Universidade
FEstadual de
Londrina

LEILA REGINA ARIAS ROTUNNO

PERFIL DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS HEMACIAS E
PLASMA DE ANIMAIS COM CAQUEXIA INDUZIDA POR
TUMOR DE WALKER-256

LONDRINA
2007



LEILA REGINA ARIAS ROTUNNO

PERFIL DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS HEMACIAS E
PLASMA DE ANIMAIS COM CAQUEXIA INDUZIDA POR
TUMOR DE WALKER-256

Dissertacao apresentada ao Curso de
Poés-graduagdo em Patologia Experimental
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito final ao titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rubens Cecchini

Londrina
2007



LEILA REGINA ARIAS ROTUNNO

PERFIL DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS HEMACIAS E
PLASMA DE ANIMAIS COM CAQUEXIA INDUZIDA POR
TUMOR DE WALKER-256

Dissertagcao apresentada ao Curso de
Pos-graduagdo em Patologia Experimental
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito final ao titulo de Mestre.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Rubens Cecchini

Prof?. Dr?. Helenir Medri de Souza

Prof?. Dr?. Rubia Casagrande

Londrina, 09 de Julho de 2007



DEDICATORIA:

Dedico este trabalho aos meus pais Nelson
Arias ¢ Edne Bettoni Arias, que me ensinaram
a encontrar na simplicidade, trabalho, amor,
honestidade, perseveranga ¢ dedicacdo, a
felicidade das realizagdes, e conseqlientemente
a verdadeira felicidade para a vida.

“A felicidade ndo estd em lugar algum, mas

sim dentro de vocé mesmo”’.



AGRADECIMENTOS:

A Deus que me acompanhou em toda esta dificil jornada e jamais soltou de
minha mao.

Ao meu orientador prof. Dr. Rubens Cecchini, profissional a quem tanto
admiro, pela oportunidade que me foi ofertada.

Aos meus filhos Rocco e Nelson que sdo o meu combustivel para o meu
dia a dia. Aprendo muito com vocés que fazem a vida ter outro tempero.

Ao meu marido Domenico cujos exemplos de carater, dignidade e
competéncia inundam a todos. Companheiro de todas as horas. Estamos juntos
em mais esta que ¢ a maior batalha de sua vida. Vocé ¢ um exemplo a ser
seguido por aqueles que tém tudo e reclamam de tudo.

Aos meus irmaos: Maristela, Ariano ¢ Wanderley pelo amor incondicional.
Eu nao poderia ter escolhido familia melhor para nascer!!!

Aos técnicos de laboratério: Pedro e em especial a Jesus Antonio Vargas , o
Zui, por toda a paciéncia, bom humor e principalmente disponibilidade com que
ajuda a todos que dele precisam no laboratério de patologia.

Aos professores: Tania, Helenir, Marli, Glaucia, Jair, Maria Angélica,
Ionice, Thais, a todos os professores do departamento, do programa e do nosso
grupo de estudos, pelo apoio e incentivo.

Agradecimento especial a profa. Alessandra Cecchini pela aten¢do neste
final de curso.

Aos meus colegas e amigos de trabalho do Centrolab, pela compreensao e
torcida.

Aqueles que se tornaram meus colegas e amigos do transcorrer do curso:
Cristiani Akemi, Andréia Bianchini, Fernanda Bovo, Eliana de Vito, Marcos

Tanita, Thiago Nasser, Vera Lucia Tatakihara, Alexandre Sasaki, Juliana



Rubira, Celso Borges, Alissana, Vania Terra e Priscila. Foi muito bom estar com
vocés, estudar, trocar informacgdes e sempre receber alguma palavra de apoio.

Ao Alexandre Saito (Teco), pelas dicas e disponibilidade em ajudar a mim e
aos demais colegas.

As secretarias, Ana e Vania pela atengio e carinho.

A Flavia Guarnier pelas dicas.

A todos os que de uma maneira direta ou indireta auxiliaram neste trabalho.

Aos ratos que me auxiliaram neste trabalho, vocés valem mais do que
muitos, chamados de seres humanos.

Aos que atiraram pedras, usei-as para calgar o meu caminho.

Minha solidariedade a todos os pesquisadores, pela ardua vida.

Meu respeito aos doentes graves que lutam com todas as suas forgas por um
amanha. Gostaria de lhes dizer que ser super-homem ou mulher, sendo jovem,
bonito (a), saudavel e inteligente, ¢ extremamente facil. Vocés sdo o desafio,

vocés sao os super-herois.



ARIAS-ROTUNNO, Leila Regina. Perfil do estresse oxidativo nas hemacias e
plasma de animais com caquexia induzida por tumor de Walker-256. 2007. 51 f.
Dissertacéao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina. 2007.

