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RESUMO

O cancer-caquexia € caracterizado pelo desenvolvimento de anorexia, astenia,
perda de peso, saciedade prematura, anemia e principalmente alteracdo no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas dos pacientes com neoplasia. O aminoécido leucina atua
promovendo a sinalizacdo celular, inibindo o processo de catabolismo protéico e
estimulando o processo de sintese protéica no musculo esquelético, principalmente em
animais experimentais. O exercicio fisico proporciona alteracdes metabdlicas voltadas,
principalmente, a sintese protéica. Desse modo, estudamos os efeitos do treinamento fisico
associado a dieta rica em leucina sobre o processo de adaptagdo metabdlica e hormonal
durante a evolucdo do tumor de Walker em ratos. Ratos Wistar foram submetidos ao
treinamento fisico (natagdo por 45 minutos didrios, 5 dias por semana) durante 6 semanas e
apos esse periodo receberam implante de células do carcinossarcoma de Walker 256, no
subcutaneo. Apdés 21 dias de crescimento tumoral, os ratos foram sacrificados para
obtencdo de soro para determinagdo de glicocorticoides e catecolaminas e ressec¢do de
tecidos e 6rgdos (adrenais, figado, coracdo e musculo). Avaliacdo da cultura primdria da
glandula adrenal desses animais pdde-se observar a sintese de catecolaminas e liberagcdao de
citocinas, no meio de cultura, em fun¢do do crescimento tumoral modulados pelos efeitos
da dieta rica em leucina associada ao exercicio fisico. O crescimento tumoral promoveu
alteracdes metabolicas, bioquimicas e hormonais no hospedeiro do cancer como perda de
peso e aumento de hormonios catabdlicos como ACTH e glucagon. O exercicio promoveu
diminui¢do de IL-6 e INF-y no meio de cultura e aumento sérico de IL-4 e IL-10. O
exercicio e a suplementa¢do com leucina proporcionaram a manutencdo das concentragdes
plasmdticas de proteinas totais séricas e albumina, provavelmente em fun¢do da leucina,
que é aminodcido conhecido como sinalizador celular e estimulador do metabolismo
protéico. Nos animais tumor leucina exercitado (WLE), observamos manutencdo de
proteinas totais e albumina, manutencdo dos niveis de ACTH e glucagon, além de
diminui¢do nos niveis séricos de catecolaminas, em relacio ao grupo LE. As andlises
bioquimicas, hormonais e de cultura de células mostraram que o exercicio € a

suplementac¢do de leucina proporcionaram a melhora do estado caquético desses animais.



ABSTRACT

The cancer-cachexia is characterized by the development of anorexia, asthenia,
weight loss, early satiety, anaemia and especially changes in the metabolism of
carbohydrate, fat and protein in these cancer patients. The amino acid leucine acts
promoting cell signalling by inhibiting the protein catabolism and stimulating the protein
synthesis in skeletal muscle, especially in experimental animals. The exercise provides
metabolic changes mainly in protein turnover. Thus studies that concern cancer-cachexia,
physical exercise and nutritional supplementation can come up with best ways to support
cancer treatment. In this work we evaluated the effects of physical training associated with
leucine-rich diet on the metabolic processes and hormonal changes during Walker tumour
growth in rats. Wistar rats (45 days-old) were submitted to physical training (swim section
for 45 minutes daily, five days a week for 6 weeks). After 6 weeks of training, the rats
received subcutaneous implant of Walker carcinoma cells. After 21 days of tumour growth,
animals were sacrificed and collected blood, tissues and organs (adrenal, liver, heart and
muscle). Cell primary culture of adrenal gland analysed the catecholamine synthesis and
cytokines release in the culture medium, which was altered under tumour growth effects
and modulated by the effects of leucine-rich diet associated with exercise physical. Tumour
growth promoted metabolic, biochemical and hormonal changes in host such as weight loss
and increased catabolic hormones release (ACTH and glucagon). The exercise decreased
IL-6 and IFN-y content in culture medium and increased IL-4 and IL-10 serum content.
Exercise and leucine supplementation provided maintenance of total serum protein and
albumin, probably due to leucine which is known as cell signalling and stimulates protein
metabolism. In addition, tumour-bearing-exercised animals (WLE) maintained serum
protein and albumin, and also the ACTH and glucagon levels, and reduced serum
catecholamine levels, in relation to LE group. The biochemical analyses, hormonal and cell
culture have shown that exercise and leucine supplementation could improve the cachectic

state in experimental animals.
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1. INTRODUCAO

Apresentacao geral

O cancer é uma patologia, que apenas pelo nome, ainda, abala psicologicamente
os pacientes, culminando em desgaste emocional e, consequentemente, influenciando a
qualidade de vida. Paralelamente, a falta ou reducdo de atividade fisica, associada ao
processo de dor e alteracdes metabdlicas e bioquimicas, abreviam ainda mais a expectativa
de vida desses pacientes.

O cancer, ou neoplasia, € a proliferacao e crescimento desordenado de células, de
um determinado tecido, ndo controlado pelo organismo, que causa danos ao tecido/érgao
adjacente ou, até mesmo, a distancia do tecido original. Multiplicando-se rapidamente,
essas células neopldsicas sdo agressivas e invasoras, determinando a formagdo de tumores
secunddrios, ou metdstases. Cerca de 50% dos diferentes tipos de canceres promovem
efeitos demasiadamente severos, induzindo a instalacdo do estado caquético do paciente.
Caquexia, presente no cancer, altera bioquimica e metabolicamente o organismo,
principalmente, o metabolismo protéico, no qual a perda de peso e proteina corpdrea
caracterizam a instalacdo e manutencdo do estado caquético e consequentemente
diminuindo a capacidade de resposta as terapias.

Das décadas de 80 e 90 até a atualidade, os estudos realizados visam melhor
conhecer os fatores bioldgicos, moleculares e genéticos do cancer, além de investir em
terapias coadjuvantes e nutricionais para melhorar ou reverter o intenso quadro de

espoliacdo da caquexia.



Atualmente, vérios estudos mostram que a pratica de atividade fisica traz
beneficios bioquimicos, imunoldgicos e corpdéreos a individuos sauddveis e também que
pode ser aplicado a pacientes com cancer, pelo fato de inibir mediadores catabdlicos,
melhorando assim a composi¢do corpdrea, além de diminuir o tamanho tumoral e o estado
caquético desses pacientes.

Além disso, varios estudos visam associar o suporte nutricional como fator co-
adjuvante as terapias convencionais. Assim, aminodcidos de cadeia ramificada (BCAAs)
tém sido estudados pelo seu importante papel como sinalizador celular, além de ser parte
predominante do processo de furnover protéico corporal, representando assim um dos
principais suplementos nutricionais, utilizados preferencialmente por desportistas. Desses
BCAAs, o aminodcido leucina é o principal em produzir esses efeitos. A atividade fisica
quando associada a suplementacdo de leucina, pode desempenhar papel importante na
busca da melhora da qualidade de vida dos pacientes com neoplasia, uma vez que, a leucina
estimula a sintese e inibe a degradagao protéica, melhorando as reservas corpdreas.

Desse modo, conhecer as vias e os processos moleculares envolvidos na sintese e
degradacdo protéica modulados pela leucina torna-se importante ferramenta para os
processos coadjuvantes a terapia e, consequentemente, prevencao ou minimizar o estado

caquético e, assim, melhorar a resposta as terapias e qualidade de vida dos pacientes com

cancer.

1.1 CANCER-CAQUEXIA
O cancer € considerado um grande problema de sdude publica em todo o mundo,

pois € uma das principais causas de morte, sendo a segunda dentre as diversas patologias.



Nos Estados Unidos atualmente, a cada quatro mortes, uma € devido ao cancer (JEMAL et
al., 2009) e segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2009) foi o responsavel pela
morte de 7,6 milhdes de pessoas em 2008. Os estudos moleculares e bioquimicos do
desenvolvimento e dos efeitos do cancer sdo de extrema importancia para permitir a
melhora da qualidade de vida desses pacientes, principalmente em regides de baixa renda
onde o custo de tratamento € extremamente alto, associado a cura de dificil alcance.

O carcinossarcoma de Walker 256, descoberto em 1928, € um tumor mamario
espontaneo, que tem sido utilizado em varios estudos, por ser de facil transplante e de
espécie especifica para ratos. O tumor de Walker € muito invasivo e possui crescimento
muito rapido e pode ser afetado dependendo do tipo de nutriente ofertado aos animais
(BLACK et al., 1994); além de ser muito agressivo, também € considerado como o melhor
modelo experimental, semelhante ao quadro de cancer-caquexia em humanos (EMERY,
1999).

A caquexia € uma sindrome metabdlica associada a algumas doengas,
ocasionando perda involuntdria de peso corpdreo preferencialmente com espoliacdo da
massa magra, com ou sem perda da reserva de tecido adiposo. Em geral, estd presente em
muitas doengas cronicas ou em fase terminal, tais como infeccdes, AIDS, insuficiéncia
cardiaca congestiva, insuficiéncia renal crdnica, artrite reumatdide, tuberculose e doenca
pulmonar obstrutiva crénica e principalmente no cancer, (MANTOVANI & MADEDDU,
2010).

Observada, frequentemente, em pacientes portadores de tumores gastrico, de
cOlon e pancredtico, a caquexia € considerada o fator mais importante para a morte

prematura desses pacientes (YOUNES e NOGUCHI, 2000; TISDALE, 2009).



Aproximadamente 80% dos pacientes portadores desses tumores desenvolvem caquexia e,
em mais de 20%, a caquexia € responsavel pela morte desses pacientes (WEYERMANN et
al., 2009). Os efeitos da caquexia sdo severos, prejudicando grandemente a qualidade de
vida dos pacientes, aumentando a toxicidade de terapia anti-cancer, podendo, ainda,
diminuir a resposta terapéutica (BENNANI-BAITI e WALSH, 2010) e como mencionado
acima reduzir a sobrevida do paciente.

A caquexia € definida como sindrome clinica distinta e Unica, onde a ativagio
de citocinas pré-inflamatérias tem efeito direto sobre o metabolismo muscular e anorexia
(MANTOVANI & MADEDDU, 2010). Esse estado ¢ comumente caracterizado pelo
desenvolvimento de anorexia, astenia, perda de peso, saciedade prematura e anemia
(BACURAU e COSTA ROSA, 1997; ARGILES et al., 2005; TISDALE, 2009,
DHANAPAL et al., 2011). Esses sintomas ndo sdo simplesmente o resultado da debilidade,
mas sim pela evolugdo estratégica adaptativa para a sobrevivéncia (GROSSBERG et al.,
2010). Esse quadro é caracterizado pela grande perda de peso, relacionando-se a
diminui¢do da qualidade e do tempo de vida (TISDALE, 1997). Dentre os sintomas
produzidos pelo crescimento neopldsico, a anorexia, decréscimo da ingestdo alimentar, é a
complicagdo mais freqiiente em pacientes com cancer (INUI, 1999; DHANAPAL et al.,
2011). A sindrome anorexia-caquexia € causada por alteracdes metabdlicas e,
principalmente, pelas citocinas produzidas pelo tumor ou liberadas pelo sistema
imunoldgico como resposta a presenca do cancer, bem como outros produtos do tumor que
promovem lipélise e protedlise nesses pacientes (INUI, 1999). Assim, pacientes com cancer
apresentam, dentre as inimeras alteracdes metabdlicas, intensa perda de massa corporal

magra, em particular musculatura esquelética, que diminui em proporcao direta aos efeitos



da evolucdo neopldsica, sendo o principal responsavel pela reducdo do tempo de vida de
pacientes com cancer. Ambos, redu¢do da sintese e aumento da degradacdo protéica, ou
seja, o aumento do furnover protéico total corpéreo tem sido muito observado nos pacientes
com cancer (INUI, 1999; TISDALE, 1997; 1999; 2000) e como consequéncia da perda de
tecido muscular hd fadiga, fraqueza, atrofia muscular e comprometimento de muitas
funcdes, como respiratérias e cardiovasculares (MULLIGAN & BLOCH, 1998).

Além disso, a competi¢ao por nutrientes entre o tumor e o hospedeiro induz, além
do prejuizo do metabolismo protéico, alteragdo também no metabolismo de carboidratos e
gorduras; incluindo o hipermetabolismo que leva a diminui¢do da eficiéncia energética,
relacionando-se a diminuicdo da qualidade e do tempo de vida (TISDALE, 1997;
ARGILES et al., 2005).

Algumas hipéteses explicam o surgimento da caquexia, que pode ser
consequéncia da ingestdo diminuida de alimentos, consumo excessivo de nutrientes pelo
tecido tumoral, alteracdes no metabolismo intermedidrio do individuo, secrecao de
citocinas, pelo hospedeiro ou pelas células tumorais, ou o somatdrio desses fatores. Destes,
a anorexia e o catabolismo, como lipdlise e protedlise da massa corpérea, promovido pela
presenca do tumor sdo os principais fatores (BACURAU e COSTA ROSA, 1997;
TISDALE, 2003; TISDALE, 2005; TISDALE, 2009; INUI, 1999; BATISTA, 2012).
Acredita-se que as alteracdes no organismo portador de tumor sejam induzidas por
mediadores inflamatérios, além de outros fatores, como os secretados pelo crescimento
tumoral, que estdo envolvidos na mobilizacdo de dcidos graxos e proteinas (BATISTA,

2012).



