CRISTINA PESSINI

»

P~

-~

~

DEPARTAMENTO DE EDUCACAO FISICA

e

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EFEITOS DA ASSOCIACAO DE EXERCICIO FiSICO E
SUPLEMENTACAO COM B-HIDROXI-f-
METILBUTIRATO (HMB) SOBRE CRESCIMENTO
TUMORAL E CAQUEXIA EM RATOS PORTADORES
DE TUMOR

Fnd

Dissertacdo de Mestrado defendida
como pré-requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre em Educacdo Fisica, no
Departamento de Educacdo Fisica,
Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana.

5
n
2
2
Q
S
S
-
A
6d
=
=
§
H
7))
=]
=
&
A
-
D
O

CURITIBA
2007

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

UFPR




CRISTINA PESSINI

EFEITOS DA ASSOCIACAO DE EXERCICIO FiSICO E
SUPLEMENTACAO COM B-HIDROXI-$-
METILBUTIRATO (HMB) SOBRE CRESCIMENTO
TUMORAL E CAQUEXIA EM RATOS PORTADORES DE
TUMOR

Dissertacdo de Mestrado defendida como pré-
requisito para a obtencdo do titulo de Mestre
em Educacdo Fisica, no Departamento de
Educacdo Fisica, Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes



“84@0%%3@&0. (C;MAXQMT/&A 20
o/e@@gmoo/moma/\;@o. @Wmfé
MM@EWQAO%QA”

(@mhozima/e gmM-ng)



AGRADECIMENTOS

Para mim, mais importante que a conclusdo deste estudo, sdo o0s
conhecimentos conquistados e 0s ensinamentos para a minha vida adquiridos. E
para isso muitas pessoas foram importantes:

Teresinha e José, meus pais, e Marcelo, meu irmao, obrigada por me apoiarem na
busca dos meus sonhos e objetivos e, pelo exemplo de humildade e honestidade. E
obrigada a Magali, por fazer meu irméo feliz.

Luiz Claudio Fernandes, meu orientador, obrigada pelos conselhos, pela
oportunidade de trabalhar neste laboratorio, por me ensinar tantas coisas sempre
com paciéncia, entendendo meu limite.

Katya, sempre sorrindo e pronta para ajudar a qualquer momento, muito obrigada por
me ajudar nos experimentos de histoquimica que, por minha culpa, ndo deram certo.
“Antes tentar e errar, do que carregar para sempre a culpa de néo ter tentado. “

Raul Osiecki, talvez vocé nem faca idéia de que foi por sua culpa que isso tudo
comecou. Em seu laboratério, eu conheci o maravilhoso mundo da fisiologia, e vocé
gue me incentivou a continuar meus estudos e tentar o mestrado. Muito obrigada!

Diogo, obrigada pela parceria durante os treinamentos dos ratos, suplementacéo dos
animais aos finais de semana, pela paciéncia com meus defeitos pessoais e com
meu jeito “camera lenta” de viver a vida, fiz o melhor que pude. Obrigada por me
explicar tantas coisas, calculos, vias de sinalizacdo e etc. E um exemplo raro do
conjunto inteligéncia, beleza e bom carater. Mica, obrigada por fazer o Diogo feliz.

Luciéle, mulher de Guerra, Minuzzi. Amiga querida. Admiro muito vocé. Obrigada
pelos conselhos, viagens, congressos, praias, cervejas, baladas. Obrigada por sua
amizade.

Carine, conselheira e amiga, obrigada pelas palavras de conforto nos momentos de
baixa auto-estima, e por me passar valiosos conhecimentos.

Everson, meu amigo enciclopédia ambulante, admiro demais sua capacidade de
explicar, de ensinar. Obrigada por me fazer acreditar mais em mim mesma e por ter
me ensinado tanta coisa com paciéncia quando cheguei ao laboratorio sem noc¢ao de
nada.

Paaaaulo, obrigada pelos abracos e risadas, fazendo das longas horas no laboratério
momentos felizes.

Luciana e Carina, lindas e queridas. Obrigada pelos auxilios nos experimentos.
Temos que marcar uma “queda”, isso ndo pode virar lenda, vai ser muito bom dar
umas risadas com vocés no mar.

L6li, Andressa (maizena), Ana Ldcia, Fabiola, Fernanda, Gleisson, Sandrinho, Luis
Alexandre (por me ensinar a fazer café), Sérgio, Isabela, Marcio, Held, Dalva, Pedro,



Jaisson e Marcelo, colegas de laboratério, pessoas que me ajudaram muito nos
meus experimentos e que com certeza deixaram mais do que somente um rastro na
minha vida. Sempre vou me lembrar com carinho.

Aos bioteristas e funcionarios da UFPR.

Beta, Marco, Marcelo, Hashi, Karin, Vika, Leys e muitos outros amigos que me
ajudaram muito neste periodo e compreenderam minha auséncia.

E agradeco imensamente a Deus pela minha vida, e rezo para que faca estas
pessoas felizes.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS . ...
LISTA DE TABEL AS . e
LISTA DE FIGURAS . ...
RESUMO . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e ennnnnnes

1.0 INTRODUGAOD. ...ttt eaeae e,
1.1 Cancer
1.2 Caquexia
1.3 Tumor de Walker 256
1.4 Degradacéo do tecido muscular
1.5 Treinamento de for¢a e cancer
1.6 B-Hidroxi-p-Metilbutirato (HMB)
1.7 HMB e cancer

2.0 OBJETIVOS. ...

3.0 MATERIAL E METODOS.......cciiiieeeeeeeee e eeeeeen et ane e
3.1 Animais
3.2 Suplementacao
3.3 Treinamento
3.4 Inoculagao do tumor
3.5 Pesagem corporal e tumoral
3.6 Ortotanasia dos animais
3.7 Mensuragao do lactato
3.8 Mensuracgao da glicemia
3.9 Mensuragao do conteudo de glicogénio hepatico
3.10 Mensuragao do triacilglicerol plasmatico (TAGs)
3.11 Peroxidacao lipidica
3.12 Quantificagao das proteinas para peroxidagao lipidica
3.13 Tratamento Estatistico

4.0 RESULTADOS ..ottt ettt e e e ettt e e e e e e e aaaaaaeaaeeeseaaannnnnes
4.1 Massa dos tumores
4.2 Glicemia
4.3 Lactato
4.4 Conteudo de glicogénio hepatico
4.5 Triacilglicerol
4.6 Peroxidacao lipidica

17
17
17
18
18
19
19
19
19
20
20
21
21

23
23
24
26
28
30
32



5.0 DISCUSSAO ....

6.0 CONCLUSAO...

7.0 REFERENCIAS



LISTA DE ABREVIATURAS

AIDS: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
AMPc: adenosina monofosfato ciclica

ATP: Adenosina trifosfato

COX: ciclooxigenase

EDL: Musculo extensor longo do dedo

EPA: Acido Eicosapentaendico

EPM: erro padrao da média

GLUT-4: transportador de glicose -4

HDL.: Lipoproteina de alta densidade

HMB: B-hidroxi-B-metilbutirato

IFN y: interferon gama

IGF-I: Fator de crescimento parecido com a insulina - |
IL: Interleucina

KIC: a-cetoisocaproato

LDh: Lactato desidrogenase

LDL: Lipoproteina de baixa densidade

LMF: fator de mobilizacao lipidica

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida, oxidase

NF-kB: Fator Nuclear kB

PBS: Tampé&o fosfato salina

PG: Prostaglandina

PIF: Fator Indutor de Protedlise

PKC: proteina quinase C

PMN: Células polimorfonucleares sanguineas
TAG: Triacilglicerol

TCA: Acido tricloroacético

TEA: Trietanolamina

TNF-a: Fator de necrose tumoral o

VLDL: Lipoproteina de densidade muito baixa



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Grupos experimentais com animais separados aleatoriamente
TABELA 2 - Resumo da suplementacdo com HMB e do exercicio de forga
sobre parametros de caquexia analisados e sobre crescimento tumoral.

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Ciclo de Cori. Na conversao de lactato a glicose sao gastos 6
moléculas de ATP ao passo que na conversao de glicose a lactato s&o gerados
2 moléculas de ATP.

FIGURA 2 — Metabolismo protéico muscular no individuo caquético.

FIGURA 3 — Sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente.

FIGURA 4 — Regulacao do sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente por
citocinas e fatores de transcrigao.

FIGURA 5 - Estrutura do B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), Leucina, e a-
cetoisocaproato (KIC) em mamiferos.

FIGURA 6 — Massa tumoral (g).

FIGURA 7 — Glicemia (mg/dL).

FIGURA 8 — Laticidemia (mmol/L).

FIGURA 9 - Conteudo de glicogénio hepatico (umol/g).

FIGURA 10 - Triacilglicerolemia (mg/dL).

FIGURA 11 - Peroxidag&o lipidica (nanomol/mg proteina).

FIGURA 12 — Ativacao da via do fator de transcricao nuclear kB (NFkB) em
célula tumoral.

FIGURA 13 — Cascatas de citocinas liberadas na inflamacgao e exercicio fisicos.

7
8
9

14

23
25
27
29
31
32
37

41



Vi

RESUMO

Aproximadamente 70% dos pacientes com cancer desenvolvem a sindrome
da caquexia, a qual é caracterizada por acentuada perda de massa corporal e €
responsavel por 22% das mortes ocorridas por cancer. Esta sindrome é
acompanhada por degradagao protéica acentuada e anormalidades no metabolismo
de lipideos e carboidratos. O exercicio fisico tem sido investigado como forma de
prevencao e tratamento de varias condigbes fisiopatologicas tais como as doengas
cardiovasculares e cancer. Estudos com treinamento de forga, em individuos com
cancer, sdo escassos e estdo sendo estudados. Este estudo objetivou investigar o
efeito da associagado da suplementacao de 76mg/kg/dia de B-hidroxi-B-metilbutirato
(HMB) e treinamento de forga, sobre o crescimento tumoral e os parametros
bioquimicos de caquexia em ratos portadores do tumor de Walker 256. Ratos
machos adultos foram divididos em 8 grupos: Sedentario (S), sedentario portador de
tumor (SW), sedentario suplementado com HMB (SH), sedentario portador de tumor
suplementado com HMB (SHW), exercitado (EX), exercitado portador de tumor
(EXW), exercitado suplementado (EXH) e exercitado portador de tumor
suplementado com HMB (EXHW). O treinamento consistiu na realizacdo de 10
séries de saltos com duracédo de 30 segundos em tanques com agua, com intervalo
de 1 minuto entre as séries, com sobrecarga equivalente a 50% da massa corporal
acoplado ao térax, com frequéncia de 4 vezes por semana durante 8 semanas. No
inicio da sexta semana de treinamento foi injetado 1mL de suspensao de células do
tumor de Walker 256 (3x10” células) nos individuos dos grupos com tumor. A
ortotanasia foi realizada 15 dias apds a inoculagao, seguida de coleta de sangue,
figado, musculo esquelético e tumor. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrédo da média (EPM) e foram submetidos a analise de variancia de duas
vias, seguidos do pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia para p<0,05.
Houve reducgao significativa do crescimento tumoral nos animais SHW, EXW e
EXHW (16,8 £ 1,7g; 17,7 £ 0,2g; 15,3 + 1,89, respectivamente) quando comparados
ao grupo SW (30,2 + 3,6g). O grupo SW apresentou hipoglicemia (82,17 + 3,7
mg/dL), hiperlaticidemia (2,5 + 0,24 mmol/L), conteudo de glicogénio hepatico
reduzido (87,7 + 1,1 umol/g) e hipertriacilglicerolemia (121,8 + 11,8 mg/dL)
caracterizando quadro de caquexia. Ndo houve alteracido na taxa de peroxidagao
lipidica entre os grupos (p>0,05 vs. SW). A suplementagdao com HMB e o modelo de
exercicio de forca deste estudo, isolados, apresentaram atividade anti-tumoral
reduzindo a taxa de crescimento do tumor. O treinamento foi eficaz em restabelecer
o conteudo de glicogénio hepatico e, somente quando associada a suplementagéo
de HMB, foi eficaz na redugdo da hipertriacilglicerolemia plasmatica. Em suma,
nossos dados sugerem que a associagdo da suplementacdéo com HMB e
treinamento fisico nao tiveram efeitos aditivos sobre o crescimento tumoral e
parametros de caquexia, com excegao apenas da hipertriacilglicerolemia plasmatica,
e aventamos a hipotese que compartilhem o mesmo mecanismo de agao.
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ABSTRACT