RESUMO

A caquexia resulta de acentuada perda de massa magra e deplecao de tecido adiposo. Aparece
em diversas doengas graves, incluindo o cancer e sua patogénese ¢ multifatorial. Estudos
recentes mostram que as espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio tém papel
importante no desenvolvimento da caquexia por cancer em animais. Este trabalho propde
investigar a participagdo da via sistémica, como reflexo do estresse oxidativo (EO), no estado
caquético induzido por tumor de Walker-256. Nos experimentos foram utilizados ratos
portadores do tumor de Walker-256, no 7° (T7) ou 14° (T14) dias apds a inoculagdo
subcutanea das células tumorais no flanco direito traseiro dos animais ou ratos controles
(inoculagdao de PBS). A lipoperoxidacdo no plasma foi determinada através da andlise de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), entre elas o dialdeido maldonico. Os
antioxidantes totais foram determinados através do potencial antioxidante total (TRAP). A
lipoperoxidagdo foi também avaliada no plasma e hemadcias, por quimiluminescéncia (QL),
um método indireto, porém mais sensivel para avaliagdo da oxidagdo. As enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), glutationa reduzida (GSH), bem como a
forma oxidada da glutationa (GSSG) foram quantificadas nas hemadcias. A lipoperoxidagao
das hemacias e plasma mostrou-se aumentada em T7 e T14 quando comparadas ao grupo
controle. Os antioxidantes totais do plasma diminuiram em T7 e T14 nos grupos tumor em
relacdo ao controle. A SOD, o indice de estresse (IE) que reflete o estado oxidativo celular e
GSSG aumentaram nas hemacias. A concentragdio de TBARS no plasma ndo mostrou
alteracdes significativas. Este estudo demonstrou o envolvimento da via sistémica no EO em
animais com caquexia. Observou-se lesdo oxidativa na membrana da hemécia e
lipoperoxidagdo no plasma em T7 e T14. As enzimas antioxidantes foram depletadas como
resultado do aumento da lipoperoxidagao. Com sete dias ap6s inoculagdo do tumor verificou-
se intenso ataque dos radicais livres as hemacias sendo evidenciado pelo aumento da QL de
hemacias e da SOD. Este ataque foi confirmado também pelo IE e GSSG na fase de T7. Em
conclusdo, os resultados demonstraram nos animais com caquexia induzida pelo tumor de
Walker 256: aumento significativo nos niveis de lipoperoxidos do plasma e membrana das
hemacias. Aumento dos niveis de GSSG, IE ¢ na atividade da SOD nas hemacias. Reducao da
capacidade antioxidante total do plasma. Estes dados analisados em conjunto evidenciam o
EO sistémico experimental na caquexia induzida pelo tumor de Walker-256 em ratos.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Caquexia, Cancer, Hemacias, Plasma.
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plasma of animals with cachexia induced by Walker-256 tumor. 2007. 51 f.
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ABSTRACT

Cachexia results from acute body mass loss and adipose tissues depletion. It’s present in
several severe diseases including cancer and its multifactorial pathogenesis. Recent studies
show that reactive oxygen species (ROS) and nitrogen have an important role on cachexia
development by cancer in animals. This study aims to investigate the systemic pathway
participation as an oxidative stress (OS) reflex in a cachexia state induced by Walker-256
tumor on the 7° (T7) or 14° (T14) days after subcutaneous inoculation of tumor cells on the
animals” or control rats” right rear flank (PBS inoculation). Plasma lipoperoxidation was
determined through analysis of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), specially
malonic dialdehyde. Lipoperoxidation was also evaluated in plasma and hemocytes through
chemoluminescence (QL), an indirect method, nevertheless more sensitive to evaluate
oxidation. Antioxidant enzymes as well as oxidized glutathione were quantified in hemocytes.
Plasma and hemocytes lipoperoxidation were increased on T7 and T14 when compared to the
control group. Total antioxidant in plasma was decreased on T7 and T14 in the tumor groups
in comparison to the control one. SOD, the stress index (SI) which reflects the oxidative stress
and GSSG, was increased in hemocytes. TBARS concentration in plasma did not show
significant alterations. This study demonstrated the systemic pathway participation related to
OS in animals with cachexia. It was observed oxidative lesion on hemocytes membrane and
plasma lipoperoxidation on T7 and T14. Antioxidant enzymes were depleted as a result from
lipoperoxidation. Seven days after the tumor inoculation, it was verified an intense attack of
free radicals to hemocytes what was evidenced by the increase on hemocytes QL and SOD.
This attack was also confirmed by SI and GSSG on T7. In conclusion, the results showed that
the animals with cachexia induced by the tumor Walker-256 presented with: a significant
increase in the lipidperoxide levels in plasma and hemocytes membrane; increased levels of
GSSG, SI and SOD activity in hemocytes; reduction of total antioxidant capacity in plasma.
These data were analyzed as a whole and evidenced the experimental systemic OS in cachexia
induced by Walker-256 tumor in rats.

Keywords: Oxidative stress, Cachexia, Hemocytes, Plasma.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de caquexia em doengas malignas como o cancer manifesta-se
pela perda de massa corporal, anorexia, anemia, alteragdo no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas (ARGILES; ALVAREZ; LOPEZ-SORIANO, 1997). As citocinas,
especialmente o fator de necrose tumoral o (TNF-a), participam de forma importante na
inducdo do estresse oxidativo e no aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) pelas mitocondrias (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006). Estudos experimentais
mostraram aumento do estresse oxidativo através da peroxidacgdo lipidica, com aumento da
concentragdo de dialdeido malonico (MDA) e 4-hydroxi-2 nonenal, oxidagdo protéica através
do aumento da concentracdo de carbonilagdo proteica e estresse nitrosativo, através do
aumento da produ¢do de 3-nitrotirosina no processo de perda muscular em camundongos com
hepatoma (BARREIRO et al., 2005). Buck e Chojkjer (1996), em um modelo murino de
perda de musculo esquelético, mostraram que o TNF-a participa na mediagao da liberagao de
ERO e espécies reativas do nitrogénio (ERN), sendo este tltimo, através da sintese de 6xido
nitrico. Estes pesquisadores mostraram que os aductos de proteinas de MDA estdo
aumentados no soro de animais com caquexia induzida por TNF-a. O aumento de MDA no
sangue de paciente com cancer gastrico avangado também tem sido relatado (BAKAN et al.,
2002).

Virios estudos sugerem que algumas células neoplasicas malignas in vivo geram mais
ERO e ERN do que células normais (CLEMENT, et al., 2001; OKADA, et al., 2006; PAYNE
et al., 2005; SZATROWSKI & NATHAN, 1991; PELICANO, CARNEY & HUANG, 2006).
Das fontes de ERO pode-se citar a lisil-oxidase (PAYNE, et al., 2005), a prolina oxidase
(GEISZT & LETO, 2004), o aumento da geragio de O, mitocondrial e o sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (KAMIGUTI et al., 2005).



Participacdo da hemacia e plasma no processo de estresse oxidativo

A hemédcia ¢ grande fonte de membranas no corpo humano. A membrana da hemacia
contém aproximadamente 15 tipos de proteinas maiores que eclodem para o citoplasma. O O,
penetra na hemaécia por difusdo simples uma vez que a hemacia contém grandes quantidades
de hemoglobina. A composi¢do bioquimica da membrana das hemacias ¢ de: 52% de
proteinas, 40% de lipidios e 8% de carbohidratos. A membrana da hemacia apresenta altas
concentragdes de acidos graxos poliinsaturados e canais i16nicos, através dos quais o O, pode
passar. A hemoglobina em constante contato com a alta tensdo oxigénio molecular
(oxihemoglobina) e nesta forma contendo ions ferrosos no estado ligante, todos estes fatores
tornam a hemadcia bastante susceptivel a oxidagdo. (HALLIVELL & GUTTERIDGE, 1999;
REPETTO et al., 1996)

A celasticidade e durabilidade da hemadcia sdo atribuidas as propriedades fisico-
quimicas do seu esqueleto de membrana especializado (ASTER, 2005).

