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RESUMO 

 
A gravidez envolve várias etapas de ajustes fisiológicos, sendo que algumas complicações 
clínicas podem surgir ao longo deste processo. Dentre as complicações durante a gestação, o 
câncer destaca-se mais pela sua coexistência com essa complexa condição metabólica, do que 
pela sua incidência. Na mãe portadora de doença neoplásica, pode haver competição nutricional 
entre feto e tumor, resultando em alterações no crescimento e metabolismo de ambos. A 
manipulação da dieta e suplementação nutricional podem minimizar os danos causados pelo 
tumor. A leucina é um aminoácido que participa do processo de síntese protéica tecidual de 
forma estrutural e também atua diretamente na sinalização celular; considerando organismos 
portadores de câncer, a leucina age inibindo o processo de proteólise estimulando o processo de 
proteogênese. O objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento fetal em associação ao 
desenvolvimento de câncer em camundongas prenhes submetidas à dieta rica em leucina. Os 
resultados obtidos referem-se a avaliação de fêmeas adultas (60-90 dias) da linhagem NMRI, 
prenhes, submetidas a suplementação nutricional com leucina portadoras ou não do 
adenocarcinoma de colon MAC16 e inoculadas ou não com líquido ascítico ativo ou inativado . 
Foram avaliados, nessas fêmeas, dados morfométricos como peso relativo de coração, fígado, 
baço, adrenal, músculo e placenta, sendo observado discreta diminuição do peso relativo da 
carcaça, coração, músculo e placenta nos grupos portadores de tumor e inoculados com líquido 
ascítico ativo, quando comparados aos seus grupos controles. Essa diminuição, provavelmente foi 
induzida pelo crescimento tumoral ou por seus fatores presentes no líquido ascítico. Em 
contrapartida, houve aumento no peso relativo do fígado e baço nos grupos portadores de tumor, 
inoculados com líquido ascítico ativo bem como inativo. Também foi possível observar que, nos 
grupos suplementados com leucina, o peso relativo de alguns órgãos como, músculo e placenta, 
foi superior ao dos grupos que receberam a dieta controle, mostrando possível efeito protetor da 
leucina contra a espoliação desses tecidos. Foram analisados também dados bioquímicos nos 
soros materno e fetal, além da composição corpórea fetal. No soro materno observamos que 
houve diminuição discreta na concentração de albumina e glicose nos grupos portadores de 
tumor. Houve aumento da reabsorção de fetos por fêmea nos grupos portadores de tumor e 
inoculados com líquido ascítico, e ainda nesses mesmos grupos houve modulação desse efeito 
quando houve suplementação nutricional com leucina. No soro fetal, houve diminuição na 
concentração de proteínas totais, albumina e glicose, alem do aumento dos aminoácidos 
gliconeogênicos, como alanina e glutamina, nos grupos implantados com o tumor submetidos a 
dieta controle. Em contrapartida, os grupos com leucina mostraram discreto efeito protetor da 
suplementação com esse aminoácido. Concluímos, que os efeitos do crescimento tumoral são 
para alguns parâmetros mimetizados com a inoculação de líquido ascítico, porém podem ser 
modulados, na maioria dos parâmetros, com a suplementação nutricional de leucina. A 
suplementação nutricional com a leucina promoveu efeito benéfico, contribuindo para a 
manutenção e modulação dos efeitos deletérios causados pela presença da neoplasia, como 
manutenção da glicemia e proteína totais séricas, além de diminuir reabsorções fetais e também 
contribuiu para melhorar a atividade placentária nas mães, independente da inoculação ou não do 
líquido ascítico.  
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ABSTRACT  
 
 
Pregnancy is a complex process involving several physiological steps and some clinical 
complications can alter the homeostasis adjustments during this process. Among the 
complications during pregnancy, cancer is very important for its coexistence than the incidence 
with this complex metabolic condition. In tumour-bearing mother, there is possible nutritional 
competition between foetal and tumour, resulting impaired growth and metabolic changes in both 
mother and foetus. The nutritional supplementation can minimize the damage caused by the 
tumour. Leucine acts as a cell signalling improving protein synthesis process and tissue structure. 
Considering cancer patients, leucine inhibits the process of proteolysis. The aim of this study was 
to evaluate foetal growth in association with cancer development in pregnant mice subjected to 
leucine-rich diet. We evaluated NMRI pregnant mice (60-90 days-old) feeding control or leucine-
rich diet, bearing or not MAC16 colon adenocarcinoma and inoculated or not with active- or 
inactivated-ascitic fluid. Morphometric data showed decrease in the relative weight of carcass, 
heart, muscle and placenta in tumour-bearing groups and active-ascitic fluid injected groups. 
These results may be induced by tumour growth or its factors presented in ascitic fluid. In 
contrast, we observed increase in relative liver and spleen in tumour-bearing and both active or 
inactivated ascitic-fluid-inoculated groups. In groups supplemented with leucine, the muscle and 
placenta relative weight increased in comparison to control diet group, suggesting a possible 
protective effect of leucine against these tissues wasting. Biochemical data were also analyzed in 
maternal and foetal serum, and foetal body composition. Maternal serum showed slight decrease 
in serum albumin and glucose in tumour-bearing groups and also increase in gluconeogenic 
amino acids, such as glutamine and alanine. The foetuses resorption per female increased in all 
tumour-bearing groups and ascitic-fluid-inoculated dams. The foetal body water was increased in 
tumour-bearing animals, and also enhanced the serum pro-inflammatory cytokines and glucagon. 
We conclude that some effects produced by tumour growth can be similar by the ascitic fluid 
injection, and can be partially modulated by leucine-rich diet. Nutritional supplementation with 
leucine promoted beneficial effect, contributing to the maintenance and modulation of the 
deleterious effects caused by the presence of cancer. These effects can be related to maintenance 
of blood glucose and serum total protein, and reduction of fetal resorption and also improved the 
signalling proteins activity in placenta tissue, independent of the inoculation of the ascitic fluid. 
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1. Introdução Geral 

 
A gravidez é o estado fisiológico caracterizado por aumento na ingestão de alimentos e 

importantes alterações no metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas, que visam suprir e 

garantir o desenvolvimento e nascimento do feto (MITCHELL, 1996). Dentre as complicações 

clínicas que podem surgir durante a gravidez, a doença neoplásica é especialmente importante, 

mais pela sua coexistência com essa outra complexa condição metabólica, do que pela sua 

incidência (MITCHELL, 1996; GOMES-MARCONDES et al., 1998a).  

As características do metabolismo e desenvolvimento fetais dividem importantes 

similaridades com as de um tumor em crescimento (CARBÓ et al., 1996). O concepto utiliza 

aminoácidos livres, sendo que a maioria deles incorporada para a síntese de novas proteínas fetais 

provém da quebra de proteínas dos tecidos extra-embrionários (BECKMAN et al., 1996; 

CARVER et al., 1997), o que causa depleção de reservas maternas. Da mesma maneira, o 

processo de crescimento tumoral utiliza grandes quantidades de glicose e aminoácidos, 

provenientes do hospedeiro, para oxidação e síntese protéica, respectivamente (MILLEY, 1998; 

TISDALE, 2009).  

Estudos associando gravidez e câncer que avaliam as possíveis mudanças no metabolismo 

da massa tumoral em associação com essa outra condição, que também demanda grandes 

alterações do metabolismo do organismo, são escassos. Existem controversas quanto à possível 

competição nutricional entre feto e tumor ou, ainda, fatores provenientes do tumor e/ou 

hospedeiro, resultando em alterações no crescimento e metabolismo de ambos – tumor e feto 

(CARBÓ et al., 1996).  

Estudo dos tratamentos co-adjuvantes aos convencionais anti-câncer vem crescendo, e 

desse modo a manipulação dietética e suplementação de nutrientes ocupam grande espaço 

nessas investigações. A leucina, aminoácido de cadeia ramificada, participa do processo de 

síntese protéica tecidual de forma estrutural, como também pode ser oxidado fornecendo 

energia aos processos celulares. Além disso, esse aminoácido atua diretamente na sinalização 

celular e, considerando organismos portadores de câncer, a leucina atua inibindo o processo de 

proteólise estimulando o processo de proteogênese (ANTHONY et al., 1999, 2001; GOMES-

MARCONDES et al., 2003; VENTRUCCI et al., 2004, 2007; ELEY et al., 2008 a,b; 

RUSSELL et al., 2009).  
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Revisão bibliográfica 
 

1.1 Câncer 
 

 
O câncer ou neoplasia é um conjunto de células que cresce de maneira rápida e 

descontrolada, devido a proliferação celular inadequada, onde uma célula ou grupo de células 

sofre alterações/diferenciações anormais irreversíveis, tornando-se não responsivo aos controles 

de crescimento normais e expandindo-se além dos seus limites anatômicos normais 

(KUSEWITT, RUSH, 2009) (Figura 1). Assim, essas células podem invadir órgãos e tecidos, 

podendo espelhar-se para outras regiões do corpo, formando as metástases. As metástases 

ocorrem pela migração dessas células neoplásicas pelo sistema circulatório e linfático, 

desenvolvendo centros secundários tumorais, distantes do foco primário (BEREMBLUM, 1970; 

ARGILÉS et al., 1990; BAGGETO, 1992; CHEN-ZION et al., 1992). 

Essa doença possui três características principais: invasão (capacidade de infiltrar e 

destruir ativamente os tecidos vizinhos), formação de metástases e anaplasia das células 

(alterações estruturais de componentes celulares) (BEREMBLUM, 1970). 

Todo tecido maduro possui característica morfológica típica e é bem diferenciado. Os 

tecidos neoplásicos perdem essa característica de diferenciação. Essa perda da característica 

morfológica é acompanhada pela perda da capacidade funcional e pelo comportamento 

agressivo do tumor (KUSEWITT, RUSH, 2009). 

As células neoplásicas apresentam alta variabilidade morfológica, podem exibir 

anaplasia, o núcleo dessas células pode apresentar variabilidade em número, tamanho, 

distribuição da cromatina e número de nucléolos; as figuras mitóticas normalmente estão em 

maior numero e o conjunto de todas essas alterações resultam em aumento na frequência de 

divisão celular, anormalidades cromossômicas e estado metabólico ativo (KUSEWITT, RUSH, 

2009). Além da perda morfológica, também encontra-se a perda de função do tecido neoplásico, 

ou seja, qualquer que seja o tecido afetado pela neoplasia, ele não desempenhará mais sua 

função fisiológica. 
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de proteina (EMERY et al., 1984) e / ou do aumento da proteolise e oxidação de aminoácidos 

(O'KEEFE et al., 1990).  

Outro componente da caquexia é o aumento da excreção de nitrogênio, causado pela 

degradação protéica muscular, nessas condições, elevadas taxas de síntese de glicose, em 

função da gliconeogênese, devido ao aumento da disponibilidade de aminoácidos, resultantes da 

quebra da proteína muscular, culminam em balanço nitrogenado negativo (WOLFE, 2001). 

Além disso, como mencionado acima, a caquexia está associada à perda do apetite, 

resultando em acelerada perda de peso corpóreo e tecido muscular (EVANS et al., 2008). 

As alterações causadas pelo crescimento tumoral, promovem quebra de proteínas e 

aumento na oxidação de aminoácidos de cadeia ramificada, principalmente no músculo, para o 

suprimento energético, como por exemplo gliconeogênese para os esqueletos carbônicos dos 

aminoácidos (BARACOS & MACKENZIE, 2006; CHOUDRY et al., 2006). A proteólise no 

hospedeiro é estimulada, em partes, por citocinas inflamatórias, como a interleucina 6 (IL-6) e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que são produzidas tanto pelo hospedeiro quanto pelas 

células tumorais (ARGILÉS, 2005). 

