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RESUMO GERAL

O cancer pode promover a morte do hospedeiro, pois durante sua evolu¢cao ha modificacoes
da homeostasia dos processos metabdlicos, promovendo profundas alteracées
caracterizadas como caquexia, que por sua vez relaciona-se a diminuigcao da qualidade e do
tempo de vida do hospedeiro. Assim, no presente estudo, analisamos os efeitos da evolugéao
do crescimento de neoplasia — carcinossarcoma de Walker 256 — em ratos jovens e adultos
e os efeitos modulatérios do tratamento desses animais com EPA (acido eicosapentaendico)
sobre o processo de caquexia e a concentragdo de citocinas anti e proinflamatérias no
musculo gastrocnémio, pois o tecido muscular € 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 distribuidos de acordo com o local de implante tumoral,
intraperiténio e subcutaneo, e tratamento ou ndo com acido eicosapentaendico, 100ug/Kg
de peso corpéreo. Os animais receberam gavagem diaria do EPA (animais tratados) ou de
6leo mineral (grupos sem tratamento) até a fase pré-agdnica. A partir dos érgaos coletados,
foram calculados o ganho de peso corpéreo, os pesos relativos de cada érgao, do tumor e
da carcaga. Com o objetivo de identificarmos a via de degradacao protéica predominante
nos grupos experimentais, foram avaliados, no tecido muscular, o teor de proteina muscular
total e as atividades das seguintes enzimas: chymotrypsin-like, catepsinas B e H, calpaina e
fosfatase alcalina,. A partir do sangue desses animais foram feitas analises fluorimétricas do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e das citocinas — interleucinas 4 (IL-4), 6
(IL-6) e 10 (IL-10), interferon gama (INF-a) e leptina, utilizando-se kits especificos para
citdmetro de fluxo de fluorescéncia (Luminex). Também foi analisada a expressao génica, no
tecido muscular, por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-RT), para a via
proteossémica e também para os fatores eucaridticos de inicializagdo. Os dados indicam
efeitos modulatérios do EPA sobre o tecido muscular (manutengéo da proteina e do peso),
principalmente para os grupos jovens, e também no processo inflamatério crénico (aumento
de citocinas pro6 e antiinflamatérias). Entretanto, efeitos mais expressivos do EPA nao foram
verificados na prevencdo da espoliagdo de gordura (gordura perirrenal e leptina), no
processo de sintese protéica (manutencédo da expressao génica de fatores eucaribticos de

inicializacao) ou também sobre a via proteossémica.

Palavras-chave: cancer, acido eicosapentaendico, 6mega 3, caquexia, degradacao protéica,
sintese protéica e resposta imunoldgica.




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 ug/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-a),
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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INTRODUCAO

A neoplasia maligna pode promover a morte do hospedeiro por modificar a
harmonia dos processos metabdlicos, promovendo profundas alteragbes, tais como:
reducdo do aporte de nutrientes causada pela anorexia, consumo de substratos
especificos pelas células neoplasicas, estimulacdo das vias catabdlicas e
transformacao qualitativa e quantitativa do meio interno, em funcado da producao de
substancias pelo cancer e/ou hospedeiro, originando o quadro denominado caquexia
(BARACOS & MACKENZIE, 2006; TISDALE, 2002, 2003, 2005a, 2009). Estudos de
casos clinicos e trabalhos experimentais mostram que, no organismo hospedeiro de
cancer, ocorre elevada mobilizacdo de nutrientes para provimento das células
neoplasicas (STOUTHARD et al, 1995; FEARON et al., 2006).

A caquexia € caracterizada pela grande perda de peso, relacionando-se a
diminuicdo da qualidade e do tempo de vida do hospedeiro (TISDALE, 1997), sendo a
causa mortis mais frequente nos pacientes com cancer, devido a espoliagcdo 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 nao ser provocado apenas pela reducao da ingestdo de
nutrientes, mas também por fatores catabdlicos produzidos pelo tumor (TESSITORE et
al., 1993; TISDALE, 1997).

Estudo de TODOROV et al. (1996) mostrou que uma glicoproteina sulfatada de
peso molecular de 24KDa causava caquexia em camundongos nao portadores de
tumor quando administrada intravenosamente, sendo que a perda de peso, nesses
animais, ocorreu sem alteracdo na ingestdo de agua e dieta. Essa perda de peso
aconteceu primariamente pelo efeito catabdlico sobre a musculatura esquelética. Por
outro lado, esse efeito péde ser atenuado pelo tratamento prévio dos camundongos
com anticorpos monoclonais contra essa glicoproteina denominada de fator de indugéao
de protedlise (PIF). Estudos in vitro, mostraram que o PIF pode induzir a degradacao de
proteina muscular, diferentemente dos efeitos observados por outras citocinas, além de
participar da ativacdo de fatores envolvidos no processo de espoliagdo muscular
(WYKE et al, 2004). Estudos com animais e com humanos evidenciaram que a
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presenca desse fator de indugdo de protedlise na caquexia correlaciona-se ao
crescimento neoplasico, envolvendo, principalmente, o sistema ubiquitina-proteossomo
no processo de degradacdo protéica, responsavel pela intensa espoliacdo do tecido
muscular (GOMES-MARCONDES et al., 2002; SMITH & TISDALE, 2003; BELIZARIO et
al., 1991, TISDALE, 2005b).

Reducéao na sintese de proteina muscular foi observada em pacientes com cancer
que apresentaram perda de peso corporeo, sem haver alteracdo na sintese ou
degradacdo das proteinas totais (EDEN et al, 1984). A manutengdo da sintese de
proteinas totais, nesses pacientes, parece ser devido ao aumento na sintese de
proteinas nao-musculares, mais provavelmente, devido ao aumento da producéo
hepatica de proteinas de fase aguda (FEARON et al., 1991).

A inducao da degradacgéao protéica pelo PIF foi atenuada através de pré-tratamento
com &acido eicosapentaendico (EPA) (LORITE et al., 1997), que atuou como regulador
da expressao de componentes chaves da via ubiquitina-proteossomo em musculo
esquelético de camundongos implantados com tumor MAC16 (WHITEHOUSE et al.,
2001). O EPA é um acido graxo poliinsaturado émega-3 (n-3), sendo que a designacao
de dmega tem relacdo com a posicao da primeira dupla ligacao existente na molécula,
contando a partir do grupo metilico final da molécula de acido graxo. Os acidos graxos
6mega-3 apresentam a primeira dupla ligacao entre o terceiro e o quarto atomos de
carbono (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA’s)
apresentam muitas fungdes vitais em nosso organismo, como por exemplo: modulam a
fluidez da membrana celular, uma vez que constituem os fosfolipidios, além de
participarem de processos de sinalizacdo e interagdes celulares (COLOMER et al.,
2007). Os acidos graxos 6mega-3 podem ser encontrados em varios alimentos, como
por exemplo, em nozes e 6leo de canola, sendo que sua principal fonte é o éleo
extraido de alguns peixes, como o salmao, a sardinha, o arenque e a anchova. Os
acidos graxos 6mega-3 protegem contra os estagios iniciais do cancer, diminuindo a
proliferacao celular tumoral, aumentando a apoptose das células tumorais, promovendo
a diferenciacao celular e limitando a angiogénese (COLOMER et al., 2007). Estudos
com animais implantados com adenocarcinoma de célon (MAC16) tém mostrado que o
EPA atenuou a perda de peso corpéreo do hospedeiro, com preservagao tanto do

7



tecido adiposo quanto do tecido muscular esquelético (BECK et al, 1991). Animais
implantados com tumor MAC16, tratados com EPA, apresentaram reducao significativa
da degradacdao protéica, porém sem efeito sobre a sintese protéica (BECK et al., 1991).

Em culturas primarias de hepatdcitos humanos e células cancerigenas humanas
Hep G2, o PIF promoveu ativagdo do fator de transcricao nuclear NF-kB, resultando em
aumento da producéo de interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6) e proteina C reativa e
diminuicdo na sintese de transferrina (WATCHORN et al., 2001). O NF-kB atua na
regulacdo da transcricao de genes envolvidos na resposta imunoldgica, no crescimento
e morte das células (BAEURELE & BALTIMORE, 1996; MARKS et al. 2009). Na maioria
das células, NF-kB promove proliferagdo celular e protegéo contra apoptose (DAJEE et
al., 2003). A concentracao de NF-kB no nucleo esta aumentada em resposta ao PIF,
nas mesmas concentragdes que induz catabolismo protéico e aumento da expressao
da subunidade a do proteossomo 20S, associado ao desaparecimento da sua forma
inativa — IkBa (I kappa beta alfa) — no citosol (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003).

O EPA pode exercer seus efeitos através da inibicdo da degradacado de IkBa
através de efetores, como a quinase do kB (IKK) (MUSZBECK & LAPOSATA,
1993).Tanto a expressao das subunidades proteossémicas quanto o acumulo de NF-kB
no nucleo, induzidos pelo PIF, foram atenuados pelo EPA, que preveniu a degradacao
de IkBa, possivelmente através da estabilizacdo do complexo NF-kB/IkB
(WHITEHOUSE & TISDALE, 2003).

Estudo de LI et al. (1998) mostrou que miotlbulos murinicos tratados com fator de
necrose tumoral a (TNFa) apresentaram redugéo do teor de proteinas totais e miosina,
juntamente com ativacdo de NF-kB. Este estudo mostrou que a ativagdo de NF-kB
relaciona-se com o aumento de proteinas musculares conjugadas com ubiquitina e com
subsequente aumento do RNAm da ubiquitina, sugerindo que NF-kB age aumentando a
expressao de componentes da via ubiquitina-proteossomo, em musculo esquelético.

A alimentagéo forgada nao é capaz de contornar ou reverter o efeito da caquexia.
Assim, um possivel meio de se promover a reversdo de caquexia seria através de
métodos quimicos bloqueando a ag¢éao do fator NF-kB.

Assim, com base nos dados obtidos previamente, faz-se necessaria a avaliacdo do
tratamento com EPA sobre a modulagdo dos efeitos da indugcdo de caquexia em
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animais jovens e adultos, implantados com tumor em diferentes locais, visto que a
evolugcdo tumoral nos animais implantados com tumor no peritbnio apresenta
agressividade bastante acentuada, ndo estabelecendo o estado caquético como
verificado na evolugdo tumoral no implante subcutaneo (PERTILE & GOMES-
MARCONDES, 2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010).

Objetivo geral

Verificar o efeito do acido eicosapentaendico (EPA) sobre a modulagdo do
processo de espoliacao tecidual (caquexia) em ratos jovens e adultos com evolugcdes

tumorais distintas.

Objetivos especificos

Através da comparacao da evolugao tumoral, em diferentes locais de implante, em
hospedeiros jovens e adultos, tratados ou ndo com o EPA, estudamos os seguintes
aspectos:

1. A relacdo da sinalizagédo celular para protedlise frente a administracdo do
EPA e seus efeitos no organismo portador de tumor;

2. Os processos de sinalizacdo envolvidos na sintese protéica, através da
expressao de fatores eucariéticos de inicializacao, e os efeitos do EPA nos
animais com tumor;

3. A degradagao protéica, através da analise da expressdo das subunidades
proteossdmicas e os efeitos do EPA na modulacédo da degradacao protéica;

4. A resposta imunolégica dos animais com implante tumoral e em resposta ao
tratamento com EPA.



MATERIAIS E METODOS

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 agua ad libitum e dieta semipurificada contendo 18% de proteina
normoprotéica, seguindo padrdao AIN-93M (REEVES et al, 1993). Os animais
permaneceram em gaiolas coletivas durante todo o periodo experimental, em ambiente
com controle de luz claro-escuro (12/12 horas) e temperatura média de 22 + 2°C.

Suspensao 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 peritdnio, 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 1x10°
células viaveis no peritdnio ou no subcutaneo do flanco direito. Para simulagao sham do
estresse de manipulagéo e injecdo nos animais, em estudos prévios verificamos que a
inoculagcdo ou ndo com solucdo salina (NaCl 0,9%) nao produzia efeitos ou diferencas
significativas em todos os parametros analisados. Desse modo no presente estudo os
grupos controles ndo receberam simulagdo sham. A partir da inoculacao das células
tumorais, foi administrado diariamente, através de gavagem, 100ug/Kg do &cido
eicosapentaendico (EPA, Calbiochem, 99% de pureza, PM=302,5), diluido em &leo
mineral (Nujol, Mantecorp, Sao Paulo, Brasil), para os grupos experimentais tratados
(ver Protocolo Experimental), durante todo o periodo experimental. A dosagem diaria
recomendada para humanos € bastante divergente, pois alguns estudos recomendam
administracdo de 1,5 a 2g de EPA/dia, o que corresponde a aproximadamente
28,5mg/Kg de peso corpdreo diariamente, enquanto que outros estudos recomendam
dosagens maiores, como 4,7g de EPA/dia ou 67,1mg/Kg (COLOMER et al., 2007).

Os animais nédo tratados com EPA receberam o equivalente em volume de Nuijol,
através de gavagem. O Nuijol foi utilizado devido a sua caracteristica quimica inerte, isto
é, pelo fato de ser um 6leo mineral purificado indigerivel e pouco absorvido pelo
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organismo. Devido a pequena quantidade de Nujol administrada diariamente, os ratos
nao apresentaram diarréia ou qualquer outra alteracao nas fezes.

O periodo de gavagem foi diferente entre os grupos, pois dependeu do tempo de
sobrevivéncia dos animais, uma vez que receberam a gavagem até o momento pré-
agobnico (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 subcutaneo, foram gavados por cerca de 17 dias. Ja os grupos
jovens, com tumor intraperiténio, receberam gavagem por cerca de 6 dias e 0s jovens,

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

2.Grupos experimentais

Ratos jovens e adultos foram distribuidos de acordo com a idade, implante tumoral
(subcutaneo e intraperitdnio) e tratados ou ndo com &cido eicosapentaendico (EPA),
conforme mostrado na Figura 1.

