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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito do treinamento de salto associado a suplementagdo com éleo de peixe (1g/kg
peso corporal/dia) em ratos portadores do tumor de Walker 256, sobre parametros bioquimicos de caquexia
e crescimento tumoral. Métodos: Oitenta Ratos foram divididos em sedentdrio sem ou com tumor (S ou SW),
exercitado (EX ou EXW), suplementado com éleo de peixe (SO ou SWO) e suplementado e exercitado (EXO
ou EXWO). Sessdes de treinamento de salto consistiram de 10 séries com duracdo de 30 segundos e inter-
valo de 1 minuto entre cada série. Apos seis semanas de treinamento, células do tumor de Walker 256 foram
inoculadas e apds 15 dias os animais foram mortos. Resultados: O peso médio do tumor no grupo SW foi de
25,32 g, p<0,05 vs. ao dos SWO, EXW e EXWO (~11 g). O grupo SW apresentou hipoglicemia, hiperlactatemia,
hipertriacilglicerolemia e perda de peso (-7,52+3,199), caracterizando estado caquético. Suplementacao com
oleo de peixe (SWO), exercicio (EXW) e associacdo de ambos (EXWO) impediram a instalacdo da caquexia
(p<0,05 vs. SW). No grupo SWO, EXW e suas associacdes (EXWO) promoveram ganho de peso (p<0,05 vs. SW),
mas inferior ao da suplementacdo isolada (p<0,05 vs. SWO). A proliferacdo celular in vitro das células tumorais
foi menor no grupo SWO (p<0,05 vs. SW) e o exercicio reduziu ainda mais (p<0,05 vs. SW e SWO), néo havendo
incremento quando se associaram ambas as terapias. Lipoperoxidacéo (p<0,05) foi maior nos SWO, EXW, EXWO
vs. S. A expressao de Bcl-2 foi menor também nestes grupos vs. SW. Conclusdes: O treinamento de forga e a
suplementacao com ¢éleo de peixe foram eficazes em evitar a caquexia e induzir a reducdo do crescimento
tumoral, da proliferacdo tumoral e expresséo de Bcl-2, mas a associagdo de ambos ndo promoveu efeito aditivo.

Palavras-chave: exercicio, cancer, caquexia, 6leo de peixe.

ABSTRACT

Objective: To investigate the effect of jump training associated with fish oil (FO) supplementation (1g/Kg bodywei-
ght/day) on biochemical parameters of cachexia and tumor growth in Walker 256 tumor-bearing rats. Methods:
Eighty rats were divided into sedentary non- and tumor-bearing (S and SW), exercised (EX and EXW), FO supplemen-
ted (SO and SWO), and both supplemented and exercised (EXW and EXWO). Jump training sessions consisted of 10
series of 30 seconds each, followed by 1 minute of rest. After six weeks of jump training, ascitic cells from Walker 256
tumor bearing-rat were inoculated, and after 15 days, all the animals were sacrificed. Results: The tumor mass in the
SW group was 25.32 g, p<0.05 vs the SWO, EXW and EXWO groups (~11 g). The SW group presented hypoglycemia,
hyperlactacidemia and hypertriacylglycerolemia and a reduction in body weight (-7.52 + 3.19g), characterizing a state
of cachexia. Supplementation with fish oil (SWO), exercise (EXW) and both (EXWO) prevented the onset of cachexia
and promoted weight gain (p<0.05 vs SW), but less than that of the supplementation alone (p<0.05 vs SWO). In
vitro cell proliferation of the tumor cells was lower in the SWO group (p<0.05 vs SW) and exercise reduced still further
(p<0.05 vs. SW and SWO), with no increase when both therapies were applied together. Lipoperoxidation (p<0.05)
was higher in the SWO, EXW, EXWO groups vs. S. Bcl-2 expression was also lower in these groups vs. SW. Conclusions:
Jump training and fish oil supplementation alone were able to effectively prevent cachexia and reduce tumor growth,
tumor cell proliferation, and Bcl-2 expression, but the combination of both did not promote any additive effect.

Keywords: exercise, cancer, cachexia, fish oil.

