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RESUMO

Caquexia € um quadro de catabolismo intenso que ocorre simultaneamente ao
crescimento tumoral, presente em até dois tercos dos individuos com cancer
terminal. Simples mudancas de habitos, como alimentacdo saudavel, ndo fumar e
praticar atividades fisicas regularmente, podem diminuir fatores de risco de
desenvolvimento de doengas. Objetivo deste estudo foi investigar o efeito do
exercicio fisico associado a suplemtacdo com oleo de figado de tubardo sobre a
caquexia e vias de crescimento tumoral. Ratos foram distribuidos em oito grupos:
Sedentario (S), Sedentario suplementado com 6leo de figado de tubardo (SA),
Exercitado (EX), Exercitado suplementado com d6leo de figado de tubardo (EXA),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com oOleo de figado de tubardo (SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA).
Os grupos exercitados realizaram um programa de treinamento, constituido de 6
séries de saltos com 1 minuto de intervalo, sobrecarga de 50% do seu peso corporal
acoplada ao toérax, cinco minutos apdés o término do treinamento de saltos os
mesmos grupos exercitados foram submetidos a 30 minutos de natagdo com uma
carga equivalente a 6% do peso corpoéreo. Foram realizadas 4 sessdes semanais de
treinamento durante 8 semanas. Na sexta semana de treinamento foram inoculadas
1 mL de células do tumor de Walker-256 (3x10’ células) nos grupos SW, SWA, EXW
e EXWA. Os ratos foram ortotanasiados 15 dias apds a inoculagdo do tumor, sendo
coletado sangue, tecidos e células. O grupo SW apresentou hipoglicemia
(68,67+2,12 mg/dL), hiperlaticidemia (1,489+0,061 mmol/L), hipertriacilglicerolemia
(161,4+9,43 mg/dL) e perda de peso (23,01t£1,47g) caracterizando quadro de
caquexia. Os grupos SWA, EXW e EXWA atenuaram a instalagdo da caquexia
quando comparados com o grupo SW. Os tumores dos grupos SWA, EXW e EXWA
tiveram diminuicao da proliferagcao célular, aumento da producéo de hidroperdxidos e
de apoptose. A relagdo da expressao de Bax/Bcl-2 aumentou somente nos grupos
EXW e EXWA. Quando analisado o peso do tumor, proliferagao de células tumorais
e apoptose, observamos um efeito aditivo da associacdo do exercicio fisico com a
suplementagado com 6leo de figado de tubarédo. Tanto a suplementagdo com dleo de
figado de tubardo, como o exercicio fisico e a associagdo das duas intervengdes
diminuem a instalagdo da caquexia e o crescimento tumoral.

Palavras-Chave: Exercicio fisico, cancer, caquexia, 6leo de figado de tubarao.
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ABSTRACT

Cachexia is an intense catabolic state occuring simultaneously with tumor growth
manly in terminal cancer patient. Simple changes in habits such as healthy diet, not
smoking and practicing regular physical activity may reduce risk factors for
development of disease. Purpose of this study was to investigate the effect of
physical activity associated with the supplementation shark liver oil on the cachexia
and pathways tumor growth. Rats were randomized divided into 8 groups: sedentary
(S), sedentary shark liver oil supplemented (SA), Exercised (EX), Exercised shark
liver oil supplemented (EXA), sedentary tumor-bearing (SW), sedentary tumor-
bearing shark liver oil supplemented (SWA), exercised tumor-bearing (EXW) and
exercised tumor-bearing shark liver oil supplemented (EXWA). Training section
consisted of 6 bouts, 30 seconds each with 50% body-weight load attached to the
back followed by 1 minute of resting. Five minutes after the jump training the same
exercise groups were subjected to 30 minute of swimming with a load equivalente to
6% of body weight, during 4 times a week during 8 weeks. A suspension of Walker
256 tumor cells (1mL of 3 x 107 cells/mL) was inject in the rats (tumor bearing) after 6
weeks of training. All individuals were killed 15 days post tumor inoculation and the
blood and tumor tissue were harvested. The group SW showed hypoglycemia
(68,67+2,12 mg/dL), hyperlacticidemia (1,49+0,061Tmmol/L), hypertriacylglycerolemia
(161,4+£9,4 mg/dL) and weight reduction (23,01+1,479) characterizing cachexia state.
The groups SWA, EXW and EXWA decreased the tumor cells proliferation, increased
production of hydroperoxide and apoptosis. The ratio Bax/Bcl-2 increased only the
groups EXW and EXWA. When we analyse the tumor weight, proliferation of tumor
cells and apoptosis, we observed an additive effect of the association of exercise with
supplementation with shark liver oil. The shark liver oil supplementation as exercise
and the combination of the two interventions reduce the installation of cachexia and
tumor growth.

Keywords: Physical exercise, cancer, cachexia, shark liver oil.
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INTRODUCAO

1.1 CANCER E CAQUEXIA

Cancer é uma doenga genética em que o fendtipo maligno resulta de
alteragcdo génicas, transmitida da célula alterada para as células filhas.
Anormalidades tanto nos genes estimuladores de divisdo celular (oncogenes), como
nos protetores ou bloqueadores do ciclo celular (genes supressores tumorais),
podem conferir as células tumorais vantagens de crescimento e desenvolvimento
sobre as células saudaveis (DUNLOP & CAMPBELL, 2000).

Comumente, o paciente com cancer pode sofrer de nauseas, depressao,
diminuicdo da capacidade aerdbica, fadiga, diminuicdo da forgca muscular e
flexibilidade, atrofia muscular e acentuada perda de massa muscular (COURNEYA;
FRIEDENREICH, 1997). Estas podem ser manifestagdes relacionadas a sindrome
da caquexia, que € caracterizada pela instalagdo de um quadro de catabolismo
intenso simultaneamente ao crescimento tumoral, presente em até dois tercos dos
individuos que morrem de cancer (MACDONALD et al., 2003).

Os mecanismos utilizados pelo tumor para induzir a perda de tecido muscular
nao sao totalmente esclarecidos. Evidéncias apontam para liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias e ativacdo de vias proteoliticas, dentro das células musculares que
participam deste processo (TISDALE, 2000). A ativagcdo destes fatores leva a
alteragcbes no metabolismo protéico muscular, acarretando em aumento da
degradacgédo e diminuigdo da sintese protéica, resultando em balango nitrogenado
negativo (AL-MAJID & McCARTHY, 2001a). A caquexia por ser um processo
catabdlico profundo, observa-se que os estoques de proteinas, carboidratos e
lipidios estdo alterados (MACDONALD, 2003). No metabolismo de carboidratos,
ocorre aumento da concentragdo de lactato circulante (acidemia latica), modificagdes
na tolerancia a glicose, gliconeogénese hepatica alterada e elevada atividade do
ciclo de Cori. Um dos fatores relacionados a estes desequilibrios é o alto consumo
de glicose pela via anaerdbica e producao de lactato apresentada pela maioria dos
tumores solidos (ARGILES et al., 1997). Nessa condigdo catabdlica ocorre a
converséao de lactato em glicose no figado por gliconeogénese, processo conhecido
como ciclo de Cori (DUNLOP & CAMPBELL, 2000), o qual normalmente é



responsavel por 20% do turnover da glicose. Em individuos com caquexia sua
atividade esta aumentada em até 50%, sendo responsavel por 60% do lactato
produzido. A conversdo de glicose em lactato nas células tumorais produz duas
moléculas de ATP, enquanto a conversao de lactato em glicose no figado requer
seis moléculas de ATP (TISDALE, 2005), gerando assim um gasto energético de
aproximadamente 300 Kcal/dia para o individuo caquético (EDEN, 1984).

No metabolismo de proteinas, foi observado principalmente, acentuada
protedlise muscular, permitindo o fornecimento de aminoacidos, principalmente
alanina e glutamina para a produgcdo de glicose no figado e nos rins,
respectivamente. Os aminoacidos liberados a partir da musculatura esquelética
também podem ser utilizados pelo tumor como substrato energético (TISDALE,
2001). A degradacéao das proteinas intracelulares pode ser controlada por trés vias:
sistema lissosomal, sistema Ca’™ dependente, e via proteolitica ATP-ubiquitina
dependente. As trés vias podem estar envolvidas na caquexia, mas o sistema ATP-
ubiquitina dependente é a mais importante. O proteossomo nao degrada miofibrilas
intactas, a degradacéo de bandas-Z no musculo com subsequente perda de actina e
miosina do sarcémero é mediada pela enzima Ca'™ dependente calpaina
(HASSELGREN et al., 2001). Os sistemas lissosomal e Ca’ dependentes
contribuem com 15 a 20% do total de proteinas musculares degradadas, enquanto a
via proteossomo ubiquitina é considerada a principal responsavel pela perda
muscular em humanos (WILLIAMS et al., 1999; BIOLO et al., 2000) e modelos
animais com caquexia (LORITE et al.,, 1998). Nesse processo, as proteinas
selecionadas para degradagao sao primeiramente associadas com uma pequena
proteina, a ubiquitina, um sinal para degradacdo no proteossomo 26S, o qual € um
grande complexo de multi-subunidades que requer ATP para seu funcionamento
(FIGURA 1).