No organismo portador de tumor, as alteragdes metabdlicas proporcionam
elevacdo de determinados substratos circulantes, como glutamina, triacilglicerois, como
também de alguns hormonios e citocinas especificos para esse aporte de nutrientes e
substratos energéticos fundamentais para as células neopldsicas (Figura 1). Assim, as
células tumorais competem com o organismo hospedeiro pelo consumo destes substratos,
por apresentarem elevada demanda, principalmente, por glicose (BACURAU e COSTA
ROSA, 1997).

O aumento do gasto energético € um dos determinantes da perda de peso durante
o cancer-caquexia (TISDALE, 2005; SILVA, 2006) que é determinado pelo tipo de tumor
(TISDALE, 2009; DHANAPAL et al., 2011). O metabolismo energético é definido como a
soma de reagdes quimicas complexas e integradas, por meio das quais tanto os seres
humanos, quanto os animais, obtém energia do ambiente e, assim, mant€tm o
funcionamento adequado de todos os processos biologicos. A massa corporal é controlada
pelo equilibrio de ingestdo e gasto de energia, como todos os sistemas termodinamicos.
Assim, a sindrome anorexia-caquexia é a base para alguns dos tratamentos atuais, bem
como desenvolvimento de novos agentes € o conhecimento do sistema neuroenddcrino

(TISDALE, 2009; DHANAPAL et al., 2011).

Cancer | > Caquexia

Hormodnios

fI catecolaminas, vasapressina, adrenacarticotrofico,
glucagon, interleucinas, interferon- -y, TNF

i} insulina, IGF1 e IGF2, tiroxina,

Vias Metabdlicas

1l demanda metabélica, lipélise, glicogendlise,
gliconeogénese, proteodlise.

Balango nitrogenado negativo

Figura 1: Alteragcdes hormonais e metabdlicas no cancer-caquexia.



O processo de carcinogénese frequentemente envolve estresse oxidativo e com
isso liberagdo de varios hormonios catabdlicos, contra-regulatérios da insulina, além de
muitas citocinas pré-inflamatdrias, que em muitos eventos promovem prejuizo ainda maior
associado a evolucdo tumoral (KARBOWNIK et al., 2001; ARGILES et al., 2005). Por
isso, ha muitos estudos que relacionam a utilizacdo de antioxidantes como possivel
tratamento preventivo do cancer. O hormdnio melatonina tem atraido atengdes por causa de
sua alta atividade antioxidante e anticarcinogénica; estudos experimentais mostraram que
seus efeitos podem reduzir o aparecimento do cancer e/ou inibir o crescimento de tumores
ja estabelecidos (KARBOWNIK et al., 2001). Em ratos, a concentracdo plasmadtica dos
hormoénios catabdlicos, como glicocorticdides, catecolaminas e glucagon, apresenta-se
aumentada contribuindo para espoliagdo das reservas de macronutrientes no organismo.
Porém, mais importante para a atuacdo dos hormonios catabdlicos neste sentido, € a
diminuicdo da concentracdo de insulina circulante, uma vez que tal situagcdo
hipoinsulinémica ocorre preferencialmente nos portadores de tumor. E importante ressaltar
que esse padrao de alteragdes metabodlicas ocorre principalmente em modelos experimentais

de animais portadores de diferentes tipos de tumor (BACURAU e COSTA ROSA, 1997).

1.2 LEUCINA - AMINOACIDO DE CADEIA RAMIFICADA

Nos pacientes com cancer, como mencionado acima, hé a prevaléncia da anorexia
como um dos principais pontos do estado caquético. Assim, para o tratamento do cancer-
caquexia, minimizar o efeito da anorexia, com o aumento do consumo alimentar, ndo &
capaz de reverter as alteragdes metabdlicas observadas nesses pacientes. Porém, agentes

que modulam as vias catabdlicas sdo capazes de atenuar a degradag@o protéica no musculo



esquelético pela prevencdo do aumento da expressdao dessas vias induzidas pelo cancer-
caquexia. Exemplos de agentes que apresentam tal a¢do sdo os aminodcidos de cadeia
ramificada, como isoleucina, valina e leucina, sendo esse ultimo o principal destaque entre
os efeitos beneficos (TISDALE, 2004).

Os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs —Branched chain amino acids) sdo
substratos essenciais e importantes reguladores da sintese de proteina corpérea e
representam a maior fonte de nitrogénio para sintese de glutamina e alanina no musculo
(HOLECEK, 2002). A leucina tem papel importante no metabolismo do miusculo
esquelético e pode aumentar a sintese protéica e diminuir a protedlise muscular,
independente de outros aminodcidos de cadeia ramificada, como a isoleucina e a valina
(ANTHONY et al., 2001). Assim, diversos estudos t€ém sido realizados para melhor
compreensdo dos efeitos da leucina sobre o metabolismo muscular esquelético na vigéncia
do cancer (HOLECEK, 2002). O aumento da taxa de oxida¢do dos BCAAs é comum em
respostas inflamatdrias sist€micas induzidas pelo cancer, contribuindo assim para perda
muscular (HOLECEK, 2002).

A dieta suplementada com leucina preserva o conteido protéico e diminui seu
catabolismo no musculo esquelético de ratos portadores do carcinossarcoma de Walker
256. Este resultado sugere que a leucina pode atuar, direta ou indiretamente, na diminui¢ao
da deplecdo de tecidos do hospedeiro, comumente observado durante o progressivo
crescimento tumoral (GOMES-MARCONDES et al., 2003).

A leucina é utilizada como fonte energética pelo musculo esquelético, podendo
ser transaminada e oxidada para produzir acetil-CoA e, também, seu esqueleto de carbono é

fonte para producdo de alanina no musculo, que por sua vez é precursora da glicose, via
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gliconeogénese hepdtica. Além disso, a leucina participa do processo de sinaliza¢do da
transcricdo, inibindo a protedlise e/ou estimulando a sintese protéica (Figura 2). Desse
modo, esse BCAA previne a deplecdo da carcaca, preservando a massa protéica corpdrea
em ratos com tumor (PITKANEN et al., 2003; VENTRUCCI et al., 2004), além de
melhorar o balango nitrogenado, recuperando a massa corporal magra através da
preservacdo da massa protéica muscular e do aumento da absor¢do intestinal de ratas
portadoras do tumor de Walker (VENTRUCCI et al., 2001).

Os BCAAs compreendem cerca de 14-18% da proteina muscular, sendo a leucina
0 mais importante para o processo de sintese protéica (ELEY et al., 2007). Por outro lado,
para a sintese protéica € necessdrio o balanco de aminodcidos, principalmente dos
aminodcidos essenciais, dentre eles os BCAAs. Assim em pacientes com cancer, a
diminui¢do dos niveis plasmaticos de aminodcidos, principalmente daqueles de cadeia
ramificada, pode caracterizar como mais um agravante para o estado espoliativo durante a

caquexia (ELEY et al., 2007; TISDALE, 2009).

Leucina

Sinalizagdao
Celular

Inibi¢cdo da
degradagdo
protéica

Acetil-CoA
(Ciclo de Krebs)

Sintese

Protéica

Figura 2: Esquema de utilizacdo da leucina.

Em estudos prévios, verificamos que os efeitos de dieta semi-purificada, contendo

alto teor de leucina e/ou glutamina, sobre as alteracdes bioquimicas relacionadas ao
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metabolismo protéico e corporal de animais jovens, submetidos ao exercicio fisico aerébio,
proporcionaram melhora em alguns parametros analisados como maior sintese associada a
menor degradagdio protéica nos ratos portadores do tumor Walker 256 (SALOMAO &
GOMES-MARCONDES, 2012; SALOMAO et al., 2010).

Em nossos estudos, também confirmados por outros autores, verificamos que a
suplementagao de leucina estimulou a sintese de proteina muscular esquelética, pelo fato de
possuir efeito anabdlico sobre o metabolismo protéico muscular além de inibir enzimas
proteoliticas, aumentando assim a taxa de sintese e diminuindo sua degradacdo (CROWE,
2006; ELEY et al., 2007; SALOMAO & GOMES-MARCONDES, 2012; MATTHEWS,
2005; VENTRUCCI et al., 2004; SALOMAO et al., 2010). Assim, a dieta rica em leucina
poderia ser utilizada como alternativa associada a terapia convencional, sendo assim
promissora ao efeito anti-atrofia muscular (ZANCHI et al., 2008). ELEY e colaboradores
(2007) e LIMA e colaboradores (2008) também observaram, em seus estudos, que a leucina
produziu pequena, porém significante, inibi¢do do crescimento tumoral.

Estudos mostram que suplementacdo de leucina, juntamente com 0S outros
BCAAs, reduz indicadores séricos de dano muscular (CROWE, 2006). Muitos estudos tém
mostrado que somente a leucina, preferencialmente entre os BCAAs, apresenta resultados
consistentes sobre o metabolismo protéico, quando administrada em diferentes quantidades

e duracdes (ANTHONY et al., 1999; ANTHONY et al., 2001; ANTHONY et al., 2002).

1.3 ATIVIDADE FISICA
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Ao longo da histéria, a atividade fisica sempre esteve presente na rotina do ser
humano associada ao estilo de vida, que basicamente buscava, e até hoje, busca os
beneficios das praticas desportivas para o corpo perfeito.

Na medida em que a ciéncia e seu desenvolvimento proporcionaram, por um lado,
a redug@o da mortalidade por doengas infecto-contagiosas e o aumento da longevidade, por
outro lado houve aumento de doengas cronico degenerativas e a perda da qualidade de vida,
pela falta de héabitos como o cuidado com a dieta e pratica de atividade fisica regular.
Atualmente, tem-se estimulado e esclarecido a importancia da pratica de atividades e
exercicios fisicos para a reducdo das principais disfun¢des organicas causadas pelo
sedentarismo, ja que suas consequéncias para a saude sdo bastante nocivas e bem
conhecidas como maior risco de aterosclerose e suas consequéncias (angina, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral), aumento da obesidade, hipertensdo arterial,
diabetes, osteoporose, dislipidemia, doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma, depressao,
ansiedade, além de aumento do risco de afec¢des osteomusculares e de alguns tipos de
cancer de célon e de cancer de mama.

Assim, recentemente tem-se estimulado muito a pratica de exercicios como forma
de melhorar a qualidade de vida e também como forma de obter beneficios a saude,
principalmente em alguns tipos de patologias como o cancer. A atividade fisica pode
exercer fator benéfico na sobrevivéncia por regular o metabolismo de esterdides sexuais, a
sensibilidade a insulina e respostas do sistema imunolégico. De acordo com algumas
pesquisas, a dieta e a pratica de atividade fisica regular diminui o risco de morte
correlacionada as doengas induzidas pelo sedentarismo, como por exemplo a obesidade,

doencas cardiacas, etc. Cada vez mais, evidéncias clinicas apoiam a inclusdo de atividade
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fisica moderada como estratégia preventiva para o bem estar e saide (MAGNE et al.,
2011).

O exercicio aerdbio tem como funcdo melhorar a performance fisica, assim como
as reservas corporeas, melhorando assim o prognéstico de pacientes com cancer
(CREVENNA et al., 2003; KNOLS et al., 2005), uma vez que ameniza o sintoma de
espoliacdo mais presente nesses pacientes que € a perda de massa muscular, levando a
fadiga, comprometendo a for¢a e resisténcia muscular, causando também transtornos
psicolégicos (AL-MAIJID et al., 2001; DIMEO et al., 1998; 2003; LUCIA et al., 2003;
THORSEN et al., 2003).

Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que o treinamento fisico
melhorou o teor da principal proteina muscular — a miosina —, além de reduzir o tamanho
tumoral em cerca de 30% em relacdo aos animais sedentdrios portadores de tumor
(SALOMAO et al., 2010). LIRA e colaboradores (2008) mostraram fato parecido, onde o
tumor reduziu em cerca de 10% apds treinamento fisico. Assim, estudos tém demonstrado
que a pratica de atividade fisica traz beneficios a animais experimentais portadores de
tumor, por inibir mediadores catabdlicos, reduzir o tamanho tumoral e melhorando a
composi¢ao corpérea (LIMA et al., 2008; LIRA et al., 2008; SALOMADO et al., 2010), e
também em pacientes com cancer melhorando a qualidade do sono e reduzindo o grau de
inflamacao (SPROD et al., 2010).

Estudos demonstraram que, em animais, o exercicio de intensidade moderada
diminuiu a incidéncia de tumores transplantados, reduziu os sintomas neopldsicos, como
também o surgimento de metdstase e crescimento tumoral (SHEWCHUK et al., 1997;

DANERYD et al., 1995). Esses estudos observaram que o exercicio fisico, em ratos
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implantados com tumor, modulou ou ate mesmo adiou o quadro de anorexia e caquexia.
Além disso, promoveu aumento da taxa metabdlica, induziu a adaptagdo da biogénese da
mitocondria no musculo esquelético e aumentou a capacidade antioxidante (DANERYD et
al., 1990 e 1995).