Cachexia is a common feature of cancer patients and about 70% present
body wasting which is responsible for 22% of death. Cachexia is characterized by
intense catabolism of carbohydrate, lipids and protein stores. Physical activity has
been demonstrated to prevent and treat several chronic diseases such as heart
disease and cancer. Interesting, studies using protocol of strength in cancer is quite
rare. This study aimed to investigate the effect of physical activity associated with 76
mg/kg/day of B-hidroxi-B-methyilbutirate (HMB) on tumor growth and cancer cachexia
in Walker 256 tumor-bearing rats. Adult male rats were separated into 8 groups:
sedentary (S), sedentary tumor-bearing (SW), exercised (EX) and exercised tumor-
bearing (EXHW). The jump training consisted by six sets of 10 jumps in tank with
water with overload equal to 50% of body weight with 1 minute of resting, four times a
week during eight weeks. At the 6" week 3x10” cells in 1 ml of an ascitic tumor-
bearing rat was inoculated in the right flank of the tumor-bearing groups. Then, 2
weeks later the rats were killed tumor withdrawal and blood collected for biochemical
measurements of cachexia as well as liver. Data are presented as mean + SEM and
applied two way analysis followed by Bonferroni post hoc test taking p<0.05 as level
of significance. Rats from SHW, EXW and EXHW presented a significant reduction of
tumor growth (16.8 £ 1.7g; 17.7 £ 0.2g; 15.3 £ 1.8g, respectively) when compared to
SW (30.2 = 3.6g). SW presented hypoglicemia (82.17 £ 3.7 mg/dL), hyperlaticidemia
(2.5 = 0.24 mmol/L), reduced liver glycogen content (87.7 £ 1.1 umol/g) e
hypertriacylglycerolemia (121.8 + 11.8 mg/dL) showing cachexia state. There was no
difference in the lipoperoxidation rate between the groups (p>0.05 vs. SW). HMB
supplementation as well as anaerobic physical activity in water environment both
presented anti-tumoral effect reducing tumor growth rate. Physical training was able
to restore liver glycogen content. When associated to HMB supplementation was also
able to reduce hypertriacylglycerolemia. Our results suggest that the associaction of
HMB supplementation with anaerobic physical activity in water environment did not
present additive effect on tumor growth and cancer cachexia, except just
hypertriacylglycerolemia. We hypothesize that they might share the same mechanism
to caused these effects.

vii



1.0 INTRODUGAO

Mais de 11 milhdes de pessoas no mundo sido diagnosticadas positivamente
com cancer a cada ano. O cancer € resultado do crescimento descontrolado de
células geneticamente modificadas causando disturbios das regras fundamentais do

comportamento celular nos organismos multicelulares (WHO, 2007).

As células cancerosas proliferam em detrimento das normais e em alguns
casos invadem e colonizam territorios, normalmente, reservados para outras células.
Como estas células danificadas se proliferam indefinidamente, seu numero se
multiplica a cada dia, e em pouco tempo demandardo todos os nutrientes
disponiveis para o corpo ou para uma de suas partes essenciais. Assim, os tecidos

normais sofrem, gradativamente, morte nutricional (ALBERTS et al., 1997).

Os mecanismos da perda muscular induzida pelo cancer ainda estao sendo
investigados, porém sabe-se que ha grande demanda de glicose pelos tumores
soélidos, que provoca aumento na funcionalidade metabdlica hepatica, resultando em
elevacdo do gasto energético (TISDALE et al., 2000). Ainda, varias citocinas pro-
inflamatdrias e a ativacao de vias proteoliticas, dentro das células musculares, estao
relacionadas a perda muscular (SMITH et al., 2005; TISDALE et al., 2000; TISDALE
et al., 2005). Varios estudos tém evidenciado que o aumento da degradacao protéica
parece ser devido a ativacdo, principalmente, da via proteolitica proteosoma-
ubiquitina dentro do musculo esquelético (LOLITE et al., 1998; HASSELGREN,
FISCHER, 2001; TISDALE et al., 2002; TISDALE et al., 2005). Isso tudo leva a
balanco negativo de nitrogénio, onde a sintese protéica diminui e a degradacao

aumenta, resultando na intensa perda muscular.

Em pacientes com cancer tem sido demonstrado que a intervencao
nutricional com suplementos e farmacos pode contribuir para reverter o processo
catabdlico (FERNANDES et al.,, 1991; MAY et al.,, 2002; PINTO JR et al., 2003;
PIFFAR et al., 2004; SMITH et al., 2005).



1.1 Cancer

O cancer é o produto de varias mutagdes somaticas acumuladas numa
unica célula, produzindo mudangas em seu padrdao de expressdo génica ou
diretamente na seqiéncia de DNA, onde ambos os efeitos levam a célula ao
descontrole do ciclo celular. A progénie de uma célula mutante herda as mutagdes e
origina um tumor com capacidade ilimitada de crescimento (ALBERTS et al., 1999).
O processo tumoral € complexo e envolve multiplos estagios: iniciagdo, promogao,
progressao e disseminacdo (CURI et al., 2002). A substituicdo progressiva de
células normais de um determinado tipo por células alteradas associada ao
crescimento acelerado do tumor, contraposto a lenta taxa de mortalidade das células
cancerosas resulta no crescimento da massa tumoral. Em algumas situagoes, as
células dessa massa deslocam-se de seu local de origem, propagando-se através da
circulagao, formando colbnias de células cancerosas por todo o organismo,
denominadas metastases. Massas tumorais de origem metastatica podem impedir a

funcao de inumeros 6rgaos, podendo resultar em morte (BACURAU et al., 1997).

A maioria dos casos de cancer (80%) esta relacionada a um grande
numero de fatores de risco. As mudangas provocadas no meio ambiente, pelo
proprio homem, habitos e estilo de vida, podem determinar diferentes tipos de
cancer (INCA, 2005). Nos paises industrializados o cancer de colo do reto € a maior
causa de morte por cancer, e estratégias de prevengdo com caracteristicas anti-
inflamatorias ndo-esteroidais tém atraido grande interesse de investigagao (CREW,
2000).

1.2 Caquexia

Grande parte dos pacientes portadores de cancer morrem devido a
instalacdo no organismo de quadro catabdlico intenso, simultaneamente ao
crescimento tumoral. Essa condi¢cao catabdlica € denominada caquexia e também
serve para a descricdo do quadro clinico de individuos portadores de outras doengas

ou situagdes invasivas como AIDS, cirurgias, diabetes, grandes queimaduras e



traumas. O termo caquexia deriva do grego “kakos” que significa “mal”, e “hexis”
que significa “condicdo do corpo” (TISDALE, 1997). Esta sindrome é a principal
causa de morte dos pacientes com cancer avangado, variando entre 20-50% do
total. Dentre as anormalidades associadas a caquexia oncoldgica incluem-se perda
de peso, anorexia, astenia e anemia e alteracées no metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas. Estas alteracbes nem sempre sao explicadas pela anorexia
acompanhante do quadro, esta que parecer ser o efeito e ndo a causa da perda de
peso relacionada ao cancer e, suplementagdes nutricionais sozinhas néo revertem o
quadro de caquexia (TISDALE, 2004). O grau de caquexia € inversamente
proporcional ao tempo de sobrevivéncia do paciente e sempre envolve pobre
progndstico (ARGILES, 2005).

Dois fatores principais explicam o desenvolvimento da caquexia oncoldgica:
a resposta humoral do hospedeiro a presenca do tumor, e os produtos liberados
diretamente do tumor. Diferentes citocinas pré-inflamatérias parecem estar
envolvidas na caquexia, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas 1 e 6
(IL-1 e IL-6), e interferon gama (IFN y). Tais citocinas podem ser produzidas pelo
tumor ou pelos tecidos do hospedeiro. A presenca dessas citocinas leva a anorexia,
perda de peso, alteracbes no metabolismo de lipidios, por suprimirem a atividade da
enzima lipase lipoprotéica (LPL) favorecendo a lipdlise, aumentam o turnover de
proteinas, elevando as concentragbes dos horménios catabdlicos tais como o
cortisol, glucagon e adrenalina (ARGILES et al., 2005) e reduzem as de horménios
anabolicos como a insulina (FERNANDES et al., 1991).

Alteragbes no metabolismo de carboidratos incluem intolerancia a glicose,
resisténcia periférica a insulina, gliconeogénese hepatica aumentada e elevada
atividade do ciclo de Cori (TISDALE, 2001). Tumores sélidos consomem altas taxas
de glicose, pela via anaerdbica, e por consequéncia produzem grandes quantidades
de lactato (TISDALE, 2000). Desta maneira, € comum observar alta laticidemia em
portadores de tumor. O lactato é entdo convertido em glicose no figado do
hospedeiro na tentativa de manutencdo da concentracdo sérica deste substrato.
Este mecanismo conhecido como ciclo de Cori (FIGURA 1), encontra-se aumentado

e pode representar prejuizo energético de 300 Kcal/dia para o portador de tumor



(EDEN, 1984). Em adicao, restrita producao de insulina pode levar a intolerancia a

glicose, que é visto em 40% destes pacientes (TISDALE, 2000).

m Glicose
2 ATP -/

2 Piruvato

Glicose

b&izs ATP

2 Piruvato

|

2 Lactato =

Figado Tumor

FIGURA 1- Ciclo de Cori no individuo com tumor. Na conversao de lactato a glicose
sdo gastos 6 moléculas de ATP ao passo que na conversao de glicose a lactato séo

gerados 2 moléculas de ATP.