RESUMEN

Objetivo: Investigar el efecto del entrenamiento de salto asociado a suplementaciéon con aceite de pescado (1 g/kg peso
corporal/dia ) en ratas portadoras del tumor de Walker 256 de acuerdo con los pardmetros bioquimicos de la caquexia y
el crecimiento tumoral. Métodos: Ochenta ratas fueron divididas en sedentarias sin y con tumor (S o SW), ejercitadas
(EX 0 EXW), suplementadas con aceite de pescado (SO o SWO) y ejercitadas y suplementadas de forma simultdnea
(EXO 0 EXWOQ). Las sesiones de entrenamiento de salto consistieron en 10 series de 30 sequndos cada una seguidas
por 1 minuto de descanso entre cada serie. Después de seis semanas de entrenamiento, las células del tumor de
Walker 256 se inocularon en las ratas y 15 dias después todos los animales fueron sacrificados. Resultados: El peso
medio del tumor en el grupo SW fue de 25,32 g (p < 0,05) con respecto a los grupos SWO, EXW y EXWO (~11 g). El
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grupo SW presento hipoglucemia, hiperlactatemia y hipertriacilglicerolemia y reduccidn de peso corporal (-7,52 +
3,19), lo que caracteriza el estado caquéctico. La suplementacién con aceite de pescado (SWO), el ejercicio (EXW)
y la asociacion de ambos (EXWO) impidieron la instalacion de la caquexia (p < 0,05 vs. SW). En el grupo SWO, EXW
e sus asociaciones (EXWQO) promovieron aumento de peso (p < 0,05 vs. SW), pero inferior al de la suplementacion
aislada (p < 0,05 vs. SWO). La proliferacion in vitro de las células tumorales fue menor en el grupo SWO (p < 0,05
vs. SW) y el ejercicio la redujo todavia mds (p < 0,05 vs. SW e SWO), no habiendo incremento cuando se asociaran
ambas las terapias. La lipoperoxidacion fue mayor en los grupos SWO, EXW, EXWO con respecto al grupo S (p <
0,05). La expresidn de Bcl-2 en estos grupos también fue menor que en SW. Conclusiones: El entrenamiento de fuerza
y la suplementacion con aceite de pescado fueron eficaces en como prevencion de la caquexia y en la reduccion
del crecimiento del tumor, de su proliferacién y de la expresion de Bcl-2, pero la asociacién de ambos no causd un

efecto aditivo.

Palabras clave: ejercicio, cdncer, caquexia, dleo aceite de pescado.
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INTRODUCAO

Alguns pacientes com cancer podem desenvolver a sindrome me-
tabolica complexa denominada caquexia, caracterizada por progressiva
perda de peso, anorexia, astenia, anemia, ndusea cronica, imunossupres-
sdo, depressdo, diminuicdo da capacidade aerdbica, fadiga, diminuicdo
da forca muscular e flexibilidade, atrofia muscular e acentuada perda
de massa muscular’. A perda de peso é uma das caracteristicas mais
evidentes e estd essencialmente relacionada com a diminuicdo da mas-
sa muscular, que em estagio avancado pode comprometer funcoes
cardiacas e respiratorias?’. Desta forma, intervencoes que preservem
a massa muscular tém implicacoes clinicas importantes em relagao a
qualidade de vida do paciente com cancer.

Dentre as diversas alternativas terapéuticas para o tratamento do
cancer, o treinamento de forca induz a efeitos benéficos, pois minimi-
za a perda progressiva de massa muscular'. Este tipo de treinamento
eleva as taxas de sintese proteica no tecido muscular esquelético e
induz a ganhos significativos de forca e massa magra nos individuos
que o praticam.

O ¢leo de peixe, rico em acidos graxos poli-insaturados n-3 (AGPIs
n-3), tem sido demonstrado capaz de reduzir o crescimento tumoral
e a caquexia'®?, Os mecanismos celulares e moleculares responsaveis
por estes efeitos, entretanto, ainda ndo séo completamente conhecidos.

Estudos sobre a associacao de exercicio de forca e suplementacéo
com 6leo peixe sobre crescimento tumoral e caguexia sao escassos,
bem como a abordagem dos possiveis mecanismos que levam a re-
ducéo do crescimento tumoral. Aqui, investigamos o efeito do treina-
mento de salto associado a suplementacdo com éleo de peixe sobre
0s parametros de caquexia e crescimento tumoral em ratos e quais
mecanismos celulares participam deste processo.

METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos albinos adultos
(70 dias) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), obtidos do Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas (SCB)
da Universidade Federal do Parané, PR, Brasil (UFPR), certificado n° 445.

Os animais foram mantidos em ciclo circadiano (12/12 horas),
com temperatura controlada de 23 + 1°C, com livre acesso a dgua e
alimento (Nuvilab-Nuvital). Foram divididos aleatoriamente em oito
grupos: Sedentario sem suplementacao (S), Sedentario suplementado
com o6leo de peixe (SO), Sedentério portador de tumor (SW), Sedentdrio
portador de tumor suplementado com ¢leo de peixe (SWO), Exercitado
sem suplementacao (EX), Exercitado suplementado com éleo de peixe
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(EXO), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado portador de
tumor e suplementado com dleo de peixe (EXWO). O exercicio de forca
foi realizado por sessdes de treinamento de salto que consistiram de
10 séries com duracéo de 30 segundos e intervalo de 1 minuto entre
cada série. Apos seis semanas de treinamento, 1 ml de suspensao con-
tendo 3 x 107 células do tumor ascitico de Walker 256 foi inoculado
subcutaneamente no flanco direito dos animais identificados como
portadores do tumor. Apds 15 dias da inoculagéo do tumor, coincidindo
com a oitava semana de treinamento, os animais foram ortotanasia-
dos. Todos 0s grupos foram mortos 48 horas ap6s a Ultima sessao de
exercicio, eliminando os efeitos agudos do exercicio sobre paramet-
ros metabolicos. O peso corporal foi medido regularmente durante o
periodo experimental. O tumor foi removido, pesado e amostra retirada
para estudo. O sangue foi recolhido e o soro separado para medir as
concentragoes de glicose, lactato e triacilglicerol.