Existem pelo menos seis ATPases associadas com o proteossomo 26S que
atuam constantemente, fornecendo energia para degradagdo de proteinas
(TANAKA, 1998). Para que a proteina se ligue ao proteossomo é necessario que ela
seja desdobrada e este processo requer energia. O proteossomo € uma estrutura
tubular, constituida de uma pilha com quatro anéis, incluindo dois anéis-a exteriores
e dois anéis-f3 interiores. A atividade proteolitica € observada nas B-subunidades no

lado interno do proteossomo (ATTAIX et al., 1997). A ubiquitina é ativada e presa a
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proteina por uma série de enzimas: E1, enzima ativadora de ubiquitina; E2, enzima
de conjugacdo de ubiquitina; e E3, proteina ligase de ubiquitina. (FIGURA 1). A
disponibilidade de proteinas para a ubiquitinacao € dependente do equilibrio entre a
taxa de conjugacado e a taxa de desubiquitinagdo (RAJAPUROHITAM et al., 2002).
Somente proteinas selecionadas serdao reconhecidas por E3s e direcionadas a
degradacgao. Apesar disso, duas ubiquitinas ligases no musculo, MURF 1 (muscle
RING finger 1) e MAF bx (muscle atrophy F box), estdo elevadas no musculo
esquelético em condigdes de degradagao protéica aumentada, indicando ser uma

limitagdo para a taxa de conjugacéo da ubiquitina (BODINE et al., 2001).

E2,
_#F 1~Ub+AMP —— y

I \\u

- |
= ;@ E2~Ub+E1
.-". \ E3
Ub '| URF1/MAF bx)
I\ | + proteina

|.I ‘I

Peptideos—- ____\"\ Pr?(Ub)ﬁE%E?:

e Wt ATP
£ o |

-l'\-

Proteossomo 26S

FIGURA 1: Via proteolitica da Ubiquitina Proteossomo. Adaptado TISDALE, 2003.

Abreviaturas: AMP = adenosina monofosfato; ATP = adenosina trifosfato; E1

enzima ativadora de ubiquitina; E2 = enzima de conjugacdo de ubiquitina; E3
proteina ligase de ubiquitina; MAF bx = muscle atrophy F box; MURF 1 = muscle
RING finger 1; Ub = ubiquitina.

Finalmente, as mudancas no metabolismo de lipidios se caracterizam por

hiperlipidemia, depleg¢ao de estoques de triacilglicerol (TISDALE, 2001) e alteragbes
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no complexo carnitina palmitoil-CoA transferase (CPT), responsavel pela utilizagao
de acidos graxos de cadeia longa no figado e outros tecidos (SEELAENDER, 1994).
Cerca de 85% do tecido adiposo pode ser perdido durante o processo de caquexia,
seja pela lipdlise aumentada ou diminuicdo da lipogénese (FEARON, 1992). A
reducdo dos estoques de lipidios e a hiperlipidemia, observadas em pacientes
portadores de tumor, podem ser resultantes do aumento da atividade lipolitica,
liberando glicerol para a gliconeogénese hepatica e acidos graxos para serem
utilizados como substrato alternativo a glicose pelos tecidos periféricos. Estas
mudangas sdo basicamente devidas a queda na atividade da lipase lipoprotéica
(LPL) e aumento na atividade da lipase horménio sensivel (HSL). Ocorre também
inibicdo do transporte de glicose para os tecidos e redugcdo na capacidade de
sintese de novos acidos graxos, devida a menor atividade de enzimas-chave da
liponeogénese, como a acetil-Coa carboxilase (ARGILES et al., 2005). A diminuicdo
da atividade da lipase lipoprotéica (LPL) acarreta em hipertriacilglicerolemia e
compromete a absorgéo de lipideos pelo tecido adiposo e muscular (NOGUCHI et
al., 1996).

1.2 CANCER E ATIVIDADE FiSICA

O interesse pela pratica de atividade fisica como meio primario na prevengao
do céncer e outras doengas vem aumentando gradativamente, em virtude dos
efeitos protetores ocasionados pelo exercicio fisico. Simples mudangas de habitos,
como alimentacdo mais saudavel, ndo fumar e praticar atividades fisicas
regularmente podem diminuir fatores de riscos (FREDENREICH & ORENSTEIN,
2002). O exercicio fisico demonstra ter efeitos positivos em doengas crdnicas,
incluindo, cardiopatias (TAYLOR et al., 2004), hipertensao arterial (PESCATELLO et
al., 2004), obesidade (JAKICIC et al., 2001), diabetes (ALBRIGHT et al., 2000),
doengas neuromusculares (VUORI, 2001) e cancer (STEVINSON, 2004). Entre os
beneficios proporcionados pelo exercicio, foi demonstrado o restabelecimento da
funcdo pulmonar, aumento da forgca muscular, e consequentemente, melhor
mobilidade e autonomia. Pacientes com céncer que participaram de programas de

exercicios fisicos mantiveram melhores niveis da condicao fisica e sofreram menos
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angustia psicologica, fadiga e outros sintomas relacionados ao tratamento durante a
quimioterapia ou radioterapia (SEGAL et al. 2001).

O exercicio € capaz de atenuar a perda de massa muscular induzida pela
sindrome da caquexia e de aumentar a sobrevida de roedores inoculados com tumor
(AL-MAJID & McCARTHY, 2001b). A atividade fisica promove efeitos benéficos para
a sintese protéica e promove a reducado da concentracdo de cortisol (importante
indutor de protedlise), preservando assim os niveis de massa muscular do individuo,
mesmo com a presencga do tumor em constante competicdo com o organismo por
nutrientes (DANERYD et al., 1995). Além de preservar a massa muscular, o
exercicio proporciona, aos pacientes com cancer que utilizam dessa pratica,
aumento no consumo maximo de oxigénio (McVICAR et al., 1989) reducdo na
sensagao de nauseas (WINNINGHAM & McVICAR et al., 1988), diminuicdo no
percentual de gordura corporal e melhora na qualidade de vida (BURNHAM &
WILCOX, 2002). Em modelos animais, os beneficios promovidos pelo exercicio
fisico incluem: inibicdo da tumorigénese (BARRACOS, 1989), diminuicdo da taxa de
crescimento tumoral e do aparecimento de metastases (NUNES, 2005), além do
aumento da sintese protéica muscular (AL-MAJID & McCARTHY, 2001b).

1.2.1 CANCER E EXERCICIO AEROBICO

O exercicio aerdbico tem por caracteristica, alto numero de repeticoes,
executadas por longos periodos, contra uma sobrecarga relativamente baixa (AL-
MAJID & McCARTHY, 2001a), como a caminhada, natagdo ou corrida em esteira.
Atividades com essas caracteristicas tém a capacidade, em individuos sadios, de
aumentar a resisténcia muscular a fadiga, devido as adaptagbes musculares
proporcionadas por este tipo de exercicio. Dentre as adaptag¢des estdo: aumento do
numero de vasos sanguineos musculares; aumento do numero de mitocondrias e
aumento da atividade das enzimas mitocondrias, o que acarreta em melhora da
capacidade oxidativa muscular (HOLLOSZY & COYLE, 1984; SPINA et al., 1996).

As células musculares obtém energia por duas vias metabdlicas. Na primeira
via, carboidratos e gorduras sao oxidadas e produzem agua e gas carbdnico na
mitocondria. A energia produzida é armazenada na forma de adenosina trifosfato

(ATP). Este processo s6 ocorre na presenga de oxigénio, sendo denominado de
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aerdbico. Quando a quantidade de oxigénio se encontra reduzida, as células utilizam
uma segunda via metabdlica, denominada de anaerdbica. Nesta via, a glicose é
metabolizada, gerando ATP e &acido latico. O fornecimento de oxigénio para as
cristas mitocéndriais é fator critico na regulagdo da producdo de energia. A entrada
adequada de oxigénio para as células depende da integridade de todas as ligagdes
em cadeia complexa que regulam a captacdo de oxigénio, transporte e difusao.
Varias mudangas funcionais e anatdbmicas devido ao tratamento contra o céncer
podem afetar o fornecimento de oxigénio para as células. Alteragbes da arvore
brénquica, perfusdo pulmonar, superficie alveolar, fungdes cardiacas e concentracao
de enzimas oxidativas nas células musculares podem ser afetadas pelo
fornecimento reduzido de oxigénio. Tanto o cancer como seu tratamento podem
produzir prejuizo na entrada de oxigénio pela via aerdbica acarretando em
deficiéncia na producéao de energia (DIMEO, 2001).

Por muitos anos a recomendagdo médica para pacientes com cancer era o
repouso, evitando assim esforcos fisicos. Esta orientacdo era prescrita de forma
empirica, porque a doencga e seu tratamento estavam associados com mudancas
funcionais que resultavam em menor desempenho fisico e o exercicio poderia
potencializar sintomas como fadiga, falta de ar e taquicardia. Porém, a inatividade
fisica gera perda de massa muscular e da capacidade cardiorespiratoria. Estudos
realizados nos ultimos anos esclareceram conceitos relacionados ao exercicio fisico,
fadiga em pacientes com cancer. Informagdes advindas desses estudos mostraram
que o exercicio pode diminuir o quadro de fadiga em pacientes com cancer durante
e apos o tratamento. Estes resultados estédo relacionados aos ganhos adaptaveis do
exercicio fisico, como aumento de massa muscular, melhora no sistema
cardiorespiratoria e maior concentragdo de enzimas oxidativas no musculo (BRAITH
et al., 1998).

Estas alteragcdes decorrentes da pratica de exercicios fisicos sdo o oposto
daquilo causado pelo cancer e seu tratamento. Em estudo realizado com bicicleta
estacionaria, pacientes com cancer de mama, submetidos a quimioterapia foram
treinados durante 10 semanas, 30 minutos, trés vezes por semana, obtendo
aumento significativo do desempenho fisico quando comparados com os do grupo
controle. Em outro estudo, pacientes que realizaram transplante de medula éssea

participaram de um programa de exercicios fisicos durante seis semanas, com
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caminhadas diarias, durante 30 minutos. Ao final do programa de treinamento, todos
apresentaram melhor condicionamento fisico e menor concentragcdo de lactato
durante a caminhada a uma velocidade submaxima de 5 Km/h (DIMEO et al., 1996).
Em outro estudo realizado por DIMEO et al. (1997), pacientes portadores de tumores
sélidos submetidos ao tratamento de quimioterapia participaram de um programa de
exercicio aerobico durante o periodo de hospitalizagdo que constituia de 30 minutos
de atividade, em bicicleta estacionaria. O exercicio era realizado durante 1 minuto
com intensidade suficiente para alcancar 50% da frequéncia cardiaca de reserva. O
procedimento foi realizado 15 vezes com intervalo de um minuto a cada um minuto
de exercicio. Entre os varios resultados positivos encontrados nos pacientes que
realizaram o treinamento aerdbico durante o periodo de hospitalizagdo, destacou-se
que a taxa de neutropenia no grupo treinado foi significativamente menor que a do
no grupo controle. Uma das principais complicagbes apds o tratamento
quimioterapico era a neutropénia. Outro ponto observado além da melhora do
sistema imunitario foi a reconstituicdo das células epiteliais intestinais,
proporcionando quadros menos severos de diarréia no grupo treinado, além de

menor utilizagado de analgésicos e menor tempo de hospitalizagao.