Das reservas energéticas de um adulto, 90% se constituem de gordura, e a
perda de gordura corporal € caracteristica da caquexia. Alta utilizacdo de acidos
graxos como preferéncia energética é observada mesmo quando ha presenga de
alta concentracéo de glicose plasmatica (TISDALE, 1997). O aumento da atividade
lipolitica libera glicerol para a gliconeogénese hepatica e acidos graxos para serem
utilizados como substrato alternativo a glicose pelos tecidos periféricos. A diminuigao
da atividade da lipase lipoprotéica (LPL) acarreta em hipertriacilglicerolemia e
compromete a captacdo de lipideos pelos tecidos adiposo e muscular (TISDALE,
2001). A LPL é uma enzima estimulada pela insulina. A hiperlipidemia também esta
associada a producao de fatores catabdlicos do proprio tumor como o LMF-fator de
mobilizacao lipidica (TISDALE 1997). O LMF parece agir diretamente no tecido
adiposo na liberagdo de acidos graxos e glicerol através do aumento do AMPc

intracelular de maneira semelhante a lipase horménio sensivel, enquanto as



citocinas produzidas pelos linfocitos e pelo proprio tumor agem reduzindo a LPL,

resultando em aumento do fluxo de lipidios na circulag&o (TISDALE, 2001).

A perda de massa corporal durante a caquexia € causada principalmente
pela degradacdo protéica muscular e visceral, sendo o maior alvo a perda de
proteinas do tecido muscular esquelético. Da massa corporal total de um individuo
saudavel, aproximadamente 40% é tecido muscular (BEHNKE, 1974). Assim, fatores
que contribuam para evitar ou reduzir a perda de massa magra agem diretamente
para a redugao de perda de peso. Reducdo na sintese protéica e aumento na
degradagao contribuem para a perda de massa magra corporal em individuos
saudaveis e principalmente, nos pacientes com cancer. A sintese de proteinas
musculares equivale a 8% da sintese corporal total nestes pacientes, enquanto que
em individuos saudaveis a taxa é de 53%. Além disso, durante o jejum em individuos
saudaveis, aminoacidos sao mobilizados do musculo esquelético para o figado,
sendo substratos para a gliconeogénese. A redugdo muito prolongada de ingestéo
alimentar leva a diminuicdo da degradacdo das proteinas musculares, evitando
desequilibrio de nitrogénio e deplegdo muscular. Este mecanismo de conservagao
de nitrogénio esta ausente em individuos portadores de cancer que desenvolvem
caquexia, produzindo balango negativo de nitrogénio, cujos fatores responsaveis néo

s&o completamente conhecidos (ARGILES, 1997).

1.3 Tumor de Walker 256

Classificado como carcinossarcoma, o tumor de Walker 256 foi identificado
pela primeira vez em 1928 por George Walker, no John’s Hopkins University School
of Medicine, em glandula mamaria de uma rata gravida, onde se desenvolveu
espontaneamente. George Walker constatou que o crescimento do tumor diminuiu
durante o periodo de lactagdo, entretanto voltou a crescer rapidamente,
confirmando-se que provinha das mamas (EARLE, 1935). Agostino e Cliffton (1967)
descreveram a passagem do tumor da forma solida para a ascitica. Assim, as



células tumorais na forma ascitica, poderiam novamente ser injetadas
intraperitonealmente em outros animais que sempre desenvolviam o tumor ascitico.
Estas mesmas células poderiam ainda ser injetadas em diferentes 6rgaos e tecidos,
culminando com o desenvolvimento de tumor sélido. O tumor foi transplantado em
ratos Sherman por inoculagao subcutanea, entre os anos de 1953 e 1954, o qual se
tornou palpavel em uma semana, levando a morte apds seis semanas
(FERNANDES, 1995). O tumor de Walker 256 apresenta dois subtipos: tipo A, forma
metastase, leva a morte do animal portador em aproximadamente 27 dias; e o tipo B
que nao forma metastase, mas induz caquexia precoce do portador, levando-o a

morte em 15 dias.

Esta linhagem tumoral tem sido amplamente utilizada em estudos
antineoplasicos e de caquexia induzida pelo tumor, por ser especifica para ratos e
facilmente transplantada (TOGNI, 2003; PINTO JR, 2003; PIFFAR, 2004).

1.4 Degradacao do tecido muscular

Em individuos sadios, existem mecanismos que regulam a quebra de
proteinas musculares, no sentido de poupar os estoques de nitrogénio e preservar o
tecido muscular, para que ndo exista perda funcional (BARACOS et al.,, 2001;
TISDALE, 2001). Entre estes mecanismos estdo: a diminuicdo do gasto energético
basal e o aumento da oxidagao de lipidios para obtencédo de energia. Portadores de
tumor, geralmente, ndo apresentam estas adaptagdes e continuam a utilizar suas
proteinas musculares (FIGURA 2) como fonte de aminoacidos para a

gliconeogénese hepatica em taxas elevadas (ARGILES et al., 1997).
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FIGURA 2 — Metabolismo protéico muscular no individuo caquético.

Sao trés as vias responsaveis pelo catabolismo das proteinas no musculo
esquelético: o sistema lisossomal, o qual é responsavel predominantemente pela
quebra de proteinas extra celulares, como os receptores de membrana (LECKER et
al. 1999); o sistema citosolico ativado pelo calcio independente de ATP, o qual pode
representar papel importante na destruicdo tecidual, necrose e autolise (GOLL et.
al.,1992); e o sistema ubiquitina-ATP dependente, o qual se acredita ser o
responsavel pela quebra do conjunto de proteinas intracelulares no musculo
esquelético (LECKER et al.,. 1999; BARACOS et al., 1995). Estudos, de LORITE et
al.,. (1998), mostraram que o sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente é
responsavel pela perda de musculo esquelético em camundongos caquéticos. Neste
sistema, proteinas sdo marcadas para degradacao pela ligagdo com a ubiquitina, o
que requer a atividade de trés enzimas (FIGURA 3). A proteina poliubiquitinada é
entdo degradada em um complexo formado por multisubunidades, o proteossoma
26S, estrutura em forma de tubo constituido por quatro anéis, duas o nas
extremidades e duas B na regido central (FIGURA 4). O proteossoma libera
pequenos oligopeptideos contendo de seis a nove residuos de aminoacidos que sao
rapidamente degradados a aminoacidos pelas peptidases citosdlicas (TISDALE,
2000).
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FIGURA 3 - Sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente. As proteinas sao
marcadas para degradagdo pela ligagdo com a ubiquitina. A proteina
poliubiquitinada é entdo degradada em um complexo formado por multisubunidades,
o proteossoma 26S, e liberada deste complexo em forma de oligopeptideos.

Quando a protedlise, por intermédio do sistema ubiquitina-proteossoma,
estd acelerada no musculo, geralmente ha aumento paralelo da producéo de
MRNAs das enzimas desta via (LECKER et al.,., 1999). Inibindo a expressédo de uma
unica subunidade do proteossoma, o numero de proteossomas fica diminuido, bem
como a atividade proteolitica e a degradagédo protéica (GRUNE et al.,. 1998).
Citocinas como TNF-a, IL-1 e IFN-y podem induzir a expressdo do mRNA da
ubiquitina em musculo esquelético de ratos (LLOVERA et al.,. 1998a; LLOVERA et
al.,. 1998b). Além disso, o TNF- a quando administrado em conjunto com o
interferon-y (IFN-y), ativa a transcricdo nuclear pelo fator denominado NF-kB
(TISDALE, 2000). O NF-kB inibe a expressao de outro fator o MyoD (FIGURA 4), o
qual é essencial para a diferenciacdo das células musculares esqueléticas, para o
reparo de tecidos danificados e também pode ser muito importante para a
recuperacao da musculatura debilitada (MEGENEY et al.,. 1996).
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FIGURA 4 - Regulagdo do sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente por
citocinas e fatores de transcricdo (TISDALE, 2000).

Um fator que induz a protedlise muscular (PIF) foi isolado de individuos
portadores do MAC-16, adenocarcinoma de roedores (TODOROV et al., 1996). O
mesmo PIF, produzido por este tumor, também foi encontrado na urina de pacientes
com carcinoma de pancreas, figado, reto, colon, mama, pulm&o e ovario. Todos
estes pacientes apresentavam perda de peso maior ou igual a 1 kg por més
(TODOROV et al., 1999). Fatores tumorais como o PIF, aumentam a producgéo das
subunidades do proteossoma 26S por aumentarem a expressao de um intermediario
denominado acido 15-hidroxieicosatetraendico (15-HETE), ilustrado na FIGURA 4
(TISDALE, 2000), agdo que pode ser reprimida pela administragdo de acido
eicosapentaendico (EPA) (WHITEHOUSE et al., 2001, SMITH et al., 2005).

A fadiga generalizada € componente que pode ser visto como contribuidor,
mas também como consequéncia da perda de tecido muscular. Atrofia muscular
leva a astenia e fraqueza. Isto faz com que os individuos afetados apresentem

baixo nivel de atividade fisica. A inatividade muscular leva a maior
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descondicionamento muscular e atrofia por desuso, o que pode agravar a sensacgao
de fadiga em pacientes com cancer (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a).

1.5 Treinamento de forga e cancer

A inatividade fisica é estimada como causa global de 10-16% de casos de
cancer do pulmao, colon do reto e diabetes mellitus e de aproximadamente 22% de
doencas cardiacas. Mundialmente, 1,9 milhdes de mortes sao atribuidas a
inatividade fisica (WHO, 2007). O interesse em aumentar a expectativa de vida dos
portadores de cancer encontrou, nos resultados obtidos dos exercicios fisicos,
importantes objetos de estudo. Alguns dos beneficios do exercicio fisico em
humanos sdo: melhoras no sistema cardiovascular, pulmonar e muscular, no
consumo de oxigénio, vascularizagdo muscular, coordenagdo motora e equilibrio,
forca e melhora na circulagdo linfatica, diminuicdo da fadiga e beneficios
psicologicos como melhoria do humor e sensacdo de progresso, pesquisas estas
realizadas em carater aerobico, ou misto, aerobico/anaerdobico (SMITH 1996,
BATTAGLINI 2004, McNEELY 2006, STEVINSON, 2006). A utilizagdo do exercicio
em pacientes sob quimioterapia demonstrou auxiliar na manutencdo do balanco
energético (HARVIE et al.,., 2004) e melhorar a qualidade de vida em pacientes
sobreviventes de cancer (COURNEYA et al., 2004).

A maioria dos trabalhos cientificos, envolvendo atividade fisica e cancer foi
realizado utilizando-se exercicio aerdbio. Isto abre janela de investigagdo sobre o
papel de atividade fisica de fundo anaerébio sobre o cancer. De fato, a literatura é

escassa quando trata deste tema.