A concentracédo de glicose foi quantificada por método colorimé-
trico utilizando-se sistema comercial Glicose E enzimética (Labtest)
em espectrofotdmetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) a 505 nm.
A concentracdo de triacilglicerol (TAG) foi determinada pelo método
enzimético colorimétrico conforme o sistema comercial BIOTENICA e
a leitura da absorbancia feita a 540nm. A concentracdo de lactato foi
determinada enzimaticamente. Inicialmente foi feita a desproteinizacéo
do soro, pela adicado de 50 plL de 4cido tricloroacético (TCA) a 25% a
0,5 mL da amostra e a mistura foi agitada em vortex e centrifugada
por 1 minuto a 13.000 rpm. Em seguida, foi coletado 200 uL do so-
brenadante e adicionou-se 4 plL de indicador universal para permitir a
visualizacdo da neutralizacdo do soro, pela adi¢ao de KOH/TRIS (0,5 M/2
M), sinalizada pela coloragao verde, indicando pH 7,0. Deste volume
neutralizado pipetou-se 100 uL em tubos de ensaio contendo 1T mL
do tampao do ensaio e, apds 45 minutos, foi feita leitura em espectro-
fotometro a 340 nm.

Amostras da massa tumoral foram colocadas em placa de Petry
contendo salina gelada (0,9%) e cortadas com tesoura para permi-
tir o isolamento as células do tumor de Walker-256, as quais foram
na sequéncia cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 enriquecido
com 10% de soro fetal bovino, na presenca de antibidticos (penicilina
10.000U e estreptomicina 10 mg/L). As células foram semeadas em
placas de 96 pocos, 1 x 10° células por poco, a 37°C em atmosfera
de 95% ar e 5% de CO,. Aos pocos foram adicionados 20 pl de ("*C)-
-timidina (0,02 uCi/poco) e as células foram cultivadas por 48 horas.
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). Os discos de papéis contendo
o radioisétopo incorporado ao DNA foram transferidos para tubos
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contendo 1 mL de liquido de cintilacdo e levados para contagem
da radioatividade em contador Beckman LS 6000.