1.2.2 CANCER E EXERCICIO CONTRA RESISTIDO

O exercicio contra resistido é caracterizado pela execugcao de multlipas,
porém poucas repeticdes, envolvendo contragdbes musculares estaticas ou
dinamicas, executadas contra alta sobrecarga ou resisténcia (EVANS et al., 1998). O
exercicio de forga tem capacidade de aumentar a massa muscular em individuos
sadios, tanto em humanos (JURIMAE et al., 1996; POWERS & HOWLEY, 2000;
WILMORE & COSTILL, 2001; ROBERGS & ROBERTS, 2002), quanto em modelos
animais (TAMAKI et al., 1992). Esse tipo de exercicio também contribui para menor
perda de tecido muscular que se manifesta em idades mais avancadas
(YARASHESKI et al., 1999; GREIWE et al., 2001), na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (WAGNER & RABKIN, 1998; SATTER et al.,1999), na atrofia muscular por
desuso (LINDERMAN et al., 1994; FERRANDO et al., 1997) e no cancer (AL-MAJID
& McCARTHY, 2001a). O treinamento de forga € um componente importante de

qualquer programa de treinamento para pessoas saudaveis (LUCIA et al., 2003). De
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acordo com American College of Sports Medicine ACSM (2002), 6-7 semanas de
treinamento de forgca sao suficientes para obter resultados mensuraveis de
hipertrofia muscular.

Estudo realizado por AL-MAJID & MCCARTHY (2001) demonstrou que
camundongos com cancer submetidos a oito sessdes de treinamento de forga
tiveram atenuacdo da perda de massa muscular e deplegcdo protéica do musculo
extensor digitorum longus (EDL). Esta atenuagdo foi paralela ao aumento no
conteudo de proteina muscular, sugerindo que o aumento no peso muscular foi
devido ao aumento na massa muscular total e ndo devido ao edema. Em outro
estudo realizado por NUNES (2005), ratos inoculados com tumor de Walker-256
foram submetidos ao protocolo de treinamento de saltos, durante 8 semanas,
apresentaram diminuicdo no crescimento tumoral, preservacdo da massa corporal e
atenuacao de algumas mudangas no quadro metabdlico causada pela sindrome da
caquexia.

Segal et al. (2003) investigaram os efeitos de um programa de 12 semanas de
treinamento forga, avaliando os niveis de fadiga, qualidade de vida e aptiddo
muscular e composi¢ao corporal de 155 homens submetidos ao tratamento contra
cancer de proéstata. Os individuos do grupo exercitado apresentaram menor quadro
de fadiga, melhora na qualidade de vida, maior aptiddo muscular quando

comparados com o grupo controle.

1.3 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Desde 1960, estudos epidemiolégicos sugerem correlagdo entre acidos
graxos e aparecimento de tumores. Ha estimativa que 30% de todos os casos
estejam ligados a dieta, demonstrando que consumo excessivo de gorduras
saturadas e acidos graxos n-6 e baixa ingestdo de acidos graxos n-3, facilitam o
aparecimento de doencgas cardiovasculares e cancer (McENTEE, et al., 2002). Os
habitos alimentares sao fatores ambientais importantes, considerando que os genes
da espécie humana hoje sdo similares aos genes de nossos ancestrais de 40
milhdes de anos atras, enquanto que mudangas alimentares tomaram lugar apenas
nos ultimos 100 anos estimuladas pelas Revolugbdes Agricola e Industrial. Estudo

evolutivo da dieta humana mostra que nossos ancestrais, do periodo Paleolitico,
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consumiam grande quantidade de proteinas, calcio, potassio e agentes
antioxidantes. Com a industrializagdo, houve aumento das calorias obtidas a partir
das gorduras, em particular das saturadas e acidos graxos n-6, associado a
decréscimo na ingestao de n-3, antioxidantes e calcio, em particular nas populag¢des
ocidentais. Este aumento no consumo de n-6 nos ultimos 100 anos (FIGURA 2) foi
devido ao desenvolvimento da tecnologia na extragdo de Oleos vegetais para uso na
culinaria doméstica (SIMOPOULCQOS, 2002).
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FIGURA 2: Perfil do consumo de gordura e acidos graxos da espécie humana ao
longo dos anos. Adaptado de SIMOPOULQOS, 2002.

Acidos graxos poliinsaturados sdo aqueles que apresentam duas ou mais
duplas ligacbes em sua cadeia hidrocarbbnica, sendo que os acidos graxos n-6
possuem a primeira dupla ligacdo no sexto atomo de carbono, contando-se a partir
da extremidade metila da molécula. Os acidos graxos n-3 apresentam a primeira
insaturagao no terceiro atomo de carbono. O acido linoléico (18:2n-6) € um exemplo
de acido graxo n-6 com 18 atomos de carbono e 2 duplas ligagdes, enquanto que o
acido a-linolénico (18:3n-3) pertence a familia dos acidos graxos n-3 e apresenta 18
atomos de carbono e 3 duplas ligagdes. Estes dois acidos graxos ndo podem ser
sintetizadas por mamiferos, incluindo os seres humanos, portanto devem ser obtidas
da dieta, sendo assim, considerados acidos graxos essenciais (DOMMELS et al.,
2002; ROSE & CONNOLY, 1999).
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Existem trés familias importantes de acidos graxos: a n-9, representada pelo
acido oléico; a n-6, derivada do acido linoléico (LA); e a n-3, derivada do acido a-
linolénico (ALA) (FIGURA 3).
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Acido e-lincleico (18:3, n-3)

FIGURA 3: Representacdo esquematica das diferentes familias de acidos graxos.
Adaptado de ROSE & CONNOLLY, 1999.

Através dos processos de alongamento e desnaturagéo, presente no reticulo
endoplasmatico liso, acidos graxos como linoléico (18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3),
adquirem novas duplas ligagdes e sofrem alongamento de cadeia, dando origem a
varios outros acidos graxos de cadeia longa, entre eles os acido araquiddnico (AA
20:4n-6) eicosapentaendico (EPA 20:5n-3) e docosahexaendico (DHA 22:6n-3)
(DOMMELS et al, 2002). (FIGURA 4) O acido araquidbnico (n-6) e o acido
eicosapentaendico (n-3) dao origem a eicosandides através das enzimas
cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX). Eicosandides sdo moléculas compostas
por 20 atomos de carbonos que desempenham fungdes especificas nas células,
entre as quais, potentes sinalizadores que agem como mensageiros de curta
duracao e distancia, afetando os tecidos circunvizinhos. Os eicosandides sdo as
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas. A enzima cicloxigenase catalisa a
conversao do acido araquidénico e do EPA em prostandides (WILLIAMS & DUBOIS,
1999). Existem duas importantes isoformas de COX: a COX-1, que é expressa
constitutivamente em muitos tecidos; e a COX-2, associada a respostas
inflamatdérias e induzidas por varios tipos de estimulos incluindo citocinas,

promotores tumorais e fatores de crescimento (CAO et al., 1996)
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FIGURA 4: Metabolismo de acidos graxos n-3 e n-6. Adaptado de CALDER (1998).
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1.3.1 OLEO DE FiGADO DE TUBARAO

O dleo de figado de tubardo é constituido de 30 a 50% por alquilglicerdis,
gorduras formadas por uma cadeia hidrocarbénica, saturada ou insaturada, unida
por ligagdo do tipo éster a uma das hidroxilas do glicerol (FIGURA 5) (BROHULT et
al. , 1977). Esteres lipidicos s&o substancias quimicas com pronunciada atividade
biolégica. Os alquilglicerdis também estdo presentes na medula 6ssea humana, no

leite materno e no leite de vaca.

CH,-OH
|
CH-OH + Radical = CH,-OH
| |
CH,-OH CH-OH
|
Glicerol CH,-OH-RADICAL

Alcool Quimil — R=(CH,);15-CHs
Alcool Batii  —— R=(CHy)17-CHs
Alcool selaquil —» R=CH,)s-CH=CH(CH,)7-CH3

FIGURA 5: Estrutura quimica das moléculas de alquilglicerol mais comuns.

A presenga de grupo metoxi (-OCHs), no inicio da cadeia alifatica em
substituicdo ao hidrogénio (FIGURA 6), confere estimulagdo da resposta imunolégica
e imunomodulagao, atividade antifungica e, em culturas de células, demonstraram
ter efeitos citotdxicos sobre células tumorais e redugcao de metastases (BROHULT,
et al.,, 1986). Em fontes naturais, os alquilglicerdis sdo encontrados sob a forma
esterificada, ou seja, ligada a acidos graxos principalmente poliinsaturados unidos
por ligagbes éster as duas hidroxilas livres do glicerol sendo assim denominados de

alquildiacilgliceréis (BROHULT, 1962). Estudos realizados com o alquilglicerol 1-O-
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(2-metodxi) hexadecilglicerol revelaram sua capacidade, em pequenas concentragoes
(uM), em inibir a proliferacao de células tumorais humanas de préstata (REYNOLDS
et al, 2000).