A integridade das hemaécias reflete o grau das alteragdes sistémicas ocorridas dentro de
um organismo. Um exemplo ¢ a peroxidacdo da membrana das hemacias que causa perda da
sua habilidade em alterar a forma e “espremer-se” através dos capilares finos
(“deformabilidade”) (HALLIVELL & GUTTERIDGE, 1999). Dessa forma, as hemacias
constituem bons modelos experimentais para o estudo dos mecanismos de lesdo por radicais
livres em biomembranas, pois sdo susceptiveis ao estresse oxidativo (ZOU et al., 2001).

O sistema de defesa antioxidante da hemécia (figura 1) constitui-se de: catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GSH-Rd), glutationa reduzida (GSH),
glutationa peroxidase (GSH-Px), vitamina E ¢ metahemoglobina redutase (MR) dependente
de NADPH (CLEMENS & WALLLER, 1987; HALLIVELL & GUTTERIDGE, 1999) além
de 4cido ascorbico (MANOHARAN, et al., 2005).

A auto-oxida¢do da oxihemoglobina para metahemoglobina, gera radicais O,. A
hemécia adulta contém altas concentra¢des de cobre-zindo-superdxido dismutase
(CuZn-SOD). A SOD, rapidamente converte O,'em H,O,, o qual ¢ removido pela CAT e
GSH-Px. A GSH-Px, catalisa a redu¢do de H,O, e peroxidos organicos para seus respectivos
alcoois e H,O a custa da conversdo de GSH para GSSG. A GSSG ¢ novamente convertida em

GSH, a custa de GSH - Rd conforme as reagoes:



GSH - Px
2GSH+H,0, <> GSSG+H,0

GSH -Rd

O NADPH necessario para a GSH - Rd ¢ fornecido pela via das pentoses fosfato
(PPP), a qual também supre o NADPH para a MR, que converte a metahemoglobina de volta

para hemoglobina.

oxihemoglobina

07 cat /202 + H,O
id SOD /
hemoglobina superoxido
T—h,0,

N

Metahemoglobina

NADP* GSH

GR
PPP H20

GSSG
NADPH

Figura 1 - Sistema antioxidante enzimatico das hemadcias. O, = oxigénio molecular, SOD =
enzima cobre-zinco superdxido dismutase, H,O, = perdxido de hidrogénio, CAT = catalase,
GP = glutationa peroxidase, GR= glutationa redutase, GSH = glutationa reduzida, GSSG =
glutationa oxidada, NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida),
NADP = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma oxidada), PPP = via das pentoses
fosfato, MR = metahemoglobina redutase.
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O citosol das hemacias, por outro lado, contém altas concentragdes de tiois,
particularmente GSH, que sdo facilmente oxidados, formando radicais tiil € podem levar a
formacgdo de outros radicais livres sulfa-centrados e espécies reativas. Eles permanecem entre
os agentes redutores com capacidade de reagir diretamente com a hemoglobina (MUNDAY,
1995).

Ferreira et al. (1999) demonstraram que hemadacias humanas intactas sdo propensas ao
estresse oxidativo quando expostas ao ion férrico e que as hemacias tém um potente sistema
antioxidante que pode minimizar os danos potenciais causados pela exposicao aguda ao ferro
coloidal in vitro. Os grupos sulfidril da hemoglobina tém sido associados aos mecanismos de
protecao celular contra agentes oxidantes, podendo formar pontes dissulfeto, servir como
reservatorios do poder redutor e como fonte de GSH (TORSONI & OGO, 2000).

Em relagdo ao plasma, sabe-se que a presenca de hidroperoxidos lipidicos no plasma ¢é
requerida para posterior oxidacdo das particulas de lipoproteinas na presenca de metais de
transi¢do e lipoxigenase (PASTORINO, 2000). Zamburlini et al. (1995), demonstraram
proporcionalidade entre hidroperéxidos purificados e os do LDL no plasma.

O plasma contém de antioxidantes ndo enzimaticos como a albumina, GSH, &cido
ascorbico, a-tocoferol, [-caroteno, acido Ttrico, bilirrubinas, flavondides e outros

antioxidantes nao-soluveis (PRIOR & CAO, 1999).

Estresse oxidativo e cancer

O estresse oxidativo ¢ definido como o aumento da concentragio de ERO em
decorréncia de um aumento de sua producdo ou reducao de sua eliminag¢ao ou ainda ambos os
eventos associados (HUNT et al., 1998; MILLS et al., 1998).

Subapriya et al (2002) relataram aumento na peroxidacdo lipidica com diminui¢do no
nivel dos antioxidantes GSH, CAT, GSH-Px e glutationa S transferase no sangue de pacientes
com carcinoma oral de células escamosas. Um outro estudo, com o mesmo tipo de cancer
apresentou redu¢ao nos niveis de antioxidantes proporcional a evolugdo da doenca

(MANOHARAN, et al., 2005).



A glutationa oxidada (GSSG) ¢ produto do metabolismo de hidroperoxidos organicos e
peroxido de hidrogénio. A GSH ¢ a chave molecular na homeostasia redox do corpo. O
estresse oxidativo induz a oxidacdo de GSH em GSSG pela a¢do da GSH-Px (HALIWELL &
GUTTRIDGE, 1999). A razao GSH /GSSG foi quantificada no sangue de camundongos com
tumor ascitico de Ehrlich e no sangue de pacientes com cancer de mama e carcinoma de colon
em diferentes estadiamentos e mostrou estar significativamente diminuida com a progressao
da neoplasia (NAVARRO et al., 1999).