Nesse trabalho utilizamos grupos controles correspondentes aos tratamentos
utilizados. Para os animais jovens, foi instituido um grupo controle em correspondéncia
a cada grupo com implante tumoral, pois a diferenca de tempo experimental entre os
implantes intraperitbnios e subcutaneos é responsavel por grande variacao 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 ndo tratado (CA) porque, devido a fase adulta, esses animais nao
apresentam grandes alteracdes de peso e com isso pudemos utiliza-los como controles
tanto para os implantes intraperiténios quanto para os subcutaneos.
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RATOS
JOVENS (J)

Implantados
com tumor de
Walker 256

Sem tumor
Controle (C)

Tratados com
EPA

Intraperitonio
(Ipd-E, n=7)

Subcutaneo
(ScJ-E, n=7)

tratamento

Tratados com
EPA

Intraperitonio
(ClpJ-E, n=8)

Intraperitonio
(Ipd, n=7)

Subcutaneo
(CScJ-E, n=8)

Subcutaneo
(ScJ, n=7)

RATOS ADULTOS
(A)

Implantados com
tumor de Walker

Sem t

tratamento

Controle (C)

Sem

Intraperiténio
(Clpd, n=8)

Subcutaneo
(CScd, n=8)

umor

Tratados com EPA

Sem tratamento

Intraperitonio
(IpA-E, n=8)

Subcutaneo
(ScA-E, n=8)

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

Intraperitonio
(IpA, n=8)

Subcutaneo
(ScA, n=8)

Sem tratamento
(CA, n=8)

Figura 1. Distribuicdo dos grupos experimentais, segundo o implante tumoral e 0
tratamento com EPA. Numero minimo de animais por grupo igual a 7.
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3. Protocolo experimental

Os animais foram pesados no inicio do experimento (dia do implante tumoral) e ao
final do periodo experimental, na fase pré-agonica (dia do sacrificio). O tempo
experimental variou de acordo com a idade e o tipo de evolugédo tumoral, ou seja, o0s
grupos ClpdJ, ClpJ-E, Ipd e IpJ-E foram sacrificados cerca de 6 dias apds o implante
tumoral, enquanto que os grupos CScd, CScJ-E, Scd, Scd-E foram sacrificados cerca
de 13 dias apds o implante tumoral. Ja os grupos IpA e IpA-E foram sacrificados cerca
de 7 dias apds a inoculagéo do tumor e os grupos CA, CA-E, ScA e ScA-E, cerca de 17
dias apdés o implante do tumor. Apds o sacrificio (por deslocamento cervical), foi
coletado sangue, por puncao cardiaca, dissecados coracédo, figado, baco, adrenais,
gordura perirrenal, musculos gastrocnémios e tecido tumoral e pesada a carcaca.

A conducao deste estudo, assim como a manipulagcédo dos animais, foi baseada no
protocolo experimental n? 1817-2, aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo 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 comité internacional de pesquisa em cancer, United Kingdom
Coordinatting Committee on Cancer Research — UKCCR 1998 (VALE et al. 2005).

3.1. Determinacao 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 ):

GANHO DE PESO (g) = PF — (Pl - PT) (1)

onde: PF = peso corpoéreo final;
Pl = peso corpéreo inicial;
PT = peso tumoral;
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3.2. Orgaos - determinacao do peso relativo (PR)

Foram retirados e pesados 0s seguintes 6rgaos: coracao, figado, baco, adrenais,
gordura perirrenal e musculos gastrocnémios.

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

PR = (PO/PF) x 100 (2)

onde: PR = peso relativo;
PO = peso do 6rgao;
PF = peso corpéreo final do animal

3.3. Determinacao do peso relativo da carcaca

Depois de retirados todos os 6rgaos, as visceras e o tumor, foi obtido o peso da
carcaca. Para o célculo do peso relativo da carcaca foi utilizada a formula 3.

PRc = (PC/PI) x 100 (3)

onde: PR = peso relativo da carcaca;
PC = peso da carcaca;
PI = peso corpdreo inicial do animal.

3.4. Determinacao do peso relativo do Tumor

O peso relativo do tumor foi calculado como mostrado na férmula 4.

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

onde: PRy = peso relativo tumor;
PT = peso tumoral;
PF = peso corpéreo final do animal
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3.5. Analise fluorimétrica do fator de crescimento IGF-1, leptina e citocinas

A analise sérica do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), da leptina e
das citocinas — interleucinas 4 (IL-4), 6 (IL-6) e 10 (IL-10), interferon gama (INF-a), foi
avaliada utilizando-se kits especificos para citbmetro de fluxo de fluorescéncia
(Luminex, Millipore, EUA), seguindo orienta¢gdes dos protocolos fornecidos pelo
fabricante (Linco/Millipore). As amostras de soro foram aplicadas em placas multipogos,
juntamente com o tampéao especifico fornecido pela Linco/Millipore, e, em seguida,
foram adicionados beads acoplados com anticorpos especificos para essas proteinas.

O tempo de incubacao minimo foi de 3hs, a 4 °C e, apos este periodo, a placa foi
lavada trés vezes com tampdo. Foram adicionados os anticorpos de deteccao e,
novamente, feita incubacéo por 120 min. Apos este periodo, foi adicionado o reagente
streptavidin-phycoerithrin e feita a incubacao por 30 minutos a temperatura ambiente. A
placa foi lavada trés vezes com tampao. A leitura de fluorescéncia foi realizada em
equipamento de citometria de fluxo de fluorescéncia (Luminex), calculando-se os
valores desses fatores, em soro, segundo software XPonent (Luminex, Millipore, EUA),

utilizado com o equipamento Luminex.

3.6. Analises bioquimicas

Atividade enzimatica tecidual

Para andlise das atividades enzimaticas (chymotrypsin-like, calpaina, catepsinas
B e H e fosfatase alcalina) dos musculos gastrocnémios, esses foram homogeneizados
em tampao HB (20mM Tris, TmM DTT, 2mM ATP e 5mM MgCl,), na proporcéao 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
nao tivesse grande variacao de temperatura), seguido de nova homogeneizacao, em
gelo, por mais 30 segundos. Os tempos foram controlados para garantia de
homogeneizacdo similar para todos os animais; apdés o qual, as amostras foram

congeladas em nitrogénio liquido. Antes das dosagens das atividades enziméticas, as
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amostras foram descongeladas em gelo e entao centrifugadas a 10.000 rpm, durante
15 minutos, a 4°C e os sobrenadantes foram utilizados para as dosagens enzimaticas e

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

Atividade da enzima chymotrypsin-like

Foram utilizados 10uL do homogeneizado muscular e 100uL de solugao
Substrato-Tris (preparada da seguinte forma: solucdo 1 corresponde a 10mg de
substrato SuclLlevy + 600uL de DMSO; solugdo 2 compreende 10uL da solugéo 1
acrescida de 1mL de Tris-HCI 100mM pH 8,0). A atividade enzimatica das amostras foi
determinada através de leitura fluorimétrica (360nm de excitacao e 460nm de emissao),
em intervalos de 1 minuto, durante 25 minutos. Os dados estdo expressos em unidades
de fluorescéncia/peso do musculo/min, segundo método descrito por GOMES-
MARCONDES & TISDALE (2002).

Atividade da enzima calpaina

Foram utilizados 30uL do homogenizado muscular e 150uL de substrato (50mM
imidazol-HCI pH 7,5, 10mM B-mercaptoetanol, 4mg/mL de caseina, 1TmM NaNs3),
incubados a 25°C por 5min. Apds este periodo, foram acrescentados 20uL de CaCl,
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 10uL do homogeneizado muscular e 90uL de substrato Z-Phe-
Arg-Nmec 0,02mM (diluido em Brij35 0,1%). Através de fluorescéncia (340nm de
excitacao e 460nm de emissao) foi determinada a atividade da catepsina B, conforme
descrito por BARRETT (1980).

Atividade da enzima catepsina H

Para a andlise da atividade da catepsina H foram utilizados 10uL do

homogeneizado muscular e 90uL de substrato L-Arg-Nmec 0,02mM (diluido em
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200mM KH2PO4 e 200mM NA,HPO,, pH 6,8) e feita a leitura através de fluorescéncia
(340nm de excitagdo e 460nm de emiss&o), conforme descrito por BARRETT (1980).

Fosfatase Alcalina

Para analise da atividade da fosfatase alcalina foram utilizados 5uL do
homogeneizado muscular em solugcéo reagente de p-NPP (4-nitrofenil fosfato disédio) a
37mM. A atividade da enzima foi determinada nos tempos 0, 30 e 60 minutos em
nmol/ug de proteina, segundo método descrito por MARTINS et al. (2001).

3.7. Western blot da presenca da subunidade proteossomica 20S

Para a preparacdo das amostras para o Western blot, foram colocados 25ulL do
homogeneizado muscular e 25uL de loading buffer, em eppendorfs que foram mantidos
durante 5 minutos em banho seco a 100°C. Apds este tempo, os eppendorfs passaram
por processo de choque térmico para que a reacao fosse cessada e as amostras foram
congeladas a -20°C. Posteriormente, foi utilizado o método de eletroforese Laemmli
SDS-PAGE, utilizando-se concentracdo de 5% gel de empilhamento e 12% gel de
resolucdo, sendo aplicados 40ug de proteina por pogo, para separacdo das proteinas
por peso molecular. Os géis foram transferidos em membrana de nitrocelulose 0,45um.
As membranas, ap0s a transferéncia, foram colocadas em leite (59 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 primario (Mouse monoclonal antibody contra proteossomo 20S
(Biomol, EUA), diluido 1:500 em PBS Tween 0,1%. Apds o tempo necessario para o
binding, foi retirado o anticorpo primario das membranas e estas foram lavadas com
PBS Tween 0,1%. Foi colocado, entdo, o anticorpo secundario (antibody goat anti-
mouse, diluicao 1:1500, (Zymed, EUA). As membranas foram novamente lavadas com
PBS Tween 0,1% e depois reveladas por reacdo de quimioluminescéncia realizada com
o reagente ECL (Amersham, EUA), utilizando-se membrana de Raio-X, filme
hipersensivel.

17



3.8. Reacao em cadeia de polimerase por transcricao reversa em tempo real
— PCR-RT

Amostras de musculo gastrocnémio (cerca de 30mg) foram coletadas em 700uL
de Tri® Reagente (Sigma-Aldrich, EUA). A extracdo do RNA total foi feita de acordo com
as especificacdes 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 coloracdo com
brometo de etidio (MEADUS, 2003). Ap6s a verificagdo da integridade do RNA das
amostras, o RNA foi quantificado utilizando espectrofotdmetro GeneQuant (Pharmacia
Biotech, EUA) para comprimento de onda a 260nm.

Para a preparacdo do cDNA utilizamos 3ug de RNA total e o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), conforme especificagbes do
fabricante.

Apos a preparagao do cDNA, foi feito teste para verificagdo da funcionalidade dos
cDNAs produzidos, utilizando 0,5uL de cDNA e o gene B-actina, em PCR semi-
quantitativo.

O PCR em tempo real foi realizado no termociclador StepOne (Applied
Biosystems) nas condicdes: 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 10s e
60°C 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. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro-padrao das médias. Utilizou-se
analise de variancia ANOVA one-way e para determinacdo de variagcdo entre 0s
diferentes grupos foi utilizado teste de Bonferroni com indice de significancia para 5%
(GAD & WEIL, 1994). Além disso, utilizamos teste t para determinar se houve diferenca
estatistica entre os grupos tratados com EPA quando comparados aos respectivos
grupos nao tratados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, pudemos verificar que o crescimento neoplasico influenciou
diferentemente o processo de caquexia, quanto as respostas celulares, em animais
jovens quando comparados aos adultos e que houve modulagéo pelo tratamento com
acido eicosapentaenoico (EPA), verificado principalmente nas andlises da musculatura
esquelética, em resposta aos efeitos tumorais. Além disso, os resultados do presente
trabalho mostraram a influéncia dos efeitos deletérios do crescimento tumoral sobre os
parametros corporais e perfis séricos de hormdnios relacionados ao processo de
crescimento (como IGF-1 e leptina), e também ao estado caquético, além de resultados
moleculares do musculo gastrocnémio (expressdo génica das subunidades das vias
proteossdmicas e genes de fatores de inicializacdo da sintese protéica), influenciados
pelos efeitos deletérios do crescimento tumoral.

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

Os animais que foram inoculados com tumor, tanto na regido do peritbnio quanto
no subcutaneo, apresentaram severa reducdo do ganho de peso corpéreo quando
comparados aos grupos controles. Como podemos ver na Tabela 1, a evolucao tumoral
foi mais severa nos animais subcutaneos, pois apresentam periodo de crescimento
tumoral mais longo, do que nos intraperitbnios, uma vez que os animais intraperitbnios
apresentaram reducao de peso menos acentuada que 0s grupos subcutaneos. Esses
dados corroboram com os dados da literatura, mostrando que o carcinossarcoma de
Walker € um modelo experimental de caquexia (EMERY, 1999) e que, com a evolugao
tumoral, ha intensa perda de massa corpérea de forma involuntaria, ou seja, sem haver
reducao na quantidade de alimento ingerido.

Outro parametro importante para avaliarmos o estado caquético dos animais é o
peso relativo da carcaca, que apresentou reducao 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 intencao de avaliarmos os efeitos do implante tumoral e a instalacdo do
processo caquético, foram analisados os pesos relativos dos seguintes 6rgaos:
coracgao, figado, adrenais, gordura perirrenal e musculo gastrocnémio. Embora ndo haja
relatos na literatura quanto ao peso do coragdo em animais portadores de tumor, néo
observamos diferenca estatistica significativa em relacdo ao peso relativo desse 6rgao
entre os grupos experimentais, embora exista discreta tendéncia de reducéo dos pesos
nos grupos IpA, ScA e ScA-E (3,8%, 7,7% e 3,8%, respectivamente) (Tabela 1).
Contrariamente aos dados da literatura, ndo houve diferenca estatistica significativa em
relacdo ao peso relativo do figado 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 hepatico, em funcao do aumento da atividade e secre¢éo de proteinas C reativa
(TISDALE, 2004; ARGILES et al., 2005), porém este aumento néo foi visualizado de
forma expressiva, apenas tendéncia, 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 a
maior sobrecarga pela liberagdo de glicocorticoides.

Houve também tendéncia de redugédo 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 evolucao
tumoral promove espoliacdo do tecido adiposo, uma das caracteristicas do processo de
caquexia.

A massa corporea magra € intensamente espoliada durante a caquexia, dessa
forma, verificamos reducéao significativa do peso relativo do masculo gastrocnémio, nos
grupos IpA, ScA e ScA-E (14,3%, 27,0% e 28,6%, respectivamente), como mostrado na
Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica 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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espoliacdo do tecido muscular. Novamente, concordante com a literatura, a evolugao
tumoral imp&e intensa espoliacdo da carcaga do hospedeiro, principalmente da massa
magra corpérea, como € o caso do menor peso relativo do musculo gastrocnémio, e
também do tecido adiposo, como verificado na redugao da gordura perirrenal (CAMPS
et al., 2006; BOSSOLA et al., 2006).

Com o objetivo de avaliarmos o tecido muscular, quanto a sua resposta celular em
fungdo do desenvolvimento neoplasico, avaliamos a também a atividade da fosfatase
alcalina, que € uma hidrolase que atua na desfosforilagdo de certas moléculas e por
isso & considerada por muitos autores como medida da atividade celular (CALHAU et
al., 1999; MOTA et al., 2008). A analise dos grupos adultos mostrou que apenas o
grupo ScA apresentou reducao significativa da atividade dessa enzima em relagcao aos
demais grupos experimentais (Figura 2), sugerindo que nesses animais ha intenso
efeito deletério induzido pela evolucdo tumoral mais longa. Além disso, podemos
observar que o tratamento com EPA preveniu contra a reducdo da atividade dessa
enzima.

A analise da concentracdo de proteinas totais presentes no homogeneizado
muscular ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos experimentais, porém pode-
se notar tendéncia a redugédo do conteudo protéico nos animais ScA e ScA-E (Figura 3).