OCH,

CH, - OCH; — CH — (CHy)13 — CH3

HO- C-H

CH,OH

FIGURA 6: Estrutura quimica do 1-O-(2-metdxi)-hexadecilglicerol, um alquilglicerol

metoxi substituido encontrado no dleo de figado de tubarao.

Estudos que buscaram verificar os efeitos do alquilglicerol sobre a redugéo da
proliferacdo celular em diferentes linhas de canceres humanos, demonstraram
reducao significativa na colénia de células tumorais da prostata, aumento da
apoptose tanto na prostata quanto ovario, e predominante necrose em carcinomas
mamarios (KROTKIEWSKI et al., 2003). Seus efeitos também estdo relacionados a
prevencao de leucopenia e trombocitopenia, e a sua administracdo em pacientes
com cancer de colo uterino resultou em taxas de sobrevivéncia mais altas
comparando-se apenas a administracdo da terapia radioativa. Em experimentos
realizados com suplemento oral com capsulas (0,1g de alquilglicerol), de duas as
trés vezes ao dia, totalizando 0,6g ao dia antes da terapia radioativa, percebeu-se
regressao do crescimento tumoral. Além disso, os efeitos colaterais decorrentes da
terapia por radiagdo foram reduzidos pela administracdo de alquilglicerdis, bem

como os efeitos colaterais mais complexos decorrentes dos danos provocados pela
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radiacdo combinados ao crescimento tumoral foram reduzidos em cerca de um tergo
(BROHULT, et al., 1986).

Esqualeno, precursor esterdide do colesterol, e esqualamina (FIGURA 7),
esteréide aminado (PIETRAS et al., 2005), sdo outras moléculas de interesse
bioldégico encontradas no 6leo de figado de tubardo. A esqualamina, em particular,
apresenta baixo peso molecular e dentre seus efeitos, destaca-se seu carater como
inibidor de angiogénese (TEICHER et al., 1998; SILLS JR et al., 1998; SCHILLER et
al., 1999; MARWICK , 2001; WILLIAMS et al, 2001).

FIGURA 7: Estrutura quimica da molécula de esqualamina.

1.6 MORTE CELULAR

O crescimento tumoral esta relacionado a um balanco resultante do somatdério
entre proliferacdo e morte celular. O mecanismo controlado de morte celular é
chamado de apoptose, que é fundamental para a eliminacédo de células danificadas.
Estudos demonstram a relevancia da morte celular programada na homeostase
tecidual, na organogénese e na patogenia dos tumores (STORY & KODYM, 1998;
VILLUNGER & STRASSER, 1998). A relacdo entre ciclo celular e apoptose é
reconhecida pelos genes que codificam as proteinas c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA,

PKC, Bcl-2, NF-kB, CDK, ciclinas e CKI. As proteinas da familia Bcl-2 apresentam
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uma importante fungdo anti-apoptética, que ¢é regulada por multi-sitios de
fosforilagao envolvendo interagcdes entre varias proteinas da familia (YAMAMOTO et
al., 1999). Concentragdes elevadas de proteinas dessa familia de genes bloqueiam
a apoptose (Bcl-2 e Bcl-x) e outras a promovem (Bax, Bad e Bak). Os genes anti-
apoptoticos da familia Bcl-2 sdo promotores da sobrevivéncia celular por inibirem a
ocorréncia da apoptose (VERMEULEN et al., 2003). A proteina Bcl-2 esta localizada
na membrana mitocondrial externa de diferentes tipos celulares, como epitélios
capazes de proliferagdo e morfogénese. Dentre suas atuagdes estd o bloqueio da
liberagdo de citocromo-c pela mitocdndria apds estimulo apoptogénico, impedindo,
portanto, a ativagado de caspases (YAMAMOTO et al.,1999). A proteina Bax pode
produzir heterodimeros com a Bcl-2 (Bax/Bcl-2) ou homodimeros (Bax/Bax), desta
forma, Bcl-2 suprime a morte celular quando heterodimerizada com Bax; por outro
lado, o homodimero Bax/Bax promove apoptose. O mecanismo de controle da
apoptose pelos genes da familia Bcl-2 envolve a formagao de poros na membrana
mitocondrial, permitindo a interagdo de varias proteinas envolvidas na regulagao da
morte celular (VERMEULEN et al., 2003).

Diversas vias de sinalizacdo celular para apoptose sao o resultado de uma
cascata de complexos eventos bioldgicos. Entre esses eventos podemos observar
as caspases que compreendem uma familia de proteases que contém cisteina no
sitio ativo e clivam substratos em residuos de aspartato (NICHOLSON &
THORNBERRY 1997). Caspases sao sintetizadas em células saudaveis como pro-
enzimas inativas, que podem ser ativadas rapidamente por clivagem
(THORNBERRY & LAZEBNIK 1998). Atualmente sdo conhecidos 14 membros da
familia das caspases e sete deles séo identificados como mediadores de apoptose.
Durante o processo de apoptose as capases sao divididas em caspases de iniciagao
(8 e 10) e de execucéo (3, 6 e 7). As caspases 3, 6 e 7 sado ativadas pelas caspases
8 e 10 e pela presenga do citocromo c; este é liberado pela mitocdndria que interage
com adenosina trifosfato (ATP), fator ativador de apoptose 1 (apaf-1) e pro-caspase
9 que sao ativadas pela formacéo do apoptossomo levando a apoptose (HUERTA
et. al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A sindrome da caquexia e o crescimento tumoral sdo os maiores contribuintes
para a morbilidade e mortalidade dos pacientes com malignancia avancgada. Cerca
de dois tergos dos pacientes terminais de cancer apresentam essa sindrome, que se
caracteriza pela perda severa de peso (tecido adiposo e massa muscular), fadiga,
anorexia, saciedade precoce, sarcopenia, anemia e edema. Essas caracteristicas
sao acompanhadas por mudangas no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios (TISDALE, 2001). Desta forma, intervengdes para preservar a massa
muscular tém importantes implicacdes clinicas e valor funcional em termos de
melhorar o progndstico e a qualidade de vida dos pacientes com cancer (HESPEL et
al., 2001; AL-MAJID & MCCARTHY, 2001). Entre as varias interven¢des o suporte
dietético e o exercicio fisico tém sido cogitados e demonstram ter efeitos anti-

tumorais e anti-caquéticos.
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3. OBJETIVOS

Estudos demonstram que o exercicio fisico tem a capacidade de promover
efeitos benéficos no cancer e que o dleo de figado de tubardo tem a habilidade de
reduzir a proliferagao de células tumorais. Uma vez que o exercicio fisico e o dleo de
figado de tubardao atuam sobre o desenvolvimento tumoral, o objetivo deste estudo
foi investigar o efeito do exercicio fisico associado a suplementagdo com oleo de
figado de tubardo sobre parametros bioquimicos de caquexia e vias de crescimento

tumoral.

Para alcancgar estes objetivos, os seguintes paradmetros foram analisados:

e Massa do tumor e massa corpdrea dos animais;

e Proliferagdo das células tumorais ex vivo pela incorporacdo de [2-'*C]-
timidina em DNA;

¢ Glicemia, lactatemia e triacillicerolemia plasmaticas;

e Apoptose por citometria de fluxo;

e Lipoperoxidacao de células tumorais;

e Expressdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo de morte celular Bax e
Bcl-2.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL E PROCEDIMENTOS

4.1.1 ANIMAIS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar (70 dias), obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Metabolismo Celular do Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da UFPR. Todo o procedimento experimental foi aprovado pelo comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas, numero 293.

4.1.2 MODELO EXPERIMENTAL

Os animais foram permaneceram em ciclo invertido claro/escuro (12/12
horas), com temperatura controlada de 23 + 1°C, com livre acesso a agua e comida,
sendo divididos aleatoriamente em 8 grupos: Sedentario (S), Sedentario
suplementado com o6leo de figado de tubarédo (SA), Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubarao
(SWA), Exercitado (EX), Exercitado suplementado com éleo de figado de tubarao
(EXA), Exercitado com tumor (EXW), Exercitado com tumor e suplementado com
oleo de figado de tubardo (EXWA). Na sexta semana de treinamento 1 mL de
suspensao contendo 3 x 107 células do tumor de Walker-256 foi inoculada no flanco
direito dos animais, identificados pela letra W como portadores do tumor. Apos 15
dias da inoculagao, coincidindo com a oitava semana de treinamento, os animais

foram ortonasiados.

4.1.3 SUPLEMENTACAO COM OLEO DE FiIGADO DE TUBARAO

Os grupos suplementados com 6leo de figado de tubardo, identificados pela

letra A, receberam 1g/kg p.c de dleo de figado de tubardo, obtido de uma
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preparagao de lipideos obtidos do figado de tubarao (capsulas de 250g de Ecomer

IMUNI SHARK®), por gavagem durante 8 semanas.

4.1.4 MASSA CORPOREA E DO TUMOR

O peso dos animais foi monitorado duas vezes por semana no periodo da
manha, sempre antes do treinamento, utilizando-se balanga Urano. Apos a

ortotanasia, o tumor foi retirado e pesado em balanga digital (Denver XL-4-1).

4.1.5 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Apés um periodo de adaptagdo ao meio aquatico (30 minutos de natagao por
dia durante 2 dias sem utilizacdo de carga), os animais dos grupos exercitados,
identificados por EX, realizaram um programa de treinamento fisico, constituido de 6
séries de saltos e 30 minutos de natagdo em tanque com agua, temperatura
constante de 32 + 2°C. O treinamento de saltos foi constituido de 6 séries de saltos
com 1 minuto de intervalo e sobrecarga de 50% do seu peso corporal (atualizada
semanalmente), acoplada ao térax. Cinco minutos apoés o término do treinamento de
saltos os mesmos grupos exercitados foram submetidos ao protocolo de treinamento
de natagdo, o qual é constituido de 30 minutos de natagcdo com uma carga
equivalente a 6% do peso corporeo do animal (atualizada semanalmente), presa ao
térax. Foram realizadas 4 sessdes semanais de treinamento, com descanso nas
quartas-feiras e fins de semana, durante o periodo de 8 semanas. Apds a inoculagao
das células tumorais, na sexta semana de treinamento ndo houve aumento da carga
e o treinamento continuo por mais duas semanas, coincidindo com o décimo quinto

dia de inoculacao do tumor.