O adenocarcinoma de cólon murino (MAC16) é um modelo experimental de caquexia 

utilizado em estudos realizados com camundongos. Como nos pacientes com câncer, os 

principais fatores responsáveis pela perda de peso corporal no modelo MAC16 são a perda de 

tecido adiposo e massa muscular esquelética (KHAL et al., 2005). A perda de massa muscular 

esquelética é decorrente da redução de 60% na síntese de proteínas e aumento, de três vezes, na 

degradação protéica (BECK et al., 1991). 

BARACOS (1995) e LLOVERA (1997) desenvolveram estudos com camundongos 

portadores de câncer-caquexia e chegaram a conclusão de que a perda de massa muscular em 

camundongos portadores do tumor MAC16 pode ser induzida pela super regulação da via 

proteolítica ATP-ubiquitina-dependente (LORITE et al., 1998). 

O tumor MAC16 é bastante agressivo e quando induzido, em camundongos, causa 

caquexia principalmente pela liberação de citocinas como fator de indução de proteólise (PIF) e 

fator de mobilização de lipídeos (LMF) sempre associados à elevada concentração sérica do 

TNFα e IL-6 (BECK et al., 1991; KHAL et al., 2005). 
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A inoculação diária de líquido ascítico, e consequentemente dos fatores contidos no mesmo, 

como o PIF e o LMF, pode promover no animal efeitos nocivos, como redução de peso fetal, similar 

aos observados no animal portador de tumor.  

 

 

1.2 Aminoácidos 

 

Os aminoácidos são as unidades formadoras de uma proteína. Existem os essenciais, os 

quais não são sintetizados endogenamente e, por isso, precisam ser ingeridos por meio da dieta, 

e os não essenciais, que são sintetizados endogenamente (MARCHINI et al., 1998; 

WAGENMAKERS, 1998). 

Dentre os aminoácidos essenciais estão os aminoácidos de cadeia ramificada – 

Branched-Chain Amino Acids (BCAAs), que correspondem a cerca de 35% dos aminoácidos 

essenciais em proteínas musculares. Os BCAAs circulantes atuam como sinalizadores de 

nutrientes, na regulação da síntese e degradação protéica, na secreção de insulina e têm sido 

correlacionados com o controle do sistema nervoso central, controlando a ingestão de alimento 

e balanço energético (FAJANS, 1965; HAY et al., 2004; COTA et al., 2006; SHE et al., 2007). 

Os BCAAs compreendem três aminoácidos: leucina, isoleucina e valina, estes são importantes 

para a manutenção da proteína corporal, são fonte de nitrogénio para a síntese dos aminoácidos 

não essenciais, como por exemplo a alanina e a glutamina e ainda, são responsáveis por 

transportar nitrogénio do músculo esquelético para o fígado (GARBER et al., 1976; 

DARMAUN et al., 1991). Estudos revelaram que estes aminoácidos, principalmente a leucina 

tem importante papel na regulação de processos anabólicos que envolvem síntese e degradação 

protéica (SHIMOMURA et al., 2006). Os aminoácidos de cadeia ramificada também podem 

apresentar efeitos terapêuticos, atenuando a perda de massa magra durante a redução de massa 

corpórea, melhorar o balanço protéico muscular e podem servir de tratamento em doenças 

hepáticas e renais (SHIMOMURA et al., 2006; TOM, NAIR, 2006). 

A alimentação rica em aminoácidos promove a síntese de proteínas através da 

estimulação da tradução do RNA mensageiro (RNAm) (LANG et al., 2004). A suplementação 

com a leucina estimula a síntese protéica muscular e modula a ação de várias proteínas 
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Figura 3. Via de sinalização da mTOR. Legenda: mTOR-mammalian target of rapamycin; eIF- fator de iniciação 
eucariótico; 4E-BP1- proteína ligadora de fator de iniciação eucariótico 4E; S6K1- S6 quinase-1; P- fosforilação 
(Adaptato de VARY & LYNCH, 2004; VARY & LYNCH, 2007). 

 

 

 

A 4EBP1 é uma proteína que se associa ao fator de iniciação eucariótico 4E (eIF4E) 

quando não fosforilada, inibindo assim, a iniciação da tradução de proteínas. Por outro lado, 

quando a 4EBP1 é fosforilada, ela dissocia-se do eIF4E, permitindo que ocorra a tradução 

protéica (GINGRAS et al., 2001; HAY, SONENBERG, 2004). Muitos estudos avaliam a 

expressão dessa proteína, mas essa isoforma não é encontrada em abundância em todos os 

tecidos. Por exemplo, a 4EBP2 é a isoforma mais abundante no cérebro (TSUKIYAMA- 

KOHARA et al., 2001). 

Quando a via da mTOR é estimulada por fatores proliferativos, como fatores de 

crescimento, mitógenos, hormônios de crescimento ou por nutrientes, ela fosforila a proteína 

4EBP1, com isso, ocorre dissociação e liberação do eIF4E que se liga ao fator de iniciação 

eucariótico 4G (eIF4G), 4A (eIF4A) e 4B (eIF4B), formando o complexo eIF4F que é essencial 

para a tradução protéica (ROSENWALD et al., 1995) (Figura 3). 

A proteína quinase p70S6K atua no controle do crescimento celular aumentando a 

tradução de RNAm (MONTAGNE et al., 1999; RADIMERSKI et al., 2002). Esses RNAms 

ativam a maquinaria da tradução, incluindo proteínas ribossomais, fatores de elongação, proteínas 

ligadoras de cauda poli-A e outros importantes componentes para a maquinaria da síntese 

protéica (CASTEDO et al., 2002; HAY & SONENBERG, 2004) (Figura 3). 

A síntese protéica não acontece na ausência de suas unidades de ligação, que são os 

aminoácidos. A utilização da suplementação com aminoácidos têm sido utilizada com o 

objetivo de aumentar a síntese protéica (NORREN et al., 2009). 

 

1.3 Gravidez 
 

A gravidez envolve várias adaptações fisiológicas maternas, como na ingestão alimentar 

e no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas. Essas adaptações são essenciais para 

sustentar o crescimento fetal até o final da gestação. Particularmente, o organismo materno 

apresenta mecanismos de conservação de nitrogênio corpóreo, mesmo associado ao aumento da 
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degradação protéica no músculo esquelético (MAYEL-AFSHAR, GRIMBLE, 1982), pois são 

essenciais para suprir a alta demanda de nitrogênio para o crescimento fetal, que irá ocorrer no 

terço final da gestação (CARBÓ et al., 1996).  

O desenvolvimento fetal caracteriza-se por sequência de crescimento de tecidos e 

órgãos, sequência de processos de diferenciação e maturação, que são determinados pela oferta 

materna e transferência placentária de substratos, que garantem o potencial de crescimento 

determinado pelo genoma (CALDERON et al., 1999). No início da vida fetal, o principal 

determinante do crescimento é o genoma fetal, mas no final da gestação tornam-se importantes 

o ambiente intra-uterino, a nutrição materna e a influência hormonal (CUNNINGHAM et al., 

2001). A nutrição intra-uterina adequada é condição ímpar para o crescimento e 

desenvolvimento normais do feto, constituindo fator primordial para a determinação do peso ao 

nascer (GRUENWALD, 1966; LANG et al., 2000). Por outro lado, sob condições adversas, 

como no caso de doenças que causam alteração metabólica materna, a nutrição intra-uterina fica 

prejudicada e inadequada, ocasionando deficiência no crescimento e desenvolvimento fetal. 

Com estas informações, em estudos prévios foram verificados que os efeitos tumorais sobre o 

crescimento fetal estavam relacionados predominantemente com a produção de citocinas pelas 

células neoplásicas e/ou hospedeiro, que atuavam em diferentes tecidos induzindo espoliação 

severa (GOMES-MARCONDES et al., 1998; TOLEDO & GOMES-MARCONDES, 1999, 

2004; VENTRUCCI et al., 2004, 2007). 

Estudos com implante tumoral, de crescimento rápido, em ratas grávidas, o hepatoma de 

Yoshida AH-130, não mostraram importantes alterações no desenvolvimento da gravidez e no 

crescimento do feto (CARBÓ et al., 1996). Já em estudos com o implante do carcinossarcoma 

de Walker 256, tumor de crescimento rápido e modelo de caquexia (EMERY, 1999), foram 

observados diminuição do balanço de nitrogênio e da massa corpórea de ratas prenhes 

(GOMES-MARCONDES et al., 1998). 

Com relação ao tumor de Walker 256 em ratos, observou-se que a sua rápida 

proliferação deve-se ao uso da maioria dos aminoácidos séricos em processos de síntese e 

oxidação pelo tecido neoplásico (ARGILÉS & LÓPEZ-SORIANO, 1990). Devido à degradação 

de proteínas do hospedeiro, ocorre diminuição da massa muscular, que somada à anorexia, 

enfraquecimento e inúmeras outras alterações metabólicas levam esse hospedeiro à caquexia 

(GOMES-MARCONDES et al., 1998). 
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Experimentos sobre o transporte de aminoácidos pela placenta de ratos demonstraram a 

influência de proteínas relacionadas ao processo tumoral sobre o metabolismo fetal. Citocinas, 

entre elas o TNF-α, podem estar relacionadas à diminuição do número de transportadores de 

aminoácidos localizados na placenta, como os de L-alanina sódio-dependentes, podendo, assim, 

prejudicar o suprimento protéico fetal e, consequentemente, seu crescimento (SOARES et al., 

1987; MALANDRO et al., 1994; CARBÓ et al., 1995; JAFFE, 1998). Entretanto, 

concentrações significativas de TNF-alfa já foram dosadas no líquido amniótico de gravidez 

normal, sugerindo possível função regulatória dessa citocina na gravidez (CARBÓ et al., 1995). 

Baseando-se pelos dados da literatura, a gravidez associada à doença como o câncer 

coloca em risco tanto a mãe como o feto. Por outro lado, terapias co-adjuvantes à clínica para o 

tratamento do câncer vêm aumentando cada vez mais como o uso de manipulações dietéticas 

para melhorar o estado caquético do paciente com câncer. Assim, estudar os efeitos da 

suplementação nutricional com leucina durante a gravidez associada ao câncer trará novas 

perspectivas de terapia para esses dois pacientes. 
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2. Objetivos 
 

2.1- Objetivo Geral 

 

Tivemos por principal objetivo avaliar o perfil de aminoácidos fetal e materno e atividade 

placentária, através de sinalizadores celulares para síntese protéica como mTOR em 

camundongas prenhes portadoras do adenocarcinoma de colon MAC16 e alimentadas com dieta 

rica em leucina. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

i. Avaliar os efeitos da associação entre câncer, gestação e suplementacao 

nutricional em camundongas prenhes, analisando peso corpóreo e 

morfometricamente coração, fígado, baço, adrenal, placenta e músculo das mães 

portadoras ou não de tumor, inoculadas ou não com líquido ascítico ativo ou 

inativos, e suplementadas ou não com dieta rica em leucina; 

ii. Avaliar número de reabsorção fetal, além de peso fetal de mães portadoras ou não 

de tumor e compará-las àquelas inoculadas ou não com líquido ascítico (ativo ou 

inativado) e os efeitos da suplementação nutricional com leucina; 

iii. Avaliar bioquimicamente a quantidade de proteínas totais, albumina e de glicose 

nos soros materno e fetal; 

iv. Avaliar a composição corpórea fetal e comparar crescimento nas diversas 

situações experimentais (tumor, líquido ascítico e líquido ascítico inativado) e os 

efeitos da suplementação nutricional; 

v. Analisar a concentração de citocinas e hormônios séricos de fetos e de mães 

portadoras de tumor e comparar os efeitos da dieta rica em leucina sobre esses 

parâmetros; 

vi. Analisar o perfil de aminoácidos fetal e materno nas diferentes situações 

experimentais (tumor, líquido ascítico e líquido ascítico inativado) e verificar os 

efeitos modulatórios da suplementação nutricional com leucina. 

vii. Estudar proteínas sinalizadoras da atividade celular (mTOR, 4eBP1, S6K, PKA e 

PKC) em placentas de fêmeas prenhes portadoras ou não com tumor e os efeitos 

da dieta rica em leucina. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Animais 

 Foram utilizados 64 camundongos da linhagem NMRI (60 a 70 dias; adultos), obtidos do 

Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB, UNICAMP). Os animais 

foram mantidos durante todo o período experimental no biotério do Laboratório de Nutrição e 

Câncer do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional da Unicamp, onde foram mantidos 

em gaiolas coletivas, com ciclo de luz de 12 h/12 h claro-escuro, com dietas e água ad libitum. 

