Alteragoes promovidas pelo treinamento fisico no edema pulmonar e
perda de massa muscular em ratos portadores de tumor Walker-256

Alterations caused by physical training in pulmonary edema and
loss of muscle mass in rats with Walker-256 tumor

Marli Cardoso Martins Pinge'; Rosiane Batista Mastelari?;
Igor Fernando Scanfelli da Silva®; Aida Mehanna?;
Samantha Bagolan de Abreu’; Eleonora Elisia Abra Blanco®;
Helenir Medri de Souza’; Rubens Cecchini®

Resumo

O tumor Walker-256 ¢ um carcinoma de crescimento rapido e tem sido estudado sob varios aspectos
metabdlicos, associados ou ndo, a caquexia. Foi observado, em nosso laboratorio, que em animais
portadores de tumor Walker-256 ap6s morte espontanea (geralmente em torno do décimo quinto dia)
apresentavam edema pulmonar significativo com presenca de liquido na cavidade pleural. Alguns
trabalhos tém sugerido que o treinamento fisico melhora a sobrevida de animais com tumor e minimiza
os efeitos da caquexia. O objetivo de nosso trabalho foi o de avaliar o indice de edema pulmonar e
massa muscular esquelética e cardiaca, além da sobrevida de ratos portadores de tumor Walker-256
submetidos previamente a treinamento fisico por natagdo (N). Para este estudo, foram usados ratos
Wistar machos (200 a 220g), submetidos ao treinamento fisico por nata¢do (1 hora; 5 dias/semana,
4 semanas). Um dia apods o treinamento, ratos sedentarios (C) ou treinados (N) foram submetidos a
inoculagdo no flanco direito de 8 x 107 células de tumor de Walker 256 (T). Imediatamente apos a
morte espontanea desses animais, foram avaliados o indice de edema pulmonar (IEP), a massa muscular
esquelética (gastrocnémio e soleus) e cardiaca. O edema pulmonar foi avaliado pelo indice calculado pela
relacdo entre os pesos pulmonar e corporal de cada animal, e multiplicada por 100 (PP/PC x 100) (LEE
et al., 2001). O indice de massa muscular (IMM) foi calculado de forma similar. Em animais normais,
o IEP ¢ igual a 0,5340,02 (n=20). Em ratos portadores de tumor ap6s a morte espontanea apresentaram
IEP significativamente maior (2,6240,31, n=18). Apos o treinamento fisico em animais sem tumor, o
IEP foi de 0,5540,03 (n=5). J& em animais portadores de tumor previamente treinados obteve-se um
indice de edema inferior ao grupo controle com tumor (1,4640,16, n=5; p<0,05). Em relacdo a massa
muscular, verificou-se, como esperado, uma diminui¢ao no indice de massa muscular do gastrocnémio
no grupo controle com tumor, quando comparado ao grupo sem tumor (C=0,53+ 0,01 ; CT=0,38+
0,02). O mesmo ocorreu para o musculo soléus (C=0,11£0,01; CT=0,08+ 0,01). O treinamento fisico
nao modificou o IMM de todos os musculos avaliados quando comparados ao controle sem tumor. No
entanto, no rato treinado com tumor, o IMM do musculo gastrocnémio foi maior quando comparado ao
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grupo controle com tumor (CT=0,38+0,02; NT=0,46+0,02, p<0,05). Em relagdo ao musculo cardiaco, o
treinamento fisico ndo alterou o indice de massa cardiaca, mas a presenga de tumor promoveu em ambos
os grupos (C e N) uma hipertrofia.Os nossos resultados mostram que o edema pulmonar esta presente
em animais portadores de tumor Walker 256 ¢ que o treinamento fisico parece atenuar o indice de edema
nesses animais. O treinamento fisico por si ndo modificou o IMM dos musculos avaliados, no entanto, a
perda de massa pelo tumor no musculo gastrocnémio foi menor no grupo treinado, e isso sugeriu que o
exercicio fisico atenue a protedlise comumente observada em estados de caquexia e cancer.
Palavras-chave: Cancer. Exercicio. Caquexia. Protedlise.