4.1.6 ORTOTANASIA DOS ANIMAIS

Apds a oitava semana de treinamento coincidindo com o décimo quinto dia de
inoculacdo do tumor, foi realizada a ortotanasia dos animais com o auxilio de
guilhotina. Este método foi utilizado para facilitar a retirada do volume necessario de

sangue para as analises séricas.
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4.2 METODOLOGIA PARA ENSAIOS DO TUMOR DE WALKER-256

4.2.1 OBTENCAO E TRANSPLANTE DAS CELULAS DE TUMOR DE WALKER-
256

Uma suspensao de 2 x 10’ células de tumor de Walker-256, 1 mL, foi injetado
intraperitonialmente em um rato macho da linhagem Wistar. Apés um periodo de
aproximadamente 5 dias, quando constatada ascite, o animal foi sacrificado por
deslocamento cervical e 10mL de solugédo salina 0,9% foram injetados em sua
cavidade abdominal. Seu abdémen foi massageado e, por meio de laparotomia
mediana foi retirado da cavidade abdominal o fluido contendo as células tumorais,
com auxilio de pipeta, tipo Pasteur, de plastico. As células tumorais obtidas foram
contadas em camara de Neubauer, apds serem coradas com azul de trypan, 10g/L
em solugao salina 0,9% (NaCl 154mM).

4.3 ANALISES PLASMATICAS

4.3.1 MENSURACAO DA GLICEMIA

A glicose foi quantificada por método colorimétrico, utilizando-se sistema
comercial Glicose E enzimatica da Labtest. Os ensaios foram realizados segundo as

instrugdes do fabricante.

4.3.2 MENSURACAO DO LACTATO

Foi mensurado pelo método enzimatico, segundo ENGLE & JONES (1978).
Inicialmente foi feito a desproteinizacdo do soro, pela adicdo de 50 yL de acido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura foi agitada em vértex,
centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. Em
seguida, foi coletado 200 uL do sobrenadante e adicionou-se 4 pL de indicador
universal para permitir a visualizacdo da neutralizacdo do soro, pela adigdo de
KOH/TRIS (0,5 M/2 M), sinalizada pela coloragdo verde, indicando pH 7,0. Deste

volume neutralizado pipetou-se 100 pL em tubos de ensaio contendo 1 mL do
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tampao do ensaio (descrito abaixo) e, apés 45 minutos, foi feita leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 340 nm (Pharmacia 4300 Pro).

O principio dessa mensuracdo consiste na conversao do lactato a piruvato
pela agdo da lactato desidrogenase (LDh), ocorrendo consumo de NAD® com
formacdo estequiométrica de NADH, o qual pode ser monitorado
espectrofotometricamente, fornecendo as concentracbes de lactato existente na

amostra. Segundo a reagéo:

Lactato + NAD* 2", Piruvato + NADH
A partir da medida da absorbancia calculou-se a concentracdo do lactato

sérico em ymol/mL, pela férmula:

[Lactato] = Abs x V1 x V2 x V4
6,22 V V3 V5
[Lactato] = concentrac&o de lactato produzida
Abs = Absorbancia
6,22 = constante
V = volume da amostra
V1 = volume da amostra + tamp&o de ensaio
V2 = volume do soro com proteinas + TCA
V3 = volume do soro com proteinas
V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagao

V5 = volume do soro desproteinizado

Tampéo de Ensaio

(para 100 mL de H,O destilada)
EDTA 0,28¢
Glicina 284¢g
Hidrato de Hidrazina 1,5mL
LDh 0,4 mL
NAD" 60 mg
pH 8,85
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4.4 PROLIFERACAO CELULAR

Uma vez isoladas as células do tumor de Walker-256, estas foram cultivadas
em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e
antibiéticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L) contendo inicialmente 1 x
10° células por poco, em placas de 96 pocos (volume 200 pL), a 37°C em atmosfera
com 5% CO,. Este método foi descrito por HUANG et al, 2000. Concomitantemente
ao plaqueamento das células tumorais, foi adicionado 20 pL de uma solugao
contendo (2-'*C)-timidina (0,02 uCi/pogo). As células foram cultivadas por 24 horas.
A timidina é analoga da base purica timina que incorpora-se aos novos DNAs
formados durante a proliferacdo. Apos este periodo, as células foram coletadas
automaticamente em coletor multiplo (Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK)
em papéis filtro n° 11731 (Skatron Combi — UK). Neste processo nao ha
necessidade de processos extrativos preparatérios para obtencdo de DNA celular.
Os discos de papéis contendo a radioatividade incorporada no DNA foram
transferidos para tubos contendo 1 mL de liquido de cintilacdo e levados para

contagem da radioatividade em contador Beckman LS 6000.

4.5 APOPTOSE EM CELULAS TUMORAIS

Este processo foi realizado conforme descrito por AMARANTES-MENDES
(1997), onde células tumorais (5 x 10° células/poco) foram ressuspensas em tampao
contendo anexina V marcada com o fluorocromo fluoresceina (FITC) e mantidas
protegidas da luz, em geladeira, por 24 horas. A anexina V € marcador de apoptose,
pois se liga ao fosfolipidio fosfatidilserina, externalizado da membrana interna para a
membrana externa plasmatica, durante o inicio do processo de apoptose. A
fluorescéncia celular foi avaliada por citometria de fluxo (FACS - fluorescence
activated cell sorter), pela fluorescéncia da anexina V por célula (absorbancia de 488
nm e emissao acima de 530 nm — canal FL1). Os dados foram expressos em

porcentagem de fluorescéncia.
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4.6 PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidagao lipidica foi mensurada pelo método descrito por NOUROOZ-
ZADEH et al. (1994). Este método quantifica a formagdo de hidroperdxido por
miligrama de proteina durante a peroxidagao lipidica. Baseia-se no principio de que
hidroperdxidos oxidam ferro a ion férrico e, por sua vez, este ion liga-se ao corante
xilenol laranja.

Duzentos gramas de amostra de tumor de Walker 256 foram homogeneizados
em 1mL de metanol e centrifugados a 5.000g por 5 minutos a 4°C. Para cada
amostra, aliquotas de 90 yL do sobrenadante foram postas em 6 tubos de centrifuga
(1,5 mL de capacidade). Trés destes tubos foram adicionados 10 pyL de solugao
metandlica de TPP (trifenilfosfina) a 10 mM, para haver a reducdo seletiva de
hidroperéxidos. As amostras contidas nos trés tubos restantes receberam apenas 10
ML de metanol. Todos os tubos foram agitados e entdo incubados em temperatura
ambiente por 30 minutos. Terminada esta incubagé&o, adicionou-se a cada tubo 900
ML do reagente FOX2 (xilenol laranja a 100 uM, hidroxitolueno butilado a 400 mM,
acido sulfurico a 25 mM e sulfato ferroso de aménia em metanol 90%). Apos
agitacdo, o meio reacional foi incubado em temperatura ambiente por mais 30
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro na absorbancia de 560 nm.

Para a determinacdo da concentragdo de hidroperoxidos nas amostras,
subtraiu-se o valor da absorbéncia das amostras tratadas com TPP do valor da
absorbancia das amostras sem TPP. O valor obtido foi, entdo, interpolado na curva
padrdo de peroxido de hidrogénio, a qual foi obtida com solugdes padrdo de
peréxido de hidrogénio, de diferentes concentragcbes (100.0, 50.0, 25.0, 12.5, 6.2,
3.1 e 1.6 uyM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para a
dosagem de hidroperédxidos (com excecdo ao tratamento com TPP). Dividiu-se o
valor da concentragdo de hidroperoxidos (nmol/mL) pela concentragédo de proteinas
(mg/mL), obtendo-se assim o valor de hidroperoxidos por quantidade de proteinas

no sobrenadante do extrato (nmol de hidroperdxidos/mg de proteinas).
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4.7 DETERMINACAO DA QUANTIFICACAO PROTEICA PARA PEROXIDACAO
LIPIDICA

Amostras de 200 mg de tumor foram homogeinizadas em metanol na
proporcdo de 1:5 com auxilio de homogeinizador de tecidos, centrifugadas por 5
minutos a 5.000g e o sobrenadante coletado para quantificagao protéica.

A quantificacédo de proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976), que
utiliza o corante Coomassie Blue G 250 que se liga a proteina resultando em
coloragao azul, calculada com base em curva padrao de proteina conhecida. Foram
plagueados 250 yL de solucédo de Bradford e 10 uL de cada um dos padrdes ou das
amostras (4 réplicas) em placas de 96 pocos, sendo a leitura realizado no leitor de

microplacas (Bio-Rad Microplate Reader — Benchmark) a 595 nm.

4.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO
DE SODIO — (SDS-PAGE)

O método "SDS-PAGE" descrito por Laemmli em 1970 foi desenvolvido para
que esta migracao dependa unicamente do tamanho da proteina. O SDS (dodecil
sulfato de sédio) é um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a
regides hidrofébicas das proteinas. O complexo formado SDS-proteina distribui
carga negativa semelhante entre todas as proteinas, que migrardo ao polo positivo
do campo elétrico.