As fêmeas foram colocadas com machos adultos (60 a 70 dias) em gaiolas coletivas na 

proporção de 4 fêmeas para um macho, método de harém descrito por BAKER (1991), onde 

permaneceram por 4 dias, tendo em vista que o ciclo estral possui duração média de 4 a 5 dias 

(MATSUZAKI et al.,2011).  

A condução deste estudo, assim como a manipulação dos animais, foi aprovada pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal do Instituto de Biologia (CEEA-IB) da Unicamp, 

com número de protocolo 1925-1 (Anexo 1). 

 

3.2 Dietas: Controle e Leucina 

A dieta do grupo controle foi baseada na AIN-93G (REVEES et al., 1993), que possui 

18% de proteína e a dieta do grupo leucina, também baseada na AIN-93G, possui 18% de 

proteína suplementada com 3% do aminoácido leucina. Ambas as dietas foram preparadas em 

nosso laboratório (Anexo 2). 

 

3.3 Protocolo experimental 

 

As fêmeas prenhes, que foram acompanhadas e tiveram a sua prenhez comprovada através 

da porcentagem de ganho de peso (Tabela 2), foram distribuídas em 8 grupos experimentais, a 

saber:  

Quatro grupos receberam dieta controle perfazendo os seguintes grupos: controle (C), 

implantado com tumor (MAC 16), inoculado com ascite (A) e inoculado com ascite inativado 

(AA).  
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Suspensão de células tumorais, que corresponde a cerca de 1x107 células viáveis, foi 

inoculada no subcutâneo do flanco das fêmeas prenhas dos grupos MAC16 e LMAC16, no 

segundo dia de gestação. Essas células foram obtidas de animais doadores, implantados com 

tumor no peritônio, segundo método descrito por GOMES-MARCONDES et al. (1998).  

Para a obtenção do líquido ascítico a ser utilizado foi feita punção do líquido ascítico 

intraperitoneal de animal portador do MAC16; esse líquido foi centrifugado e separado dos 

componentes celulares, incluindo células neoplásicas; o líquido sobrenadante foi denominado 

líquido ascítico, que foi armazenado a -20°C para inoculação intraperitoneal nas fêmeas dos 

grupos A e LA, a partir do 7º dia de prenhez (que corresponde ao sexto dia de implante tumoral, 

quando esse já está palpável) até o décimo nono dia de prenhez. 

O líquido ascítico inativado foi obtido após punção dos animais portadores de tumor, 

segundo descrição acima e aquecido por 80°C durante 10 minutos, rapidamente resfriado e 

guardado para a inoculação diária, no peritônio, a partir do 7º dia de prenhez até o décimo nono 

dia de gestação nas fêmeas dos grupos AA e LAA. 

A manipulação dos animais com tumor seguiu as regras do comitê internacional de 

pesquisa em câncer (United Kingdom Co-ordinatting Committee on Cancer Research, UKCCCR, 

1998) (VALE et al., 2005). 

 

3.5 Soro fetal e materno 

 

 Os soros fetal e materno foram analisados quanto ao perfil de aminoácidos, perfil de 

citocinas e hormônios séricos e análises bioquímicas como quantidade de proteínas totais, 

albumina e glicose, segundo metodologias descritas a seguir: 

 

3.5.1 Análise do perfil de aminoácidos séricos 
 

A composição dos aminoácidos livres foi avaliada em amostras de soro (20µL) 

previamente desproteinizadas com ácido sulfossalicílico, na proporção de 1:1. Estas amostras 

foram secas no equipamento speed-vac e submetidas à reação de derivação pré-coluna dos 

aminoácidos livres com fenilisotiocianato (PITC) (Figura 4). A separação dos derivativos 

feniltiocarbamil-aminoácidos (PTC-aa) foi realizada em coluna de fase resersa C18 (Pico-Tag, 

Waters, 3,9x150mm) com comprimento de onda de 254nm. Para realizar a quantificação da 
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3.5.1 a Derivação 

  

As amostras foram alcalinizadas com 20µL de mistura de metanol:água:trietilamina 

(TEA) na proporção de 2:2:1 (metanol, Pierce, grau cromatográfico; TEA; Pierce, grau 

seqüencial e água Milli-Q), agitado e seco por 15 minutos à 50ºC, em concentrador rotatório 

speed-vac. 

Logo após, foi adicionado a cada amostra 20µL do reagente de derivação, metanol: água: 

TEA: PITC na proporção de 7:1:1:1, e após agitação a amostra permaneceu por 20 minutos a 

temperatura ambiente. Após este período, o excesso do reagente foi removido em concentrador 

rotatório speed-vac por uma hora à temperatura ambiente (etapa crítica, pois remove o material 

desconhecido da amostra que absorve no UV, interferindo na detecção dos PTC-aa). 

 

3.5.1 b Separação dos PTC-aa 

A amostra e o padrão, após derivados e secos, foram ressuspendidos em 250µL e 500µL, 

respectivamente, de tampão de amostra: acetato de sódio (NaAc) 0,14M (Pierce) com 0,06% de 

TEA (v/v), pH 7,5, contendo 5% de acetonitrila (AcN) (v/v), e 20µL foram injetados na coluna. 

O padrão de aminoácidos possui 100pmol de cada aminoácido em 20µL aplicado. 

Os solventes utilizados para a separação dos aminoácidos foram: solvente A- acetato de 

sódio (NaAc) 0,14M com 0,06% de TEA, pH 5,7 (filtrado em membrana 0,45µm) e solvente B- 

Acetonitrila (AcN) e água na proporção de 60:40 (v/v). Os aminoácidos foram separados segundo 

o protocolo de separação desenvolvido por BIDLINGMEYER et al (1984). Utilizou-se para este 

tipo de separação coluna C18 Pico-Tag Waters com dimensões de 3,9x150mm. A cromatografia 

foi desenvolvida à temperatura constante de 38,0±0,1ºC, em equipamento CM4000 da 

Laboratory Data Control (Milton Roy Co.), com sistema de bombas binárias; espectrofotômetro 

com comprimento de onda fixo em 254nm e célula de fluxo contínuo de 10µL. Os dados foram 

coletados em computador com o software ThermoChrom III da Thermo Separation Products. 

Gradiente crescente de acetonitrila foi utilizado para esta separação (ATHERTON, 1989) (Tabela 

1), com fluxo de 1,0mL.min-1. A existência de tempo de equilíbrio de 10 minutos em 5% de 

solvente B logo após a limpeza da coluna com 100% do solvente B é crítico para a 

reprodutibilidade dos tempos de eluição dos PTC-aa. 
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 Tabela 1. Gradiente de separação para a eluição dos PTC-aa. Análise realizada em equipamento 

de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) em coluna de fase reversa. 
Tempo 
(min.) 

%B Fluxo 
(mL.min-1) 

Tempo 
(min.) 

%B Fluxo 
(mL.min-1) 

0,0 10 1,0 10,0 54 1,0 
2,2 15 1,0 11,5 100 1,0 
2,5 17 1,0 12,0 100 1,0 
3,0 21 1,0 12,3 100 1,5 
5,5 26 1,0 17,0 100 1,0 
6,0 35 1,0 17,5 10 1,0 
6,5 36 1,0 27,5 10 1,0 
8,0 42 1,0    

 
 

3.5.1 c Quantificação dos PTC-aa 

 

O método utilizado apresenta coeficiente de variação entre duplicatas ≤10% (critério de 

confiança do método). A curva dose-resposta do padrão apresenta relação linear entre a área do 

pico e a quantidade de aminoácidos derivados na faixa de 25 a 2500pmol de cada aminoácido 

aplicado na coluna (dados não mostrados). 

 

 

3.5.2 Análise do perfil de citocinas e hormônios séricos 
 

O perfil das citocinas, interleucinas 4 (IL-4), 6 (IL-6), 10 (IL-10), interferon gama (INF-

α), fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e leptina e o perfil dos hormônios , amilina, peptídeo 

semelhante ao glucagon (GLP-1), glucagon e insulina foram dosados utilizando kits específicos 

para o equipamento Luminex 200TM (Luminex Corporation, Texas, USA), seguindo as 

orientações dos protocolos, Mouse Cytokine/Chemokine (MPXMCYTO-70K) e Rat Endocrine 

(RENDO-85K), respectivamente, fornecidos pelo fabricante (Linco/Milipore).  

Este equipamento (Luminex®) utiliza sistema de fluorescência que reconhece o código de 

cores de microesferas (beads), que possuem dois corantes diferentes vermelho e infravermelho. 

Através da precisa concentração desses corantes, 100 conjuntos de beads com cores diferenciadas 

podem ser criados, sendo que cada conjunto liga-se a um anticorpo específico (Figura 7a). Cada 

bead possui um “endereço espectral” com base no conteúdo vermelho/infravermelho, essas beads 
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são revestidas com reagentes de captura, que neste caso são anticorpos. Depois que o analito de 

uma amostra é capturado por uma bead, o anticorpo de detecção é introduzido, essa mistura de 

reação é então incubada com estreptavidina-phyco-ehritrina, que é a molécula repórter, que 

completará a reação na superfície de cada bead. Após incubação com essa molécula repórter, a 

placa é introduzida no equipamento para realização da leitura. As beads passam uma a uma, 

rapidamente através de um feixe de laser (vermelho) que excita os corantes internos marcando a 

coloração das beads, e após classificação das beads, um segundo laser (verde) excita a 

estreptavidina, que é responsável por emitir o corante fluorescente, o software, então reporta os 

resultados em tempo real, liberando assim dados quantitativos dos analitos de interesse (Figura 

7b). 

 

Figura 7. A-placa multipoços, representado em aumento a capacidade de múltiplos beads em um 
único poço. B- Representação da passagem das beads, individualmente, pelos feixes de lasers 
vermelho e verde. 
 

3.5.3 Análises bioquímicas  

 

3.5.3 a Proteínas totais 

 

A concentração de proteínas totais foi determinada usando-se 2µL de soro e 200µL do 

reativo de proteínas totais (método Biureto), que foram incubados durante 15 minutos à 37ºC. 

Após este tempo, foi feita a leitura da absorbância em espectrofotômetro (540nm), segundo o 

método colorimétrico de DOUMAS (1971).  

 

 

3.5.3 b Albumina 

 

A B 



 
 

 

19 

A concentração de albumina foi determinada usando-se 2µL de soro e 200µL do reativo 

de verde bromocresol. A reação foi mantida por 10 minutos à temperatura ambiente e, 

posteriormente, foi feita a leitura da absorbância em espectrofotômetro (620nm), seguindo 

método colorimétrico descrito por DOUMAS (1971). 

 

 3.5.3 c Glicose 

 

A concentração sérica de glicose foi determinada através da utilização de 5µL de soro e 

200µL de reativo glicose-oxidase, incubadas por 15 minutos à 37ºC. Após este tempo, foi feita a 

leitura da absorbância em espectrofotômetro (540nm), seguindo método colorimétrico de 

TRINDER et al (1969). 

 

3.6 Atividade placentária  

 

 A atividade placentária foi mensurada através da técnica de Western Blotting, que permite 

analisar a expressão de proteínas.  

O tecido placentário foi homogenizado em tampão de homogenização contendo inibidores 

de proteases (10mM EDTA, 100 mM Trisma base, 10 mM Pirofosfato de sódio, 100 mM 

Fluoreto de sódio, 1mM Ortovanadato de sódio, 2mM fluoreto de fenilmetanosulfonil e 

0,1mg/mL Aprotinina), utilizando o homogenizador Polytron Omni (USA) a 15.000 rpm. Todo o 

processo foi realizado 4 oC.  

