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RESUMO

Evidéncias epidemiologicas e experimentais tém demonstrado o potencial
farmacoldgico e o valor nutricional de uma dieta enriquecida com 6leo de peixe.
Estudos prévios do Laboratério de Metabolismo Celular, UFPR, demonstraram que o
Oleo de peixe, rico em AGPI n-3, é capaz de reduzir o crescimento tumoral e o grau
de caquexia em ratos portadores de tumor de Walker 256. Apesar de inUmeras
pesquisas sobre a eficacia dos AGPI n-3 no tratamento de doencas inflamatdrias,
muitos mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos biolégicos, ainda nao
sdo completamente entendidos. Alteracdes na expressao génica pode ser um
importante mecanismo na qual AGPI n-3 exercem seus efeitos benéficos em
condicbes patologicas, como o cancer. Devido a importancia da expressédo de COX-
2 na génese do cancer ha enorme interesse em modular sua atividade, pois existem
fortes evidéncias de sua participacdo na iniciacdo, transformacéo, progressao, e
metéstase. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da suplementacdo com
Oleo de peixe sobre a expressao génica de COX-2 em ratos portadores de tumor de
Walker 256. Ratos Wistar machos de 70 dias foram divididos em trés grupos:
alimentados com racao (W), suplementados com 6leo de peixe (WP) ou gordura de
coco (WS) até completarem 100 dias de vida na dose de 1g/Kg p.c. ApGs este
periodo, foi inoculado uma suspenséao de células de Tumor de Walker 256 contendo
3X10’ células/mL. Apds 14 dias da inoculacéo, os animais foram ortotanasiados e a
massa tumoral retirada para as analises experimentais. O RNA total foi isolado do
tecido tumoral e a expressédo génica foi avaliada por transcricdo reversa-PCR em
tempo real (RT-gPCR) utilizando o método 2*“". Foi realizado validacdo da
eficiéncia de amplificacéo dos genes alvo e controle interno, assim como do gene de
referéncia. Os dados revelaram que a suplementacdo com 0leo de peixe foi capaz
de reduzir significativamente o peso do tumor, a sintese protéica e a expressao
génica da enzima COX-2 (p<0.05) no tecido tumoral. Apesar dos mecanismos
moleculares permanecerem desconhecidos, este resultado sugere que os AGPI n-3
possuem a capacidade de alterar a expressao de genes envolvidos na inflamacéao,
participantes dos processos de carcinogénese. Além disso, estes resultados
demonstram pela primeira vez que a suplementacédo com 0leo de peixe € capaz de
reduzir a expressao génica de COX-2 no tecido tumoral em ratos portadores de
Tumor de Walker 256.

Palavras chave: cancer, 6leo de peixe, ciclooxigenase-2 e expressao génica



ABSTRACT

Epidemiological and experimental evidence has shown the pharmacological potential
and the nutritional value of diets enriched in fish oil. Previous research in our
laboratory has shown that a diet rich in fish oil decreases the growth of Walker 256
tumors and cancer cachexia in rats. Although several studies have reported the
efficacy of n-3 PUFA in inflammatory diseases, many of the molecular mechanisms
responsible for the biological effects remain unknown. Alterations in the gene
expression could be an important mechanism where n-3 PUFA (fish oil) applies its
beneficial effects in pathological conditions, such as cancer. Due to the important role
of COX-2 in cancer genesis, there is an enormous interest in its modulation because
of strong evidence shown in the role of COX-2 expression with initiation,
transformation invasiveness and metastasis. The objective of this study was to
investigate the effects of diets supplemented with fish oil in COX-2 gene expression
in Walker 256 tumor-bearing rats. Male wistar rats at 70 days old were separated into
3 groups: fed with regular chow (W) supplemented with fish oil (WP) and coconut fat
(WS) (1 g/kg b.w.) until they reached 100 days of age. Then, they were inoculated
with a suspension of Walker 256 ascitic tumor cells (3x10” ml) and after 14 days they
were euthanized and the tumor mass was removed for experimental analysis. Total
RNA was isolated from tumor tissues and a quantitative real-time reverse
transcription (RT-gPCR) conducted to compare the relative expression using the
22T method. The efficiency of target and internal control genes as well as the
design of a reference gene was validated. The data revealed that diets supplemented
with fish oil resulted in a significant decrease in the tumor weight, protein and gene
expression of COX-2 (p<0.05) in tumor tissue. Despite the molecular mechanisms
involved are not fully understood, the data suggests that fish oil may exert their
effects via their capacity to regulate the expression of inflammatory genes,
associated in carcinogenisis. These results demonstrate for the first time the
decrease in gene expression of COX-2 in tumor tissue in Walker 256 tumor-bearing
rats by fish oil.

Key words: cancer, fish oil, cyclooxygenase-2 and gene expression
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INTRODUCAO

1.1 CANCER

Apesar da grande quantidade de pesquisas desenvolvidas durante as ultimas
décadas, o cancer continua sendo uma das doencas que mais matam em todo mundo
(ANAND et al., 2008). Em 2020, é esperado um aumento de 7,5 bilh6es na populacao
mundial, sendo previstos aproximadamente 15 milhGes de casos novos e 12 milhdes de
mortes devido ao cancer (McCRACKEN et al., 2007; ANAND et al., 2008). Na maioria
dos paises desenvolvidos, o cancer € a segunda causa de morte depois das doencas
cardiovasculares, e evidéncias epidemioldgicas levam a uma tendéncia de aumento,
também nos paises menos desenvolvidos. (ANAND et al., 2008; TORREZINI, 2008).

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2010), para o
ano de 2010, também validas para o ano de 2011, apontam para a ocorréncia de
489.270 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecao do cancer de pele
do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e de pulméo no sexo masculino e
0s canceres de mama e do colo do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo

perfil da magnitude observada para a América Latina. (FIGURA 1)

60.000 —
Feminino
50.000 — [l Masculino

40.000 —
30.000 —

20.000 —

10.000 — I I I
. II II | .

Mama Prostata Tragueia, Cdlone Reto Estdmago Golo do Cavidade Estfago Leucemias Pele
Feminina Bronguio e Utero Oral Melanona
Pulmao

Fonte: Instituto Macional de Cancer - INCA/ MS

FIGURA 1 - Estimativa dos casos de cancer de maior incidéncia em 2010 na populacdo brasileira.
Fonte: INCA, 2010
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Cancer é o nome dado a um conjunto de doengas que tém em comum O
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 0Orgaos, podendo
espalhar-se para outras regides do corpo (GARCIA et al.,, 2007). As mutacdes na
sequéncia do DNA podem produzir mudancas no padrédo da expressdo génica que
levam a célula ao descontrole do ciclo celular (VISSER et al., 2006; GARCIA et al.,
2007). Estas mutacdes afetam duas grandes classes de genes: genes de proliferacao,
0S proto-oncogenes e genes anti-proliferacdo, os genes supressores tumorais (VISSER
et al., 2006).

Apesar de todos os canceres serem resultado de multiplas mutacdes, sabe-se
que estas sao devidas a interagdes com o meio ambiente. Estas observagdes indicam
que a maioria dos canceres nao é de origem hereditaria e o estilo de vida influencia
profundamente no seu desenvolvimento (ANAND et al., 2008). Apesar dos fatores
hereditarios ndo poderem ser modificados, fatores ambientais e estilo de vida podem ser
potencialmente alterados (McCRACKEN et al., 2007).

Em 1981, foi estimado que aproximadamente 30 a 35% das mortes nos Estados
Unidos, devido ao cancer, foram relacionadas com a dieta. Esta relacdo variou de
acordo com tipo de cancer, porém 0s mecanismos desta interacdo ainda ndo foram
totalmente elucidados (COLDITZ et al., 2006; ANAND et al., 2008). A relacéo entre dieta
e incidéncia de cancer foi demonstrada em céanceres especificos em varios paises
(GARCIA et al., 2007). Asiaticos tém vinte cinco vezes menor incidéncia de cancer de
prostata e dez vezes a de cancer de mama quando comparados com individuos de
paises ocidentais. Em adicdo, a taxa desses canceres aumentou substancialmente
depois da migracdo desses asiaticos para paises ocidentais (GARCIA et al., 2007,
McCRACKEN et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos sugerem uma correlacdo entre acidos graxos e
aparecimento de tumores. Varios estudos demonstraram que 0 consumo excessivo de
gorduras saturadas e de acidos graxos poliinsaturados n-6 (AGPI n-6), e a baixa
ingestdo de acidos graxos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3), facilitam o aparecimento de
doencas crbnico-degenerativas, como o cancer (McENTEE; WHELAN, 2002; MUND et
al., 2007). Populacdes de regides como do Alasca e da Groenlandia tém incidéncia de
cancer relativamente baixa, sugerindo que o consumo de grande quantidade de AGPI n-
3, presentes em animais marinhos, exerca o efeito protetor nestas populagdes (CURI,

2002). Estes dados sao corroborados quando se avalia a incidéncia de cancer em
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populacdes orientais que consomem grande quantidade de gorduras de animais
marinhos, ricos em AGPI n-3 (TAPIERO et al., 2002).

1.2 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS (AGPI)

O termo éacido graxo poliinsaturado (AGPI) refere-se aos acidos graxos cujas
moléculas possuem duas ou mais duplas ligacdes. A denominacdo w ou n diferencia os
acidos graxos em relagdo a posicao da primeira dupla ligacdo contada a partir do
carbono émega (grupamento metil no final da molécula) (SANT’ANA, 2004). Existem
duas familias importantes de acidos graxos poliinsaturados: n-6 que apresentam a
primeira dupla ligacdo no sexto atomo de carbono, derivado do &cido linoléico (AL) 18:2;
e 0 n-3 que apresentam a primeira insaturacao no terceiro &tomo de carbono, derivado
do acido a-linolénico (ALA)18:3. (FIGURA 2) Esses dois acidos graxos nao sao
interconversiveis, pois a enzima que converte o acido linoléico em a-linolénico nédo esta
presente em mamiferos (ROSE; CONOLLY, 1999; CALDER, 2001).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 IO 18
CH,-CH,-CH,-CH,- CH,-CH=CH- CH - CH=CH- (CH,), - COCH

Acido linoléico (w6 oun-6)

i 2. % 4 5 s 7 B 53 18
CH,-CH,- CH=CH-CH_-CH=CH-CH-CH=CH- (CH,), - COCH

Acido a - linolénico fwioun-3)

FIGURA 2 - Acidos graxos poliinsaturados da serie w6 e w3. Adaptado de SANT’ANA, 2004.

Os AGPI n-3 e n-6 sdao denominados acidos graxos essenciais, pois nao
podem ser sintetizados no organismo de mamiferos pela auséncia das enzimas
dessaturases, sendo necessdria a sua obtencdo através da dieta (ROSE; CONNOLY,
1999). Uma vez ingeridos, 0s acidos graxos essenciais podem sofrer uma série de
reacdes, como 0 aumento do comprimento da cadeia carbdnica e grau de insaturacéo
(CALDER, 2001). Os acidos linoléico (AL) e a-linolénico (ALA) aumentam o nimero de
carbonos, por meio da acao de enzimas denominadas alongases, localizadas no reticulo

endoplasmatico das células, produzindo os acidos graxos da série n-6, como o acido
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araquidonico (AA) 20:4 e da série n-3, como o &cido eicosapentaendico (EPA) 20:5 e
docosahexaenoico (DHA) 22:6 (SANT'ANA, 2004; SALA-VILA et al.,2008). O acido
linoléico e a-linolénico sdo substratos das mesmas dessaturases, de forma que as
familias n-3 e n-6, competem entre si pelas mesmas enzimas na via metabdlica (SALA-
VILA et al.,2008).