Modifica¢des do estilo de vida, como atividade fisica regular e monitorada,
podem afetar as respostas do organismo, como melhorar os processos antioxidantes
celulares e aumentar o consumo de oxigénio, marcador da capacidade funcional, reduzindo
ndusea, depressao e a fadiga, e consequentemente, melhorar a qualidade de vida desses
pacientes com cancer (AL-MAJID et al., 2001; DUNCAN et al., 1997, ROBERTS &
BARNARD, 2005). O exercicio fisico promove o aumento do consumo de glicose, além do
aumento da sintese protéica, principalmente muscular, em fun¢do do aumento da insulina
circulante, consequentemente, impde possivel redu¢do de substrato as células tumorais
(ANTHONY et al., 1999). Como efeito positivo produzido pela atividade fisica no
hospedeiro com cancer, a resisténcia periférica a insulina € também normalizada e as
alteracdes nos niveis dos hormonios catabdlicos e anabdlicos sdo modificadas (DANERYD
et al., 1995). O condicionamento fisico também melhora os depdsitos de glicogénio e
aumenta a massa protéica muscular (TOGNI er al, 2003). Desse modo, estudos tém
demonstrado que a pratica de atividade fisica traz beneficios aos pacientes portadores de
tumor, por inibir mediadores catabdlicos, melhorando a composi¢do corpdrea; além de
diminuir o tamanho tumoral e o estado caquético (LIMA et al., 2008). O principal
componente do gasto energético didrio € a taxa metabdlica de repouso (TMR), que pode ser
alterada por vérios fatores como a hora do dia, ingestdo de alimentos, tipo de exercicio e

estresse. A TMR tende a diminuir com a idade e com a redu¢do de massa corporal
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(FOUREAUX et al., 2006). Por outro lado, estudos ainda ndo conclusivos quanto a relacao
entre o condicionamento fisico e TMB especulam que a prética de atividade fisica regular
possa aumentar a TMB em consequéncia da adaptacdo cronica ao exercicio (WAHRLICH e
ANJQOS, 2001).

O exercicio acarreta aumentos ou redug¢des nas concentracdes sanguineas de
alguns hormonios, em relac@o as concentracdes do estado de repouso, para que o organismo
consiga suprir a maior demanda energética e manter a homeostase. CONTARTEZE e
colaboradores (2007) analisaram biomarcadores de estresse (concentragdes séricas de
ACTH e corticosterona e concentracdes de &acido ascérbico e colesterol da glandula
adrenal) onde apontaram altera¢des no nivel de estresse de ratos submetidos a exercicio
(natagdo) agudo ou 25% superior; os autores apontam que esses biomarcadores sdo
adequados para inferir, com maior exatidao, os niveis de estresse de ratos exercitados em
natacdo.

As secre¢oes de hormonios esterdides, pelo cortex da adrenal, bem como de
catecolaminas, pela medula adrenal, sdo estimuladas durante o estresse. Tal resposta &
perfeitamente adequada quando o fator de estresse requer provisdo extra de energia, bem
como de substratos para determinados tecidos (RONSEIN et al., 2004). Assim como na
pratica de exercicios, levando em consideracdo o fator estresse, a concentracdo de
hormonios circulantes também apresenta-se alterada em organismos portadores de tumor,
considerando o estado de caquexia como um estado cronico de estresse. Varios tipos de
estresse estimulam a liberagcdo do ACTH, modificando sua ritmicidade de secre¢ao normal.
Quando animais ou humanos ficam expostos a estimulos potencialmente nocivos como

estresse fisico, emocional e quimico, como dor, trauma, hipdxia, hipoglicemia aguda,
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exposicao ao frio, ou até mesmo na situagdo patolégica como o cancer, ocorre aumento da
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA), estimulando a secrecao de ACTH e
consequentemente elevacdo de glicocorticoides, como o cortisol (CONTARTEZE et al.,
2007; PAULI et al., 2005).

O treinamento fisico exerce, na maioria das vezes, efeitos positivos, porém
pode promover efeitos negativos como aumento da inflamacdo e aumento do estresse
oxidativo, dependendo da natureza, intensidade e duracdo do exercicio, mas principalmente
do estado em que se encontra o organismo portador de neoplasia, como tipo e evolu¢do do
cancer, estdgio da doenca e o tipo de tratamento médico a que esse paciente € submetido
(KNOLS et al., 2005). Assim, quando bem supervisionado, o exercicio fisico pode ser uma
excelente alternativa no auxilio do tratamento e reabilitacio dos pacientes com cancer,

como mostrado na Figura 3 (SEGAL et al., 2001; SEGAR et al., 1998).
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Figura 3: Efeitos do exercicio fisico no cancer-caquexia.
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2. OBJETIVOS

Tomando-se o conhecimento da literatura além dos estudos prévios, realizados em
nosso laboratdrio, sabe-se que a dieta com aminodcido de cadeia ramificada — leucina, além
de participar dos processos de oxidacdo muscular e fornecer nutriente estrutural, atua
promovendo a sinalizacdo celular, inibindo o processo de catabolismo protéico e
estimulando o processo de sintese protéica no musculo esquelético. Além disso, sabe-se que
o exercicio fisico a longo prazo estabelecendo o condicionamento fisico, proporciona
melhorias ao organismo de modo geral além de alteracdes metabodlicas voltadas a sintese
protéica tanto em humanos como em modelos experimentais, como utilizados em
laboratdrios. Assim aventamos a hipdtese de que os efeitos da dieta rica em leucina sobre as
alteracoes metabodlicas e hormonais em ratos portadores de tumor, previamente treinados,
ou seja, a associacdo de duas situacdes — leucina e exercicio — possa modular positivamente

as respostas do hospedeiro frente a situacao adversa como o crescimento neoplasico.

Portanto, o principal objetivo desse trabalho foi verificar o estado caquético e a
homeostase energética de ratos submetidos aos efeitos do treinamento fisico prévio, de
intensidade leve-moderada, como a natacdo, como forma preventiva e moduladora dos
efeitos espoliantes da evolugdo tumoral, sobre o desenvolvimento e estabelecimento do
estado de caquexia, associado a suplementacdo nutricional com leucina, como forma
terapéutica, e as possiveis melhoras das respostas desses hospedeiros. Assim, consideramos
que a melhora da composicdo corpdérea e principalmente da massa corpérea magra, em
funcdo da capacidade adaptativa ao treinamento fisico associado a suplementacao

nutricional em ensaios experimentais possa ser extrapolado para a clinica, contribuindo
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dessa forma, futuramente, para melhorar as respostas do paciente aos processos

terapéuticos de tratamento dessa importante patologia que € o cancer.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliacdo de associacdo entre dieta rica em leucina e exercicio fisico sobre a
evolugdo tumoral e aspectos ponderais de peso corpdreo e ganho de peso, além de
avaliacdes bioquimicas como proteinas totais, albumina, glicose e lactato em ratos.
2. Avaliacdo do perfil hormonal (concentracdo sérica de glicocorticbides e
catecolaminas), além de insulina, glucagon, amilina, GLP-1, melatonina e leptina
em ratos portadores de tumor, treinados ou nao, e submetidos a dieta rica em
leucina.

3. Avaliacdo da sintese de glicocorticdides e de catecolaminas pela glandula
adrenal, bem como atividade celular da adrenal, desses ratos portadores de tumor,
submetidos ou ndo ao treinamento e/ou suplementacdo nutricional com leucina,
utilizando-se metodologia in vitro, através de cultura primaria da glandula desses
animais.

4. Avaliacdo do perfil de citocinas (IL-4, 6 e 10, INFy e TNFa) em ratos portadores

de tumor, frente ou ndo ao treinamento e a dieta rica em leucina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS
Foram utilizados 80 ratos machos Wistar, com 45 dias de idade, provenientes
do Centro de Bioterismo da UNICAMP, que foram submetidos ao treinamento fisico —
natag@o — até a fase adulta (90 dias), permanecendo em sala experimental do Laboratério de
Nutricdo e Cancer, sob condi¢des controladas de luz (12hs claro/ 12hs escuro) e de

temperatura (22+2°C), recebendo dieta e dgua ad libitum.

3.2 DIETAS

As dietas semipurificadas isocaldricas seguiram padrdao AIN-93G (REEVES et
al, 1993), contendo 18% de proteina normoprotéica (C), ou 18% de proteina acrescida de
3% de L-leucina (L). O ajuste da dieta rica em leucina foi feito reduzindo-se a quantidade
equivalente de carboidratos. Foram adicionados cerca de 70% de carboidratos (sacarose,
dextrina e amido), 7% de gordura (6leo de soja) e 5% de fibra (micro-celulose purificada)
as dietas e complementadas com mistura vitaminica e de sais minerais, bem como cistina e
colina. A dieta controle contém, na caseina utilizada como fonte de proteina, o equivalente
a 1,1% de L-leucina. As dietas foram preparadas em nosso laboratério de acordo com

Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢ao das dietas semipurificadas de acordo com

AIN- 93G.

Ingredientes * Controle Leucina
Amido' 3975¢g 385,5¢

Caseina™ 200 g 200 g

Dextrina' 132 ¢ 122 g

Acicar 100 g 90 g

Fibra Celulose S0g 50g

Mistura de Sais 35¢g 35¢g

Mistura de Vitaminas 10 g 10 g

Cistina® 3g 3g

Colina 25¢g 25¢g

Oleo de Soja 70 g 70 g

Leucina® - 30 g

* Composicao e quantidade de nutrientes, para 1Kg de dieta, baseadas na American Institute
of Nutrition — AIN-93 (REEVES et al, 1993); ** Corregao da caseina para o teor total de
proteina igual a 74,4%; *** De acordo com AIN-93 (REEVES et al, 1993); 'Doacéo da Corn
Products do Brasil. Doagéo da Ajinomoto do Brasil.

3.3 IMPLANTE TUMORAL
O implante do carcinossarcoma de Walker 256 (linhagem proveniente do Banco
de Tumores Christ Hospital Line, Arthur D'Little, EUA) foi efetuado no subcutianeo da
regido do flanco direito, inoculando-se 2,5)(106 células vidveis por indculo, conforme
método descrito e padronizado em nosso laboratério (GOMES-MARCONDES et al.,

1998).

Os animais dos grupos controle (ndo implantados com tumor) receberam
inoculagdo de 0,5mL de solugao fisioldgica (0,9% de NaCl) no tecido subcutaneo do flanco

direito, perfazendo o grupo sham.

A manipulacdo dos animais com tumor seguiu regras do comité internacional

de pesquisa em cancer (United Kingdom Co-ordinatting Committee on Cancer Research,
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UKCCCR, 1998) (VALE et al., 2005). O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacio Animal, CEEA-IB-UNICAMP, nimero 1940-1

(Anexo 1).

3.4 TREINAMENTO FiSICO

O exercicio fisico compreendeu a natagdo aerdbia leve-moderada por seis
semanas. Utilizou-se piscinas de Im? cada, onde foram treinaram 8 animais por vez, com
temperatura da dgua a 30 + 2°C. O periodo inicial de treinamento foi de 5 minutos,
aumentando-se gradativamente 5 minutos de exercicio a cada dois dias, durante as duas
primeiras semanas (periodo de adaptacdo, onde os animais foram submetidos ao
condicionamento fisico de forma lenta e gradual). A partir da terceira semana, aumentou-se
o tempo de natacdo em 5 minutos adicionais por dia, atingindo o méaximo de 45 minutos
por dia, a partir da 4* semana. Apds o periodo total de seis semanas, os animais dos grupos
com tumor receberam o implante de células do tumor de Walker 256 e os animais controles
receberam inje¢do de solucgdo fisioldgica, continuando-se o treinamento por mais 21 dias

até o sacrificio desses animais.

3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os ratos foram distribuidos inicialmente em dois grupos, de acordo com a
atividade fisica ou ndo: Controle Sedentario (C) e Controle Exercitado (CE). Apds 45 dias
de treinamento fisico, os animais foram redistribuidos em 08 grupos experimentais, agora

de acordo com a presenca ou nao do carcinossarcoma de Walker (W) e submetidos ou ndo a
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suplementagao de leucina (nimero minimo de oito animais por rupo), a saber: Controle
Sedentario (C, n=11), Tumor Sedentario (W, n=10), Leucina Sedentario (L, n=11), Tumor
Leucina Sedentario (WL, n=9), Controle Exercitado (CE, n=11), Tumor Exercitado (WE,

n=8), Leucina Exercitado (LE, n=11) e Tumor Leucina Exercitado (WLE, n=9) (Figura 4).

Ratos 45 dias

Leucina (L)

Leucina + Walker 256
(WL)

45
dias
Sedentario (S) Exercitado (E)
Controle (C) Controle (CE)
21 Walker 256 (W) Walker 256 (WE)
dias

Leucina (LE)

Leucina + Walker 256
(WLE)

Figura 4: Grupos Experimentais de acordo com treinamento prévio ou nao (exercitado e sedentério,
respectivamente) e apds 45 dias (ou seis semanas) os animais foram submetidos ou ndo ao implante
tumoral e/ou suplementagéo nutricional com leucina e acompanhados por mais 21 dias até o sacrificio.

Os animais permaneceram em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola)
durante todo o periodo experimental, onde foram avaliados os pesos corpéreos (trés vezes

por semana).

Ap6s aproximadamente 21 dias de crescimento tumoral ou periodo pré-agonico
(o qual corresponde em média 21 dias apés o implante tumoral), os animais foram
sacrificados, por deslocamento cervical, para coleta de sangue (obtencdo de soro para
determinacdo da concentracdo de hormdnios) e resseccao dos tecidos e 6rgaos (adrenal,
figado, coragc@o e musculo). As amostras de soro foram armazenadas a - 20°C e os 6rgaos a

- 80°C.
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3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Aliquotas dos soros dos animais foram avaliadas quanto aos teores séricos de
glicose, proteina, albumina e lactato, através de kits especificos: glicose — método
enzimatico (Laborlab), proteina total e albumina — por método biureto e verde bromocresol
Protal (Laborlab), e lactato — método enzimdtico Bioclin (Quibasa), fornecidos pela

Labcenter Campinas — SP.