A peroxidacao lipidica foi mensurada pelo método descrito por

JIANG, WOOLLARD & WOLFF™. Neste método, os hidroperoxidos
formados oxidam o ferro a fon férrico, o qual, por sua vez, se liga ao
corante xilenol laranja. Duzentos gramas de amostra de tumor de
Walker 256 foram homogeneizados em 1 mL de metanol e centrifu-
gados a 5.000g por 5 minutos a 4°C. Para cada amostra, aliquotas de
90 uL do sobrenadante foram pipetadas tubos de ensaio. Em metade
destes tubos foram adicionados 10 uL de solucdo metandlica de
trifenilfosfina (TPP) a 10 mM, para reducao seletiva de hidroperé-
xidos. Nas amostras contidas nos outros tubos foram pipetados 10
uL de metanol. Todos os tubos foram agitados e incubados em
temperatura ambiente por 30 minutos. Terminada esta incubacéo,
adicionou-se a cada tubo 900 plL do reagente FOX2 (xilenol laranja
a 100 uM, hidroxitolueno butilado a 400 mM, acido sulfurico a 25
mM e sulfato ferroso de amdnia em metanol 90%). Apds agitacao,
incubou-se a temperatura ambiente por mais 30 minutos. A leitura
da absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro a 560 nm. Para
a determinacdo da concentracdo de hidroperdxidos nas amostras,
subtraiu-se o valor da absorbancia das amostras tratadas com TPP
do valor da absorbancia das amostras sem TPP. O valor obtido foi,
entdo, interpolado na curva padrdo de peréxido de hidrogénio, a
qual foi obtida com solucbées padrdo de perdxido de hidrogénio
de diferentes concentracées (100.0, 50.0, 25.0, 12.5, 6.2, 3.1 e 1.6
UM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para
a mensuracao de lipoperoxidos.
Determinacao da expressdo da proteina bcl-2: Esta proteina foi
mensurada por Western Blotting. Amostras de 100mg do tecido
tumoral foram fragmentadas mecanicamente com o auxilio de um
homogeneizador (BOSCH® GGS27 25.000 rpm/min) em tampao
de lise (Tris base 100mM, EDTA 10mM, SDS 1%, Fluoreto de Sddio
100mM, Pirofosfato de Sédio T0mM, Ortovanadato de Sédio T0mM)
na proporcao de 1:7, centrifugados durante 5 minutos a 18000 rpm
(Eppendorf centrifugue® 5810 R) e o sobrenadante coletado para
a quantificacdo proteica, utilizando o método de Bradford®. Apds
quantificacdo proteica, todas as amostras foram diluidas a 3 ug/uL.
Em seguida, as amostras foram fervidas durante 5 min e submetidas
a eletroforese SDS em gel de poliacrilamida (12% de poliacrilamida),
seguido por transferéncia eletroforética (BIORAD® Semi-dry trans-
fer cell) para membrana de nitrocelulose (BIO-RAD® TRANSBLOT)
durante aproximadamente 1 hora sob voltagem constante de 25V
(5,5mA/cm?), contendo tampao de Transferéncia Bjerrum e Schafer-
-Nielsen (48 mM Tris, 39 mM glicina, 10% SDS e 20% metanol) pre-
viamente resfriado a 4°C. A membrana foi bloqueada por 1 hora
a temperatura ambiente com tampdo de bloqueio TBST (NaCl 4M,
TrisHCI 1M, 0,05% Tween 20) contendo 5% de leite desnatado. Pos-
teriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
contra Bcl-2 (Santa Cruz® Biotechnology), diluido na proporcao de
1:800. A membrana, apds lavagens com TBST, foi incubada com
anticorpo secundario conjugado diluido na proporcdo de 1:4.000
em tampéo de bloqueio 3% por 2 horas a temperatura ambiente.
O controle interno foi feito com anti-total B-actina (1:500). Final-
mente, as membranas foram submetidas a solucdo de quimio-
luminescéncia (Super Signal Sistemas Pierce). A membrana foi
escaneada e analisada pelo software Image J.

Os dados estdo expressos como média + Erro Padrao da Média (EPM)
de cinco experimentos em triplicata e submetidos a andlise de variancia
de duas vias com pds-teste de Bonferroni, tendo como fatores o exerci-
cio e a suplementacdo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p <
0,05). O software estatistico empregado foi o GraphPad Prism® verso 5.0.
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RESULTADOS

O peso do tumor (figura 1) no grupo sedentério portador de tu-
mor (SW) foi de 25,324+4,37 g. A suplementagcdo com 6leo de peixe
(SWO) reduziu a massa tumoral para 13,65 + 2,92 g (p<0,05 vs. SW). O
exercicio de salto (EXW) teve também efeito redutor da massa tumoral
para 12,78 + 2,25 g (p<0,05 vs. SW). A associacao do exercicio de salto
e suplementacdo com 6leo de peixe (EXWO) reduziu a massa tumoral
para 9,69 + 1,59 g (p<0,05 vs. SW), a qual nao foi diferente quando
comparada a dos grupos SWO, EXW e EXWO (p>0,05).
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Figura 1. Peso dos tumores dos grupos Sedentério portador de tumor (SW), Sedentario
portador de tumor suplementado com ¢leo de peixe (SWO), Exercitado portador
de tumor (EXW) e Exercitado portador de tumor suplementado com dleo de peixe
(EXWO). Os dados representam a média + EPM de 5 experimentos em triplicata

A presenca do tumor levou o grupo SW a hipoglicemia (57,70+0,91
mg/dl), hiperlactatemia (1,49+0,01 mmol/L) e hipertriacilglicerolemia
(183 £ 21,19 mg/dl) caracterizando bioquimicamente estado caqué-
tico (tabela 1). A suplementacdo com déleo de peixe (SWO) manteve
a glicemia (67,42+2,36 mg/dl), lactatemia (1,37+0,02 mmol/L) e tria-
cilglicerolemia (52,31 + 5,86 mg/dl) préximas daquela dos animais
sem tumor, mas significativamente diferentes do grupo com tumor
sedentdrio (p <0,05 vs. SW). O exercicio (EXW) também aumentou cau-
sou manutencéo da glicemia (71,32+1,97 mg/dl), da lactemia (1,34+0,02
mmol/L) e da triacilglicerolemia (67,46+4,14 mg/dl) (p <0,05 vs SW).
A associacdo de ambas (EXWO) terapias ndo causou efeito adicional

Tabela 1. Concentracéo sérica de glicose, lactato e triacilglicerol nos ratos dos grupos
sem ou com tumor sedentério (S ou SW), exercitado (EX ou EXW), suplementado com
oleo de peixe (SO ou SWO) e associacdo e exercicio e suplementacdo com 6leo de
peixe (EXO ou EXWO). Os dados representam a média + EPM de 15 animais por grupo.