Mantovani et al. (2002) observaram que as concentracdes de ERO, bem como as de
interleucina 6 e TNF-a, foram significativamente mais altas nos pacientes em cancer em
relagdo ao grupo controle os quais foram reduzidos pelo tratamento com antioxidante. Em
contrapartida, a concentragdo de GSH-Px, SOD e interleucina 2, foram mais baixos nestes
pacientes, sugeriu-se redu¢do na concentracdo dos antioxidantes, ndo s6 em fun¢do da

administracdo de drogas antioneoplasicas, como da prépria evolucao do cancer.

Szuster- Ciesielska et al. (2004) observaram que neutrofilos isolados do sangue de
pacientes com carcinoma de laringe nas fases I, II, III e IV produziam niveis elevados de O, e
H,0,, e apresentaram aumento da atividade da CAT e peroxidases. Outro estudo verificou
baixas concentragdes de GSH-Px, SOD e CAT no sangue de criangas com leucemia
linfoblastica aguda (SENTURKER et al., 1997).

Barreiro et al. (2005) relataram associacdo entre cincer experimental indutor de
caquexia, ¢ desenvolvimento de estresse oxidativo juntamente com o aumento de compostos
nitrosativo em musculo esquelético de ratos. O estresse oxidativo foi evidenciado através do
aumento da concentragdo de MDA e 4-hydroxi-2 nonenal e o estresse nitrosativo através da
nitragdo da tirosina. Outro estudo mostrou que o estresse oxidativo e nitrosativo estava
aumentado no plasma de pacientes com cancer de laringe em estado avancado evidenciado
pelo aumento na concentragdo plasmatica de MDA, 6xido nitrico e nitrato (SEYITAN et al.,

2003).



Caquexia

A sindrome da caquexia ¢ a principal causa de mortalidade no cancer, com ocorréncia
em até 80% dos pacientes (ALBRECHT & CANADA, 1996), ocorre aumento da degradagao
e ou diminui¢do da sintese protéica. A perda de massa corporea, em especial a muscular, ¢
comum a varias condigdes clinicas, incluindo o cancer, deficiéncias auto-imunes, faléncia
renal cronica, doencas gastrintestinais, artrite reumatoide e septicemia (TISDALE, 2000).
Utiliza-se o termo caquexia, quando ocorre mais de 10% de perda de massa total em um curto
espaco de tempo (TISDALE, 2004).

A caquexia pode ocorrer independentemente da diminuicdo da ingestdo alimentar
através de mecanismos proprios de degradagdo de proteinas sobre os quais o estresse
oxidativo pode exercer um papel relevante. Estudos em ratos revelaram que a caquexia
induzida por TNFa foi acompanhada por aumento de lipoperoxidagdo muscular e que tanto a
caquexia como a lipoperoxidacdo foram revertidas pelo tratamento com vitamina E. (BUCK
& CHOIJKIER, 1996).

A perda de massa esquelética na caquexia € causada, entre outros mecanismos, por
uma alteragcdo na regulacao da via catabdlica da ubiquitina-proteassoma. O estresse oxidativo
moderado aumenta a degradagdo de proteinas no musculo esquelético, causando um aumento
na expressdo da maioria dos componentes na via ubiquitina-proteassoma (GOMES-
MARCONDES & TISDALE, 2002). Muitas citocinas pro-inflamatérias, produzidas por
células tumorais tém demonstrado envolvimento na patogénese da perda muscular. Produtos
formados nos processos inflamatérios, como TNF-a, IL-1 e H,O, ativam o fator de
transcricdo nuclear o fator nuclear Kappa-B pela degradacdo do inibidor Kappa-B
estimulando o processamento proteolitico proteassomal (SEM et al., 2000). O fator nuclear
Kappa-B, uma vez ativado, migra para o ntcleo e liga-se a elementos regulatérios do DNA de
mais de cinqilienta genes pro-inflamatorios, expressando assim vdrias proteinas da resposta
imune e inflamatoria, incluindo muitas citocinas (BAEUERLE & RAICHWAL, 1997). Dois
fatores supostamente produzidos pelas células tumorais estdo sendo investigados como
estimuladores da hidrolise molecular: a) fator mobilizador de lipidios, que atua estimulando a
lipdlise de maneira dependente do AMP ciclico e b) o fator indutor de protedlise uma
glicoproteina sulfatada, a qual inicia diretamente o catabolismo protéico no musculo

esquelético (TISDALE, 2001).



Tumor de Walker-256

O tumor de Walker-256 é um carcinossarcoma, (originario de células epiteliais e
tecido conjuntivo) identificado pela primeira vez na mama de uma rata prenha. O tumor de
Walker ¢ de crescimento rapido, e a sua implantagdo em ratos tem sido um modelo adequado
na indug¢do da sindrome da caquexia (GUAITANI et al., 1982). Em um curto espaco de tempo
apods a sua implantacdo subcutanea, verifica-se redugdo progressiva no peso do animal. Aos
14 dias apds o implante, a massa tumoral pode representar uma fracao consideravel do peso
do animal, e a morte ocorre ap6s este periodo (VICENTINO et al., 2002).

Freitas et al. (2001) demonstraram que o tumor de Walker-256 promove estresse
oxidativo no cérebro de rato. Houve aumento das substancias reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS) no hipocampo, cerebelo e hipotalamo. O tumor de Walker estimulou a atividade da
CuZn-SOD, porém suprimiu a atividade da CAT e GSH-Px em varias regides do cérebro.
Essas alteragdes ocorreram concomitantemente com um desequilibrio do sistema antioxidante
enzimdatico do cérebro. Resultados obtidos em nosso laboratorio revelaram que a caquexia
induzida por tumor de Walker-256 em ratos Wistar esta relacionada a aumento da
lipoperoxidagdo e formagdo de proteinas carbonilicas no musculo estriado esquelético
(resultados nao publicados).

Considerando todas estas informagdes, € também o fato de ndo existir nenhum estudo
experimental demonstrando lesdes oxidativas sistémicas causadas pela sindrome da caquexia
tumoral, este trabalho visa demonstrar o estresse oxidativo sistémico em animais com

caquexia induzida por tumor de Walker-256.