O gel de empilhamento foi preparado a 4%, permitindo que todas as proteinas
migrem com a mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando ao gel de
separagao, as proteinas comegam a migrar de acordo com seus tamanhos. A
concentragao de poliacrilamida do gel de separacgao foi de 15%.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em
"SDS-PAGE" por cerca de 2 horas (200 V, 400 mA). Esta separagéo das proteinas é
importante para a posterior identificacdo das proteinas pelo uso de anticorpos
(“Western Blotting”).
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4.8.1 “WESTERN BLOTTING”

O meétodo de "Western blotting" surgiu em 1979, descrito por Towbin. Apos a
separacgao das proteinas em SDS-PAGE, elas foram o transferidas para membrana
de nitrocelulose. Esta membrana foi submetida a incubacdo com tampao de
bloqueio, contendo leite em pd desnatado, para bloqueio de ligagao inespecifica,
durante duas horas. Apos este periodo, a membrana foi incubada em tampao de
contendo o anticorpo primario contra a proteina-alvo (Bax ou Bcl-2). Para
visualizacdo da interacdo proteina-anticorpo foi, entdo, utilizado anticorpo
secundario contra o anticorpo primario, sendo aquele complexado com enzima HRP
(“horseradish peroxidase”). Pela adigdo de substrato quimioluminescente, pode-se
observar em filme Kodak para radiografia as bandas correspondentes as proteinas
Bax e Bcl2. Essas bandas foram analisadas por densitometria através do programa

“ImageJ”.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + e.p.m. e submetidos a analise de

multivaridncia com pos-teste de Bonferroni com significancia para p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 PARAMETROS DE CAQUEXIA

5.1.1 Glicemia

O desenvolvimento tumoral induziu hipoglicemia (mg/dL) nos grupos
portadores de tumor. A glicemia do grupo sedentario portador de tumor (SW) foi
significativamente menor (p<0,05) quando comparada a do grupo Sedentario (S). O
grupo exercitado (EXW) e o grupo exercitado suplementado com éleo de figado de
tubarao (EXWA).
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FIGURA 8: Glicemia (mg/dL) dos ratos dos grupos Sedentario (S), Sedentério
suplementado com o6leo de figado de tubardo (SA), Exercitado (EX), Exercitado
suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXA), Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo
(SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor
suplementado com dleo de figado de tubardao (EXWA). O dados estao apresentados
como média + EPM de 14 animais para os grupos S, SW e EXWA, 15 animais para
o grupo SA, 12 animais para os grupos EX, EXA e EXW e 15 animais para o grupo
SWA.

p<0,05 quando comparado ao grupo S; ’p<0,05 quando comparado ao grupo SA;
°p<0,05 quando comparado ao grupo SW; 9p<0,05 quando comparado ao grupo
SWA.

S SA EX EXA SW SWA EXW EXWA

Glicemia 90.94 90.05 88.74+ 89.71 6867+ 76.73+ 8227+ 8542+
(mg/dL) +4.30 +2.72 4.48 +3.33 212 2.82 2.64 2.92
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5.1.2 Lactatemia

Nao houve alteragdo da concentracdo de lactato plasmatico nos animais sem
tumor suplementados ou exercitados (p>0,05). A presengca do tumor elevou a
lactatemia (mmol/L) dos grupos SW e SWA quando comparada a do grupo S e SA,
respectivamente. A suplementagdo com 6leo de figado de tubardo no grupo
sedentario (SWA), bem como o exercitado (EXW), diminuiram a lactatemia quando
comparados ao grupo SW. O exercicio fisico associado a suplementagdo com 6leo
de figado de tubardo (EXWA) reduziu ainda mais quando comparado ao grupo SWA

(p<0,05) mas nao quando comparado ao grupo EXW (p>0,05).
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FIGURA 9: Lactatemia (mmol/L) dos grupos Sedentario (S), Sedentario
suplementado com oleo de figado de tubardo (SA), Exercitado (EX), Exercitado
suplementado com dleo de figado de tubardo (EXA) Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo
(SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor
suplementado com éleo de figado de tubarao (EXWA). O dados estao apresentados
como média + EPM de 10 animias para os grupos S, SA, SW, SWA e EXWA, 11
animais para o grupo EX e 8 animais paramos grupos EXA e EXW.

4p<0,05 quando comparado ao grupo S; ®n<0,05 quando comparado ao grupo SA;
°p<0,05 quando comparado ao grupo SW; 9p<0,05 quando comparado ao grupo
SWA.

S SA EX EXA SW SWA EXW EXWA

Lactatemia 125+ 119+ 120+ 123+ 150+ 141+ 130+ 1.25%
(mmol/L)  0.045 0.039 0.039 0.029  0.061 0.055 0.036 0.057
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5.1.3 Triacilglicerolemia

Com excegao do grupo SW que apresentou triacilglicerolemia na faixa de 161
mg/dL todos os demais grupos apresentaram triacilglicerolemia em torno de 130
mg/dL. A triacilglicerolemia do grupo SW foi significativamente maior (p<0,05)

quando comparada a dos demais grupos.
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FIGURA 10: Triacilglicerolemia (mg/dL) dos grupos Sedentario (S), Sedentario
suplementado com o6leo de figado de tubardo (SA), Exercitado (EX), Exercitado
suplementado com dleo de figado de tubardo (EXA) Sedentéario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubarao
(SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor
suplementado com éleo de figado de tubardo (EXWA). O dados estdo apresentados
como média £ EPM de 13 animais para os grupos S, SA e SW, 12 animais para os
grupos EX e EXA, 16 animais para o grupo SWA, 11 animias para o grupo EXW e
14 animais para o grupo EXWA.

4p<0,05 vs. todos os grupos.

S SA EX EXA SW SWA EXW  EXWA
T”a?"g'." 1241+ 120.8 1271+ 1315 1614+ 1366+ 1304+ 136.1+
cerolemia 44093 178 770 +7.01 943 11.78 13.24  13.02
(mmol/L)
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5.2 PARAMETROS RELATIVOS AO TUMOR DE WALKER 256

5.2.1 Peso dos tumores

Quinze dias apds a inoculagdo do tumor, a massa tumoral teve maior
desenvolvimento no grupo sedentario portador de tumor (SW 23,01 + 1,47 g), sendo
significativamente maior (p<0,05) comparada a dos demais grupos SWA e EXW. A
suplementagcdo com o6leo de figado de tubardo (SWA) diminuiu o crescimento
tumoral, assim como o exercicio fisico (EXW). A associagédo do exercicio fisico com
a suplementagao com dleo de figado de tubardo (EXWA) teve efeito aditivo na

reducao do crescimento (p<0,05 vs SWA e EXW).
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FIGURA 11: Peso do tumor (g) apos 15 dias a inoculagdo do tumor dos grupos
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com 6leo de figado de tubardo (SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA).
Os dados estédo apresentados como média + EPM de 11 animais dos grupos SW e
EXW) 16 do grupo SWA e 15 do grupo EXWA.

4p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

®r<0,05 quando comparado ao grupo SWA e EXW.
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5.2.2 Peso corpdreo antes e apos implantacdo do tumor

A maior perda de peso foi no grupo sedentario portador de tumor (SW),

aproximadamente 11 g em 15 dias apds a inoculagédo do tumor. Todos os grupos

perderam peso, mas em menor intensidade quando comparados com o grupo SW

(p<0,05).

TABELA 1: Peso dos individuos antes e 15 dias apos a inoculagcdo do tumor, peso

dos tumores ao final de 15 dias e variagao de peso no mesmo periodo.

Peso (g) no dia
dainoculagéo

Peso (g) 15 dias
ap0s ainoculacdo

Ganho de peso

@

Peso (g) do
tumor 15 dias

Ganho de peso (9)
real 15 dias apo6s

do tumor do tumor bruto 15 dias apos inoculagao Inoculagéo do
apo6s ainoculacdo tumor
S 3519+ 364,3 + 12,37 +
6,81 7,22 2,00 B 12,37 £ 2,00
SA 337,2 £ 349,8 + 12,60 +
8,23 8,58 2,10 B 12,60 £ 2,10
EX 328,2 + 3334 + 520 £
6,10 6,41 1,13 B 520+1,13
337,3 £ 342,3 £ 5,00 £
EXA 7,80 8,10 1,23 - 5,00 £ 1,23
352,5 + 366,1 + 11,59 23,01 %
SwW 9,02 10,38 1,80 1,47 -11,42 + 2,178
SWA 360,6 + 375,0 14,48 + 18,74 £
7,04 7,45 1,54 1,27 -4,26 £ 2,41bc
EXW 328,8 + 341,3 £ 12,58 + 17,04 +
5,70 6,37 1,22 1,03 -4,46 £ 1,85°
319,8 £ 329,8 + 9,94 + 14,35 +
EXWA 735 7,40 1,60 1,12 _4,41 + 2,00

4p<0,05 quando comparado ao grupo S.

®r<0,05 quando comparado ao grupo SA.

°p<0,05 quando comparado ao grupo SW.
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5.2.3 Proliferagéo de células tumorais “ex vivo”

Na figura 12 estdo representados os dados de proliferagdo de células
tumorais cultivadas “ex vivo” durante 24 horas em contagem por minuto (cpm). No
grupo sedentario com tumor (SW), a proliferagao celular foi de aproximadamente
1124 cpm. A suplementagdo com o6leo de figado de tubardo (SWA) reduziu
significativamente a proliferagdo (p<0,05) a qual foi de 840 cpm. O exercicio fisico
(EXW) induziu efeitos similares a do SWA e a proliferagéo foi de 784 cpm (p<0,05 vs
SW). A associagdo da suplementagcdo comodleo de figado de tubardo e exercicio
fisico reduziu ainda mais a proliferagcao celular, a qual foi significativamente diferente
quando comparada a dos grupos SW, SWA e EXW (p,0,05).
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FIGURA 12: Proliferacdo de célula tumoral “ex vivo” em contagem por minuto (cpm)
das células do tumor de Walker —256, apds 24 horas de cultivo presenca de
[(2-14C)-'*C] - Timidina em DNA, obtidas dos animais dos grupos Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado com 6leo de
figado de tubardo (SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado
portador de tumor suplementado com dleo de figado de tubardo (EXWA).