Glicemia Lactato TAGs
(mg/dL) (mmol/L) (mg/dL)

S 7498 £ 1,79 1,34 £ 0,03 42,73 £7,21
SO 82,00 £ 2,71 1,31+£004 48,80 + 6,42
EX 81,97 £2,25 1,30 £ 0,04 37,14 £3,06
EXO 79,84 £ 2,86 125+0,04 35,18+ 0,71
SW 57,70+091° 149+0,01° 183+£21,19a

SWO 6742 +236° 137+002° 5231+586D
EXW 7132+197° 134 +£0,02° 6746 £ 4,14 b
EXWO 7124 + 2,46 1,37 £0,02 60,55 £ 5,26

2p < 0,05 quando comparado ao grupo S; bp < 0,05 quando comparado ao grupo SW.
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(p>0,05) nestes parametros, quando comparado ao exercicio (EXW) e
suplementacéo isolados (SWO), mas foi diferente do sedentério (p<0,05).

Na tabela 2 estdo os dados referentes ao peso corporal dos animais
antes e ap6s implantagcdo do tumor. Nos animais sem tumor o grupo
sedentdrio (S) apds duas semanas ganharam em média 5 gramas. A
suplementacao com o6leo peixe (SO) promoveu ganho médio de 13 g
(p<0,05 vs. S). O exercicio (EX) causou ganho de 11g (p<0,05 vs.S) e a
associacao de ambas as terapias (EXO), ganho de 13 g (p<0,05 vs. S). A
presenca do tumor levou a reducdo média de 7,5 g do peso corpéreo
(p <0,05vs.S). A suplementacdo com éleo de peixe (SWO) impediu a
perda de peso (variagao positiva de 8,0 g, p>0,05 vs SO), sendo superior
a do grupo SW (p<0,05). O exercicio de salto (EXW) impediu a perda
de peso (variacdo positiva de 3 g, p<0,05 vs. SW), contudo o ganho de
peso foi inferior quando comparado ao seu controle sem tumor (p<0,05
vs. EX). A associacao de ambas as terapias (EXWO) nao causou efeito
adicional, prevalecendo o efeito do exercicio e ndo o da suplementacao
(variacdo positiva de 3 g, p<0,05 vs. EXO).

Tabela 2. Peso corporeo antes e apos 15 dias da implantagéo do tumor (g), peso do
tumor (g) e variacao de peso (g) nos ratos dos grupos sem ou com tumor sedentdrio
(S ou SW), exercitado (EX ou EXW), suplementado com dleo de peixe (SO ou SWO)
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2p < 0,05 vs. SW. b p < 0,05 vs. SWO.

Figura 2. Proliferacéo das células tumorais “ex vivo" em contagem por minuto (cpm),
apos 24 horas de cultivo na presenca de (14C)-timidina em DNA. As células foram
obtidas dos animais Sedentarios (SW), Sedentario suplementado com dleo de peixe
(SWO), Exercitado (EXW), Exercitado suplementado com ¢leo de peixe (EXWO). Os
dados representam a média + EPM de trés experimentos em quintuplicata.

e associacdo e exercicio e suplementacdo com 6leo de peixe (EXO ou EXWO). Os
dados representam a média + EPM de 15 animais por grupo . 1504
Peso (g) Peso () Ga::;o( d)e .
no diada |15 dias apds pbrutt? Peso (g) Variacao 9 % 100
inoculacao | inoculacéao . . | dotumor | de peso (g) s 5 7] a
15 dias ap6s T 5 d
do tumor | dotumor | < =
inoculagéo 2 =y =
o
S &
S |3963+10,10{ 4014 £9,50 | 51567 - 514567 5 E sl
SO 3955+ 9,52 14085 + 11,90 13,0 6,95 - 130+695°2
EX 369,0 +£893 3803+ 1190| 11,3 +6,67 - 113+667°2 0
1 T 1
EXO |3897+880 4049 +791 | 1374567 - 137 +£567° W SWO EXW
SW o |3832+17,11|4007 +19,83| 1784792 | 2532437 | -7,52 4217 P00 S
SWO  [3752 + 1367|3963 + 1406 217 +749 | 1365 +292 | 805 + 319 Figura 3. Lipoperoxidagao (nmol/mg proteina no tumor) nos tumores dos animais
dos grupos Sedentério (SW), Sedentario suplementado com éleo de peixe (SWO),
EXW 3668 + 966 13850+ 1175| 164 + 6383 1278 +225| 362 + 143P Exercitado (EXW), Exercitado Suplementado com oleo de peiXe (EXWO) Os dados
estdo apresentados como média + EPM.
EXWO | 3682 +936(3812+1144] 130+689 | 969+ 159 | 331+127¢

?p < 0,05 vs. S. bp < 0,05 vs. EX. cp < 0,05 vs. EXO.