2 OBJETIVOS

GERAL

O presente trabalho objetiva determinar o estresse oxidativo nas hemdcias e no plasma

de ratos com caquexia induzida por tumor s6lido de Walker 256.

ESPECIFICOS

Avaliar em ratos portadores do tumor de Walker-256:

a) A concentracdo de lipoperoxidos nas hemacias e no plasma empregando-se uma
técnica sensivel de quimiluminescéncia.
b) A concentracao plasmatica de antioxidantes totais.

c) A concentragdo de GSH e GSSG e a atividade da SOD nas hemacias.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 200-250 g., cedidos pelo Biotério Central, do
Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram
alimentados com agua e comida ad libitum. O consumo de ra¢do foi medido diariamente.
Todos os animais foram cuidadosamente mantidos e monitorados de acordo com as
recomendacdes éticas de experimentaciao animal.

Os ratos foram divididos em 3 grupos: grupo controle (C), que recebeu tampao PBS
(tampao fosfato, cloreto de sodio e cloreto de potassio) subcutaneamente no flanco direito
traseiro. Grupos tumor, que receberam no mesmo local suspensdo de células de 8X107 de
células de tumor de Walker-256. Estes animais dos grupos tumor foram utilizados em 7 (T7d)
ou 14 (T14d) dias apds inoculagcdo das células tumorais. O sangue dos animais dos trés
grupos foi coletado pela manha, com seringas e tubos heparinizados, através de pung¢do
cardiaca, ap0s anestesia. A seguir, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

O percentual de caquexia dos animais foi determinado de acordo com a perda de
massa corporea ou alteracao ponderal da massa corpdrea dos animais inoculados com o tumor

de acordo com a seguinte formula:

(mi-mf+(mt)+emc)x100 =

mi+gmc
mi = massa corporea inicial do rato inoculado com o tumor
mf = massa final do rato inoculado com o tumor
mt = massa do tumor

gmc = ganho de massa média do rato controle durante os 14 dias do experimento

O musculo gastrocnémio do flanco esquerdo traseiro foi retirado e pesado nos animais

controle, em T7d e T14d, para se determinar o percentual de perda de massa muscular.
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3.2 Preparo das amostras

As amostras de sangue foram cuidadosamente homogeneizadas de modo a evitar
hemolise ou formacao de coagulos. As amostras foram centrifugadas a 560 g por 10 minutos.
O plasma foi separado, aliquotado e congelado a - 18 °C para posterior analise. A papa de
hemacias foi lavada com solucdo fisioldgica por trés vezes antes do uso, e a mesma analisada

no mesmo dia para os experimentos.

3.3. Quimiluminescéncia (QL) de plasma e de hemacias

O plasma e as hemadcias dos trés grupos estudados foram utilizados para determinacdo
da QL (GONZALES-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991). A QL estimulada por tert-butil
hidroperéxido (--BOOH) foi aferida em lumindémetro TD 20/20 (Turner Designs), que possui
faixa de reposta de 300-650 nm, a 28°C, em ambiente de baixa luminosidade. Nesta técnica, a
lipoperoxidagdo das amostras foi revelada pelo aumento da emissdo de fotons produzidos na
reacdo da terminacdo de radicais peroxil, apos estimulacdo induzida pelo ~BOOH. O calculo
das curvas foi analisado levando-se em conta a area, ou seja, a integral destas curvas e
também a média e o erro padrdo tanto para hemacias quanto para o plasma. Os resultados

foram expressos em Unidades Relativas de Luz (URL) / ml de plasma e URL para hemacias.
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3.3.1 Preparo das amostras para a técnica de QL

Plasma

As aliquotas de plasma foram descongeladas, acrescidas de tampao fosfato dissddico
pH 7.4; 30 mM, 120 mM de cloreto de potassio e mantidos a 30 °C. A esta dilui¢do foi

acrescido ~-BOOH com concentracdo final de 3 mM e analisado em lumindmetro.

Hemacias

A papa de hemadcias teve uma diluigao final de 0,081% em tampao fosfato monobasico
de potassio, 10 mM, pH 7,4 com cloreto de s6dio 0,9%. O --BOOH foi preparado utilizando

a mesma solugdo tampao. A concentracao final foi de 3mM e a analisado em luminometro. .

Prova da hemolise

Ap6s realizar a QL de hemadcias, realizou-se a prova da hemolise. Este teste verifica se
a amostra que ¢ retirada do lumindémetro apresenta ou ndo hemolise. Como controle positivo
de hemolise, utilizou-se uma amostra de heméacias do grupo controle diluido em agua
destilada ao invés do tampao. O controle negativo ¢ uma amostra de hemacias do grupo
controle diluido no mesmo tampao da amostra que vai ao luminémetro. Todo o restante do
procedimento ¢ igual para ambos e para as amostras. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 540 nm.

A prova da hemolise foi utilizada para validar a metodologia da QL de hemacias. Esta
validagdo ¢ importante pelo fato de a hemoglobina interferir na analise de QL. Isto ocorre
porque a hemoglobina sofre oxidagcdo da heme por hidroperdxidos organicos como o t-BOOH

havendo a producdo de radicais #-butil alcoxil e #-butil peroxil (TORSONI & OGO, 2000).
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Uma vez constatada a auséncia de hemoglobina, toda emissdo captada deve-se as lesdes

oxidativas de membrana (CASADO, et al. 2007)

3.4. Capacidade antioxidante total (TRAP)

A determinacdo da capacidade antioxidante total foi realizada segundo Repetto et al
(1996). Esta técnica avaliou a concentragdo de antioxidantes totais da amostra. O principio da
técnica foi o de que os radicais RO, gerados pela indugdo 2,2-azo-bis-(2-amidinopropano)
diidroclorido (ABAP) reagem com antioxidantes da amostra. Somente quando os
antioxidantes da amostra sdo depletados, é que os RO,  atacam os lipidios do plasma para
causar a peroxidagdo. A este tempo da curva, em que os antioxidantes da amostra impediram
o ataque dos referidos radicais, denominou-se tempo de inducdo. A luminescéncia foi aferida
no luminémetro TD 20/20, em ambiente de baixa luminosidade, com resultados obtidos
através da relacdo entre o tempo de inducdo (figura 2) do plasma e do trol6x, um antioxidante
hidrofilico semelhante a vitamina E utilizado como padrdo para o tempo de indugdo. Os

resultados foram expressos em pM de trolox.
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Figura 2 - Grafico mostrando a emisséo de fotons pelo n° de leituras (6000) realizadas durante
a prova. O tempo decorrido do inicio da reacdo até a interse¢ao das retas representa a fase de
inducdo da reacdo. ABAP = 2,2-azo-bis-(2-amidinopropano) diidroclorido.