Para avaliarmos ainda a caquexia, analisamos também a concentracao sérica do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). O IGF (insulin-like growth factor),
horménio polipeptidico secretado por muito tecidos em resposta ao estimulo do
hormbénio de crescimento (GH), é responsavel pela atuacdo indireta do GH,
correspondendo a homeostase glicémica e ao efeito anabdlico. Dessa forma,
relacionamos a avaliagdo dos aspectos diretamente influenciados pela idade do
portador de céancer, além dos efeitos impostos pelo crescimento tumoral. Como
mostrado na Figura 4, podemos ver que 0s animais adultos implantados com tumor
apresentaram reducao significativa da concentracdo de IGF-1 no soro. Esse dado é
bastante interessante, uma vez que o IGF-1 exerce papel critico na homeostase
muscular como hipertrofia e regeneracao. A superexpressao do IGF-1 na musculatura,

como encontrado na terapia génica, resulta em reversdo da hipotrofia muscular
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secundaria em condi¢cdes catabdlicas e também promove aumento da massa e da forga
muscular (ADAMS, 2010).

Sabendo-se que a leptina, importante horménio secretado pelo tecido adiposo, tem
papel principal na regulacao da ingestao e também do dispéndio energético (BRENNAN
& MANTZOROS, 2006), a avaliagao desse hormdnio permite importante correlagdo com
a espoliacdo de gordura, ou seja, com o principal estoque energético, extremamente
influenciado pelo crescimento tumoral. Com relacdo aos grupos de animais adultos,
provavelmente em fungédo do erro padrdo encontrado e também devido ao fato de nao
haver reducdo da ingestdo alimentar, ndo foram verificadas diferencas estatisticas,
porém ressaltamos para a tendéncia a diminuicdo no CA-E e ScA-E quando comparado
ao grupo controle CA (Figura 5).

A leptina corresponde a resposta a adiposidade e os niveis circulantes séo
proporcionais a gordura corpoérea, porém € conhecido que a leptina esta envolvida na
regulacdo da resposta inflamatéria (FANTUZZI & FAGGIONI, 2000), além de
assemelhar-se, estruturalmente, a interleucina 6 (IL-6), uma citocina proé-inflamatéria. A
leptina afeta o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal em resposta ao estresse, similar ao
estresse cronico imposto pelo desenvolvimento do tumor. No presente estudo, nota-se
a evidente associacao entre leptina, a espoliacao do estoque de gordura e o estresse
(aumento do peso relativo da adrenal), presente na caquexia associada ao cancer.

Ainda avaliando os efeitos do crescimento tumoral, o carcinossarcoma de Walker
256 € um modelo experimental de rapida evolugédo, culminando em morte dos animais
dependendo do tipo de inoculagdo e consequentemente do tempo de evolugao. Assim,
a analise do peso relativo do tumor nos grupos adultos mostrou que essa neoplasia tem
evolugdo bastante acelerada nos animais implantados no periténio (IpA e IpA-E), pois a
sobrevida desses animais foi bastante reduzida em relacdo aos animais com tumor no
subcutaneo (Tabela 1). Embora, esperava-se que a modulacdo quanto a evolucao
tumoral fosse mais expressiva em fungao do tratamento com acido eicosapentaendico,
conforme a literatura (KHAL & TISDALE, 2008), verificou-se que houve discreta
modulagdo para os animais adultos implantados com tumor no peritbnio, onde a
evolugdo tumoral foi mais agressiva e em periodo mais curto, embora ndo haja
diferenca estatistica significativa quanto a sobrevida dos animais tratados com o &cido
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eicosapentaendico (EPA) quando comparados aos respectivos grupos nao tratados

(Tabela 1).

Tabela 1. Resultados das analises morfométricas dos grupos experimentais adultos.
GRUPOS EXPERIMENTAIS

animais (dias)

CA CA-E IpA IpA-E ScA ScA-E

Ganho de peso () 118é6231t 119éog6¢ 28,15 10,40 | -30,35 = 17,64 | -50,76 £ 13,76 | -76,57 £ 22,41
Carcaca (PR, %) 8514 +281|84.61+197| 71,91 £2.62" | 70,66 £3,19 * | 68.40 + 7,83 * | 65,34 + 4,47 *
Coracéo (PR, %) 0.26+0,03 | 027+0,02 | 0254003 | 026+004 | 024003 | 025003
Figado (PR, %) 328+031 | 3,09+027 | 2.96+022 | 325+032 | 342+051 | 3.11%029
Baco (PR, %) 0.22+0,03 | 021 +0,04 | 023+0,03 | 023+006 | 0,70+0,27* | 054+020*

. . 0,010 0,010+ | 0,016 +0,002 | 0,016 £0,002 | 0,016 £ 0,002 | 0,018 * 0,005
Adrenais (PR, %) 0.001 0.002 N N " «
g,‘gd‘;r)a perirrenal |\ o\ 050 | 1674038 | 1554027 | 171+040 | 146065 | 077+022*
Musculo
gastrocnémio (PR, | 0,63+0,03 | 0,63+0,03 | 0,54+0,07* | 058+0,06 | 0,46+0,05* | 0,45+ 0,04*
%)
Tumor (PR, %) - - 7454185 | 501+1,72° | 18,14+328 | 18,05 +2,93
Sobrevida dos - - 7+0,52 7+213 17 40,46 171,73

Legenda: CA — controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo adulto portador de tumor implantado no
periténio; IpA-E — grupo adulto portador de tumor implantado no periténio tratado com EPA; ScA — grupo adulto portador de tumor
implantado no subcutaneo; ScA-E — grupo adulto portador de tumor implantado no subcutaneo tratado com EPA; PR = peso

relativo; * P<0,05 quando comparado aos seus respectivos controles; " P<0,05 guando comparado ao intraperitdneo nao tratado

com EPA.
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Figura 2. Atividade da fosfatase alcalina do musculo gastrocnémio nos animais adultos. Legenda: CA —
controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E — grupo
intraperiténio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto tratado com

EPA. * P<0,05 quando comparado ao controle CA; n=8.
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Figura 3. Concentracao de proteina do musculo gastrocnémico dos animais adultos. Legenda: CA —
controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E —
grupo intraperiténio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto

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

tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcuténeo adulto tratado com EPA. * p< 0,05
quando comparados aos respectivos controles; n=5.
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Figura 5. Concentracdo sérica de leptina dos diferentes grupos de animais adultos. Legenda: CA —
controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E -
grupo intraperiténio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto
tratado com EPA; n=6.

1.1. Efeitos do acido eicosapentaendico (EPA) em relacao a caquexia
nos animais adultos

No presente estudo, ndo houve efeito modulatério sobre a perda de peso dos
animais com tumor em resposta ao tratamento com o 4cido eicosapentaendico, ou
seja, o EPA, nessas condicdes experimentais, ndo conseguiu reverter a perda de
peso causada pelo processo de caquexia devido ao implante tumoral. Além disso,
quando analisamos o peso relativo da carcaca, outro parametro importante para a
visualizagdo do quadro de caquexia, também n&o observamos nenhuma modulagéo
em func¢ao do tratamento com EPA (Tabela 1).

Nao observamos também efeito modulatério do tratamento com EPA no peso
relativo do coracéo, do figado e das adrenais em relacdo aos grupos nao tratados
(Tabela 1). Aléem do aumento do bago como caracteristica dos efeitos da evolugéo
tumoral, outro parametro bastante impactante é a resposta do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal. O aumento do peso relativo das adrenais corresponde a maior
sobrecarga pela liberacdo de glicocorticoides, que neste caso, ndo 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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tipo de evolugdo (subcutdneo ou intraperitbnio) e tratamento a que foram
submetidos.

Em relagdo ao peso relativo da gordura perirrenal, ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo intraperitdnio tratado com EPA (IpA-E) e o grupo nao
tratado (IpA), entretanto houve pequena recuperacdo desse parametro no grupo
tratado (IpA-E), aproximando-se mais dos valores encontrados nos grupos controles.
Em contrapartida, o grupo inoculado no subcuténeo tratado com EPA (ScA-E)
apresentou reducdo significativa do peso relativo da gordura perirrenal quando
comparado ao grupo nao tratado (ScA) e aos grupos controles. Esses dados foram
inesperados, pois esperdvamos encontrar preservacao do estoque de gordura, pois
na literatura existem relatos de que o EPA protege contra a espoliagdo tanto de
tecido muscular quanto de tecido adiposo (BECK et al., 1991) (Tabela 1). A
modulacao positiva do peso relativo da gordura perirrenal apenas no grupo IpA-E
sugere-nos que, ainda que por mecanismos nao conhecidos, o EPA, quando
administrado por um periodo mais longo, caso do grupo ScA-E, pode estar
promovendo maior espoliacdo do tecido adiposo ao invés de recupera-lo.

Quando analisamos o peso relativo do musculo gastrocnémio, observamos que
0 grupo inoculado no peritonio tratado com EPA (IpA-E) apresentou melhora desse
parametro, ou seja, a redu¢do do peso muscular teve menor proporcao no grupo
tratado do que no grupo nao tratado (reducdo de 8% no grupo IpA-E em
contrapartida aos 14% no IpA, quando comparados aos controles). Porém, os
efeitos modulatérios do EPA sobre o tecido muscular foram discretos quando
comparados a dados da literatura, que indicam que o EPA promove protecdo da
espoliacdo induzida pelo crescimento tumoral (KHAL & TISDALE, 2008). Além disso,
a recuperacado do peso muscular ndo foi observada no grupo subcutadneo tratado
com EPA (ScA-E), que apresentou resultados similares ao grupo nao tratado (ScA),
sugerindo que a resposta adaptativa a evolugcéao tumoral foi distinta para os animais
subcutaneos em relacédo aos intraperitbnios. Esse fato pode ter ocorrido devido a
diferenca do tempo de tratamento com EPA a que esses grupos foram submetidos.

Em relacdo a atividade da fosfatase alcalina, observamos que 0 grupo
subcutaneo tratado com EPA (ScA-E) nao apresentou reducdo significativa da
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atividade dessa enzima, diferentemente do grupo que nao recebeu tratamento (ScA;
Figura 2).

Os grupos intraperitbnio e subcutadneo tratados com EPA (IpA-E, ScA-E)
apresentaram valores de concentracdao de proteinas totais semelhantes aos
encontrados para os grupos nao tratados (IpA, ScA), ou seja, o EPA nao foi capaz
de reverter a perda de proteina muscular nesses grupos (Figura 3).

O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) inibe a ativagdo da
proteina-quinase dependente de RNA (PKR) através do aumento da expresséo da
proteina fosfatase 1 (PP1), que desfosforila a PKR. Dessa forma, o IGF-1 é
importante na atenuagédo da degradacao protéica existente no processo de cachexia
(TISDALE, 2009). Através da analise sérica do IGF-1 podemos observar que o
tratamento com EPA n&o apresentou nenhuma modulagdo nos grupos com implante
tumoral, apresentando dados semelhantes aos grupos tumorais n&o tratados.
Apesar de nao ser significativo, podemos ver que o grupo controle tratado com EPA
(CA-E) apresentou aumento de cerca de 10% da concentragéo sérica de IGF-1 em
relacdo ao grupo controle nédo tratado (Figura 4).

O tratamento com EPA nao apresentou resultados significativamente diferentes
em relacdo a concentracdo sérica de leptina nos grupos com tumor, entretanto
podemos observar tendéncia de reducado da concentracdo de leptina nos grupos
CA-E e ScA-E, podendo estar relacionados ao menor peso relativo da gordura
perirrenal, uma vez que 0s niveis circulantes de leptina sdo proporcionais a gordura
corpérea (Figura 5).

O grupo inoculado no peritonio tratado com EPA (IpA-E) apresentou menor
peso relativo do tumor (32,7% menor) em relagdo ao grupo n&o tratado (IpA),
sugerindo efeito modulatério do EPA sobre o crescimento tumoral (Tabela 1). Ja nos
grupos subcutaneos, nao houve diferenca do peso tumoral entre o tratado com EPA
(ScA-E) e o nao tratado (ScA), como mostrado na Tabela 1.

As divergéncias dos dados apresentados nesse trabalho em relacdo aos dados
da literatura sobre a preservacado 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 condicées experimentais, o

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

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

Os animais jovens que foram inoculados com células tumorais no peritbnio e no
subcutaneo tiveram menor ganho de peso, em cerca de 57% e 70%, respectivamente,
em relacdo aos seus respectivos controles (Tabela 2). Além disso, todos os grupos
inoculados com Walker 256 (IpJ, IpJ-E, ScJ, Scd-E) apresentaram reducao significativa
do peso relativo da carcaca (19,7%, 18,7%, 34,1% e 33,3%, respectivamente) quando
comparados aos respectivos controles (Tabela 2), ressaltando para a reducdo mais
expressiva nos animais implantados no subcutaneo, mostrando que a evolugéao tumoral
promoveu a instalagdo do quadro de caquexia, principalmente quando a evolugao
tumoral foi mais longa.

O processo de caquexia também promove alteracées em determinados tecidos e,
na intencdo de avaliar os efeitos do local de implante tumoral sobre parametros
corporais dos animais e se ha alteragdo desses parametros quando ha suplementacao
com &cido eicosapentandico, os érgaos e tecidos dos animais jovens foram avaliados
quanto ao peso relativo. A inoculacdo do tumor induziu a reducéo do peso relativo do
coracdo nos animais jovens (lpd-E=13,2%, Scd= 20,0% e Scd-E=17,1%), em relacéo
aos grupos controles (Tabela 2). Contrariamente aos dados da literatura, o grupo jovem
implantado com tumor no subcutaneo nao tratado (Scd) apresentou reducédo do peso
relativo do figado (9,6%) quando comparado ao grupo controle subcutaneo (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 hepatico, em fungdo do aumento da atividade e secrecao de proteinas
C reativa (TISDALE, 2004; ARGILES et al, 2005), porém este aumento ndo foi
visualizado nos grupos jovens. Concordante com a literatura, todos os grupos
implantados com o tumor de Walker 256, (lpd, lpd-E, Scd, 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, parametro que também nos auxilia
na comprovagao do processo de caquexia, houve redugcdo em todos 0s grupos
implantados com tumor (Ipd=20,8%, IpJ-E=14,6%, ScJ=74,6% e ScJ-E=64,4%), mas
apenas os grupos ScJ e Scd-E apresentaram reducéo significativa, como mostrado na
Tabela 2.

Além disso, houve reducgao significativa do peso relativo do musculo gastrocnémio
nos grupos Ipd, ScJ e Scd-E (12,1%, 30,4% e 26,1%, respectivamente) quando
comparados aos respectivos controles, mostrando que a evolugdo tumoral é
responsavel pela deplegéo tanto do tecido muscular, quanto do tecido adiposo (Tabela
2).