3.7 ANALISES DO PERFIL HORMONAL

A analise sérica hormonal de corticosterdides, ACTH, melatonina, insulina,
glucagon, amilina, GLP-1 e leptina foi realizada a partir de ligante anticorpo, através de kits
Lincoplex — Linco (Millipore) para ensaio multiplex por fluorescéncia, seguindo instrucdes

do fabricante, utilizando-se o equipamento Luminex (Millipore).

A andlise de catecolaminas e dcido ascorbico foi realizada a partir do
homogeneizado de adrenal e do meio de cultura da adrenal, através de ensaio fluorimétrico,
utilizando-se filtro de excitacio 420nm e emissdo 510nm, utilizando-se os protocolos
desenvolvidos por KELNER (1985) e MINDLIN & BUTTLER (1938). A partir do
homogeneizado de adrenal foi realizada a determinacdo de proteina tecidual pelo método de

Bradford (BRADFORD, 1976).

3.8 ANALISE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA
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A andlise da enzima fosfatase alcalina foi realizada no homogeneizdo da
glandula adrenal. Para andlise da fosfatase alcalina foi utilizado reagente de 4-nitrofenil
fosfato dissédico (p-NPP, 37mM), como substrato; e a atividade da enzima foi determinada
nos tempos zero, 30, 60 e 90 minutos por espectrofotometria, expressa em nmol/ug
proteina/min (MARTINS et al., 2001). Para esta andlise foi utilizada amostras de

homogeneizado da glandula adrenal.

3.9 ANALISES DE CITOCINAS

A andlise de citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, e INFy) foi realizada a partir
de ligante anti-corpo, através de kits Multiplex (Millipore) para ensaio multiplex por
fluorescéncia, seguindo orientacdes do fabricante, utilizando-se o equipamento Luminex

(Millipore).

3.10 CULTURA DE CELULAS PRIMARIAS DA GLANDULA ADRENAL

Apds o sacrificio, os animais foram mergulhados em é&lcool 70° GL para
assepsia e colocados em fluxo laminar, para disseccdo da glandula adrenal de forma
asséptica. O tecido adrenal foi colocado em tubo estéril com meio de cultura DMEM e
triturado em pedacos de aproximadamente 1 mm. Em seguida, os fragmentos de adrenal
foram desagregados enzimaticamente, adicionando 500 uL de tripsina, durante 2 minutos
em banho-maria a 37°C, produzindo assim suspensdo de células, tanto da cortex quanto da

medula da adrenal. Em seguida, as células foram semeadas em garrafas de 25cm’ com meio
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de cultura DMEM, enriquecido com 5% de FCS, 1% de glutamina, 50 U por mL cada de
penicilina e estreptomicina, incubadas por 24 horas a 37°, em atmosfera imida contendo
5% de CO,. Apds esse periodo, as células adrenais ja aderidas foram processadas com a
remog¢ao do meio de cultura e interrup¢ao das atividades celulares com PBS gelado e entao

foram removidas e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos para separar o pellet celular

que foi armazeando a -80°C (FRESHNEY, 1994).

O meio de cultura foi analisado quanto a concentracdo de citocinas e
corticosterona a partir de ligante anti-corpo, através de kits Multiplex (Millipore) para
ensaio multiplex por fluorescéncia seguindo orientacdes do fabricante, utilizando-se o
equipamento Luminex (Millipore) e quanto a concentracdo de catecolaminas através de
ensaio fluorimétrico, utilizando-se filtro de excitacdo 420nm e emissdo 510nm, utilizando-

se os protocolos desenvolvidos por KELNER (1985).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados métodos estatisticos ndo paramétricos, realizando-se as
médias e erro padrao das médias e comparacdo dos multiplos grupos por andlise de
variancia (Two-way ANOVA) para estabelecer os efeitos do exercicio e suplementagcao
nutricional sobre os pardmetros corporais ou sobre os efeitos tumorais, seguido do teste de
Bonferroni para detec¢do de diferencgas significativas entre os grupos, para probabilidade
menor que 5%. Para apresentacdo dos dados também foi realizada andlise de variancia two-
way para andlise dos efeitos tumorais em relacdo ao grupo controle ou efeitos do exercicio

fisico em relacdo ao grupo controle (GAD & WEIL, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caquexia é um estado clinicamente complicado e preocupante, € no presente
trabalho, em que utilizamos modelo experimental de caquexia avaliamos o estado caquético
desses animais portadores de tumor, verificando-se que o exercicio fisico e a
suplementagao de leucina proporcionaram melhoras ao organismo hospedeiro de tumor,
uma vez que a leucina foi importante para a sintese de proteinas e diminuicdo do
catabolismo protéico, e juntamente com o exercicio fisico aerébio, proporcionou seus

efeitos ainda mais pronunciados.

Individuos portadores do cancer apresentam alteracdes fisioldgicas bastante
importantes dependendo do estado de desenvolvimento tumoral, do cardter inicial de
evolucdo da doenca e do estado nutricional do hospedeiro. Dependendo do tipo de
neoplasia, o hospedeiro apresenta alteracdes no metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas, além de outras complicacdes, levando ao desenvolvimento da caquexia

(YOUNES & NOGUCHI, 2000).

Nossos resultados mostraram que os efeitos produzidos pelo crescimento do
carcinossarcoma de Walker 256 foram similares aos produzidos por alguns tipos de tumor
que causam caquexia e também que esses efeitos deletérios da evolucdo da neoplasia
puderam ser modulados, at¢é mesmo minimizados, com a suplementagdo nutricional

associada ao exercicio fisico.

Na Figura 5 observa-se que a evolugdo do peso corpéreo dos animais, durante o
periodo de exercicio (antes da inocula¢do tumoral), mostrou-se crescente e gradativa.

Durante este periodo ndo houve diferengas estatisticas entre os grupos sedentdrios e
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exercitados. Ap6s a inoculacdo do tumor (apds o 45°dia de treino) e redistribui¢do dos
animais em grupos sedentdrios e exercitados, submetidos ou ndo a dieta rica em leucina e
portadores ou ndo de carcinossarcoma de Walker 256 (vide redistribuicao dos grupos na
Figura 4), observamos decréscimo na evolucdo de peso em todos os animais portadores de
tumor, independente da suplementacdo nutricional e do treinamento fisico, ndo havendo
diferencas estatisticas entre os grupos (P>0,05). Verificou-se na Figura 5B, que os animais
sedentdrios tenderam a manter o peso corpdreo, enquanto que os exercitados apresentaram
tendéncia ao decrescimento do peso corporal, em relacdo aos correspondentes grupos com

tumor sedentarios.

Evolugéo peso corpdreo Evolucéo peso corpoéreo B
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Figura 5: Evolugao do peso corpéreo (g) dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e
implante tumoral, A - durante todo periodo experimental; B — periodo de evolugdo tumoral (90° dia de idade — implante
tumoral e no 111°dia de idade - sacrificio, correspondente ao p eriodo pré-agoénico). Legenda: (C) controle sedentario, (W)
tumor sedentério, (L) leucina sedentario, (WL) tumor leucina sedentario, (CE) controle exercitado, (WE) tumor exercitado,
(LE) leucina exercitado, (WLE) tumor leucina exercitado.

No presente estudo, verificamos que a evolucdo de peso corpéreo foi crescente
durante todo experimento até o momento anterior ao indculo tumoral e que, a partir desse
momento, preferencialmente, em decorréncia ao estado de caquexia instalada houve perda
de peso nos grupos portadores de tumor, enquanto que os animais sem tumor mantiveram

expressivo ganho de peso. Como apontado pela literatura, os efeitos da evolugdo do cancer
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promove perda involuntdria de peso corpéreo e essa perda € agravada pela secrecao de
citocinas, principalmente pelos tecidos do hospedeiro ou mesmo pelo tecido tumoral,
direcionando perda preferencial da massa corpérea magra e tecido adiposo (TISDALE,

1999; 2009, ARGILES, 1999; 2003).

Outros estudos apontam que o exercicio fisico quando bem controlado, estimula
a preservacdo da massa corpdrea uma vez que exerce efeito positivo para o processo de
sintese protéica (SALOMAO et al., 2010; . & GOMES-MARCONDES, 2012; KNOLS et
al., 2005; CREVENNA et al., 2003). Nesse estudo, quando observamos os animais dos
grupos exercitados com tumor WE e WLE, percebemos maior perda de peso em relacdo
aos grupos sedentarios W e WL, dados esses também observados em estudos prévios em

nosso laboratério (TONETO et al., 2011).

Na Figura 6, observamos o peso do tumor em relacdo ao peso da carcaga. Os
grupos experimentais portadores de tumor de Walker 256 apresentaram peso do tumor
acima de 10% em relagdo ao peso da carcaca. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, mostrando que o crescimento tumoral foi independente do tratamento a que os
diferentes grupos com tumor foram submetidos — treinamento fisico e/ou suplementacao

nutricional.

Peso tumor / Carcaca

Figura 6: Porcentagem do peso do tumor em relagéo a carcaga (%) dos animais experimentais submetidos a
dieta rica em leucina e treinamento fisico. Legenda: (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (WL) tumor leucina,
(WLE) tumor leucina exercitado.
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Esses dados mostraram-nos que o tumor desenvolveu-se de forma bastante
rdpida e agressiva, visto que sua porcentagem do peso foi superior a 10% em relagdo ao
peso corpoéreo. Entretanto, a evolugcdo exponencial do tumor e seus efeitos deletérios
quando associados ao exercicio (WE e WLE) proporcionaram perda de peso desses
animais, porém desencadearam alteracdes morfofisiolégicas semelhantes ou menos
exacerbadas que nos animais sedentdrios, como mostram estudos prévios do laboratério

(TONETO, et al. 2011; SALOMAO & GOMES-MARCONDES, 2012).

O crescimento tumoral promoveu profundas alteragdes metabdlicas e
bioquimicas no hospedeiro do cincer. No presente estudo, também foram observadas
alteracOes bioquimicas e hormonais condizentes com a literatura, como variacoes de alguns
parametros bioquimicos como glicose e lactato e hormonais como ACTH. Embora a
literatura aponte para a perda caracteristica de proteina e albumina, no presente estudo ndo
verificamos estas alteracdes. O exercicio e a suplementacdo nutricional, com aminoécido
leucina, proporcionaram a manuten¢do das concentragdes plasmdticas de proteinas totais
séricas e albumina, visto que a leucina, aminodcido conhecido como sinalizador celular,
provavelmente estimulou o metabolismo protéico proporcionando maior sintese de
proteinas séricas circulantes além de proteinas estruturais (TISDALE, 2004; ANTHONY et

al.,2001).

A Figura 7 mostra a concentracdo de proteinas totais séricas dos animais
experimentais; pudemos observar que, embora nao houve diferenca estatisticamente
significativa, os animais portadores de tumor dos grupos tumor exercitado (WE) e tumor

leucina sedentdrio (WL) apresentaram reducdo de proteinas totais séricas em relacdo aos
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seus respectivos controles; o grupo tumor leucina exercitado (WLE) apresentou
recuperacdo da concentracdo de proteina total sérica em relagdo ao seu respectivo controle

(LE) sem diferencas estatisticas.

Proteinas Totais
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E=3 Exercitado

g/dL

C CE

Figura 7: Concentragdo de proteinas totais séricas (g/dL) dos animais experimentais
submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C)
controle sedentario, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L)
leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado.

Assim como as proteinas totais séricas, a albumina sérica (Figura 8) também

nao apresentou variacao estatisticamente significativa entre os grupos experimentais.
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Figura 8: Concentragdo de albumina sérica (g/dL) dos animais experimentais submetidos
a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle
sedentario, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE)
leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado.
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As células tumorais t€ém como principal fonte energética a glicose e por isso a
presenca do tumor aumenta o consumo deste substrato. Baixos niveis de glicose em animais
portadores de tumor justificam a grande utilizagdo deste, preferencialmente por células
neoplésicas ou tumorais (TISDALE, 1999). A musculatura esquelética, durante o exercicio
fisico, compete com as células tumorais pelo uso de glicose circulante, diminuindo a oferta
desse substrato para o crescimento neopldsico; como conseqiiéncia dos efeitos do
treinamento ha hipoglicemia ou mantém os niveis glicémicos préximos aos normais. No
presente trabalho (Figura 9), pudemos observar que os animais portadores de tumor
mostraram hipoglicemia decorrente do estado catabdlico induzido pelo crescimento tumoral
(W<C). Observamos que o grupo tumor exercitado (WE) tambem apresentou reducdo da
glicemia em relacdo ao grupo CE, enquanto que o grupo WLE apresentou reducdo da
glicemia somente em relacdo aos grupos L e LE. Os animais suplementados com leucina,
tanto sedentdrio quanto exercitado (L e LE) apresentaram tendéncia a elevacao da glicemia
(porém nao diferente estatisticamente) em relagdo aos animais eutréficos. A suplementacao
nutricional ndo preveniu a hipoglicemia nos animais com tumor, independente do programa
de exercicio aerdbico, pois os animais WE e WLE apresentaram reducdo da glicemia
similar aos grupos W e WL. Provavelmente, apesar do crescimento tumoral, o exercicio e a
suplementagdo nutricional com leucina proporcionaram menor elevacdo de glucagon nos
animais (WE e WLE), sugerindo adaptacdes metabdlicas, que culminam na manutengao de
pardmetros como proteinemia e albunemia, preservando a espoliagio protéica (SALOMAO

et al., 2010; TISDALE, 2000).
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Figura 9: Concentragéo de glicose sérica (mg/dL) dos animais experimentais submetidos a
dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE)
controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado,
(WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C; b=
P<0,05 quando comparado com L e LE; c= P<0,05 quando comparado com CE.

