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Resumo

O crescimento continuo {fumoral promove profundas alteracbes
metabolicas no hospedeiro, levandeo-o a cagquexia e ao balanco nitrogenado
negativo. Varios estudos mostram que, tanic em pacientes como em animais
expenmentais, aminogcidos musculares podem ser muito solicitados e
importantes para o metabolismo tumoral. A leucina é um importante combustivel
metabdlicc da musculatura esquelética. A metionina, aminoscide essencial, é
utilizada no processo inicial de sintese protéica: e a proliferacdc de varias
céluias malignas € dependente deste aminoscide. Nosso obietivo & verificar ©
efeito da deficiéncia de metionina na dieta sobre ¢ crescimento tumoral, o efeito
protetor para ¢ hospedeiro afimentado com dieta suplementada com leucina e 2
somatoria desses procedimentos e seus beneficios. De acordo com o tipo de
dieta oferecida que correspondem normoprotéica (18% de proteina - C);
hipoprotéica (6% de proteina - D); isenta de metionina (18% de proteina e 0% de
L-metionina - M); alto teor de leucina (15% de proteina e 3% de L-leucina - L);
alto teor de leucina e isenta de metionina (15% de proteina, 3% de L-leucina e
0% de L-metionina - LM} e implante ou ndo do carcinossarcoma de Walker 256,
os ratos forarn distribuidos em grupos (nGimero minimo de 10 animais), a SegLir:
C-controle; CW-controle com tumor; D-desnufrido; DW-desnutrido com tumor; L-
excesse de leucina; LW-excessc de leucina com tumor, M-deficiéncia de
metionina; MW-deficiéncia de metionina com tumor; LM-excesso de leucina e
deficiéncia de metionina;, LMW-excesso de leucina e deficiéncia de metionina
com tumeor. Apés 22 dias, foram avaliadas as alteraces bioguimicas, ponderais

e alimentares, em animais portadores do carcinossarcoma de Walker 258
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Cbservamos, no grupe CW, todas as alteracBes caracteristicas do hospedeiro,
como redugac do ganho de peso, reducio da eficiéncia alimentar, e balango
nitrogenado negativo. Nos dados da composicdo corpérea  quimics,
apresentaram redugdo: do peso carcaga, da gordura corporal e da proteina de
carcaca; diminuicdo do teor de proteina sérica e do peso do figado. No grupo
restrigdo protéica com tumor (DW), observou-se balango nitrogenado negativo,
reducdc da porcentagem de gordura corpérea e do nitrogénio colageno e
aumento da absorgdo intestinal de metionina e glicose. Quiras variagdes
ocorreram decorrentes da restricdo protéica, e o peso tumoral foi reduzido
significativamente . A suplementacdo de leucina (3%) parece melhorar alguns
parémetros corporals dos ratos portadores de tumor (LW) em relac&o aos grupos
confrole (CW), como tendéncia ac aumento de massa corporea magra, da
proteina de carcaga, do peso relativo muscular e do teor de proteina sérica,
porém o crescimento tumoral mostrou-se semelhante ac grupo do CW. A
deficiéncia de metionina interferiu em aiguns parametros corporais de ratos sem
tumor (M), reduzindo o ganho de peso corpéreoc por dia, porcentagem de ganho
de peso, balanco nitrogenado, porcentagem de gordura e proteina sérica; nos
grupos portadores de tumor (MW), a deficiéncia de metionina parece intensificar
os prejuizos causados pela presenga do tumor, relacionados ac peso da
carcaca, porcentagem de gordura e demonstrando tendéncia a redugao da
proteina de carcaga, da massa corporea magra e do teor de proteina sérica;
contudo, demonstrou tendéncia 2 redugéo do peso tumoral. A associacdo entre
o excesso de leucina e deficiéncia de metionina causou, nos animais do grupo
LM, redug@o do ganho de peso corpbreo, do pesc de carcaca, da massa
corporea magra ¢ da proteina de carcaca e, nos ratos com tumor LMW, aiém

dos prejuizos citados anteriormente, houve reducio significativa do peso relativo




do muscuic. Por oulro iado, em ambos os grupos LM e LMW, observou-se
aumento do nitrogénio colageno, & o peso tumoral reduziu significativamente
neste grupc. Deste modo, verificarmnos que a deficiéncia de metioning néo se
mostrou eficiente na reducio efefiva do crescimento tumoral & a somatéria
dessas manipulacbes ndo corespondeu as expectativas, sendo eficaz somente
na redugao do peso tumoral, porém n&o oferecendo a asperada protecao &
carcaca do hospedeiro. Assim, concluimos gque apenas a suplementacdo de

leucina apresentou discreta protecio sobre a carcaga do hospedeiro.




Abstract

The tumor growth promotes great host metabolic changes, which
nduces cachexia, ancrexia, and negative nitrogen balance. Studies have been
shown that in cancer patients and animals the muscle amino acids can be
wasted 10 the tumor metabolism. Leucine is the most important oxidative amino
acid of skeletal muscle. Methionine, an essential amino acid, is utilized in protein
synthesis, and the neoplastic celis proliferation depends on this amino acids. Our
aim is to investigate the effects of methionine deficiency on tumor growth, the
protector effect on the host using leucine supplemented diet and the added effect
of these two proceeding and its benefits. Wistar rats were distributed in groups
(n=10}, according the diet offered which comesponded to normoprotein (18%
protein — C), hypoprotein (6% protein — D), without methionine (18% protein + 0%
L-methionine — M), leucine excess level (15% protein + 3% L-leucine ~ L),
leucine excess without methionine (15% protein + 3% L-leucine + 0% L-
methionine - LM); implanted or not with Walker 2568 carcinoma. The groups
were: C ~ control rats; CW tumor bearing rats; D - undemourished rats; DW —
tumaor bearing undemourished rais; M ~ rats feeding methionine deficient diet;
MW - tumor bearing rats feeding methionine deficient diet L — rats feeding
leucine supplemented diet; LW - tumor bearing rats feeding leucine
supplemented diet; LM — rats feeding leucine supplemented and methionine
deficient diet; LMW — tumor bearing rats feeding leucine supplemented and
methionine deficient diet. After 22 days of experiment, all the animals were
sacrificed and biochemical, body and nutritional analysis were made. We

observed body changes in CW group such as reduction in body weight gain, food
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efficiency, and negative nitrogen balance. Body composition analysis showed
reduction in carcass weight, body fat and protein: in CW group serum protein and
liver weight were reduced. DW group showed negative nitrogen balance,
reduction on body fat and collagen nitrogen and  high methionine and glucose
intestinal absorption rate; wmor weight was reduced in DW group. The leucine
supplemented diet tended to improve some body parameters in LW group
compared to CW group, such as slight raise of lean body mass, carcass protein,
muscle weight and serum proteins, in spite of having similar tumor weight as CW
group. The methionine deficiency induced body changes in rats, reducing body
weight gain, percentage of body weight, negative nitrogen balance, reduction on
body fat percentage and serum protein; in the tumor bearing groups MW, the
methionine deficiency seamed to intensity the changes induced by the tumor,
decrease in carcass weight, body fat percentage and slightly reduction on
carcass protein, iean body mass and serum protein, therefore this group MW
showed a decrease tendency in tumor weight. The association between leucine
excess and methionine deficient induced a reduction on body weight gain, and
carcass weight, decrease in lean body mass and carcass protein, and in tumor
bearing groups there was aiso high decrease on muscle weight. On the other
hand, both LM and LMW groups presented an increase on coliagen nitrogen and
a significant tumor weight reduction. On the bases of the results obtained, we
verified that the methionine deficiency could not be efficient to reduce the tumor
growth, and the association between the two diets manipulation (leucine excess
pius methionine deficiency) did not corespond to our proposes although this
association induced tumor weight reduction but did not protect the host wasting.

in conclusion, only the leucine supplemented diet showed tendency to protect the

host carcass.



INTRODUGAQ

O cancer ¢ considerade o maior assassino da histéria humana,
evoluindo tanio guanic o avanco iecnoldgico e industrial da humanidade. O
céncer parece surgir de dois diferentes tipos de carcindgencs. um consiste em
agentes que causam danos aos genes envolvidos no controle da proliferacdo e
migracao celular, e ¢ outro inclui os agentes que intensificam o crescimento
turnoral ou seus precursores (TRICHOPOULOS, 1986).

Evidéncias indicam que, nos EUA, a mortalidade por alguns tipos de
cancer como ¢ infantil, testicular, estomacal e cervical esta decaindo. Contudo o
namers geral de incidéncia dessa doenca vem aumentando no mundo inteiro,
sendc que os tipos mais freqlentes sio o mamario, puimonar, prostatico,
coldnico e retal (OLIVERIA ef af,, 1987).

Por outro lade, com o aumento de vida média populacional, a incidéncia
de mortalidade causada por cancer esta aumentando, devido & forte relacéo
entre cancer e a idade avangada (OLIVERIA et al, 1997). Além disso,
atualmente, o numero de pacientes portadores de cancer que sobrevive a
doenca & muito maior em relacdo acs anos 70, sendo gue a sobrevida a todos
os tipos de tumores &, em média, 25% mais alta (BUCHALA ef ai.,, 2001).

Entender sobre carcinogénese é 2 chave para o desenvolvimento
racional da prevencdo ao cancer (HECHT, 1897). A melhor forma de lidar com
qualquer doenga & através da prevencao e esta é a verdadeira particularidade
do cancer com todas as suas complexidades; as vezes, a prevencac toma-se
dificil, duradoura e dramatica, mas & a atitude mais importante a ser tomada
(WATTENBERG, 1997). A prevencdo do cancer possui dois estagios: o primeire

envolve 0 processo de carcinogénese como, por exemplo, o desenvolvimento e




a implantacdc de programas contra o fumo, um dos maiores carcinbgenos
atuaimente conhecidos; o segundo consiste na intervencéo para suprimir a
progressdo da fransformacdo celular para o estagio de manifestacdes clinicas
da doenga (ROSE, 1997). Um dos malores problemas da prevenclo desta
doenga € o desconhecimento de mais de 50% das causas (WATTENBERG,
1997).

Estudos epidemioibgicos awdiiam na dentificacio de importantes
fatores de risco, sendo que vém sendo implantadas medidas publicas,
objetivandc a prevengdc e o controle do cancer (OLIVERIA ef al, 1997). O
campo da epidemiologia molecular buscsa identificar riscos que podem levar ao
cancer, baseada em exposicdc individual e susceptibilidade hereditaria
(WARREN & SHIELDS, 1997). Outros estudos sugerem gque alguns
componentes da dieta podem estar atuando como agentes de prevencac ao
cancer e podem explicar as diferencas na incidéncia desta doenca em
populacdes que consomem diferentes dietas (GOODMAN, 1997).

Experimentos in vivo tém demonstrado que a intervencdo na dieta esta
associada ao retardo do crescimento tumoral e ao proiongamento do periodo de
laténcia do aparecimento de tumores palpaveis, levando a inibic&c da incidéncia
de tumores (TELANG ef a/., 1897).

Os efeitos danosos da ingestdo de altas quantidades de gorduras e
deficiéncias nutricionais especificas no desenvolvimento do cancer so bem
conhecidos. Os beneficios de reduzir o teor de gordura da dieta e ingerir mais
fibras s&o tao importantes guanto outros macro e micro nutrientes na prevencao
do cancer. A inter-relagdo da dieta gordurosa e fibrosa, os efeitos das

vitaminas, sais minerais e nutrientes antioxidantes nas varias fases do HOCesso




carcinogénico $&80 importantes dreas de pesquisa na tentativa de identificar &,
entdo, eliminar, reduzir ou modificar agentes em comidas preparadas, podendo
contribuir para eticlogia do cancer (EL-BAYOQUMY ef ai., 1807).

O consumo de frutas e vegetais vern sendo mostrade como redutores
no risco da incidéncia de varios tipos de cancer, principaimente de colon
Produtas animais e gorduras saturadas estdo sendo associados ao aumenio da
incidéncia de cancer de cdlon e préstata. A alta ingestic de sal e o fumo
aumentam ¢ surgimento de cancer estomacal. A ingestdo de bebidas quentes
{habitos caracteristicos de algumas regides) pode estar associada ao céncer de
esbfago. Estudos tém indicado que componentes quimicos carcinogénicos,
como aminas heterociclicas, hidrocarbonetos policiclicos e nitrosaminas,
formados durante o processo de cozimento, podem estar relacionados a
algumas formas de cancer. O alcocl, mesmo ndc sendo considerado
carcinogénico em estudos laboratoriais, pode ser considerado um intensificador
de varios tipos de cancer, incluindo o céncer de figado, da cavidade oral, do
trato digestivo e, provavelmente, o mamario (OLIVERIA et al., 1997).

