultos, sendo a atividade enzimática da calpaína mais 

intensa nos jovens do que nos adultos. Além disso, a via de degradação lisossomal 

também foi distinta entre jovens e adultos, principalmente para a catepsina B, onde 

houve maior intensidade nos animais implantados com tumor no subcutâneo, 

mostrando que há participação da via lisossomal no processo de proteólise muscular 

nos jovens em relação aos animais adultos. Por outro lado, a catepsina H também 

mostrou-se ativada nos animais jovens implantados com tumor no subcutâneo, com 

tendência a modulação pelo tratamento com EPA. Entretanto, nos animais adultos o 

implante subcutâneo, principalmente associado ao tratamento com EPA, promoveu 

ativação do sistema de degradação lisossomal.  Assim, analisando as subunidades 

proteossômicas (PC2, PC5 e 20S), observamos que o implante tumoral intraperitônio, 

que apresenta evolução por período mais curto, promoveu a degradação protéica 

através de outras vias de degradação (calpaína e catepsinas B e H), assim como 

observamos na atividade da chymotrypsin-like, pois esses animais não apresentaram 

aumento expressivo das subunidades envolvidas na via de degradação ubiquitina-

proteossomo. Já nos animais com implante tumoral subcutâneo, que apresentam 

evolução tumoral por período mais longo, a principal via de degradação protéica, 

provavelmente, foi a via ubiquitina-proteossomo, uma vez que a expressão das 
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subunidades proteossômicas, assim como a atividade enzimática da chymotrypsin-like, 

apresentou-se mais aumentada nesses grupos experimentais. Ressalta-se, então, que 

nos animais jovens, o mecanismo imposto pelo desenvolvimento tumoral causou 

ativação do sistema de degradação protéica diferentemente, dependendo o local de 

implante tumoral e também em função do tratamento a que foram submetidos, tratados 

ou não com EPA, que de acordo com a literatura, modularia os processos de proteólise, 

melhorando assim o estado caquético do animal (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). No 

presente trabalho, os mecanismos envolvidos nos processos de proteólise foram, de 

certa forma, alterados pelo tratamento com EPA, sendo que em determinados 

situações, como atividade da chymotrypsin-like, calpaína e catepsina H,  houve efeito 

benéfico do tratamento. 

Verificamos que os animais jovens, não portadores de tumor, que encontravam-se 

em pleno crescimento, apresentaram elevada concentração de IGF-1 (DUPONT & 

ROITH, 2001; COCHILLO et al., 2007) . Por outro lado, os efeitos do tumor induziram a 

expressiva redução da concentração de IGF-1, relacionando aos efeitos de depleção da 

musculatura esquelética, que, provavelmente, estava acontecendo nos diferentes 

grupos experimentais desse trabalho, estando diretamente associado ao processo de 

caquexia.  

Dados encontrados para as interleucinas 4 e 10, citocinas antiinflamatórias, 

sugerem possível modulação do EPA sobre o sistema imunológico dos animais com 

tumor, entretanto, apesar das citocinas pró-inflamatórias, interleucina 6 e IFN, também 

estarem aumentadas nesses animais tratados, provavelmente houve modulação a partir 

do tratamento com EPA, uma vez que, esses animais também encontravam-se em 

processo inflamatório crônico devido ao processo de caquexia. Para alguns parâmetros, 

pudemos correlacionar o efeito protetor do EPA sobre os efeitos deletérios do tumor, 

como por exemplo menor espoliação de proteína (conteúdo de proteína e peso 

muscular semelhante ao controle; elevação da atividade da fosfatase alcalina; menor 

peso relativo do tumor nos adultos inoculados no peritônio). 

Os hospedeiros adultos com implante intraperitônio não apresentaram inibição do 

processo de síntese, quanto à avaliação, pelo menos parcial, dos fatores de iniciação 

eucaritóricos. Sendo que o tratamento com EPA provavelmente modulou positivamente 
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o processo de síntese (aumentando a relação da expressão dos fatores eucarióticos 

(razão eIF4G/eIF4EBP1 e eIF2/eIF5)). Nos animais adultos com implante subcutâneo 

houve modulação negativa do processo de síntese, independente do tratamento ou não 

com EPA. Esses dados contrapõem aqueles verificados na literatura em que o ácido 

eicosapentaenóico age modulando a atuação de citocinas e também de fatores como o 

fator nuclear κB (NFκB), favorecendo o processo de síntese protéica e minimizando o 

processo de degradação (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003; ZHAO et al., 2004). A 

evolução tumoral nos hospedeiros jovens implicou em modulação negativa do processo 

de síntese, independente do local de implante tumoral e do tratamento ou não com 

EPA, em relação aos respectivos controles, já que o aumento bastante expressivo da 

proteína reguladora do processo de formação da unidade ribossomal 80S, o fator 

eucariótico 4EBP1, supera em muito as relações entre os outros fatores eucarióticos 

que estimulariam a síntese protéica. Esses dados levam mais a suposição de que o 

tratamento com EPA ou a idade do hospedeiro seria determinante para as respostas 

aos efeitos deletérios da evolução tumoral. 

 

CONCLUSÕES 
 
A influência do crescimento tumoral sobre o hospedeiro de câncer relaciona-se muitas 

vezes com o processo de evolução da neoplasia e também com fatores que possam 

modular os processos de sinalização celular. Assim, concluímos que: 

 

1. A evolução do tumor quando ocorre em período mais curto – implante 

intraperitoneal – promove ativação de mecanismos distintos de degradação 

protéica, em função da menor ativação da chymotrypsin-like e da expressão das 

subunidades proteossômicas, com tendência de modulação pelo tratamento com 

EPA; 

2. A evolução do crescimento tumoral em período mais longo, visto nos animais 

com implante subcutâneo, promove ativação principalmente do sistema 

ubiquitina-proteossomo; 
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3. Os hospedeiros adultos com implante intraperitônio não apresentaram inibição 

do processo de síntese, quanto à avaliação, pelo menos parcial, dos fatores de 

iniciação eucaritóricos. Sendo que o tratamento com EPA provavelmente 

modulou positivamente o processo de síntese, pois aumentou a relação da 

expressão dos fatores eucarióticos (razão eIF4G/eIF4EBP1 e eIF2/eIF5); 

4. Nos animais adultos com implante subcutâneo houve modulação negativa do 

processo de síntese, independente do tratamento ou não com EPA; 

5. O crescimento tumoral em hospedeiros jovens implicou em modulação negativa 

do processo de síntese, independente do local de implante tumoral e do 

tratamento ou não com EPA, em relação aos respectivos controles; 

6. A evolução tumoral nos grupos adultos e jovens promoveu alterações nas 

concentrações das citocinas pró e antiinflamatórias, sendo que houve tendência de 

aumento tanto das citocinas antiinflamatória quanto das pró-inflamatórias, sugerindo 

que a evolução tumoral promove resposta inflamatória crônica. Porém, o EPA não 

modificou significativamente a concentração sérica de nenhuma das citocinas 

avaliadas nos grupos adultos, sugerindo que o tratamento com EPA não foi eficiente 

na modulação da resposta inflamatória crônica nesses animais. Já nos grupos 

jovens, o EPA promoveu maior síntese de IL-4, sugerindo em determinadas 

condições pode ocorrer modulação distinta do sistema imunológico em função ou 

não do tratamento com o ácido eicosapentaenóico e, principalmente, dependendo 

do tempo de evolução tumoral.  
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