O acido araquidénico (AA) e o acido eicosapentaendico (EPA), séo
precursores de eicosanoides, os quais atuam como moduladores quimicos em diversos
processos biologicos, como resposta inflamatéria, agregacdo plaquetéria,
permeabilidade vascular e na formacéo de sinalizadores bioldgicos (ROSE; CONNOLY,
1999). Os eicosandides sédo substancias biologicamente ativas, com meia-vida curta e
que atuam localmente, desencadeando mudancas nas células ou tecidos onde foram
produzidos, sendo sintetizados, preferencialmente, a partir do acido araquidénico
(LAPILLONNE et al., 2003, SALA-VILA et al., 2008). Estes mediadores estéao
envolvidos na modulacdo da intensidade e duracdo da resposta inflamatéria que
incluem prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXs), leucotrienos (LTs) e outros
derivativos gerados pela acdo das enzimas ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases
(LOX) (SALA-VILA et al., 2008). Estas enzimas sao expressas nas células epiteliais e
inflamatorias, aumentando a quantidade de mediadores, dependendo da natureza, tipo
celular, tempo e duragdo do estimulo. Como células inflamatorias tipicamente contém
altas proporcdes de acido araquidbnico, ele € usualmente o maior substrato da sintese
de eicosanodides (ROSE; PCONNOLY, 1999; SALA-VILA et al., 2008).

Devido as diferengcas estruturais, ha producdo de eicosandides com funcdes
diferenciadas. Os derivados da familia n-6 formam prostaglandinas e tromboxanas da
série 2, leucotrienos da série 4 que apresentam forte efeito inflamatorio (SALA-VILA et
al., 2008). Do metabolismo de n-3, a mesma enzima é capaz de produzir oS mesmos
eicosandides, porém, prostaglandinas e tromboxanas da série 3 e leucotrienos da série
5, que tem menor potencial inflamatério (ROSE ; CONNOLY, 1999; FUNAHASHI, 2008;
SALA-VILA et al., 2008). (FIGURA 3)
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AcidoLinoléico Acido a-linclénico
(18:2n-6) (18:3r-3)
\ [Dﬁ-des;aturase 1
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\
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z%rﬁf g PG « Acide araquidénico Acido eicosapentaendico series PG
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FIGURA 3 - Metabolismo dos AGPI n-3 e n-6 e seus supostos efeitos em tumores. Os AGPI podem
atuar como precursores de diferentes eicosandides, incluindo leucotrienos (LT),
prostaglandinas (PG) e tromboxanas (TX). Adaptado de ROYNETTE et al., 2004.

As principais fontes dos acidos graxos n-3 sédo os peixes, 6leo de peixe, linhaga,
nozes e as folhas verdes escuras. Acidos graxos n-3 de cadeia longa, principalmente os
acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) sdo encontrados
principalmente em Oleos de peixe (HARDMAN, 2004; SALA-VILA et al., 2008). Acidos-
graxos n-6 compde principalmente os 6leos vegetais e sementes, como milho, girassol,
soja, entre outros. (HARDMAN, 2004; SANT'ANA, 2004).

Estudos antropologicos e nutricionais indicam que a dieta humana foi
alterada nos ultimos 10.000 anos com maiores mudancas durante os ultimos 150 anos

(RIEDIGER et al., 2009). Com a industrializacdo e desenvolvimento da tecnologia na
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extracdo de Oleos vegetais, houve aumento das calorias a partir das gorduras,
principalmente do tipo saturadas e AGPI n-6 (SIMOPOULOS, 1999, 2006). O estudo
evolutivo da dieta humana mostrou que a dieta de nossos ancestrais apresentava menor
quantidade de gorduras saturadas e uma ingestdo balanceada de acidos graxos
essenciais, com a razdo n-6: n-3 de aproximadamente 1:1 (SIMOPOULQOS, 2006).
Atualmente, a populacdo ocidental ingere grandes quantidades de AGPI n-6 e tem uma
dieta deficiente em AGPI n-3, com a razdo n-6:n-3 de aproximadamente 15:1, podendo
chegar até 20:1 em alguns paises (FUNAHASHI, 2008). Esta relacdo pode levar a uma
producdo desbalanceada de eicosandides, o que tem sido associado ao
desenvolvimento de inumeras patologias inflamatérias (SIMOPOULOS, 2006;
RIEDIGER et al., 2009).

A partir da década de 1970, pelos estudos de DYERBERG et al., 1975, os AGPI
despertaram interesse, pois revelaram que populagbes que ingerem dietas ricas em
peixes tém baixa incidéncia de doencas cardiacas coronarianas e infarto do miocardio.
Desde entdo, inUmeros estudos in vivo e in vitro tem mostrado que o AGPI n-3 estéao
envolvidos na reducdo da inflamacédo e participam na prevencao de certas doencas
crbnicas, como doencgas cardiovasculares, artrite reumatodide, colites ulcerativas e
desordens de pele. (CHENE et al., 2007; SANKARAN et al., 2007;FUNAHASHI; 2008
SALA-VILA et al., 2008). Além dos beneficios na prevencédo e no desenvolvimento do
cancer (CHENE et al., 2007; TROMBETTA et al., 2007; NAGAO;YANAGITA, 2008;
TANAKA et al., 2008). Estes achados levaram aos profissionais de salude a encorajar a

populacdo em geral a aumentar o consumo de n-3 (RIEDIGER et al., 2009).

1.3 EFEITOS DOS AGPI n-3

E bem conhecido que os AGPI n-3 modificam a composicdo lipidica das
membranas, alteram microdominios envolvidos na compartimentalizacdo, modulacéo e
interacdo dos componentes de sinalizagdo celular (MASSARO et al., 2008). Os &cidos
graxos liberados pelos fosfolipidios de membrana s&o importantes moléculas
sinalizadoras (BIONDO et al., 2008). Podem atuar como segundo mensageiro nas vias
de transducédo de sinal, assim como modular moléculas participantes das respostas
celulares a sinais extracelulares (SIMOPOULOS, 2006).

Os &cidos graxos linoléico e a-linolénico e seus derivados, sdo importantes

componentes de membranas celulares de animais e vegetais. Quando individuos
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ingerem AGPI n-3 presentes no 0Oleo de peixe, ha substituicdo parcial de AGPI n-6,
especialmente o acido araquiddnico (AA), nas membranas de provavelmente todas as
células (SIMOPOULOS, 2002).

Muitos estudos in vitro e in vivo sugerem que o0s &acidos graxos n-3 podem
reduzir a geracdo de prostaglandinas, derivadas do acido araquidénico, e outros
mediadores, seguido de estimulo inflamat6rio (CHENE et al., 2007 REN; CHUNG, 2007;
CHAPKIN, et al., 2008; MASSARO et al., 2008). Consumo aumentado de EPA e DHA,
encontrados tipicamente no Oleo de peixe, resultam no aumento das propor¢cdes desses
acidos nos fosfolipidios de membrana em células inflamatérias, competindo com AGPI
n-6 como substrato. Portanto, tendo menos substratos disponiveis, havera diminuicao
da sintese de eicosandides pelas células inflamatérias (SIJBEN; CALDER, 2007).
Somando a modulacdo dos AGPI n-3 na geracdo de eicosanoides, estudos recentes
tém identificado um novo grupo de mediadores: as resolvinas série-E, formadas a partir
de EPA por COX-2 e LOX e resolvinas série-D derivadas de DHA, que parecem exercer
acOes antiinflamatorias (CALDER, 2006a; SIJBEN; CALDER, 2007). Apesar de
inUmeras pesquisas sobre a eficacia dos AGPI n-3, como EPA e DHA, no tratamento de
doencas inflamatorias, muitos mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos
biologicos, permanecem desconhecidos (CHAPKIN, et al., 2008; SALA-VILA et al.,
2008; WEAVER, 2009).

Pesquisas evidenciam que acidos graxos podem alterar a transcricdo de genes
especificos. Alguns dos efeitos transcricionais dos AGPI parecem ser mediados pelos
eicosandides, porém outras vias independentes também podem ser utilizadas
(CALDER, 2006b; SIMOPOULOS, 2006). Sugere-se que a presenca de altas
concentracbes de AGPI n-3 ou mudancgas na razao entre n-6:n-3, podem modular a
expressdo de genes envolvidos no processo inflamatorio. Isto ocorre atravées de acbes
diretas em vias de sinalizacéo, na ativacdo de um ou mais fatores de transcricdo, como
fator nuclear kappa B (NFkB) e receptores ativados pela proliferacdo de peroxissomos
(PPARs) (NASROLLAHZADEH, 2008; WEAVER, 2009). Os mecanismos que tentam
explicar, em parte, os efeitos antiinflamatorios do EPA e DHA, estéo relacionados com a
diminuicdo da expressdo de varios genes, incluindo NFKkB, citocinas pro-inflamatorias
e genes envolvidos na sintese de eicosandides, como a enzima ciclooxigenase 2 (COX-
2) (BOUWENS, 2009; CHAPKIN, 2009).

O fator nuclear kappa B (NFkB), é um dos fatores de transcricdo que regula a

expressdo de genes alvos, envolvidos em processos inflamatérios, adesdo celular,
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apoptose, ativacao do ciclo celular e carcinogénese. Quando ativado, o NF-kB bloqueia a
morte celular programada ou apoptose (HARDMAN, 2004).

Estudos demonstraram que acidos-graxos poliinsaturados e certos produtos de
sua oxidacao, sdo capazes de se ligar e ativar os receptores ativados pela proliferacéo
de peroxissomos (PPARS), que sao receptores nucleares que regulam a expresséao de
genes alvos, relacionados com o metabolismo lipidico, homeostase da glicose e
processos inflamatérios (CHENE et al., 2007). Estudos in vitro e in vivo evidenciaram
que os ligantes destes receptores podem ser efetivos na reducdo do crescimento e
invasividade em varias linhagens celulares tumorais (NASROLLAHZADEH, 2008).
Apesar de aparentemente ndo haver especificidade entre os AGPI, sugere-se que estes
receptores nucleares podem contribuir com as propriedades anticancerigenas atribuidas
ao DHA em conjunto com outros mecanismos mediados por ele (SIDDIQUI et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o acido a-linolénico (ALA), EPA ou DHA reduzem a
expressdo génica do fator de necrose tumoral (TNFa) e interleucina (IL-18) em
condroécitos bovinos. Similarmente, camundongos suplementados com 0leo de peixe
apresentam diminuicdo na quantidade de mRNA de inUmeras citocinas inflamatorias,
incluindo IL-1B, IL-6, and TNFa nos rins, bago e macréfagos peritoneais. Experimentos
em humanos saudaveis com dieta controlada e suplementados com 0Oleo de peixe EPA
(775 mg EPA/dia) sugerem que alteracdes nas razdes de AGPI n-6 e n-3 provavelmente
influenciam nas respostas inflamatorias. Esta capacidade deve-se em parte pela
capacidade destes acidos graxos ou de seus metabdlitos regularem a expressao de
genes relacionados com a transducao de sinal que possam bloquear a expressdo de
citocinas em nivel transcricional (WEAVER, 2009).