3.5. Glutationa total e oxidada

Hemacias diluidas a 1% em H,O destilada foram utilizadas para a determinacdo da
concentracdo de GSH e GSSG (TIETZE, 1969). A concentracdo de GSH foi determinada pela
tritiacdo, reducdo do 5,5’-ditio-bis acido 2-nitrobenzdico para acido 2 - nitro-tiobenzdico por
acao do NADPH e¢ GSH-Rd. O GSSG foi determinado incubando-se a amostra com 4-
vinilpiridina por lhora a temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em mM/g de
hemoglobina (Hb). O Indice de Estresse (IE) reflete o estado oxidativo das hemacias e foi

calculado pela seguinte equagao:

IE = GSSG/Glutationa total - GSSG — IE = GSSG/GSH
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3.6. Superoxido dismutase

A papa de hemacias foi hemolisada a 2,5% e a SOD foi determinada pela técnica de
Marklund & Marklund (1974). Esta enzima com papel antioxidante catalisa a a dismutagao do
O, em H,0; e O, na presenca do proton H. Nesta técnica a SOD inibe a auto-oxidag¢do do
pirogallol em solugdo aquosa. A atividade enzimatica da SOD, capaz de inibir 50% da
oxidacdo do pirogallol, foi definida como uma unidade de quantificacdo da enzima SOD (U),
sendo o resultado final expresso em USOD/g de Hb. A SOD avaliada neste experimento foi a

CuZn-SOD, uma vez que as hemdcias adultas ndo apresentam mitocondrias.

3.7. Determinacio das substancias reativas ao acido tiobarbitarico

(TBARS)

Para a avaliacdo da lipoperoxidagdo no plasma, foi utilizada a técnica do TBARS
(JENTZCH et al.,, 1996). Esta técnica quantifica moléculas de baixa massa molecular,
predominantemente dialdeido malonico (MDA), que reagem com o acido tiobarbiturico e sdo

extraidas pelo butanol.

3.8. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951), modificado por
Miller (1959) e soro albumina bovina foi utilizada como padrao. As leituras foram realizadas

em espectrofotdmetro a 660 nm.
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3.9 Dosagem de Hb

A determinagdo da Hb foi realizada pela técnica de Drabkin, (1932), também chamado
de método da cianometahemoglobina. As dosagens foram realizadas com hemolisados a 1%,

2,5% e 5% de cada uma das amostras em um comprimento de onda de 546 nm.

3.10 Analise estatistica

Em todos os experimentos, com excec¢ao da quimiluminescéncia induzida por #-butil,
os resultados foram analisados pelo teste ¢ de Student, para amostras ndo pareadas.

Para a referida quimiluminescéncia utilizaram-se os testes one-way e two-way
ANOVA. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM)
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacido da Caquexia

Os animais dos grupos tumor apresentaram reducdo progressiva da ingestdo alimentar
(figura 3). Houve perda da massa muscular (musculo gastrocnémio) proporcional a evolugao
da caquexia, bem como perda de massa de outros 6rgaos como coracao e cérebro (figura 4).

A redugdo da ingestdo alimentar foi em torno de 41% em T7d e 69% em T14d. Esta
reducdo alimentar na segunda semana ndo foi proporcional a perda de massa do musculo
gastrocnémio no mesmo periodo, sendo o percentual de perda do musculo gastrocnémio em
T7d de 23,13% e em T14d de 26,12%. O presente estudo verificou se a perda de massa do
muscular foi proveniente da redu¢do de ingestdo alimentar obervada nos animais com tumor.
Incluiu-se, portanto outro grupo de animais denominado pair-fed. Este grupo foi constituido
por animais normais € que nao tiveram inoculacdo tumoral, porém foi submetido a mesma
reduc¢do de ingestdo alimentar dos animais inoculados com o tumor durante os 14 dias do
experimento. Os animais pair-fed, com 14 dias apresentaram a mesma perda de massa
muscular dos animais com 5 dias de inoculagdo tumoral (dados nao apresentados).

Houve perda progressiva de massa corpdrea apods a inoculagdo do tumor (figura 5). A
perda de massa corporea foi de 11,90% em T7d e 20,04% em T14d em relacdo ao controle. A
massa do tumor aumentou com a evolucdo da caquexia. Em T7d foi de 11,85 g. e em T14d

de 19,84 g.
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4.2 Avaliacao da lipoperoxidacao através da QL

Na QL de hemécias observou-se dois picos de lipoperoxidos (figura 6). O primeiro,
forma-se ja nos dois primeiros minutos de reacao e este apresenta um pico bastante elevado.
O segundo pico forma-se em torno de 8 minutos e permanece até aproximadamente 20
minutos de reacdo. O primeiro pico ¢ maior aos 14 dias de caquexia, enquanto o segundo ¢
maior aos 7 dias de caquexia. Observa-se aumento da emissao de luz nos dois grupos tumor
em relagdo ao controle ao mesmo tempo em que se observa ligeiro deslocamento a esquerda
do grupo tumor em relagdo ao grupo controle. Este aumento foi mais acentuado em T7d.

A prova da hemolise a qual valida a quimiluminescéncia, demonstrou resultados muito
baixos para a amostra, semelhantes ao controle negativo (dados ndo mostrados).

A QL de plasma de animais com tumor de Walker também aparece elevada nas duas
fases analisadas da caquexia (T7d e T14d). Porém estd mais acentuada aos 14 dias

(figura 7).

4.3 Avaliacao da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total analisada no plasma apresentou queda significativa em

T7d e que permaneceu até o T14d. Esta queda foi em torno de 50%. (figura 8).