O homogenizado foi centrifugado a 12.000 rpm por dez minutos a 4 oC. A fração 

sobrenadante foi aliquotada em novos microtubos e armazenadas no biofrezeer a −80˚C até serem 

utilizadas, para determinação do teor de proteína total (BRADFORD, 1976) e expressão de 

proteínas pertencentes à via de sinalização celular de síntese protéica – mTOR total (mTOR), 

p70S6K, 4EBP1, PKA e PKC.  

As proteínas foram separadas por SDS-PAGE, como descrito por JOHANSSON et al. 

(2000). Oitenta microgramas de proteína foram aplicados em gel de SDS-poliacrilamida de 8% 

(mTOR) e 12% (p70S6K, 4E-BP1, PKA e PKC), seguida de transferência em membranas de 

nitrocelulose (Millipore, USA), coradas com Pounceau para verificação da transferência de todas 

as proteínas. As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween contendo 5% de leite desnatado 
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por 3 horas. Para detecção das proteínas, as membranas foram incubadas com anticorpo primário 

monoclonal, mTOR # 2972S, p70S6K #9202, 4E-BP1 #9452, PKA #4782 e PKC #2056 (Cell 

Signaling Technology®) na diluição 1:1000 overnight a 4◦C. O anticorpo secundário anti-rabbit 

(Cell Signaling Technology®) foi diluído 1:10000 e incubado com a membrana por 

aproximadamente 1 hora. A reação de quimioluminescência foi determinada utilizando-se 

reagente Supersignal®west Pico#KG135749 (Thermo Scientific, USA) e a revelação das 

membranas foi feita com o auxílio do programa Gene snap from Syngene e para avaliação da 

densitometria das bandas protéicas foi utilizado o software Gene tools from Syngene.  

 

3.7 Massa protéica e de gordura fetal 

 

Os fetos foram desidratados para determinação do teor de água corpórea, a partir de peso 

constante, em seguida foram desengordurados, a partir do método de extração de gordura com 

éter de petróleo, e por diferença de peso entre os pesos secos e sem gordura determinou-se a 

massa de gordura fetal. 

 

3.8 Análise Estatística 

Foram utilizados métodos estatísticos para cálculo das médias e erro padrão das médias e 

comparação dos múltiplos grupos por ANOVA one-way, e para determinação de variação entre 

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

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

estatística entre os grupos tratados com leucina quando comparados aos respectivos grupos não 

tratados. 
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4- Resultados e Discussão 
 

Foram analisados o total de 64 camundongas grávidas e seus respectivos fetos, divididos 

entre os 8 grupos experimentais: C, MAC, A, AA, L, LMAC, LA e LAA (cada grupo continha 

número mínimo de 8 animais).  

A evolução da prenhez foi acompanhada através da porcentagem de ganho de peso por dia 

de prenhez (Tabela 2), uma vez que após contato das fêmeas com o macho, seguindo o método de 

harém (BAKER, 1991) não era possível a determinação precisa do cruzamento (verificado pela 

existência do plug vaginal, que na maioria das vezes era inexistente ou quando existente não 

indicava 100% de prenhez). Assim a porcentagem de cruzava foi bastante reduzida, dificultando 

a obtenção do numero mínimo de animais por grupo. Então, para confirmação da prenhez ou 

ausência dela, acompanhamos o ganho de peso dessas fêmeas e somente as prenhas foram 

utilizadas e sacrificadas no final do experimento.  

Na tentativa de obter maior número de fêmeas prenhes, realizamos testes para indução da 

ovulação através do citrato de clomifeno combinado com a administração de hCG (gonadotrofina 

coriônica humana) (CHAUBE et al., 2006). Porém, este teste foi descartado, pois a indução da 

ovulação exógena através do citrato de clomifeno e hCG causou reabsorção fetal total. Desse 

modo, a utilização da porcentagem de ganho de peso proporcionou melhores condições para 

obtenção de camundongas prenhes e também determinar o momento do sacrifício dessas fêmeas. 

 

 

 

Tabela 2. Porcentagem de ganho de peso de 
fêmeas de camundongos por dia de prenhez. 

Dias de 
prenhez 

Ganho de 
peso(%) 

4 3,7 
6 5,9 
8 10,0 
10 17,5 
12 28,7 
14 42,9 
16 48,3 
18 63,8 
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4.1 Perfil de aminoácidos séricos 
 

Muitos estudos mostram que alterações na concentração de aminoácidos podem ser 

causadas por doenças como por exemplo, insuficiência hepática (SOETERS & FISCHER, 1976; 

HOLM et al., 1999), insuficiência renal (HONG et al., 1998), diabetes (SOLTESZ et al., 1978) e, 

como objeto de estudo no presente trabalho, câncer (WATANABE et al., 1982; WEINLICH et 

al., 2007).  

Os aminoácidos desempenham papel crucial, tanto como unidades formadoras de 

proteínas, como moléculas sinalizadoras. Portanto, o perfil de aminoácidos plasmáticos difere 

dependendo do estado fisiológico de um organismo (FELIG, 1975; NOGUCHI et al., 2006; 

NOGUCHI et al., 2008; KIMURA et al., 2009; MAEDA et al., 2010; MIYAJI et al., 2010). 

O metabolismo em células neoplásicas é significativamente alterado quando comparado 

ao de células normais, e essa mudança reflete no perfil de aminoácidos plasmáticos de pacientes 

com vários tipos de câncer (MAEDA et al., 2010). Pacientes com câncer de pulmão apresentaram 

redução significativa nos aminoácidos gliconeogênicos e aumento significante no triptofano livre 

(CASCINO et al., 1995). 

O tumor metaboliza vários aminoácidos, preferencialmente a glutamina, acarretando 

desequilíbrio da concentração plasmática dos mesmos (LEVIN et al., 1983; SAUER, DAUCHY, 

1990). O crescimento fetal envolve aumento na demanda de proteínas, demonstrando o papel 

fundamental que os aminoácidos desempenham nessa etapa (GIEL, 1984). Com relação ao tumor 

de Walker 256 em ratos, observou-se que a sua rápida proliferação deve-se ao uso da maioria dos 

aminoácidos séricos, principalmente glutamina e alanina, em processos de síntese e oxidação 

pelo tecido neoplásico (ARGILÉS, LÓPEZ-SORIANO, 1990). Devido a essa degradação de 

proteínas do hospedeiro, ocorre diminuição da massa muscular, que somada à anorexia e 

inúmeras outras alterações metabólicas leva à caquexia (GOMES-MARCONDES et al., 1998; 

EVANS et al., 2008). 

As células tumorais são as maiores consumidoras de glutamina, tanto para síntese quanto 

para oxidação protéica (RIVERA, 1988) e, portanto, resulta em depleção de glutamina (CHEN, 

1991), que culmina em diminuição da resposta imune e integridade da mucosa intestinal 

(SOUBA, 1993). 

Vários estudos revelam que a gravidez está associada com a hipoaminoacidemia, redução 

dos concentrações de aminoácidos circulantes, que é mantida por toda a gestação (FELIG et al., 
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1972; KALHAN et al., 1982; METZGER et al., 1977; SCHOENGOLD et al., 1978) e essa 

condição tem sido relacionada com os hormônios relacionados com a gravidez (KALHAN, 

2000). 

A competição nutricional entre feto e tumor pode causar efeitos deletérios ao curso 

normal da gravidez, porém em alguns tipos de tumor a variação hormonal da gestação pode 

produzir efeito contrário para o crescimento tumoral (RUSSO et al., 1991; GOMES-

MARCONDES et al., 1998).  

Desse modo, no presente estudo observamos que o perfil de aminoácidos do soro materno 

apresentou diferenças quanto aos grupos suplementado com leucina (L) em relação ao controle 

(C). Houve aumento significativo dos seguintes aminoácidos no grupo L: glutamina, taurina, 

treonina, alanina, leucina e lisina (Figura 8). As diferenças nas concentrações de glutamina, 

prolina e leucina no soro materno foram significativamente diferentes no grupo L em relação a C 

(p<0,05) (Figura 10). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Análise do perfil de aminoácidos (µmol/L) séricos maternos. Comparação da 
concentração de aminoácidos entre os grupos controle (C) e controle suplementado com leucina 
(L). Resultados expressos em média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o 
cálculo de variação entre os grupos foi utilizado teste de Bonferroni com * índice de significância 
para 5%. 
 

Em contrapartida, nos grupos experimentais com tumor ou inoculados com líquido ascítico, 

a análise do perfil de aminoácidos materno mostrou que a concentração de determinados 

aminoácidos variou, principalmente, para os aminoácidos chave na presença de neoplasia, 

glutamina, alanina, prolina e leucina (Figuras 9 e 10). 
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Figura 9. Análise do perfil de aminoácidos (µmol/L) séricos maternos. Comparação da 
concentração de aminoácidos entre o grupo controle (C) vs grupos: A- portador do tumor 
MAC16 (MAC); B- portador do tumor MAC 16 e suplementado com leucina (LMAC); C- 
inoculado com líquido ascítico (A); D- inoculado com líquido ascítico e suplementado com 
leucina (LA); E- inoculado com líquido ascítico inativo (AA) ; F- inoculado com líquido 
ascítico inativo e suplementado com leucina (LAA). Resultados expressos em média ± erro 
padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos foi 
utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%.
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Figura 10. Perfil dos aminoácidos (µmol/L) glutamina, alanina, prolina e leucina no soro 
materno (*P<0,05, em relação ao grupo C). Resultados expressos em média ± erro padrão da 
média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos foi utilizado teste de 
Bonferroni com índice de significância para 5% e teste t-Student para verificar diferença entre os 
grupos tratados com leucina quando comparados aos respectivos grupos não tratados. 
 

 

Na literatura, verifica-se que a evolução tumoral promove espoliação da musculatura 

esquelética aumentando a concentração da alanina e glutamina; coerentemente nossos resultados 

mostraram que houve aumento da concentração de glutamina e alanina, no grupo MAC (Figura 

10); porém no grupo com tumor suplementado com leucina (LMAC) houve redução da 

concentração de glutamina e alanina sérica. Os aminoácidos prolina e leucina também tiveram 

manutenção das suas concentrações nos animais inoculados com liquido ascítico, nos grupos 

suplementados ou não com leucina (Figura 10). Embora não significativo, esses dados sugerem 

que o ligeiro aumento dos aminoácidos que participam do processo de gliconeogênese (glutamina 

e alanina) indicam a ocorrência do processo de espoliação nas fêmeas MAC, e que a 

suplementação nutricional com leucina possivelmente modulou esse processo, condizente com os 

glutamina
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dados da literatura que mostram que a leucina proporciona modulação da degradação protéica 

muscular.  

 
Por outro lado, quando analisamos o perfil de aminoácidos nos fetos dos diferentes 

grupos, verificou-se que os grupos controles (L e C), proveniente de mães não portadoras de 

tumor, foi modificado pela condição de suplementação nutricional. Assim, verificou-se que a 

suplementação nutricional com leucina causou aumento significativo desse aminoácido no soro 

fetal e também redução, não significativa, de glutamina no grupo L (Figuras 11 e 13), mantendo a 

concentração dos demais aminoácidos similar entre os dois grupos C e L (Figura 11 e 13). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11. Análise do perfil de aminoácidos (µmol/L) séricos fetal. Comparação da concentração 
de aminoácidos entre os grupos controle (C) e controle suplementado com leucina (L). 
Resultados expressos em média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de 
variação entre os grupos foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%. 
 
 

Paralelamente, os resultados da análise do perfil sérico de aminoácidos nos fetos de 

mães portadoras ou não de tumor MAC e também injetadas ou não com líquido ascítico também 

apresentaram variações de alguns aminoácidos relacionados à situação de câncer. Quando as 

mães eram portadoras de tumor ou inoculadas com líquido ascítico, verificou-se que, os fetos 

desses grupos em relação aos do grupo C, apresentaram variação de alguns aminoácidos como: 

aumento de alanina e prolina sérica nos grupos MAC, A e AA (Figura 12 A, C e E e Figura 13). 