Ainda com o objetivo de avaliar o tecido muscular, quanto a resposta celular,
avaliamos a atividade da fosfatase alcalina também nos grupos de animais jovens.
Presente em todos os tecidos corporeos, a fosfatase alcalina, uma hidrolase, tem como
principal fungédo desfosforilar certas moléculas, isto €, remover os grupos fosfatos de
moléculas como nucleotideos, proteinas e alcaldides. Assim, como apontado
anteriormente para os grupos adultos, muitos autores consideram que a partir da
medida de sua atividade € possivel inferir a avaliacdo da atividade celular (CALHAU et
al., 1999; MOTA et al., 2008). Analisando-se 0 musculo gastrocnémio dos diferentes
grupos experimentais quanto a atividade da fosfatase alcalina, observou-se que,
embora nao haja diferenca estatistica da atividade dessa enzima, os grupos jovens
controles apresentaram tendéncia a aumento da atividade ao longo do periodo
experimental (Clpd < CScJ), sugerindo que o processo de crescimento e diferenciacao
tecidual implica em maior atividade celular (Figura 6). Por outro lado, também
observamos o mesmo padrao para 0s grupos jovens quando tratados com o acido
eicosapentaendico (Clpd < ClpJ-E e CScJ < CScJ-E). Os animais jovens implantados
com tumor também apresentaram tendéncia de aumento da atividade dessa enzima,
sendo em parte relacionado ao local de implante tumoral (ScJ > IpJ) e ao tratamento
(EPA > ndo tratado) (Figura 6). A analise desse parametro pdde nos sugerir que houve
mecanismos distintos de adapta¢do 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 nao
tratado) pode estar associado ao elevado dispéndio energético com sobrevida mais
abreviada nesses animais.

Apenas o grupo inoculado no peritbnio sem tratamento (lpJ) apresentou redugéao
significativa da concentracdo de proteinas totais presentes no homogeneizado do
musculo gastrocnémio, como mostrado na Figura 7. O grupo intraperiténio tratado com
EPA (IpJ-E) apresentou concentracao de proteina semelhante aos grupos controles
(Clpd e ClpJ-E). Apesar da evolugao tumoral, mais prolongada nos animais implantados
no subcutaneo (ScJ e ScJ-E), ndo observamos grandes alteracdes na concentracao de
proteinas totais musculares, em relacao aos respectivos controles (Figura 7).

A concentracdo sérica do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)
apresentou reducao 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 reducao expressiva da concentragao de IGF-1, relacionada
aos efeitos da deplecdo da musculatura esquelética no processo de caquexia. Além
disso, verificamos que animais jovens, ndo portadores de tumor, que encontram-se em
pleno crescimento, apresentam aumento da concentracdo de IGF-1 em relacdo aos
grupos adultos controles (comparagao dos valores entre as Figuras 4 e 8), sendo que
os grupos ClpJ e CScJ-E apresentaram aumento significativo (teste f) da concentracao
de IGF-1, quando comparados ao controle adulto (CA, Figura 4).

Embora nado haja diferenca estatistica na concentracdo de leptina sérica,
verificamos que nos grupos portadores de tumor houve tendéncia ao decréscimo,
independente do local do implante (intraperitdnio ou subcutaneo), sugerindo correlagao
com a reducdo da porcentagem de gordura corpérea (reducdo do peso relativo da
gordura perirrenal) (Tabela 2 e Figura 9).

Ainda analisando os efeitos do crescimento tumoral sobre o0s animais jovens,
verificamos que o peso relativo do tumor foi bastante elevado nos grupos implantados
com tumor no subcutaneo em relagédo ao intraperitoneal (Tabela 2). O tumor de Walker
256 apresenta evolugao bastante acelerada e dessa forma verificamos reduzido tempo
de sobrevida dos animais implantados com tumor intraperiténio, em relacdo aos grupos
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implantados no subcutaneo. Verificamos, também, que essa neoplasia € bastante

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

jovens foi significativamente reduzido em relacdo aos grupos de animais adultos
(Tabela 1 e 2).

Tabela 2. Resultados das analises morfométricas dos grupos experimentais jovens

ClpJ ClpJ-E IpJ IpJ-E CScJ CScJ-E ScJ ScJ-E

Ganhode |, 0, .00| 4867+ |2415%663] 2162+ | 10580% | 10500+ |27.49%7,60 34,37 +9,79
peso (g) P04, 4,57 . 10,25 * 11,80 13,00 . :
Carcaca 109,60 + | 109,20+ |88,01+525|8910+521| 14150+ | 14020+ |93,29+641 |9438+7,06
(PR, %) 3,84 4,12 . . 7,44 9,75 : ;
8,°F:aga‘)° 0,38+0,02 | 0,37 +0,04 | 0,35+0,02 | %33%£0.02 | 535,000 | 034+0,03 | %28%0.03 | 0.29£0,03

3 (]
::;%aﬂ/") 4,63+042 | 4412024 | 461028 | 4294045 | 450+0,20 | 434035 | W07 025 | 4454023

3 (]
(BPaF‘{°%) 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 £0:17 | 0.71£0,16
Adrenais 0023+ | 0024+ | 0,035+ 0,033 0,021 + 0,022 + 0,031 + 0,030
(PR, %) 0,002 0,002 0,007 * 0,002 * 0,003 0,002 0,006 * 0,005 *
Gordura
perirrenal 0,48+0,13 | 0,44+0,16 | 0,38+0,12 | 0,41 0,12 | 0,59+0,14 | 0,56 +0,16 | 15004 | 021 20,11
(PR, %)
Musculo

. 0,55 + 0,02

gastrocnémio | 0,58 + 0,04 | 0,56 +0,03 | 021 £ 0.04 5 0,69+0,07 | 0,70 +0,05 | 048003 | 051£0,05
(PR, %)
Tumor
(PR %) i i 8,79+1,13 | 8,12+1,32 i i 21,18 +3,49 | 20,56 + 1,98
Sobrevida
dos animais i : 6+049 | 61,13 : i 13+049 | 13+0,38
(dias)

Legenda: ClpJ —controle intraperitonio jovem; ClpdJ-E —controle intraperiténio jovem tratado com EPA; IpJ — grupo jovem portador de tumor
implantado no peritonio; IpJ-E — grupo jovem portador de tumor implantado no peritonio tratado com EPA; CScd — controle subcutaneos jovem;
CScJ-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo jovem portador de tumor implantado no subcutaneo; Scd-E — grupo jovem

portador de tumor implantado no subcuténeo tratado com EPA; PR = peso relativo; * P<0,05 quando comparado aos seus respectivos controles; "

P<0,05 quando comparado ao intraperitbneo nao tratado com EPA
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Figura 6. Atividade da fosfatase alcalina do musculo gastrocnémio em jovens. Legenda: ClpJ — grupo
Ipd —
grupo intraperitdnio jovem; Ipd-E — grupo intraperitbénio jovem tratado com EPA; CScd — controle
subcutaneos jovem; CSeJ-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcutaneo
jovem; ScJd-E — subcutaneo jovem tratado com EPA; n=8 (ClpJ, ClpJ-E, CScJ e CScJ-E) e n=7 (IpJ,
Ipd-E, Scd e ScJ-E).
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Figura 7. Concentracdo de proteina do musculo gastrocnémico dos animais jovens. Legenda: Clpd —
grupo controle intraperitonio jovem; ClpJ-E — grupo controle intraperiténio jovem tratado com EPA; IpJ -
grupo intraperitdnio jovem; Ipd-E — grupo intraperitbnio jovem tratado com EPA; CScd - controle
subcutaneos jovem; CScd-E — controle subcutédneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcutaneo

jovem; Scd-E — subcutdneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao ClpJ-E; n=8
(Clpd, ClpJ-E, CScJd e CScJ-E) e n=7 (IpJ, IpJ-E, ScJ e ScJ-E).
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Figura 8. Concentragdo sérica de IGF-1 dos animais jovens (n=6). Legenda: ClpJ — grupo controle
intraperiténio jovem; CIpJ-E — grupo controle intraperitbnio jovem tratado com EPA; Ipd — grupo
intraperiténio jovem; IpJd-E — grupo intraperitdnio jovem tratado com EPA; CScdJ — controle subcuténeos
jovem; CScdJd-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Secd — grupo subcutaneo jovem; Scd-E —

subcutaneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado aos respectivos controles.
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Figura 9. Concentracdo sérica de leptina. Legenda: ClpJ — grupo controle intraperitdnio jovem; ClpJ-E
— grupo controle intraperitonio jovem tratado com EPA; IpJ — grupo intraperitonio jovem; IpJ-E — grupo
intraperitbénio jovem tratado com EPA; CScJd - controle subcutaneos jovem; CScJd-E — controle
subcutaneo jovem tratado com EPA; Sed — grupo subcutaneo jovem; Scd-E — subcutaneo jovem tratado

com EPA; n=6.

2.1. Efeitos do acido eicosapentaendico (EPA) em relacdo a caquexia

nos animais jovens

O tratamento com acido eicosapentaendico nao proporcionou resposta

modulatéria em relacdo ao ganho de peso e nem ao peso relativo da carcacga, ou
seja, os animais tratados com EPA (ClpJ-E, IpJ-E, CScJ-E e ScJ-E) apresentaram
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resultados similares aos respectivos grupos nao tratados (Clpd, Ipd, CScd e ScJ,
respectivamente) (Tabela 2).

O tratamento com o EPA néo reverteu o quadro de redugao do peso relativo do
coragcdo quando comparados animais tratados com nao tratados (Tabela 2). Além
disso, ndo observamos efeito modulatério do EPA sobre o peso relativo das
adrenais nos animais tratados quando comparados aos grupos nao tratados (Tabela
2).

Em relagdo ao peso relativo da gordura perirrenal, ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo intraperitbnio tratado com EPA (lpJ-E) e o grupo nao
tratado (Ipd), assim como também ndo houve diferenca estatistica entre o grupo
subcutaneo tratado (ScJ-E) e o ndo tratado (ScJ). Entretanto, os grupos ScJ-E e IpJ-
E apresentaram discreta elevagédo da porcentagem de gordura perirrenal em relagéo
aos respectivos grupos (ScJ e Ipd). Esses dados foram inesperados, pois na
literatura existem registros de que o EPA protege contra a espoliacdo do tecido
adiposo (BECK et al, 1991) (Tabela 2). O periodo experimental, a dosagem
administrada e a evolu¢ao tumoral podem ter influenciado nesses dados.

A espoliacdo do tecido muscular no grupo intraperitbénio tratado com EPA (IpJ-
E) foi significativamente menor (peso relativo do muasculo cerca de 8% maior e
concentracao de proteinas totais cerca de 15% maior) que a espoliacdo do grupo
ndo tratado (lpJ), como podemos ver na Tabela 2 e na Figura 7, sugerindo que o
acido eicosapentaendico promoveu modulagdo, embora discreta, em relacdo a
espoliacdo do tecido muscular, corroborando com os dados da literatura (KHAL &
TISDALE, 2008). Porém, ndo observamos modulagdo no grupo subcutaneo tratado
com EPA (ScJ-E), que apresentou resultado muito semelhante ao grupo néo tratado
(Scd) (Tabela 2 e Figura 7).

Em relacdo a atividade da fosfatase alcalina, ndo observamos diferenca
estatistica entre os grupos tratados com EPA e os ndo tratados, entretanto,
pudemos observar que todos os grupos tratados com EPA apresentaram tendéncia
de aumento na atividade da fosfatase alcalina quando comparados aos grupos nao
tratados (Figura 6). A anadlise desse parametro péde nos sugerir que houve
mecanismos distintos de adaptacdo 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 nao tratado) pode estar associado ao elevado dispéndio energético com
sobrevida mais abreviada nesses animais.

Também observamos auséncia de efeito modulatério do EPA em relacéo a
concentracao sérica do IGF-1 e da leptina quando comparados os grupos tratados
com os nao tratados (Figuras 8 e 9).

Embora néo diferente estatisticamente, os grupos tratados com EPA
apresentaram tendéncia de redugédo do peso tumoral, sugerindo que o EPA estaria
modulando o crescimento tumoral (Tabela 2).

Como ja mencionado anteriormente, os dados apresentados nesse trabalho em
relacdo a modulacdo do EPA no processo de caquexia podem ter sido divergentes
dos dados encontrados na literatura, devido ao tempo experimental e a dosagem
administrada diariamente. Dessa forma, no presente trabalho, obtivemos efeitos

discretos em relacdo a modulacdo do processo de caquexia pelo tratamento com
EPA.

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

O principal sistema proteolitico celular compreende a via ubiquitina-proteossomo,
formada por um complexo de proteinas localizadas no citoplasma, cuja principal funcao
€ degradar proteinas ndao necessarias ou danificadas por processos como estresse
oxidativo, entre outros (BAUGH et al., 2009). Esse sistema de degradacao
proteossomal é essencial para muitos processos celulares, incluindo ciclo celular,
regulacao da expressao génica e também respostas a situacées com intensa demanda
de aminoacidos, como no caso da caquexia (ORLOWSKI & WILK, 2003). As proteinas
a serem degradadas sdo ligadas a pequenas proteinas chamadas ubiquitinas, que
sinalizam para o complexo proteossémico. O complexo proteossémico, conhecido como
unidade proteossdmica 26S, é formado por uma subunidade principal — 20S — e duas
subunidades regulatérias — 19S e 11S. A subunidade 20S é composta por subunidades
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alfa e por subunidades cataliticas denominadas subunidades B, que compreendem as
unidades chymotrypsin-like, trypsin-like e post-glutamyl peptide hydrolase-like (PGPH)
(ADAMS, 2003).

A unidade catalitica chymotrypsin-like € a que exerce maior atividade dentro do
conjunto todo de ativagbes do sistema proteossomal e por isso analisamos, entre outros
parametros, a atividade dessa enzima no tecido muscular para verificarmos se houve
aumento dessa via de degradacgao protéica em resposta a evolucao tumoral. Apesar da
nao diferenca estatistica da atividade da enzima chymotrypsin-like entre os grupos
inoculados com tumor (intraperitbnio e subcutdneo) e os controles, podemos visualizar
tendéncia de aumento na atividade dessa enzima nos animais implantados com tumor
(Figura 10), sugerindo aumento da atividade da via de degradacéo protéica ubiquitina-
proteossomo, corroborando com dados da literatura que mostram aumento da ativacao
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 proteossémica 20S. Embora estatisticamente nao significativo, entre os
grupos inoculados com tumor e os controles (Figura 11), observamos tendéncia de
aumento dessa subunidade proteossémica em todos os grupos implantados com tumor.
Esses dados s&o condizentes com os da literatura, onde a expressao da subunidade
20S encontra-se aumentada em animais portadores de tumor (KHAL et al., 2005).

Ainda em relacédo a via proteolitica ubiquitina-proteossomo, avaliamos também a
expressao das subunidades proteossémicas PC5 e PC2. A expressao da subunidade
proteossdmica PC5, apresentou reducao significativa em todos os grupos experimentais
quando comparados ao grupo CA (Figura 12). Quanto a analise da subunidade PC2, os
grupos CA-E, IpA, IpA-E e ScA apresentaram reducéo significativa (Figura 12) quando
comparados ao grupo CA. Esses resultados ndo eram esperados uma vez que 0S
animais com tumor apresentaram tendéncia de aumento da atividade da chymotrypsin-
like e da expressao da subunidade 20S, sugerindo que a via ubiquitina-proteossomo
estaria mais ativa nos animais portadores de tumor. Sao necessarios novos estudos

para melhor entendermos, nesse modelo experimental, 0 mecanismo bioquimico e
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molecular de regulacdo da expressao dessas subunidades PC5 e PC2, do sistema
ubiquitina-proteossémico, nos grupos experimentais.