Dietas ricas em AGPI n-3 geralmente atenuam concentracdes elevadas de
COX-2. A participacdo de EPA e DHA na modulacdo da expressao génica e sintese
protéica de COX-2 em estudos in vivo, assim como in vitro tem sido documentados
(SANKARAN et al., 2007). Estudos demonstraram que a expressdo do mRNA de COX-2
esta reduzida em varias linhagens celulares de cancer, quando incubadas com EPA e
DHA. Quando utilizado outros modelos experimentais, estes mesmos resultados foram
confirmados (SANKARAN et al., 2007; SIDDIQUI et al.,, 2008). Outros estudos
evidenciaram uma reducéo da expressédo de COX-2, acompanhada pela diminuicao das
concentracfes de PEG; no sobrenadante de células HT-29 cultivadas na presenca de
EPA ou DHA (SIDDIQUI et al., 2008).
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Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que uma dieta rica em 6leo
de peixe diminui o crescimento do tumor de Walker-256 em ratos, podendo inibir o
metabolismo do acido araquidénico pela COX-2, agindo na diminuicdo da proliferacao e
desenvolvimento tumoral por este mecanismo (BONATTO et al, 2004; MUND et al.,
2007).

1. 4 CICLOOXIGENASES (COXs)

As ciclooxigenases (COXs) ou prostaglandinas H sintases, sdo enzimas que
catalisam etapa limitante na producéo de prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TX), a
partir do acido araquidénico (AA) presente nos fosfolipidios das membranas celulares
(CHENE et al., 2007; VISSCHER et al., 2008). Existem duas principais isoformas
conhecidas, a COX-1 e a COX-2, que sédo altamente conservadas e podem ser
encontradas no lumen do reticulo endoplasméatico e envelope nuclear
(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004; VISSCHER et al.,, 2008). Em algumas
situacbes, podem ser encontradas nos corpos lipidicos, mitocondrias, vesiculas e
ndcleo, porém seu envolvimento nestas estruturas ainda ndo esta bem esclarecido
(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004). Apesar das isoformas terem
aproximadamente 60% de semelhanca na sequéncia de aminoacidos, sdo derivadas de
dois distintos genes localizados em dois diferentes cromossomos. Além disso, sao
codificadas por dois diferentes RNAs mensageiros (MRNA) de tamanhos distintos
(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004; PANDEY et al., 2008). As funcdes exatas de
COX-1 e COX -2 ainda nao foram completamente elucidadas, além disso, variantes de
COXs derivadas de splicing alternativos  tém sido documentadas
(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004; PANDEY et al., 2008; VISSCHER et al.,
2008).

O grupo de mediadores lipidicos, derivados do metabolismo enzimatico do acido
araquidoénico, iniciados pela COX, sao denominados prostanoides, que incluem as
prostaglandinas (PGs) e as tromboxanas (TXs) (CRYER; DUBOIS, 1998). Cada
prostandide age em receptores especificos ligados a proteina G da superficie celular ou
em receptores nucleares como PPAR & e y (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004).
Devido a variedade de mediadores que podem ser sintetizados via COX, e pela

capacidade destes de interagirem com diferentes receptores, os efeitos biolégicos da
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COX podem ser diversos e complexos, dependendo do prostandide produzido e de sua
interacdo com receptores (HAO; BREYER, 2008). (FIGURA 4)
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FIGURA 4 - Via da ciclooxigenase (COX). Metabolismo de &cido araquiddnico (araquidonato). Primeiro
COX converte o acido araquidénico em PGH,, que é metabolizado em cinco
prostandides bioativos- PGE,, PGl,, PGD,, PGF,, e TXA, pelas suas respectivas sintases,
PGES, PGIS, PGDS, PGFS, e TxS. Estes prostandides agem em seus respectivos
receptores: EP1-4, IP, DP, FP e TP, exercendo efeitos biolégicos distintos. Adaptado de
HAO; BREYER, 2007.

Acreditava-se que toda a sintese de prostandides era devida apenas a uma
isoforma da COX. Por volta de 1990, foi descoberto que a COX existia em duas
principais isoformas, COX-1 e COX-2 (CRYER; DUBOIS, 1998). A COX-1 é expressa
constitutivamente, em uma grande variedade de tecidos, sendo responsavel por
concentracbes fisiolégicas de prostaglandinas necessérias paramanutencdo da
homeostasia celular e agregacdo plaquetdria (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS,
2004). Em contraste, COX-2 é altamente induzivel e normalmente esta ausente nas
células, porém, pode ser expressa em muitos tecidos ou células em resposta a lesoes,
inflamacéo, ativagdo celular, fatores de crescimento, endotoxinas de bactérias e
promotores de tumor (HAN et al., 2003; PATEL et al., 2007 ; ZHANG et al., 2007).
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Alguns estudos indicam que COX-2 também possui fungdes constitutivas, tendo
uma participagdo critica no desenvolvimento dos rins, ovulagdo e parto, assim como
importante participacdo na manutencéo da homeostasia cardiovascular (HAO; BREYER,
2008 PATEL et al., 2007). Vérias observacdes sugerem que quando COX-1 e COX-2
sdo coexpressadas em células individuais, podem formar heterodimeros, que facilitam a
biossintese de prostandides pela COX-1 (HAO; BREYER, 2008).

Estudos prévios mostraram que a COX-2 é regulada tanto em nivel transcricional
quanto poés-transcricional (ZHANG et al., 2007). Em alguns casos, a indu¢cdo de COX-2
foi primariamente devido ao aumento da estabilidade do mRNA, enquanto em outros
era induzida predominantemente pela ativagcdo transcricional, onde os fatores de
transcricdo envolvidos na ativagcdo eram dependentes do tipo celular e do estimulo
envolvido (ZHANG et al., 2007; HARUNA et al., 2008). A andlise do gene da COX-2
revelaram a existéncia de diversos elementos regulatérios em potencial, incluindo um
TATA box e sitios de ligacdo para os fatores de transcri¢cao; fator nuclear kappa B (NF-
kB), fator nuclear IL6 (NF-IL6), proteina ativadora (AP-1 e AP-2), proteina ligadora de
TATA (TBP) e elemento responsivo de cAMP (CRE). Variacdes nestes sitios de ligacao
podem afetar a transcricdo do gene, alterando a expressdo de COX-2 (CHENE et al.,
2007; REN; CHUNG, 2007; HARUNA et al., 2008; WANG et al., 2008).

1.5 PAPEL DA COX-2 NO CANCER

A inflamacao cronica aumenta a iniciagdo do cancer, e varias linhas de pesquisa
sugerem a participacdo de marcadores inflamatorios, como citocinas (TNF, IL-1, IL-6),
enzimas (COX-2, LOX) e moléculas de adesédo, sugerindo que a inflamac&o cronica
esteja intimamente relacionada com as vias tumorigénicas (TORREZINI, 2008).

A COX-2 tem recebido especial atencdo como potencial alvo molecular na
terapia e prevencdo de canceres humanos (HASAN, 2008). Suas propriedades pro-
tumorigénicas sao geralmente mediadas pela geracdo de prostandides, sendo a PGE,
uma das responsaveis pela inducdo da proliferacdo celular, aumento da angiogénese,
invasdo e metastase (VISSER et al., 2006; CHENE et al., 2007; HASAN, 2008).

Células neoplésicas sado conhecidas por modular a regulacdo da expressado de
COX-2 durante a progressao tumoral. Por isso, terapias baseadas na inibicdo de COX-2
podem ser alcancadas pela regulacédo ou normalizacdo de vias de sinalizacdo, que séo

Gnicas para cada tipo celular (VISSER et al., 2006). Evidéncias epidemiologicas e
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estudos em animais e clinicos, incluindo modelos de camundongos modificados
geneticamente, demonstram que a COX-2 tem participacdo significativa no
desenvolvimento de alguns tipos de cénceres, incluindo, célon, mama, pulméao, bexiga,
pele e pancreas (OKAMOTO et al., 2003; CHENE et al., 2007).

Acredita-se que COX-2 exerca efeitos promotores de tumor pelo aumento da
sobrevivéncia celular e regulacdo de vias de sinalizagdo envolvidas na angiogénese,
inflamacé&o e imunovigilancia, contudo, moléculas importantes envolvidas na mediacéo
destes efeitos, ainda ndo foram completamente elucidadas (VISSER et al., 2006; REN;
CHUNG, 2007; BOUZOURENE et al., 2008; VISSCHER et al., 2008). A expressao de
COX-2 esta presente em varios canceres, e inibidores seletivos de COX-2 reprimem o
crescimento de células por inducéo da parada do ciclo celular GO/G1 e depois geram
apoptose (VISSER et al., 2006). A expressdo da COX-2 estad relacionada a um
prognostico ruim em varios canceres humanos, sendo estes resultados também
encontrados em modelos animais (VISSER et al.,, 2006; PANDEY et al., 2008). A
participacdo de COX-2 em cancer de colon tem sido extensivamente estudada. Sua
expressao normalmente é indetectavel em células intestinais, mas aparece elevada em
mais de 85% dos adenocarcinomas (SIDDIQUI et al., 2008). Estudos sugerem que a
COX-2 esta envolvida na formacado de tumores em estégios iniciais, chamado adenoma,
num processo de formacdo adenoma-carcinoma (HARADA et al., 2007). Varios estudos
demonstraram que a expressao da COX-2 esta elevada em neoplasia coloretal em
humanos, tornando a COX-2 um alvo em potencial para quimioprevencao
(BOUZOURENE et al., 2008). Devido a importancia da COX-2 na génese do cancer ha
enorme interesse em modular sua atividade, pois existem fortes evidéncias de sua
participacdo na iniciacdo, transformacéo, progressdo, e metastase (PANDEY et al.,
2008).

Estudos prévios do Laboratério de Metabolismo Celular, UFPR, demonstraram
gue o 6leo de peixe, rico em AGPI n-3, é capaz de reduzir o crescimento tumoral e o
grau de caquexia em ratos portadores de tumor de Walker 256 (BONATTO et al., 2004,
PINTO et al., 2004; PIZATO et al., 2005; MUND et al., 2007). Alterag0es indiretas na
expressao génica pode ser um importante mecanismo na qual AGPI n-3 exercem seus
efeitos benéficos em condigbes patologicas, como o cancer. Utilizando algumas
ferramentas de biologia molecular, objetivamos acessar informagcbes em nivel de
organizacao bioldgica diferente das demais, podendo auxiliar no nosso entendimento do

efeito da suplementacdo com 0Oleo de peixe em ratos portadores de tumor de Walker
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256. Devido a importancia da expressdao de COX-2 na génese do cancer ha enorme
interesse em modular sua atividade, pois existem fortes evidéncias de sua participagéo
na iniciacdo, transformacdo, progressdo, e metastase. Apesar dos mecanismos
moleculares permanecerem desconhecidos, sugere-se que 0os AGPI n-3 possuem a
capacidade de alterar a expressao de genes envolvidos na inflamagdo, como o da
COX-2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da suplementacédo com 6leo
de peixe sobre a expressao génica de COX-2 em ratos portadores de tumor de Walker
256.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar diferencas entre animais suplementados ou n&o quanto aos seguintes
parametros:

- Peso do tumor.

- Sintese protéica de COX-2 no tecido tumoral.