A perturbagao fisiolégica desencadeada por uma sessao de treinamento de
forca, eleva as taxas de sintese protéica no tecido muscular esquelético (FARRELL
et al., 1999) e pode induzir ganho significativo de forca e massa magra nos
individuos que o praticam (KADI, 2000; BARACOS, 2001). Esta observacéo levou
alguns pesquisadores a utilizar protocolos envolvendo esse tipo de atividade em
individuos apresentando alto indice de perda de tecido muscular. FERRANDO et al.,

(1997) utilizaram em seu estudo, protocolo de treinamento de forga, por periodo de
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duas semanas, em individuos jovens, sadios, que deveriam ficar acamados durante
o tempo de realizagao do experimento. Apds as duas semanas, foi mensurada a
sintese protéica no musculo vasto lateral da coxa nos grupos treinados e controle,
nao treinado. O grupo que praticou o exercicio de forga, enquanto estava acamado,
apresentou sintese protéica 42% maior que o grupo nao treinado. Em individuos
portadores de HIV, oito semanas de treinamento de forgca promoveram ganhos de
massa muscular, sendo os individuos com o mais alto grau de perda de massa
magra os maiores beneficiados, atingindo ganho de 4 kg ao final das oito semanas
(ROUBENOFF et. al., 1999). Em outro trabalho a respeito desse mesmo estudo, foi
evidenciado aumento de forca e funcionalidade muscular nos individuos, o que
acarretou em melhoria da qualidade de vida dos pacientes (ROUBENOFF; WILSON,
2001). Mesmo que os resultados sejam animadores, certa cautela deve ser tomada,
pois alguns pacientes estavam ingerindo drogas antiproteoliticas durante o periodo

do experimento como parte do conjunto de drogas para combater a proliferagao viral.

NIEMAN et al., (1995) observaram ganho de forgca em mulheres com cancer
de mama, que realizaram programa de exercicios por oito semanas. O programa
consistiu de exercicios de resisténcia e forca. As pacientes faziam caminhadas de 30
minutos a 75% da frequéncia cardiaca maxima e, apds a caminhada, sesséo de 30
minutos de treinamento de forga devido a caracteristica mista do protocolo
empregado, é dificil relacionar o resultado positivo somente ao treinamento de forga,
pois trabalhos que utilizaram protocolos de resisténcia em pacientes com cancer,
também obtiveram resultados positivos (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a). AL-MAJID
e McCARTHY (2001b), em estudo realizado com camundongos portadores do
Adenocarcinoma de Colon-26, investigaram o efeito de oito sessdes de treinamento
de forga, sobre a massa e a quantidade de proteina no musculo extensor longo dos
dedos (EDL). As sessdes eram feitas em dias alternados e compostas de dez séries
de seis repeticbes cada. No grupo portador de tumor treinado, o musculo EDL
apresentou aumento de 62% na massa e de 25% no conteudo de proteina, quando
comparado ao do grupo portador de tumor nao treinado. Observagao interessante
dos autores foi que a intensidade de treinamento utilizada no experimento nao

causou hipertrofia no musculo EDL do grupo treinado sem tumor, o que pode
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significar que a musculatura debilitada e desgastada pode responder de maneira
diferenciada a estimulos que, quando aplicados a individuos sadios, nao produzem

efeito.

Como ja comentado anteriormente, o TNF-a (fator de necrose tumoral)
pode estar envolvido no aumento da protedlise muscular. Em trabalho com
individuos idosos CREIWE et. al. (2001), constataram que o exercicio de forga
diminuiu a quantidade de TNF-a produzido pelo musculo e aumentou a taxa de
sintese protéica. Petersen e Pedersen (2005), esclarecem um pouco mais a relagéo
da pratica de exercicio regular e sua agao antiinflamatéria. Este estudo evidenciou
que o aumento das citocinas antiinflamatoérias com a pratica de exercicio fisico, esta
relacionado com a liberagao de interleucina-6 (IL-6). Esta citocina, por sua vez, além
de induzir a lipdlise, oxidagdo de acidos graxos e estar envolvida na homeostase
glicémica durante o exercicio, ainda estimula a producdo da IL-1ra e IL-10,
interleucinas antiinflamatdrias que inibem a sintese das proé-inflamatérias como IL-
1a, IL-1B e TNF-a. O aumento plasmatico de IL-6 apds exercicio esta relacionado a
intensidade de exercicio, duragcdo, a massa muscular recrutada e a capacidade de
endurance do individuo. A IL-6 mRNA é regulado no musculo esquelético em
contracdo e, mesmo exercicios de moderada intensidade tem grandes efeitos na
liberagao de IL-6 derivada do musculo. Jovens saudaveis com 3 horas de exercicio a
50% da sua capacidade maxima (frequéncia cardiaca de 113 a 122 batimentos
/minuto) apresentam aumento de 16 vezes do IL-6 mRNA e 20 vezes IL-6 circulante.
Com a mesma intensidade de exercicio agora aplicada a idosos saudaveis obtém-se
até maiores niveis de liberacdo de IL-6 muscular (PEDERSEN et al., 2004).
Recentemente a IL-6 tem sido chamada por alguns pesquisadores de Miocina, ou
seja, citocina produzida e liberada a partir da contragdo muscular esquelética
(FEBBRAIO et al., 2002; PETERSEN et al., 2005; PEDERSEN, 2007).

1.6 B-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB)

A atividade regulatoria do aminoacido essencial leucina, estimulando a
sintese protéica e/ou inibindo a degradacgao das proteinas, em experimentos in vitro,

ou in vivo, tem sido demonstrada por varios laboratérios (MITCH and CLARK, 1984,
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OSTASZEWSKI et al., 2000, ANTHONY, 2001; BOLSTER 2004). Uma das
atividades metabdlicas do aminoacido essencial leucina inclui a regulagdo do
turnover protéico (OSTASZEWSKI et al.,, 2000). Os efeitos metabdlicos e de
regulagédo da leucina sado conhecidos ha mais ou menos trinta anos, mas ainda nao
esta claro como a leucina ou seu cetoacido, a- ketoisocaproato (KIC) interagem com
o metabolismo de proteinas (NISSEN et al., 1997). Nesta revisdao desenvolvida por
Nissen, foi hipotetizado que um metabdlito da leucina e do KIC denominado f-
hidroxi-B-metilbutirato (HMB), € responsavel pelos efeitos metabdlicos da leucina e
do KIC.

O meio de degradacédo da leucina inicia com a transaminagao reversivel
para o-ketoisocaproato (KIC) nas mitocondrias das células musculares. Porém a
maioria da oxidagdo do KIC ocorre no figado. No esquema proposto por Sanbourn
em 1981, sobre o caminho metabdlico da leucina e KIC, o HMB ¢é produzido a partir
do KIC pela agao da enzima KIC-dioxigenase no figado e possivelmente, mas em
pequena quantidade, em outros tecidos. Aproximadamente 10% da leucina presente
no corpo é metabolizada para HMB pela acdo desta enzima. Esta enzima requer
oxigénio molecular e difere das outras enzimas do caminho metabdlico da leucina.
Sendo o figado o 6rgao do corpo com maior atividade da enzima oxigenase, € la que
se encontra a maior producado do HMB. Os 90% restante de leucina sdo oxidados na
mitocondria (FIGURA 5). A produgdo de HMB parece aumentar em individuos com
diabetes, podendo ser uma hipétese que explica isto 0 aumento da atividade da
enzima dioxigenase (NISSEN et al., 1997).
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FIGURA 5 - Estrutura do B-hidroxi- B -metilbutirato (HMB), Leucina, e a-
cetoisocaproato (KIC) em mamiferos. A Leucina é transaminada a KIC o qual pode

ser convertido a HMB ou outros produtos (Nunes, 2005).

Dados obtidos em musculatura de ratos e aves incubada mostram que a
acao da leucina, no turnover das proteinas, é quase totalmente ao nivel de sintese
protéica e a agao de seus metabdlicos HMB/KIC é significante na inibigdo da quebra
protéica (OSTASZEWSKI, 2000).

No figado e musculo o HMB é convertido a p-hidroxi-p-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA), via desidratagdo do HMB para MCA-CoA ou carboxilagédo direta para
HMG-CoA. Apesar dos poucos estudos que comprovem isto, ha muitos que
mostram a hipotese de um carbono do HMB ser prontamente incorporado no
colesterol. Mas ainda nao esta claro qual a porcentagem dos carbonos do colesterol
que sao derivados do HMB. O HMG-CoA citoplasmatico produzido do HMB pode

providenciar um substrato adequado para a enzima HMG-CoA reductase, a qual é
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uma importante etapa da formacéo do colesterol (NISSEN, 1997).

Uma vez que os aminoacidos tém importante acdo no turnover protéico,
alguns estudos tém investigado sobre a suplementagdo com B-hidroxi-p-metilbutirato
(HMB), e sua acgédo na diminuigdo de perda de massa muscular, alteragées da
resposta imunitaria e diminuicdo de gordura corporal (NISSEN, 1996; VUKOVICH,
1997; PETERSON, 1999; GALLAGHER, 2000; OSTASZEWSKI, 2000; VUKOVICH,
2001; MAY et al., 2002; NISSEN, 2002; SIWICKI, 2004; SMITH, 2005). Porém pouco
se sabe sobre seus efeitos sobre o metabolismo celular, bem como nas patologias

tais como o cancer.
1.7 HMB e cancer

A anorexia € a desnutricdo causada pelo estado de caquexia em pacientes
com cancer, consequéncia do desequilibrio entre a necessidade nutricional do
paciente, a demanda do tumor e a disponibilidade de nutrientes no corpo.
Mudancgas no paladar e aversdo a comida, juntamente com causas psicoldgicas tais
como depressao, também podem contribuir na redugdo da ingestdo alimentar
(ARGILES, 2005a).

A dinamica normal do turnover protéico em adultos requer ingestao protéica
simplesmente para substituir os aminoacidos degradados continuamente no
processo de renovagao (MCARDLE, 2003). Individuos caquéticos que passam por
anorexia, onde a ingestdo protéica esta diminuida, podem se beneficiar da

suplementac&o de aminoacidos (ARGILES, 1990).

A molécula de HMB é bastante semelhante a molécula do acido graxo de
cadeia curta, o butirato. Estes dois compostos diferem apenas pela presenca de uma
hidroxila, radical OH, e um radical metila CH3, presentes num carbono na molécula
de HMB. Desta maneira, pode-se levantar a hipétese que tanto o HMB quanto o
butirato possam compartilhar alguns efeitos biologicos (NUNES, 2005). O butirato
induz a efeito antiproliferativo e antidiferenciagdo em varias linhagens celulares de
carcinoma de colon, bem como em varios tipos de células neoplasicas, em

concentragoes fisioldgicas. A atividade anticrescimento e protetora contra cancer de
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célon acontecem via impedimentos da diferenciagdo, parada do ciclo celular e
indugao de apoptose em colonécitos transformados (HASSIG; TONG; SCHREIBER,
1997).

A suplementacdo somente com HMB, ou ainda associada ao conhecido
inibidor da degradacgéo protéica, o acido eicosapentaendico (EPA), em ratos com
tumor MAC16, provou ser eficiente em aumentar a sintese protéica e diminuir a
degradacao, pois produziram baixa regulacéo na expressao da atividade proteolitica
da via proteosoma-ubiquitina (SMITH, 2005). Como citado anteriormente, o sistema
proteosoma-ubiquitina é considerado a via mais importante de degradacao protéica
em condi¢des catabdlicas que incluem acidose metabdlica, trauma, e perda de peso
induzida pelo cancer (LECKER, 1999). Por isto o HMB tem sido considerado efetivo

em situagdes catabolicas como o céncer.