O lactato, formado pelo metabolismo anaerébio da glicose, principalmente na
musculatura como também pelo tecido neopldsico, pode ser captado pelo figado e ser
convertido em glicose (via neoglicogénese) (BACURAU & COSTA ROSA, 1997;
SALOMADO et al., 2010). Verificamos que o teor de lactato sérico (Figura 10) dos animais
portadores de tumor W, WE e WL, com excecdo para os WLE, foi maior que seus
respectivos controles (C, CE e L), com diferenca estatistica apenas para o grupo WE
quando comparado com C e CE. Diferentemente, o grupo WLE apresentou lacticemia igual
ao seu respectivo controle LE (Figura 10). Desse modo, a elevagdo de lactato verificada nos
animais portadores de tumor, do presente estudo, provavelmente foi em decorréncia do
aumento da metabolizacdo de glicose, principalmente pelo tecido neoplasico, verificada nos
grupos W, WE e WL, ja que nos animais exercitados ndo portadores de tumor (CE) nao
verificamos eleva¢do da concentragdo de lactato sérico. Embora o lactato esteja aumentado
no grupo LE, ndo foi diferente estatisticamente. Assim, novamente como apontado pela
literatura, as vias metabdlicas como ciclo de Cori (utilizagdo de glicose — no musculo e/ou

células neopldsicas — até a producgdo de lactato e a conversao deste em glicose pelo figado)
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sdo acionadas pela presenca do tumor levando a espoliagdo dos tecidos do hospedeiro,
culminando assim em desperdicio de energia metabdlica em prol do tecido neoplésico

(BACURAU & COSTA ROSA, 1997, CORI & CORI, 1925).

Lactato
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Figura 10: Concentragcdo sérica de lactato sérico (mg/dL) dos animais experimentais
submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C)
controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina
exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado
a C; ¢ =P< 0,05 quando comparado ao CE.

Alteracoes hormonais sdo encontradas em pacientes com cancer como
consequencia dos efeitos do crescimento tumoral (DANERYD et al., 1995; SALOMAO et
al., 2010; VENTRUCCI et al, 2004; 2007). As Figuras 11A e 11B mostram as
concentracdes séricas de insulina e glucagon, respectivamente. Corroborando com outros
estudos, no presente estudo verificamos que o tumor de Walker também induziu
diminui¢do da secrecdo de insulina em todos os grupos experimentais (W, WE, WL e
WLE) (Figura 11A) em relagdo os seus respectivos controles. Ressalta-se que os animais
suplementados com leucina (WL) apresentaram concentragdo sérica de insulina aumentada
em relacdo ao grupo W. Em contrapartida, a concentracao sérica de glucagon aumentou em

todos os grupos portadores de tumor (W, WE, WL e WLE) em relacdo aos seus respectivos
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controles (C, CE, L, LE), com aumento menos pronunciados nos animais exercitados e
também suplementados em relacdo ao grupo W. As variagdes dos hormonios anabdlicos
(sempre relacionados ao estoque energético) estdo sempre associadas ao aumento sérico
dos hormdnios contra-regulatorios, como o glucagon, que por sua vez estdo relacionados ao
aumento da disponibilidade de substrato energético, principalmente glicose, a ser utilizada
via anaerdbia pelas células tumorais (TISDALE, 2009; SALOMAO et al., 2010,

BACURAU & COSTA ROSA, 1997).
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Figura 11: Concentragdo sérica de A- insulina (pM) e B — glucagon (ng/mL) dos animais experimentais
submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle
exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE)
tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C; b= P,0,05 quando comparado a W; c= P<0,05
quando comparado a CE; e=P<0,05 quando comparado a L; f=P<0,05 quando comparado a WL; g=P<0,05
quando comparado a LE.

Com a evolugdo tumoral ha também o aumento da liberacdo de hormodnios
como catecolaminas, corticosterona e ACTH, que estdo relacionados ao estresse e
principalmente a disponibilizacdo de substratos a serem utilizados preferencialmente pelas
células neoplasicas (TISDALE, 2003; 2005; 2009). Na Figura 12, verificamos importantes
alteracdes nas concentragdes séricas de ACTH no grupo portador de tumor sedentario (W)

apresentaram-se elevadas em relac@o a todos os grupos controles e também em rela¢io aos
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demais grupos com tumor. Em contrapartida, nos outros grupos experimentais portadores
de tumor (WE, WL e WLE) este hormdnio manteve-se com niveis normais em comparagao
ao grupo C, embora, os grupos tumor exercitado (WE) e tumor leucina exercitado (WLE)
tenderam a niveis mais elevados que seus respectivos controles (CE e LE), esses dados
foram significativamente menores que os animais W. Em estudos prévios, animais
potadores de tumor submetidos ao exercicio fisico e suplementa¢do nutricional com
leucina, por longo periodo, apresentaram elevada concentragdo de ACTH como no animal
sedentario (TONETO et al, 2011). Esses dados sugerem que o exercicio e/ou leucina
provavelmente proporcionaram adaptacdo ajudando a diminuir o estresse, visto que o

aumento na concentragdo de ACTH indica maior estimulagdo do cortex da adrenal.

ACTH
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Figura 12: Concentragao sérica de ACTH (pg/mL) dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina,
treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor
exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. *P<0,05 quando
comparado aos demais grupos.

Concordante com a situagdo de estresse promovido pela evolucdo neoplésica,
os valores séricos de corticosterona (Figura 13A) tenderam ao aumento em todos os
animais com tumor (W, WE, WL e WLE), com valores significativos para os grupos W e

WLE (Figura 13A). Quando observamos o hormodnio corticosterona liberado no meio de
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cultura da glandula adrenal (Figura 13B) verificamos que a secre¢dao desse hormonio foi

reduzida no grupo controle exercitado (CE) quando comparado com o grupo controle (C),

sugerindo que a producao de corticosterona e, consequente, liberagao estavam concordantes

com a situagdo de adaptacdo ao treinamento fisico. Contrariamente ao observado na

concentracdo sérica, a secrecao elevada pela glandula adrenal no grupo tumor exercitado

leucina (WLE) quando comparado com o grupo tumor sedentdrio leucina (WL) e leucina

exercitado (LE), sugere resposta adaptativa que requer maiores investigacoes.
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Figura 13: Concentragdo de Corticosterona em A - soro (pg/mL) e B - meio de cultura (pg x 10"% 24 horas) dos animais
experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE)
controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE)
tumor leucina exercitado a= P< 0,05 quando comparado a C; f= P<0,05 quando comparado a WL; g=P<0,05 quando
comparado a LE.

Podemos observar na Figura 14, a concentracdo de &4cido ascoérbico no

homogenizado da glandula adrenal (Figura 14A) e liberada no meio de cultura primaria da

glandula adrenal (Figura 14B) dos diferentes grupos experimentais. Observamos que os

grupos controle exercitado, tumor exercitado e tumor leucina sedentario (CE, WE e WL,

respectivamente) apresentaram elevacdo da concentracdo de acido ascérbico do

homogenizado glandular em relacdo do grupo controle sedentario (C). Por outro lado, a

concentracdo de 4cido ascérbico no meio de cultura da glandula adrenal ndo apresentou
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variagdes estatisticamente significativas entre os grupos. A concentracido de acido ascérbico
na glandula adrenal representa importante substrato para a sintese de corticosterona, assim
o conteido total desse componente representa o inverso da liberacio do hormonio
corticosterona para a circulagdo sanguinea. Assim a menor concentracdo verificada nos
homogenizados glandulares dos animais com tumor sugere maior sintese e liberacdo desse
hormoénio, e consequente atuacdo nos tecidos do hospedeiro induzindo mobiliza¢do de
substratos. Esses dados podem ser extrapolados para aqueles verificados no meio de cultura
primdria da adrenal, os grupos com tumor (W e WL) apresentaram ligeiro aumento da
concentracdo de acido ascorbico no meio, sugerindo menor conteido na glandula e
indiretamente maior liberacdo de corticosterona (Figura 14B). No presente estudo,
verificamos que essa situagdo ocorreu independentemente do treinamento ou

suplementac¢do nutricional a que esses animais com tumor foram submetidos.
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Figura 14: Concentracéo de acido ascoérbico no A- homogeneizado da glandula adrenal (ug/ug de proteina) e B - meio
de cultura (ug/24 horas) dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante

tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina
exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C.

Analisamos o nivel de catecolaminas a partir do homogeneizado da adrenal

(Figura 15A) e também no meio de cultura de células da adrenal (Figura 15B). Observamos
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que na Figura 15A, os animais portadores de tumor (W, WE e WL) além dos grupos CE e
LE, apresentaram niveis de catecolaminas elevados em relacdo aos seus respectivos
controles, porém o grupo tumor leucina exercitado (WLE) tendeu a redugdo da
concentracdo de catecolaminas em relacdo ao controle leucina sedentdrio (L) e ao grupo
tumor leucina sedentario (WL). Na Figura 15B, observamos os grupos WL e WLE
apresentaram maiores niveis de secre¢do de catecolaminas em relagdo aos seus respectivos
controles (L e LE), onde o grupo WL mostrou diferenca estatistica em relagcdo ao grupo
leucina sedentario (L). Animais suplementados com leucina sedentdrios (L) e leucina
exercitados (LE) apresentaram niveis reduzidos de catecolaminas liberadas no meio de
cultura em relagdo ao grupo controle sedentdrio (C), porém na analise estatistica indicou

probabilidade maior que 5%.
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Figura 15: Concentragao de Catecolaminas no A- homogeneizado da glandula adrenal (ug/ug de proteina) e B - meio
de cultura (ug/24 horas) dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante
tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina
exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C; e=P<0,05 quando
comparado a L.

O hormonio amilina, co-secretado com insulina e também relacionado a
distribuicdo e estoque energético, também foi avaliado (Figura 16) e o perfil sérico desse
hormoénio apresentou-se reduzido em todos os grupos portadores de tumor em relacdo aos

seus respectivos controles com excecao do grupo tumor sedentdrio (W). A suplementacao
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de leucina promoveu nos grupos nao portadores de tumor aumento da concentragdo sérica
de amilina, tanto para o grupo sedentdrio (L) quanto para o grupo exercitado (LE) em
comparacao aos demais grupos. Esses dados corroboram com os dados da literatura, onde
reportam que os hormoOnios anabdlicos (insulina e amilina) estdo relacionados com a
disponibilidade de energia estocada para os processos de intensa atividade, como atividade
fisica ou mesmo processos patoldgicos que envolvem elevada espoliacdo desses estoques.
Assim, os animais com tumor apresentaram menor concentracdo sérica de insulina e
amilina, demonstrando que hd intenso processo catabdlico e de dispéndio energético, agora

suportado pelos hormonios contra-regulatorios.

Amilina
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B3 Exercitado

C CE W WE L LE WLWLE

Figura 16: Concentragéo sérica de amilina (pg/mL) dos animais experimentais submetidos a dieta rica
em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W)
tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor
leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C; b= P,0,05 quando comparado a W; c= P<0,05
quando comparado a CE; e=P<0,05 quando comparado a L; g=P<0,05 quando comparado a LE.

Nesse mesmo raciocinio, a disponibilidade de nutrientes e glicose plasmética
estimula a secrecdo do hormonio GLP-1, que por sua vez estimula a secre¢do de insulina.
Os grupos portadores de tumor W, WE e WLE, assim como o grupo CE, (Figura 17)
apresentaram concentracdes séricas reduzidas de GLP-1 em relagdo ao grupo controle (C),

com diferengas estatisticamente significativas. Esses dados novamente corroboram com o
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fato de intenso dispéndio energético instalado no organismo portador de tumor. Assim, o
crescimento tumoral causa importantes alteracdes hormonais nos pacientes com cancer e
também em animais experimentais (DANERYD et al., 1995; SALOMAO et al., 2010;
VENTRUCCI et al., 2004; 2007), que culminam em aumento da disponibilidade de
substrato energético, principalmente glicose, que por sua vez € desviada, causando
hipoglicemia, para ser utilizada pelas células tumorais (TISDALE, 2009; SALOMAO et

al., 2010, BACURAU & COSTA ROSA, 1997).

GLP-1
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Figura 17: Concentracao sérica de GLP-1 (pg/mL) dos animais experimentais submetidos a dieta
rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle
exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor
leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C.

Como mencionado acima, a evolu¢do tumoral, no presente estudo o
carcinossarcoma de Walker, promoveu alteracdes na liberacdo de hormdnios como
catecolaminas, corticosterona e ACTH, além da elevacdio dos hormdnios contra-
regulatérios e diminui¢do da insulina, que estdo relacionados ao estresse e principalmente a
disponibilizacdo de substratos a serem utilizados preferencialmente pelas células

neoplésicas (TISDALE, 2003; 2005; 2009).
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Estudos mostram que a diminuicdo da concentracdo sérica de melatonina
corresponde a maior incidéncia de neoplasia ou também ao aumento da evolugdo tumoral
(MIRIK & DAIRS, 2008). Embora ndo diferente estatisticamente, o hormo6nio melatonina
tendeu a reducdo nos grupos implantados com tumor, em relagdo aos respectivos controles,
como mostra a Figura 18; essa tendéncia mostrou-se ainda mais acentuada quando houve
associa¢do entre suplementacdo nutricional e exercicio fisico. Em nossos resultados a
concentracdo sérica deste hormdnio encontra-se menor em todos os grupos portadores de
tumor, quando comparada aos respectivos controles, assim como o hormdnio amilina.
Esses dados sdo condizentes com a porcentagem do peso tumoral que permaneceu
semelhante em todos os grupos independente do exercicio fisico ou suplementacio

nutricional.