- Expressao génica de COX-2 no tecido tumoral.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA), do Setor de Ciéncias Biolégicas (SCB) -
Universidade Federal do Parana UFPR, certificado n°® 334. (ANEXO I)

Foram utilizados ratos albinos, machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas, Campus Centro Politécnico, UFPR,
Curitiba, Parana. Esses animais foram mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h),
temperatura constante (23°C * 1°C) com livre acesso a agua e alimento (Nuvilab-
Nuvital) composto por 66% de carboidratos, 23% de proteinas, 4% de lipidios, 6% de
fibras e 1% de vitaminas e minerais (PIZATO et al, 2005). O 6leo de peixe utilizado foi
doado pela Fundagdo Herbarium®. As cépsulas contém 1g de Oleo de peixe, na
proporcao de 0,192g de EPA e 0,124g de DHA. A gordura de coco foi adquirida no
Mercado Municipal da cidade de Curitiba - PR.

O experimento contou com 54 animais utilizados em trés experimentos
independentes. Os animais com 70 dias de vida foram separados aleatoriamente em
trés grupos, de acordo com o tipo de suplementacgéo: grupo alimentado com racao (W),
grupo suplementado com 6leo de peixe (WP) ou gordura de coco (WS). Estes grupos
receberam suas respectivas suplementacfes (1g/Kg p.c.) diariamente, via oral através
de micropipeta até completarem 100 dias. Ap0s este periodo, todos os animais sofreram
inoculacao subcutanea no flanco direito, de 1 mL de suspenséo de células do tumor de
Walker 256, contendo 3x10’ células/mL. Os animais continuaram sendo suplementados
como descrito acima até serem ortotanasiados ao décimo quarto dia apés a inoculagéo
do tumor, completando 43 dias de suplementacdo. Durante o experimento, 0s animais
foram pesados a cada trés dias no periodo da manha, em uma balanca (Urano UDI
10000/1). Apos serem ortotanasiados, a massa tumoral de cada animal foi retirada e
pesada em balanca digital (Denver Instrument XL-410), previamente aferida. Amostras

de tecido tumoral foram removidas para realizacdo de todos os experimentos.

3.2 OBTENCAO DAS CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

A inducdo de cancer em animais e o cultivo de células neoplasicas séo

abordagens importantes para se investigar a dinamica tumoral, bem como as alteragbes
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causadas no organismo portador de tumor. Um dos modelos experimentais mais
utilizados em ratos Wistar € o Tumor de Walker 256. Este tumor foi identificado por
George Walker em 1928, no John’s Hopkins University School of Medicine, em
glandulas mamarias de uma rata prenha. O tumor de Walker 256 é caracterizado como
carcinossarcoma apresentando dois subtipos: tipo A, metastizante que leva a caquexia
terminal dos ratos portadores em aproximadamente 27 dias; e o tipo B, que n&do forma
metastases e induz a caquexia precoce do portador, levando a morte em 15 dias. Desde
sua descoberta em 1928, essa linhagem tumoral tem sido amplamente utilizada em
estudos antineoplasicos e de caquexia induzida pelo tumor, por ser espécie-especifica
para ratos e facilmente transplantada (FERNANDES, 1995). Neste experimento foram
utilizados matrizes com o tumor de Walker 256, tipo B, cedidos pelo Professor Rui Curi,
USP em 1989 e, desde entdo mantidos pelo Laboratério de Metabolismo Celular da
UFPR.

Uma suspenséo de 3 x 10° células do tumor de Walker 256 tipo B (1mL) foi
injetada intraperitonealmente em um rato macho da linhagem Wistar adulto. Apés um
periodo de aproximadamente cinco dias, quando constatado a ascite, o animal foi
ortotanasiado e injetado 10 mL de solucéo salina 0,9% em sua cavidade abdominal. Em
seguida, seu abdémen foi massageado e, através de laparotomia mediana, retirou-se da
cavidade abdominal, com pipeta Pasteur, de plastico, o fluido contendo as células
tumorais. A contagem do numero de células tumorais foi realizada através do uso de
camara de Neubauer na presenca de azul de trypan, 10g/L. Da ascite obtida, 0 mesmo
ndamero de células foi inoculado no flanco direito, via subcutdnea nos animais em

experimento.

3.3. AVALIACAO DA SINTESE PROTEICA
3.3.1 Quantificagéo protéica

Amostras de 100mg do tecido tumoral foram fragmentadas mecanicamente com
o auxilio de um homogeneizador (BOSCH® GGS27 25000 rpm/min) em tampao de lise
(Tris base 100mM, EDTA 10mM, SDS 1%, Fluoreto de Sodio 100mM, Pirofosfato de
Sadio 10mM, Ortovanadato de Sédio 10mM) na proporcéo de 1:7, centrifugados durante
5 minutos a 17949 g (Eppendorf centrifugue® 5810 R) e o sobrenadante coletado para
a quantificacdo protéica utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). A técnica

baseia-se na ligacdo do corante Coomassie Blue G-250 a proteina resultando em
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coloracdo azul, a qual pode ser detectada em comprimento de onda de 595 nm. A
concentragdo de proteinas das amostras foi calculada com base em curva padrdo de
proteina conhecida (Albumina Sérica Bovina). As amostras foram diluidas 10 vezes para
nao extrapolar a curva padrdo e plaqueadas com solucdo de Bradford em quadriplicata
em placas de 96 pocos, sendo a leitura realizada em espectrofotometro (TECAN®
infinite M 200).

O célculo da concentracéo protéica de cada amostra foi feito a partir da equacgao
da reta (y=ax+b), sendo que y= absorbancia e x= concentracdo de proteina. O valor de
x encontrado foi multiplicado pela diluicdo da amostra para se obter a concentracdo de
proteina da amostra em pg/mL.

Apos quantificacdo protéica das amostras, foi realizada diluicho das mesmas
utilizando tampé&o de Laemmli 5X (Tris HCI 0,5M, SDS 10%, bromofenol blue 0,5%,
glicerol, B-mercaptoetanol 5%) de forma a deixar todas as amostras com a mesma
concentracdo protéica de 3 pg/pL. O tampdo Laemmli contém SDS (dodecil sulfato de
sbdio) para desnaturar a proteina e prover carga negativa constante de forma que todas
figuem com a mesma carga na amostra; glicerol para dar a amostra densidade maior do
gue o tampao de corrida e B-mercaptoetanol (agente redutor) para desfazer pontes
dissulfeto da estrutura protéica, possibilitando a separagdo da amostra em subunidades.

3.3.2 Eletroforese em gel de Poliacrilamida com Dodecil S ulfato de Sédio (SDS-
PAGE)

Este método baseia-se na migracdo das proteinas quando submetidas a um
campo elétrico. Essa migracdo pode ser feita baseada na massa molecular, carga,
formato ou interagdes com outras moléculas. Em 1970, Laemmli descreveu o método
SDS-PAGE, pelo qual a migracdo das proteinas da-se, principalmente, em virtude de
sua massa molecular (LAEMMLI, 1960). Isso é feito pela utilizacdo do detergente SDS
que € carregado negativamente e liga-se a regides hidrofobicas das proteinas. Esse
processo resulta em desnaturacdo protéica, resultando em longas cadeias de
polipeptideos e consequientemente na neutralizacéo protéica. Como varias moléculas de
SDS ligam-se a mesma proteina, havera a atribuicdo de carga negativa, e quando
submetidas a um campo elétrico migrardo para o polo positivo. Para isso, € utilizado um
gel de poliacrilamida, o qual é preparado a 4%, em que a sua concentracdo e a
diferenca de pH permitem que todas as proteinas migrem com a mesma velocidade no
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inicio da corrida. Ao atingir o gel de separacdo a migracdo continua na dependéncia da
massa molecular de cada proteina. Neste gel, a porcentagem de acrilamida foi de 12%,
adequado para separar as proteinas; COX-2 (82kDa) e Actina (43kDa). A polimerizacao
desta mistura iniciou-se pela adicdo de persulfato de aménio (APS 10%) e TEMED.
Posteriormente o gel foi submetido a uma voltagem constante de 200 V por
aproximadamente 50 minutos utilizando o aparato de eletroforese (BIO-RAD® Mini
PROTEN). Esta separacdo é importante para posterior identificacdo das proteinas de

interesse por "Western Blotting”.

3.3.3 Western-Blotting

O método Western Blotting foi descrito por TOWBIN, 1979 e baseia-se na
identificacdo de proteinas especificas pelo uso de anticorpos mono ou policlonais. Apos
a separacao das proteinas em SDS-PAGE, as proteinas foram eletrotransferidas (BIO-
RAD® Semi-dry transfer cell) para uma membrana de nitrocelulose (BIO-RAD® TRANS-
BLOT) durante aproximadamente 1 hora sob uma voltagem constante de 25 V (5,5
mA/cm?), contendo tamp&o de Transferéncia Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM Tris,
39 mM glicina, 10% SDS e 20% metanol) previamente resfriado a 4° C. A membrana foi
bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente com tampéo de bloqueio TBST (NacCl
4M, TrisHCI 1M, 0,05% Tween 20) contendo 5% de leite desnatado em pd (Molico,
Nestlé) para evitar que anticorpos liguem-se, inespecificamente, em regifes da
membrana em que ndo ha proteinas. Posteriormente, a membrana foi incubada com o
anticorpo primério (Santa Cruz® Biotechnology), diluidos na proporcdo de 1:800 o qual
se ligara a proteina que esta sendo analisada em tampéao de bloqueio 3% a 4 por 14
horas sob agitacdo. As membranas, apos lavagens com TBST, foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado diluido na proporgédo de 1:4000 em tampao de bloqueio
3% por 2 horas a temperatura ambiente. O uso de um conjugado; anticorpo secundario
especifico para o anticorpo primario ligado a uma enzima HRP (horseradish peroxidase)
(Pierce®) foi realizado a fim de visualizar a interacdo antigeno-anticorpo. Pela adicédo de
substrato quimioluminescente (West Pico Sigma®) (0,1mL/cm?) pode-se observar em
flme Kodak® para radiografia, o sinal correspondente a proteina em questdo. A
densidade das bandas foi avaliada por densitometria (software Image J®), em relacéo a

densidade da banda de um controle interno (actina).
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3.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA
3.4.1 Extracdo de RNA total do tecido tumoral

3.4.1.1 Preparacgéao do Tecido

Amostras frescas de aproximadamente 100mg de tecido tumoral foram
fragmentadas mecanicamente em 1mL do reagente TRizol (Invitrogen®) com o auxilio
de um homogeneizador (Tecnal® TE 103 10.000-33.000 rpm). ApOs a preparacdo do

tecido, as amostras foram armazenadas a - 80°C para posterior extracdo do RNA.
3.4.1.2 Extracdo de RNA

O RNA total do tecido tumoral foi isolado segundo as instru¢bes do fabricante
(TRIZOL Invitrogen®). O reagente consiste em uma solucdo monofasica de fenol e
guanidina-isotiocianato, que deriva da melhoria do método de isolamento de RNA
desenvolvido por CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987. Durante a homogeneizacdo da
amostra, o TRIzoL mantém a integridade do RNA enquanto rompe as células e dissolve
0s componentes celulares. A adicdo do cloroférmio, seguida de centrifugacdo a 12000 g
(Eppendorf centrifugue® 5810 R) por 15 minutos a 4°C, separa a solucdo em trés fases:
inferior/organica, interfase e superior/aquosa. Os &acidos nucléicos permanecem
exclusivamente na fase aquosa. Depois da transferéncia da fase aquosa para um novo
tubo, o RNA total foi recuperado por precipitacdo com alcool isopropilico (PA) apdés
centrifugacdo de 12000 g por 10 minutos a 4°C. Apds lavagem com etanol 75% e
centrifugacdo de 7500 g por 5 minutos a 4°C, o RNA total foi ressuspendido em &agua
MilliQ autoclavada: preparada com DEPC 0,01% (Dietil Policarbonato) e armazenado a
uma temperatura de -80°C em aliquotas.