A suplementação nutricional foi importante e efetiva em aumentar a concentração de leucina 
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sérica em todos os grupos (LMAC, LA e LAA) (Figura 12 B, D e F e Figura 13); também os 

aminoácidos alanina e prolina apresentaram aumento significativo da concentração sérica; houve 

aumento da concentração de aspartato apenas nos fetos do grupo LMAC (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Análise do perfil de aminoácidos (µmol/L) séricos fetal. Comparação da concentração de 
aminoácidos entre o grupo controle (C) vs grupos: A- portador do tumor MAC16 (MAC); B- portador do 
tumor MAC 16 e suplementado com leucina (LMAC); C- inoculado com líquido ascítico (A); D- inoculado 
com líquido ascítico e suplementado com leucina (LA); E- inoculado com líquido ascítico inativo (AA) ; F- 
inoculado com líquido ascítico inativo e suplementado com leucina (LAA). Resultados expressos em média 
± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos foi utilizado teste 
de Bonferroni com índice de significância para 5%. 
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Ao avaliarmos os fetos, verificou-se que independente do esquema nutricional todos os 

fetos de mães portadoras de tumor apresentaram elevada concentração de alanina, principal 

aminoácido gliconeogênico, sugerindo intenso processo de espoliação fetal e/ou aumento do 

transporte desse aminoácido via placentária, mostrando que, nessas condições experimentais a 

suplementação com leucina não foi suficiente para prevenir esse quadro de espoliação causado 

pelo crescimento tumoral. Esses dados direcionam para futuras investigações quanto aos 

mecanismos envolvidos na regulação do metabolismo protéico fetal. Alem disso, os fetos 

provenientes de mães que receberam a inoculação do liquido ascítico, também, apresentaram 

importantes alterações quanto aos aminoácidos relacionados a gliconeogênese; esses dados 

indicam a necessidade de futuras investigações sobre a participação de citocinas produzidas pelo 

tumor e/ou hospedeiro sobre o desenvolvimento fetal. 

 

4.2 Análise do perfil de citocinas séricas  

O crescimento tumoral, assim como, traumas e injúrias induzem a superprodução de 

citocinas, e como avaliado nesse estudo também nas fêmeas durante a gestação.  

Observamos, em nossos resultados, que em relação às citocinas pró-inflamatórias, apesar 

da interleucina IL-1β ter concentrações plasmáticas elevadas nos hospedeiros com câncer, nas 

nossas condições experimentais, os níveis séricos dessa citocina IL-1β não foram superiores nos 

grupos portadores de tumor, o perfil encontrado nesses animais inoculados com tumor (MAC e 

LMAC) foi de redução, independente do esquema nutricional a que foram submetidas essas 

fêmeas (Figura 14A). Por outro lado, a citocina IL-6 apresentou concentrações séricas maternas 

superiores nos grupos AA e LMAC, sendo que nos demais grupos a concentração dessa citocina 

foi semelhante ao grupo controle (Figura 14 B). O TNFα também apresentou suas concentrações 

séricas aumentadas nos grupos portadores de tumor MAC e LMAC, entretanto os demais grupos 

de mães alimentadas ou não com dieta rica em leucina (L) e inoculados ou não com liquido 

ascitico apresentaram valores séricos dessa citocina semelhante ao grupo C (Figura 14 C). O 

interferon gama (INF-γ) mostrou discreto decréscimo nos grupos portadores de tumor e também 

inoculados com líquido ascítico (Figura 14 D).  

Analisando-se agora duas citocinas anti-inflamatórias verificou-se que a IL-4 foi maior 

nos grupos com tumor MAC (Figura 14 E); por outro lado a IL-10 reduziu nos grupos MAC, A e 
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L em relação ao grupo C; porém nos demais grupos a concentração dessa citocina foi semelhante 

ao grupo C (Figura 14F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análise da concentração (pg/mL) das citocinas séricas maternas pró-inflamatórias (A- 
IL-1β; B- IL-6; C- TNF-α; D- INF-γ) e anti-inflamatórias (E- IL-4 e F- IL-10) com auxílio do 
equipamento Luminex 200TM (Luminex Corporation, Texas, USA). Resultados expressos em 
média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos 
foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%. 
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Esses dados sugerem que na presença de tumor há aumento de citocinas pró-inflamatórias 

corroborando com a literatura relativa às alterações decorrentes da caquexia, onde mostra o 

importante quadro inflamatório crônico instalado durante a caquexia. O tumor MAC16 é 

considerado bastante agressivo quanto aos seus efeitos e causa caquexia, principalmente pela 

liberação de citocinas como fator de indução de proteólise (PIF) e fator de mobilização de 

lipídeos (LMF) sempre associados à elevação do TNFα e IL-6 (BECK et al., 1991; KHAL et al., 

2005). Em humanos, aumento na concentração plasmática do TNF-α na metade do trimestre 

gestacional está associado com crescimento fetal intra-uterino prejudicado (HEYHORNE, 1992). 

O TNF-α pode também estar relacionado à diminuição do número de transportadores de 

aminoácidos localizados na placenta, como o transportador L-alanina sódio-dependente, 

podendo, assim, prejudicar o suprimento protéico fetal e, consequentemente, seu crescimento 

(SOARES et al., 1987; MALANDRO et al., 1994; CARBÓ et al., 1995; JAFFE, 1998). Nesse 

mesmo sentido, SILEN et al (1989) demonstraram que a administração de TNF α e IL-1 causa 

hemorragia e aborto em experimentos com animais. Entretanto, concentrações significativas de 

TNF-α já foram dosadas no líquido amniótico de gravidez normal, sugerindo que essa citocina 

também possa ter função regulatória na gravidez (CARBÓ et al., 1995). 

Em estudos prévios verificamos que os efeitos tumorais sobre o crescimento fetal estão 

relacionados predominantemente com a produção de citocinas pelas células neoplásicas e/ou 

hospedeiro, que atuam em diferentes tecidos induzindo espoliação severa (GOMES-

MARCONDES et al, 1998; TOLEDO & GOMES-MARCONDES, 1999; 2004; VENTRUCCI et 

al, 2004; 2007). 

A análise das citocinas séricas nos fetos provenientes dos diferentes grupos experimentais 

mostrou que também houve variações das citocinas tanto pró-inflamatórias como anti-

inflamatórias, sugerindo efeitos indiretos do crescimento tumoral sobre o crescimento fetal.  

No soro fetal, a concentração de IL-1β foi reduzida nos grupos MAC e A e no grupo 

suplementado com leucina (L) (Figura 15A), os demais grupos apresentaram concentrações dessa 

citocina semelhante ao grupo C. A interleucina pró-inflamatória IL-6 aumentou em todos os fetos 

de ambos os grupos portadores de tumor (MAC e LMAC) e também no grupo injetado 

diariamente com líquido ascítico (A) (Figura 15 B). Concentrações de TNF-α encontrados nos 

soros fetais apresentou ligeiro aumento nos grupos portadores do adenocarcinoma MAC16 e foi 
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elevado no grupo LMAC; os demais grupos independente do esquema nutricional ou inoculação 

do liquido ascítico apresentaram valores dessa citocina semelhante ao grupo C (Figura 15 C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Análise da concentração (pg/mL) das citocinas séricas fetal pró-inflamatórias (A- IL-
1β; B- IL-6; C- TNF-α; D- INF-γ) e anti-inflamatórias (E- IL-4 e F- IL-10) com auxílio do 
equipamento Luminex 200TM (Luminex Corporation, Texas, USA). Resultados expressos em 
média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos 
foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%. 
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Valores reduzidos de INFγ foram observados nos soro dos fetos dos grupos MAC, A e 

AA, os demais grupos apresentaram valores similares ao grupo C (Figura 15D). Em 

contrapartidas, citocinas anti-inflamatórias analisadas no soro fetal mostraram que a concentração 

sérica da citocina IL-4 foi reduzida nos todos os grupos experimentais em relação ao grupo 

controle (Figura 15E); quanto a IL-10, verificou-se valores reduzidos apenas no grupo L em 

relação ao grupo C (Figura 15F).  

As citocinas inflamatórias relacionadas com doenças degenerativas são IL-6, TNF- α, IL-

1β e INF-γ (MANTOVANI et al., 2000; ARGILES et al., 2005). Assim, concentrações elevadas 

de IL-6, TNF- α, IL-1β em pacientes com tumor sugerem alterações bastante importantes quanto 

ao crescimento e maturação fetal, como relacionados à alguns prejuízos encontrados nos fetos de 

fêmeas portadoras de tumor como variações no balanço das concentrações tanto de citocinas pró-

inflamatórias quanto das anti-inflamatórias nas diferentes situações experimentais.  

Vários tecidos e tipos celulares são responsáveis pelo aumento na circulação de citocinas 

durante o câncer, mas o tumor é a fonte mais expressiva. Sozinhas, essas citocinas são capazes de 

induzir depleção do tecido muscular (ARGILÉS et al., 2005). O TNF- α é capaz de estimular o 

catabolismo através de mecanismos indiretos, alterando os níveis circulantes de hormônios que 

regulam o crescimento muscular, estimula a produção de citocinas catabólicas e induz anorexia 

(REED, LI, 2001).  

As citocinas TNF-α e a IL-6 são as principais mediadoras da resposta na fase aguda pelo 

fígado durante o processo de caquexia. A IL-6 inibe a produção de albumina pelo fígado, 

concentrações elevadas dessa citocina estão associadas com elevado tamanho de massa tumoral, 

perda de peso e prognóstico ruim. Essa citocina tem sido postulada como sendo um fator de 

crescimento tumoral. As citocinas, IL-1β e INF-γ também são mediadoras da caquexia 

(KURODA et al., 2007). Assim, no estado fisiológico, citocinas pró-inflamatórias atuam para 

manter a homeostasia do tecido muscular. Em todos os tecidos, o dano e reparo ocorrem através 

do recrutamento de células do sistema imunológico. As citocinas pró-inflamatórias IL-6, TNF- α, 

IL-1β e IL-8 atuam tanto aumentando a vascularização local quanto acelerando a resposta 

inflamatória. Essas citocinas podem ser produzidas tanto pelo tecido quanto pelas células do 

sistema imunológico. O TNF-α é uma citocina pleiotrópica, ou seja, possui múltiplas ações como 

também varias células alvo, sendo importante mediadora da degradação celular. Nos tecidos, a 
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proteólise ocorre através do sistema ubiquitina-proteossoma, e a ativação das proteases 

ubiquitina-dependentes, que por sua vez são mediadas via TNF-α (SAINI et al., 2006). 

Desse modo, verificou-se que as alterações na concentração de citocinas tanto materno 

quanto fetal podem direcionar para a hipótese de que, nesse modelo experimental, os efeitos 

tumorais foram deletérios aos tecidos maternos, promovendo alterações de peso de determinados 

órgãos e da placenta e também induziram alterações fetais quanto ao peso, reabsorção fetal e 

também do perfil de aminoácidos que corresponde ao processo inflamatório crônico instalado 

pela caquexia.  

 

4.3 Análise do perfil de hormônios séricos 

Os hormônios regulatórios e contra-regulatórios da glicemia também são importantes 

indicadores dos efeitos deletérios do crescimento tumoral. Os resultados do presente trabalho 

mostram que, no soro materno, houve redução da concentração de amilina no grupo portador de 

tumor MAC e inoculado com ascite A, porém nos demais grupos houve discreta redução em 

função da suplementação nutricional (Figura 16 A), paralelamente, a concentração de insulina 

sérica foi reduzida nos grupos com tumor MAC e inoculados com ascite (A e AA); embora o 

grupo L tenha apresentado discreto decréscimo da insulina sérica em relação ao grupo C, houve 

redução acentuada no grupo LMAC e também nos grupos com ascite (LA e LAA) (Figura 16 B). 

Esses dois hormônios correspondem aos principais hormônios anabólicos, que na situação do 

câncer estão preferencialmente alterados em função do intenso processo espoliativo. 