4p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

®r<0,05 quando comparado ao grupo SWA e EXW.
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5.2.4 Lipoperoxidacao

O exercicio fisico (EXW), a suplementacdo como 6leo de figado de tubaréo
(SWA), assim como a associagao das duas intervengdes (EXWA) foram capazes de
induzir a produgdo de aproximadamente 34% mais hidroperéxidos (nmol/mg

proteina) quando comparados ao grupo sedentario portador de tumor (SW) (p<0,05).
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FIGURA 13: Lipoperoxidagao (nmol/mg proteina no tumor) dos animais dos grupos
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com O6leo de figado de tubardo (SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardao (EXWA).
Os dados estao apresentados como média + EPM de 11 animais dos grupos SW e

EXW 16 do grupo SWA e 15 do grupo EXWA.
4p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.2.5 “Western blotting” de proteinas do tumor de Walker 256
5.2.5.1 Razéo Bax/Bcl-2

A expressdao de Bax nos grupos exercitado portador de tumor (EXW) e
exercitado portador de tumor suplementado com o6leo de figado de tubarao (EXWA),

foi maior (p<0,05) quando comparada a dos grupos SW e SWA, respectivamente
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(FIGURA 14 A). Bcl-2 teve sua expressao diminuida (p<0,05) nos grupos SWA,
EXW e EXWA (p<0,05) (FIGURA 14 B). A razdo da expressao das proteinas
Bax/Bcl-2 aumentou (p<0.05) somente nos grupos exercitado (EXW) e exercitado e
suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA) (FIGURA 14C).
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FIGURA 14: Expressao de Bax (A), Bcl-2 (B) em tecido tumoral e razao Bax/Bcl-2
(C) (unidades arbitrarias) dos animais dos grupos Sedentario portador de tumor
(SW), Sedentario portador de tumor suplementado com dleo de figado de tubaréo
(SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor
suplementado com o6leo de figado de tubardo (EXWA). Os dados estédo
apresentados como média £ EPM de unidades arbitrarias.

4p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

®r<0,05 quando comparado ao grupo SWA e EXW.
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5.2.6 Apoptose das células do tumor de Walker 256

A apoptose (%) das células tumorais marcadas com anexina-V foi de
aproximadamente 7% no grupo SW. Tanto o exercicio fisico (EXW) quanto a
suplementagao com dleo de figado de tubardo (SWA) aumentaram o numero de
células tumorais em apoptose (17% e 13%, respectivamente; p<0,05 vs SW) e a
associagao das duas intervengdes (EXWA) elevaram ainda mais a apoptose em
cerca de 20% a qual foi significativamente maior quando comparada a do SW, EXW

e SWA (p<0,05).
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FIGURA 15: Apoptose (%) de células do tumor de Walker 256, dos grupos
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario portador de tumor suplementado
com oOleo de figado de tubardo (SWA), Exercitado portador de tumor (EXW) e
Exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA).
Os dados estado apresentados como média £ EPM de quatro experimentos.

4p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

®r<0,05 quando comparado ao grupo SWA e EXW.
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6. DISCUSSAO

A sindrome da caquexia esta entre os aspectos mais debilitantes do individuo
com cancer. Associada com anorexia, perda de tecido muscular e adiposo, angustia
psicologica e baixa qualidade de vida, a caquexia surge de uma interagao complexa
entre o cancer e o anfitrido (INUI, 2002). O aparecimento de muitas doengas tem
sido relacionado com o estilo de vida, dieta, tabagismo e sedentarismo. A pratica de
atividades fisicas regulares e habitos alimentares saudaveis sao elementos
significativos na prevencéo e controle de alguns tipos de doengas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2005). Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
estima que 25% das causas de cancer no mundo sdo consequéncia do
sedentarismo, sobrepeso e obesidade (CAMPBELL & MCTIERNAM, 2007). A
Faculdade Americana de Medicina e Esporte (ACSM, 2007) recomenda, pelo
menos, 30 minutos de atividades fisicas, com intensidade moderada, na maioria dos
dias da semana. Para manutencdo de condicdo saudavel e independéncia fisica,
também é necessario que uma pessoa adulta faca, pelo menos, duas vezes na
semana, exercicios fisicos que propiciem aumento ou manutencdo dos niveis de
massa muscular. Estudos relatando os beneficios proporcionados pela pratica de
atividades fisicas tém aumentado gradativamente (FREDENREICH & ORENSTEIN,
2002).

O treinamento de forga & caracterizado por exercicios resistidos onde o
individuo realiza movimentos musculares contra uma for¢ca de oposi¢gao, como por
exemplo, os exercicios com pesos (ACSM, 2002). Ja o treinamento de endurance ou
aerodbico consiste na realizagao de exercicios que, predominantemente, necessitam
do oxigénio para a produgao de energia, tais como corrida, ciclismo e natagao. Estes
exercicios sado fundamentais para melhorar as capacidades pulmonar e
cardiovascular (TAYLOR, et al. 2004). Os efeitos fisiologicos proporcionados pelo
treinamento de forca, sao diferentes das adaptacdes provocadas pelo treinamento
aerobico. O treinamento de forga aumenta a sintese protéica, resultando em
aumento de proteinas contrateis, hipertrofia muscular (KRAEMER, et al. 1995),
aumento da atividade das enzimas oxidativas musculares, elevacdo no numero e
tamanho, de mitocondrias, vascularizacdo e VO,max (SPINA, et al. 1996). O

treinamento aerodbico eleva tanto o numero de capilares por fibra quanto o niumero

43



de capilares da area transversa do musculo exercitado, consequentemente,
aumenta as trocas gasosas e a utilizacdo de substratos pelo tecido muscular
(MCCALL, et al. 1996). Dolezal & Potteiger (1998) demonstraram a influéncia
positiva da associacdo do treinamento de for¢ca e aerdbico na reducido do tecido
adiposo e aumento do metabolismo basal. Em estudo realizado com atletas de
“‘endurance”, Paavolainen et al. (1999) observaram melhora na performance em
provas de 5 km apds adicionarem, ao treinamento de “endurance”, sessdes de
treinamentos de forgca. Acredita-se que esta melhora se deve aos treinos de forca
resultarem em adaptagdes neuromusculares mais significativas que os treino de
“‘endurance” isolado. Houve melhor solicitacdo e recrutamento das fibras
musculares, bem como aumento nos impulsos excitatorios em relacdo aos
inibitérios, promovendo assim aumento na performance durante a corrida, sem que
fosse apresentada qualquer adaptagcao em relacdo a hipertrofia, limitando esse
aumento as adaptagdes neurais. Millet et al. (2002) observaram economia do
esforgo nas provas de triatletas analisados, quando submetidos a um protocolo de
treinamento de forca. Neste estudo, foi possivel verificar que os atletas que incluiram
o treinamento de forga em sua rotina conseguiram reduzir o gasto de energia,
aumentaram massa muscular dos membros inferiores, além de maximizar o
processo de contragdo da musculatura diretamente solicitada durante a corrida,
melhorando assim a “performance”. Em estudo realizado por Milne et al. (2007),
pacientes com cancer de mama em periodo de tratamento foram submetidos a um
protocolo de treinamento, composto de exercicios aerdbicos e exercicios de forga,
durante 12 semanas. Nos grupos treinados observou-se menores niveis de fadiga e
ansiedade, melhora da condicdo aerodbica, forca muscular e qualidade de vida dos
pacientes

Em outro estudo, ratos portadores de tumor com um treinamento de dez
séries de saltos apresentaram cerca de 34% de reducédo do crescimento tumoral e
atenuacado de alguns sintomas da caquexia (LIMA, 2007). Em nosso estudo, ratos
portadores do tumor de Walker-256, submetidos a um protocolo de treinamento que
envolvia exercicios de natacdo e de saltos, apresentaram redugcdo em 25% do
crescimento tumoral, quando comparado aos ratos sedentarios e sem
suplementacado (FIGURA 11). Os ratos sedentarios que foram suplementados com

Oleo de figado de tubardo, também apresentaram redugao do crescimento tumoral
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em aproximadamente 18%. Quando associamos o exercicio fisico com a
suplementagcao com 6leo de figado de tubardo, encontramos valores percentuais
ainda maiores, indicando efeito aditivo das duas intervengcbes na reducdo do
desenvolvimento tumoral (FIGURA 11). Além de diminuir o crescimento tumoral, o
exercicio fisico, a suplementagdo com 6leo de figado de tubardo e a associagéo de
ambos, foram capazes de atenuar algumas mudangas metabdlicas decorrentes da
instalagdo da sindrome da caquexia (FIGURAS 8, 9 e 10). O estabelecimento da
caquexia € caracterizado pela presenga de hipoglicemia, hiperlaticidemia,
hipertriacilglicerolemia, redugédo do conteudo de glicogénio e perda de peso (PINTO
et al., 2004). Tumores soélidos tém como caracteristica, pobre provisdo de sangue,
consequentemente isto leva a grande producdo de lactato e alto consumo de
glicose, o qual se torna o substrato metabdlico predominante (FOLADOR et al.,
2006). O lactato produzido € utilizado pelo figado como precursor para a
gliconeogénese, sintetizando glicose, que sera utilizada tanto pelo tumor quanto pelo
hospedeiro (YONES & NOGUCHI, 2000). Todos estas caracteristicas, exceto o
conteudo de glicogénio, ndo analisado neste trabalho, foram encontrados nos ratos
portadores de tumor ndo submetidos ao treinamento ou a suplementacido com 6leo
de figado de tubarao (FIGURAS 1, 2 e 3). Outro componente importante relacionado
a instalacdo da caquexia € a pronunciada perda de peso. A maior perda de peso
observada foi no grupo sedentario portador de tumor (SW) quando comparada a dos
demais grupos SWA, EXW e EXWA (TABELA 1), porém todos os grupos portadores
de tumor tiveram perda de peso.