As dietas gordurosas podem ser consideradas como fator de risco na
auséncia de fatores protetores como a ingestdo de alimentos fibrosos. A taxa de
mortalidade por cancer de colon € menor nas regides onde ha o predominio no
uso de Gieo de oliva (gordura insaturada) € em areas onde ¢ consumo de peixes
e outros frutos do mar s8o comuns. A dieta calbrica também aumenta o risco de
cancer de colon, independentemente do teor de gordura da dieta (EL-
BAYOUMY ef af, 1997).

A dieta fibrosa afeta a microfiora intestinal, modificando tanto

capacidade metabolica como a sua composicdo, alterando os produtos da




quebra de polissacarideos, gorduras e proteinas no intestino. Estes produtos
podem agir como promotores e/ou inibidores de tumores do célon, dependendo
do tipo de fibra (EL-BAYOUMY ef af, 1997). Assim, a dieta fibrosa pode
interferir nas toxinas soluveis e acidos biliares, no aumento da massa fecal, na
produc&o de carcindgenos pela flora intestinal, e na producic de acidos Graxos
de cadeias curtas, através do processo de fermentacio (BERTAGNOLLI ef af,,
1987).

As dietas gordurosas podem produzir aitos niveis de acidos biliares e
aumentc da concentracdo de Acidos graxos no intestino, podendo resultar na
promogdo de tumor. As gorduras originam ¢ aumenio de DAG {diaciiglicerol),
importante molécula na ativacdo celular, no idmen do cdion. Além disso, podem
ocorrer mutagSes produzidas por aminas heterociciicas resultantes da fritura de
cames vermelhas. Por outro lade, as frutas e as verduras contém derivados que
atuam como indutores de enzimas desintoxicantes ou como inibidores diretos da
carcinogénese, além de possuir substéncias anti-oxidantes moduladoras do
acido aracddnico (BERTAGNOLL! ef al, 1997).

Apareniemente, é o excesso de proteina total na dieta ou sua
adequabilidade, indicada pelo balange da aminoécidos, gue atua aumentando a
incidéncia de tumores espontaneos observados em roedores. Algumas
evidéncias sugerem que proteinas afetam tanto a fase de iniciacdc como ©
crescimentc subsequente dos tumores (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1982).

O tumor ou neoplasma & formado por células que escapam do
processo reguiatoric & passam a crescer e dividir-se de maneira descontrolada.

Estas células ndo seguem a taxa normal de divisdo celular do tecido originario,




nem possuem fungdo determinada.  Os tumores podem ser benignos ou
malignos, onde ¢ Uitime difere do primeiro por mostrar crescimento flimitado,
podendo disseminar-se para os tecidos vizinhos, por metastases. Para tanto, as
celulas cancerosas possuem caracteristicas muito peculiares como ahteracbes
morfolbgicas, perda da inibigdo por contato (formando camadas), propriedades
imunciogicas diferentes (antigenos especificos tumorais), maior & mais rapida
captacio de glicose, utilizagdo do metabolismo anaerébico (glicdlise acelerada e
alta secrecio de Aacido latico) e citoplasma indiferenciado (organeias mal
desenvolvidas, mudancas degenerativas, inclusdes citoplasmaticas) (BORGES-
OSORIO & ROBINSON, 1983).

O crescimenio continuo tumoral promove profundas alteracdes
metabdlicas no hospedeiro, levando-c & caquexia e ao balance nitrogenado
negativo. Os ratos portadores de carcinoma de Walker 256 mostram um
decréscimo da massa corpdrea magra com o aumento do tecido neoplasico
acompanhado pela degradacdo protéica dos tecidos hospedeiros. A reducdo da
massa corpérea magra pode ocorrer fanto pela reduco da sintese como pelo
aumento da degradac&o protéica, ou ambos (GOMES-MARCONDES ef af,
1968).

Em recente experimento, verificou-se gue o aumento na oxidacdo da
leucina em animais poriadores de tumor pode estar relacionado com a demanda
de ambos os tecidos, musculatura esquelética e tumor, contribuindo para o
furnover de aminoacidos (VENTRUCCI et af,, 2001).

As variacSes causadas pelo tumor s@ic mais pronunciadas em animais

jovens comparados aos animais aduitos (GOMES-MARCONDES ef af, 1998).




Segundo SAUER & DAUCHER (1983), as células neopldsicas na
deficiencia de substrato energético (glicose) utilizam outros  substratos
energéticos como alanina, glutamina, acido lactico, convertidos em giicose via
Ciclo de Cori e, também, corpos cetbnicos.

DEL MONTE ef a/. (1983} e GOLD (1974), estudando ratos com tumor,
evidenciaram gue o aumento de muitos tumores levava 3 hipoglicemia,
diminuicde do nivel de insulina no plasma e zo aumento no processo
gliconeogénico. Varios estudos mostraram, tantc em pacientes como em
animais expernmentais, gue amincadcidos musculares podem  ser muito
solicitados para o metabolismo tumoral. Segundo esses mesmos autores, um
dos efeitos sistémicos do crescimenio tumoral é a deplecdo da proteina
muscular, que & decorrente do aumento da degradagio e diminuicdo de sua
sintese (GARLIK & MCNURLAN, 1994; LIMA-GONCALVES et al, 1987
TAYKEY, 1996).

Ratos portadores de hepatoma de Yoshida AH-120 mostraram gue a
presenca desse fumor causou alteragbes nas concentracbes totais de
aminoacidos, resultando no aumento das concentragbes de glicina e alanina e
decrescimo nas concentragbes de proling, valina, tirosina, lisina, histidina,
arginina e, principalmente, glutamina (GARCIA-MARTINEZ et al.. 1985). Por
outro lado, estes mesmos autores relataram, em estudos anteriores, que a
administragéc de fumor necrosis factor promoveu aumento de protedlise na
musculatura esquelética de ratos normais (GARCIA-MARTINEZ et al., 1983
TAYKEY, 1996).

GOLDBERG ef ai. (1978) e KREBS ef al (1975) mostraram que 3

leucina € um importante combustivel metabdlico da musculatura esqueletica.




Em situagbes onde hé aumento da oxidacio da feucina, hd uma diminuicao
correspondente na liberagdo de alanina pele musculo esqueiético {KARL ot &/,
1976).

Alguns autores consideram que o aumenic da texa de protedlise
muscular esquelgtica tem como funcéo primordial fomecer aminodcido para a
sintese de glutamina no miscuio, que sera utilizada pelas células necplasicas
(FURST ef 2, 1989). A taxa de liberacdo de giutamina de muscule isolads foi
significativamente aumentada na caquexia em ratos portadores  do

carcinogsarcoma de Walker (PARRI-BILLINGS ef al,, 1991). Alguns trabalhos

mostraram elevada oxidagho de jeucina [14C] em musculo gastrocnémio e
hemidiafragma de ratos com carcinossarcoma de Walker, em relacdo a dos
animais pair-fed (GOODLAD & CLARK, 1980; SIDDIQUI & WILLIAMS, 1989). A
glutamina, aminodcido mais abundante no piasma, é ativamente utilizada e
oxidada peias células tumorais i vitro, sendo precursora da sintese de varios
aminoacidos, purinas e pirimidinas nas células necplasicas (LUQUE ef al,
1990; SAUER & DAUCHY, 1990).

Os trabalhos de MEDINA & CASTRO (1990) e NEWSHOLME (1 900)
mostram que as ceélulas neopldsicas possuem alto fluxo glicolitico e
glutaminolitico. Em aiguns tipos ceiulares, a glutamina afeta a taxa de consumo
€ oxidagac da glicose e vice-versa. LUQUE et a/. (1990) verificaram que céluias
do tumor de Erlich apresentam taxa de glicdlise elevada, devido ac grande
consumo de glicose e produgdo de lactato; a adicdio de glutamina ac meio de
incubagao reduziu esta taxa.

YUDKOFF ef al. (1994), estudando astrocitos em cultura incubados

com leucing {15!\1} , verificaram que a transaminacdo de leucina & 17 vezes




maior que a oxidacdo de leucing, sendo esta a maior fonie de nitrogénio do
glutamaio.

Experimentos in vivo, realizados com ratos portadores de tumor sdlido,
indicam que a maior parte dos aminoacidos plasmaticos & utilizada pelo tecido
neoplasico, tanto para 0s seus processos de sintese, como de oxidacao
{MEDINA & CASTRO, 1990; SAUER ef a/, 1982).

A metionina, aminoacide essencial, & utilizada para o processo inicial
de sintese protéica (OGIER ef al, 1993). A proliferacic de vérias células
malignas & dependente de metionina e, em meio de cultura livre de metionina, 3
profiferaco destas células interrompe-se na fase S/G1 de divisdo celular
{HOFFMAN, 1982).

GUC et al (1993) mostraram que dieta deficiente em metionina
promoveu aumentc da sobrevida de camundongos portadores de tumor
Yoshida. YOSHIDA et al. (1995) demonstraram que dieta parenteral isenta de
metionina, em ratos portadores de hepatoma AH109A, promoveu reducio do
peso deste tumor. Entretanto, os autores relatam que a sintese de proteina
tumoral néc se alterou, provaveimente, pela producio de metionina endégena,
mas a protedlise tumoral estava aumentada nestes animais, levando a
conclus8o que foi o aumenic do catabolismo protéico tumoral que,
provaveimente, contribuiu para 0 seu menor crescimento.

POIRSON-BICHAT ef al. (1997 a, b) demonstraram que a deficiéncia de
metionina causou inibicdo da proliferacido de células de glioma in vitro e
provaveimente exerceu um efeito anti-fumoral sobre essas células.

Em decorréncia desta mobilizacdo de substratos energéticos, & sabido

que, freqlientemente, o crescimente neoplasico desencadeia perda de peso do




hogpedeiro, levando, com isso, ao estado caquético do paciente ou animal
experimental (GOODLAD & CLARK, 1981; STEIN, 1978; FIELDS ef al., 1982;
LUNDHOLM ef af., 1882, TESSITORE ef a/, 1993).

Com o continue crescimento neoplasico, o organismo hospedeiro
desenvolve balango nitrogenado negativo. Em muitos casos, a massa corporal
magra de ratos portadores de carcinoma decresce em proporcdo direta ao
aumento da massa neoplésica (BECK & TISDALE, 1989).

GONCALVES ef al. (1993} observaram que, na presenca do fumor
maligno, a excrecdo de nitrogénio fecal corespondeu a 78%, enquanto que nos
ratos confroles esta excrecdo foi de 57%, sugerindo evidente balanco
nitrogenado negativo.

STEIN (1978) expbs que o individuo em jejum prolongado adapta-se a
este estado, reduzindo, de forma significativa, a perda de massa protéica
corpdrea, passando a canalizar acidos graxos e glicero! para o seu metabolismo
energético; o paciente com céncer perde essa capacidade de adaptac3o,
perdendo, dessa forma, quantidade consideravel de massa protéica corpdrea.
Mais de 80% dos pacientes hospitalizados com neoplasia apresentam
desnutric8o protéico-calérica, sendo a caquexia a causa mortis mais freqiente
(NIXON et ai., 1988; STALLION ef al., 1993; WOLF of a/, 1993).

Segundo BECK & TISDALE {(1987), ha deplecdo da gordura corporal,
aumento de aminodcidos no musculo, particularmente da leucing, valinag e
isoleucina. Segundo GOLDBERG & CHANG (1978), a leucina é oxidada em
acetil CoA, que ¢ utilizada como substrato energético para o muscuio.

TORRES ef al. (1993) observaram que a oxidac&o da valina, pelo

musculo soleo de ratos, foi estimulada pela suplementacéo de leucina na dieta.
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C entendimento do metabolismo de aminoacidos g2, am parlicular, o
transporte de aminoacidos podem melhorar projetos experimentais futuros e
testar a eficacia da manipulagio nutricional dos aminoacidos e seus efeitos ao
componente central (JAKEMAN, 1998).

Segundo McNURLAN ef af. (1984}, a nutrigao parenteral, contendo 0,2g
de nitrogénio/Kg de peso corpbreo e enriquecida com 30% de aminoscidos de
cadeia longa, foi menos efstiva do que a nutrigo intravenosa convencional.