Outra via de degradacao protéica importante é a via de degradacao dependente
de calcio, envolvida em processos como motilidade celular, progressao do ciclo celular
e também fuséo celular, no caso de diferenciacdo de mioblastos. Embora o seu papel
ainda nao esteja bem definido, a calpaina, que é uma enzima citosélica pertencente a
familia das proteases nao lisossomais dependentes de calcio, esta envolvida na quebra
de proteinas da musculatura esquelética, principalmente no exercicio fisico e em
estados nutricionais alterados (BELCASTRO et al., 1996). Por esse motivo, também
analisamos a atividade da enzima calpaina no tecido muscular, que nao apresentou
diferenca estatistica entre os animais com tumor intraperiténio e os controles (Figura
13), apesar da tendéncia de aumento da atividade dessa enzima nos animais com
implante no periténio. Em relacdo ao implante tumoral no subcutaneo, apenas o grupo
tratado (ScA-E) apresentou aumento significativo da atividade da calpaina 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 degradacao
protéica da musculatura envolve a via proteossomal e, em alguns casos, também a via
lisossomal (BECHET et al., 2005 a,b). S&o necessarios mais estudos para melhor
compreensao dos mecanismos moleculares dessa via de degradacao protéica, para o
melhor entendimento da possivel ativacdo nesse modelo experimental, principalmente
no grupo com tumor subcutaneo (ScA-E).

Como citado anteriormente, segundo a literatura, outra via de degradacao protéica
que também pode estar envolvida com a deplecdo do tecido muscular € a via
lisossomal, por isso analisamos também as catepsinas B e H, que séo proteases
encontradas no interior dos lisossomos, estruturas que tém papel vital no turnover
celular. Dentre essas proteases, as catepsinas L, B, D e H compreendem as mais
importantes, determinando a capacidade proteolitica dos lisossomos (BECHET et al.,
2005a). O sistema proteolitico lisossomal €, em determinadas condigdes patoldgicas,
ativado na musculatura estriada (BECHET et al., 2005a). Assim, embora a quantidade
de catepsinas seja baixa na musculatura, a presenca do cancer impde, em muitos
casos, 0 processo de macroautofagia através da ativagdo dessa via proteolitica. A
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atividade da enzima catepsina B, uma das proteinas lisossomais presentes
principalmente na regido perinuclear, que esta relacionada ao processo de degradacao
protéica e a alguns processos referentes ao ciclo celular, foi menor em todos os grupos
implantados com tumor, porém apenas nos grupos com implante intraperitdnio essa
reducao foi significativa (Figura 14). A protease lisossomal catepsina H € uma
aminopeptidase das proteinases cisteinicas mais importante da degradacgao lisossomal
e a atividade dessa enzima foi significativamente maior apenas no grupo implantado
com tumor subcutaneo tratado com EPA (ScA-E) quando comparado ao grupo controle
(CA) (Figura 15), embora haja tendéncia de elevacdo nos grupos com tumor
intraperiténio (IpA, IpA-E) e também no grupo com tumor subcutédneo (ScA). Esses
dados sdo concordantes com os dados encontrados na literatura, mostrando que
nesses animais experimentais a via de degradacdo protéica lisossomal apresentou
moderada ativagao, principalmente em relagdo a catepsina H, em resposta a evolucao
tumoral. Embora na literatura haja mencao para a ativagcdo da via lisossomal nos
processos de protedlise na vigéncia do céancer, no presente estudo foi discreta a
participacdo dessa via, com excec¢ao para os animais ScA-E, contrariando a literatura
de que o acido eicosapentaendico atuaria modulando os processos de degradacao
protéica (BECHET et at. 2005a).

Com base nas anadlises feitas nos grupos adultos em relacdo a degradacao
protéica, podemos observar que, mesmo que de uma forma ndo tao expressiva, 0s
grupos inoculados com tumor apresentaram maior degradacéo protéica em resposta a

evolucao tumoral.
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Figura 10. Atividade da enzima chymotrypsin-like no musculo gastrocnémio dos animais adultos.
Legenda: CA — controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo adulto portador de
tumor implantado no periténio; IpA-E — grupo adulto portador de tumor implantado no periténio tratado
com EPA; ScA - grupo adulto portador de tumor implantado no subcutaneo; ScA-E — grupo adulto
portador de tumor implantado no subcutaneo tratado com EPA; n=8.
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Figura 11. Expressdo 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
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Figura 12. Expressao das subunidades proteossémicas 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 peritonio; IpA-E — grupo adulto portador de tumor implantado no peritnio tratado
com EPA; ScA — grupo adulto portador de tumor implantado no subcutaneo; ScA-E — grupo adulto
portador de tumor implantado no subcutaneo tratado com EPA. * = diferenga significativa (p<0,05)
quando comparado ao CA. e = grupo estatisticamente diferente em relacdo aos demais grupos.
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Figura 13. Atividade enzimatica da calpaina no musculo gastrocnémio dos animais adultos. Legenda: CA —
controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E — grupo
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EPA. * = diferenca significativa em relagéo do grupo CA-E; n=8.
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Figura 15. Atividade da enzima catepsina H no misculo gastrocnémio de ratos adultos. Legenda: CA
— controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperitdnio adulto; IpA-E —
grupo intraperitbénio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto

tratado com EPA. * P<0,05 - diferencga significativa quando comparado ao controle; n=8.

3.1. Modulacao da degradacao protéica pelo EPA, nos animais adultos

Conforme proposto como objetivo inicial desse estudo a avaliacdo da
modulagdo do EPA, principalmente quanto a degradacdo protéica induzida pela
evolugao tumoral, no presente estudo ndo houve modulagédo expressiva da atividade
da chymotrypsin-like nos grupos tratados com EPA quando comparados aos grupos
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nao tratados (Figura 10). Porém, podemos observar que o grupo subcutaneo tratado
(ScA-E) apresentou tendéncia a menor atividade dessa enzima quando comparado
ao grupo nao tratado (ScA), o que poderia representar discreta modulagdo do EPA
em relacdo a ativacdo dessa subunidade catalitica devido ao tratamento mais
prolongado, uma vez que a evolucdo tumoral subcutdnea é mais lenta que a
evolugcdo do tumor intraperitdnio. 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 protedlise.

A andlise da expressdao da subunidade 20S também ndo apresentou
modulacéo devido ao tratamento com EPA, ou seja, ndo houve diferenga estatistica
entre os grupos tratados e nao tratados (Figura 11). Inclusive, esse dado mostrou
tendéncia divergente da encontrada para a atividade da chymotrypsin-like, que
apresentou tendéncia de menor atividade no grupo ScA-E em relagcdo ao ScA,
enquanto que houve tendéncia de aumento da expressao da subunidade 20S no
ScA-E em relagdo ao ScA. Padrdo semelhante também podemos observar no grupo
CA-E, que também apresentou tendéncia de aumento da atividade da chymotrypsin-
like e reducao da expressao da subunidade 20S.

Os resultados obtidos na andlise das expressdes das subunidades PC5 e PC2
(Figura 12) servem-nos como confirmacao das tendéncias observadas em relacdo a
subunidade 20S, uma vez que as expressdes das subunidades PC5 e PC2 da via
proteossdmica apresentaram reducdo significativa no grupo CA-E quando
comparado ao grupo nao tratado (CA). Além disso, houve aumento significativo da
expressao da subunidade PC2 e tendéncia de aumento da subunidade PC5 no
grupo subcutaneo tratado (ScA-E) quando comparado ao grupo nao tratado (ScA),
corroborando com os dados encontrados nesse trabalho em relacdo a subunidade
20S. Através da analise estatistica teste t, encontramos também reducao
significativa das expressdes das subunidades PC5 e PC2 no grupo IpA-E quando
comparado ao grupo nao tratado (IpA). Esses dados sugerem que o tratamento com
EPA modulou a expresséo das subunidades PC5 e PC2, reduzindo a expressao nos
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grupos controle e intraperitbnio tratados, e aumentando no grupo subcutaneo
tratado quando comparados aos respectivos grupos nao tratados.

Apesar da néo diferenga estatistica entre os grupos tratados e os nao tratados
em relagcédo a atividade da calpaina, enzima da via de degradacao dependente de
célcio, podemos observar na Figura 13 que houve tendéncia de reducao da
atividade dessa enzima no grupo controle tratado (CA-E) quando comparado ao
grupo nao tratado (CA). Além disso, observamos também que houve tendéncia de
aumento da atividade da calpaina no grupo subcutaneo tratado com EPA (ScA-E)
quando comparado ao grupo nao tratado (ScA).

Por outro lado, observamos auséncia de modulacdo em funcao do tratamento
com EPA, em relacdo a atividade da enzima catepsina B, envolvida na via de
degradacao lisossomal (Figura 14). Contrariamente a literatura, observamos
tendéncia 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 ativagao da via de degradacao lisossomal.

Apenas o grupo subcuténeo tratado com EPA (ScA-E) apresentou modulagéo
da atividade da enzima catepsina H, uma das proteases mais importantes da via de
degradacao lisossomal, quando comparado ao grupo nao tratado (ScA), mostrando
que essa enzima esta mais ativa no grupo que recebeu EPA (Figura 15).

. Efeito da inoculacao do tumor de Walker 256, em ratos jovens, sobre o
processo de degradacao protéica

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

proteossomo € a principal via de degradacéo protéica celular e por isso analisamos a

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

expressbes génicas das subunidades PC5 e PC2 em relacdo aos grupos

experimentais. A atividade da enzima chymotrypsin-like nao 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

tendéncia 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 sdo condizentes com os dados da literatura, no qual mostra que ha aumento da
protedlise 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).

Nao houve diferenca estatistica da expressdo da subunidade 20S quando
comparados 0s grupos intraperitbnios (Ipd e IpJ-E) com os grupos controles
intraperiténios (ClpJ e ClpJ-E), entretanto houve tendéncia de aumento na expressao
dessa proteina no grupo intraperitdnio nao tratado (Ipd) quando comparado ao ClpJ
(Figura 17), corroborando com os dados da literatura e com os dados encontrados em
relacdo a atividade da enzima chymotrypsin-like. Esses dados foram semelhantes aos
dados encontrados para o0s grupos adultos. A expressdo da subunidade 20S
apresentou reducdo significativa nos grupos subcutaneos (Scd e ScJ-E) quando
comparados ao CScJ (Figura 17). Esse dado nao era esperado, pois diverge da
literatura e também do grupo subcutdneo adulto, que apresentou aumento da
expressdo 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 analise da expressao génica da subunidade PC5 mostrou-nos que, conforme a
Figura 18, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos intraperiténios (lpJ e IpJ-E) e
os grupos controles (Clpd e Clpd-E), entretanto houve tendéncia de aumento da
expressao da subunidade PC5 nos grupos ClpJd-E, Ipd e IpJ-E quando comparados ao
controle (ClpJ). O grupo ScJ-E apresentou aumento significativo na expressao dessa
subunidade quando comparado ao controle ndo tratado (CScJ), enquanto que 0 grupo
controle tratado (CScJ-E) apresentou reducao 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 intraperitonio (IpJ)
houve aumento significativo da expressao desse gene em relagdo ao grupo Clpd, em
contrapartida, houve decréscimo da expressdo do PC2 no grupo tratado com EPA (IpJ-
E) em relagcdo ao Clpd e também ao Ipd, sugerindo efeitos do EPA em proteger a
espoliagdo 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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subcutaneo, observamos também aumento da expressao do gene PC2 em relacao ao
grupo CScJ (Figura 18). Esses dados sugerem que diferentes mecanismos estao
envolvidos no processo de degradagéo protéica em resposta ao crescimento tumoral,
sendo a evolugao intraperitoneal mais acelerada e as respostas do hospedeiro distintas
daquelas verificadas no implante subcutaneo (PERTILE & GOMES-MARCONDES,
2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010).

Em relacdo a via proteolitica dependente de calcio, ndo observamos diferenca
estatistica na atividade da enzima calpaina em nenhum grupo inoculado com tumor
quando comparados aos respectivos controles. Entretanto, houve tendéncia de
aumento da atividade dessa enzima nos grupos intraperitbnios (Figura 19). Em
contrapartida, houve tendéncia de reducdo da atividade dessa enzima nos grupos
controle e subcutaneos tratados (CScJ-E e ScJ-E) quando comparados ao CScd
(Figura 19).

A atividade da enzima catepsina B, que esta relacionada ao processo de
degradacao protéica lisossomal e a alguns processos referentes ao ciclo celular,
apresentou-se alterada nos grupos implantados com tumor (Figura 20). O grupo
intraperiténio ndo tratado (lpJ) apresentou aumento significativo na atividade dessa
enzima quando comparado ao respectivo controle (ClpJ). Os grupos implantados com
tumor subcutaneo (ScJ e Scd-E) apresentaram reducao significativa na atividade dessa
enzima quando comparados ao CScJ (Figura 20).

A atividade da enzima catepsina H n&do apresentou diferenca estatistica entre os
grupos com tumor quando comparados aos controles, porém verificamos tendéncia de
aumento nos grupos implantados no periténio (IpJd e IpJ-E), no subcutaneo (ScJ) e no

controle intraperiténio tratado (ClpJ-E) (Figura 21).
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Figura 16. Atividade da enzima chymotrypsin-like no musculo gastrocnémio dos animais jovens
(n=7). Legenda: ClpJ —controle intraperitonio jovem; ClpJ-E —controle intraperitdnio jovem tratado
com EPA; IpJ — grupo jovem portador de tumor implantado no peritonio; IpJ-E — grupo jovem
portador de tumor implantado no periténio tratado com EPA; CSed - controle subcutaneos jovem;
CScJ-E - controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo jovem portador de tumor
implantado no subcuténeo; Scd-E — grupo jovem portador de tumor implantado no subcuténeo
tratado com EPA.
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Figura 17. Expressdo da subunidade 20S nos animais jovens (n=4). Legenda: ClpJ —controle
intraperiténio jovem; ClpdJ-E —controle intraperitdnio jovem tratado com EPA; IpJd — grupo jovem
portador de tumor implantado no periténio; Ipd-E — grupo jovem portador de tumor implantado no
peritonio tratado com EPA; CScd - controle subcutédneos jovem; CScJ-E — controle subcuténeo
jovem tratado com EPA; Scd — grupo jovem portador de tumor implantado no subcutaneo; ScJ-E —

grupo jovem portador de tumor implantado no subcuténeo tratado com EPA. * p<0,05 quando
comparado ao CScd.
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Figura 18. Expressao das subunidades proteossémicas PC5 e PC2 nos animais jovens (n=3).
Legenda: ClpJ —controle intraperitonio jovem; ClpJ-E —controle intraperiténio jovem tratado com
EPA; Ipd - grupo jovem portador de tumor implantado no periténio; IpJ-E — grupo jovem
portador de tumor implantado no peritdnio tratado com EPA; CScd — controle subcutaneos
jovem; CSeJ-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo jovem portador de
tumor implantado no subcutaneo; ScJ-E — grupo jovem portador de tumor implantado no
subcutaneo tratado com EPA. * ¢ p<0,05 quando comparado ao ClpJ ou CScJ; e p<0,05 quando
comparado ao ClpJ e ao ClpJ-E
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Figura 19. Atividade enzimatica da calpaina no musculo gastrocnémio dos animais jovens (n=8 para
0s grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: ClpJ — grupo controle intraperitdnio
jovem; CIpJ-E — grupo controle intraperitdnio jovem tratado com EPA; Ipd — grupo intraperitdnio
jovem; IpJ-E — grupo intraperitdnio jovem tratado com EPA; CSed — controle subcutaneos jovem;
CScJ-E — controle subcuténeo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcutaneo jovem; ScJd-E —
subcutaneo jovem tratado com EPA.
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Figura 20. Atividade da enzima catepsina B no musculo gastrocnémio dos animais jovens (n=8
para 0s grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: ClpJ — grupo controle
intraperitonio jovem; ClpJ-E — grupo controle intraperiténio jovem tratado com EPA; IpJ — grupo
intraperitonio jovem; IpJd-E — grupo intraperitdnio jovem tratado com EPA; CScd - controle
subcutaneos jovem; CScJ-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Sed — grupo

subcutaneo jovem; ScJd-E — subcutaneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao

controle.
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Figura 21. Atividade da enzima catepsina H no musculo gastrocnémio de ratos jovens (n=8 para os
grupos sem tumor e n=7 para os grupos com tumor). Legenda: ClpJ — grupo controle intraperitdnio

jovem; ClpdJ-E — grupo controle intraperitbnio jovem tratado com EPA;

Ipd — grupo intraperitonio

jovem; IpJ-E — grupo intraperitdnio jovem tratado com EPA; CScJd — controle subcutaneos jovem;
CScJ-E - controle subcutdneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcutaneo jovem; ScJ-E —
subcutaneo jovem tratado com EPA.