Na figura 2 estao apresentados os dados de proliferacao de células
tumorais cultivadas “ex vivo" durante 24 horas. A suplementa¢ao com
oleo de peixe (SWO) causou reducao significativa (p<0,05 vs. SW) da
proliferacédo de células tumorais. O exercicio fisico (EXW) reduziu ain-
da mais significativamente a proliferacao de células tumorais quando
comparada a dos grupos SW (p<0,001) e SWO (p<0,05). Ao associar
oleo de peixe e exercicio (EXWO) ndo observamos efeito aditivo, sen-
do o resultado similar ao do provocado pelo exercicio isoladamente
(p<0,001 vs. SW e p<0,05 vs. EXW).

Na figura 3 estao apresentados os dados referentes a lipoperoxi-
dacdo da massa tumoral. A suplementacado com éleo de peixe (SWO)
duplicou a lipoperoxidacdo na massa tumoral (70,96 nmol/mg prote-
ina) quando comparada & do grupo sedentario (p<0,05). O exercicio
fisico (EXW) também provocou este mesmo efeito na massa tumoral
(82,40 nmol/mg proteina) quando comparada a do grupo SW (p<0,05).
Quando associado o exercicio fisico e a suplementacao com oleo de
peixe (EXWO) néo foi observado efeito adicional na producao de lipo-
peréxidos (85,63 nmol/mg proteina) quando comparada a do grupo
sedentério portador de tumor (SW) (p<0,05).
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Na figura 4 estédo os dados referentes a expresséo da proteina bcl-2.
A suplementacao com éleo de peixe (SWO) reduziu significativamen-
te a expressao de Bcl-2 em 13% quando comparada a do grupo SW
(p<0,05). O exercicio (EXW) induziu ainda mais esta diminuicdo em
16% quando comparada a do grupo SW (p<0,05). A suplementagao
associada ao exercicio fisico (EXWQ) nédo teve efeito adicional em re-
lacdo a diminuicdo da expressdo da Bcl-2 quando comparada a dos
grupos SWO e EXW, mas diminui significativamente em 15% quando
comparada a do grupo SW (p<0,05).

DISCUSSAO

A dieta com AGPIs n-3 na forma de 6leo de peixe vem sendo de-
monstrada ser capaz de reduzir o crescimento tumoral em modelos'”.
Estudos em humanos e em animais t¢ém demonstrado que o exercicio
também tem efeitos protetores contra malignidades'*?", e produzir
efeitos benéficos em individuos com cancer®.

Nesta abordagem experimental, ratos adultos foram suplementa-
dos com 1 g/kg de peso corporal”dia™ de dleo de peixe e submetidos
a protocolo de treinamento de saltos durante 8 semanas. Apds a im-
plantacdo do tumor de Walker 256, verificou-se que a suplementagao
com 6leo de peixe rico em AGPIs n-3 e o treinamento de saltos promo-

207



20m e

1.0

Expressao de Bcl-2
(Unidades arbitrarias)

0.5+

0.0 T T T

@)
R -

<

Figura 4. Expressao de Bcl-2 no tecido tumoral (unidades arbitrarias) dos animais
dos grupos Sedentério (SW), Sedentario suplementado com dleo de peixe (SWO),
Exercitado (EXW), e Exercitado suplementado com ¢leo de peixe (EXWO). Os dados
estdo apresentados como média + EPM de cinco experimentos em duplicata.

veram menor crescimento significativo do tumor quando comparado
ao grupo sedentdrio (SW). A suplementacdo associada ao treinamento
de saltos ndo apresentou efeito aditivo quanto a este parametro.

Além da diminuicdo do crescimento tumoral observado neste es-
tudo, o exercicio fisico e a suplementacdo com éleo de peixe também
foram capazes de atenuar algumas mudancas metabdlicas decorrentes
da instalacdo da sindrome da caquexia, considerada uma das manifes-
tagdes mais comuns em doencas malignas avancadas, sendo respon-
savel por 22% das mortes?. O estabelecimento desta ¢ detectado pela
presenca de hipoglicemia, hiperlactatemia, e hipertriacilglicerolemia,
além de reducao do contetdo de glicogénio e perda de peso®. Estes
sintomas (hipoglicemia, hiperlactatemia, hipertriacilglicerolemia e per-
da de peso) foram encontrados neste estudo nos ratos com tumor que
nao foram submetidos a treinamento e/ou suplementacdo, enquanto
que os ratos que realizaram o protocolo de treinamento ou que foram
submetidos a suplementacdo com o6leo de peixe ndo apresentaram
estes parametros, significando impedimento de instalacdo do quadro
de caquexia.