Atividade fisica causa aumento na tensdo muscular que é o estimulo
primario para dar inicio ao crescimento do musculo esquelético (hipertrofia).
OSTASZEWSKI et al., (2000), SMITH et al., (2005) e outros estudos demonstraram
acao efetiva do HMB na inibicdo da quebra protéica. Curiosamente ha poucos
trabalhos demonstrando o efeito da associacdo da suplementacdo com HMB e
exercicio de forca em portadores de cancer (NUNES, 2005). Em adigdo, ndo ha
relato do efeito desta associacdo sobre crescimento tumoral e pardmetros de

caquexia.
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2.0 OBJETIVOS

Este estudo objetiva investigar o efeito da suplementacdo com HMB e
treinamento de forga sobre parametros de caquexia e a taxa de crescimento tumoral

em ratos portadores do tumor de Walker 256.
Para alcancar estes objetivos foram avaliadas as seguintes variaveis:

- Massa tumoral,
- Concentragdes plasmaticas de glicose, lactato e triacilglicerol,
- Conteudo de glicogénio hepatico;

- Peroxidacgao lipidica no tecido tumoral.

3.0 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Todos os protocolos envolvendo animais foram aprovados pelo comité de
ética em experimentacao animal do SCB-UFPR. Foram utilizados 120 ratos machos
adultos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério da Universidade Federal do
Parana , UFPR — Campus do Centro Politécnico, Curitiba, PR. Os animais (70dias)
foram mantidos em ambiente claro/escuro (22:00h/10:00h) com temperatura
controlada (23°C), alimentagdo e agua ad libitum. Foram realizados trés

experimentos com duragao de 8 semanas.
3.2 Suplementagao

A suplementacao do B-hidroxi-g-metilbutirato foi administrada na forma de
calcio-HMB em p6 na dosagem de 76 mg/Kg, por meio de gavagem, diariamente,
por oito semanas. A cada 15 dias eram preparadas solucdes estoque, contendo
HMB e sacarose (10%), pois, apos duas semanas existe degradagao progressiva do
HMB em solucao (NISSEN et al.,. 1996). Dessas solugcdes eram retiradas aliquotas

diarias para suplementagcdo dos animais. A sacarose estava presente nas solucdes



18

com objetivo de retardar o processo de esvaziamento gastrico, 0 que evita o
aumento brusco na concentragdo de HMB plasmatico e consequentemente sua
excrecgao renal (VUKOVICH et al., 2001).

3.3 Treinamento

O treinamento teve duragao de oito semanas e frequéncia de 4 dias por
semana. Apos periodo de adaptagdo ao meio liquido (1 hora de natagdo por dia
durante 2 dias sem utilizagdo de carga), os animais dos grupos exercicio realizaram
programa de atividade fisica constituido de 10 séries com duragédo de 30 segundos
de saltos em tanques com agua, com intervalo de 1 minuto entre as séries, com
sobrecarga equivalente a 50% da massa corporal de cada rato, acoplado ao toérax
(adaptado de ROGATTO, 2001). A estrutura utilizada para os exercicios foi um
sistema de natacao constituido por tubos de PVC com didmetro de 25 cm e 48 cm
de altura (VIEIRA, 1988). A profundidade da agua era correspondente a 150% do

comprimento corporal do rato e a temperatura da agua era mantida a 32 £ 2°C.
3.4 Inoculagao do tumor

Por volta da sexta semana de treinamento 1 mL de solucdo contendo 3 x 107
células do Tumor de Walker 256 foi inoculada subcutaneamente no flanco direito dos
animais. Apos 15 dias da inoculagdo, coincidindo com a oitava semana de
treinamento, os animais foram ortotanasiados para coleta e anadlise sanguinea e dos
tecidos. A solucao de células tumorais inoculadas foram obtidos de um animal com
tumor ascitico. As células do tumor de Walker 256 foram originariamente cedidas ao
prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes em 1992 pelo Dr. Rui Curi, ICB-1-USP. A contagem
das células a serem inoculadas foi realizada em camara de Neubauer sob

microscopia de luz utilizando o corante vital azul de tripan a 1%.

Apos todos estes procedimentos, os seguintes grupos foram estabelecidos,

com animais separados ao acaso:
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TABELA 1- Design experimental (n=5 por grupo).

Grupo Tratamento

S Sedentario sem suplementacéao

SW Sedentario portador de tumor

SH Sedentario suplementado com HMB

SWH Sedentario portador de tumor suplementado com HMB
EX Exercitado sem suplementacao

EXW Exercitado portador de tumor sem suplementacao
EXH Exercitado suplementado com HMB

EXWH Exercitado portador de tumor suplementado com HMB

3.5 Pesagem corporal e tumoral

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados duas vezes por
semana no periodo da manh&, para o controle da dosagem da suplementagao e
para ajuste de sobrecarga de treinamento, utilizando-se a balanga Urano modelo
UDI 10000/1.Apds a morte dos animais, o tumor foi retirado e pesado em balanca

Denver Instrument XL-410.
3.6 Ortotanasia dos animais

Apds 8 semanas de treinamento coincidindo com o 15° dia apds a
implantagcdo do tumor, os animais foram mantidos por 48h em repouso sendo
somente suplementados, mais jejum de 12h, e imediatamente apds foi realizada a
ortotanasia dos ratos com o auxilio de guilhotina. Este método foi utilizado para
facilitar a retirada de grande volume de sangue, necessario as analises séricas de

lactato, glicemia e triacilglicerol.
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3.7 Mensuragao do Lactato

Foi determinado pelo método enzimatico, segundo ENGLE e JONES (1978).
Inicialmente fez-se a desproteinizacdo do soro, pela adicdo de 50 pyL de acido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura agitada em vértex,
centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. Em
seguida, foi coletado 250uL do sobrenadante e adicionado 4 uL de indicador
universal para permitir a visualizacdo da neutralizagcao do soro, pela adicdo de KOH
/ITRIS (0,5 M / 2 M), sinalizada pela coloragao verde, indicando pH 7,0. Em seguida,
foi pipetado 100 yL do soro neutralizado em tubos de ensaio contendo 1 mL do
tampdo do ensaio (descrito abaixo) e, apds 45 minutos, fez-se leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 340 nm. O principio dessa mensuragao
consiste na conversdo do lactato a piruvato pela agcado da lactato desidrogenase
(LDh), ocorrendo consumo de NAD+ com formacgao estequiométrica de NADH, o
qual pode ser monitorado espectrofotometricamente, fornecendo a concentracao de

lactato (mmol/L) existente na amostra.

3.8 Mensuragao da Glicemia

A glicose foi quantificada por método colorimétrico glicose oxidase,
utiizando um kit de glicose Bioliquid, conforme especificacbes do fabricante. A
leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca a 505 nm e os resultados

foram expressos em mg/dL.
3.9 Mensuragao do conteudo de glicogénio hepatico

O conteudo de glicogénio (umol/g de tecido) foi determinado segundo
LEIGHTON et al.,.. (1989) adaptado. Foram pesadas aproximadamente 90mg do
figado e colocadas em tubos de ensaio contendo 500 pL de KOH 1M e deixados em
banho a 60 °C por 30 minutos, para a digestdo do tecido. Apos a digestdo, as
amostras foram homogeneizadas em vortex e pipetados 100 yL em tubos. Em
seguida adicionou-se 17,5 uL de acido acético glacial e 500 pyL de tampéao acetato
contendo amiloglucosidase (1%), e submetidas ao banho-maria (37 °C) por 2 horas.

Ao final deste periodo centrifugou-se as amostras por 5 minutos a 1200 rpm
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(Eppendorf modelo 5810R) e 100 uL de cada amostra foi colocada em novos tubos
de ensaio contendo 1mL do tampao Trietanolamina (TEA). Apds 40 minutos as
amostras foram lidas no espectrofotémetro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech)

em comprimento de onda de 340 nm.

3.10 Mensuragao de triacilglicerol plasmatico (TAGs)

A concentracao plasmatica de TAG foi determinada por método enzimatico
colorimétrico, utilizando o kit Triglicérides GPO-Trinder, conforme especificagdes do
fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca a 500 nm e

os resultados foram expressos em mg/dL.

3.11 Peroxidacao lipidica

A taxa de peroxidagao lipidica foi mensura pelo método FOX ou xilenol
laranja, conforme descreve Jiang et al., (1991). Este método quantifica a formagao
de hidroperoxidos durante a peroxidacao lipidica. Baseia-se no principio de que
hidroperdxidos oxidam ferro a ion férrico e por sua vez este ion se liga ao corante
xilenol laranja. As amostras de tumor de Walker 256 foram homogeinizadas em 5
volumes de tampéao fosfato (PBS) 0,1M em pH 7,4 (Homogeneizador Bosch
Centralfer CGS 27 - 25000 rpm/min). O tecido foi entdo diluido novamente em PBS
na proporc¢ao de 1:10, e 100uL deste homogeneizado foram adicionados a 900uL de

solucao de trabalho, contendo:

MeOH 90%

e 100uM xilenol laranja (Sigma)
e 25mM de H,SO4

e 4mM de BHT

e 250 uM de Fe,SO4

As amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e

posteriormente lidas no espectofotometro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia) em
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comprimento de onda de 560nm.
A formula utilizada para o calculo foi:

D.O. x dil. doPBS x dil. da solugao de trabalho x 1
€ mg de tecido

(€=4,3x10"

3.12 Quantificagao das Proteinas para peroxidagao lipidica.

As proteinas foram quantificadas pelo método de BRADFORD (1976). Este
método se baseia na ligagcdo do corante (Coomassie Brilliant Blue G-250) com
moléculas de proteinas da amostra, formando um complexo de cor azul. O corante
reage, preferencialmente, com unidades de arginina e, numa extensdo menor, com
histidina, lisina, tirosina, triptofano e fenilalanina (COMPTON e JONES, 1985).