4.1. Modulacao da degradacao protéica pelo EPA, nos animais jovens

A degradacdo protéica decorrente da via ubiquitina-proteossomo néao

apresentou modulagcdo significativa nos grupos tratados com EPA quando

comparados aos grupos nao tratados em

relacdo a atividade da enzima
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chymotrypsin-like (Figura 16) e da expressdo da subunidade 20S (Figura 17).
Entretanto, houve tendéncia de reducdo da atividade da chymotrypsin-like e da
expressao da subunidade 20S nos grupos IpJ-E e CScJ-E quando comparados aos
grupos nao tratados IpJ e CScJ, respectivamente. Esses dados sugerem que o EPA
estaria promovendo reducao da atividade da via proteolitica ubiquitina-proteossomo,
corroborando com dados da literatura. Em contrapartida, houve tendéncia de
aumento na atividade da chymotrypsin-like no grupo inoculado no subcutaneo
tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao grupo nao tratado (Scd), sugerindo
que nesse grupo o EPA néao foi capaz de modular a atividade da chymotrypsin-like,
entretanto esse dado foi divergente do encontrado para a expressao da subunidade
20S, que nao apresentou diferenca entre o grupo tratado (ScJ-E) e o nado tratado
(ScJ).

Os grupos controle subcutaneo e tumor subcutaneo tratados com EPA (CScJ-E
e ScJ-E) apresentaram resposta modulatéria significativa em relagcdo a expressao
génica da PC5 (Figura 18), sendo que o grupo com tumor ScJ-E apresentou
aumento da expressao (dado semelhante ao encontrado para chymotrypsin-like) e o
grupo CScJ-E apresentou reducao, corroborando com os dados encontrados para
chymotrypsin-like e subunidade 20S. Além disso, houve tendéncia de aumento da
expressao da PC5 nos grupos ClpJ-E e Ipd-E, sendo que esse dado mostrou-se
divergente dos dados encontrados para a atividade da chymotrypsin-like e da
subunidade 20S. Em relagdo a expressao génica da PC2, houve modulacao pelo
tratamento com EPA nos grupos IpJ-E, CScJ-E e ScJ-E, sendo que os dois
primeiros grupos apresentaram reducdo significativa quando comparados aos
grupos nao tratados (Ipd e CScd, respectivamente), enquanto que o Scd-E
apresentou aumento significativo em relagdo ao grupo nao 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 modulacdo da
degradacao 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 deplecao da musculatura em resposta aos efeitos deletérios do tumor
(WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008). Além disso, houve tendéncia
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de aumento da expressao da PC2 no grupo ClpJ-E, semelhante ao que ocorreu na
expressao da PC5.

Analisando a via de degradacgao protéica dependente de calcio, observamos
que nao houve modulagéo significativa da atividade da enzima calpaina em resposta
ao tratamento com EPA (Figura 19), entretanto, houve tendéncia de reducédo da
atividade dessa enzima nos grupos tratados CScJ-E e ScJ-E quando comparados
aos grupos nao tratados CScJ e ScJ, respectivamente. Esse dado sugere que o
EPA, de alguma forma, estaria modulando a resposta da via proteolitica dependente
de calcio nos grupos com maior periodo experimental.

Quando analisada a via proteolitica lisossomal, observamos resultados
divergentes em relacdo a 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 ClpJ-E quando comparado
ao grupo nao tratado (Clpd) e apresentou tendéncia de aumento no grupo ScJ-E.
Em contrapartida, houve tendéncia de reducéo da atividade da catepsina H no grupo
ScJ-E quando comparado ao ScJ, padrédo oposto ao dado encontrado para a
catepsina B. Também observamos tendéncia de aumento da atividade da catepsina
H no grupo Clpd-E, mostrando que de alguma forma o tratamento com EPA esta
modificando a atividade da via proteolitica lisossomal nesse grupo, uma vez que

também encontramos aumento significativo na atividade da catepsina B.

. Andlise da sintese protéica, via fatores de iniciacao eucariéticos, em
ratos adultos inoculados com células de Walker 256

A expressao do fator de iniciagdo eucaridtico 2, subunidade 1 alpha (elF2S1,

Figura 22), que juntamente com o GTP é responsavel pelo fornecimento de energia

para a formacdo da subunidade ribossomal 80S, apresentou-se aumentada

significativamente no grupo ScA quando comparado ao grupo controle (CA). Além

disso, houve tendéncia de aumento no grupo com tumor intraperiténio tratado com EPA

(IPA-E) quando comparado ao grupo nao tratado (IpA) e ao controle (CA). Ja a

expressao do fator de iniciagao eucariético 5 (elF5, Figura 22), que é responsavel pela
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reciclagem do GDP em GTP, e com isso peca chave para o processo de reciclagem do
fator elF2, ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais. Porém, houve tendéncia de reducdo nos grupos IpA, IpA-E e ScA-E
quando comparados a grupo controle (CA).

Houve aumento significativo na expressao do fator de iniciagcao eucariético 4 gama
(elF4G, Figura 22) nos grupos CA-E e ScA-E quando comparados ao grupo controle
(CA). Além disso, observamos tendéncia de aumento nos grupos IpA e IpA-E, quando
comparados ao controle (CA).

A expressao da proteina regulatéria da traducédo que se liga ao fator de iniciacao
eucariotico 4E (elF4EBP1, Figura 22) apresentou reducao significativa nos grupos CA-
E, IpA-E e ScA quando comparados ao grupo controle (CA).

A literatura relata que a evolugdo tumoral impde, além do processo de
degradacao, diminuicdo da sintese protéica (TISDALE, 2002, 2003, 2009). Esses
resultados, embora mostrem dados controversos quanto aos fatores de inicializagao
para o processo de proteogénese, sugerem que embora estejam elevadas as proteinas
chaves (elF2a, necessaria para inicio da formagdo da unidade ribossomal 40S, e
elF4G, essencial para formacdo do complexo ribossomal no processo de sintese) nos
grupos subcutaneos e nos intraperitdnios, provavelmente ha outros mecanismos
envolvidos e também outros fatores, ndo avaliados nesse estudo, que estejam
diretamente relacionados a manutengéo da sintese e /ou inibicdo da sintese de proteina
(TISDALE, 2002, 2009).

5.1. Modulacao da sintese protéica pelo EPA, nos animais adultos

Nos grupos IpA-E e ScA-E, mesmo havendo aumento do fator de inicializagao
(elF2), que estd diretamente relacionado ao processo de sintese protéica,
observamos manutengao ou tendéncia a diminuicao do elF5, sugerindo que esteja
ocorrendo modulagcdo negativa do processo de sintese, como também do processo
de degradacdo em funcao do tratamento (Figura 22). Porém, esses dados nédo estao
condizentes com dados da literatura que reportam efetiva inibicdo do processo de
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degradacdo e estimulacdo do processo de sintese quando administrado EPA
(WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008).

Além disso, os grupos controle tratado com EPA (CA-E) e tumor subcuténeo
tratado com EPA (ScA-E) apresentaram aumento significativo da expressao do
elF4G quando comparados aos grupos nao tratados (CA e ScA, respectivamente)
(Figura 22). Esses dados sugerem que o EPA pbde aumentar a expressao do gene
elF4G na tentativa de aumentar a sintese protéica. Essa hipotese pode ser bastante
consistente ja& que encontra-se nos grupos controle (CA-E) e tumor intraperitonio
tratado com EPA (IpA-E) reducéo significativa na expressao do gene elF4EBP1 em
relacdo aos grupos nao tratados (CA e IpA, respectivamente), enquanto que o grupo
subcutaneo tratado com EPA (ScA-E) apresentou aumento significativo em relacao
ao grupo nao tratado (ScA) (Figura 22). Embora ndo tenhamos verificado a
fosforilacao de determinados fatores, como por exemplo, a fosforilagao da 4EBP1, o
aumento da expressao do fator elF4G, embora associado ao aumento do 4EBP1,
sugere maior ligacéo do fator elF4G com o elF4E e com isso aumento da formacao
da subunidade ribossomal 80S (PROUD, 2005, 2006) e consequente melhora no
processo de sintese protéica (WHITEHOUSE et al., 2001; KHAL & TISDALE, 2008).

Por outro lado, se tivermos aumento da expressao do fator elF4G associado a
diminuicdo da expressdao do elF4EBP1, aventa-se a hipdétese de que ha maior
quantidade de elF4G, que por sua vez ira associar-se ao elF4E, formando entéo o
fator elF4F, que se ligara ao elF4A e elF4B, formando entdo a subunidade
ribossomal 80S. Assim, no caso do grupo CA-E, o aumento da expressao do elF4G
e a diminuicao da expressao do elF4EBP1 (corresponde a razao igual a 4) implicaria
em maior estimulo para sintese protéica. Esse mesmo padrdao corresponderia aos
grupos IpA-E e ScA-E, pois a razao entre elF4G/elF4EBP1 corresponde a 3 e 1,6,
respectivamente. Porém, associando-se os demais fatores, a razao entre elF2/elF5
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 sintese protéica,
uma vez que apresentou razédo igual a 1,3 dos fatores elF4G e do elF4EBP1,
mesmo tendo elevagéao do fator elF2, que apresenta razéo elF2/elF5 igual a 1,9.
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Figura 22. Expressao dos fatores de iniciacao eucariéticos (n=3). Legenda: CA — controle
adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo adulto portador de tumor
implantado no peritonio; IpA-E — grupo adulto portador de tumor implantado no periténio
tratado com EPA; ScA — grupo adulto portador de tumor implantado no subcuténeo; ScA-

E—grupo adulto portador de tumor implantado no subcutaneo tratado com EPA. * p<0,05
em relacdo ao CA.
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6. Analise da sintese protéica, via fatores de iniciacao eucarioticos, em
ratos jovens inoculados com células de Walker 256

Como explanado no item anterior, 0 processo de sintese protéica envolve varios
fatores, inclusive os fatores eucaridticos de iniciagdo, para a formacdo da unidade
ribossomal 80S, a qual sera responsavel pela tradugéo protéica. Dentre os fatores de
iniciacao que participam da montagem da subunidade ribossomal 43S esta o fator elF2,
responsavel por promover a ligacao do Met-tRNA, na presenca de GTP, a subunidade
40S do ribossomo, formando entdo o complexo 43S (ALBERTS, 2004). No presente
estudo, houve aumento significativo na expressao do fator de iniciagdo eucariético 2,
subunidade 1 alpha (elF2S1) nos grupos implantados com tumor intraperiténio (lpJ e
lpd-E) quando comparados ao grupo controle (Clpd), sugerindo que neste grupo o
processo de sintese estd sofrendo alguma modificacdo (Figura 23). Ja os grupos
implantados com tumor subcutdneo (Scd e ScJ-E) ndo apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle (CScJ), entretanto podemos observar
tendéncia de reducao da expressao do elF2S1 no grupo ScJd e tendéncia de aumento
no grupo ScJd-E (Figura 23).

A expressao do fator de iniciacdo eucariético 5 (elF5), que é responséavel pela
reciclagem do GDP em GTP, mostrou-se aumentada significativamente apenas no
grupo subcutaneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao grupo controle
(CScd). Houve tendéncia de aumento nos grupos IpJ e IpJ-E quando comparados ao
controle Clpd, enquanto que observamos tendéncia de redug¢do nos grupos CScd-E e
ScJ em relagédo ao controle CScd (Figura 23).

Embora nao haja diferenca estatistica significativa na expressao do fator de
iniciacdo eucariético 4G (elF4G) entre os grupos com implante tumoral intraperiténio
(IpJ e Ipd-E) e os respectivos controles ClpJ e Clpd-E, houve tendéncia de aumento na
expressao desse gene no grupo Ipd, enquanto houve tendéncia de redugéo no grupo
IlpJ-E (Figura 23). Apesar de nao termos observado diferenga estatistica entre os
grupos com tumor subcuténeo (Scd e Scd-E) e o controle (CScd), podemos observar
que o grupo ScJ apresentou tendéncia de redugédo na expressao do elF4G, enquanto
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que o ScJd-E apresentou tendéncia de aumento, quando comparados ao controle (CScJ)
(Figura 23).

A proteina regulatéria da tradugdo, proteina ligante do fator de iniciagdo 4E
(4EBP1), liga-se ao fator elF4E formando o complexo elF4E/4EBP1que por sua vez
inibe o fator elF4E; assim quando a proteina 4EBP1 ¢é fosforilada ha o desligamento do
fator elF4E, permitindo sua ligacédo ao fator elF4G para a formacao do complexo elF4F,
que juntamente com os fatores elF4A e elF4B formam a subunidade ribossomal 80S.
Nesse estudo, avaliamos a expressao génica dessa proteina regulatéria da tradugéao
(4EBP1) que apresentou-se aumentada, significativamente, em todos os grupos
implantados com tumor quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 23).

Através da andlise das expressdes génicas dos fatores de iniciagdo eucaribticos,
podemos sugerir que houve inibicdo da sintese protéica em todos 0s grupos
implantados com Walker 256. Uma vez que, no processo de sintese protéica é
necessaria a formacado da subunidade ribossomal 40S, seguida da formacado do
complexo elF4F (que é composto pelos fatores elF4E e elF4G junto com os fatores
elF4A e elF4B) para a formacao da unidade ribossomal 80S, se analisarmos a razao
entre os fatores elF4G e 4EBP1, que estd muito reduzida (cerca de 0,2 entre
elF4G/4EBP1) nos animais com tumor, supomos que ha menor disponibilidade do fator
elF4G para a formagéo da unidade ribossomal, independente da razdo entre elF2/elF5
(cerca de 0,9), j& que essa razdo entre os fatores elF2 e elF5 revela o inicio do
processo de sintese. Esses dados corroboram com dados da literatura que mostram
que a evolucado tumoral promove reducdo da sintese protéica, além de aumentar a
degradacao das proteinas (TISDALE, 2002, 2003, 2009; KIMBALL, 1999).