BOLUFER et al. (1986) sugerem gue o aumento total na absorcao da
leucina e da cicloleucina, pelo jejuno em ratos com resseccao intestinal, foi
decorrente da alta  concentragdo de metionina efou do aumenio da
permeabilidade epitelial desses animais. Por outro lado, THOMPSON ef al
(1994) verificaram que a menor taxa de absorcdo de nutrientes, em ratos com
ressecgdc do ileo e iradiagdc abdominal, estava associada 3 dindamica
morfologica do intestino.

Além disso, pesquisas realizadas com ratos com diferentes idades
mostraram que a absorgéo de L-fenilalanina e L-friptofano foi significativamente
reduzida no jejuno desses ratos. Estes estudos relataram, também, que havia
ligeiro decréscimo na captacio destes aminoacidos no jejuno, em ratos com 12
meses, quando comparados com ratos de 6 meses, sugerindo gue a diminuicdo
da absorgéo possa ser um processe continuo com a idade (NAVAD ef af, 1988;
VINARDELL, 1992).

Trabalhos utilizando técnicas in vivo, em ratas, informaram gue o valor
de k {constante de transporte} do L-triptofanc e L-fenilalanina foi baixo em
animais jovens (6 meses), comparados com aduitos {12 meses) e velhos {27

meses). Outro estudo in vivo, realizado pelos mesmos autores, avaliou gue




i1

existe baixa afinidade para o iransporte de L-glicina, L-alanina e L-lisina, em
ratos mais velhos comparados com animais aduitos e jovens. Em contraste, ha
alta afinidade para o iransporte por L-eucina e L-arginina em ratos velhos

comparados com ratos adultos (PENZES & BCROSS, 1974; VINARDEL, 1992).
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OBJETIVOS

Tendo em vista a abordagem bibliogréfica acima descrita, sabemos que
0s aminoacidos musculares sdo largamente solicitados e importantes para o
metabolismo tumoral; a metionina apresenta importante papel no processo
inicial da sintese protéica e na proliferacdo de varias células malignas,
enquanto a leucina € um importanie combustivel metabdlico da musculatura
esquelélica.

Esie trabalho tem por objetive verificar o efeitc da deficiéncia de
metionina na dieta sobre ¢ crescimentc tumoral, ¢ efeitc protetor para o
hospedeirc alimentado com dieta suplementada com leucina e a somatéria
desses procedimentos e seus beneficios, avaliando, assim, provaveis alteracdes

bioquimicas, ponderais e alimentares, em animais portadores do

carcinossarcoma de Walker 258,
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MATERIAIS E METODOS
1. Animais
No presente trabalhe foram utilizados 122 ratos Wistar, adultos {90 a
100 dias de idade), com peso corpdreo médio de 300g, fomecidos pelo Biotério

Central da Universidade Estadual de Campinas.

Os animais foram mantidos em ciclo de fotoperiodo de 12h clare/12h
escuro, a 22:«2°C, no Biotério do Laboratéric de Cancer e Nutrico do
Departamento de Fisiologia e Biofisica,da Universidade Estadual de Campinas.

2. Modelo Experimental

Us animais foram distibuidos alestoriamente em 10 Qrupos
experimentais, com nimero minimo de 10 animais por grupo, a saber:

Grupos sem implante tumoral:

C - ratos submetidos a dieta normoprotéica

D - ratos submetidos a dieta hipoprotéica

L - ratos submetidos a dieta com alto teor de leucina

M - ratos submetidos & dieta com deficiéncia de metionina

LM - ratos submetidos 3 dieta com alto teor de leucina e deficiéncia de
metionina

Grupos com implante do Carcinossarcoma de Walker 256:

CW - ratos submetidos 2 dieta normoprotéica

DW - ratos submetidos 3 dieta hipoprotéica

LW - ratos submetidos a dieta com alto tecr de leucina

MW - ratos submetidos & dieta com deficiéncia de metioning

LMW - ratos submetidos 2 dieta com alto teor de leucina ¢ deficiéncia de

metionina
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3. Composicio das Dietas

A composicdo das dietas, segundo REEVES et al, {1993), estd
apresentada na Tabela 1, onde todas as dietas sdc isocaléricas e
correspondem a dieta C: dieta normoprotéica (18% de proteina); dieta D: dista
hipoprotéica (6% de proteina); dieta M: a dieta isenta de metioning {(18% de
proteina e 0% de L-metionina); dieta L a dista com alto teor de leucina {15% de
proteina e 3% de L-leucina); dieta LM: a dieta com alto teor de leucina e isenta
de metionina (15% de proteina, 3% de L-leucina e 0% de L-metionina).

4. Implante Tumora}

As celulas tumorais foram obtidas do carcinossarcoma de Walker 2586,
provenientes da linhagem obtida do Banco de Tumores Chist Hospital Line,
Arthur D'Litle, EUA. As células neoplasicas utilizadas foram cedidas ao
Departamento de Fisiologia e Biofisica da UNICAMP, pelo grupo de Metabologia
Cirdrgica da Faculdade de Medicina da USP.

O implante das células tumorais foi feito no tecido subcutineo da
regi@o dorso-lateral direita do rato, de acordo com técnica padronizada por
GOMES et a/. (1983). O nimero de células implantadas foi de 250.000 em 0,5
mL por indculo.

Os animais dos grupos C, D, L, M e LM receberam inoculacdo de 0,5

mL de solugao fisiolégica a 0,9% no tecido subcutaneo do flanco direito.
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TABELA 1: Composicdo das difersntes dietas semi-purificadas contendo 18%

de proteina na dieta normoprotéica C e 6% na dieta hipoprotéica D.

DIETA ¢ | DIETAD | DIETA M | DIETA L | DIETA LM

Keal {100g de dieta) 4055 4087 405,5 387.3 440
Carboidrato 85% 77% 85,4% 80% 63,5%
Proteing® 18,2% £,5% 17,8% 18.7% 18,3%
Gordura 7% 7% 7% 7% 7%
AMIDC 3955 444 5 39875 3875 2975
DEXTRINA 154 4 178 157 122 148
ACUCAR 100 149 100 90 a0
FIBRA CELULOSE 50 50 50 50 50
MISTURA DE SAIS ¥ 35 35 35 35 35
MISTLIRA DE VITAMINAS © 10 10 16 10 10
COLINA 2.5 2,5 2.5 2.5 2,5
OLED DE 804 70 70 70 70 70
CISTINA 8,7 2,2 6,7 57 57
ALANINA 45 1,5 48 3,9 38
ARGININA, 8.4 2.1 84 5.4 54
AC. ASPARTICO 12,2 4,1 12,2 10,4 10,4
AC. GLUTAMICO 36,3 12,1 36,3 30,9 309
GLICINA 32 1,1 3,2 2,7 2.7
HISTIDINA 48 1,5 48 38 38
ISO LEUCINA 8,5 28 8,5 7,2 7.2
LEUCINA 15,4 51 15,4 454 454
LISINA 13 43 13 11,1 11,1
METIONINA 45 15 3,8

FENIL ALANINA 8,8 2,9 88 7.5 75
PROLINA 20,5 6,8 20,5 17,5 17,5
SERINA 9,7 32 6,7 8,2 8,2
TREONINA 87 2.2 8,7 57 57
TRIPTOFANO 2.1 07 2.1 1,8 1,8
TIROSINA 9,3 3,1 9,3 7.9 7.9
VALINA 10 33 10 85 85

Dietas isocalbricas. Legenda: a. teor de proteina foi determinado pelo método de
microkjeidahl (ALBANESE & ORTO, 1963); b. ROGER & HARPER (1965); . MILLER of

al, (1962}
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5. Procedimento Experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas metabélicas para coleta de
urina durante todo ¢ periodo experimental. As dietas semi-purificadas foram
colocadas em recipientes especiais evitando, desta mansira, 2 contaminagao
por urina e fezes, possibilitando a avaliacdo e mensuragdo da ingestéo de
alimentos didria em 22 dias de experimento.

Foram efetuadas irés medidas semanais do peso corpbreo. peso da
Carcaga, que corresponde a0 peso corpirec menos © peso do tumor, ingestao
alimentar e coleta de urina, para andlise do balanco nitrogenado. Os animais
foram submetidos & perfusdo intestinal no periocdo pré-agdnico, sendo
anestesiados com Nembutal (100mg/Kg de peso), via peritonial. O sangue foi
coletado por puncao cardiaca, para posterior analise bioguimica do soro. O
sacrificio ocorreu a partir da superdose do anestésico.

Para determinagéo da composigdo corpérea quimica da carcaga, foram
retirados o trato gastrointestinal (figado, estbmago e intestinos) e o musculo
gastrocnémio esquerdo de todos os animais; no caso dos animais portadores do
carcinossarcoma de Walker 258, o tumor foi extirpado. A carcaca, sorc e tecidos
coletados foram ammazenados em freezer a -20°C.

® Observacdo: o grupc LMW apresentou probiemas durante o
pericdo experimental, nfc completando o tempo experimental previsto.
Decorrente deste imprevisto, foi possivel apenas obtencéo de soro de um dnico
animal para andlise dos teores de glicose e proteina total sérica, ndo sendo

realizada a perfuséo intestinal neste grupo e do seu respective controle (LM).




17

8. Perfusio intestinal

A perfusdo foi realizada através da canulagac do intestino deigado.
Duas canulas foram utilizadas, sendo uma colocada no imen do duodeno e
outra no ilec. O segmenio intestinal foi lavado primeiramente com solucdo de
Hanks & temperatura de 37°C; apos sutura da parede abdominal, a perfusac
intestinal foi feita através de bomba peristaitica, com fiuxo de 0,5 a2 1.0
mi/minuto. Apds 30 minutos de equilibrio, foi iniciada a coleta das amostras do
perfusado para o estudo da funclc intestinal, controlando e mantende z
temperatura do liquide perfundide a 37°C. Foram administradas as solucdes de
glicose a 138,7umolil., metionina a 167, 5umol/L e leucina a 190,8umol/t., por 3
minutos, coletando-se 3 amostras de cada solugo. A glicose e os aminoacidos
{metfionina e leucina) perfundidos foram determinados por colorimetria; a
metionina, segundo métode de McCARTHY & SULIVAN (1941}, a leucina,
segundo ROSEN (1957) e a glicose, segundo método de TRINDER (1969).

7. Determinacdes Bioguimicas

a. Dosagem de nitrogénio tota! das dietas e urina foi determinada,
segundo ALBANESE & ORTO (1963). Neste trabalhc foi analisado o balanco
nitrogenado estimado que corresponde ao nitrogénio total ingerido menos o
nitrogénic total excretado, foi considerado apenas nitrogénic urinério.

b. Dosagens séricas:
= Para determinacdo da glicose sérica foi utilizade método colorimétrice, por
glicose oxidase, segundo TRINDER (1969).
» Para determinacdo do teor de proteina total sérica foi utilizado o métado

colorimeétrico segundo HENRY (1674).
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¢. Proteina total de carcaca foi analisada apés digestdo da amostra de
carcaga com NaOH 1N e determinada colorimetricamente com Comassie
Brifiiant Blue G-250, segundo micrométodo de BRADFORD (1976).

d.  Composiglo corpbrea quimica foi determinada, segundo maiodo
padronizado pelo grupo de Metabologia Cirdrgica do Departamento de técnica
Cirdrgica da Faculdade de Medicina USP. A metodologia da composicao
corporea quimica avaliada esta descrita a seguir
i) Teor de agua: para obtencdo da quantidade de agua na carcaga do animali,
secou-se a carcaca, sem o trato gastrointestinal, durante o periodo minimo de
48 horas, a temperatura de 50+85°C, até atingir peso constante. Por diferencga do
peso fresco e do peso seco obteve-se a quantidade de agua.
iy Teor de gordura: apds a secagem da carcaga, esta foi colocada em exirator
de sox leht para exiragfo de gordura com éter de petrélec (PF 30° & 80%, por
um periodo minimo de 48 horas; por diferenca de peso do material seco com
gordura menos o peso do material sem gordura obteve-se a quantidade de
gordura.
iy Teor de nitrogénio coldgeno: uma aliquota da carcaca seca e
desengordurada sofreu tratamento com soda (NaOH, 2N), acido tanico a 5% e
acido sulfurico 2N (SPENCER ef al,, 1937); apds este procedimento, a amostra
foi analisada quantc ao teor de nitrogénic, utilizando-se digestic acida e
colorimetrica (digestdo com H2S04 e sulfato de potassio e colorimetria com

reativo de Nessler), segundo método de microKjeldahl (ALBANESE & ORTQ,
1963).
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8. Analise Estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrac da
média. A analise estatistica ulilizada foi Kruskal-Wallis ndo paraméitrico, seguido
do teste Dunns para comparagio enire as médias (WOOLSON, 1987 GAD &

WEIL, 1984). Diferencas significativas foram consideradas para p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAD

1. Evolucdo didria do ganho de pesc corpéreo, Porcentagem de

ganho de peso corpdrec, ingestiio alimentar, Eficiéneia alimentar, Balanco

nitrogenado ¢ Peso tumoral

A gvolucdo do ganho de peso corpérec do grupc C mostrou-se

progressiva e constante durante todo o periodo experimental apresentando
média do ganho de pesc em cerca de 2,5g/dia. O ganho de peso por dia
mostrou-se reduzido nos grupos D (70%), L (99%), M (222%) e LM {163%),
quando comparamos ao grupo controle C. O grupo CW, portador do carcinoma
de Walker 256, apresentou decréscimo do ganho de peso por dia em relacdo ao
seu respectivo grupo controle C (cerca de 90%). O mesmo foi verificade nos
grupos DW e LW, porém ndo estatisticamente significativo. Ao COMPArarmos os
grupos portadores do carcinoma de Walker 256, verificamos que © grupc CW
mostrou maior ganho de peso por dia em relagdo aos grupos MW e LMW 8
vezes menor aproximadamente)}, como pode ser observado na Figura 1' e
Tabela 2 (apéndice).