Estes resultados corroboram resultados obtidos com animais por-
tadores de tumor suplementados com éleo de peixe que apresenta-
ram efetiva reducdo de parametros da caquexia, como menor peso
do tumor, menor deplecao da massa corpérea, maior glicemia, menor
lactatemia, menor triacilglicerolemia, maior produgdo e menor resis-
téncia a insulina, e maior reserva de glicogénio hepatico e muscular®?3,

A manutencao da glicemia nos grupos EXW e EXWO pode ser
explicada pelo fato do exercicio de forca, especificamente, ter a proprie-
dade de aumentar a captacao e o transporte de glicose na musculatura
esquelética®. A menor concentragao glicémica observada no grupo
SW em relacéo a dos demais grupos é explicada pelo fato do tumor de
Walker 256 ser o maior consumidor de glicose e produtor de lactato
(hiperlaticidemia). Este mecanismo compensatorio (gliconeogénese) é
necessario para manutencao da glicose plasmatica que € parcialmente
captada pelo tecido tumoral, bem como outros metabdlitos?.

Outra alteracdo metabdlica decorrente do intenso quadro catabo-
lico, e aumento da demanda energética que se instala no individuo
portador de tumor, é o aumento da quebra de gordura que resulta
em liberacao de glicerol e acidos graxos. De fato, neste estudo 0s ra-
tos do grupo SW apresentaram concentracao sérica de triacilglicerol
significativamente maior que a dos demais grupos (SWO, EXW, EXWO)
e também apresentaram maior crescimento tumoral. Estas mudancas
ocorrem basicamente devido a inibi¢do da lipase lipoprotéica (LPL) e
aumento na atividade da lipase hormanio sensivel (HSL). A diminuicao
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da atividade da LPL acarreta em hipertriacilglicerolemia e compromete
a absorcao de lipideos pelo tecido adiposo e muscular'®.

Outro componente importante relacionado a instalacdo da caque-
xia é a progressiva perda de peso. A maior perda de peso observada
neste estudo foi no grupo sedentario portador de tumor (SW). Su-
plementos nutricionais que contém AGPIs n-3 sao benéficos para
reduzir a perda de peso associada a caquexia/cancer em pacientes com
neoplasias em estado avancado. Ensaios clinicos sugerem que AGPIs
n-3 podem estabilizar a perda de peso ou levar ao ganho de peso
em pacientes com cancer avancado com caquexia'®”. Esta perda de
peso corporal em individuos caquéticos estd associada a presenca de
fator indutor de protedlise (PIF) secretado pelo tumor?’. A manutencao
do peso corporal encontrado tanto nos animais suplementados, como
nos animais exercitados, corrobora um crescente corpo de evidéncias
indicando os beneficios potenciais do exercicio fisico para a melhoria
da qualidade de vida de pacientes com cancer®??. O potencial da apli-
cacao do exercicio em vérias condicoes parece estar correlacionado
com a promocao de adaptacdes em todos os sistemas do organismo.

Vérios mecanismos tém sido propostos para explicar as agdes dos
AGPIs n-3 na carcinogénese. Dentre estes, esta a habilidade de AGPIs
n-3 em induzir apoptose nas células tumorais, a qual tem sido atribuida
a suscetibilidade aumentada destas células a peroxidacao lipidica??°.
A suplementacao com oleo de peixe (SWO) neste estudo foi capaz de
induzir a producdo de maiores quantidades de lipoperdxidos quando
comparada a do grupo sedentdrio portador de tumor (SW). Este re-
sultado corrobora com o estudo de MUND et al,'® no qual tumores
obtidos de ratos portadores do tumor de Walker 256 suplementados
com dleo de peixe, rico em AGPIs n-3, apresentaram maior peroxi-
dacao lipidica do que ratos ndo suplementados. A relacdo do cancer
com a taxa de peroxidacéo lipidica é explicada pelo fato de que as
membranas das células e organelas contém grandes quantidades de
acidos graxos poli-insaturados e a fluidez da membrana relaciona-se
a presenca destas cadeias insaturadas de fosfolipidios e do colesterol.
Desta forma, danos a esta camada lipidica tendem a diminuir a fluidez
da membrana. Embora todos os componentes celulares sejam susce-
tiveis a acdo de espécies reativas de oxigénio, a membrana é uma das
mais atingidas em decorréncia da peroxidacao lipidica, a qual acarreta
alteracdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares,
e consequente perda de seletividade na troca i6nica e liberacdo do
contetdo de organelas com formacéo de produtos citotdxicos (como
o malonaldeido), culminando com a morte celular’.