Melatonina

E=A Sedentario
Exercitado

Figura 18: Concentragdo sérica de melatonina (pg/mL) dos animais experimentais submetidos a dieta
rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado,
(W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor
leucina exercitado.

A literatura mostra que a variacdo das citocinas séricas estd intimamente
relacionada a alteragdo do metabolismo de carboidratos, lipideos e de proteinas (ARGILES

et al., 2005 e 2011). IL-6, TNF-a e INF-y sdao reconhecidas como mediadoras do processo
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caquético, principalmente pela resposta pro-inflamatéria ocorrida nesse estado durante o
cancer (TISDALE, 1997; 2009; ARGILES et al., 2011). Altas concentracdes plasmaticas
dessas citocinas sdo observadas em pacientes com cancer e podem estar envolvidas com a

perda de peso nao relacionada a anorexia (INUI, 2002).

Andlise de citocinas séricas anti-inflamatérias e pré-inflamatérias pode ser
observada na Figura 19. Os resultados referentes a IL- 4, citocina anti-inflamatéria, (Figura
19A) mostraram que a concentracio sérica dessa citocina foi elevada em todos os grupos
submetidos ao exercicio fisico, com excecdo para o grupo portador de tumor submetido a
dieta rica em leucina (WLE), porém ressalta-se que o grupo tumor leucina sedentario (WL)
apresentou concentracdo mais elevada em relagdo ao respectivo controle (C e L). Ja os
demais grupos com tumor (W, WE e WLE), mostraram valores séricos da IL-4 mais baixos

em relacdo aos respectivos controles (Figura 19A).

No mesmo contexto, a citocina IL-10, também outra citocina anti-inflamatoria,
apresentou-se bastante elevada no soro em todos os grupos portadores de tumor, quando
comparados aos respectivos controles, ressaltando que esse aumento foi independente do
padrdo nutricional e/ou de treinamento (Figura 19C). A relacdo entre citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatdria sempre estard aumentada, mesmo que IL-10 esteja elevada
nesses animais (ARGILES, 1999). A IL-4, assim como a IL-10, é uma citocina anti-
inflamatdria que inibe o processo pro-inflamatério (pré-caquético) bloqueando a produgao
de EROS (espécies reativas de oxigénio) (ARGILES, 1999). Assim, alteracdes no balanco
entre citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias causam diversas complicagdes na

saide encontradas em patologias como cancer-caquexia (ARGILES, 2003 e LIRA et al.,
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2009). Aumento nos niveis séricos de IL-10 foi observado, no presente estudo, em todos os
grupos portadores de tumor, como também foi encontrado em outras pesquisas
(SALOMADO et al., 2010), sugerindo que nesses animais, em fun¢do da evolugao tumoral,
ha o processo inflamatoério cronico instalado pela caquexia, e que esses processos podem
ser modulados, em parte, pela associa¢do do exercicio fisico e suplementacao nutricional.
Como mencionado, o balanco entre citocinas pr6 e anti-inflamatorias revela o
estado em que a patologia pode estar sendo direcionado. Assim, a IL-6, citocina proé-
inflamatoria, apresentou-se elevada no soro do grupo exercitado CE em relagao ao controle
C (Figura 19B). A suplementa¢@o nutricional com leucina ndo alterou o padrio sérico de
IL-6, porém quando associada ao exercicio fisico houve redu¢do da concentragdo sérica de
IL-6 (LE < C e L). Com relagdo aos grupos portadores de tumor, verificamos que nao
houve variacdo da IL6 nos grupos W e WE em relacdo ao C, porém os grupos WL e WLE
apresentaram elevacdo da IL-6 em relacdo ao grupo W e também aos demais grupos

experimentais (Figura 19B).

INF-y, outra citocina pré-inflamatdria, apresentou concentragdo reduzida nos
animais treinados CE, em relacdo ao controle, por outro lado os grupos suplementados com
dieta rica em leucina ndo apresentaram variagdo da concentragdo dessa citocina em relagdao
aos respectivos grupos (C=L=LE) (Figura 19D). Quanto aos grupos com tumor, observou-
se concentracdo de INF-y semelhante no grupo W em relacdo ao C, porém houve elevacio
dessa citocina no soro do grupo WE em relacdo ao grupo CE. J4 os grupos suplementados
com leucina, WL e WLE, apresentaram concentracdo séricas de INF-y reduzida quando
comparados aos seus respectivos controles L e LE e também em relagdo aos grupos W e

WE (Figura 19D).
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Os resultados referentes a dosagem de TNF-a (fator de necrose tumoral) sérico
(Figura 19E) mostraram que essa citocina pré-inflamatéria elevou-se em todos os grupos
com tumor (W, WE, WL e WLE) em relacdo aos seus respectivos controles, sendo W e WL
diferentes estatisticamente em relacdo ao controle (C) e WLE diferente estatisticamente em
relac@o ao controle e leucina exercitado (C e LE). No presente estudo, observamos aumento
na concentracdo sérica de citocinas pré-inflamatérias IL-6, TNF-a e INF-y nos grupos
portadores de tumor, quando comparados aos grupos controles, corroborando com a
literatura. Estas citocinas estdo relacionadas com a perda de massa magra, sendo esse fator
relacionado com mudangas no metabolismo de carboidratos e principalmente com a
degradacao de proteina, fornecendo aminoécidos que sao direcionados a neoglicogénese —
glicose — fornecendo energia ao crescimento neoplasico (SALOMAO et al., 2010; CORI &
CORI, 1925; LIRA et al., 2011). AL-MAJID & WATERS (2008) mostraram que os efeitos
da inflamacdo cronica sdo produzidos por citocinas pré-inflamatérias no desenvolvimento
do processo de caquexia. Pelo fato da IL-6 ser uma miocina que € produzida e liberada
durante a contracdo muscular, ela também pode estar elevada nos animais exercitados
(BRUUNSGAARD et al., 1997).

Nossos dados condizem com a literatura, pois observamos ligeiro aumento da
IL-6 nos animais treinados (CE), porém esses valores foram bastante elevados nos animais
com tumor (WL e WLE) independente da suplementacdo nutricional ou treinamento fisico.
Além disso, a IL-6 parece ser benéfica para a regulagdo da insulina no metabolismo da
glicose no musculo esquelético, no caso dos animais exercitados (SALOMAO et al., 2010;
KIM et al., 2009), como também pode estar participando dos processos adaptativos para

disponibiliza¢do de substratos energéticos para os tecidos do hospedeiro bem como para o
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tecido neoplésico, como observados em animais portadores de tumor. Niveis séricos de IL-
6 sdo elevados antes do aparecimento de outras citocinas e este fato, também, foi observado
em animais exercitados (SALOMAO et al., 2010). A concentracio elevada de TNF-a nos
animais com tumor sugere a participagdo dessa citocina também nos processos de
mobilizacdo tecidual, como verificado pela reducao do tecido adiposo desses animais além
do processo de inibicao de sintese protéica (SALOMADO et al., 2010, LIRA et al., 2011).

Esse trabalho também mostrou que a concentragcao de leptina sérica tende a ser
mais baixa nos animais portadores de tumor, assim como vemos na literatura (ARGILES,
1999; 2005), implicando em menor reserva energética e também relacionada ao estado de
anorexia verificado nesses animais. Em contrapartida, o grupo CE apresentou aumento da
concentracdo de leptina em relacdo ao grupo C, sugerindo que houve manutencido das
reservas energéticas provavelmente em funcao do exercicio. Por outro lado, interferon sao
glicoproteinas que sdo sintetizadas e liberadas pelas células do hospedeiro em resposta
também a presenca de células tumorais (ARGILES, 2005 e 2011); participam
preferencialmente do sistema de defesa imunoldgico, principalmente ativando células
natural killer e macr6fagos, aumentando o reconhecimento celular de defesa (HUTNICK et
al., 2004). Com a associagdo exercicio fisico e cancer os padrdoes de citocinas,
principalmente, INF-y ndo foi alterado nesses animais expermentais.

Como apresentado nesse trabalho, verificamos que o exercicio fisico diminuiu a
concentracdo sérica de INF-y no grupo CE, porém esse efeito ndo foi visualizado nos
animais portadores de tumor e submetidos ao exercicio (WE), concordante com a literatura.
Porém quando associamos a suplementacdo nutricional, verificamos que os animais dos

grupos WL e WLE apresentaram diminui¢do da concentracdo, sugerindo que, houve de
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alguma forma, modulagdo do sistema imunolégico nesses animais beneficiando essa
resposta em funcao da adaptacdo ao processo espoliativo do crescimento tumoral.

A leptina estd diretamente relacionada a distribuicdo e quantidade de lipideos
bem como a disponibilidade energética do organismo, além da influencia direta com o
estado pro-inflamatério. Assim, a andlise da concentragdo de leptina no soro mostrou que
essa foi elevada no grupo CE em relagao ao C, porém a suplementa¢do nutricional nao
alterou o padrao sérico de leptina (L=LE=C) (Figura 19F). Por outro lado, analisando os
animais portadores de tumor verificou-se que houve reducdo da concentracdo sérica de
leptina nos W, WE e WLE em relacio aos respectivos controles (C, CE e WL,
respectivamente) (Figura 19F), porém o grupo com tumor WL mostrou manutencdo da
concentracdo de leptina, sendo similar ao grupo L. Em trabalhos prévios, verificamos que
houve intensa espoliacdo do tecido adiposo, sugerindo que essa seja uma das causas para
reducdo da concentracio de leptina serica (SALOMAO et al, 2010; SALOMAO &

GOMES-MARCONDES, 2012).
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Figura 19: Concentragéo serica de citocinas - IL4 (A), - IL6 (B), - IL10 (C), - INF gama (D), - TNF alfa (E) e
Leptina (F), dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante
tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE)
leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C;

b= P,0,05 quando comparado a W; c= P<0,05 quando comparado a CE; e=P<0,05 quando comparado a L;
f=P<0.05 auando comparado a WL: a=P<0.05 auando comparado a LE.

Com o propdésito de analisar a atividade da glandula adrenal frente a situacao de

estresse, processo inflamatdrio cronico e restricdo alimentar (anorexia), todos induzidos

pelo crescimento tumoral, fizemos andlises das concentracdes de citocinas no meio de

cultura primdria da glandula adrenal (Figura 20).
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Figura 20: Concentracéo das citocinas - IL4 (A), - IL6 (B), - IL10 (C), - INF gama (D), - TNF alfa (E) e leptina (F) —, no
meio de cultura de adrenais dos animais experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e
implante tumoral. Legenda: (C) controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina,
(LE) leucina exercitado, (WL) tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. *P<0,05 quando comparado aos demais
grupos; a= P< 0,05 quando comparado a C; b= P<0,05 quando comparado a W; c= P<0,05 quando comparado a CE;
d=P< 0,05 quando comparado a WE; e=P<0,05 quando comparado a L.

Quando analisamos os resultados referentes a concentracao de IL-4 no meio de
cultura, verificamos que os grupos nao portadores de tumor apresentaram valores similares
dessa citocina, tendendo a elevacdo no grupo L e redug¢do no grupo LE em relacdo aos
grupos C e CE (Figura 20A). O grupo portador de tumor W apresentou valor semelhante ao
grupo C, enquanto os grupos WE e WL mostraram ligeira elevacdo da IL-4 no meio, em

relacdo ao W; o grupo WLE apresentou resultado semelhante ao grupo W (Figura 20A).

Por outro lado, a concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no meio de

cultura mostrou-se similar em todos os grupos sem tumor (C=CE=L) com tendéncia a
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decréscimo no grupo LE (Figura 20C). Com relagdao aos grupos com cancer, verificou-se
que tanto o grupo sedentdrio quanto exercitado (W e WE) apresentaram concentracao dessa
citocina elevada em relacdo aos respectivos controles (W>C e WE>CE). Quando associou-
se suplementac¢do nutricional, a leucina proporcionou manutencdo da concentracdo de IL-
10 no meio de cultura (WL=L e WLE=L) (Figura 20C). Esses dados revelaram padrao
similar aquele verificado na concentracdo sérica. Assim, a presenca do cancer causa
processos adaptativos que envolvem alteracdes no balango de citocinas pré e

antiinflamatoérias.

N

Quanto a presenca de IL-6, no meio de cultura da adrenal, observamos os
grupos suplementados com leucina (L e LE) apresentaram reducdo da concentracdo em
relac@o aos grupos C e CE (Figura 20B); quanto aos grupos portadores de tumor, verificou-
se que nos grupos W e WL a concentragdo de IL-6 no meio foi menor que nos respectivos
grupos (W< C; WL< L), em contrapartida o grupo exercitado com tumor WE apresentou
elevada concentracdo dessa citocina em relacdo aos grupos CE e W, quando houve
associacdo com suplementacdo nutricional (WLE) houve manutencdo da concentragdo da

citocina no meio de cultura (WLE = LE) (Figura 20B).