Os grupos tratados com dietas diferentes 2 normoprotéica

apresentaram decréscimo da porcentagem de ganho de peso corpérec em

relagao ac grupo controle C, D e L {aproximadamente 24% menor;, M e LM
{cerca de 32% menor), quando comparamos as diferentes dietas. Comparando
0s grupos portadores do carcinoma de Walker 256 com seus respectivos grupos
controle, observamos que CW apresentou decréscimo em relacéo ao C (cerca

de 25%), DW reduziu {cerca de 8%) em relacdo ac D, e M reduziu {cerca de

! legenda: C-controle; CW-controle com tumor, -desmutrido, DW-desnutrido com tumor, E-excesso de leucing,
LW-excesso de leucina com tumor, M-deficiéneia de metionina, MW.deficiéncia de metioning com wmor, LM-
excesso de leucing € deficincia de metioning, LM W-excesso de leucina e deficiéncia de metioning com turmor.




5%) em relag@o ac MW. O grupo LMW apresentou decréscimo, guando
comparado aos grupos CW , DW e LW (cerca de 10% de reducdo); o grups MW
apresentou reducdo em relagdo ac grupe CW (cerca de 7%), guando

analisamos os grupos portadores do carcinoma de Walker 256 (Figura 2% e

Tabala 3 apéndice).
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Figurs 1: Ganho des peso por dia dos diferemtes grupos experimentais. MNimero minime de 10
amimals por grupo. Diferencas estafisticas: 2 comparscio dos diferentes esquemas mutricionais
com ¢ grupe coptrole. p<0.05; b comparagfo dos grupos podadores de tumer com os
Tespectivos grupos sam hunor, p90.03%, o comparagio enfre os diferemies grupos portadores de
wmor. p<0.03
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Figura 2: Porcemtagem de ganho de peso dos diferemies grupes experimentais. Nimero minimo
de 10 animais por grupo. Diferengas estatistiess: a. comparagho dos diferemies 2SquUSMaS
sutricionais com o grupo conrole, p<G.05: b. comparaghio des grupos portaderes de tumor com o8
respectivos grupos sem fumor, p0.85; ¢ comparagio enire os diferemies rupos portadorss de
tummor. p0.03

Segundc SANTOS (1990), as proteinas participam de todos os

processos vilais e o© oritdric basico seguido para o estabslecimento do

- + - - 3 be

“ Legenda: C-controle;, CW-conirole comn hmnor, Bedesnutride, DW-desnutrido com tumoer, Leexcesso de leucing,
LW-gncesso de leucing com fwmor, M-deficiducly de metioning, MW-deficiéneis de metionina com tumor, LB
excesso de lencing e deficifncia de metioning, LMWe-excesso de leucing e defisiéneia de metioning com fumor,
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requerimento minime de proteina € a de perda obrigatéria de nitrogénio pelos
individuos atraves de dietas aproteicas. A diminuicac de peso corporal, devido &
perda de tecidos, pode ocasionar a desnutricio.

Aminoacides musculares geram energia para o misculo e parz o resto
do corpo, utilizando g via glicolitica do figado. Se existe ma nutricio, as reservas
recertes do muscuic esquelético s&o exauridas e as proteinas viscersis sdo
mobilizadas para a producio de combustivel.

A prioridade maxima da utilizagio de aminoacidos inclui a formacao de
hormdnios, manutencdo do sistema imune e sintese de proteinas viscerais e
circulantes (CROCKER of af, 1983).

Segundo PUCHALA ef al. (1897), a metionina est& envolvida em muitos
processos, mas, provaveimente, sua importdncia maior € de iniciar 3 sintese
protéica. Este aminoacido deve ser ingerido na dieta, sendo exclusivo percursor
da S-adenosilimetionina (doadora primaria de metionina). LimitacOes da ingestao
de metionina podem ocasionar severo retardo do crescimento e do ganho de
peso. Em nossos resultados observamos valores de eficiéncia alimentar dos
grupes M e LM semelhantes aos do grupo C (Figura 4°), porém houve
decréscimo acentuado do ganho de peso corpérec nos animais destes mesmos
grupos (M e LM) (Figura 13).

GRIMBLE & GRIMBLE (1998) observaram que animais alimentados
com dietas deficientes em metionina sofreram perda de peso profunda ou
retardo do crescimento, como observado em nossos resultados {Figura 1 e 2).

Segundo GRIMBLE & GRIMBLE (1998), a homocisteina e grupos metil

3 Legenda: C-controle, TW-controle com tumor, D-desnutrido; DW-destotrido com tumor, L-excesso de leucing,
LW-excesso de leucina com tumor; M-~deficiéncia de metioninag, MW-deficiéncia de metionina com tumor, Lb-
excesso de leucina e deficiéncia de metionina, LMW excesso de leusing e deficiéncia de metionina com hmmor,
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adicionados na dista, na forma de colina, recuperaram o crescimenio nomal,
pois ocorreu sintese de metionina através da remetilacio da homocisteing via S-
adenosiimetionina.

Na céluia, a tansformacdo de homocisteina em metionina, envolve
uma série de reacbes enzimaticas dependentes de vitamina Be & By, podendo
ser também convertida em cisteina. Os niveis de homocisteina variam com
diversos fatores como idade, deficiéncia de vitaminas e predisposicdo genética
(ALTHAUSEN & PASCHEN, 2000).

GOODMAN & GOMEZ (1987), em experimentos com ratos, observaram
reducdo no consumo de dietas livres de proteina comparada & dista completa.
Em nossos estudos, os animais dos grupos M e LM apresentaram tendéncia ao
decréscimoe da ingestio alimentar, como pode ser observado na Figura 3°,

A guebra e a sintese de proteinas ocorrem em proporcdo equivalente,
deste modo o balango nitrogenado tende ac equilibrio em condicdes normais de
saude e ingestdo de dietas adequadas. Quando a oferta de nitrogénio ¢ limitada
ou ausente, este equilibric & alterado para suprir a demanda, e o balanco
nitrogenado pode tornar-se negativo (CROCKER ef al., 1983).

Nossos estudos mostraram que, apesar de nao apresentarem balanco
nitrogenado negativo, 0s grupos D, L e M demonstram diminuicdo do balanco
nittogenado em relacdc ac grupo controle C, surgindo, provaveimente,
desequilibric entre os processos de sintese e degradacéo de proteina com

consequente perda de nitrogénio (Figura 5%).

4 Legenda: Ccontrole, CW-controle com tumor D.desmatride, DW-desnutrido com tamor, L-excesso de leucina;
EW-excesso de leucina com tumor, B-deficiéneis de metionina; MW deficiéncia de metionina com fumor, LR-
excesso de lescina e deficiéneia de metionina, LMW-excesso de leucing e deficiéneia de metioning com tumor,
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A evolugdo da jngestio alimentar ndo apresentou  oscilacbes
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos experimentais.

Contudo, como podemos observar na Figura 3° e Tabela £, houve
tendéncia a reducdo da ingestdo alimentar nos ratos portadores de tumor,
quando comparados acs seus respectivos grupos controle, podendo, ainda,
verificar-se tendéncia a redugio da ingestdo nos amimais alimentados com
dietas deficientes em metionina (M ¢ LM) e leve tendéncia a0 aumento da
ingestac alimentar dos raios alimentados com dieta hipoprotéica (D),
comparados ao grupo C.

A eficiéncia_alimentar foi obtide 2 partr do calculo Pf - Pi/ 3
ingestéo alimentar, onde Pf= peso corpérec final, Pi= peso corpdrec no inicio
do experimenic e I ingestic alimentar = corresponde ac montante total
ingerido durante todo periodo experimentai.

Assim, verificou-se que o grupc C mostrou evolucdo positiva da
ingestao alimentar paralela ac acréscimo de Deso comirec.

Por outro lado, a eficiéncia alimentar do grupo D mostrou-se reduzida,
quando comparada aos grupos C (78%), M (70%), e LM (66%)
aproximadamente, comparando os diferentes esquemas nutricionais.

A eficiéncia alimentar no grupo CW foi reduzida em relacde ao C (em
cerca de 0,4 vezes), bem como nos demais grupos com tumor: LW diminuiu em
relacé@o ac L (em cerca de 2,4 vezes), MW apresentou menor eficiéncia em
relagdo ac M (em cerca de 1 vez) e nos LMW este parametro foi reduzido em

relacdo a0 LM (em cerca de 14 vezes), quando comparamos 0s Qrupos

3 Legenda: €-controle; CW-controle com tumor, D-desnutrido, DW-desnutrido com fumor, L-excesso de feucina;
LW-excesso de leucina com tumor, M-deficiéncia de metionina; MW-deficiéncia de metionina cors tamor: LM-
excesse de leucing ¢ deficiéncia de metioning, LM Weexcesso de leucing deficiéncia de metionina com tumor.
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portadores do cardnoma de Walker 258 aos respectivos grupos conirole.
Quando analisamos o8 grupos poriadores do carcinoma de Walker 258
observamos decréscimo da eficiéncia alimentar no grupo LW em relagio ao

grupo MW de aproximadamente 95% (Figura 4° e Tabela 5 apéndice),
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Figura 30 Ingestio abimendar dos difeventes grupos experimentals. Namere minime de 10 anbmals
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Figara 4: Eficiéncia alimentar dos diferontes grupos experimentais. Miynere minime de 10 animais
por grupo. Diferencas estatistices: a comparsgiic dos diferentes esauemas muricionais com o
grupo controle. p8.03; b. comparaglo dos grupos portadorss de Tumor com 98 Téspectivos grupes
sam e, p{L03] ¢ comparagiio entre os diferentes grupos portadorss de fumer, p<B.03

O balango nitrogenado estimado foi calculado utilizando-se para ¢

célculo o nitrogénic ingeride menos o nitrogénio urindric excretado; o nitrogénio

fecal ndo foi utllizado para estz analise. Us grupos D, L & M apresentaram

“Legenda: C-coniroles, £W-controle com tumor, D-desutride, DW-desnutrido com tumor, L-owcesse de leusing,
L Weexoesso de loucing com tumor, M-deficidnoia de metionina, MW-deficiénoin de metioning com fumor, LM
axeesso de leucing e deficidncia de metioning, LM W-excesso de levcing o deficiéneia de metioning com twmor.




balanco nitrogenade diminuido em relacfo ao grupo C (cerca de 77%, 80% e
38% respeciivamentie}, quando comparamos as diferentes dietas.