Amostras de tecido tumoral utilizadas nesta pesquisa apresentam alto teor
protéico, grande quantidade de matriz extracelular e consisténcia elastica. Mesmo com a
utilizacdo de um homogeneizador, ndo ocorreu a total fragmentacdo do tecido, sendo
necessaria uma centrifugacdo adicional, de 12000 g por 15 minutos a 4°C, anterior a

adicdo de cloroférmio, na tentativa de uma purificacdo melhor das amostras.
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Para verificar a pureza e concentracdo do RNA total, uma aliquota de 2uL de
cada amostra foi submetida a leitura de absorbancia em espectrofotometro (NanoDrop,
ND-1000) a 260nm, para estimar sua concentracdo em ng/uL. A analise da pureza do
RNA leva em consideracdo a razao entre a leitura da amostra na absorbancia a 260
nm e a 280 nm, que € o comprimento de onda definido para leitura de proteinas e afins
e 260nm e a 230nm, que é o comprimento de onda para leitura de compostos
organicos. Para resultados satisfatérios em PCR em tempo real é desejavel que o valor
de ambas razdes estejam proximas a 2,0. Todas as amostras que obtiveram razao
inferior a esta, na leitura de 260nm/280nm, foram submetidas a uma correcdo de valores
de concentracdes de RNA total (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Somente as amostras
com razao 260/280 e 260/230 acima de 1,90 foram utilizadas.

Para analise da integridade do RNA, uma aliquota de 4 pyL de cada amostra foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 0,8% com Tampao TAE 1X (Tris Acetato
EDTA). O gel foi submetido a 75V por aproximadamente 40 minutos, corado em solugéo
de brometo de etidio 0,5ug/mL e posteriormente visualizado diretamente em
transiluminador de Ultra Violeta. A visualizacdo de duas bandas no gel, que
correspondem a subunidade maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossomal, comprova
a integridade do material isolado.

A qualidade da extracdo de RNA é extremamente importante, sendo esta etapa
critica para 0os passos subsequentes, principalmente nas reacdes de PCR em tempo
real. (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006; QUIAGEN, 2009).

3.4.2 Reagao de transcricao reversa

Amostras de RNA total foram submetidas a reacdo de transcricdo reversa
utilizando o kit ImProm-Il Reverse Transcription System, (Promega®). Para a sintese da
primeira fita de DNA complementar (cCDNA) partiu-se da concentracdo de 500ng de
RNA total. Foi preparada uma solucdo com 0s reagentes e suas respectivas
concentracOes finais: Tampao Improm Il 1X, MgCl, (5,5mM), dNTPs (0,5mM cada),
RNasin (0,4 u/uL), Enzima Transcriptase Reversa (RT) Improm Il e primer OligodT
(2,5uM), complementar a cauda poli-A, caracteristico do mRNA. As condi¢cbes de
termociclagem (eppendorf MASTERCYCLER® gradient) para formacao de cDNA foram:
10 minutos a 25°C para anelamento do OLigodT; 30 minutos a 48°C para extenséo e 5

minutos a 95°C para inativacdo da enzima RT. O volume final da reacao foi de 20 pL.
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Para 0 armazenamento foram feitas aliquotas, as quais permaneceram a -20°C até a
realizacdo de ensaios de Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR). Um controle
negativo, sem a adicdo da enzima Transcriptase Reversa (RT) foi adicionado, para
excluir contaminacéo por DNA (QUIAGEN, 2007).

3.4.3 Desenho dos iniciadores ( primers)

Os primers utilizados para amplificacdo dos fragmentos de DNA complementar
(cDNA) especificos para cada RNA mensageiro (MRNA) foram desenhados com base
na sequéncia de cada gene obtida no GeneBank, www.ncbi.nih.gov, com auxilio do
software PRIMER 3 http://frodo.wi.mit.edu/. Atravées do software CLUSTAL

www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, as sequéncias foram alinhadas para que

fosse definido o segmento mais conservado para desenho. O conjunto de primers foi
analisado com auxilio do software OligoAnalyser

www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, buscando-se, quando possivel, condicbes de

baixa energia (AG) para formacdo de dimeros, heterodimeros e grampos nas reacoes
de PCR. Para identificacdo de regides da sequiéncia que apresentavam alto grau de
homologia com outras partes do genoma foi utilizado um banco de dados apropriado

denominado BLAST http://blast.nchi.nlm.nih.gov. ApGs escolha dos primers, estes foram

sintetizados pela Prodimol®. O mesmo conjunto de primers foi utilizado para as etapas
de PCR e PCR em tempo real.

Os estudos de quantificacao relativa em PCR em tempo real exigem conjuntos de
primers e sondas com condi¢des especificas, sendo assim, o uso de primers que foram
utilizados em ensaios de PCR tradicional nem sempre é recomendado, pois 0s critérios
de desenho para PCR em tempo real podem néo ter sido utilizados. O desenho entre
éxons, tamanho de produto de PCR menor que 150 pb, temperatura de anelamento
préximo de 60 °C, sdo algumas condicdes especificas que precisam ser consideradas
para os primers de PCR em tempo real (QUIAGEN, 2007; QUIAGEN, 2009).

Foram desenhados pares de primers especificos para ciclooxigenase-2 (COX-
2), além dos genes do fator nuclear kappa B (NFk-B) e receptor ativado pela proliferacédo
de peroxissomos (PPARY), para estudos futuros. Para analise de quantificacédo relativa
em PCR em tempo real € necessario utilizar um gene como controle interno. Nesta
pesquisa, foi utilizado como candidato o HPRT, (Hipoxantina-guanina fosforibosil-

transferase), enzima que catalisa uma etapa importante na biossintese de purinas. A
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sequéncia dos primers para HPRT foi gentiimente cedida pelo laboratorio de
Neurobiologia-UFPR. As sequéncias de primers com seus respectivos tamanhos de

produto de PCR em pares de bases (pb) estdo apresentados a seguir:

5’ATCAGGTCATCGGTGGAGAG3’ (COX-2 forward)
5'GCACCAGACCAAAGACTTCC3 (COX-2 reverse)
126pb

5’'CAGGCCAGACTTTGTTGGAT3' (HPRT forward)
5TCCACTTTCGCTGATGACAC’3 (HPRT reverse)
116pb

3.4.4 Reacao de Cadeia de Polimerase (PCR)

A técnica de PCR permite a amplificagcéo in vitro do DNA/cDNA para a formacéo
de grandes quantidades de uma sequéncia especifica. Para que isso seja possivel é
necessario, além do material genético em questdo, um par de primers (forward e
reverse), que sao oligonucleotideos na forma de cadeia simples, que delimitam o
tamanho do segmento a ser amplificado, quantidades adequadas de nucleotideos livres
(NTPs) e uma DNA polimerase. H4 uma especificidade na coOpia de segmentos
especificos pela introducdo do conceito de primer e na utlizacdo de uma DNA
polimerase termoestavel. A PCR consiste na repeticdo ciclica de trés etapas:
desnaturacao, anelamento dos primers e extensdo da fita pela DNA Polimerase. Para
que essas etapas acontecam de maneira adequada, programou-se o termociclador
(Eppendorf MASTERCYCLER® gradient) com as temperaturas 6timas para cada uma
dessas etapas (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

A partir de cDNAs (500ng) obtidos foi realizada reacdo de PCR com ciclos de
amplificacdo especifico para cada gene. Os reagentes (Fermentas®) utilizados nas
reacoes de PCR e suas respectivas concentracoes finais foram: dNTPs (0,2 mM cada),
MgCl, (1,5 mM), primers (0,5uM cada), Taqg DNA Polimerase (0,025u/uL) e Tampéo 1 x .
O volume final da reacéo foi de 20 L.

A maioria das reacdes de PCR foi realizada com a seguinte programacao:
desnaturacao de 94 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de, (desnaturacéo 94 °C por
30 segundos; anelamento dos primers COX-2 e HPRT 60,5 °C por 30 segundos;
extensao de 72 °C por 40 segundos), seguidos de extensdo a 72 °C por 10 minuto e
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hold de 4 °C. Para cada par de primers, as condicbes de termociclagem foram
otimizadas.

ApoOs reacdo em PCR, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
Poliacrilamida 8% com Tampao TAE 1X (Tris Acetato EDTA). O gel foi submetido a uma
voltagem constante de 100 V por aproximadamente 45 minutos e posteriormente
revelado pela técnica de Nitrato de Prata 10%.

3.4.5 PCR em tempo real

A metodologia de PCR tradicional necessita de uma fase de deteccdo apos o
término da reacdo de amplificacdo, a visualizacdo em gel. Além disso, a deteccdo ao
final da reacdo limita a capacidade de diferenciar a quantidade inicial de alvos
moleculares presentes em cada reacdo. O desenvolvimento da PCR em tempo real
resultou da complementacédo da técnica de PCR com tecnologia de fluoroforos, Optica e
informatica. Esta tecnologia prevé a deteccdo do produto de amplificacdo a medida em
que vai sendo formado, ao contrario do método original. E esta propriedade de permitir
avaliacado da reacao de PCR em sua fase exponencial que qualifica a PCR em tempo
real como metodologia quantitativa. Este sistema informa se estd ocorrendo
amplificacdo da molécula alvo e quantifica esta amplificacdo, uma vez que o software do
sistema correlaciona a intensidade do sinal com a quantidade de produto amplificado
formado. O procedimento utilizado para estimar a quantidade relativa das concentracdes
de RNA mensageiro do gene, comparando com a expressdo do gene normalizador
(controle interno), foi baseado na deteccdo em tempo real do produto de PCR utilizando
o corante SYBR Green. Como o SYBR Green | se liga a todo DNA dupla-fita, o resultado
€ um aumento na intensidade da fluorescéncia proporcional a quantidade de produto
gerado pela PCR (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

A reacéo foi realizada utilizando os seguintes reagentes com suas concentragdes
finais: SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®) em um volume
correspondente a 50% do volume final, primers (0,3uM) e cDNA (5ng/ul). As reacbes
foram realizadas em triplicata, com volume final de 10 pl. Utilizando a plataforma
tecnologica Corbett Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Sciences®) as condigbes de
termociclagem foram: 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de (95°C por 15
segundos, 60°C por 15 segundos e 72°C por 30 segundos). As reacdes de PCR

utilizadas para analise dos dados apresentaram eficiéncias proximas de um.



35

Amplificagbes de produtos inespecificos foram excluidas pela andlise da curva de
dissociacdo dos produtos de PCR. A curva de dissociagdo € um gréafico que demonstra
dados de dissociacéo do produto de PCR. Alteracfes na fluorescéncia séo plotadas em
relacdo a temperatura (de 60 °C a 90 °C) sendo que estas mudancas sédo devido a
interagcdo do corante com a dupla fita de DNA (QUIAGEN, 2007). Para minimizar
possiveis variacdes de massa entre as amostras, é amplificado simultaneamente ao
gene de interesse (alvo-COX-2), um gene normalizador (controle interno-HPRT). O gene
normalizador € um gene expresso em concentracdes relativamente constantes entre as
diferentes células e tecidos de um organismo, em todos o0s estagios do
desenvolvimento, sem alteragbes significativas pelos tratamentos experimentais.
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2006).

