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A suplementacgdo nutricional com leucina auxiliou na melhora de
funcao muscular, afetada pela caquexia em camundongos portadores
do carcinoma pulmonar de Lewis.
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1. INTRODUGAO:

A caquexia associada ao cancer € uma sindrome responsavel pela morte de até 22% dos pacientes
oncoldgicos?, sendo caracterizada pela perda involuntaria de peso, causada principalmente pela perda de tecido
muscular esquelético. Esta perda € reflexo do desequilibrio entre a taxa de degradacdo e sintese proteica,
resultando em fadiga e diminuicdo da forca muscular?. Assim, a caquexia afeta o estado funcional do
paciente, levando a qualidade de vida diminuida, prejudicando as respostas do paciente aos tratamentos, e
aumentando sua mortalidade *.

O uso de intervencgdes nutricionais para minimizar os efeitos colaterais da caquexia tem sido uma
abordagem promissora®. Assim, o aminoacido de cadeia ramificada — leucina — pode ser uma boa estratégia,
pois atua como sinalizador celular, promovendo o aumento de sintese proteica e também diminuindo as vias
de degradacéo proteica. Os efeitos terapéuticos da administracdo da suplementacdo nutricional com leucina
na atenuagdo da caquexia em modelo com tumor de Walker-256 j& foi demonstrada em diversos estudos
prévios do nosso laboratério ®° porém ainda ndo foi avaliado a funcdo e forga muscular nos animais
suplementados com essa dieta. Sendo a caquexia uma sindrome multifatorial e que pode ter variagcdes nas
respostas metabdlicas dependendo do tipo tumoral, existe a necessidade da validagdo desses dados pré-clinicos
em outros modelos tumorais, a fim de uma maior validagdo dos dados obtidos até 0 momento, aumentado seu
potencial translacional °.

O carcinoma pulmonar de Lewis é um modelo experimental amplamente utilizado nesta area de estudo
pela sua capacidade de induzir caquexia muito semelhante a clinica'®!!. Porém, ainda s&o escassos os dados
em relacdo as respostas desse modelo frente a suplementagdo com leucina. Assim, o objetivo principal deste
estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com o aminoacido leucina sobre a funcdo muscular de
camundongos portadores do carcinoma pulmonar de Lewis.

No presente trabalho sdo apresentados os resultados da avaliacdo de parametros como variagdo de
peso, ingestdo alimentar e peso de 6rgdos para comprovagdo da instalagdo da caquexia neste modelo tumoral
e estudo do potencial da leucina em modificar esses parametros, além de resultado quanto a avaliacdo da funcao
muscular nos animais portadores de tumor.
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2. METODOLOGIA:

2.1.GRUPOS E SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL

A Figura 1 resume o0s animais, dietas e grupos experimentais utilizados no estudo. As dietas seguiram
o padrdo do American Institute of Nutrition (AIN-93; dieta Controle)!?, sendo que a dieta rica em leucina
continha 3% adicionais deste aminoacido em relacdo a dieta padréo.

Animais e Dietas Grupos experimentais

€ Grupo controle - animais sem tumor e dieta controle

Tox) «  *C57BL/6) (+ 20g) &

TB  Grupo portador de tumor - animais portadores de tumor e dieta controle

@ + AIN-93 Leu Grupo Leucina - animais sem tumor e dieta rica em leucina

+  AIN-93 +3% Leucina

TBeu Grupo portador de tumor Leucina - animais portadores de tumor e dieta rica em leucina

*Protocolo CEUA n2
5540-1/2020
Figura 1. Protocolo experimental de acordo com o implante e suplementagéo nutricional. Legenda: C (grupo Controle
(n=7)); TB (grupo portador de tumor (n=9)); Leu (grupo Leucina (n=7)); TB+Leu (grupo portador de tumor e Leucina
(n=9)).

2.2.PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.:

O resumo do procedimento experimental esta apresentado na Figura 2, mostrando a avaliacdo de
fungdo muscular realizada antes da inoculagéo do tumor e apés 28 dias de crescimento tumoral. Os animais
portadores de tumor receberam implante de 1x10° células/inéculo do carcinoma pulmonar de Lewis no
subcutaneo do flanco dos animais. Foram realizadas medidas de peso e ingesta, duas vezes por semana durante
0 procedimento experimental. Ap6s a eutanasia, foi realizada a coleta e pesagem dos 6rgdos: musculos
(gastrocnémio e tibial), tumor, baco e gordura perigonadal.
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Figura 2: Esquema resumido do procedimento experimental -para os grupos C, TB, Leu e TB+Leu (vide legenda
Figura 1).
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2.3. ANALISE DOS RESULTADOS
e Os dados foram normalizados pela medida do comprimento do osso tibial;
e Foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni;
e Os dados foram considerados significativos quando P < 0,05;
o Os valores estdo expressos como média e desvio padrdo da média (SD).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1.0 DESENVOLVIMENTO TUMORAL INDUZIU CAQUEXIA NOS ANIMAIS
PORTADORES DE TUMOR, SEM MODULACOES INDUZIDAS PELA DIETA
RICA EM LEUCINA.