Todos 0s grupos portadores de tumor (CW, DW, LW, MW & LMW)
apresentaram decréscime  significative do balango nitrogenado, cuando
comparados acs seus respectivos grupos controle (C, D, L, M e LM am
aproximadamente 95%. Entre os grupos com tumor ndo houve diferencas

significativas (Figura 5" e Tabela 8 apéndice).
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Figaea 5t Balanco nitrogenado don diferentes grupos experimentais. Nipnero minime de 7 animais
por grupe. Diferengas estatisticas: 3. comparacio dos diferentes esguemas nitricionals com o grupo
controle, p<0.03, b. comparagio dos grupos poriadores de fumor cOm as respectives STUpos sem
fmor. 00,05 ¢ comparagio entre os diferenies srupos portadores de tumer, p<0.03

RETTORI &f a/, (1895), relacionaram a associacdo entre anorexia e
perda de peso corpdrec em animais porfadores de tumor, demonstrando que,
em animais com multiplos implantes tumorais, a diminuicdo da ingastio
alimentar possibilita a distingdo do comeco repenting da ancrexia.

Em nossos estudos, observando os resultados da ingestfo alimsntar,
apesar de nac haver diferencas estafisticamente significativas, nota-se
tendéncia a anorexia nos grupos poriadores de tumor correlacionada 2 reducao

de ganho de peso corpdrec & ao possivel estado hipercatabdlico, representado

_’Legegéﬁi Cecontroke, CUWecontrole com tumor, D-desnutride, DWedesnutrido com tumor, L-excssso de leucing,
LW.excesso de levcing com mumor;, M-deficiénela de metionina; HW-deficiéneia de metionina com tumor, LA-
excesse de leucina o deliciénein de metioning; LM W-exncesso de leucing e deficidncia de metioning com humor,
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pelo aumento de perda de nitrogénio da carcaca (balange nitrogenado nagativo)
(Figura 1- 32 8),

A reducdo de peso corpbreo estd associada ac estado hipercatabdlico

os tecidos hospedeiros, sendo qus a deplecéo protéica, no hospedeiro, reflete

na ativa perda de peso, causada também por reducdo da ingestdo alimentar
s/ou compeligao melabdiica pelo tumor (TESSITORE ef &, 1992

A caguexia é freglentemente associads =z estagios {eminais e
avangados do cancer, podendo, também, se desenvolver precocemente durante
o curso de doencas naopldsicas. £ caraciterizada por perds de peso Corporss,
balangoe nitrogenado negative (COSTELL] & BACCING, 2000 BARACOS,
2000), anemia, anorexia, fragusza e astenia (LLOVERA, 1993 ARGILES &
LOPEZ-SORIANC, 198%) & a manifestacdo extrema das adaptacBes
metabdlicas do hospedeiro ao crescimento tumoral (LAZC, 19853,

O tumor apresenta uma grande demandsa de aminoacidos assencials,
no comego da fase clinica, e a regulaco da mobilizacdo de aminodacidos

especificos comesponde a alteraclio metabdlica do hospedsairo (LAZO, 1985

Observamos que 0 grupo

{4

W apresentou ¢ pesc absoluto

de tumor reduzido em relacdo aos

grupos CW (32%) e LW (37%) &, no

pesn tumoral absolio

grupo LMW, este pardmetro reduziy

Figura 8{A): Peso absoluto do tumor dos diferentes grupos

experimentais. Mimero minimo de 9 animais por grupo. em reiagae 808 grupos CWe DW
Diferencas  estalistiess: »  comparando o8 grupos
portadorss do carcinoma de Walker |, p<G.05. {C&%"ﬁ& de 42%} ?ig%ﬁ?ﬂ 6§A}8

8 Legenda: CW-controle com tumor, DW-desmubrido com tumor, LW-excesss de leucing com famor, MW-
deficiéneta de metioning com tumoor, LMW-excesso de lancing e deficiérein de metioning com BT,




Verificamos reducac do peso relative do tumor nos grupos DW {cerca de 25%)

e LMW (cerca de 24%) em relacdo ac grupo CW, come pode ser chservado na

Figura 6(B)°
LE BRICON ef al (1998)
Bl
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onde o wmor fol extiroade, houve | 3 §§?‘
fsd £
2%
. . ) , - Epwo
gumento  imediato da ingestic | E § 4
i3
. = (=N
alimentar, peso corpdres e balango 2
: Figurz 4{B): Hazio peso do tumor 2m relagio ac peso de
miwgeﬁaéa. carcega dos  difgrenies grupos oxperimentals.  Nimero
minimo de ¥ andmals por grupo. Diferengas estatistions: 5,
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levar vantagem com o catabolisms

proteice, onds perturbacbes metabdlicas protéicas no hospedeiro causam
mobilizagadc de aminoacidos teciduais favorscendo o crescimento tumoral
(TESSITORE ef a/,, 1987).

SASAMURA ef a/ {1998), estudando os afsitos da nutricdo parenteral
total contendo aminogcidos (D-fenilalanina, D-valina, D-leucina, D-metionina) em
ratos, sobre ¢ crescimento tumoral, observaram aue a presenga de D-leucina
bem como D-metionina mostrou semelhante tendéncia inibitdria sobre o
crescimento umoral. Estes resultados ndo s&o concordantes com os obtidos em
Nnosso expenmento, com excesso de leucinag, onde o grupe LW apresentou peso
de tumor similar 30 grupo CW. Entretanto, verificou-se tendéncia a reducao do
crascimento tumoral no grupo com deficiéncia de mationina MW, Figuras 8{8)°,

8{B)° e Tabeia 8 {(apéndics).

" Legenda: {Wwonirole com tumor, DW-desautrido com tumor, LWeexcesso de leucing com tumpor, MW-
deficifneia de metionina com famor;, LMWeexsesso de leucing e deficifneia de metioning som tamor,
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Z. Composicio corpdren

Os valores individuais (média e desvic padric da média) da
composiclo corpbrea quimica dos diferenies grupos experimentais podem ser

chbsarvados na Tabela 7 (apéndice),

do tumor e visceras, apresentou-se  reduzido apenas no grupo LM,
aprodimadamente  30% menor, em relagdo a0s demals grupos, guando
comparamos o0s diferentes esquemas nutricionais (Figura ?w}. Quandc
comparamos 05 grupos portadores de Walker 2568 acs respectivos grupos
controle, verificamos que 0% grupos que apresentaram reducdo expressiva do
pesc da carcaca foram os grupos CW e MW (cerca de 12%) em relacBo aos
respectivos grupos C ¢ M. Os grupos DW e LW itambém apresentaram
decréscimo do peso da carcaga em relacdo ao0s grupos D e L, respectivamente,

porém nao sstatisticaments significativo.

& 250+

PESH Garea

COCW D OBW L LW M MW LY LMW

Figura 7: Peso das carcagas dos diftrenmies grupos experimenuais. Namers minimo de 10
animmais por grupe. Diferengas estatisticas: 2. comperacio dos diferentes SSOLEmAs
nuiricionais com ¢ grupe omarole, p<0.03; b comparagio dos grupes portadores de tumor com
G TEspactives grupes sem fumer, p<0.05; . comparagio emre os diferenics grupes portadores
de trmer, p.03

" Legenda: Cconirole; OW-conirole com tumor, D-desrutride; DW-desnuirido com tumer, L-excesso de leuring;
LWoexcesso de lenoina com tumorn, M-deficiéncia de metioning, MW deficiBncia de metioning com tamor, LA-
excesso de leusing ¢ deficidnoia de metionina, LMW -axcesso de leucing e deficiéneia de metioning com fimor,
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Houve reducio do peso da carcaca nos grupos MW e LMW em cerca
de 13% e 22%, respectivamente, em relacdo acs demais grupecs portadores do
carcinoma de Walker 256 (Figura 7',

Na caguexia, 2 perda de massa corpérea magra, primariamente, reflete
a perda de proteina tecidual, particularmente musculaturs esquelética,
implicando em um balango nitrogenado negative dos processos anabélicos e
catabdlicos (TESSITORE ef al, 1987), fato este que, também, pode ser
observado em nossos resultados.

O decréscime da massa corpdrea magra ocorre em ratos portadores de
tumor Walker 256 por dois motivos: diminuicdo da sintese protéica efou
aumento da degradagio protéica (GOMES-MARCONDES ef af, 1998). Como
pode ser cbservade na Figura 7, nos grupos MW e LMW, onde os animais aiém
de pertadores do carcinossarcoma de Walker 256 foram alimentados com dietas
deficientes de metionina, mostraram reducioc da massa corpbrea magra em
relacao ao respectivo controle M e entre os grupos com tumor, respectivamente,
o que nos leva a acredifar que a deficiéncia deste aminoscido pede estar
intensificando, direta ou indiretamente, o catabolismo protéico muscular,
agravando, ainda mais, o processo de espoliacéo do hospedeiro.

A supressdc da sintese protéica efou a ativacio da protedlise na
caquexia do cancer, associadas & perda muscular, indicam 2 necessidade de

terapias anabdlicas e anti-catabdlicas (BARACOS, 2000).

i Legenda: C-controie;, CW-controle com tumor, B-desnutrido; DW-desnutrido com frmor; L-excesso de leugina;
LW-excesso de leucina com tumor, M-deficiéneia de metioning, MW-deficiéncia de metioning com tumor, LR-
excesso de levcina e deficiénoia de metionina, LMW -excesso de leucing ¢ deficiéneia de metioning COm DUROT.
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A anglise da massa corpdrea magra, que represenia 0 DES0 COTDATEs

menos a quantidade de 4gua e gordura corporais, mostrou valores similares
para os grupos C, D, L e M, apresentando diferenca significativa apenas para o
grupo LM, onde houve redugio (cerca de 35%) em relacdo aos demais grupos.
O grupc MW apresentou reducdo deste par8metro, quando comparado 20 seu
respectivo grupo controle M {cerca de 22%). Os demais grupos com tumor ndo
apresentaram diferencgas significativas, com excecdo para o grupo CW, onde se
percebe que ha tendéncia a redugdo da massa corpérea magra em relagio ao
grupe C. O grupe LMW apresentou decréscimo em relacdo aos demais grUpeS

com tumor (CW, DW, LW e MW) de aproximadamente 30% (Figura 8%,
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Figura 8 Massa Corpéres Magra dos diferentes grupos enperimeniais. Nimero minime de 8
animmais por grupo. Diferencas estatistivas: o comparagho dos diferenies SSUUANAS BUICIONAS
com o grupe eontrole, p<0.03 b compazaglo dos grupos potadorss de wmor com 08
respectivos grupos sem tummor, p<0.55; ¢ comparagio entre os diferemes grupos poriadores de
wrnor, p<ilgs

Analisande os diferentes esquemas nutricionails, verificamos valores

préximos da porcentagem de dgua corpérea em todos os grupos (C, D, L, M e
La4). O grupo LW apresentou aumento desta porcentagem em relacdo 20 grupo

L {cerca de 4%) e o grupo LMW aumenicu a dgua corpbrea em relacio ao LM

" Legenda: Cwcontrole; CW-conirole com tumer, Dedesnutride, DW-desnutrids com tumer, L-excesso de leucing,
LW-expesso de leucina com tumer, B-deficiéneia de metioning, MW-deficiéncia de metioning com fumor; LM-
excesse de leucina e deficidneia de metioning, LMW excesso de leucing & deficidnoia de metioning com tumor
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{cerca de 8%). Apenas estes resultados sio significativos apesar de existir uma
tendéncia, visivel, do aumento da porcentagem de agua corpbrea dos animais
hospedaires de tumor em relagdo aos respectivos grupos controle, Comparando
os grupos portadores do carcinoma de Walker 258, obtivemos aumento acima
de 10% da porcentagem de dgua corpérea do grupo LMW em reiacido aos

demais grupos (CW, DW, LW e MW), como pode ser observado na Figura 8°°

b

i

porcentagem de dgua
sorpares (%)
o
4]

oW o oDw LW M MW LM LAWY
Figara % Porcentagem de dgua corpdres dos diferentes grupos experimendais. Nimero miniue de
10 ammmais por grupo. Diferencas estatisticas: 3, comparacio dos difersates esquemas
sstricionais com o grupe controle, p<0.03: b, comparagio dos grupos portadores de furmor com o
OSPECiVOS grupos sem Twmor, pA0.0T: ¢ comparagic enire o8 diferemiss grupos portadorss de
tumor. p<(i03