3.13 Tratamento Estatistico

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e
foram submetidos a analise de variancia de duas vias (two way variance analysis),

seguida do teste de Bonferroni, com nivel de significancia para p<0,05.
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4.0 RESULTADOS
4.1 Massa dos tumores

A massa tumoral (g) no 15° dia apds inoculagdo do tumor de Walker 256
esta apresentado na FIGURA 6. No grupo sedentario sem suplementacéo (SW) a
massa tumoral correspondeu a 30,2 + 3,6 g. A suplementagdo com HMB no grupo
sedentario (SHW) reduziu a massa tumoral para 16,8 £ 1,7g o que foi
significativamente diferente quando comparada a do grupo SW (p<0,05). A atividade
fisica (EXW) induziu a uma massa tumoral de 17,7 £ 0,2g a qual foi estatisticamente
significativa quando comparada a do grupo SW (p<0,05), mas similar a do SHW
(p>0,05). A associagao da atividade fisica com a suplementagcdo com HMB (EXHW)
diminuiu a massa tumoral para 15,3 + 1,8g (p<0,05 vs. SW), contudo nao foi
diferente da dos grupos SHW e EXW (p>0,05).
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FIGURA 6- Massa tumoral (g) dos animais sedentarios (SW), sedentarios
suplementados com HMB (SHW), exercitados (EXW) e exercitados suplementados
com HMB (EXHW). Os dados representam a média £ EPM de 6 animais por grupo. *
p<0,05 vs. SW.
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4.2 Glicemia

A concentragédo sérica de glicose dos animais investigados esta
apresentada na FIGURA 7. Nos animais ndo portadores de tumor suplementados ou
nao (SH ou S) exercitados suplementados ou ndo (EXH ou EX) a glicemia teve
média de 105 mg/dL. A presenca tumoral no grupo sedentario (SW) reduziu a
glicemia para 82,17 * 3,7 mg/dL, a qual foi significativamente menor quando
comparada a dos animais sem tumor (p<0,05 vs. S, SH, EX e EXH). A
suplementagdo com HMB no grupo portador de tumor (SHW) impediu a hipoglicemia
(p<0,05 vs. SW). O treinamento fisico no grupo portador de tumor (EXW) também
impediu a hipoglicemia (p<0,05 vs. SW) sendo de valor similar a encontrada no
grupo SHW (p>0,05). A associagdo da atividade fisica e suplementacao (EXHW) n&o
promoveu efeito aditivo sobre a glicemia, sendo similar ao observado a todos os

demais grupos, exceto quando comparado ao grupo SW (p<0,05).
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FIGURA 7 — Glicemia (mg/dL) dos animais dos grupos sem tumor sedentario (S),
sedentario portador de tumor (SW), sedentario suplementado com HMB (SH),
sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), exercitado (EX),
exercitado portador de tumor (EXW), exercitado suplementado com HMB (EXH) e
exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados
representam a média £+ EPM de 12 animais por grupo. * p<0,05 quando comparado

aos demais grupos.
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4.3 Lactato

A concentragdo plasmatica de lactato dos animais investigados esta
apresentada na FIGURA 8. Nos animais ndo portadores de tumor suplementados ou
nao (SH ou S) exercitados suplementados ou ndo (EXH ou EX) a laticidemia foi
aproximadamente de 1,5 mmol/L. A presenga tumoral no grupo sedentario (SW)
incrementou a laticidemia para 2,5 + 0,24 mmol/L, a qual foi significativamente maior
quando comparada a dos animais sem tumor (p<0,05 vs. S, SH, EX e EXH). A
suplementacdo com HMB no grupo portador de tumor (SHW) impediu a
hiperlaticidemia (p<0,05 vs. SW). A pratica da atividade fisica no grupo portador de
tumor (EXW) também impediu a hiperlaticidemia (p<0,05 vs. SW) sendo de valor
similar a encontrada no grupo SHW (p>0,05). A associagéo da atividade fisica com a
suplementacdo (EXHW) ndo promoveu efeito aditivo sobre a laticidemia, sendo
similar ao observado nos demais grupos, exceto quando comparado ao grupo SW
(p<0,05).
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FIGURA 8 — Laticidemia (mmol/L) dos animais dos grupos sem tumor sedentario (S),
sedentario portador de tumor (SW), sedentario suplementado com HMB (SH),
sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), exercitado (EX),
exercitado portador de tumor (EXW), exercitado suplementado com HMB (EXH) e
exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados
representam a média £+ EPM de 12 animais por grupo. * p<0,05 quando comparado

aos demais grupos.
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4.4 Conteudo de glicogénio hepatico

O conteudo de glicogénio no figado dos animais estd apresentado na
FIGURA 9. Nos animais portadores de tumor suplementados ou nao (SHW ou SW) o
conteudo de glicogénio foi de 87,7 + 1,1 ymol/g de tecido, significativamente menor
quando comparado ao dos animais sem tumor sedentarios S e SH, (p<0,05), porém
nao apresentando diferenga comparado aos animais exercitados sem tumor, EX e
EXH, (p>0,05). Nos animais portadores de tumor exercitados, suplementados ou nao
(EXHW ou EXW) o conteudo de glicogénio foi de aproximadamente 87 umol/g de
tecido, significativamente menor quando comparado ao dos animais sedentarios sem
tumor, S e SH (p<0,05) porém sem diferenga quando comparados aos grupos

exercitados sem tumor, EX e EXH (p>0,05).
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FIGURA 9 - Conteudo de glicogénio hepatico (umol/g de tecido) dos animais dos
grupos sem tumor sedentario (S), sedentario portador de tumor (SW), sedentario
suplementado com HMB (SH), sedentario suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), exercitado (EX), exercitado portador de tumor (EXW), exercitado
suplementado com HMB (EXH) e exercitado suplementado com HMB portador de
tumor (EXHW). Os dados representam a média £ EPM de 12 animais por grupo. *

p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH.
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4.5 Triacilglicerol

A concentragcdo sérica de triacilglicerol dos animais estudados esta
apresentada na FIGURA 10. Nos animais nao portadores de tumor suplementados
ou ndao (SH ou S) exercitados suplementados ou ndao (EXH ou EX) a
triacilglicerolemia foi aproximadamente de 75 mg/dL. A preseng¢a tumoral no grupo
sedentario (SW) incrementou a triacilglicerolemia para 121,8 + 11,8 mg/dL, a qual foi
significativamente maior quando comparada a dos animais sem tumor (p<0,05 vs. S,
SH, EX e EXH). A suplementagdo com HMB no grupo portador de tumor (SHW) n&o
reduziu a triacilglicerolemia (p<0,05 vs. S e SH). A pratica da atividade fisica no
grupo portador de tumor (EXW) também ndo conseguiu reduzir a
hipertriacilglicerolemia (p<0,05 vs. EX e S) sendo de valor similar a encontrada no
grupo SW (p>0,05). A associacao da atividade fisica e suplementacdo (EXHW)
promoveram efeito redutor da triacilglicerolemia induzida pelo tumor, sendo similar

ao observado nos animais sem tumor (p>0,05).
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FIGURA 10- Triacilglicerolemia (mg/dL) dos animais dos grupos sem tumor
sedentario (S), sedentario portador de tumor (SW), sedentario suplementado com
HMB (SH), sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), exercitado
(EX), exercitado portador de tumor (EXW), exercitado suplementado com HMB
(EXH) e exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados
representam a média £ EPM de 12 animais por grupo. * p<0,05 vs. S, SH, EX, EXH
e EXHW. § p<0,05 vs. SW, SHW e EXW.
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4.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica no tumor dos animais sedentarios (SW),
suplementados com HMB (SHW), exercitados (EX) e suplementados com HMB
(EXHW) esta representada na FIGURA 11. Nao houve alteracdo na taxa de
peroxidagao lipidica entre os grupos estudados seja pela atividade fisica,

suplementagao ou associagao de ambas (p>0,05 vs. SW).

nanomol/mg de proteina

v v v
SwW SHW EXW EXHW

FIGURA 11 - Peroxidacdo lipidica dos animais sedentarios (SW), sedentarios
suplementados com HMB (SHW), exercitados (EXW) e exercitados suplementados

com HMB (EXHW). Os dados representam a média £+ EPM de 12 animais por grupo.
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+
Tumor HMB Exercicio HME% :
Exercicio
%+ ¥ 4 ¥
Crescimento tumoral
\ 4 * %+
Glicose plasmatica
%+ ¥ \ 4
Lactato plasmatico
\ 4
Glicogénio hepatico MA, A A,
%+ 4
Triacilglicerol plasmatico MA, MA,
Peroxidacao lipidica S [ e, [

TABELA 2- Resumo da suplementacdo com HMB e do exercicio de for¢ga sobre

parametros de caquexia analisados e sobre crescimento tumoral. (NA = Nenhuma

alteracdo quando comparados & SW; ¥ ¥ = efeito facilitador).
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5.0 DISCUSSAO

A sindrome da caquexia associada ao cancer contribui imensamente na
reducdo da habilidade fisica e mortalidade. Caquexia também é observada em uma
variedade de outras condi¢cbdes tais como cirurgia, trauma, sepse e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Caquexia é caracterizada por anorexia, perda de
peso, saciedade prematura, intenso catabolismo periférico com deplecdo dos
depdsitos de gorduras (triacilglicerol), carboidratos (glicogénio hepatico e muscular)
e proteinas no musculo (TISDALE, 2004). Esta deplegao dos estoques é devido ao
crescimento tumoral (FIGURA 6), o qual tem metabolismo anaerobio (ARGILES,
1997), o que resulta em hipoglicemia (FIGURA 7), hiperlaticidemia (FIGURA 8),
conteudo reduzido do glicogénio hepatico (FIGURA 9) e hipertriacilglicerolemia
(FIGURA 10). Tumor de Walker 256 por induzir estas alteragdes tem sido proposto
como potencial modelo para investigagdo de possiveis interventores que possam
impedir ou reduzir crescimento tumoral e caquexia (TOGNI et al., 2003). Estudos
com este modelo sugerem metabdlitos (como, por exemplo, as concentragdes
sanguineas de glicose, lactato e triacilglicerol) que poderiam ser usados em outros
modelos e em estudos com humanos. Em suma, devido ao crescimento tumoral os
animais do grupo nao suplementado (SW) apresentaram quadro de caquexia
(FIGURAS 6 -10).

O quadro de caquexia € o principal impeditivo para o tratamento do cancer,
portanto a melhor maneira de tratar a caquexia €& curar o cancer. Conhecidas
estratégias sado utilizadas para o tratamento do cancer e caquexia, tais como
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, hormonioterapia e mais recentemente os
nutracéuticos. Associagdo da combinagao destes agentes também tem sido utilizada
(MAY et al., 2002; PIFFAR et al., 2003; PINTO JUNIOR et al., 2004).

Pela observacéo de que individuos praticantes de atividade fisica apresentam
menores indices de cancer, varios trabalhos comecaram a utilizar a atividade fisica
na investigacdo como forma de tratamento, sendo demonstrado efeitos benéficos
neste sentido (COSTA ROSA et al., 2004; McNEELY et al., 2006).

Trabalhos utilizando diferentes suplementos como por exemplo, 6leo
de peixe (PINTO JUNIOR et al., 2004; MUND, 2004; MINUZZI, 2006;) e HMB
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(SMITH et al., Nunes, 2005) tem mostrado terem acao anti-tumoral. HMB associado
com outras estratégias de prevengao e tratamento pouco foi tentado, abrindo campo
para novas abordagens experimentais. A suplementagdo com HMB aos animais
sedentarios durante 8 semanas foi habil em reduzir a taxa de crescimento tumoral
significativamente em relagcéo ao grupo nao suplementado (SW). Interessantemente,
esta reducéao foi acompanhada de restauragao ao normal das concentragdes séricas
de glicose e lactato (FIGURAS 7 e 8) mas ndo as do conteudo de glicogénio
hepatico e triacilglicerolemia circulante (FIGURAS 9 e 10). Estes dados demonstram
que a caquexia nos ratos com tumor de Walker 256 ndo eram resultados do
tamanho do tumor e sim da presenga do tumor. Nossos dados podem ser
corroborados pelos de Pizato et al., (2005) que ao oferecerem dieta com razdo de
acido graxo n-6:n-3 de 6:1 demonstraram que a taxa de crescimento tumoral ndo se
alterou, contudo foi habil em reverter todos os parametros de caquexia também por
nods examinados. A razdo pela qual ndo houve modificagdo dos outros dois

parametros € por nds desconhecida e merece investigagao.