4.4 Avaliacao da glutationa total, oxidada e indice de estresse

Os niveis de glutationa total nas hemacias ndo apresentaram alteragdo com a evolugdo da
caquexia (figura 9).
A GSSG apresentou aumento em torno de 25% no sétimo dia de caquexia em relagdo ao

grupo C (figura 10). A GSSG resulta de um ambiente mais oxidante, que favorece a formagao
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de pontes de sulfeto. Estas pontes sdo produzidas pela oxidagdo de grupos SH o que
compromete a fungdo da proteina pela alteragao de sua estrutura terciaria e quaternaria.
O IE apresentou valores significativamente aumentados em relagdo ao controle no

sétimo dia de caquexia (figura 11).

4.5 Avaliacao da atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade da SOD mostrou aumento significativo (32%) no sétimo dia apods a
inoculagdo das células tumorais, reduzindo a seguir; porém os valores ndo foram

significativos no décimo quarto dia (figura 12).

4.6 Quantificacio das espécies reativas ao acido tiobarbiturico

Nao houve alteragdes significativas das substincias reativas ao acido tiobarbitirico

durante a evolugdo da caquexia (figura 13).
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Figura 3 - Consumo médio de ragdo (24 horas) pelos animais durante a progressao da
caquexia. O n foi respectivamente de 27, 16 e 14 para os grupos controle, T7d e T14d.
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Figura 4 - Percentual de perda de massa do cérebro, coragdo, musculo gastrocnémio e perda
de massa corpdrea total de ratos com caquexia de 14 dias em relagdo ao grupo controle.
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Figura 5 - Indice ou percentual de caquexia no sétimo e décimo quarto dias apés inoculagdo
com as células do tumor de Walker -256. O n foi respectivamente de 27, 16 ¢ 14 para os
grupos controle, T7d e T14d.
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Figura 6 - Concentragdo de lipoperoxidos determinada por quimiluminescéncia na membrana
das hemacias de ratos apresentando caquexia no sétimo (T7d) e décimo quarto dia (T14d) de
inducdo do tumor. Analise através do one-way ANOVA (Tukey) considerou-se a area das
curvas com os respectivos erros padrao. Comparag¢ao com o controle, T7d (#p= 0,01). Analise
da variancia entre as curvas através do two-way ANOVA. Considerou-se a médias das curvas
com os respectivos erros padrdo. Comparacdo com o controle, T7d (*p< 0,0001), T14d
(**p<0,0001). Concentragdo das hemacias = 0,081% . O n foi respectivamente de 21, 16 e 13
para os grupos controle, T7d e T14d.
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Figura 7 - Quimiluminescéncia em plasma mostrando a concentragdo de lipoperdxidos em
ratos apresentando caquexia no sétimo (T7d) e décimo quarto dias (T14d) de inducdo do
tumor. Analise através do one-way ANOVA. Considerou-se a drea média das curvas com o0s
respectivos erros padrdo. Comparacdo dos grupos com o controle n=21; T7d (*p<0,0001;
n=15); T14d (**p<0,0001; n=14). Analise da variancia entre as curvas através do two-way
ANOVA. Comparacdo dos grupos com o controle n=21; T7d (#p<0,0001; n=15); T14d
(##p<0,0001; n=14) e comparacdo entre T7d e Tl4d (###p<0,0001). Cada minuto
representativo da curva foi equivalente a média de 2 minutos da reagao.
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Figura 8 - Capacidade antioxidante total no plasma de animais controle e portadores de tumor
no sétimo (T7d) e décimo quarto (T14d) dias apés a inoculagdo com as células tumorais.
*p<0,0001; ** p<0,001. n: C=19; T7d=15; T14d =13
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Figura 9 - Concentracdo de glutationa total em hemaécias. O n foi
respectivamente de 27,16 e 14 para os grupos controle, T7d e T14d.
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Figura 10 - Glutationa oxidadada em hemaécias. *p = 0,05 grupo tumor
7 dias em relagdo ao controle. n: C=27; T7d = 16; T14d = 14
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Figura. 11 - Indice de estresse (relagdo entre glutationa oxidada e reduzida)
obtidas de hemaécias. *p<0,01 grupo tumor sete dias em relagdo ao controle.
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Figura 12 - Atividade da enzima superoxido dismutase em hemacias.
*p =0,05 grupo tumor 7 dias em relacdo ao controle. n: C =23; T7d =16;
T14d =13
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Figura 13 - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico quantificadas no plasma.
n: C=22; T7d=16; T14d = 14
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5 DISCUSSAO

A sindrome da caquexia esta presente em vdrias patologias, dentre elas o cancer
(FEARON & MOSES, 2002). Estudos mostram que as ERO e ERN tém papel importante na
perda de massa muscular em animais com caquexia induzida pelo TNFa (BUCK &
CHOJKIER, 1996).

O modelo experimental de caquexia induzida pela inoculagdo de células tumorais
Walker-256, utilizado neste estudo, mostrou-se adequado. Caracterizou-se a sindrome
caquética pela perda de massa muscular, redugdo da ingestdo alimentar, perda de massa
corporea e de outros orgdos (figuras 3, 4 ¢ 5 ). Além disto, a redugdo alimentar na segunda
semana ndo foi proporcional a perda de massa do musculo gastrocnémio no mesmo periodo.
Isto esta de acordo com as observacdes verificadas no grupo pair-fed. Verificou-se no grupo
pair-fed perda muscular bem menor e mais lenta do que a do grupo tumor na mesma fase
analisada. Outros trabalhos utilizaram o mesmo modelo de inducdo de caquexia (FREITAS et
al., 2001; GUAITANI et al., 1982; VICENTINO et al., 2002), sendo este um modelo de facil
manuten¢do que leva a um quadro de caquexia progressiva em até 14 dias.

As alteragdes metabodlicas ocorridas na caquexia tém se tornado foco de intensa
investigacdo (TISDALE, 1997, GOMES-MARCONDES & TISDALE, 2002), entretanto as
analises do estresse oxidativo no sangue como reflexo das alteragdes sist€émicas ocorridas
neste estado ainda sdo escassas ¢ inconclusivas (AYMELEK et al., 2006; NAVARRO et al.,
1999). Assim sendo, pela primeira vez um estudo usando o modelo de indu¢do de caquexia
pelo tumor de Walker-256, demonstrou de maneira clara o estresse oxidativo no plasma e
hemaécias de animais com perda progressiva de massa corpdrea em diferentes momentos do
desenvolvimento da caquexia.