3.4.6 Método 224¢T

Os métodos para quantificagcao relativa de expressao génica permitem quantificar
diferencas no nivel de expressdo de um gene especifico entre as varias amostras. O
método CT comparativo, também conhecido como 247
pesquisadores (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A producdo de dados é expressa como

uma diferenca numérica dos nos niveis de expressdo do gene estudado. A amostra

, € amplamente utilizado pelos

empregada como base para resultados comparativos denomina-se calibrador, que
representa uma vez (1X), que equivale ao valor basal de expressao génica da célula, e
todas as outras quantidades sdo expressos como uma diferenca de niumero de vezes
em relacdo ao calibrador (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
Nesta pesquisa, o grupo alimentado com racao (W), (grupo né&o tratado) foi utilizado
como calibrador. O método é baseado no valor resultante da diferenca entre o valor de
amplificacdo (CT) do gene alvo (COX-2) menos o do controle interno (HPRT) da
amostra tratada e a diferenca do CT alvo - CT controle interno da amostra denominada
calibrador. Fornecendo um valor de AACT [(CT alvo- CT controle interno) amostra
tratada - (CT alvo - CT controle interno) calibrador]. A andlise quantitativa relativa é dada
pelo valor de 2 **“T. Assim, os dados podem ser interpretados como a expressdo do
gene alvo relativo ao controle interno na amostra tratada comparado ao calibrador
(SCHMITTGEN:; LIVAK, 2008).

Alguns passos importantes devem ser seguidos no delineamento experimental
para anélise da expressdo génica através do método 2 “*“T. Desenhos experimentais

inadequados podem levar a resultados inconsistentes, comprometendo a confiabilidade
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da pesquisa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al.,
2009).

1. Selecionar e validar um gene de controle interno, para determinar se sua
expressao ndo é afetada pelo tratamento experimental;

2. Realizar a validagdo do gene alvo e do controle interno para assegurar que
suas eficiéncias sejam similares;

3. Apresentar cada amostra separadamente, calculando a média dos resultados

apos o calculo de 2744¢T

3.4.7 Selecao do gene candidato a controle interno (HPR 1)

O controle interno adequado é aquele que mesmo em condi¢cfes experimentais,
nao apresenta alteracbes significativas de sua expressdo entre 0s grupos controle e
submetidos a intervencdo (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al., 2009). Contudo,
se a expressdo do gene for alterada, os resultados obtidos podem estar incorretos,
sugerindo que esta variabilidade possa afetar de maneira significativa os resultados de
uma pesquisa (DHEDA et al., 2005). Para determinagdo do efeito do tratamento na
expressdo do gene candidato (HPRT), foi aplicado o método 2“". Este método pode
ser utilizado para analisar dados de expressao génica relativa, quando apenas um gene
esta sendo avaliado (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O valor resultante da diferenca entre
o valor de amplificacdo (CT) do gene HPRT, fornece um valor de ACT (CT grupo

tratado - CT grupo nao tratado).

3.4.8 Validacao da Eficiéncia de Amplificacdo do Gene A  Ivo e Controle Interno

Para que o método 2*°T seja validado, deve-se assumir que a eficiéencia de
amplificacdo do gene alvo (COX-2) e a eficiéncia de amplificacdo do controle interno
(HPRT) devem ser aproximadamente iguais. (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A amostra
no experimento de validacdo deve expressar ambos 0s genes, alvo e controle interno
(QIAGEN, 2009). A avaliacao das eficiéncias relativas de amplificacdo é alcancada pela
corrida de curvas obtidas através de reaces de PCR feitas a partir de diluicdes seriadas
de cDNA do calibrador, que significa a amostra utilizada como a base para resultados

comparativos (grupo W). Para determinar se as reacdes de amplificacdo apresentaram a
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mesma eficiéncia, foi observado como o ACT (CT alvo - CT controle interno) variou com
a diluicdo do calibrador. Estes valores sao representados em grafico de regresséo
linear. Se as eficiéncias das duas reacOes forem equivalentes, os valores de ACT
permanecem relativamente constantes e o grafico apresenta um slope menor que 0,1
(QIAGEN, 2009).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) dos
grupos experimentais. A analise estatistica utilizada foi a analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida de pos-teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 5% (p <
0,05). Os dados da validacao da eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e controle
interno foram apresentados em Regressao Linear. O software utilizado foi GraphPad
Prism® .



38

4 RESULTADOS
4.1 PESO TUMORAL

Na FIGURA 5 estdo apresentados os dados de peso (g) do tumor dos animais
alimentados com racao (W), suplementados com dOleo de peixe (WP) ou com gordura de
coco (WS). O peso do tumor no grupo W foi de 13,18 + 1,58, e no grupo WP de 5,40 *
0,88, o qual foi 2,44 vezes menor (p<0,05). A suplementagdo com gordura de coco leva
a um peso tumoral de 11,93 + 1,75, o qual foi similar ao do grupo alimentado com racao

(W) e 2,21 vezes maior que o do grupo suplementado com 0leo de peixe (p<0,05).
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FIGURA 5 - Peso (g) do tumor obtido nos grupos alimentados com racdo (W) n=13, suplementado com
O0leo de peixe (WP) n=16 ou com gordura de coco (WS) n=17. Os dados estao
apresentados como média tEPM, a p<0,05 vs. W e WS. Os dados sédo representativos de
trés experimentos independentes.

4.2 SINTESE PROTEICA DE COX-2 NO TECIDO TUMORAL

Na FIGURA 6 estdo apresentados os dados da sintese protéica de COX-2, no
tecido tumoral dos animais alimentados com racédo (W), suplementados com 6leo de
peixe (WP) ou com gordura de coco (WS). A suplementacdo com 6leo de peixe reduziu
significativamente a sintese de COX-2 no tecido tumoral em 1,76 vezes quando
comparada a do grupo W (p<0,05) e 1,65 vezes a do grupo WS. Em adicdo, a

suplementacdo com gordura de coco (WS), ndo alterou de forma significativa o padréo
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da sintese de COX-2 quando comparada a do grupo alimentado com racao (W). Os

valores foram normalizados utilizando a actina como controle interno.

COX-2 82kDa

ACTINA 43kDa

= N
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FIGURA 6 - Sintese protéica de COX-2 no tecido tumoral obtido nos grupos alimentados com ragao (W)
n=7, suplementado com 6leo de peixe (WP) n=6 ou com gordura de coco (WS) n=6. Os
dados estdo apresentados como média tEPM, a p<0,05 vs. W e WS. Os dados sao
representativos de trés experimentos independentes.

4.3 OTIMIZACAO DOS PRIMERS DE COX-2 E HPRT

Antes de utilizarmos as amostras de tecido tumoral, foram realizados alguns
experimentos com amostras de tecido neuronal de ratos, para verificacdo dos primers.
Foram realizadas reacdes com gradiente de temperatura variando entre 50°C e 63°C,
sendo a de 60,5 °C selecionada como temperatura de anelamento.

Além disso, foram testadas outras condi¢cdes de termociclagem como, tempo e numero

de ciclos, até chegar a valores ideais.
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Na FIGURA 7, pode-se confirmar a funcionabilidade dos primers em uma mesma
reacdo de PCR, utilizando como temperatura de anelamento 60,5°C. A presenca de
uma banda especifica de 126pb (COX-2) e 116pb (HPRT) demonstra que houve
amplificacdo do produto de PCR. A auséncia de bandas extras indica a amplificacdo de

um produto especifico, sem contaminacdo ou formacdo de dimeros de primers na

reacao.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
200pb
100pb Sdi
B 116 bp
FIGURA 7 -  Visualizagdo em gel de poliacrilamida 8% corado com Nitrato de Prata do produto

amplificado da reacdo de PCR utilizando os primers da COX -2 e HPRT. Na coluna 1-
marcador de massa molecular (100pb DNA ladder plus) em pares de bases (pb). Da
coluna 2 a 5- amostras de cDNA (100 ng) de tecido neuronal de ratos com primers da
COX-2. Coluna 6 a 9 - amostras de cDNA (100 ng) de tecido neuronal de ratos com
primers do HPRT. Todas as amostras apresentaram amplificacdo do produto: COX-2
(126pb) Coluna2 a5 e HPRT (116pb) coluna 6 a 9.

ApOs a otimizacao das condi¢cdes de termociclagem em PCR convencional, foram
utilizados primers nas amostras de cDNA de tecido tumoral. Como as amostras
apresentaram alta concentracdo de RNA total (acima de 1ug/uL), partiu-se de 500ng de
cDNA. Pode-se visualizar na FIGURA 8, a presencga de uma banda especifica, indicando
qgue houve a amplificacdo do gene da COX-2 (126pb). A reacdo de PCR utilizando os
primers do HPRT em tecido tumoral também apresentou uma banda especifica (116pb),

indicando amplificacéo (dados nao apresentados).
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200 bp

100 bp

126 bp

FIGURA 8 -  Visualizacdo em gel de poliacrilamida 8% corado com Nitrato de Prata do produto
amplificado da reacédo de PCR utilizando os primers da COX-2. Na coluna 1- marcador de
massa molecular (100pb DNA ladder plus) em pares de bases (pb); Coluna 2- tecido
neuronal (100ng). Amostras de cDNA (500ng) do tecido tumoral: Coluna 3 e 4- grupo
controle sem suplementacdo (W); Coluna 5 e 6- grupo suplementado com gordura de
coco (WS); Coluna 7 e 8- grupo suplementado com 6leo de peixe (WP). Todas as
amostras apresentaram uma banda de 126pb, indicando que houve amplificacdo do gene
especifico de COX-2.

4.4 SELECAO DO CONTROLE INTERNO PARA AS CONDICOES EXPERIMENTAIS

Na FIGURA 9 esta representado a quantidade relativa de cDNA (50ng) na reacéo
de PCR em tempo real utilizando o gene HPRT. Os dados estdo representados pela
equacdo 2°" onde ACT (CT grupo tratado - CT grupo ndo tratado). Apesar de um
aumento da expressdo de HPRT no grupo tratado com 6leo de peixe (WP) ou com
gordura de coco (WS) quando comparado a do grupo nao tratado (W), ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, p=0,1940. Isto torna este gene adequado para

utilizacdo como controle interno nesta pesquisa.
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FIGURA 9 - Efeito do tratamento experimental na expressdo do gene candidato a controle interno

(HPRT) aplicando-se o método 2CT Reacdo em PCR em tempo real utilizando amostras
de cDNA (50ng) em triplicata. Nos grupos ndo tratado (W) n=4, tratado com 6leo de peixe
(WP) n=5 ou com gordura de coco (WS) n=5, ndo houve alteracdo significativa na
expressdo do gene HPRT entre os grupos. Os dados estdo apresentados como média
+EPM, com valor de p=0,1940. Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes.