Paralelamente, o peptídeo semelhante ao glucagon (GLP-1) age estimulando a liberação 

de insulina, e nos resultados aqui apresentados verificou-se que a presença do tumor MAC16 

promoveu redução da concentração desse hormônio nas mães desse grupo e também naquelas 

inoculadas com líquido ascítico ativo (A); os demais grupos, principalmente com suplementação 

nutricional, apresentaram valores similares de GLP-1 em relação ao grupo C (Figura 16 C).  

Por outro lado, o glucagon, que é um hormônio contra-regulatório a insulina, não variou 

em relação aos diferentes esquemas experimentais, com exceção para o grupo AA e LMAC que 

apresentaram elevadas concentrações desse hormônio no soro materno (Figura 16 D).  
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Figura 16. Análise da concentração (pM) de hormônios no soro materno. A-Amilina; B- 
Insulina; C- GLP-1; D- Glucagon; E- Leptina, com auxílio do equipamento Luminex 200TM 
(Luminex Corporation, Texas, USA). Resultados expressos em média ± erro padrão da média por 
ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os grupos foi utilizado teste de Bonferroni 
com índice de significância para 5%. 
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A leptina, produzida principalmente pelos adipócitos, varia sua concentração de acordo 

com a quantidade de tecido adiposo, assim em função do crescimento tumoral e elevada 

espoliação do tecido de reserva – adiposo – verificou-se que houve decréscimo da concentração 

nas mães MAC; os demais grupos apresentaram valores similares da leptina sérica em relação ao 

grupo C, independente do esquema nutricional ou inoculação de líquido ascítico (Figura 16 E). 

Do mesmo modo que a evolução tumoral causa efeitos deletérios no hospedeiro, como 

apontado inicialmente nesse trabalho, a gestação associada ao câncer preocupa mais pela sua 

coexistência e também por tratarmos de dois organismos – mãe e feto. Além disso, ainda são 

escassos os trabalhos que abordam as variações fisiológicas nos fetos de mães portadoras de 

neoplasia. Desse modo, analisando-se os efeitos tumorais sobre o crescimento fetal, verificou-se 

que a concentração de amilina no soro fetal foi maior nos fetos provenientes do grupo de mães 

portadores do MAC, e que todos os fetos de mães submetidas à suplementação nutricional com 

leucina apresentaram valores maiores na concentração de amilina (Figura 17 A).  

A insulina fetal foi reduzida nos grupos MAC, A e AA e também nos fetos de mães 

alimentadas com dieta rica em leucina, com exceção para o grupo LMAC (Figura 17 B).  

A concentração de GLP-1 no soro fetal foi similar entre os grupos MAC, A e AA em 

comparação com o respectivo controle, porém apenas os fetos do grupo L apresentaram 

decréscimo da concentração desse hormônio estimulador da insulina em relação ao grupo C 

(Figura 17 D).  

No soro fetal, a diferença nos níveis de leptina foram mais expressivos, tendo redução em 

ambos os grupos portadores de tumor e, ainda, foi possível observar que nos grupos 

suplementados com leucina, a concentração sérica de leptina foi superior aos grupos que 

receberam dieta controle (Figura 17 E).  

O glucagon, a insulina e amilina são hormônios secretados por células das ilhotas de 

langerhans do pâncreas, o glucagon pelas células do tipo A e a insulina e amilina pelas células do 

tipo B. Esses hormônios tanto individualmente quanto coletivamente influenciam no controle da 

glicose sanguínea e mais especificamente na distribuição de substrato energético aos tecidos 

(WOODS et al., 2006). Há vários estudos mostrando as variações hormonais durante a evolução 

do câncer, sendo muitos deles relacionados ao estado caquético na vigência do câncer. O 

decréscimo da insulina plasmática proporciona além da redução do aporte de nutrientes menor 

taxa de síntese protéica, o que em trabalhos prévios foram relacionados com o crescimento do 
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tumor de Walker, também considerado modelo experimental de caquexia como o 

adenocarcinoma de colon MAC16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análise da concentração (pM) dos hormônios no soro fetal. A-Amilina; B- Insulina; 
C- GLP-1; D- Glucagon; E- Leptina, com auxílio do equipamento Luminex 200TM (Luminex 
Corporation, Texas, USA). Resultados expressos em média ± erro padrão da média por ANOVA 
one-way e para o cálculo de variação entre os grupos foi utilizado teste de Bonferroni com índice 
de significância para 5%. 
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Para que ocorra controle do peso corpóreo, a ingestão alimentar deve ser equivalente ao 

gasto energético; na falta desse controle, ocorre em geral perda de peso corporal. A demanda 

energética é proveniente das refeições, que fisiologicamente na busca da homeostasia glicêmica, 

há necessidade da atuação dos hormônios regulatórios e contra-regulatórios (WOODS, 1991). A 

insulina é responsável por remover a glicose, em excesso, do sangue e inibir a sua secreção pelo 

fígado; por outro lado, o glucagon estimula a produção e secreção de glicose pelo fígado 

(WOODS et al., 2006). Alguns estudos observaram que em pacientes com carcinoma 

hepatocelular e em ratos portadores de sarcoma MCA, a insulina plasmática encontrava-se 

diminuída (KURZER, 1988; O`KEEFE, 1990). Por outro lado, a amilina secretada em paralelo 

com a insulina, pelas células beta do pâncreas endócrino, age sinergicamente a insulina, 

promovendo redução da glicose sanguínea, diminuindo a absorção de glicose pelo intestino, em 

função da diminuição das secreções digestivas, alem de ser anorexígeno diminuindo ingestão de 

alimento e diminuindo o esvaziamento gástrico (WOODS et al., 2006). Além disso, diminui a 

atuação do glucagon ou da mobilização de glicose como glicogenólise e gliconeogênese, como 

consequência há diminuição do fornecimento de glicose para o sangue. Nossos resultados 

mostram claramente que há desvio do principal substrato energético – a glicose – além de outros 

nutrientes como aminoácidos – como alanina, glutamina, prolina e a própria leucina – dos tecidos 

do hospedeiro, nesse caso o organismo materno, em detrimento do crescimento fetal, para as 

células neoplásicas. 

As concentrações de leptina estão aumentadas quando há aumento do estoque energético 

como na obesidade e esse hormônio tem papel crucial na regulação da ingestão e também do 

dispêndio energético (BRENNAN & MANTZOROS, 2006). A avaliação desse hormônio permite 

estabelecer importante correlação com a espoliação de gordura, que é influenciada pelo 

crescimento tumoral. As concentrações circulantes de leptina são proporcionais a gordura 

corpórea, porém sabe-se que a leptina também está envolvida na regulação da resposta 

inflamatória (FANTUZZI & FAGGIONI, 2000), além de assemelhar-se, estruturalmente, a 

interleucina 6 (IL-6), uma citocina pró-inflamatória. A leptina atua no eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal em resposta ao estresse, similar ao estresse crônico imposto pelo desenvolvimento do 

tumor. Além disso, é conhecido seu efeito sobre o controle do apetite, evidências atuais 

demonstram que a leptina está envolvida no controle da massa corporal, reprodução, 

angiogênese, cicatrização e função cardiovascular. Assim, o presente trabalho mostra que as 
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variações na concentração de leptina tanto maternas quanto fetais estão relacionadas 

principalmente aos efeitos deletérios do crescimento neoplásico, direcionando prejuízo ao 

desenvolvimento fetal e, principalmente, no curso da gravidez. 

 
4.4 Atividade placentária 

A proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR = mammalian target of rapamycin) 

desempenha papel central no metabolismo celular, atuando como reguladora da sobrevivência, 

crescimento celular, proliferação e motilidade (GINGRAS et al., 2001; CASTEDO et al., 2002; 

HUANG et al., 2003; FINGAR E BLENIS, 2004). 

A via de sinalização da mTOR regula o crescimento celular em resposta aos nutrientes e 

aos fatores de crescimento, controlando a transcrição e a tradução gênica. Assim, a mTOR regula 

a síntese protéica através da fosforilação e inativação do repressor de tradução de RNA 

mensageiro (RNAm), 4E-BP1, e através da fosforilação e ativação da S6K (HAY, 

SONENBERG, 2006) (processos descritos inicialmente na introdução desse trabalho, Figura 3). 

Além disso, o início da tradução ocorre após a ativação/fosforilação de alguns substratos ou 

também chamados de downstream da mTOR, como a proteína quinase p70S6K e fator de 

iniciação 4EBP1 (HAY, 2005).  

 Com intuito de analisar quais fatores foram modulados na sinalização celular placentária 

em função da suplementação nutricional sobre os efeitos deletérios do crescimento tumoral – 

MAC16 – estudamos algumas proteínas relacionadas aos processos de tradução como mTOR e 

algumas proteínas upstreams e downstreams. 

Em nossos resultados, verificamos que a expressão da mTOR total não alterou nos grupos 

portadores de tumor, assim como não apresentou diferenças nos grupos que receberam a dieta 

rica em leucina (Figura 18A). Além disso, a proteína 4E-BP1 regulada pela mTOR apresentou 

perfil similar ao da expressão da mTOR, com exceção para o grupo portador de tumor e 

suplementado com dieta rica em leucina (LMAC), onde houve aumento na expressão protéica da 

4EBP1 quando comparado com o seu grupo controle (L) (Figura 18B). A proteína quinase 

P70S6K, também conhecida como substrato da mTOR, ou downstream, é ativada pela mTOR e 

têm atuação direta no aumento da tradução de RNA mensageiro, ou seja, atua diretamente 

favorecendo a síntese protéica. 
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Assim, nossos resultados mostraram que a suplementação de leucina atua na estimulação 

dessa via, visto que, nos grupos suplementados, a expressão da P70S6K foi superior quando 

comparados com os seus respectivos grupos que receberam dieta controle (Figura 18C). Por outro 

lado, a evolução tumoral promoveu diminuição do processo de síntese protéica, e isso pode ser 

aventado nesse estudo visto que a expressão da P70S6K diminuiu no grupo com tumor (MAC) e 

nos grupos que receberam inoculação de líquido ascítico (A e AA), porém o mesmo perfil foi 

observado nos grupos com tumor alimentados com dieta rica em leucina, sugerindo assim que a 

leucina nesses animais não modulou os efeitos neoplásicos. Desse modo, observamos que 

provavelmente a leucina aumentou a atividade placentária, estimulando a via de sinalização de 

síntese protéica, corroborando com os dados encontrados na literatura (Figura 18C) (CASTEDO 

et al., 2002; HAY, SONENBERG, 2006), porém esses efeitos modulatórios foram pequenos ou 

ausentes nos grupos portadores de tumor. 

As proteínas PKA (proteína quinase dependente de AMP cíclico) e PKC (proteína quinase 

dependente de cálcio), são proteínas que atuam na via de sinalização celular de síntese protéica 

acima da mTOR, e por isso, também são chamadas de upstreams da mTOR. Ou seja, a expressão 

dessas proteínas permite-nos avaliar o estado de sinalização/atividade intracelular para síntese 

protéica. Ao analisarmos essa via de sinalização, verificou-se que a expressão da PKC 

apresentou-se reduzida no grupo portador de tumor (MAC), mostrando redução da atividade 

placentária nesses animais em relação aos do grupo controle (C), assim como os animais que 

receberam inoculação do líquido ascítico, ativo ou inativado (Figura 18E). Por outro lado, 

embora a leucina não tenha atuado de forma efetiva nessa via de sinalização da PKC, os demais 

grupos, com tumor e inoculados com líquido ascítico e suplementados nutricionalmente, 

apresentaram valores menores que os controles, porém comparando-se intra-grupo, os grupos 

LMAC, LA e LAA mostraram maior expressão da PKC em relação ao grupo C (Figura 18D). A 

expressão da PKA permaneceu inalterada na maioria dos diferentes grupos experimentais, exceto 

nos grupos LA e LAA, onde observou-se aumento da expressão (Figura 18D).  