N&o houve diferencas de peso entre 0s grupos no inicio do experimento (Figura 3a). Ap6s 28 dias de
crescimento tumoral foi registrada variacdo negativa de peso nos grupos TB e TB+Leu (Figura 3b),
acompanhado pela diminui¢do do peso de carcaga, quando comparados aos respectivos controles (Figura 3c).
Tais dados indicam espoliacdo da carcaca induzida pela instalacdo da caquexia nos animais portadores de
tumor. Nao houve diferenca entre a ingestdo alimentar cumulativa entre os grupos (Figura 3d), assim, 0s
animais ndo apresentaram anorexia. Também néo foi encontrada diferenga significativa entre o peso tumoral
dos grupos TB e TB+Leu (Figura 3e), mostrando que a leucina ndo influenciou este parametro.
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Figura 3. Dados morfométricos: (a) peso inicial dos animais por grupo antes da inoculacéo tumoral; (b) variagdo
de peso entre os grupos apds 28 dias de crescimento tumoral; (c) peso da carcaga (peso final menos peso tumoral); (d)
ingestdo da dieta cumulativa registrada por grupo apés 28 dias de evolugdo tumoral; (e) peso tumoral. Legenda: para
siglas e descricdo de grupos veja secdo de material e métodos e legenda da Figura 1. Os valores sdo expressos como média
+ SD. (*P<0,05, **P<0.01, ***P<0.001 vs C; #P<0.05, ##P<0.01, ##tP<0.001 vs TB; °P<0.05, ®°P<0.01, °®°P<0.001 vs
Leu).

3.2.0 DESENVOLVIMENTO TUMORAL INDUZIU EXPOLIACAO DO MUSCULO
GASTROCNEMIO, DA GORDURA PERIGONADAL E ESPLENOMEGALIA NOS
ANIMAIS PORTADORES DE TUMOR, INDEPENDENTE DA DIETA RICA EM
LEUCINA.

Em relacdo ao musculo gastrocnémio, conforme esperado, houve espoliacdo deste musculo e
instalacdo da caquexia®®, mostrando que os grupos TB e TB+Leu tiveram reducdo do peso relativo deste
musculo (Figura 4a). Tal reducdo nao foi observada para o masculo tibial do grupo TB, apenas para 0 grupo
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TB+Leu (Figura 4b). Foi registrado que os camundongos portadores de tumor apresentaram esplenomegalia
(Figura 4c), provavelmente em fungdo das citocinas pro- inflamatorias circulantes, podendo ser indicio da
presenca de inflamagéo sistémica tipica da caquexia 2. A caquexia associada ao cancer pode ocorrer com ou
sem perda de gordura corpdrea '* e durante o experimento foi observado que os dois grupos com tumor
sofreram espoliacdo da gordura perigonadal (Figura 4d).
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Fig. 4. Pardmetros morfométricos dos tecidos e 6rgdo: (a) peso do musculo gastrocnémio; (b) peso do musculo
tibial; (c) peso do baco; e (d) peso da gordura perigonadal. Legenda: para siglas e descricdo de grupos veja secdo de
material e métodos e Figura 1. Os valores sdo expressos como média + SD. (*P<0,05, **P<0.01, ***P<0.001 vs C;
#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs TB; °P<0.05, ©°P<0.01, ®°P<0.001 vs Leu).

33. O AMINOACIDO LEUCINA PREVENIU A PERDA DE FORCA MUSCULAR
INDUZIDA PELA CAQUEXIA

Né&o houve diferenca entre os grupos para a medida inicial de forca muscular (dado ndo mostrado).
Apos o desenvolvimento tumoral, houve diminuigdo de for¢ca muscular no grupo TB, induzida pela caquexia.
Porém, para o grupo TB+Leu essa perda foi prevenida (Figura 5a).

Grip Strength Final
100

80
601

404

Forca (g/mm)

20

C TB Leu TB+Leu

Figura 5. Forca muscular registrada pelo teste de preensdo — grip strength:apds o desenvolvimento tumoral. Legenda:
para siglas e descricdo de grupos veja se¢do de material e métodos e Figura 1. Os valores estdo expressos como média +
SD. (*P<0,05, **P<0.01, ***P<0.001 vs C; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs TB; °P<0.05, ®P<0.01, °°P<0.001 vs
Leu).
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CONCLUSOES:

Os resultados obtidos corroboram com a instalagdo da caquexia nos animais portadores de tumor,
sendo que a leucina ndo alterou os parametros morfométricos avaliados, incluindo o peso relativo tumoral.
Apesar da caquexia, a suplementacao nutricional com leucina foi capaz de prevenir a perda de for¢ca muscular,
sendo essa uma acao protetora contra um dos efeitos deletérios induzidos por essa sindrome. Anélises futuras
estdo sendo realizadas para entender melhor os mecanismos relacionados com a melhora da funcdo muscular
encontrada nesta etapa do experimento.
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