Quanto a avaliagdo do INF-y no meio de cultura da glandula adrenal,
observamos que o exercicio fisico proporcionou eleva¢do da concentragao em relacdo ao
grupo sedentario (CE>C), porém a suplementagdo nutricional manteve os valores
semelhantes (C = L =LE) (Figura 20D). Com relaciao aos grupos portadores de tumor (W,
WE, WL e WLE), todos apresentam tendéncia ao aumento dessa citocina quando

comparados ao grupo controle e também ao respectivo controle (sendo WL diferente
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estatisticamente), com excecdo para o grupo WE que foi menor que o CE, visto que esse

grupo foi maior que os demais (Figura 20D).

Os resultados referentes a dosagem de TNF-a (fator de necrose tumoral) no
meio de cultura priméria da glandula adrenal mostraram que os valores foram similares
entre os grupos controles (C=L=CE=LE) (Figura 20E), porém ao analisarmos 0s grupos
portadores de tumor, observamos concentragdo de TNF no meio de cultura mais elevado
em todos os grupos com tumor (W>C; WE>CE; WL>L; com exce¢do para o grupo WLE =

LE) (Figura 20E).

A concentracdo de leptina no meio de cultura da glandula adrenal (Figura 20F)
foi similar entre os grupos controles com exceg¢do para o grupo exercitado (C=L=LE;
CE>C). Com relacdo aos grupos portadores de tumor, verificamos que os grupos W e WL
apresentaram elevag¢do da concentragdo de leptina, no meio, quando comparada aos seus
respectivos controles, com diferengas estatisticas apenas para o grupo WL em relacdo a C,
CE e L; diferentemente nos grupo WE e WLE, a concentragdo de leptina no meio foi

reduzida em comparagdo aos respectivos controles (WE<CE; WLE<LE).

Verificamos também, com o intuito de avaliar a atividade celular da glandula
adrenal, que a atividade enzimatica da fosfatase alcalina foi reduzida nas adrenais dos
grupos controle exercitado (CE), leucina exercitado (LE) e tumor sedentario (W) quando
comprados com o grupo controle sedentdrio (C) (Figura 21). Também observamos maior
atividade desta enzima nos grupos tumor exercitado (WE) e tumor leucina exercitado
(WLE) quando comparados com W e LE, respectivamente. Sugerimos que este resultado se

deve pelo fato dos animais portadores de tumor exercitados e/ou nao suplementados com
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leucina apresentarem maior atividade desta glandula que € responsavel pela liberacdao de

hormonios catabdlicos e a adaptacdo ao estresse.
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Figura 21: Atividade da enzima fosfatase alcalina no homogeneizado da glandula adrenal dos animais
experimentais submetidos a dieta rica em leucina, treinamento fisico e implante tumoral. Legenda: (C)
controle, (CE) controle exercitado, (W) tumor, (WE) tumor exercitado, (L) leucina, (LE) leucina exercitado, (WL)
tumor leucina, (WLE) tumor leucina exercitado. a= P< 0,05 quando comparado a C; c= P<0,05 quando
comparado com CE: a= P<0.05 auando comparado com LE.

Assim, o presente trabalho mostrou a influéncia deletéria do desenvolvimento
neopldsico e que esses processos podem ser modulados ou parcialmente beneficiados
quando propusemos e verificamos que o exercicio e a suplementacdo de leucina tendem a

melhorar o estado caquético desses animais.
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5. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste trabalho, pudemos concluir que:

A evolucdo do carcinossarcoma de Walker causa alteracio no hospedeiro
condizente com o processo de caquexia, semelhante ao observado em pacientes com

cancer.

A suplementacdo nutricional exerce efeitos positivos quanto a manutencdo do
peso corpéreo, garantindo padrdes hormonais; além da manutencdo de alguns parametros,

incluindo glicemia, proteinemia e albuminemia, preservando a espoliagcdo protéica.

O exercicio fisico de intensidade leve-moderada proporciona modulagdo da

secrecdo de hormonios catabdlicos, como ACTH e corticosterona.

A evolugdo do carcinossarcoma de Walker 256 associado ou ndo a suplementacao
de leucina e/ou exercicio fisico proporciona altera¢do da resposta do sistema imunoldgico,
como por exemplo, aumento de algumas citocinas anti-inflamatérias, além de reducdo de

citocinas pro-inflamatorias.

A suplementacdo nutricional de leucina associada ao exercicio fisico proporciona
melhoras do estado caquético dos animais em relacdo a adaptacdo ao estresse provocado
pelo tumor. Os efeitos produzidos pelo exercicio fisico foram mais evidentes quando houve

associacdo com a suplementacao nutricional.
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Abstract

Cachexia is characterized as a patient’'s involuntary weight loss, which reduces quality of life
and survival in cancer patient. Leucine supplementation stimulates the protein net by
decreasing the tissue wasting, and inhibiting tumour growth. Physical exercise can delay the
onset of anorexia and cachexia and postpone and/or inhibit the tumour growth, improving the
body sources, leading the less fatigue and muscle waste. Physical exercise as well as
nutritional supplementation is considered an excellent co-adjuvant during cancer treatment.
Knowing these facts, we examined the effects of a leucine-rich diet with or without physical
aerobic exercise on metabolic rate in Walker tumour-bearing rats. Young rats were distributed
into 4 groups submitted or not to light aerobic exercise (swim training) and/or leucine-rich diet
during two months. After this time, these animals received or not tumour cell injection,
subcutaneously, rearranged into eight groups. Twenty-one days after tumour implant, the
tumour-bearing groups showed decreased metabolic rate in relation to their respective controls,
probably due to reduction of lean body mass. However, in tumour-bearing exercised and/or
nutritional supplemented groups, the metabolic rate tended to be higher when compared fo
sedentary tumour-bearing animals (W), suggesting a possible recovery of lean body mass
and/or improvement of the host adaptive response regarding the deleterious effecls of the

Walker-256 tumour.

1. Introduction

Cachexia is frequently observed in cancer patients (YOUNES & NOGUCHI, 2000), mainly
with gastric, colon or pancreas tumour and is considered the most important factor leading to
premature death of these patients. Cachexia is commonly characterized by the development of
anorexia/ early satiely, asthenia, weight loss, anaemia, and especially by changes in the
metabolism of carbohydrates, fats and proteins (MANTOVANI & MADEDDU, 2010}, which are
also related to the reduction in the quality and lifetime in these cancer patients (TISDALE,
1997).

Some hypotheses can explain the appearance of cachexia, which may be due to
decrease in food intake, excessive consumption of specific nutrients by the tumour tissue,

alterations in intermediary metabolism in the host or the sum of these all factors. Therefore,
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anorexia and catabolism, promoted by tumour presence, are the main factors leading to
cachexia state (MVANTOVANI & MADEDDU, 2010; TISDALE, 2003; TISDALE, 2005). The
anorexia-cachexia syndrome can also be caused by cytokines produced by tumour or released
by the host immune system in response to the presence of cancer, which promote lipolysis and
proteolysis in these patients (INUI, 1999).

The energy metabolism is defined as the integration of complex chemical reactions by
which obtaining energy from nutrients, the host could maintain the proper functioning of all
biological processes. One of the determinants of weight loss during cancer cachexia, is the
increased energy expenditure (TISDALE, 2005; TISDALE, 1999b), which is determined by the
type of tumour (TISDALE, 2009).

The main component of daily energy expenditure is the rest metabolic rate (RMR) that
can be altered by various factors such as time of day, food intake, type of exercise and stress.
The RMR tends to decrease with age and with reduced body mass especially lean body mass
(FOUREAUX et al. 2008),.

The basal metabolic rate is the amount of energy required for maintenance of body
functions added to RMR that should be measured in plain conditions of fasting, physical and
mental rest. Useful for diagnostic purposes as nutrition and some pathological conditions, the
measurement of basal metabolic rate is usually calculated by measuring the oxygen
consumption (VO,) and carbon dioxide elimination (VCO,) (WAHRLICH & ANJOS, 2001).

Protein synthesis needs the right amino acids levels balance, which are decreased,
especially the branched chain amino acids, in patients with cachexia (ELEY et al, 2007).
Studies show the benefits of semi-purified diet containing high content of leucine on the
biochemical changes related to protein metabolism in young tumour-bearing rats submitted to
aerobic exercise (SALOMAO et al, 2010) and leucine also produced small but significant
inhibition of tumour growth (ELEY et al., 2007).

In addition, exercises have positive or even negative effects, based on intensity and
duration of in cancer patients. This clearly depends on the type and progression of cancer and
the course of clinical treatment (KNOLS et al., 2005). Spontaneous physical exercise can delay
the anorexia and cachexia onset. Aerobic exercise leads to improved physical performance and

body energy sources, reducing fatigue and muscle loss, thus improving quality of life in cancer
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patients (SALOMAO et al., 2010; VENTRUCCI et al., 2004; KNOLS et al., 2005; CREVENNA et
al., 2003). Therefore, supervised physical exercise can be an excellent support during the
cancer treatment and rehabilitation process by improving the physiologic and psychological
state of a patient (SEGAL et al, 2001; SEGAR et al, 1998).

The aim of this study was to establish physical conditioning in rats after aerobic training
and measure the metabolic rate and biochemical parameters, under nutritional supplementation
and analyse the waste effects of Walker 256 tumour, assuming the hypothesis that exercise and
nutritional supplementation can improve the cachectic state and energy homeostasis of this

animal.

2. Methods

2.1 Animals and Diets

Wistar male rats (21 days old), obtained from the animal facilities at the State University
of Campinas, UNICAMP, Brazil, were housed in collective cages during the entire experimental
period. They received diet and water ad libifum under control of light and darkness (12-12
hours) and temperature (22 + 2°C). The Normoprotein (C) and leucine-rich (L) semipurified
diets are shown in Table 1 and in accordance to AIN-93M (REEVES et al, 1993). Casein is the
sole source of protein, which contains 1.54% L-leucine. The adjustment in the amino acid-rich
diet was made to reduce the amount of carbohydrates, having similar quantities of cornstarch to
become isocaloric diets. The amino acids (L-leucine) and cornstarch were provided by
Ajinomoto Interamericana Ind. and Com. Ltda and Corn Products Brazil Ingredients,
respectively.
2.2 Experimental protocol

Young rats were first distributed into the following 4 groups, according to the diet
regimen: sedentary animals were fed with control or leucine-rich diet (C and L groups) and
exercised animals were fed with control or leucine-rich diet (EC and EL groups). After 60 days
on the regimen, rats were redistributed into 8 groups based on whether or not they received
Walker 256 tumour cells (W), corresponding to the following groups (Figure 1): 4 groups that

received the control diet: control (C) n=711, exercised (EC) n=171, tumour-bearing (W) n=9 and
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exercised tumour-bearing (EW) n=9 and 4 groups that were supplemented with leucine-rich
diet: rats supplemented with leucine-rich diet (L) n=13, exercised rats supplemented with
leucine-rich diet (EL) n=10, tumour-bearing rats supplemented with leucine-rich diet (WL) n=9
and exercised tumour-bearing rats supplemented with leucine-rich diet (EWL) n=7. The body
weights were evaluated three times a week. Twenty-one days after tumour implant, rats were
sacrificed, which was carried out 24 hours after the final exercise protocol to avoid any acute

inflammatory stimulus.

2.3 Tumour implantation

The tumour-bearing rats received implant of approximately 0.25 x 10° suspension of
Walker 256 carcinoma cells, subcutaneously in the right flank (GOMES-MARCONDES et al.,
1998). The rats without tumours were sham receiving 0.5 mL NaCl solution (0.9%) injection
(subcutaneous) without anaesthesia. The manipulation of animals followed the general
guidelines of the UKCCCR (United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research,
1998) (VALE et al, 2005), and the experimental protocol was approved by the institutional

Committee for Ethics in Animal Research (CEEA-IB/UNICAMP, number 1402-1).

2.4 Exercise protocol

Rats were submitted to light swim training for 8 wk (60 days) in a 1 m® container at 30 + 2°C.
The training was performed 5 days/wk in the morning, starting with 5min initially and
progressively increasing the time until the rats could swim 45 min/day of exercise with no body
weight overload, which was maintained until the end of the experiment. To avoid thermal stress
after swimming, all exercised animals were gently dried out and kept in a warmed room. Their

body temperature was measured to confirm body temperature maintenance.

2.5 Measurement Metabolic Rate

Individually, animals were placed in metabolic cages, coupled to a hermetically sealed
compartment measuring the CO, produced and O2 consumed by Mocon Pack Check analyzer
(Minneapolis, USA). The analyses were assessed in two stages: 1°* time post-training (after

eight weeks of swimming) and 2™ at pre-agonic state before the sacrifice, accounting for about
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21 days after tumour implant. Thus, we calculated measures of metabolic rate using the

following formula:

VIR Displacement pressure measure (% Oz) x 4,85 Kcal of O> consumed x 60 min
= x 100

body weight (g)

2.6 Biochemical Analysis of Hormones

Analysis of serum hormones adrenocorticotropin (ACTH) was performed using immunoassay
kits (Linco/Millipore) and fluorescent flow cytometry using Luminex equipment (Millipore,
USA).The adrenal catecholamine content was assessed by fluorimetric assay (IZQUIERDO et
al, 1968; CURI et al, 1990) and the ascorbic acid content was performed by colorimetric assay

(CURI et al, 1990).

2.7 Statistical Analysis

The results were expressed as the mean + SEM. Data were analysed statistically and the
comparisons with control and tumour-bearing groups were made using a two-way ANOVA
followed by a post-hoc Bonferroni’s multiple comparison test (Graph Pad Prism software, v3.00
for Windows 98, USA). Results were considered statistically when the P value was less than 5%

(GAD. & WEIL, 1994).