No presente estudo, apesar da leucina ter participação e influência direta na expressão da 

mTOR, como foi ilustrado na Figura 3, a expressão dessa proteína não alterou em nossas 

condições experimentais. No presente estudo, a quantificação da mTOR fosforilada foi 

prejudicada, assim sugere-se que provavelmente, nos animais experimentais e principalmente 

aqueles portadores de tumor, a razão da mTOR total, que foi quantificada, em relação a mTOR 
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fosforilada estava em desequilíbrio. Possivelmente, a mTOR fosforilada pode estar superexpressa 

nos animais suplementados, e especificamente nos animais dos grupos LMAC, LA e LAA, e por 

isso a expressão da mTOR total não apresentou diferença quando comparada com a expressão 

nos grupos que foram alimentados com a dieta controle.  

Como mencionado acima, a 4EBP1 associa-se ao fator de iniciação eucariótico 4E 

(eIF4E), inibindo-o e, com isso, o início da tradução de proteínas. Quando fosforilada a 4EBP1 

dissocia-se do eIF4E, permitindo que ocorra a tradução protéica (ROSENWALD et al., 1995; 

GINGRAS et al., 2001; TSUKIYAMA-KOHARA et al. 2001; HAY & SONENBERG, 2004) 

(Figura 3). No caso do tecido placentário, avaliado no presente estudo, também sugere-se que 

haja desbalanço entre a quantidade de proteína total e 4EBP1 fosforilada, principalmente nos 

grupos suplementados com leucina, e com isso alteração do processo modulatório da 

suplementação nutricional. A proteína quinase p70S6K, que atua no controle do crescimento 

celular aumentando a tradução de RNAm (MONTAGNE et al., 1999; RADIMERSKI et al., 

2002), no tecido placentário do grupo L foi modulado pela suplementação nutricional, e que, 

embora tenha sofrido os efeitos tumoral, quando comparada aos grupos eutróficos, as placentas 

dos grupos LMAC, LA e LAA foram moduladas positivamente pela suplementação com leucina 

e, provavelmente, sugere-se que houve minimização dos efeitos deletérios do tumor, 

principalmente nos produtos da concepção.  

Por outro lado, o estado de atividade celular pode ser modulado por processo que possam 

alterar a concentração e consequentemente ativação das proteínas PKA e PKC. Essas proteínas 

são responsáveis por sinalizar também o processo de síntese protéica. A PKA é ativada, quando 

fosforilada, por altas concentrações de AMP cíclico (AMPc) e a PKC é ativada quando as 

concentrações de cálcio elevam-se. Tanto o AMPc quanto o cálcio são segundos mensageiros, 

presentes intracelularmente, resultantes da interação entre diferentes ligantes a seus respectivos 

receptores na membrana celular. O AMPc constitui-se no segundo mensageiro utilizado pela 

maioria das proteínas G, proteína essa associada a receptores de membrana celular. Dentro da 

célula, o alvo principal do AMPc é a proteína quinase A (PKA). O AMPc ativa o sítio catalítico 

dessa enzima através da liberação da subunidade regulatória. Por sua vez, a PKA fosforila grande 

número de proteínas, que vão influenciar na fosforilação e ativação da mTOR . Algumas 

proteínas G utilizam o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) como segundos 

mensageiros. Neste caso, após interação ligante receptor uma proteína G é ativada e sua 
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subunidade α, acoplada agora ao uma molécula de GTP, estimulando uma fosfolipase C de 

membrana. Esta cliva o fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) de membrana dando dois 

componentes, o IP3 e o DAG. O IP3 busca seu receptor específico que é um receptor/canal de 

Ca2+ localizado na membrana do retículo endoplasmático, liberando Ca2+ para o citoplasma da 

célula. O DAG permanece na membrana e ativa a proteína quinase C (PKC), que também é 

dependente de Ca2+. Assim, sugere-se que o decréscimo da expressão da PKC no grupo MAC 

corresponde a menor atividade celular dependente de Ca++, porem não houve alteração na 

concentração de PKA, que por sua vez poderia compensar a atividade tecidual nessa condição 

deletéria de tumor. Quanto à suplementação nutricional, sugere-se possível modulação da leucina 

tanto para as proteínas upstreams PKC como PKA em todos os grupos LMAC, LA e LAA. 

 

4.5 Análises bioquímicas e morfométricas maternas e fetais  

A proteólise no hospedeiro portador de tumor é estimulada, em partes, por citocinas 

inflamatórias, como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que são 

produzidas tanto pelo hospedeiro quanto pelo tumor (ARGILÉS, 2005).  

Nessas condições experimentais, não observamos diferença entre os grupos experimentais 

em relação à concentração de proteínas totais séricas maternas e fetais (Tabela 3). Esses dados 

não corroboram com os dados da literatura, visto que nos pacientes com câncer e em animais 

portadores de tumor, há redução das proteínas totais séricas em função, principalmente, da 

elevada taxa de proteólise, sabendo-se que, no estado câncer-caquexia, o tumor promove redução 

de 60% na síntese de proteínas e aumento, em três vezes, na degradação protéica (BECK et al., 

1991). Assim, nossos resultados são discrepantes daqueles apresentados na literatura, pois 

esperava-se redução importante do teor de proteína total sérica; porém são poucos os trabalhos 

que relacionam o adenocarcinoma de colon MAC16 associado a gravidez; provavelmente as 

alterações metabólicas ocorridas durante a prenhez modularam os efeitos do crescimento tumoral. 

Apesar da proteólise não ter sido estimulada, encontramos aumento nas concentrações séricas 

maternas de IL-6 e TNF-α nos animais do grupo LMAC e MAC, respectivamente (Figura 14B e 

C).  

Os BCAAs têm sido utilizados com o objetivo de melhorar o balanço de nitrogênio 

protéico muscular, e assim garantir melhor qualidade de vida ao paciente com câncer. TAYEK 

(1986) realizou estudo onde pacientes com adenocarcinoma, intra-abdominal avançado, 
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receberam dieta suplementada com BCAAs e observou que houve melhora na concentração 

protéica e síntese de albumina. O aumento da atividade hipotalâmica serotoninérgica é um dos 

principais mecanismos para o desenvolvimento do câncer caquexia. Na verdade, o triptofamo 

livre (precursor da serotonina) é aumentado no câncer e os BCAAs podem atuar competindo 

pelos mesmos transportadores do triptofano através da barreira hemato-cefálica (KRAUSE, 1979; 

MEGUID, 1985). Nesse sentido, era esperado que as concentrações de proteínas totais séricas 

fossem maiores nos animais que receberam a dieta rica em leucina, pois este aminoácido atua na 

regulação de processos anabólicos que aumentam a síntese e diminuem a degradação protéica 

(SHIMOMURA et al., 2006). 

 

Tabela 3. Análises dos dados bioquímicos (proteína, albumina e glicose) no soro materno e fetal. Análise do 
número de reabsorção fetal e de fetos por fêmea e peso fetal.  
Resultados 
(média) 

C MAC A AA L LMAC LA LAA 

  (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) 

Materno         

Proteína (g/L) 5,4±0,4 7,1± 1,4 5,7± 0,5 5,6±0,7 5,1±0,2 5,2±0,6 5,7±0,8 5,2±0,6 

Albumina (g/L) 2,6±0,6 2,6±0,7 2,7±0,6 2,4±0,4 2,5±0,4 2,3±0,2 2,5±0,3 2,7±0,5 

Glicose (mg/dL) 113,0±15,2 105,9±17,1 123,3±30,6 130,6±17,9 135,9±13,8 131,8±27,5 131,8±22,6 118,9±15,3 

Número de 
reabsorção fetal 
por fêmea 

1,7±0,5 2,4±1,4 1,0±0,0 1,0±0,0 1,0±0,0 2,0±0,8 1,5±1,1 1,0±0,0 

Número de fetos 
por fêmea 

7,0±1,9 7,7±1,5 7,7±1,9 6,0±2,1 8,7±1,3 7,7±2,7 7,4±1,7 7,5±1,6 

Fetal         

Proteína (g/L) 4,0±0,4 3,3±0,1 4,6±1,0 3,2±0,2 3,9±0,2 4,0±0,5 4,7±0,6 3,9±0,3 

Albumina (g/L) 1,6±0,1 1,4±0,3 1,6±0,2 1,5±0,1 1,8±0,2 1,4±0,1 1,4±0,2 1,8±0,2 

Glicose (mg/dL) 76,7±13,4* 58,3±6,5*  81,4±8,8 70,7±6,0 84,3±20,2 82,5±15,1* 81,6±12,0 79,0±7,4 

Peso (g) 0,6 ±0,2 0,6±0,1 0,6±0,3 0,6 ±0,2 0,4±0,1 0,8 ±0,2 0,6±0,3 0,71±0,2 

Resultados expressos em média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre 
os grupos foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%. 

 

Conforme mostrado na Tabela 3, não houve diferença na concentração de albumina 

materna entre os grupos experimentais, por outro lado, no soro fetal a concentração de albumina 

foi ligeiramente inferior nos grupos provenientes de mães portadoras de tumor (MAC e LMAC) e 

superior no grupo em que as mães foram suplementadas com leucina (L). Em hospedeiros com 

câncer, ocorre redução da albumina sérica devido ao estado caquético, causado pelo câncer 
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(TISDALE 2002; GOMES-MARCONDES et al., 2003). Na fase aguda do câncer-caquexia, a IL-

6 inibe a produção de albumina pelo fígado (KURODA et al., 2007). Sabe-se que durante a 

gestação, há profunda redução nos aminoácidos glicogênicos, alanina, serina, treonina, glutamina 

e glutamato, que são responsáveis pela hipoglicemia observada durante a gravidez (FELIG et al., 

1972; METZGER et al., 1977; GOMES-MARCONDES et al., 2003; KALHAN et al., 1982). Os 

crescimentos fetais e tumorais utilizam grandes quantidades de glicose e aminoácidos do 

hospedeiro para oxidação e síntese protéica (LEMONS et al., 1976; MARCONI et al., 1989; 

CHUNG et al., 1998; MILLEY, 1998; TISDALE 2009). Desse modo, pode haver competição 

nutricional entre feto e tumor, resultando em alterações no crescimento e metabolismo de ambos 

(CARBÓ et al., 1996). Nos nossos resultados foram condizentes com a literatura, pois houve 

discreta diferença na concentração sérica de glicose entre os grupos experimentais. Nas mães do 

grupo implantado com tumor (MAC), as concentrações séricas de glicose foram menores quando 

compradas aos controles (C e L) (Tabela 3); esses dados demonstram que há utilização de glicose 

tanto pelo feto, quanto pelo tecido tumoral, promovendo redução da glicemia em função das 

células tumorais. Essa suposição baseia-se no fato de não haver alteração nos grupos inoculados 

com líquido ascítico (ativo ou inativado); por outro lado em estudos prévios e tomando como 

base as fêmeas apenas com tumor não grávidas há redução da glicemia em função do crescimento 

tumoral. Assim, a hipoglicemia encontrada nessas fêmeas foi imposta preferencialmente pela 

evolução tumoral. A suplementação nutricional promoveu modulação do efeito tumoral, pois em 

contrapartida o grupo LMAC apresentou discreta recuperação da glicemia quando comparado ao 

grupo MAC.  