Houve decréscimo na porcentagem de gordura corpérea do grupo M

em relagdc acs demals grupos sem tumor, acima de 27%. como pode ser
observado na Figura 10, Por outro lado, condizentes com os dados da iteraturs
(COHN ef al, 1981, GONCALVES ef af, 1580}, comparando os grupos
portadores do carcinoma de Walker 256 & seus respectivos grupos controle,
verfficamos que os grupos CW, DW, LW & MW apresentaram reducdo na
porcentagem de gordura corpdrea em relagdo a C, D, L e M (cerca de 50%). O

grupe MW reduziu, significativamente, em relagfo aos grupos CW e LW {caerca

" Legenda: C-vonirole; CW-controle com tumer, D-desnutrids; DW-desnutrido com tumer, L-oxcesso de leucing:
LWoecesso de leieina som rumon, M-deficiéncia de metioning, BIW.-deficiBneis de metioning som tumer, LA-
exgesse de leueina e deficiéncia de metioning, LM W-excesso de lencing e deficidncia de melioning com fumer,




e
Lk

de 43%), quandc comparamos Os grupos paz’é’adoreg 4o carcinoma de Walker

256 (Figura 10™).

porcentagem de gordurs
corpores (%)

C W D DW L LW M MWV LM LMy

Figara 1t Porcentagom de gordusa sorpéres dos diferemes grupos experimentais. Mimero
minime de § animals por grupo. Diferencas estatisticas: & comparaciio dos diferenies esquemas
aUinionais com o grupo comrole, p<l.03; b, comparaciio dos grupos portadores de fumor com os
Fospectivos grupos sém temor, pe0.03 ¢ comparacho enire os diftrentes srupos portadores de
nanor, ol O3

Das alteracbes metabdlicas que acometem animais portadores de
twumor, a disfung8o pancredtica resulta na  deficiéncla  de  insulina
(hipoinsulinemia). Este fator somado 4 ancrexia leva a um decréscimo nz
suplementacdc de substratos intracelulares, confribuindo para variacbes
metabolicas observadas nos tecidos hospedsiros, incluinde aumenic da
gliconecgénese, protediise muscular & lipdlise no tecido adiposo {TOMAS &f &/,
1994). ksias anormalidades metabdlicas profundas, associadas 2 perda
progressiva do peso corpbérec do hospedeiro, podem resultar em morte do
hospedeire com cancer. A perda fecidual envolve preferencialments o tecido
adiposo e, principaimente, musculatura esquelética (LLOVERA st al, 1893,

GOODMAN ef a/. (1987 concluiram gue ratos alimentados com distas

completas {carboidratos, proteinas e gorduras) demonstraram decréscimo da

IE % . . . .

4 Legendas: C-conirole; TUW-contrele com tumor, D-desnutrido; W -desnutrido com tumor, Leexcesso de leucing;
LW-excesso de levoina corn fumor, M-deficiénciz de metionina, MW-deficidncia de metioning com tumor, LA~
excesso de leuring ¢ defiviénela de metioning, LM W-excasso de lencing o deficiénsis de meticning com famor,
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qugbra protéica miofibrilar do musculo esqueiético. Em nossos estudos,
observamos menores alteracGes da composicic corpérea nos animais dos
grupos CW e LW (Figuras 7, 8, 8, 10 e 11,

GONCALVES ef af. (1890), estudando ratos com implante tumoral de
Walker 256 em diferentes condicBes nutricionais, observaram as saguintes
alteracOes da composicdo corpérea: decréscimoe acentuado de gordura, reducio
do nitrogénio, aumento dos valores de sédic corpéres (podendo explicar o
aumento da retencéo de agua) e aumento da agua corpérea. Nossos resultados
sée condizentes com os da literatura, como podem ser observados nas Figuras
Se 10

Quando analisamos o efeito das diferentes dietas, verificamos que o
grupo LM apresentou teor de proteina de carcaca reduzido, em cerca de 31%,
em relaggo aocs demais grupos C, D, L e M, que apresentam similaridade dos
valores obtidos. Os grupos CW e MW apresentaram reducdo significativa em
relacdo aos seus respectivos controles C e M cerca de 10% e 15%,
respectivamente (Figura 11).

Notamos que o grupo LMW correspondeu ao Gnico grupo com tumor
que apresentou tendéncia a aumentar a proteina de carcaca em relacéo ao seu
respectivo controle LM; porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Entre os grupos com tumor, verificamos que no grupo LMW este

parametro reduziu (cerca de 20%) em relacéo aos grupos CW, DW e LW, e o

Legenda C-controle, CW-controie com tumor, D-desnutrido; DW-desnutrido com tamor, L-excesso de leucina,
LW-exncesso-de lencina com tumer, Medeficiéusia de metionina; MW deficiéneia de metionina com fumer, LM-
excesso de lencina e deficiéneia de metioning, LMW excesso de lencing e deficiéncia de metionina £om Iumor.
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grupe MW apresentou reducdo (cerca de 12%) em relacdo acs grupos DW s

LW, como observado na Figura 117%

g proteina/iidy de peso de
carcagn

2.5~ . o
COOW D ODW LW M MW LA

Figura 11: Teor de proteine da carcaga dos-diferentes grupas expermentais. MNimero minime de
& animais por grupo, Diferemcas estafisticas: g comparagic dos diferentes esquemas
mlricionais com o grupo controte, p0.G5; b comparagiic dos grupes portadores de turnor com o8
wespectivos grupes sem fumer, p<0.0%; ¢ comparacio suire on difbrentes grupos portadorss de
fmor, 0,03

SVANBERG ef al (1999, estudando o afsite da realimsniacdo com
aminoacidos apés jejum de 28 horas, em camundongos, obssrvaram aumento
significative da sintese de proteinas sollveis e, também, do estimule 3 sintese
de proteinas miofibrilares, pordm, esta Gitima ocorreu mais tardiamente
atingindo o limite de 10% de significancia.

Varics trabalhos tm demonstrade que a suplemsniacao de
aminoacidos de cadeia longa, como a leucina, atua methorando os DIOCeSS0s
de sintese, bem como a redugdo da degradacic protsica (ANTONHY, 1999:
GARLICK & McNURLAN, 1994). O tumor utiliza, nrefsrenciaimente,
determinados aminoacides nfo essenciais e essenciais, como giutaming,
leucina & metioning, nos seus processos de sintese protéica, bem como

oxidacdo, acarrstando desequilibrio do poo/ total de amincacidos no organismoe

e Legenda: Coontrole; CWocontrole com tumor, Ddesnuiride; DW-desnutridn com tumor, Lexcesso de leucing;
L¥-excesso de lencina com tumor, B-deficiénels de metionine. M¥W.deficifneia de metioming com tumor, LM-
excesso de lencina ¢ deficifncia de metioning, LMW.excesso de leucing & deficiéncia de metioning com fumor,
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{SAUER & DAUCHY, 1990). Corroborando com os dados da literatura, nossos
resultados (Figura 11) demonstraram que a suplementacao de leucina em ratos
portadores de tumor (LW) reduziu a deplecéo de proteina de carcaca, enquanto
no grupc com deficiéncia de metionina (MW) houve elevada espoliacéo da
proteina de carcaca.

O crescimento de tumores malignos depende da suplementacdo
exdégena de metionina. A dependéncia por metionina pelas células neoplasicas
caracteriza a base do efeito anti-tumoral in vivo exercido pela dieta livre de
mefionina, uma vez que as células neoplasicas interrompem a fase de divisdo
celular (POIRSON-BICHAT ef 2/, 1997 a, b).

Quando analisamos a composicdo compérea dos animais alimentados
com diferentes dietas, observamos gue ¢ grupo LM mostrou reducac de peso da
carcaga, massa corpérea magra, porcentagem de gordura corpérea e teor de
proteina total (Figuras 7, 8, 10e 11",

Isto nos ieva a acreditar que ¢ desbalanco na oferta de aminoécidos
pode induzir um quadro parecido com a caquexia, pois a grande ofertz de
leucina n&o supriia a deficiéncia de metionina, levando ao auments do
catabolismo proteico para suprir as necessidades de individuo, i gue, No caso
de deficiéncia de metionina exoégena, a homocisteina nao supriria a2 demanda
enddgena para a sintese de metionina, restringindo a sintese de ATP e, em

experimentos /in vivo, com ratos submetidos 3 dieta deficiente em metioning,

" Legenda: C-controle; CW-controle com tumor; D-desnutrido: DW-desnutrido com tumor; L-excesso de leucina;
1. W.excesso de leucina com timor, M-deficiéncia de metioning, MW -deficiéncia de metioning com tumor, LH-
excesso de lencna ¢ deficiéneia de metionina, LIWW-excesso de Jeucina e deficifneia de metioning com umor.
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Lad

houve redugdo do aparecimento de metastases, como foi demonsirads Dor
POIRSON-BICHAT efal (19973, bl
Ao comparar as diferentes dietas, verificamos gue o grunc LM

apresentou aumento do nitrogénio coldgeno da carcaca em relacic aos

grupos C, L e M (cerca de 21%). Notamos tendéncia 3 diminuicdo do nitrogénic
colagenc da carcaca de fodos 08 Qrupos com fumor comparaddo 808 seus
respectivos controles; apenas ¢ grupo DW apresentou reducio significativa em
relagdo a0 seu respectivo grupo controle D {cerca de 368%).

Na comparacio dos diferentes grupos portadores do carcinoma de
Walker 256, observamos que o grupo LMW apresentou aumento do nitrogénio
colagenc em relagdo aos demais grupos (CW, DW. LW e MW de

aproximadamente 24% (Figura 12",

niropénio colégeno
{ragf 100y}

S OCW O DW L LW M MW LM LMW
Figura 12: Teor de nitroggnio coldgens da sarcagn dos diferantes wupos experimentals, MNimero
minime de § apimals por grupo. Diferencas estatisticas: & comparagio dos diferentes esquemes
nuiricionais com o grupo controle, pBLOS b corparagio dos grupos portadorss <o tumor com oS
respectives grupos sem tumor, p<L03; ¢ cosnparagho anire os diftrentes grupos portadores de
tarmor, el 05

C nitrogénio corpdreo pode ser dividido em dois grandes componenies,

um relacionado & massa celular corpérea metabolicamente ativa e outr figado

i iegenda: C-controle; CWeconirole com tumeor, Drdesmuirido, DW-desnutrido com tumor, L-excesse de leucing;
LW.cxcesso de lsucing com fumor, M-deficiéneia de metionine, MW.deficiéneia de metioning com tumor, LBE-
exgesso de lencing e deficiéneia de metioning, LMW-excesso de lotoing e deficifnen de MENonng Com RERoT,
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g0s componentes da massa exracelular, metabolicamente muito lenta
{nitrogénio colageno) (GONCALVES ef al., 1990),

VENTRUCCH ef &l (2001) observaram reducéo da massa corpérea
magra, reducdo de nitrogénio coldgeno, decréscimo de gordura e aumento da
porcentagem de agua corprea, em ratas gravidas portadoras de Walker 256 &
alimentadas com dieta rica em leucina. Nossos resultados, com respeito & estes

parametros, foram semelhantes acs encontrados na literatura. como pode ser

observadc nas Figuras 8, 9, 10 e 12.




3. Pardmetros séricos e peso de drgdos

C teor de proteina sérica dos grupos D, M e LM fol menor, quando

comparado ao grupo T {cerca de 21%, 45% e 11% respaclivaments), havendo
similaridade destes valores nos grupos C e L. O grupe CW foi ¢ tnico a reduzir
estalisticamente o teor de proteina sérica em relacdo ao grupo C, apesar de
gvigente tendéncia a diminuicdo deste parametro em todos os Grupos com
tumor. Entre 0s grupos portadores do carcinoma de Walker 258, ndo houve

diferencas significativas (Figura 13",

80-

feor de proteing sérica {gh.)

2013

COOW D DW L LW M MW LM LMW
Figura 13 Teor de proteine sérica dos difirentes Brupas experimeniais. Nimero minimoe de §
ammais por grupo. Diferencas estatisticas: 2 comparaglo dos diferentes esquemmas nuiricionais
com o grupo comtrole, p<0.03; b comparagiio dos grupes portadores de fumor com os respertivos
grupos sem tumor, p=0.05; . comparagio sntre os diferentes zrupos portadorss de tumor, oG5,
(% dados referentes a um enimal, conforme observaciio do Hem 3 Procadimentos Fxgxrmmws 3

VENTRUCCI ef al (2001) e GOMES-MARCONDES of al, {1998)
cbservaram redugbes significativas no teor sérico de proteina total de animais
portadores do carcinoma de Walker 258, Nossos resultados também

apreseniaram esta reduglBo (Figura 13), concordando com os dados da

Legenda: C-oontrole; CW-contrele com tumor, D-desnniride; DW-desnntrids com fumor, L-excesso de leucing;
LW -excesso de leucing com tumeor, M-deficiéncia de metioning, MW-deficiénoia de met ticning oo fumor, Ly-
excesse de lsucing ¢ deficidncia de metioning, LM Woexcesso de leuring & deficiénoia de metionng com famor,
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literatura. TESSBITORE ef al (1992) observaram que 2 proteinag plasmatica lotal
decrascau substancialments duranie o cresciments tumoral.