3. Results

The evolution of body weight of experimental animals showed increase and gradually
growth throughout the experimental period corresponding to 110 days-old (Figure 2). The
training period (60 days), the experimental groups comprehended by controls - sedentary (C)
and submitted to dietary supplementation with leucine - sedentary (L) (Figure 2A) and exercised
(EC) and subjected to nutritional supplementation with leucine exercised (EL) (Figure 2B)
showed no significant differences in the evolution of weight between the sedentary and
exercised. After 60 days of training, the groups were redistributed in tumour-bearing and non-
tumour-bearing, sedentary or exercised and the corresponding tumour-bearing groups — fed
control diet (W and EW) and leucine-rich diet (LW and EWL) — showed a deep decrease in body

weight as compared to non-tumour-bearing animals (Figure 2A and 2B).

http://mc.manuscriptcentral.com/apnm-pubs

69

Page 6 of 21



Page 7 of 21

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29

Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism

The percentage of body weight gain shows that during the period of tumour development
(approximately 21 days), the tumour-bearing sedentary groups (W and WL) had significantly
lower body weight gain mainly in the W group (W =77.7+2.8 %, and WL group (84.5 +2.0%)
which corresponded to 22% and 14% less, respectively, than C group). But this reduction in
weight gain in the exercised animals, regardless of whether or not supplementation with leucine,
was less pronounced in EW (82.0+2.5%) and EWL (81.4 + 1.1%) groups when compared to
group W. Therefore, the tumour weight in all experimental groups (exercised or not,
supplemented or not with leucine) showed an exponential growth evolution, indicating a very

aggressive pattern in terms of percentage, being above 10% for all groups (Figure 2C).

The standard metabolic rate was based on the volume of consumed O and released CO,
measurements assessed by Mocon Pac Check analyser observing each animal/minute (%) as
an average during five days, proceeded the first measurement after training period and the
second before pre-agonic state (Figure 3). The standard metabolic rate in the training period |,
(60 days of experiment) in all animals, before tumour inoculation, showed no significant
differences among the groups, but we observed that leucine supplementation and physical
activity provided modest increase in metabolic rate of animals when compared with sedentary
control group (C) (Figure 3B). After tumour evolution, the standard metabolic rate in the pre-
agonic state was decreased in all tumour-bearing animals compared to non-tumour-bearing
animals (Figure 3A). However, when we analyzed the tumour-bearing animals exercised and/or
supplemented with leucine, we found that the metabolic rate tends to be higher when compared
to sedentary tumour-bearing animals (W) (Figure 3C).

Tumour development increased the stress-related hormones release such as
catecholamine, corticosterone and ACTH (Tisdale, 2003, 2005, 2009). The tumour-bearing rats
showed significant changes in serum stressed-related hormones. The adrenal catecholamine
content was decreased in W and EWL tumour groups compared to C and EL groups, indicating
that the gland release was increased, but the exercise associated or not with leucine-rich diet
modulated this host response (EW and WL maintained the adrenal catecholamine content,
indicating lower release, and also considering the EWL group in correspondence to C group)

(Figure 4A). The adrenal ascorbic acid content decreased in W, EW and EWL, indicating higher
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corticosterone release (Figure 4B). This pattern can be confirmed by serum ACTH content
which was increased in all tumour bearing groups (Figure 4C).
4. Discussion

The cancer evolution cause important physiological changes depending on their stage of
development, the initial and final evolution of disease and nutritional status of the host. Often,
depending on the type of cancer, there are strongest changes in the metabolism of
carbohydrates, fats and proteins, among other complications, leading the cachexia
development.

The present work showed that Walker tumour-bearing animals present cachectic state,
showing deep reduction in body weight and also in metabolic rate as a consequence of tumour
waste effects. Despite having tumour, groups submitted to exercise and/or nutritional
supplementation could improve the body weight gain, reflecting an increase in metabolic rate
especially when fed leucine-rich diet. Many authors, including our group, have shown that
Walker tumours induce deep body weight loss associated with fast tumour growth, and tumour
Walker is considered an experimental model of cachexia (EMERY, 1999). In this paper we
showed tumour development (21 days after implantation) has affected especially body weight
gain severely. In cancer patients, severe body mass loss, particularly skeletal muscle, is direct
proportional to the increase of the mass lesion, during the reduction of protein synthesis and
increased proteolysis (INUI, 1999; TISDALE, 2009; TISDALE, 2000).

LORITE and colleagues found severe body weight loss in mice bearing colon
adenocarcinoma - MAC16, which is considered an experimental model of cachectic state.
Similar effects were also observed in our work, but with Walker tumour growth up to 10% of
body weight. This state of deep body weight loss, or cachexia, is often associated by anorexia,
in the animals with tumour (preliminary study show these facts, VENTRUCCI et al., 2002;
GOMES-MARCONDES et al., 2003) and asthenia due to muscle loss (SALOMAQ et al., 2010)
and this reduction of lifetime (period of survival of Walker tumour-bearing animals
comprehended by 26-30 days after tumour inoculation) (GOMES-MARCONDES et al., 1998;
GOMES-MARCONDES et al., 2003). Walker tumour is considered an experimental model of
cachexia, showing very fast development, with a percentage of tumour weight on carcass

weight rather high, being independent of nutritional or physical training scheme.
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Leucine is used as an energy source by skeletal muscle, and when combined with
resistance exercise this amino acid becomes a potent stimulator to increase muscle mass,
participating in the signalling process of translation and gene transcription by inhibiting the
degradation and/or stimulating muscle protein synthesis. As a consequence, these effects
induced increase in metabolic rate which is probably due to the increase of the most
metabolically active tissue, as a result of increased muscle mass in these animals
(DRUMMOND et al, 2009). The standard metabolic rate evolution in the pre-agonic state
decreased in these tumour-bearing animals in relation to control groups, probably due to the
depletion of carcass as a consequence of lean body mass reduction, evidencing damages
caused by tumour growth, as observed in other studies (Foureaux et al, 2006). Foureaux and
colleagues proposed that metabolic rate can be changed in situations of stress and tends to
decrease with the reduction of body weight.

However, when we analyzed the tumour-bearing animals exercised supplemented or not
with leucine after 21 days of tumour growth, we found that the metabolic rate was higher when
compared with sedentary animals with tumour (W). Thus, we consider that the changes in
metabolic rate of these groups were a result of physical exercise and leucine nutritional
supplementation inducing an increase in the metabolically active tissue mass (muscle mass).

Some hypotheses consider major factor to explain the cachexia, the excessive
consumption of nutrients by the tumour tissue there is excessive spoliation of host tissue,
providing amino acids or glucose for tumour cells development. Furthermore, there is an
increase in catabolism due to the intense tumour growth added to cytokines, produced by the
tumour or released by the host immune system. These cytokines, among other events, can
change the energy metabolism in the cancer-bearing host, as verified in the present work.
Some studies indicate that weight loss in cancer cachexia is due to increased energy
expenditure (TISDALE, 2005; TISDALE, 1999b), although the present study showed decreased
metabolic rate, it must be considered as an intense wasting process that reduction could
represent the higher spoliation process. The increased concentration of ACTH in tumour-
bearing animals (W, EW and ELW) suggested greater stimulation of the adrenal cortex. We
observed reduction in ascorbic acid content, in W, EW and ELW groups, suggesting a higher

release of corticosterone hormone and in parallel the catecholamine release followed this
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similar pattern in tumour-bearing rats. The process of carcinogenesis often involves oxidative
stress and thereby release various catabolic hormones, and many pro-inflammatory cytokines,
which in many events promote even greater loss associated with tumour development. In rats,
the plasma concentration of catabolic hormones, glucocorticoids, catecholamine and glucagon,
appear enlarged helping to promote the catabolism of reserves of nuirients in the body. But
more important in parallel to catabolic hormones is hypoinsulinaemia situation which occurs
preferentially in tumour-bearing. Importantly, this pattern of metabolic changes occurs mainly in
experimental models of animals with different tumour types (BACURAU and COSTA ROSA,
1997); additionally in the present work the association between leucine-rich diet and the
exercise modulated host response (EW and ELW maintained the adrenal catecholamine
content, indicating lower release).

Program of aerobic exercise assessed in this work had the objective to reduce thus of
gluconeogenic amino acids supply in order to synthesis new glucose within the animal body
from precursors other than carbohydrates especially by the liver and kidney using amino acids
from proteins, glycerol from fats, or lactate produced by muscle during anaerobic glycolysis for
tumour growth, since, there is high substrates demand by neoplastic cells. Thus, deviating from
these amino acids during exercise conditions, they stimulate protein synthesis and indirectly
decrease tumour growth reducing its nutritional supply, therefore, a better physical performance
as well as body reserves, reduce fatigue, muscle loss, thus increase quality of life in cancer
patients (SALOMAQ et al, 2010; KNOLS et al, 2005; CREVENNA et al., 2003; TISDALE,
2000).

Nutritional supplementation with leucine associated with exercise probably provided
better adaptation of these animals, resulting in lower spoliation of lean body mass and/or better
adaptation to energy expenditure imposed by tumour growth, thus ensuring better response of
host tissues against the neoplastic growth. Recent studies show us that leucine
supplementation and/or glutamine provides improvement in some parameters such as
biochemical changes related to protein metabolism in young animals submitted to aerobic
exercise, the higher protein synthesis was associated with reduced protein wasting in these

Walker 256 tumour-bearing rats (SALOMAQ et al., 2010).
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Through the results we presented calculations of metabolic rate from the standardization
of this rate with the determination of the percentage concentration of O, consumed and CO,
released, and we obfained results that demonsirate the efficacy of physical exercise and
supplementation leucine, improving the body mass of these animals, showed by a slight
increase in metabolic rate of animals exercised and/or supplemented with leucine-rich diet.
Despite of having tumour, a slightly increase in expenditure energy imposed by tumour growth
under exercise and nutritional supplementation could be related to more metabolically active
tissue such as muscle mass, as proposed that the association between leucine-rich diet and
exercise would improve responses of these animals to the tumour condition. Further
investigations are now underway in our laboratory to better elucidate how leucine
supplementation combined with aerobic exercise could neutralize the intense mobilization of

substrates in the tumour bearing rats during the development of cancer cachexia.
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Figures Legend

Figure 1: Experimental design.

Figure 2; Evolution of body weight (grams) of experimental animals subjected to leucine-rich
diet, physical training and tumour implantation, during only growth of tumour period. A —
sedentary animals, B - exercised animals during the whole experimental period, which
corresponds to 110 days old. The thick bar corresponds to tumour evolution at 88" day to 109"
day in the pre-agonic state. C — Tumour weight in relation a weight carcass (%) in animals
subjected to leucine-rich diet and physical training. Results are expressed as means + standard
deviation. Legend: (C) sedentary control, (W) tumour sedentary, (L) leucine sedentary, (WL)
tumour leucine sedentary, (EC) exercised control, (EW) exercised tumour, (EL) exercised
leucine, (EWL) exercised tumour leucine. * P<0.05 statistical difference compared to respective

non-tumour-bearing group; ® P<0.05 difference between W and EW groups.

Figure 3: Evolution of slandered metabolic rate (MR) (Kcal/100g/h) (A) in all experimental
animals submitted to leucine-rich diet and physical exercise, 1* measure at tumour implant and
after 60 days of fraining, 2" measure at pre-agonic state, around 21 days after tumour implant.
B - Evaluation of metabolic rate analysis before tumour implantation and C — metabolic rate in
all tumour-bearing rats at pre-agonic state in experimental animals subjected to leucine-rich
diet, physical training and tumour implant. Legend: (C) sedentary control, (W) tumour
sedentary, (L) leucine sedentary, (WL) tumour leucine sedentary, (EC) exercised control, (EW)
exercised tumour, (EL) exercised leucine, (EWL) exercised tumour leucine. * P<0.05 statistical
difference compared to respective non-tumour-bearing group. * P<0.05 statistical difference

compared to respective non-tumour-bearing group; # P<0.05 difference WL and EW verus W

group.

Figure 4: Analysis of hormones in all experimental animals subjected to leucine-rich diet,
physical training and tumour implantation. A — Analysis of Catecholamine and B — Ascorbic
Acid, both of homogenized gland adrenal. C- Analysis of ACTH in serum samples. Legend: (C)

sedentary control, (W) tumour sedentary, (L) leucine sedentary, (WL) tumour leucine sedentary,
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1 (EC) exercised control, (EW) exercised tumour, (EL) exercised leucine, (EWL) exercised tumour
2 leucine. * P<0.05 statistical difference compared to respective non-tumour-bearing group. *

3 P<0.05 statistical difference compared to respective non-tumour-bearing group.
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Table 1: Semi-purified diet composition

Components Normoproteic 18% ? | Leucine-rich 3%
(9.Kg 'diet) (9.Kg ™' diet)
Cornstarch 397.5 387.5
Casein ” 200 200
Dextrinized cornstarch 132 122
Sucrose 100 90
Fiber 50 50
Mineral mix (AIN-93G) 35 35
Vitamin mix (AIN-93) 10 10
L-Cystine 3 3
Choline hydrochloride 2.5 2.5
Soybean oil 70 70
L-Leucine --- 30

* —according to the American Institute of Nutrition -AIN-93 G (Reeves et al, 1993).
®_ Commercial casein; values corrected by the total amount of protein (> 85% of
protein).
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