Foi possível observar, em relação ao peso dos fetos dos diferentes grupos experimentais, 

que não houve diferença entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 3). Esses dados não 

condizem com os dados encontrados pelo nosso grupo de pesquisa, onde foram realizados 

experimentos com inoculação do tumor de Walker 256 em ratas grávidas e houve redução no 

peso dos fetos e da placenta nos animais portadores do tumor, quando comparados ao grupo 

controle (GOMES-MARCONDES et al., 1998). Observou-se diferença no número de fetos por 

fêmea nos grupos MAC, A e AA quando comparados ao grupo C. No grupo L, o número de fetos 

ligeiramente superior ao grupo C, mas nos grupos LMAC, LA e LAA houve redução quando 

comparados aos grupos L e C (Tabela 3). Além disso, observamos que houve aumento no número 

de reabsorção fetal por fêmea no grupo MAC e LMAC quando comparado com os demais grupos 
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experimentais. Nos grupos LMAC e LA também houve aumento quando comparados ao grupo L 

e LAA. Nos grupos experimentais suplementados com leucina, exceto no grupo LA, o número de 

reabsorção fetal foi menor quando comparados aos mesmos grupos que não receberam essa 

suplementação (Tabela 3). Em experimento semelhante com ratas grávidas portadoras do tumor 

Walker 256, foi observado que o índice de reabsorção fetal aumentou em 25% nas fêmeas com 

tumor e 25,3% nas fêmeas injetadas com líquido ascítico quando comparadas ao grupo controle 

(GOMES-MARCONDES, 1994 e GOMES-MARCONDES et al., 1998). A associação entre 

crescimento neoplásico e gravidez, pode causar danos para o feto, levando a reabsorção ou até 

morte fetal ou neonatal (GOMES-MARCONDES et al., 1998, 1990). 

 

4.6 Composição corpórea fetal 

Verificou-se que a porcentagem de água corpórea dos fetos provenientes das mães 

portadoras de tumor (MAC e também LMAC) foi ligeiramente maior em proporção ao grupo C, 

em função do crescimento tumoral (Figura 19A). A literatura mostra que a evolução tumoral 

promove alterações importantes na composição corpórea, quanto a relação da massa corpórea 

magra e quantidade de água corpórea (COHN et al., 1981; TISDALE, 2001). Coerentemente com 

a evolução tumoral, há intensa espoliação dos estoques energéticos como do tecido adiposo 

(KHAL et al., 2005). Assim, concordante com a literatura, a porcentagem de gordura fetal foi 

reduzida nos grupos portadores de tumor MAC, LMAC e também naqueles que receberam 

inoculação de líquido ascítico (AA); porém essa porcentagem foi semelhante entre os grupos 

suplementados com leucina (Figura 19B). A proteína corpórea fetal mostrou redução em todos os 

grupos com tumor (com exceção para o grupo LMAC) e inoculados com líquido ascítico, sendo 

mais pronunciadas para os grupos AA e LAA (Figura 19C).  
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fígado, rim e coração, que aumentam seu tamanho durante a gestação (KALHAN, 2000). Além 

disso, há vários relatos na literatura apontando para os efeitos espoliativos do crescimento 

tumoral (BECK et al., 1991; KHAL et al., 2005; TISDALE, 2005, 2009) e quando em associação 

a um outro processo metabolicamente complexo, como a gravidez, em alguns órgãos ou tecidos, 

os efeitos devastadores tendem a ser modulados. Nessas condições experimentais, apresentadas 

no presente estudo, não observamos diferença estatística em relação ao peso relativo dos órgãos 

entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 4).  

 
 
 

 

Tabela 4. Porcentagem (%) do peso relativo dos órgãos das mães (PR) nos diferentes grupos experimentais. 

Resultados expressos em média ± erro padrão da média por ANOVA one-way e para o cálculo de variação entre os 
grupos foi utilizado teste de Bonferroni com índice de significância para 5%. 
 

 

Contrariamente aos dados da literatura, não houve diferença em relação ao peso relativo 

do fígado entre os grupos. O crescimento tumoral causa aumento do peso relativo hepático, em 

função do aumento da atividade e secreção de proteínas C reativa (TISDALE, 2004; ARGILÉS et 

al., 2005). A evolução tumoral também promove intensa espoliação da massa magra corpórea 

(BOSSOLA et al., 2006; CAMPS et al., 2006), mas nenhuma diferença expressiva foi encontrada 

no peso do músculo dos grupos experimentais analisados. A proteólise muscular, principalmente 

esquelética, que ocorre no câncer caquexia é necessária para mobilizar aminoácidos requeridos 

para síntese protéica no fígado e no tumor (ARGILÉS, 2007). Portanto, a administração de 

aminoácidos exógenos pode servir como protetor da massa corpórea magra, preservando a 

 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

  C MAC A AA L LMAC LA LAA 

Carcaça (PR, %)  66,6±9,54 60,86±15,47 62,65±2,56 64,38±3,78 64,27±5,10 57,58±3,20 61,67 ± 4,26 63,97 ± 3,36 

Músculo (PR, %) 0,58 ± 0,10 0,56±0,06 0,59±0,09 0,58±0,06 0,55±0,09 0,69±0,13 0,62 ± 0,05 0,63 ± 0,06 

Fígado (PR, %) 6,25 ± 0,82 6,45 ± 0,64 6,18 ± 0,89 6,19 ± 0,57 6,43 ± 0,98 7,02 ± 0,86 6,74 ± 1,12 6,77 ± 0,95 

Adrenal (PR, %) 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,02 0,04 ± 0,01 

Placenta (PR, %) 0,34 ± 0,04 0,32 ± 0,05 0,36 ± 0,05 0,30 ± 0,08 0,32 ± 0,07 0,42 ± 0,09 0,34 ± 0,04 0,33 ± 0,05 
Fetos mais 
Placentas (PR, %) 15,13±3,02 18,30±3,72 17,21±5,37 15,37±3,83 14,79±8,86 27,16±13,75 15,27±3,63 17,72±4,07 

Baço (PR, %) 0,39 ± 0,09 0,36 ± 0,03 0,38 ± 0,08 0,39 ± 0,09 0,38 ± 0,06 0,53 ± 0,31 0,48 ± 0,20 0,44 ± 0,04 

Coração (PR, %) 0,53 ± 0,14 0,53 ± 0,12 0,55 ± 0,08 0,52 ± 0,06  0,59 ± 0,13 0,62 ± 0,08 0,54 ± 0,06 0,58 ± 0,09 
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proteína tecidual, provendo substrato para o metabolismo muscular e para a gliconeogênese 

(LAINSCAK, 2008; PASINI, 2008).  

Atualmente, ainda há poucos estudos relacionados à influência da gravidez sobre o câncer 

e vice versa. Publicações recentes apontam para o efeito protetor da gestação sobre o câncer; 

porém há outros autores que relatam a gravidade dessa associação, acelerando o crescimento e 

evolução da neoplasia. Além disso, alguns autores apontam para a dificuldade de diagnóstico 

precoce do tumor em mulheres grávidas. Estudos verificaram que pacientes com câncer de mama 

associado à gravidez apresentaram diagnóstico de estádio mais avançado e maior incidência de 

metástases, comparadas às controles não gestantes (KING et al., 1985; ZEMLICKS et al., 1992). 

Ressalta-se ainda que as pacientes grávidas com câncer apresentam evolução da doença mais 

avançada, devido ao atraso no diagnóstico ou que as alterações hormonais e fisiológicas da 

gravidez resultam em doenças mais agressivas. 

As alterações endócrinas e metabólicas na gravidez associadas ao câncer são pouco 

estudadas, já que a gravidez envolve adaptações fisiológicas no organismo materno, centrada 

basicamente na unidade materno / fetal – a placenta. Assim, o aumento da progressão neoplásica 

em função da complexa alteração da homeostasia hormonal imposta pela gravidez, infere a 

importância do conhecimento e estudo do desenvolvimento tumoral em função do estímulo 

hormonal e/ou alterações dos produtos secretados pelo tumor (liquido ascítico), induzindo 

mudanças importantes no curso da gravidez e do bem estar da unidade materno / fetal.  

O curso normal da gestação é dependente de alterações fisiológicas particulares a esse 

estado, como a elevação e manutenção das concentrações de alguns hormônios, principalmente 

de progesterona, estrógeno e prolactina, além dos hormônios regulatórios da glicose, e também 

aumento do processo anabólico, além do gerenciamento de processos celulares que são entre 

outros fatores aspectos importantíssimos para a gravidez ir a termo. Por outro lado, esta complexa 

condição fisiológica é severamente prejudicada quando associada a doenças, como o câncer, que 

também envolvem intensa alteração metabólica e hormonal. Assim o presente trabalho abordou 

aspectos bastante pontuais quanto à associação dessas duas condições metabolicamente muito 

complexas, como gravidez e câncer, mostrando as alterações que ocorrem na prenhez de 

camundongas com tumor e as lesões teciduais, que culminaram em danos para a gravidez como 

um todo, e consequentemente prejudicando ambos mãe e feto. Embora, nossos resultados não 

apresentaram expressiva variação dos parâmetros estudados, a maioria deles é concordante com a 
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literatura e com estudos prévios (GOMES-MARCONDES, 1994, 1998; CRUZ, 2007; DREZZA, 

2008; TOLEDO, 2003, 1999; VENTRUCCI et al, 2005, 2001). Sabe-se que, tanto o crescimento 

fetal quanto tumoral requer aumento de síntese protéica e que, em condições fisiológicas normais, 

aminoácidos essenciais são transportados da mãe para o feto em diferentes taxas (LEMONS et 

al., 1976; MARCONI et al., 1989; CHUNG et al., 1998). Por outro lado, essa associação do 

crescimento tumoral com a gravidez, pode resultar em danos para o feto e levar à reabsorção e 

morte do mesmo (WILLIAMSON et al., 1988; GOMES-MARCONDES et al., 1998; GOMES-

MARCONDES et al., 1990). Da mesma maneira, a existência concomitante da gravidez e tumor 

pode induzir competição nutricional entre o tumor e o feto (TOLEDO et al, 2004), causando 

efeito protetor do organismo materno contra o crescimento da neoplasia (GULLINO et al, 1985; 

IOACHIM & MOROSON, 1986). Estudo realizado por GOMES-MARCONDES (1994) mostrou 

que ratas prenhes portadoras de tumor apresentavam menor massa tumoral quando comparadas às 

sem gravidez. 

A inoculação diária de líquido ascítico, e consequentemente dos fatores contidos no 

mesmo, provocou nas fêmeas do grupo A redução de peso fetal similar a observada no grupo 

MAC, mas sem que esses animais fossem hospedeiros de neoplasia. Portanto, no grupo ascite há 

evidência de que não houve competição nutricional entre o feto e o tumor. Dessa forma, acredita-

se que a redução de peso tenha ocorrido pela elevação da proteólise nas placentas e, também, nos 

fetos desse grupo. Mediadores catabólicos, como PIF e LMF, também, atuariam contribuindo 

para a redução de peso nos fetos do grupo com tumor e, também, como verificado no grupo ascite 

e, portanto, sugere-se ação acentuada desses fatores sobre vários tecidos inclusive sobre a 

unidade feto-placentária.  

Dessa forma, observamos que a influência dos hormônios da gravidez no 

desenvolvimento placentário, e consequentemente fetal, e também a influência das citocinas 

presentes no líquido ascítico alterando o milieu hormonal e de citocinas circulantes da condição 

normal da gravidez, ainda apresenta diversos campos que podem ser pesquisados e 

desenvolvidos. No caso de doenças complexas, como o câncer, que envolvem fatores genéticos, 

hormonais e fisiológicos, a necessidade da análise integrada desses fatores torna-se evidente. 
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Anexo 2. Tabela 5. Composição das dietas semipurificadas baseada na AIN-93G(REEVES et al, 
1993). 1 Doação da Corn Products Brazil. 2 Segundo AIN-93G.3 Doação da Ajinomoto Brasil.  
  Dietas 
 Controle (3kg) Leucina (3kg) 

Ingredientes   
Amido 1 1.193g 1.163g 
Caseína 600g 600g 
Dextrina1 396g 366g 
Açucar 300g 270g 
Fibra de celulose 150g 150g 
Mistura de sais2 105g 105g 
Mistura de vitaminas2 30g  30g 
Cistina3 9g 9g 
Colina 7,5g 7,5g 
Óleo de soja 210g 210g 
Leucina3  - 90g 

Modo de preparo das dietas Em ambas as dietas, os ingredientes foram pesados em balança 
convencional, misturados e por fim passados em máquina, para adquirir o formato ideal da dieta.
 O amido foi cozido com o auxílio de um microondas, e os demais ingredientes foram 
somente pesados e peneirados. 