4.5 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DO GENE ALVO (COX-2) E DO CONTROLE
INTERNO (HPRT)

Para que o célculo de 2*“T seja valido, a eficiéncia de amplificacéio do gene alvo
e do controle interno devem ser aproximadamente equivalentes (SCHMITTGEN et al.,
2000; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al., 2009). Na FIGURA 10 estdo os
resultados da reacdo de PCR em tempo real, na qual foi construida uma curva de
diluicdo na ordem de 5 X. Foi utilizado um pool de cDNA do grupo alimentado com racao
(W) denominado calibrador, correspondendo a uma faixa de concentracdo entre 20 ng
a 1,25 ng. A reacao foi realizada em triplicatas para os genes alvo (COX-2) e controle
interno (HPRT). O valor encontrado do slope da curva foi de 0,04983, significando

eficiéncias similares entre os genes.
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FIGURA 10 - Validacdo do método 2**“". Valores de ACT foram determinados para o gene alvo (COX-
2) e do controle interno (HPRT). As diferencas nos valores de ACT foram plotados em
relacdo ao log da quantidade de cDNA (20ng a 1,25ng) de tecido tumoral do grupo
calibrador (W) n=4 em triplicata. Os dados foram submetidos a andlise de regressao
linear, na qual diferencas na eficiéncia de PCR foram determinadas pelo célculo de slope
da curva. O valor de slope encontrado de 0,04983 indica que 0s genes possuem
eficiéncias semelhantes. Validacdo para PCR em tempo real (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

4.6 CURVA DE DISSOCIACAO

A FIGURA 11 representa a curva de dissociacéo do produto amplificado de PCR
em tempo real obtido a partir dos primers de COX-2. A curva avaliou a dissociagao da
dupla fita de DNA com o aumento gradativo da temperatura de 60 °C a 90 °C. A
especificidade do produto amplificado foi verificada pela presenca de uma Unica
temperatura de dissociacdo. A curva de dissociacdo a partir dos primers de HPRT

demonstrou a mesma especificidade. (dados ndo apresentados)

dF fdT

FIGURA 11 - Curva de dissociacdo para verificacdo da especificidade do produto formado por PCR em
tempo real a partir dos primers correspondente ao gene da COX-2.
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4.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE COX-2

Apoés etapas de validacdo e a exclusdo de produtos inespecificos pela analise da
curva de dissociacdo, estdo representados na FIGURA 12, os dados de expressao
génica de COX-2 no tecido tumoral, dos animais suplementados com 6leo de peixe
(WP) ou com gordura de coco (WS), ap6s célculo de 24“T A suplementacdo com 6leo
de peixe reduziu significativamente a expressao génica de COX-2 no tecido tumoral em
506 = 1,09 vezes (p<0,05) e com gordura de coco aumentou significativamente a
expressdo em 11,77 + 1,23 vezes (p<0,05) quando comparada a do grupo calibrador

(W), (ndo apresentado no grafico) que representa uma vez (1X).
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FIGURA 12- Expressao génica de COX-2 no tecido tumoral obtidos nos grupos suplementado com 6leo
de peixe (WP) n=9 ou com gordura de coco (WS) n=9. Reacdo em PCR em tempo real
utilizando amostras de cDNA (50ng) em triplicata para os genes de COX-2 e HPRT.
Dados expressos como 2T demonstrando reducéo da expressdo génica de COX-2 no
grupo WP e aumento no grupo WS quando comparada a do grupo calibrador, (W) n=8.
Os dados estédo apresentados como média +EPM, a p<0,05 vs. W e WS; b p<0,05 vs. W.
Os dados sao representativos de trés experimentos independentes.

QUADRO 1 - Valores da média de CT de trés experimentos independentes para determinacdo da
quantificacao relativa utilizando 2T .

Grupo CT COX-2 CT HPRT

W (1X) 27,55 +3,41 22,74 +2,68
WP 28,82 + 3,06 21,86 +2,23
WS 27,43 +1,83 25,54 +3,78
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5. DISCUSSAO

Inimeras pesquisas tém demonstrado que AGPI n-3 estdo envolvidos na reducao
da inflamacé&o e participam na prevencéo de certas doencgas cronicas, como doencas
cardiovasculares, artrite reumatoide, colites ulcerativas, desordens de pele, além dos
beneficios na prevencdo e desenvolvimento do cancer (CHENE et al., 2007;
TROMBETTA et al., 2007; NAGAO;YANAGITA, 2008; SALA-VILA et al., 2008; TANAKA
et al., 2008). Estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais evidenciam o potencial
farmacoldgico e o valor nutricional de uma dieta enriquecida com 6leo de peixe. Tem
sido proposto que os efeitos benéficos para a saude se devem a varios mecanismos de
acao que ainda ndo sédo completamente entendidos. Entre os mecanismos relatados ha
as alteracbes estruturais e funcionais de membrana, metabolismo de eicosandides,
expressao génica e formacdo de produtos de peroxidacao lipidica (CHAPKIN et al.,
2008).

Tem sido hipotetizado que alteracdes na razdo da ingestdo de acidos graxos n-
6:n-3 na dieta ocidental pode ser responsavel, em parte, pelo aumento do risco e
incidéncia de numerosas doencas de carater inflamatorio (SIMOPOULQOS, 2006). Esta
relacdo pode levar a uma producdo desbalanceada de eicosandides, o que tem sido
associado ao desenvolvimento de inumeras patologias inflamatérias (FUNAHASHI,
2008; RIEDIGER et al., 2009; WEAVER et al., 2009). Além disso, sdo importantes
determinantes de saude, pois ambos acidos graxos podem influenciar na expressao
génica (SIMOPOULOS, 2006).

Em 1863 foi descrito a relacdo entre processo inflamatério e cancer, quando se
observou infiltrado de leucécitos em tecido neoplasico. Atualmente se aceita que a
inflamacé&o crbnica seja um fator de predisposicao para muitos canceres (SPENCER et
al., 2009). A inflamacdo € caracterizada pela producdo de citocinas inflamatorias,
eicosandides derivados do acido araquidonico, espécies reativas de oxigénio e
moléculas de adesdo (CALDER, 2006a; TULL et al., 2009). Além disso, fatores como
prostaglandina E, (PGE,), 6xido nitrico (NO), COX-2 e fator nuclear kappa B (NFkB) tem
participacdo em cascatas de inflamacéo e angiogénese (SPENCER et al., 2009).

Estudos prévios do Laboratorio de Metabolismo Celular, UFPR, demonstraram
que o oleo de peixe, rico em AGPI n-3, € capaz de reduzir o crescimento tumoral e o
grau de caquexia em ratos portadores de tumor de Walker 256. Estes efeitos incluem
alteracdes nas propriedades das células tumorais como proliferagdo, apoptose, aumento
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da taxa de peroxidacdo lipidica, ativacdo das células de defesa do organismo e a
reducdo da sintese de COX-2 e PGE; plasmatica (BONATTO et al., 2004; PINTO et al.,
2004; PIZATO et al., 2005; MUND et al., 2007).

Modelos experimentais utilizando pequenos animais demonstram que dietas
enriquecidas com AGPI n-3 possuem efeitos inibitérios na sintese de COX-2 e PGE;
plasmatica (SPENCER et al.,2009). Ratos alimentados com AGPI n-3 com posterior
inducdo de tumor de colon apresentaram diminuicdo na incidéncia de tumor, além da
reducdo significativa da quantidade de COX-1 e COX-2 (SPENCER et al.,2009).
Segundo MUND et al., 2007, a reducdo do crescimento tumoral pode estar relacionada
a modulacdo negativa da sintese protéica de COX-2, a qual € produzida em altas taxas
no tecido tumoral. Este trabalho demonstrou reduc&o do crescimento tumoral no grupo
suplementado com 0leo de peixe (WP), o qual foi 2,44 vezes menor quando comparado
ao do grupo alimentado com racdo (W). (FIGURA 5). Os resultados de nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado que o 6leo de peixe tem a habilidade de reduzir o
crescimento tumoral (PIZATO et al., 2005; MUND et al., 2007). Os dados obtidos com o
grupo Oleo de peixe vém corroborar esses achados prévios. O grupo suplementado com
gordura de coco, que € uma gordura saturada (WS), manteve o crescimento tumoral
semelhante ao observado para o grupo alimentado com ragao (W) e foi 2,21 vezes
maior que o do grupo suplementado com 6éleo de peixe. Estudos indicam que uma dieta
rica em gordura saturada mantém a proliferacdo tumoral, entretanto, ja foi demonstrada
a sua capacidade de elevar o crescimento tumoral e a sintese protéica de COX-2
(MUND et al, 2007). A suplementacéo de animais com gordura saturada pode promover
0 agravamento do estado caquético, o que ja foi verificado em ratos portadores de tumor
de Walker 256 (PIZATO et al, 2005; MUND et al, 2007).

A expressao de COX-2 é inibida pelos glicocorticoides em nivel de transcricéo e
traducdo, enquanto esses agentes parecem ter pouco efeito sobre COX-1. Enquanto
COX-2 é geralmente indetectavel em tecido intestinal normal, aumento de mRNA ou
proteina de COX-2 estdo presentes em estagios iniciais de cancer, denominados
polipos adenomatoso (CRYER; DUBOIS, 1998). COX-2 é altamente expressa em tecido
tumoral, indicando aumento da capacidade de produzir prostaglandinas (PGs) na
presenca de acido araquidénico. PGE, é considerada promotora tumoral, pois sua
inibicdo diminui a formacdo de tumor em véarios modelos animais (SPENCER et al.,
2009; ROYNETTE et al.,, 2003). Animais portadores de tumor de Walker 256

suplementados com 0leo de peixe apresentaram reducgédo significativa na concentracao
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plasmatica de PGE, (MUND et al., 2007). Sugere-se que este resultado esteja
relacionado com a reducao da sintese de COX-2, bem como pela competicdo provocada
pelo aumento da concentracdo de EPA na membrana das células tumorais em relacéo
ao AA (MUND et al., 2007). Neste trabalho avaliamos a sintese da enzima COX-2 no
tecido tumoral, mas ndo PGE; plasmatica, contudo acreditamos que também esteja
reduzida, conforme demonstrado por MUND et al., 2007.

Os AGPI n-3 de cadeia longa presentes no 6leo de peixe podem atuar de forma
direta, substituindo o acido araquidénico, como substrato para eicosanoides das seéries 2
e 4 e aumentando a producdo de resolvinas antiinflamatorias, e indiretamente, pela
alteracdo da expressao de genes pela ativagcado de fatores de transcricdo (CALDER,
2006b; DE MELLO et al., 2009). Os mecanismos que tentam explicar, em parte, 0s
efeitos antiinflamatérios do EPA e DHA, estdo relacionados com a diminuicdo da
expressao de varios genes, incluindo citocinas pro-inflamatorias e genes envolvidos na
sintese de eicosandides (BOUWENS, 2009; CHAPKIN, 2009). Através de acbes em vias
de sinalizacdo, os AGPI n-3 podem atuar na ativacdo de um ou mais fatores de
transcrigcdo, como fator nuclear kappa B (NFkB) e receptores ativados pela proliferacéo
de peroxissomos (PPARs) (NASROLLAHZADEH, 2008; CHAPKIN et al.,, 2009;
WEAVER, 2009). Estes dados evidenciam que alteracdes na expressdo génica,
provavelmente pode ser um importante mecanismo na qual AGPI n-3 exercem seus
efeitos em condi¢Bes patologicas (WEAVER et al., 2009).