Uma das hipéteses que levantamos € a ag¢ao direta do HMB sobre as células do
tumor de Walker 256, aumentando a apoptose e/ou diminuindo a proliferagao
celular. Nunes (2005) advoga sobre a idéia ainda ndo comprovada que o HMB
possa compartilhar alguns efeitos bioldgicos com a molécula do acido graxo de
cadeia curta, o butirato. O butirato € naturalmente encontrado no colon humano,
sendo o principal composto produzido a partir da fermentacdo da dieta de fibras
(MANDAL, 2001) e tem efeito anti-proliferativo e anti-diferenciacdo em varias
linhagens celulares de carcinoma de cdélon, em concentragdes fisiologicas (HILL,
1995). A molécula de HMB é muito semelhante a do butirato, onde diferem apenas
pela presenga de um radical hidroxila OH, e um radical metila CH3 presentes no
carbono 3 da molécula do HMB. O mecanismo pelo qual o HMB age nas células
tumorais pode ser similar ao proposto por Hill (1995). O autor hipotetiza que o
butirato tem acao protetora impedindo a diferenciacdo, parada no ciclo celular e
indugao de apoptose em colonécitos transformados. As prostaglandinas da série E2
(PGE2) sao atuantes na indugao da caquexia e/ou promogao do crescimento tumoral

(PRESCOTT et al., 2000). Consequentemente altas concentra¢des da enzima COX-
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2 sempre sao relacionadas a processos neoplasicos (KIRSCHENBAUM, 2001;
DEMPKE, 2001). O butirato inibe o aumento da expressao da COX-2, induzido por
citocinas, e esta habilidade pode estar relacionada a uma série de parametros,
incluindo inibicdo de histona deacetilases (CREW, et al., 2000; BLAGOSKLONNY et
al., 2002; TONG et al., , 2004; ZHANG et al., 2004), indugdo da atividade da
protease caspase-3 através de uma via mitocondrial/citocromo c-dependente
(MEDINA, 1997), aumento da apoptose via Fas (BONNOTTE, 1998) e ainda
aumento da expressao de p53 (MEDINA, 1997). Ainda ndo foi demonstrado que o
HMB possui agao similar ao butirato. Esta hipotese ja estd sendo investigada em

nosso laboratorio.

HMB é efetivo na manutengdo da massa magra evitando mecanismos de
degradacao protéica devida a perda de peso induzida pelo cancer (SMITH et al.,.
2004). Neste estudo o autor postula que o HMB parece exercer efeito redutor sobre
a degradagao da proteina IkB-a que acontece pela via ubiquitina proteossoma,
estimulada pelo fator indutor da protedlise (PIF). O HMB inibe a proteina quinase C
(PKC) resultando na estabilizagao citoplasmatica do complexo IkB/ NFkB. O fator de
transcricdo NF-kB (FIGURA 12), uma vez liberado de sua proteina inibitéria IkB-a,
que estava interferindo na sua sequéncia de localizagdo nuclear, segue para o
nucleo onde regula a transcricdo de diversos genes para citocinas, fatores de
crescimento, moléculas de adesdo celular e proteinas pré- e anti-apoptéticas
(VIATOUR et al., 2005; ESCARCEGA, 2007). HMB numa dose de 50 pmol/L in vitro
atenuou efetivamente a degradacdo de |IkB-a na presenca de PIF, em miotubos e
preveniu o movimento de NF-kB para o nucleo (SMITH et al.,, 2004). O acido
eicosapentaendico (EPA) € um reconhecido inibidor de degradacgao protéica, e o
HMB tem sido comparado a este composto (SMITH et al., 2005). Neste estudo o
autor demonstra que ambos HMB e EPA reduzem a degradagado muscular através
da inibicao de expressao das subunidades a e B da por¢ao 20S do proteossoma e
da proteina p42 da porgdo 19S, inibindo assim degradacédo de IkB-a. Portanto, o
HMB pode estar agindo via PKC também, intervindo na proliferacdo das células

tumorais, reduzindo a taxa de crescimento tumoral e os sintomas da caquexia.
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FIGURA 12 - Ativacdo da via de sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear kB
(NFkB) em célula tumoral. IkB- proteina inibitéria de NFkB; Ub- ubiquitina.

Associada a estas recentes hipodteses esta a ja comprovada agédo do HMB
como imunoestimulador. Em estudos in vivo do HMB sobre macréfagos e linfocitos
obtidos de peixes “truta arco-iris”, foi demonstrado haver aumento da fungédo destas
células melhorando a habilidade do organismo em lutar contra doencas e resistir a
infeccoes (NISSEN et al.,, 1996; SIWICKI et al., 2000; SIWICKI et al.,; 2003). Em
animais como porcos, frangos e peixes o HMB teve efeitos positivos notaveis na
fungéo do sistema imunitario (NISSEN et al.,. 1994, OSTASZEWSKI et al.,. 2000,
PETERSON et al.,. 1999, SIWICKI et al., 2000 e 2004). Nunes (2005) evidenciou
que a suplementacao de 76mg/kg/dia, em ratos portadores de tumor de Walker 256,
teve efeito positivo nos parametros relacionados as capacidades citotoxicas dos
macréfagos peritoniais e células polimorfonucleares sanguineas (PMN). O possivel
aumento nesta capacidade citotoxica das células imunitarias promovida pelo HVB e
ainda a possivel acao direta sobre as células tumorais foram responsaveis pela

reducio da taxa de crescimento tumoral nos animais suplementados neste estudo.

O treinamento fisico (EXW) foi capaz de reduzir a taxa de crescimento
tumoral (FIGURA 6), o que corrobora achados anteriores (LEUNG, 2004; ZIELINSK,



38

2004). Curiosamente, a pratica de atividade fisica causou o mesmo fenémeno
observado pela suplementagdo com HMB. Nos estudos utilizando atividade aerdbia
tém sido relatada ag&o anti-tumoral, tal qual ocorrida em nosso exercicio anaerobio,
contudo os aerobios sdo mais eficazes em serem anti-caquéticos (MCNEELY, 2006).
Vaérias hipdteses podem ajudar a explicar estes achados. Uma possivel seria o
aumento de irrigagdo nos musculos exercitados, que como consequéncia
propiciariam maior captacdo de glicose pela musculatura esquelética e, portanto,
competicdo com o tumor pelos nutrientes. Esta hipotese faz analogia com o trabalho
de Fernandes et al., (1991) que ao tratarem ratos com tumor de Walker 256 com o
principal horménio anabdlico insulina, sugeriram que o hormbnio promovia
competigao pelo nutriente glicose, uma vez que o tumor de Walker 256 ndo depende
de insulina para captar glicose. Outra possibilidade seria que, durante a atividade
fisica, varios radicais livres sao produzidos, os quais poderiam levar a morte das
células tumorais pois o tumor de Walker tem baixa prote¢cdo contra radicais livres.
Neste sentido, ao examinarmos a taxa de lipoperoxidagao (FIGURA 11), onde nao
encontramos alteragdo na mesma, significa que a menor taxa de crescimento
tumoral ndo pode ser explicada por este mecanismo. Aventamos como proximos
passos a serem considerados para responderem estes achados a participagéo dos

eicosandides, das caspases, apoptose e/ou necrose, entre outros.

Para explicar o fato da acao benéfica da atividade fisica, ainda a hipotese
do gasto energético tem recebido mais aten¢do. De acordo com essa abordagem, o
exercicio influenciaria positivamente o organismo portador de tumor devido a um
aumento do gasto energético. O gasto excessivo de energia dificultaria o
desenvolvimento e crescimento tumoral uma vez que o organismo ao consumir mais
substratos apresentaria uma vantagem contra o tumor na competicao por nutrientes
(BACURAU, 1997). A musculatura esquelética € o principal sitio de utilizacdo de
glicose estimulado pela insulina e o transporte desta € um passo limitante. A
principal isoforma de transporte de glicose no musculo é o GLUT4 com
concentracbes menores também presentes de GLUT1, GLUT3 e GLUT5. Sob
condigdes basais o GLUT4 esta em estado quiescente em vesiculas citoplasmaticas.

Quando se realiza atividade fisica ou a insulina liga-se ao seu receptor de
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membrana, ocorre uma seérie de alteragcbes intracelulares que recrutam estas
vesiculas contendo GLUT4 para a membrana celular (Jessen and Goodyear, 2005).
Aqui, o musculo em exercicio anaerdbico, que utiliza o sistema glicolitico para a
rapida producao de ATP, seria entdo avido competidor. Porém, apesar de muito
estudada alguns pesquisadores n&do acreditam que o principal efeito do exercicio
decorra deste mecanismo de gasto de energia (HOFFMAN-GOETZ, 1994). A
dificuldade no estabelecimento preciso da relagao entre atividade fisica e resisténcia
ao cancer nao é surpreendente, devido a extensa diversidade de tipos de cancer e
de seus processos de iniciagado, progressdo e metastase, assim como a diversidade

de alteragdes provocadas pela atividade fisica.