Estudos tem mostrado que o exercicio fisico é capaz de induzir e
aumentar a peroxidacao lipidica® e a producao de radicais livres apds
a atividade fisica em modelos animais e humanos*'2. No metabolismo
oxidativo, grande parte do oxigénio consumido é ligado ao hidrogénio
durante o processo de fosforilacédo oxidativa, gerando dgua. No entanto,
aproximadamente 4-5% do oxigénio consumido durante a respiragao
nao é completamente reduzido a 4gua, formando radicais livres. Du-
rante o exercicio fisico o consumo de oxigénio aumenta e em paralelo
aumenta também a producdo de radicais livres e a peroxidacao lipidi-
ca*. A producéo de radicais livres e peroxidacdo lipidica causada pelo
exercicio fisico pode ser um importante mecanismo contra o cancer®.

Outro resultado importante nesta investigacao refere-se a redu-
¢éo significativa da proliferacdo de células tumorais no grupo exerci-
tado (EXW) e exercitado suplementado com éleo de peixe (EXWO).
Estudos tem mostrado a capacidade do exercicio fisico em reduzir a
proliferacéo celular juntamente com inducao do apoptose em células
neoplasicas'®'. Isto pode ser explicado pelo fato de o exercicio fisico
contribuir para diminuicdo das concentracoes séricas de IGF-1 (fator
de crescimento parecido com a insulina) e aumentar os da proteina
ligadora de IGF-1 (IGFBP-1),” diminuindo ainda mais a concentracéo
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de IGF-1 livre e, consequentementeo, reduzindo o estimulo de cres-
cimento na célula tumoral. A mudanca na concentracéo sérica desta
protefna pode aumentar o contetido da protefna p53 no tumor, que
tem funcao de proteger o genoma de mutagdes e alteragdes genéticas.
Quando ocorrem erros no DNA a p53 tem a funcdo de ativar genes ou
fatores que causam a parada do ciclo celular, ou que facam a célula
entrar em apoptose a partir da transcricdo de genes de protefnas pro-
-apoptoticas. O aumento na concentracdo de p53 no tecido tumoral
leva a aumento na relacdo Bax/Bcl-2'°, o que propicia a entrada da
célula no processo de morte programada, culminando com a ativagcao
da cascata de caspases. Este poderia ser um possivel mecanismo pelo
qual 0s grupos exercitados mostraram menor capacidade proliferativa
de células tumorais.

Resisténcia a apoptose é uma das principais caracteristicas adqui-
ridas pelas células tumorais?'. Um dos fatores determinantes para a
célula entrar ou ndo neste processo de morte programada é a relacao
entre as concentragdes das proteinas pro (Bax) e anti-apoptdticas (Bcl2).
Sendo assim, células que tém superexpressao de Bcl-2 poderiam esca-
par da apoptose pelo fato de estarem inibindo a ativacéo de proteinas
pré-apoptoticas.

Neste estudo observou-se que tanto o exercicio fisico (EXW) bem
como a associacdo deste com a suplementacdo com o6leo de peixe
(EXWO) foram capazes de diminuir a expresséo de Bcl-2 quando com-
parada a do grupo SW (FIGURA 4), favorecendo o balango pré-apopto-
tico no ambiente tumoral. Tem sido demonstrado que suplementacdo
com oleo de peixe aumenta a apoptose em modelos animais com
carcinogénese coloretal’. A suplementacdo com éleo de peixe (SWO)
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também foi habil em diminuir Bcl-2, sugerindo que a down-regulation
de Bcl-2 pode ser um dos mecanismos pelos quais o éleo de peixe
sensibiliza a apoptose em células cancerosas'®. A expressao aumentada
de Bcl-2 e de seus homologos anti-apoptéticos nao apenas promove
protecdo contra apoptose, como também aumenta o tempo de vida
da célula’. A manutencdo dos mecanismos anti-apoptéticos estao
relacionados com a sobrevivéncia celular, sendo estes indesejaveis em
células que sofreram mutacéo.

CONCLUSOES

Os resultados desta investigacdo sugerem que a suplementacao
com 6leo de peixe e o protocolo de treinamento de forca foram eficazes
na reducédo do crescimento do tumor, na reducéo da proliferacéo das
células tumorais e expressdo de Bcl-2, e na atenuacao da instalagcdo da
caquexia. A associacdo da suplementagdo com 6leo de peixe ao treina-
mento de forca ndo causou efeito aditivo no balango pré-apoptotico
em relacdo aquele ja promovido por ambos isoladamente, o que pode
indicar uma via comum de acéo.

Estes resultados corroboram a hipdtese de que o exercicio fisico
e a suplementacdo com oleo de peixe possuem funcdes importantes
no auxilio do tratamento de portadores de tumor e que ambos os tra-
tamentos compartilham os mesmos mecanismos celulares de inibicao
do crescimento tumoral.

Todos os autores declararam néo haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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