O grupe LM mostrou reducdo no teor de glicose sérica. am

aproximadamente 35%, em relacdo aos grupes D, L & M. Quando COMPATAMOos
0% grupos com Wmor 203 seus respectivos controles, observamos gue W, DW,
LW e MW raduziram a glicemia em relacdo aos grupos C, I, L e M {acima de

54%;. Entre 05 grupos com fumor ndo houve diferencas estatisticas {Figura

14%%,

450+

Jeil)

sérica {g

teor de glicoge

OO D DWW L LW M MW LW LW
Figura 14: Teor de glicese sérica dos diferentes grupos experimentais. Namero nimime de 8
animais por grupe. Diferencas estatistioas: g comparacia. dos diferentes ssquEemas. nuiricionais
com o grupo controle. po0.03; b comparagie dos grapos portadores de murmor com os respectivos
grupas sem wmor, p<0.05; ¢ comparagio entre os diferentes grupos portadores de turner, (.03,
(* dados referentes 3 um ardmal, conforme observagio do ftem 5 Procedimentos Experimentais)

Contrariamente 4s nossas observacdes, VENTRUCC! ef al (2001
verificaram reducac glicémica menos profunda nos grupos alimentados com
dieta rica em leucina (Figura 14),

TESSITORE ef al (1992) observaram que a concentracéo plasmatica
de glicose ndo sofreu aiteracdo significativa, embora fanha aprasentado valorss

constantemente baixos no fluido ascitico: assim. 3 homeostasia da glicose foi

“ Legenda: C-controle, CW-controle com tumor; Dr-desnuiride; DW-desnuirido com tumor, L-excesso de leucing:
LW.extesso de leucing com tumor, Bi-deficiéneia de metioning, MW-deficiéneia de metioning com tumer, LM-
excesso de leucina @ deficifneia de metioning, LMW excesse de lencing e defioiéneia de metioning com fumeor.
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adequada & manutencic dos niveis plasmaticos normails em defrimenio 2
utiizacdo extensiva pelas céiulas tumorais, Segundo TESSITORE, o ralo
hospedeiro de tumor ndo apresentou hipoglicemia. Contudo, nossos resultados
mostraram redugao significativa no teor de glicose sérica de ratos portadores de
fumor comparados aos seus respectivos grupos controles,

O pese do figado em relacio 3 carcaca foi menor nos grupos D, L

M e LM em aproximadamente 49%, quando comparade ao grupe C. Dos grupos
portadores do carcinoma de Walker 258, o grups CW mostrou reducac do peso
hepatico em relagdo ao grupe C 2 esle pardmetro, nos grupos LW e MW,
aumentou em relagdo aos grupos L e M {cerca de 31%). Quando comparamos
0s grupcs portadores do carcinoma de Walker 258, observamos aumsnio do
peso relative do figado no grupo LW em relacdo aos grupos DW e MW (cerca
de 20%), porém ndo houve aumento significativo em relagéo ao grupe CW

Figura 15% e Tabela 8 apéndice),
{Fig

3_

pese do fgadolpeso da
carcaga {%)

C CW O DW L LW M M LA LMW
Figara 15 Peso relative do figado dos diferentes Brupos experimentais. Niwnero minimo de 9
animais por grupe. Diferencas estatisticas: # comparagdo dos diferemtes ssquemas nutricionais
com o grupo contrale, p<f.03; b, comparagio dos grapos portadores de tumor com os respectivos
grupos sem fumor, poi05; ¢ comparagio soire os diferentes grupos portadores de tumor, p<0,03

' Legenda: C-conirole, TWocontrole com wumor;, B-desnutrido; DW-desnutrido com humor, Leexcesso de lencma;
LWeencesso de lencing com tumor, Mi-deficidneis de metioning: MW deficidnoia de meticning com tumor, LM-
excesso de leucina ¢ deficiéneia de metioning, LMW.excesse de leucing o deficiéneia de metionina com fumnor,
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Cluando cobservamos o efeito das diferenies disias sobre o ness

muscular relative, verficamos similaridade dos valores obtidos em todos os

grupos (C, D, L, M e LM), ndo apresentando diferengas significativas (Figura
‘észﬁ}a Os grupos portadores do carcinoma de Walker 256, MW & LMW,
reduziram o peso muscular em relacBo aos seus respectivos controles, M e LM
{cerca de 24% e 39%, respectivamente). O grupo LMW apresentou reducéc do
peso do musculo gasirocnémic em relagdo & carcaga, quando comparado aos
grupos portadores de tumor CW, DW & LW (aproximadamente 30%), como

pode ser observado na Figura 18 e Tabela 8 (apéndice).

pese do masculo/peso da
carcaga {f)
o
o
3

COOW D ODW L LW M MW LM LMW
Figara 16: Peso relative do misculo gastroonémic dos diferemtes grupos experimeriais.
Mamero minime de 3 animais por grupo, Diferences estatisticas: a2, comparagio dos difersntes
ssquernas nuiricionais com o grupo comrole, p<0.0%; b comparagio dos grapos poriadorss de
TUMGT COM 08 TRspectives grupos sem Tumor. p<0.05; . comparaglio entre os diferenies grupos
poriadores de tumor, p<0.08

Em condigbes nuiricionals insuficientes, o musculo asqueldtico
apresenta baixa prioridade na hierarquia de reposicéo nutricional comparado a
outrps 6rgdos vitais como cerebro, coracho, figado e bhago (SVANBERG &f &,
1999). A atrofia, perda de massa tecidual, afeta mais intensamente o mdsculo
esquelético e o tecido adiposo, em relacdo aos 6rgdos come figado, rins,

adrenals ou bago. U musculo esquelético, o gual corresponds 3 maior massa

ey - -« - 3 b .

“ Legenda: Cwoptrole;, CWecontrole com tumor, De-desnutride, D% -desnuirido com tnor, L-oxcesso de leucing,
LW-exoesse de leucina com tumon, M-deficiéncia de metioning, MW-deficidneia de metioning com tumor, LA
202350 de leucina ¢ delicidneia de metionma, LW excesso de leucing e deficiéncis de metioning com wmor,




protéica do organismo, € afetado severamente na caquexia do cancer (TOMAS
et al, 1994) e esta estd diretamente relacionada & perda do conteddo lipidico
corporal (ARGILES & LOPES-SORIANO, 1999) e 2 perda excessiva do
nitrogénio (ARGILES ef a/, 1999},

Os tumores podem causar aumento fransitério do figado {hiperplasia),
correspondendo & fase exponencial de crescimento tumoral, seguido de
decréscimo. J& o musculo gastrocnémio apresenta decréscimo progressivo e
esta atrofia é extremamente réapida (TESSITORE ef al, 1987). Segundo 0s
autores, a reducio de peso do figado estava associada a mudancas ng taxa de
degradacac protéica & ac lento fumover das proteinas, indicando claraments o
crescimento tumeral (TESSITORE ef 2/, 1987). Segundo os autores, o musculo
gastrocnémio mostrou progressiva gueda do conteddo protéico e o figado
manifestou, primeiramente, elevago seguida da queda do conteldo protéico
(TESSITORE ef al., 1992).

SASAMURA ef al. (1998) observaram que o peso do figado mostrou-se
reduzido em animais portadores de tumor alimentados com nutricdo parenteral
rica em D-leucina e D-metionina, comparados ao grupo controle, nao verificando
diferengas  significativas relacionadas ao musculo gastrocnémio. Esses
resultados nac conferem com os dados obtidos neste trabalho, onde o grupo
LW apresentou aumento do peso do figado (Figura 15%) e s&o coerentes
quanto ao pesc do musculo, gue nao diferiu comparado ao seu controle L

(Figura 16). Talvez, pode-se explicar a perda de pes¢ muscuiar nos grupos MW

= Legends: C-controle; CW-controle com tumer; D-desnutrido; DW-desnutrido com tumor, L~excesso de leucina;
EW-excesso de leucina com tumor, M-deficiéncia de metionina, MW-deficiéncia de metionina com tamor, LM-
excesso de leucina e deficiéncia de metionine; LMW-excesso de lencina & deficiéncia de metioning com tumor,
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& LMW como decorrente primariamente da deficiéncia de metionina dos Qrupos
alimentados com dietas deficientes em metionina, pois, segunds alguns
frabalhos, a suplementacéo de aminoécidos de cadeia longa promove a melhora
dos processos de sintese (ANTHONY ef al, 1998) ¢ a metionina é um

aminoacido essencial necessério para o inicio da sintese protéica (POIRSON-

BICHAT efal, 1997 b).




4, Perfusio intestinal

Os resultados, 2 seguir, corresporddem & absorgfo infestinal de
melioning, leucing e gllcose de todos os grupos experimentais submetidos aos
diferentes esguemas nutricionals, corn excecéo dos grupos LM e LMW,

Quando comparamos 0s grupos portadores do carcinoma de Walker
256 aos respeclivos coniroles, observamos aumento na iaxa de absorgio

intestinal de metioning dos grupos DW & MW em rslacdo aos grupos D {cerca

de 27%) e M (cerca de 35%), respectivaments. Observando a taxa de absorgéo
intestinal de metionina dos grupos portadores  do carcinoma de Walker 256,
verificamos decréscimo do grupoc LW em relacéc ao grupe DW em cerca de

27% (Figura 17%9.

7.5

o
o
1

N
T

taxg de absorgdo de metlonina
{nmolmlemy

0.0-

C CwW D DWW L LW M MW
Figows 37: Andlise da absorcBo miestinal de metionina dos diferentes grupes
sxperimentais. Némerc mimime de 3 animais por grupo. Diferengas
estatisticas: 3. DW = D e MW = M para p<0.05; b, LW = W para p<0,05

Por outro lado, quando anslisamos a2 absorgdo intestinal de leucina,

varificamos que houve reducdo desta faxa no grupo M em relagdo ac grupc L

“* 1 egenda: C-controle; CW-controle com fumor, D-desnutride; DW-desnuirido com tumor, 1-excesso de leucina,
. W-excesso de levcima com tumor, M-deficiéncia de metioning, MW-deficigneia de metioning com humeor.
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(cerca de 32%), guando comparamos as diferentes dietas. O grupo LW,

portador do carcinoma de Walker 256, apresentou decréscime na iaxa de
absorcao em relacdo ao seu respectivo conirole L em cerca de 31% (Figura

187,

7.5+

2.5+

wmxa de absorcio de leucing
{nmol.mitem

0.0~

COCW D ODW L W M MW

Figura 18: Andlise da absorglio intestinal de leucina dos diferentes grupos
cxyperimentais. Nimere minimo de 5 animais por grupo. Diferemgas
estatisticas: & L = M para p<0,05;, b, LW = L. para p<0,03

Coincidentemente acs achados literarios que trabaiharam apenas com
dietas normoprotéicas, em nossos resuliados verificamos aumento significativo
da absorcdo de metionina em alguns grupos com tumor (DW e MW e
decréscimo da taxa de absorcfo de leucina apenas no grupo LW, como pode
sar observado nas Figuras 17 ¢ 18

Os dados da literatura mostram que & absorcao intestinal de metionina
aumentou significativamente em rates jovens & adulios porladores de tumor e
gue a absorcdc de leucina mostrou elevada apenas nos ralos jovens, como
observado por GOMES-MARCONDES ef 2/ {1998}

Contude VENTRUCCH ef al (2001) observaram que, em ratas

portadoras do carcinoma de Walker 256 alimentadas com dieta rica em lsucing,

e Legenda: C-controle; TW-controle com tumor, D-desnutrido; DW-desnuirido com tumor, L-excesso de leucina;
1.9 -excesso de lgucing com tumor, M-deficiéncia de metionina, MW.deficidncia de metionina com tumer,
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houve reducdo da taxa de absorgdo intestinal de ambos aminoicidos {metionina
e leucing), guando comparadas 30 controle.

A absorgac intestinal de amincacidos diminui com a idade, devido 2
diminuigao no numero de enterdcitos efou carreadores da borda em escova
(GOMES-MARCONDES ef af,,1998).