6.1. Modulacao da sintese protéica pelo EPA, nos animais jovens

Em relagdo a expressdo génica do elF2S1, apenas o grupo controle
subcutaneo tratado com EPA (CScJ-E) apresentou modulacado significativa devido
ao tratamento quando comparado ao grupo nao tratado (CsJ), sendo que houve
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reducao expressiva na expressao desse gene no CScJ-E. Os grupos ClpJ-E e Scd-
E apresentaram tendéncia de aumento da expressao do fator elF2S1 em relacao
aos grupos nao tratados (Clpd e ScJ), indicando que o EPA poderia estar atuando,
mesmo que de forma moderada, na expressao génica desse fator (Figura 23).

O grupo tumor inoculado no subcutaneo tratado com EPA (ScJ-E) apresentou
aumento significativo na expressao do gene elF5 quando comparado ao grupo nao
tratado (Scd). Além disso, observamos tendéncia de redugdo na expressao desse
gene nos grupos IpJ-E e CScJ-E quando comparados ao Ipd e CScd,
respectivamente (Figura 23). A expressdo do fator elF4G apresentou aumento
significativo no grupo subcutaneo tratado com EPA (Scd-E) quando comparado ao
grupo subcutaneo nado tratado (ScJ). A analise estatistica (teste f) mostrou que o
grupo intraperitonio tratado com EPA (IpJ-E) teve reducao significativa da expressao
do elF4G em relacdo ao grupo nao tratado (Ipd). Além disso, observamos tendéncia
de reducao da expressao desse gene nos grupos controles tratados (ClpJ-E e CScJ-
E) quando comparados aos grupos controles n&o tratados (Clpd-E e CScJ-E,
respectivamente), como mostrado na Figura 23. N&o observamos nenhuma
modulacao significativa dos grupos tratados com EPA quando comparados aos
grupos nao tratados em relagdo a expressao génica do 4EBP1, mostrando que o
EPA nao promoveu nenhuma alteracdo na expressao desse gene (Figura 23).

Assim, como comentado anteriormente, o processo de sintese protéica envolve
varias etapas, incluindo varios fatores e proteinas sinalizadoras que podem ser
moduladas negativamente na presenca da evolugdo tumoral, como aventada pela
apresentacdo dos dados encontrados no presente trabalho. Entretanto,
contrariamente ao apresentado na literatura, o tratamento com EPA néo apresentou
expressiva estimulagdo do processo de sintese e/ou diminuicdo do processo de
degradacao. Embora tenhamos observado que o tratamento com EPA, apenas nos
animais jovens implantados no subcutaneo, tenha induzido ao aumento da
expressao das proteinas chaves para o processo de sintese — elF2a, elF5, elF4E —
aventamos que haja aumento da sintese protéica muscular nesses animais em
relacdo aos nao tratados. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para
quantificacdo de outras proteinas sinalizadoras, fosforiladas ou nao, e também

56



quantificacdo do processo de sintese, estabelecida por incorporacdo de
aminodacidos marcados com tricio (VENTRUCCI et al., 2004, 2007; GONCALVES &
GOMES-MARCONDES, 2010) para que possamos certificar os efeitos benéficos do
EPA, conforme relatos na literatura (WHITEHOUSE, 2003).
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Figura 23. Expressao dos fatores de iniciagdo eucarioticos (n=3). Legenda: ClpJ — grupo
controle intraperitonio jovem; ClpJ-E — grupo controle intraperitdnio jovem tratado com
EPA; IpJ — grupo intraperitdnio jovem; IpJ-E — grupo intraperitonio jovem tratado com EPA;
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EPA; Scd — grupo subcutédneo jovem; ScJd-E — subcutaneo jovem tratado com EPA. *
P<0,05 quando comparado ao controle nédo tratado; ® P<0,05 em relagcado ao CScJ-E.



7. Concentracao de citocinas pro e antiinflamatérias, em resposta a
evolucao do tumor de Walker 256 nos grupos adultos

Nesse trabalho, avaliamos o peso relativo do bago, uma vez que o aumento do
peso absoluto e relativo desse érgao pode estar relacionado ao aumento do provimento
de linfécitos T, associados a variacdo da concentracao de citocinas circulantes, na
tentativa de minimizar o processo inflamatério crénico, caracteristico do estado
caquético (TISDALE, 2010). Como podemos observar na Tabela 1, os grupos
inoculados com tumor no subcutdneo apresentaram aumento significativo no peso
relativo do bago (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 corpdéreo, € o aumento
desproporcional do baco em resposta a evolugao tumoral. Além disso, verificamos
também que, dependendo do local de implante tumoral, houve resposta distinta em
relacdo ao peso relativo do baco, provavelmente relacionada a resposta imunoldgica.
Assim, os animais implantados com tumor intraperitdbnio podem sofrer da severidade
dos efeitos tumorais sem haver resposta imunoldgica crénica, comparada aquelas
observadas nos animais implantados com tumor no subcutaneo.

Para compreendermos melhor a resposta imunolégica decorrente do implante
tumoral e do processo de caquexia, analisamos também algumas citocinas que, além
de apresentarem papel importante no processo de sinalizagéo celular, estdo envolvidas
no estabelecimento do quadro de caquexia, sendo relacionadas ao prognéstico ruim da
evolucdo dessa patologia (ARGILES et al., 2007 e 2009).

Analisamos algumas citocinas da familia das interleucinas, que estao relacionadas
aos processos antiinflamatérios, como é o caso das interleucinas 4 e 10, e inflamatdério,
como é o caso da IL-6 e do IFNy.

Quanto as citocinas antiinflamatérias, a concentracdo da IL-4 ndo apresentou
diferenca estatistica em nenhum grupo com tumor quando comparado ao controle (CA)
(Figura 24). Entretanto, podemos observar tendéncia de aumento dessa citocina no
grupo IpA e, principalmente, no grupo ScA-E.

A interleucina 10, citocina antiinflamatéria relacionada ao processo inflamatério

cronico caracteristico da caquexia (LIRA et al, 2009), apresentou-se elevada
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significativamente apenas no grupo ScA, entretanto, houve tendéncia a elevagdo em
todos os demais grupos com tumor (Figura 25).

Na andlise das citocinas pré-inflamatdrias, como a concentragédo da interleucina 6,
nao foi observada diferenga estatistica entre todos os grupos experimentais. Porém, o
grupo inoculado com tumor subcutaneo tratado com EPA (ScA-E) apresentou tendéncia
de aumento dessa citocina (Figura 26). Esses dados mostraram que mesmo tendo
modulagcdo do sistema imunoldgico, as citocinas pro-inflamatérias também estavam
aumentadas mesmo nos animais tratados com EPA, uma vez que, provavelmente
esses animais também encontravam-se em processo inflamatério crénico, caracteristico
do processo de caquexia (TISDALE, 2010).

Com respeito as alteragdes metabodlicas presentes no estado de caquexia, o
interferon-gama (IFNy), também relacionado como citocina pré-inflamatéria, atua
inibindo a atividade da lipase lipoprotéica, relacionada com o processo de lipogénese
(TISDALE, 1999; MATTHYS & BILLIAU, 1997). Como podemos ver na Figura 27, nao
foi observada diferencga estatistica entre os grupos, embora haja tendéncia de aumento
em todos os grupos portadores de tumor. Assim, coerente com a literatura e os dados
encontrados quanto a gordura perirrenal, 0 aumento sérico do interferon-gama, como
observado nos grupos com tumor, possivelmente esta relacionado a atuacido dessa
citocina como estimulo do processo de lipdlise, tanto in vivo quanto in vitro (TISDALE,
1999; MATTHYS & BILLIAU, 1997).
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Figura 24. Concentracéo de IL-4 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA — controle adulto; CA-
E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E — grupo intraperitbénio adulto
tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto tratado com EPA.
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Figura 25. Concentracdo de IL-10 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA — controle adulto;
CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperitdnio adulto; IpA-E — grupo intraperiténio
adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto tratado com EPA. *
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Figura 26. Concentracdo de IL-6 no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA — controle adulto;
CA-E - controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperiténio adulto; IpA-E — grupo intraperiténio
adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto tratado com EPA.
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Figura 27. Concentracdo de interferon-gama no soro nos animais adultos (n=6). Legenda: CA —
controle adulto; CA-E — controle adulto tratado com EPA; IpA — grupo intraperitbnio adulto; IpA-E —
grupo intraperitbnio adulto tratado com EPA; ScA - grupo subcutaneo; ScA-E — subcutaneo adulto

tratado com EPA.

7.1. Modulacao da resposta inflamatéria pelo EPA, nos animais adultos

Embora ndo haja diferenca estatistica do peso relativo do bago quando
comparamos 0s grupos tratados com EPA com os grupos nao tratados (Tabela 1),
houve tendéncia de reducdo do peso desse 6rgdo no grupo subcutaneo tratado
(ScA-E) em relacdo ao grupo nao tratado (ScA), mostrando pequena resposta
modulatéria do EPA nesse parametro.

O EPA também ndo modificou significativamente a concentracdo sérica de
nenhuma das citocinas avaliadas (Figuras 24 a 27). Entretanto, o grupo subcutaneo
tratado com EPA (ScA-E), apresentou tendéncia de aumento na concentracdo das
citocinas IL-4, IL-6 e IFNy e tendéncia de redugao na concentragéo da IL-10 quando
comparado ao grupo nao tratado (ScA). Além disso, houve tendéncia de aumento da
concentracdo do IFNy no grupo intraperitdnio tratado com EPA (IpA-E) quando
comparado ao IpA, enquanto que no CA-E essa citocina apresentou-se ligeiramente
reduzida em relagdo ao CA. Esses resultados sugerem que o tratamento com EPA
nao foi eficiente na modulagcdo da resposta inflamatéria cronica, observada no
processo de caquexia, nos animais adultos, divergindo de dados da literatura que
mostram o elevado potencial antiinflamatério dos acidos graxos émega-3 (WALL et
al., 2010).
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8. Concentracao de citocinas pro e antiinflamatérias, em resposta a
evolucao do tumor de Walker 256 nos grupos jovens

Como ja descrito para os grupos adultos, fizemos também para os grupos jovens a
analise das concentrac¢des séricas de citocinas pro e antiinflamatorias, correlacionando-
as com o principal 6rgao, o bago, relacionado a resposta inflamatéria e responsivo a
evolucao neoplasica. Assim, analisamos também o peso relativo do baco nos animais
jovens, uma vez que, na tentativa de minimizar o processo inflamatério decorrente da
caquexia, esse 0rgao pode apresentar aumento de seu peso absoluto e relativo nos
grupos com tumor. Através da analise morfométrica, observamos que 0s grupos
inoculados no subcutaneo apresentaram elevacao significativa do peso relativo desse
orgao (ScJ=55,6% e ScJd-E=97,2%) quando comparados ao grupo controle subcutaneo
(CScd) (Tabela 2). Similarmente aos animais adultos, nos jovens implantados com
tumor intraperitbneo também nao foi observada variagdo do peso relativo desse 6rgao
em relacdo aos controles (ClpJ e ClpJ-E) (Tabela 2), sugerindo que em funcao do
rapido periodo de evolugdo dessa neplasia as respostas do hospedeiro sdo distintas
daquelas que ocorrem durante o longo periodo de evolugdo tumoral (Implante
intraperitbneo versus implante subcutaneo).

Em relacdo a concentragdo da interleucina 4, ndo observamos diferenga estatistica
dessa citocina antiinflamatéria, entre os grupos controles e os grupos com tumor,
embora haja tendéncia de aumento de sua concentracdo nos grupos com tumor
tratados com EPA (IlpJ-E e ScJ-E), enquanto que os grupos com tumor nao tratados
(Ipd e Scd) apresentaram tendéncia de reducao na concentracao da IL-4 (Figura 28) em
relacdo aos respectivos controles.

A citocina antiinflamatéria IL-10, como mencionado acima, esta relacionada ao
processo inflamatério crénico, no processo caquexia-cancer (LIRA et al., 2009), e no
presente estudo apresentou-se aumentada significativamente apenas no grupo
inoculado com tumor intraperiténio tratado com EPA (IpJ-E) quando comparado ao
grupo controle (ClpJ), enquanto que o grupo correspondente sem tratamento (lpJ)
apresentou tendéncia de aumento da concentracao de IL-10 (Figura 29). O perfil sérico
da IL-10 também tendeu a ser elevado nos grupos implantados com tumor no

subcutaneo (Scd e ScJ-E), quando comparados ao respectivo controle (Figura 29).
63



Houve aumento significativo da concentracdo da citocina pré-inflamatéria IL-6, no
grupo inoculado com tumor intraperiténio tratado com EPA (lpJ-E), enquanto que o
grupo correspondente sem tratamento (IpJ) apresentou discreta tendéncia de aumento,
qguando comparados ao controle Clpd (Figura 30). Os grupos controle tratado com EPA
(CScJ-E) e implantado com tumor no subcutaneo nao tratado (ScJ) apresentaram
tendéncia de reducdo na concentracdo dessa citocina quando comparados ao controle
(CScJ-E, Figura 30).

Nos grupos jovens inoculados no peritdnio, observamos aumento da concentracao
da citocina interferon-gama, sendo que esse aumento foi significativo apenas no grupo
intraperitbnio nao tratado (IpJ), quando comparado ao controle (Clpd) (Figura 31). Nos
grupos com tumor inoculados no subcuténeo, observamos tendéncia de aumento do
interferon-gama quando comparados ao controle (CScdJ (Figura 31).