O efeito da suplementacdo com Oleo de peixe na expressdo de genes
relacionados com a inflamacgédo tem sido abordado em um numero limitado de estudos
(CALDER, 2006b). Experimentos em humanos saudaveis, suplementados com 6leo de
peixe, sugerem que alteracdes nas concentracdes de AGPI n-6 e n-3 provavelmente
influenciam nas respostas inflamatorias. Esta capacidade deve-se em parte pela
capacidade destes acidos graxos ou de seus metabdlitos regularem a expressdo de
genes relacionados com as vias de transduc¢ao de sinal (SMITH, 2005; WEAVER, 2009).
A incluséo de 6leo de peixe na dieta de camundongos com doenca autoimune reduziu o
MRNA de fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas, IL-1 e IL-6 nos rins. Adicédo
de EPA e DHA em cultura de condrocitos bovino diminuiu significativamente a
expressao génica de COX-2, TNF a e IL-1a (CALDER, 2006b). EPA e DHA reduzem a
expressao de fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF), COX-2 e PGE; em células
HT-29 cultivadas in vitro (SPENCER et al., 2009). Em outro estudo, AGPI n-3 aumentou

a expressao génica de sindecan (SDC-1), que pode agir como molécula supressora de
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tumor pela inibicdo do crescimento celular e inducdo da apoptose. Uma das sequiéncias
regulatorias da regido promotora de SDC-1 é reconhecida por membros de uma familia
de receptores hormonais, incluindo PPARs (SUN, 2008). Analises de microarranjo de
monaocitos coletados de sujeitos que receberam EPA e DHA demonstraram alteracdes
em 1040 genes. Observou-se diminuicdo na expresséo de genes envolvidos em vias de
sinalizagdo relacionada com processo inflamatério, como sintese de eicosanoides,
sinalizacao de interleucinas e proteinoquinases ativadas por mitdgenos (MAP quinases),
além de fatores relacionados ao estresse oxidativo, hipdxia, sistema cardiovascular e
sinalizacao via PPARs e NFk-B (BOUWENS et al., 2009).

Tem sido proposto que os AGPI n-3 podem exercer seus efeitos sobre a
expressdo de genes inflamatdrios através de acdes nas vias de sinalizacao
intracelulares, induzindo a ativacdo de um ou mais fatores de transcricdo, como NFk-B
(CHAPKIN et al., 2009). Estudos evidenciaram que AGPI n-3 podem diminuir a atividade
de NFk-B e que EPA pode interromper sua ativacdo via TNF-a em cultura de células
pancreaticas. Similarmente, EPA ou 6leo de peixe diminuiram a expressédo de NFk-B em
cultura de mondécitos humanos (SANKARAN et al.,, 2007). Os mecanismos pelo qual
AGPI n-3 altera a atividade de NFk-B, ainda ndo foram totalmente elucidados,
entretanto, sugere-se que estes &cidos graxos modulam sua sinalizacdo através da
ativacdo de serino/treoninoquinase (Akt), fator de necrose tumoral (TNFa), fosfolipase C
e fosforizagéo de inibidor do fator nuclear kB (IkB) (BIONDO et al., 2008).

Os receptores ativados pela proliferacdo de peroxissomos (PPARs) sdo membros
de uma superfamilia de receptores nucleares que regulam a expressao de genes alvos,
ligando-se a elementos responsivos especificos da proliferacdo do peroxissomo
(PPREs) (CHENE et al., 2007) Os PPARs podem ser a chave para a regulacdo do
metabolismo de lipidios, e associado com genes que afetam a acdo da insulina e
processos inflamatorios (CHENE et al., 2007; HARUNA et al., 2008). Estudos
demonstram que acidos-graxos poliinsaturados e certos produtos de sua oxidacdo séo
capazes de se ligar e ativar todas as isoformas de PPARs (PPARa, PPARy e PPAR)
(LARSSON et al., 2004; HARUNA et al., 2008). A expressao génica de COX-2 pode ser
induzida pelos ligantes de PPARYy, mediado via PPRE, na regido promotora de COX-2.
A literatura demonstra resultados contraditorios do efeito dos agonistas de PPARYy; ha
diminuicdo da expressao de COX-2 em células, como cancer de mama e macroéfagos.
Entretanto, ocorre aumento da expressao de COX-2 em mondcitos, células epiteliais,

fibroblastos sinoviais e células de cancer de célon (HAN et al., 2003). Estas divergéncias
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sdo atribuidas a diferencas nos mecanismos de ativacdo de PPARYy. O recrutamento de
co-fatores € necessario para ativacao ou inibicdo da transcricdo de genes selecionados.
A natureza desses ligantes pode induzir o recrutamento de diferentes complexos de co-
ativadores e co-repressores que podem levar a resultados opostos (HAN et al., 2003;
CHENE et al., 2007; CHAPKIN et al., 2009).

Sugere-se que os efeitos quimioprotetores dos AGPI n-3 também se deve a sua
capacidade de modular a expressdo de micro RNAs (miRNASs), uma classe de RNA
endodgenos que apresentam potencial regulatorio. Foi demonstrado que dietas
enriquecida com AGPI n-3 pode modular a expressdo de miRNAs em ratos portadores
de cancer de coélon. Apesar da biologia dos miRNAs ainda ser pouco entendida, ja
estdo sendo relacionadas a diversos processos biolégicos como  diferenciagao,
proliferagcao celular e apoptose (DAVIDSON et al., 2009).

A andlise da regido promotora de COX-2 revela a existéncia de diversos
elementos regulatérios em potencial, que podem afetar a transcricdo do gene, alterando
a expressdo de COX-2 (SIVARAMAKRISHNAN; DEVARAJ, 2009). Pesquisas tém
demonstrado que a expressdo de COX-2 pode ser modulada por fatores de transcricao
gue parecem ser especificos para cada célula. Por exemplo, a expressdo de COX-2 no
figado e em macréfagos € regulada por membros de proteinas ligantes ao amplificador
(EBP), enquanto em cultura glomerular sdo regulados principalmente por NFk-B
(SANKARAN et al.,, 2007). Alguns fatores transcricionais estudados em células-$
pancreaticas podem regular a atividade promotora de COX-2. A proteina ligante ao
elemento responsivo (CREB) e o transdutor de sinal e ativador de transcrigcdo (STAT1)
podem ser alvos em potencial para a prevencdo de danos caudados por PGE; além de
terapias anticancer (ZHANG et al., 2007).

Quando se avalia a expressdo génica, a etapa prévia de padronizacdo e
validacdo é critica (BUSTIN et al., 2009). Alguns passos importantes devem ser
seguidos no delineamento experimental para analise da expressao génica através do
método 2*°T. A selecdo e validacdo de um controle interno, para determinar se a sua
expressao nao é afetada pelo tratamento experimental; a validacdo do gene alvo e do
controle interno para assegurar que suas eficiéncias sejam similares e a apresentacao
de cada amostra separadamente, calculando a média dos resultados apds o célculo de
22CT Desenhos experimentais inadequados podem levar a resultados inconsistentes,
comprometendo a confiabilidade da pesquisa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001;
SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al., 2009). A falta de praticas rigorosas pode
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produzir conclusdes errbneas, apresentando variagdes de dados, até mesmo resultados
contraditérios em publicacdes. Falsos positivos ou resultados negativos podem
comprometer toda uma pesquisa com implicacdes desastrosas, principalmente quando
empregada em aplicacdes clinicas (BUSTIN et al., 2009). O método 2“7 é
frequentemente utilizado para avaliar a expressao génica relativa sem nenhuma
referéncia sobre a eficiéncia de amplificacdo de ambos os genes. Além disso, um
namero significativo de publicacbes normaliza seus dados, empregando um controle
interno ndo-validado (BUSTIN et al., 2009). Este trabalho se preocupou em seguir todas
as fases de otimizacdo, padronizacdo e validacdo do protocolo experimental, desde o
desenho e funcionalidade dos primers (FIGURA 7 e 8) até as validacdes em PCR em
tempo real (FIGURA 9 e 10). A maior parte do tempo deste estudo foi destinada a estas
etapas com o objetivo de obter dados consistentes e confiaveis.

A expressao génica de COX-2 no tecido tumoral do grupo suplementado com
Oleo de peixe (WP) esta diminuida significativamente 5,06 vezes, entretanto, a
diminuicdo da sintese protéica de COX-2 no tecido tumoral foi de 1,76 vezes. O grupo
suplementado com gordura de coco (WS) apresentou aumento significativo de 11,77
vezes da expressdao génica de COX-2, porém a sintese protéica ndo apresentou
alteracao significativa (FIGURA 6 e 12). Os resultados de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o 6leo de peixe tem a habilidade de reduzir a sintese protéica de
COX-2 no tecido tumoral, além da reducédo de sua atividade, através da qual induz a
formacao de prostaglandinas, como a PGE, (MUND et al., 2007). Os dados obtidos
neste trabalho com o grupo 6leo de peixe vém corroborar com esses dados bem como
outros da literatura.

E bem estabelecido a falta de concordancia entre valores de mRNA e
concentracbes de proteinas. Em ambos grupos, a deteccdo de mRNA de COX-2 no
tecido tumoral foi diferente da mensagem traduzida em proteina. Métodos de
quantificacdo de proteinas, como Western Blotting ou imunohistoquimica nem sempre
equivalem com os dados obtidos da quantificacdo de mRNA. Esta variabilidade do que
é fornecido pelo codigo genético é o resultado de complexos mecanismos de controle
da expressao génica (BUSTIN et al., 2009). Todas as etapas da expressao génica, da
mensagem contida no DNA até a proteina, podem ser controladas (CRYER; DUBOIS,
1998; BUSTIN et al.,, 2009). Para a maioria dos genes, o controle transcricional é
prevalente, porém, outros controles podem atuar desde o RNA até a traducdo em

proteinas. Para muitos genes, os controles pds-trascricionais sdo decisivos para
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modulacdo da quantidade de produto originado. Estudos preliminares sugerem que a
COX-2 é regulada tanto em nivel transcricional quanto pés-transcricional. Em alguns
casos, a inducdo de COX-2 é primariamente devido ao aumento da estabilidade de
MRNA, enquanto em outras situa¢des sdo induzidas predominantemente pela ativacéo
transcricional (ZHANG et al., 2007).

Estudos indicam que multiplos mecanismos moleculares podem contribuir para os
efeitos protetivos dos AGPI n-3 no cancer, tornando-se cada vez mais evidente sua
acao pleiotropica. A partir dessa constatacdo, o grande desafio sera determinar e
estabelecer ligacdes entre as inUmeras vias, na qual AGPI n-3 podem atuar (BIONDO et
al., 2008 ; CHAPKIN, et al., 2008). A forma que os AGPI n-3 podem modular os mMRNAs,
influenciando as vias de sinalizacdo e apresentando potencial regulatorio, ainda nao
esta estabelecido. Este trabalho sugere que AGPI n-3 possui a capacidade de alterar a
expressdo de genes inflamatérios como COX-2, envolvida nos processos de
carcinogénese. Apesar dos mecanismos moleculares permanecerem desconhecidos,
este pode ser um importante mecanismo na qual AGPI n-3 exercem seus efeitos
benéficos no cancer. Além disso, estes resultados demonstram pela primeira vez que a
suplementacdo com Oleo de peixe é capaz de reduzir a expressdo génica de COX-2 no
tecido tumoral em ratos portadores de Tumor de Walker 256.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo com 1g/Kg p.c. de 6leo de peixe em ratos portadores de Tumor
de Walker 256 foi capaz de:

- Reduzir o peso tumoral;

- Reduzir a sintese protéica de COX-2 no tecido tumoral;

- Reduzir a expresséao génica de COX-2 no tecido tumoral.
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