Quando comparamos 0s grupos portadores do carcinoma de Walker
a0s seus respectivos grupos controles, observames aumenio na taxa de

absorgic intestinal de glicose nos grupes LW e MW em relagdo acs grupos L

cerca de 67%) e M {cerca de 41%;), respactivaments. O grupo CW apresentou
aumento, porém ndo significativo, da absorgdo de glicose, o grupe DW
apresentou reducdo na taxa de absorgdo intestinal de glicose em relacdo aos
grupos OW (88%;), LW (59%) e MW (85%) aproximadamente, quando

comparamos 0s diferentes grupos portadores <o carcinoma de Walker 258

(Figura 19°).
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Figura 1%: Andlise da absorgfio intestinal de glicose dos diferentes grupos
experimentais. Nimero minime de 6 animais por grupo. Diferencas
estatisitens: g, LW # L ¢ MW # M para p<0,03; b, D'W  demais grupos com
timor para p<G,03

26 Legenda: C-oontrole; TW-conirole com tumor; B-desnutride, DW-desmulride com tumor; L-excesso de leucing,
LW.encesso de lsucing com tumor, Bi-deficiéncia de metionina, MW-deficiéncia de metionina com tumer.
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Alteracbes, na faxa de ingestdo de aminodcidos, sugerem variagbes
sequenciais em razdo dos diferentes tipos de transporte dos aminoacidos. Com
raras exce¢bes, estudos utllizando ratos como modelos experimentais
mostraram que, apds resseccio intestinal, ocore aumento da taxa de absorcac
de glicose in vivo e in vifro. A reducho da ingestdc alimentar ou jejum pode
aumeniar a iaxa de ftransporte nas céiulas endotelials intestingis, assim
aumentando o transporte de glicose (FERRARIS & DIAMOND, 1997). Estes
dados coincidem com os resultados encontrados em nosso trabalho,
justificando, assim, aumento de taxa de absorcdc nos grupos LW e MW e
tendéncia no grupo CW, como observado na Figura 18°. Porém, GOMES-
MARCONDES ef &l. (1998) observaram reducéo da taxa de absorcao intestinal
de glicose em ratos portadores de tumor Walker 256 ¢ VENTRUCCI ef af
{2001} observaram que ndc houve diferenca significativa na taxa de absorcao
de giicose, comparando ratas com tumor ac grupo controle.

Nos grupos que receberam dietas hipoproteica e com deficiéncia de
metionina, a presen¢a do crescimento tumoral, provavelmente, em funcao das
alteragbes fisiopatolégicas que ocorrem, causou aumento significativo da
absorgdo intestinal de metionina, sugerindo que este aumento pode ser
consequéncia da sua demanda para sintese protéica aumentada devido ao
desenvolvimento tumoral somado & baixa oferta de nutrientes oferecidos na
dieta (Figura 17).

A redugdo da absorcdo intestinal de leucina, no grupo M comparada

ac grupo L, pode estar relacionada com o desbalanco de aminoacidos causado

2 Legenda: C-controle; CW-controle com tumor; D-desnutrido, DW-desnuirido com tumor, L~excesso de leucina;
L. W-excesso de leucina com tumor, M-deficiéncia de metionina, MW -deficiéncis de metioning com fumor.
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pela deficiéncia metionina. Podemos notar que houve tendéncia ac aumento da
absorgac intestinal de leucina nos grupos CW e DW, contude, no grupo LW,
ocorreu reducdo significativa desta absorgBo em relacdo so seu controle L,
provavelmente, devido ao efeito da suplementacfo do aminodcido leucina na
dieta (Figura 18%).

A tendéncia a elevada da absorcéoe intestinal de glicose no grupe CW e
estatisticamente significative nos grupos LW e MW, em relagdo aos seus
respectivos grupos controle (C, L e M), esta relacionada, provaveimente, com O
aumento da utlizacBo de glicose causado pela presenca do tumor {Figura
‘%gﬁ}, paraleia & reducio no teor de glicose sérica sm rates portadores da umor
{Figura 14).

Deste modo, permanecem, ainda, pontos de estudo que necessitam
ser investigados como avaliaghc mais profunda da bioguimica celular
neoplasica frente a diferentes esquemas nutricionais e, também, o mecanismo
pelo qual o tumor causa aiteracéoc na absorcéo intestinal e outros pontos para
pesquisas futuras.

Cabe ainda salientar que o provavel efeito protetor da leucina abre
novas perspectivas para adeguacdc da oferta de leucina na dieta e,

consequentemente, novas alternativas terapéuticas no fratamento do cancer.

= Legenda: C-controle; CW-controle com tumor D-desnutrido, DW-desnutrido com tumor, L-excesso de leucina

L.W-excesso de leucina com tumor, M-deficiéncia de metionina, MW-deficiéncia de metionina com fumor.




CONCLUSOES

1. A suplementagdo de leucina (3%) parece melhorar alguns
parametros corporais dos ratos portadores de tumor {(LVW) em relacio aos
grupos conirole (CW), como tendéncia ao aumento de massa corpérea magra,
da proteina de carcaca, do peso relativo muscular e do teor de proteina sérica:
porém, o crescimento tumoral mostrou-se semethante ao grupe do CW.

2. A deficiéncia de metionina interferiu em alguns par8metros
corporais de ratos sem tumor (M), reduzindo o ganho de peso corpéres por dia,
porcentagem de ganho de peso, balango nitrogenado, porcentagem de gordura
e proteina sérica; nos grupos portadores de tumor (MW), a deficiéncia deste
aminoacido parece intensificar os prejuizos causados pela presenga do tumor,
relacionados ac peso da carcaga, porcentagem de gordura e demonstrando
tendéncia a redugéio da proteina de carcaga, massa corporea magrz e teor de
proteina sérica. Contudo, demonstrou tendéncia a reducdo do peso tumoral

3. A associacdo entre 0 excesso de leucina e deficidncia de
metionina causou, nos animais do grupo LM, reducdo do ganho de peso
corpdreo, do peso de carcaga, da massa corpérea magra e da proteina de
carcaga; nos ratos com tumor LMW, além dos prejuizos verificados no grupo
LM, houve redugao significativa do peso relative do musculo. Por outro lado, em
ambos 0s grupos LM e LMW observou-se aumento do nitrogénio colageno. O

peso tumoral reduziu significativamente neste grupo.
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4. Peste modo, verificamos que a deficiéncia de metionina nao se
mostrou eficiente na reducdo efetiva do crescimento tumoral, porém, a
sormatdria destas manipulacdes ndo corespondeu as expeciativas, sendo eficaz
somente na reduclo do peso tumoral, nfio oferecendo a esperada protecdc a
carcaca do hospedeiro. Assim, concluimos que, apenas, a suplementacio de

leucina apresentou discreta protecéc dos efeitos deletérios da neoplasia sobre

a carcaca do hospedesiro.

RIBLIOTECA CENTRAL
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APENDICE




TABELA 2: BEvolugdo do ganhe de peso por dia (g/dia) dos diferentes grupos

experimentais.

502150015 G

030+0,003 (6)

0,003+0,023

07120015
- 0.04640,0438
00250011 0) - S N
[0,02720011  1-0,001x0,008 ,0140,023 -

Os valores entre parénieses correspondem ac ndmero de animais por grupo. Resultados expressos em média - desvio padrac
da média. Legenda: C-controle; CW-controle som tumor; D-desnutride; DW-desnutride som turmor, L-excesso de leucing;
LW- excesso de feucina som turnor; M-deficiénsia de metionina: MW- deficiéncia de metionina com tumor; LM- excesso de
feucina e deficiéncia de mefionina, LMW- excesso de leucina e deficiéncia de metionina com tumor.

TABELA 3: Evolugio da porcentagem de ganho de peso (g/100g peso) corpdrec dos

diferentes grupos experimentais.

122492 s 118,62+4.64

100,40+2 4 99,9457 37 (6

Os valores entre parénteses corespondem ao ndmero de animais por grupe. Resultados expressos em média + desvio padrio
da media. Legenda: C-confrole; CW.confrole com tumor; D-desnutrido; DW-desnutrido com tumor; L-excesse de leucing;
LW- excesso de leucina com fumor; M-deficiéncia de metioning; MIW- deficiéncia de metionina com tumor, LM- excesso de
leucina e deficiénciz de mmetioning; LMW- excesso de leucina & deficidncia de metionina com tumor.
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TABELA 4: BEvolucdo da ingestéo alimentar (g) dos diferentes grupos experimentais.

11,142:0,98
145222082
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L {n— 12}
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10"808&) 75 (11} )
1222421 78

MW @15
: E‘LM (= m}

292
jé-LMW (= 13)

g, f:;%; ot 193084081

Os vaiores entre. parenteses car?espondem ' aumera de animais pef grupo ‘Restltados. expressns em média + desvic pad!'ae
da média. Legenda: G-controle; CW-controle com tuimer; D-desnutrido; DW.desnutrido com tumor, L-excesso de leucing;
L¥- excesso de leucing com tumor, M-deficidncia de metioning;, MW- deficiéncia de metioning com turnor; LM- axcesso de
ieucina e deficiéncia de metioning; LMW- excesso de leuding e deficiéncia de metioning com tumor.

TABELA 5: Evolugao da eficiéncia alimentar (g peso corpéreo/g dieta) dos diferentes

grupos experimentais.

Dla 12 V.g:.Dla 22 L
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001120016 0005i0012
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Os valores entre pas‘entes&s oorr&spondem a0 ndmero de animais por gmpo Resultados expressos em média + desv;c padrae

de media. Legenda: C.controle; CW-controle com fumor; D-desnutrido; DWi-desnuirido com tumer; {exesso de leucina;
LW- excesso de leucina com tumor; M-deficiéncia de metionina; MW- deficiénsiz de metionina com tumor; LM- excesso de
ieucina e defici8nciz de metionine; LMW- excesso de leucing 2 deficiBncia de metioning com fumor.
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TABELA 6: Evoiugdo do balango nitrogenado (mgNy/dia) dos diferentes grupos

experimentais.

126612323

14195181

L. 1026427.7 .
117,00£514 |

245,50238.6

43118243

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, . 5Ta62 T gI8T6xstn

492? 88¢67? . 287,44362? i 3{}?363;45 3 e S

Os valores entre parénieses correspondem ac nimero de animais por gnips. Resultados eXpresses em media & desvio padrac
da média. Legenda: S-controle; CW-conmtrole com tumor, D-desnutido; DW-desnutride com tumor, L-excesso de ieucina;
L¥¥- excesso de leucina com tumor; M-deficiéncia de metionina; MW- deficiéncia de metionina com tumer; LM- excesso de
feucina e deficiéncia de metionina; LMW- excesso de leucing e deficidneia de metionina com fumor,

TABELA 7: Analise da composicdo corporea quimica dos diferentes grupos

experimentais.

Porcentagem de  Massa corpérea - Nitrogémio
- gordura  magra - colageno

(Yagord /I00PC) . (g)

IL32107 728254 1968201415

64.62:4.68

382420628 b 69,5722,52

10454105 66592196

7167+2,76

3.026:0,447 bc
7343174 -

s por grupo. Resultados expressos em média + desvio pa
da média. Legenda: C-controle; CW-controle com turnor; D-desnutrids: DW-desnutrido com tumer; L-excesso de leucing;
LW- excesso de leucina com tumor, M-deficiéncia de metionina; MW- deficiéncia de metionina com turmor; LM- excesso de
leucina e deficiéncia de metionina; LMW- excesso de Jeucina e deficiéneia de metionina com tumor, Diferengas estatisticas:
a. comparagdo dos diferentes esquemas nutricionais com o grupo cortrole, p<0.05; b. comparacio dos grupos portadores de
tumor com os respectivos grupos sem tumor, p<0.05; ¢. comparagdo entre os diferentes grupos portadores de tumor, p=<0.05
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TABELA 8: Peso de drgdos (g) dos diferentes grupos experimentais,

4,30220,181
2,36+0.165

. 31 b, L £106 ¢
Os valores enfre parénteses comrespondem ao 1 mero de animais por grupo, Resultados exprecsos e média & oo
padiao da média. Legenda: C-controle; CW-controle com tumor; B-desnutrido; DW-desmutride com tumer; L-axcesss de

feucing; LW- excesso de leucing com tumor, M-deficiéngcia de metioning; MW- deficiéncia de metionina com tumor; LA
excesso de leucing e deficiéneia de metioning; LMW- excesso de leucina e deficiéncia de melionina com tumor.