Embora em alguns resultados tenhamos tendéncia de aumento das citocinas pré e
antiinflamatérias nos grupos portadores de tumor, verificamos que o local de implante
tumoral foi determinante para distintas respostas quanto aos fatores humorais e
adaptacoes teciduais a intensa evolugdo dessa neoplasia — tumor de Walker 256,
bastante estudado no mecanismo de caquexia.
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Figura 28. Concentragdo de IL-4 no soro nos animais jovens (n=6). Legenda: ClpJ — grupo controle
intraperiténio jovem; CIpJ-E — grupo controle intraperitbnio jovem tratado com EPA; Ipd — grupo
intraperiténio jovem; IpJ-E — grupo intraperiténio jovem tratado com EPA; CScdJ — controle subcuténeos
jovem; CScd-E — controle subcuténeo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcuténeo jovem; Scd-E —

subcutaneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao ScJ.
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Figura 29. Concentracdo da interleucina-10 no soro dos ratos jovens (n=6). Legenda: ClpJ — grupo
controle intraperiténio jovem; ClpdJ-E — grupo controle intraperitbnio jovem tratado com EPA; Ipd —
grupo intraperitdnio jovem; IpJ-E — grupo intraperitbnio jovem tratado com EPA; CScJ - controle
subcutaneos jovem; CScdJ-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo

subcutaneo jovem; ScJd-E — subcutaneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 quando comparado ao
controle.
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Figura 30. Concentracao de IL-6 no soro dos animais jovens (n=6). Legenda: ClpJ — grupo controle
intraperiténio jovem; ClpJ-E — grupo controle intraperitonio jovem tratado com EPA; Ipd — grupo
intraperiténio jovem; IpJ-E — grupo intraperitbnio jovem tratado com EPA; CScd — controle
subcutaneos jovem; CScJ-E — controle subcutdneo jovem tratado com EPA; Sed — grupo

subcutaneo jovem; Scd-E — subcutaneo jovem tratado com EPA. * = diferenca significativa quando
comparado ao controle.
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Figura 31. Concentragdo sérica de INF-y nos animais jovens (n=6). Legenda: ClpJ — grupo controle

intraperiténio jovem; ClpJ-E — grupo controle intraperitbnio jovem tratado com EPA; IpJ — grupo

intraperiténio jovem; IpJd-E — grupo intraperitdnio jovem tratado com EPA; CScd — controle subcutaneos

jovem; CScdJd-E — controle subcutaneo jovem tratado com EPA; Scd — grupo subcutaneo jovem; Scd-E —
subcutaneo jovem tratado com EPA. * P<0,05 diferenca significativa quando comparado ao controle.
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8.1. Modulacao da resposta inflamatéria pelo EPA, nos animais jovens

Embora ndo tenhamos observado diferencga estatistica no peso relativo do baco
quando comparados os grupos tratados com EPA em relagdo aos grupos néo
tratados (Tabela 2), verificamos que, houve tendéncia de aumento do peso relativo
do bago no grupo subcutdneo tratado (ScJ-E) quando comparado ao grupo nao
tratado (Scd). Desse modo, supomos que o EPA, como relatado na literatura, tenha
atuado de forma positiva na estimulacdo da resposta imunolégica, aumentando o
peso absoluto e relativo do bago, nesses animais tratados.

A concentragdo da citocina antiinflamatéria IL-4 aumentou significativamente no
grupo subcutaneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado ao ndo tratado
(Scd), mostrando que o EPA pode estar modulando a producéo dessa citocina em
resposta a inoculacdo do tumor de Walker 256 (Figura 28). Além disso, houve
tendéncia de aumento da concentragdo de IL-4 no grupo intraperitbnio quando
tratado com EPA (IpJ-E) em relagdo ao grupo néo tratado (Ipd, Figura 28). Esse
dado sugere a possivel modulacdo do EPA sobre o sistema imunoldgico também
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nesses animais com tumor, mostrando que a resposta modulatéria pode ser de
forma distinta em relacdo a evolugéo tumoral.

A concentragdo da interleucina 10, outra citocina antiinflamatéria, nao
apresentou diferencas estatisticas em resposta ao tratamento com EPA em nenhum
dos grupos experimentais (Figura 29). Embora tenhamos observado tendéncia de
aumento dessa citocina no grupo controle intraperiténio tratado (ClpJ-E) em relacao
ao grupo nao tratado (ClpJ) e tendéncia de redugcado no grupo subcutaneo tratado
(CScJ-E) em relagéao ao nao tratado (CScJ; Figura 29).

Quanto as citocinas pré-inflamatérias, tanto IL-6 quanto IFNy, avaliadas no
presente estudo, pudemos observar que o efeito do tratamento com EPA também foi
distinto. O grupo intraperiténio tratado com EPA (IpJ-E) apresentou aumento
significativo da interleucina 6 quando comparado ao grupo nao tratado (lpJ) (Figura
30). O grupo controle subcutaneo tratado (CScJ-E) apresentou reducao significativa
da concentracao dessa citocina em relacao ao grupo nao tratado (CScdJ; Figura 30).
Além disso, houve tendéncia de aumento da concentracdo de IL-6 no grupo
implantado com tumor no subcutaneo tratado com EPA (ScJ-E) quando comparado
ao ScdJ (Figura 30).

Novamente, ndao observamos diferenca estatistica da concentragcdo do
interferon-gama em resposta ao tratamento com EPA, entretanto, pudemos observar
tendéncia de redugédo na concentracao dessa citocina no grupo intraperiténio tratado
com EPA (lpJ-E) quando comparado ao grupo nao tratado (IpJ), mostrando discreta
modulacdo do EPA sobre a sintese de interferon-gama, citocina pré-inflamatéria
(Figura 31). Em contrapartida, os grupos subcutaneo controle (CScd-E) e
subcutaneo tratado (ScJ-E) apresentaram tendéncia de elevacao do interferon-gama
em relacdo aos grupos néao tratados (CScJ e ScJ, respectivamente) (Figura 31),
sugerindo-nos que em determinadas condicdes pode ocorrer modulacéo distinta do
sistema imunolégico em fungdo ou ndo do tratamento com o &cido

eicosapentaendico e, principalmente, dependendo do tempo de evolugéo tumoral.
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Em suma, considerando-se todos os resultados aqui apresentados, verificou-se
que a evolucao tumoral promoveu alteracdes do peso corpéreo, juntamente com o peso
relativo de determinados 6rgdos, mostrando que no organismo jovem o tumor
apresentou efeitos bastante severos, principalmente, quando o implante tumoral foi na
regiao do peritbnio, como sobrevida, peso das adrenais, musculo gastrocnémio, perda
de peso da carcaca, além do crescimento tumoral e das variagcbes hormonais e de
citocinas, em relacédo aos parametros verificados nos adultos.

Verificamos também que os efeitos do crescimento tumoral sobre determinados
parametros foram modulados quando houve administracdo do EPA. Por exemplo, o
aumento do peso relativo do baco, nos animais inoculados com tumor e tratados com
EPA, pode estar relacionado ao fato desse farmaco atuar sobre o sistema imunoldgico
do hospedeiro, aumentando o provimento de células T, associado a variagdo da
concentragdo das citocinas (aumento da IL-4, principalmente nos animais inoculados
com tumor no subcutaneo, correspondendo ao processo de evolucdo tumoral por
periodo mais longo), modulando o processo inflamatério crénico (CHAPKIN et al.,
2009). Esse fato também pode estar associado ao perfil de citocina IL-10, que também
apresentou concentracdes proporcionalmente mais elevadas nos animais com implante
subcutaneo em relacao a aqueles com implante no periténio, corroborando os aspectos
de processo inflamatério cronico caracteristico da caquexia (ARGILES et al., 2009;
LIRA et al, 2009).

Além disso, a maior sobrecarga da liberagdo de glicocorticéides, 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 fung¢édo na
preservacao do tecido adiposo, houve grande espoliagao desse tecido nos animais ScJ-
E e ScA-E, de modo similar ou ainda mais pronunciado que 0s outros grupos
portadores de tumor, jovem ou adultos (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). A reducéo
no peso relativo muscular foi menor nos animais tratados com EPA do que nos animais
nao tratados, corroborando os resultados da literatura que indicam que o EPA protege o
tecido muscular contra a espoliagéo induzida pela evolugao tumoral.
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A evolucao tumoral quando acontece em um periodo mais curto, caso do implante
intraperitbnio, deve promover a ativacdo de outros mecanismos de degradacao
protéica, pois observamos menor atividade enzimatica da chymotrypsin-like nesses
grupos quando comparados ao implante subcutaneo, independente da idade do
hospedeiro e com tendéncia de modulacao pelo tratamento com EPA. Ja a evolucéao
tumoral por periodo mais longo, observada nos animais implantados no subcutaneo,
promove grande ativacdo do sistema ubiquitina-proteossomo, observada através da
atividade da chymotrypsin-like, sendo mais expressiva nos animais adultos e havendo
modulacao dessa via de degradacao nos animais adultos tratados com EPA (PERTILE
& GOMES-MARCONDES, 2008; PERTILE & GOMES-MARCONDES, 2010). Ja as
outras vias de degradacdo protéica, como na dependente de calcio, observamos
tendéncia ao aumento, principalmente nos grupos implantados com tumor no peritonio,
sugerindo novamente mecanismos distintos de ativacdo das vias de protedlise tanto
nos animais jovens como nos adultos, sendo a atividade enzimatica da calpaina mais
intensa nos jovens do que nos adultos. Além disso, a via de degradagéo lisossomal
também foi distinta entre jovens e adultos, principalmente para a catepsina B, onde
houve maior intensidade nos animais implantados com tumor no subcutaneo,
mostrando que ha participacao da via lisossomal no processo de protedlise muscular
nos jovens em relacdo aos animais adultos. Por outro lado, a catepsina H também
mostrou-se ativada nos animais jovens implantados com tumor no subcutaneo, com
tendéncia a modulagdo pelo tratamento com EPA. Entretanto, nos animais adultos o
implante subcutaneo, principalmente associado ao tratamento com EPA, promoveu
ativacdo do sistema de degradacéo lisossomal. Assim, analisando as subunidades
proteossémicas (PC2, PC5 e 20S), observamos que o implante tumoral intraperitonio,
que apresenta evolucdo por periodo mais curto, promoveu a degradagdo protéica
através de outras vias de degradacao (calpaina e catepsinas B e H), assim como
observamos na atividade da chymotrypsin-like, pois esses animais ndo apresentaram
aumento expressivo das subunidades envolvidas na via de degradacdo ubiquitina-
proteossomo. Ja nos animais com implante tumoral subcutdneo, que apresentam
evolucao tumoral por periodo mais longo, a principal via de degradacdo protéica,
provavelmente, foi a via ubiquitina-proteossomo, uma vez que a expressdo das
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subunidades proteossémicas, assim como a atividade enzimatica da chymotrypsin-like,
apresentou-se mais aumentada nesses grupos experimentais. Ressalta-se, entdo, que
nos animais jovens, 0 mecanismo imposto pelo desenvolvimento tumoral causou
ativacdo do sistema de degradacéo protéica diferentemente, dependendo o local de
implante tumoral e também em fungéo do tratamento a que foram submetidos, tratados
ou nao com EPA, que de acordo com a literatura, modularia os processos de protedlise,
melhorando assim o estado caquético do animal (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003). No
presente trabalho, os mecanismos envolvidos nos processos de protedlise foram, de
certa forma, alterados pelo tratamento com EPA, sendo que em determinados
situagdes, como atividade da chymotrypsin-like, calpaina e catepsina H, houve efeito
benéfico do tratamento.

Verificamos que os animais jovens, ndo portadores de tumor, que encontravam-se
em pleno crescimento, apresentaram elevada concentracdo de IGF-1 (DUPONT &
ROITH, 2001; COCHILLO et al., 2007) . Por outro lado, os efeitos do tumor induziram a
expressiva reducao da concentragéo de IGF-1, relacionando aos efeitos de deplecao 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 antiinflamatérias,
sugerem possivel modulacdo do EPA sobre o sistema imunolégico dos animais com
tumor, entretanto, apesar das citocinas proé-inflamatérias, interleucina 6 e IFNy, também
estarem aumentadas nesses animais tratados, provavelmente houve modulagéo a partir
do tratamento com EPA, uma vez que, esses animais também encontravam-se em
processo inflamatdrio crénico devido ao processo de caquexia. Para alguns parametros,
pudemos correlacionar o efeito protetor do EPA sobre os efeitos deletérios do tumor,
como por exemplo menor espoliagdo de proteina (conteddo de proteina e peso
muscular semelhante ao controle; elevacédo da atividade da fosfatase alcalina; menor
peso relativo do tumor nos adultos inoculados no periténio).

Os hospedeiros adultos com implante intraperitdnio ndo apresentaram inibicdo do
processo de sintese, quanto a avaliacédo, pelo menos parcial, dos fatores de iniciacéo
eucaritoricos. Sendo que o tratamento com EPA provavelmente modulou positivamente
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0 processo de sintese (aumentando a relacdo da expressdo dos fatores eucariéticos
(razao elF4G/elF4EBP1 e elF2/elF5)). Nos animais adultos com implante subcutaneo
houve modulagéo negativa do processo de sintese, independente do tratamento ou nao
com EPA. Esses dados contrapdem aqueles verificados na literatura em que o &cido
eicosapentaendico age modulando a atuacao de citocinas e também de fatores como o
fator nuclear kB (NF«xB), favorecendo o processo de sintese protéica e minimizando o
processo de degradacdao (WHITEHOUSE & TISDALE, 2003; ZHAO et al., 2004). A
evolucao tumoral nos hospedeiros jovens implicou em modulagao negativa do processo
de sintese, independente do local de implante tumoral e do tratamento ou ndo com
EPA, em relacdo aos respectivos controles, ja que o aumento bastante expressivo da
proteina reguladora do processo de formacdo da unidade ribossomal 80S, o fator
eucariotico 4EBP1, supera em muito as relagdes entre os outros fatores eucaribticos
que estimulariam a sintese protéica. Esses dados levam mais a suposicao de que o
tratamento com EPA ou a idade do hospedeiro seria determinante para as respostas

aos efeitos deletérios da evolugao tumoral.

CONCLUSOES

A influéncia do crescimento tumoral sobre 0 hospedeiro de céncer relaciona-se muitas
vezes com 0 processo de evolugdo da neoplasia e também com fatores que possam

modular os processos de sinalizacdo celular. Assim, concluimos que:

1. A evolucdo do tumor quando ocorre em periodo mais curto — implante
intraperitoneal — promove ativagdo de mecanismos distintos de degradacao
protéica, em fungdo da menor ativagdo da chymotrypsin-like e da expressao das
subunidades proteoss6micas, com tendéncia de modulagao pelo tratamento com
EPA;

2. A evolucao do crescimento tumoral em periodo mais longo, visto nos animais
com implante subcutaneo, promove ativacdo principalmente do sistema

ubiquitina-proteossomo;
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3. Os hospedeiros adultos com implante intraperitdnio nao apresentaram inibicao
do processo de sintese, quanto a avaliacdo, pelo menos parcial, dos fatores de
iniciacdo eucaritéricos. Sendo que o tratamento com EPA provavelmente
modulou positivamente o processo de sintese, pois aumentou a relagdo da
expressao dos fatores eucaribticos (razéo elF4G/elFAEBP1 e elF2/elF5);

4. Nos animais adultos com implante subcutaneo houve modulacdo negativa do
processo de sintese, independente do tratamento ou ndo com EPA;

5. O crescimento tumoral em hospedeiros jovens implicou em modulagéo negativa
do processo de sintese, independente do local de implante tumoral e do
tratamento ou ndo com EPA, em relacédo aos respectivos controles;

6. A evolugdo tumoral nos grupos adultos e jovens promoveu altera¢des nas
concentragdes das citocinas pré e antiinflamatdrias, sendo que houve tendéncia de
aumento tanto das citocinas antiinflamatéria quanto das pré-inflamatérias, sugerindo
que a evolucao tumoral promove resposta inflamatoéria crénica. Porém, o EPA nao
modificou significativamente a concentracdo seérica de nenhuma das citocinas
avaliadas nos grupos adultos, sugerindo que o tratamento com EPA néo foi eficiente
na modulacdo da resposta inflamatéria crénica nesses animais. Ja nos grupos
jovens, o EPA promoveu maior sintese de IL-4, sugerindo em determinadas
condicoes pode ocorrer modulacédo distinta do sistema imunolégico em funcéo ou
ndo do tratamento com o acido eicosapentaendico e, principalmente, dependendo
do tempo de evolugéo tumoral.
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