O dleo de figado de tubardo é constituido de 30 a 50% por alquilglicerdis,
gorduras formadas por uma cadeia hidrocarbdnica, saturada ou insaturada, unida
por ligacdo do tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol. Esteres lipidicos s&o
substancias quimicas com pronunciada atividade bioloégica. A presenca de grupo
metdxi (-OCHs), no inicio da cadeia alifatica em substituicdo ao hidrogénio, confere
estimulagdo da resposta imunoldgica e imunomodulagao, atividade antifungica, e em
culturas de células demonstraram ter efeitos citotoxicos sobre células tumorais e
reducdo de metastases (BROHULT et al., 1986). Estudos realizados com o
alquilglicerol 1-O-(2-metoxi) hexadecilglicerol revelaram sua capacidade, em
pequenas concentragdes (UM), inibir a proliferacdo de células tumorais de prostata

humanas (REYNOLDS et al., 2000). Tanto a suplementagdo com éleo de figado de

45



tubardo (SWA) como o exercicio fisico (EXW) foram habeis em atenuar a
proliferacdo das células tumorais, ex vivo, e a associacao do exercicio fisico com a
suplementacao 6leo de figado de tubardo diminuiu ainda mais a proliferacdo dessas
células (FIGURA 12). Um possivel mecanismo para explicar a menor taxa de
proliferacdo celular no grupo sedentario suplementado com 6leo de figado de
tubardo poderia ser pelo aumento da apoptose em células tumorais decorrente da
maior producao lipoperoxidagdo. De fato, observamos um aumento na quantidade
de células tumorais em apoptose (FIGURA 15), bem como na lipoperoxidagéo
(FIGURA 13). Acidos graxos poliinsaturadas sdo mais suscetiveis & peroxidacio
lipidica, particularmente, por possuirem duas ou mais insaturagbes. Dentre os
compostos presentes no oleo de figado de tubardo encontramos em pequenas
quantidades moléculas de acidos graxos poliinsaturados n-3. Tumores obtidos de
ratos portadores do tumor de Walker-256 suplementados com 6leo de peixe, rico em
acidos graxos n-3, apresentaram maior peroxidagao lipidica do que ratos nao
suplementados (MUND, 2007). Aléem da presenga de n-3 no 6leo de figado de
tubardo, os alquilglicerois encontrados em quantidades bem maiores também
proporcionam condi¢cdes para peroxidacgao lipidica. Estudo realizado por Diomede et
al. (1994), em pacientes com leucemia suplementados com alquilglicerois, relaram
aumento do estrese oxidativo, sugerindo ser este um dos mecanismos possiveis
para explicar o maior numero de células em apoptose. De fato o grupo sedentario
suplementado com 6leo de figado de tubardo apresentou 33% mais lipoperoxidacao,
mesmo resultado encontrado nos grupos EXW e EXWA (FIGURA 13). Tem sido
mostrado que o exercicio fisico é capaz de induzir a peroxidagéo lipidica (GAGO-
DOMINGUEZ et al.,, 2005), aumentar a peroxidagado lipidica e a produgédo de
radicais livres apos a atividade fisica, em modelos animais e humanos (CLARKSON
& THOMPSON, 2000 ; JILL, 1996). No metabolismo oxidativo, grande parte do
oxigénio consumido é ligado ao hidrogénio durante o processo de fosforilagdo
oxidativa, gerando agua. No entanto, aproximadamente 4-5% do oxigénio
consumido durante a respiracdo nao é completamente reduzido a agua, formando
radicais livres. Durante o exercicio fisico, o consumo de oxigénio aumenta e em
paralelo aumenta também a producdo de radicais livres e a peroxidagao lipidica
(CLARKSON & THOMPSON, 2000). A producado de radicais livres e peroxidagao
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lipidica causada pelo exercicio fisico pode ser importante mecanismo contra o
cancer (GAGO-DOMINGUEZ et al., 2005).

O exercicio também demonstrou efeitos positivos em induzir a apoptose em
células tumorais. O grupo exercitado EXW teve em torno de 50% mais células
tumorais em apoptose que o grupo SW (FIGURA 15). Quando associamos o
exercicio fisico com a suplementagdo com o6leo de figado de tubardo o numero de
células em apoptose foi 35% maior quando comparado ao grupo SWA. Isto nos
permite sugerir que existe um efeito aditivo na apoptose de células tumorais quando
associamos o exercicio fisico com a suplementagdo com 6leo de figado de tubarao.
Outro possivel mecanismo para explicar a menor taxa de proliferagdo celular nos
grupos exercitados, seria que o exercicio fisico tem a capacidade de reduzir a
proliferagdo de células tumorais juntamente com indugdo da apoptose (LEUNG et
al., 2004). Isso parece acontecer pelo fato do exercicio fisico diminuir as
concentragcdes de IGF-1 e aumentar as da proteina ligadora de IGF-1 (IGFBP-1)
(TYMCHUK et al., 1998), reduzindo o estimulo de crescimento na célula tumoral.
Mudanga na concentracdo desta proteina pode aumentar o conteudo da proteina
p53 no tumor, a qual protege o genoma de mutacbes e alteracbes genéticas.
Quando ocorrem erros no DNA, a p53 ativa genes ou fatores que causem a parada
do ciclo celular ou a célula entra em apoptose a partir da transcricdo de genes de
proteinas pro-apoptoticas. O exercicio fisico tem sido cogitado como importante
estratégia na intervencdo contra o cancer, reduzindo o estimulo de proliferacéo
juntamente com um aumento na apoptose em célula tumoral. O aumento nos niveis
de p53 no tecido tumoral leva a um aumento da raz&o Bax/Bcl-2 (JIANG & WANG,
2000). A proteina Bcl-2 encontra-se ligada a membrana mitocondrial externa pela
porcdo C-terminal, evitando o aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial. Ela o faz, provavelmente, por ligar-se e inibir outras proteinas pro-
apoptoticas também da familia Bcl-2, por exemplo, a Bax. O aumento da
permeabilidade das membranas mitocondriais pode ocasionar o efluxo de proteinas
mitocondriais € promover o inicio de uma cascata sinalizadora para a morte celular
programada (KROEMER et al., 2007).

A proteina Bax atua como supressor tumoral, sua presencga € essencial para
apoptose em diferentes tipos celulares. Esta proteina exerce sua fungao dirigindo-se

do citosol para a membrana mitocdndrial externa onde forma complexos
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homooligoméricos com outros constituintes da familia Bcl-2 (Bak) que dao origem a
poros na membrana ou podendo ainda formar heterooligomeros com os constituintes
do complexo do poro de transicdo de permeabilidade da membrana mitocondrial e
também originar poros. Os poros formados promovem aumento da permeabilidade
da membrana mitocondrial e a liberacdo de proteinas do espacgo intermembranas
como, por exemplo, o citocromo C, que além, de ser uma proteina atua como uma
langadeira de elétrons no processo bioenergético mitocondrial, uma vez no citosol
juntamente com o fator de indugédo de proteases apoptoticas 1 (APAF-1), forma o
apoptossomo que promove a maturacio proteolitica da caspase-9 e essa finalmente
a ativacao das caspases efetoras que levam ao fenétipo apoptético (GODVADZE &
ORRENIUS, 2006)

Resisténcia a apoptose € uma das principais caracteristicas adquiridas pelas
células tumorais (PERKINS, 2004). O exercicio fisico (EXW) e a associagdo do
exercicio fisico com a suplementagao com 6leo de figado de tubardao (EXWA) foram
capazes de favorecer o balango pré-apoptético no ambiente tumoral, tanto por
aumentar a expressao de Bax (FIGURA 14A) como diminuir Bcl-2 (FIGURA 14B). A
suplementagcado com 6leo de figado de tubardo (SW) também foi habil em diminuir
Bcl-2 (FIGURA 14B), porém nao alterou a expressdo de Bax (FIGURA 14B). Visto
isto, alteragdes na razdo da expressao de Bax/Bcl-2 foram observadas somente nos
grupos EXW e EXWA (FIGURA 14C). Isto nos mostra que a razdo da expressao de
Bax/Bcl-2 ndo é meramente uma relacdo matematica e outros mecanismos estao
envolvidos nesse processo, uma vez que o ensaio de apoptose mostra que tanto a
suplementacdo, como exercicio fisico e associagdo das duas intervencdes
aumentaram significativamente o percentual de células tumorais em apoptose
(FIGURA 15).
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7. CONCLUSAO

O exercicio fisico e a suplementacdo com O6leo de figado de tubaréo,
isoladamente, reduziram a massa tumoral, proliferagao das células tumorais e
atenuaram a instalagdo da caquexia.

A associacao do exercicio fisico com a suplementagdao com dleo de figado de
tubardo causou efeito aditivo reduzindo ainda mais o crescimento e
proliferacdo das células tumorais.

O exercicio fisico e a suplementacao, isoladamente, ainda aumentaram o
percentual de células tumorais em apoptose, levaram a aumento da
lipoperoxidacdo, aumento da expressao de Bax e reducdo de Bcl-2,
favorecendo balanco pré-apoptético no ambiente tumoral.

A associagao do exercicio fisico com a suplementagao proporcionou também
efeito aditivo no aumento da apoptose de células tumorais.

Estes resultados corroboram a hipdtese de que o exercicio fisico e a
suplementagdo com 6leo de figado de tubardo possuem papéis importantes
no auxilio do tratamento de individuos portadores de tumor e evidenciam que

a associacao destas intervencgdes resulta em beneficios ainda maiores.
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