A técnica de QL iniciada por - BOOH ¢ um ensaio sensivel que tem sido aplicado
para determinar a existéncia de estresse oxidativo associado a situagdes patoldgicas
(BOVERIS et al., 1983). Observaram-se lesdes oxidativas ou estresse oxidativo prévio
através do aumento da concentracdo de lipoperoxidos no plasma e membrana das hemécias
(figura 6) (figura 7) dos animais no sétimo e no décimo quarto dias apds a inoculacdo do
tumor. Nas hemdcias as lesdes oxidativas ocorreram de forma mais intensa em T7d.
Verificaram-se também modifica¢des significativas no perfil das curvas de QL que foram

mais evidentes no plasma. Esta mudanga pode representar alteracdes fisico-quimicas nas
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particulas de LDL e VLDL, tornando mais acessiveis certas categorias de hidroperoxidos
presentes nestas particulas e modificando o perfil de emissao de fotons (PASTORINO at al.,
2000; GONZALES-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991; ZAMBURLINI et al. 1995).

O TRAP revela o consumo das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (PRIOR
& CAO, 1999; LIU et al., 2003). Os resultados obtidos neste ensaio revelam uma queda de
aproximadamente 50% nos niveis da capacidade antioxidante total no plasma de ratos com
caquexia no sétimo e décimo quartos dias (figura 8). Isto indica consumo das defesas
antioxidantes (principalmente as de baixa massa molecular), devido a presenga de RO," no
plasma no periodo analisado. Estes resultados estdo em concordancia com o observado no
inicio da reacdo de QL de plasma, aonde ocorreu consumo prévio de antioxidantes e
scavengers naturais da amostra, estes dados concordam com o aumento de lipoperoxidos.

Os aumentos significativos da concentragdo de GSSG e do indice de estresse
por sua vez, estdo de acordo com a elevada concentragdo de lipoperdxidos encontrada nas
hemaAcias. Reforca estas evidéncias o aumento significativo da atividade da SOD no 7° dia
apos a inoculacao do tumor. Isto indica reacdo por parte do hospedeiro com relacdo a grande
demanda de ERO e o ataque destes as hemacias. Uma possivel explicagdo ao aumento da
atividade da SOD seria o aumento da oferta de O, pelos leucocitos do sangue. Nesta fase
observou-se também aumento na quantidade dos polimorfonucleares como estudo recente
mostrou, (SZUSTER-CIESIELSKA et al., 2004) quando sangue de pacientes com carcinoma
de laringe foi analisado. Os resultados do presente trabalho demonstraram que o tumor induz
estresse sistémico pela geracdo de ERO e ERN provocando desgaste das defesas antioxidantes
e aumentando na concentragdo de hidroperoxidos na membrana das hemadcias e nas
lipoproteinas plasmaticas. Este processo estaria ocorrendo, em parte, através da ativacdo de
fagocitos. De fato, tem sido descrito aumento significativo da produ¢do de ERO pelos
neutrofilos durante o desenvolvimento do cancer (PUSTOVIDKO et al., 2000). A ativagdo da
cadeia do acido aracdonico, e das células endoteliais na producao de 6xido nitrico e 0, via
TNFa e interleucina-6 também podem estar envolvidas neste processo (BUCK &
CHOJKIER, 1996). Alteragdes metabolicas nas vias mitocondriais oxidativas de diversos
tecidos poderiam adicionalmente ser implicadas na geracdo destas espécies reativas.

No que diz respeito aos antioxidantes, um estudo de pacientes e animais
portadores de cancer mostra que altas concentracdes de GSSG sdo observadas com a
progressao do cancer, fazendo com que diminua a relacio GSH/GSSG (NAVARRO et al.,
1999). Outros trabalhos mostram que as concentragdes de GSH e vitamina E foram

significativamente reduzidas em pacientes com cancer oral nas fases II a IV, quando
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comparados com pessoas saudaveis (MANOHARAN, et al., 2005). Em relagdo a GSH foi
encontrada diminuicdo da concentragdo no sangue de pacientes com cancer colorretal
(UPADHYIA, et al., 2004).

Os resultados de lipoperoxidagdo obtidos a partir da presenga de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico, ndo tiveram diferengas significativas entre os grupos (figura 13),
entretanto, estudos utilizando esta forma de andlise sdo controversos. Enquanto trabalhos
mostram diminuicdo da concentragio de MDA no plasma (ALAGOL et al., 1999; GERBER
et al., 1996) de pacientes com cancer de mama, Huang et al., (1999), encontraram aumento na
peroxidagdo lipidica (aumento de MDA) no soro de pacientes com o mesmo tipo de cancer.
Além disto, Samir e El Kohly, (1999), relataram que as concentracdes de MDA no plasma
foram significantemente aumentadas em pacientes com carcinoma de laringe, sendo que
outros trabalhos relatam resultados opostos (NAGINI et al., 1998; NAVARRO et al., 1999;
AYMELEK et al. 2006; SEYITHAN, et al., 2003; BAKAN, et al., 2002; UPADHYA, et al.,
2004; MANOHARAN, et al., 2005). Portanto interpretagdes baseadas nesta técnica devem ser
analisadas com muita cautela e de preferéncia acompanhadas de outras andlises técnicas mais

sensiveis e menos susceptiveis a interferentes.
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6 CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que os animais portadores de caquexia induzida por
tumor de Walker-256 apresentam no sétimo e décimo quarto dias apds a inoculacao de células

tumorais:

1 — Aumento na concentragao de lipoperdxidos do plasma e membrana das hemaécias.
2 — Aumento da concentracdo de GSSG, do indice de estresse e da atividade da SOD nas
hemacias.

3 — Reducao da capacidade antioxidante total do plasma.

Em conjunto, os resultados demonstram pela primeira vez a existéncia de estresse

oxidativo sistémico na caquexia induzida pelo tumor de Walker-256 em ratos.
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