Sabe-se que o exercicio regula o eixo neuroimunoenddcrino, aumentando a
sobrevivéncia e a qualidade de vida de pacientes com cancer (COSTA ROSA,
2004). Neste estudo o autor advoga sobre a hipétese da acao do exercicio sobre da
glutamina. A glutamina € um aminoacido essencial “condicional” que compde 20%
do total de aminoacidos plasmaticos e € produzida por diferentes 6rgaos incluindo a
musculatura esquelética, esta que € o maior produtor deste aminoacido e dispde
altas taxas dele na corrente sanguinea (NEWSHLOME et al.,, 1994 e 1996). A
glutamina é essencial para a divisdo e proliferacdo rapida de células do sistema
imunitario como linfécitos e macrofagos, utilizando grande quantidade do
aminoacido, mesmo em estado quiescente, sendo assim essencial para a regulagéao
do sistema de defesa. A demanda do musculo e outros 6rgaos pela glutamina
durante exercicio intenso, ou apds cirurgias, traumas, queimadura e outras doengas
acarreta um débito da glutamina fornecida pelo sistema imunitario que pode
temporariamente ter sua funcdo afetada (PARRY-BILLINGS et al., 1989, 1990 e
1992). Pesquisas mostraram as duas formas de resposta da glutamina durante o
exercicio: exercicio de curta duragao resulta em aumento da concentracdo da
glutamina plasmatica (POORTMANS et al., 1974), enquanto que apdés uma
maratona esta concentragdo cai em até 25% (CASTELL et at, 2003). Assim é
possivel que o exercicio de intensidade moderada podera garantir constante
concentragdo de glutamina plasmatica sendo benéfica durante condigbes como
caquexia oncologica (COSTA ROSA, 2004).
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O exercicio pode ser descrito como um tratamento anti-inflamatério, que
segundo Petersen (2007) pode ser mediado pela citocina IL-6 derivada do musculo,
a Miocina. A FIGURA 13 mostra como a resposta das citocinas ao exercicio difere
da resposta a infecgdes severas. Em infecgéo geral grave do organismo a cascata
de resposta de citocinas consiste de (em ordem) TNF-qa, IL-1p3, IL-6, IL-1ra, sTNF-R
e IL-10. As duas primeiras desta sequéncia sao produzidas localmente e tem
caracteristica pré-inflamatéria. Concentragdes fisiolégicas de IL-6 estimulam o
aparecimento na circulacdo das citocinas anti-inflamatérias IL-1ra e IL-10, porém
inibe a producdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a. A IL-6 é liberada a partir do
musculo durante o exercicio enquanto que este ndo é o caso da TNF-a. O aumento
da IL-6 plasmatica esta diretamente relacionada com a intensidade do exercicio,
duragdo, a massa muscular recrutada e a capacidade de endurance (FEBBRAIO et
al., 2002; PEDERSEN 2001 e 2003). Mesmo em exercicios moderados ha um
grande efeito na liberacdo da IL-6 muscular. Individuos jovens saudaveis praticaram
3h de extensdo de joelhos das duas pernas a 50% da sua capacidade de forga
maxima individual e numa faixa de frequéncia cardiaca moderada (113 -122 bpm),
mas isto foi capaz de induzir o aumento do RNAm de IL-6 em 16 vezes e aumentou
em 20 vezes a IL-6 plasmatica (FISCHER et al., 2004). Quando o mesmo modelo,
com mesma intensidade relativa a idade, foi aplicado em idosos saudaveis
sedentarios, 0 mesmo aumento de IL-6, liberada a partir da musculatura ativada, foi
observado (PEDERSEN, et al., 2004). Assim, o exercicio neste estudo pode ter
contribuido para a reducao de citocinas pro-inflamatorias a partir da liberagcéo da IL-6
muscular, consequentemente reduzindo a facilidade de crescimento da massa

tumoral.
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FIGURA 13 — Cascatas de citocinas liberadas na inflamagao e exercicio fisicos. Na
infeccdo, sepse (A), a cascata de citocinas nas primeiras horas consiste de TNF-q,
IL-1B8, IL-6, IL-1ra, sTNF-R e IL-10. A resposta aguda das citocinas ao exercicio (B)
nao inclui TNF-a, IL-1B, mas mostra marcado aumento em IL-6, esta que é seguida
por IL-1ra, TNF-R e IL-10. (Petersen et al., 2005, adaptado).

Leung et al., (2004), mostrou reducdo de 27% do crescimento tumoral e
significativa apoptose das células tumorais de pacientes com cancer de préstata,
submetidos a exercicio fisico moderado a intenso e, associou este resultado ao
aumento da proteina p53 na sinalizacdo no interior destas células. A proteina p53
eleva a concentracao das proteinas pro-apoptoéticas Bax e Bcl-2, levando a apoptose
das células tumorais. Observando a FIGURA 6 vemos que nao houve efeito aditivo
na reducdo do crescimento tumoral quando associada a suplementagdo ao

exercicio. E sabido que o butirato eleva as concentracdes de p53 nas células
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tumorais (MEDINA et al., 1997). Se o HMB tiver acao (ainda ndo comprovada)
similar a do butirato, entdo a suplementagdo e o exercicio moderado a intenso
estariam agindo na taxa de crescimento tumoral através da mesma via pro-

apoptotica de p53.

O estabelecimento da caquexia € detectado pela presenca de hipoglicemia,
hiperlacticidemia, hipertriacilglicerolemia, reducdo do conteudo de glicogénio
muscular e hepatico, e redugdo da massa corporal (PINTO et al., 2004). O
metabolismo basal do paciente com canceres malignos é aumentado em 50%
(CAMPS et al., 2006) e isto ndo é compensado devido a baixa ingestdo alimentar,
anorexia, além do comportamento “egoista” do tumor em crescimento, onde toda
energia do portador é utilizada para seu crescimento, tudo isso levando a deplecao
dos estoques de energia que o organismo possui. Nossos resultados configuram um
quadro caquético nos individuos demonstrando baixa glicemia plasmatica, baixo
conteudo de glicogénio hepatico, alta lactacidemia e triacilglicerolemia plasmaticos
(TABELA 2).

Uma vez que o treinamento e o HMB, isoladamente, tém capacidade de
reduzir a taxa de crescimento tumoral e caquexia, levantamos a hipotese de que a
combinacdao de ambos poderia ter efeito aditivo ou mesmo potencializador sobre o
crescimento tumoral e caquexia. De fato, a combinagao destas duas estratégias nao
causou nenhum dos efeitos hipotetizados (TABELA 2). A suplementagdo e o
exercicio fisico proposto neste estudo contribuiram para que a taxa de glicose
sanguinea fosse maior que do grupo controle SW em pouco mais que 25%. Porém a
associacao dos dois procedimentos nos animais nao teve efeito aditivo sobre a
glicemia. (FIGURA 7). Taxa elevada de consumo de glicose € uma das principais
caracteristicas do tumor sodlido, com finalidade de suprir suas necessidades
energéticas. Tumores solidos muito grandes tendem a ter um suprimento sanguineo
pobre e consequentemente hipoxia, e neste caso a glicose se torna o substrato
metabdlico predominante para a producdo anaerobica de ATP (WATERHOUSE,
1971). Consequentemente a gliconeogénese hepatica é estimulada na tentativa de
manter os niveis normais de glicose plasmatica, isto que é corroborado com os

dados apresentados na FIGURA 9, onde os grupos sedentarios portadores de tumor
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(SW, SHW) apresentam taxa significativa de redugdo no conteudo de glicogénio
hepatico quando comparados aos grupos sem tumor (S, SH). Interessantemente, os
grupos portadores de tumor exercitados tiveram menor conteudo de glicogénio
comparado aos grupos sedentarios S e SH (p<0,05), mas ndo quando comparados

aos grupos exercitados EX e EXH (p>0,05).

Dando sequéncia as alteragdes no ciclo de cori causadas pelo tumor, altas
taxas de concentracdo de lactato plasmatico foram encontradas nos animais
portadores de tumor neste estudo. Todos os animais sem tumor e os portadores de
tumor suplementados e/ou exercitados tiveram uma concentragcdo 52% menor que
0s animais portadores de tumor SW que nao foram submetidos a tratamento algum
(p<0,05). Corroborando com o estudo de Nunes (2005), a suplementagao de HMB e
0 exercicio de saltos contra-resistido foram eficientes em reduzir a concentracao
plasmatica de lactato produzida pelo tumor, e ainda similar ao estudo de Minuzzi
(2006), onde o mesmo protocolo de exercicio de saltos foi utilizado. O exercicio de
forca tem a propriedade de aumentar a captacédo e o transporte de glicose na
musculatura esquelética, adaptacdes estas restritas aos musculos recrutados na
atividade proferida (YASPELKIS et al.,, 2002). No estudo de Pessini (2003), ratos
foram submetidos ao mesmo protocolo de exercicio de forga utilizado neste estudo
e, a concentragdo aguda de lactato sanguineo foi de média de 14 mmol/L,
mostrando quao alta é a atividade glicolitica dos musculos para produgéo de ATP
neste exercicio. Neste mesmo estudo a concentragao aguda de lactato sanguineo
em animais suplementados com HMB foi de 10 mmol/L, indicando ac¢&o significativa
da suplementacdo de HMB na reducdo da acidose metabdlica induzida pelo
exercicio extenuante. E similar ao estudo de Caperuto (2006), a suplementagédo com
HMB, per se, foi eficiente em reduzir a liberagdo de lactato no plasma, produzido a

partir da atividade tumoral (p<0,05).
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6.0 CONCLUSAO

A suplementacdo com B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) na dose de
76mg/kg/dia e o treinamento de forca em meio aquatico, isoladamente, foram
capazes de reduzir a taxa de crescimento tumoral em ratos portadores do tumor de
Walker 256. Porém ao associar os dois tratamentos ndao houve efeito aditivo, o que
pode indicar a mesma via de acdo. Nos parametros que indicam instalagcao de
quadro caquético, a suplementacédo e o exercicio, isoladamente, foram eficazes em
manter niveis normais das taxas de glicemia e lactacidemia. A recuperagao do
glicogénio hepatico foi somente providenciada pelo exercicio enquanto que a
triacilglicerolemia foi reduzida somente na agao conjunta da suplementagao com o

exercicio fisico.

Portanto conclui-se que a suplementacdo com HMB e o exercicio de forga,
sem efeitos aditivos quando associados, tém efeito anti-tumoral, sendo de
importante contribuicdo para a recuperagao de individuos portadores da caquexia

oncoldgica.
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	RESUMO 
	Cachexia is a common feature of cancer patients and about 70% present body wasting which is responsible for 22% of death. Cachexia is characterized by intense catabolism of carbohydrate, lipids and protein stores. Physical activity has been demonstrated to prevent and treat several chronic diseases such as heart disease and cancer. Interesting, studies using protocol of strength in cancer is quite rare. This study aimed to investigate the effect of physical activity associated with 76 mg/kg/day of (-hidroxi-(-methyilbutirate (HMB) on tumor growth and cancer cachexia in Walker 256 tumor-bearing rats. Adult male rats were separated into 8 groups: sedentary (S), sedentary tumor-bearing (SW), exercised (EX) and exercised tumor-bearing (EXHW). The jump training consisted by six sets of 10 jumps in tank with water with overload equal to 50% of body weight with 1 minute of resting, four times a week during eight weeks. At the 6th week 3x107 cells in 1 ml of an ascitic tumor-bearing rat was inoculated in the right flank of the tumor-bearing groups. Then, 2 weeks later the rats were killed tumor withdrawal and blood collected for biochemical measurements of cachexia as well as liver. Data are presented as mean ± SEM and applied two way analysis followed by Bonferroni post hoc test taking p<0.05 as level of significance. Rats from SHW, EXW and EXHW presented a significant reduction of tumor growth (16.8 ± 1.7g; 17.7 ± 0.2g; 15.3 ± 1.8g, respectively) when compared to SW (30.2 ± 3.6g). SW presented hypoglicemia (82.17 ± 3.7 mg/dL), hyperlaticidemia (2.5 ± 0.24 mmol/L), reduced liver glycogen content (87.7 ± 1.1 µmol/g) e hypertriacylglycerolemia (121.8 ± 11.8 mg/dL) showing cachexia state. There was no difference in the lipoperoxidation rate between the groups (p>0.05 vs. SW). HMB supplementation as well as anaerobic physical activity in water environment both presented anti-tumoral effect reducing tumor growth rate. Physical training was able to restore liver glycogen content. When associated to HMB supplementation was also able to reduce hypertriacylglycerolemia. Our results suggest that the associaction of HMB supplementation with anaerobic physical activity in water environment did not present additive effect on tumor growth and cancer cachexia, except just hypertriacylglycerolemia. We hypothesize that they might share the same mechanism to caused these effects.  