Abstract

Walker-256 tumor is a fast-growing tumor and has been studied under several metabolic aspects
associated or not to cachexia. It was observed in our laboratory that animals with Walker-256 tumor,
after spontaneous death (usually around the fifteenth day), showed significant pulmonary edema with
fluid in the pleural cavity. Some studies have suggested that physical training improves the survival of
animals with tumor and minimizes the effects of cachexia. The purpose of our work was to assess the
pulmonary edema index as well as the cardiac and skeletal muscle mass, besides the survival of rats
with Walker-256 tumor submitted previously to physical training through swimming (N). For this study
male Wistar rats (200 to 220 g) were used, submitted to physical training through swimming (1 hour;
5 days a week, four weeks). One day after the training, sedentary rats (C) or trained ones (N) were
submitted to inoculation on the right flank of 8 x 107 Walker-256 tumor cells (T). Immediately after
spontaneous death of these animals, the pulmonary edema index (PEI), cardiac and skeletal muscle
mass (gastrocnemius and soleus) were evaluated. Pulmonary edema was evaluated through the index
calculated by the relation between lung and body weights of each animal, and multiplied by 100 (PP/PC
x 100) (LEE et al., 2001). Muscle mass (MM) index was calculated similarly. In normal animals the PEI
is equal to 0,53+0,02 (n=20). In tumor-bearing rats after spontaneous death the PEI was significantly
higher (2,62+0,31, n=18). After the physical training in rats without tumor, the PEI was 0,55+0,03 (n=5).
Whereas in tumor-bearing rats previously trained, it was obtained a pulmonary edema index lower than
that of the control group with tumor (1,46+0,16, n=5; p<0,05). In terms of muscle mass, it was verified,
as expected, a reduction in the gastrocnemius muscle mass index in the control group with tumor when
compared to the group without tumor (C=0,53+0,01; CT=0,38+0,02). The same thing happened for
the soleus muscle (C=0,11+0,01; CT=0,08+0,01). The physical training did not modify the MMI of all
the muscles evaluated when compared to the control group without tumor. However, in the trained rat
with tumor, the MMI of the gastrocnemius muscle was higher when compared to the control group with
tumor (CT=0,38+0,02; NT=0,46+0,02, p<0,05). In terms of the cardiac muscle, the physical training
did not alter the cardiac mass index, but the presence of the tumor caused in both groups (C and N) a
hypertrophy. Our results show that the pulmonary edema is present in animals with Walker-256 tumor
and that the physical training seems to alleviate the edema index in these animals. The physical training
itself did not modify the MMI of the evaluated muscles; however, the mass loss due to the tumor in the
gastrocnemius muscle was lower in the trained group, suggesting that the physical exercise attenuated
the proteolysis usually observed in cachexia and cancer conditions.

Keywords: Cancer.; Exercise.; Cachexia.; Proteolysis.

Introducio

Cancer ¢ o termo comum utilizado para referir-
se a todos os tumores malignos. Os tumores
tanto benignos quanto malignos, possuem dois
componentesbasicos: oparénquima,queéconstituido
por células neoplasicas proliferantes, e o estroma de
suporte, constituido de tecido conjuntivo e vasos

sanguineos (ROBBINS, 1991). O crescimento ¢ a
evolugdo das neoplasias dependem criticamente de
seu estroma, pois ele ird determinar o suprimento
sanguineo adequado para o parénquima.

O crescimento de um tumor demanda energia,
a qual deve ser provida do hospedeiro. Como
conseqiiéncia, ha deplecdo das reservas de energia

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Satde, Londring, v. 29, n. 2, p. 163-170, jul./dez. 2008



Alteracées promovidas pelo treinamento fisico no edema pulmonar e perda de massa muscular em ratos portadores. ..

como do glicogénio no figado e musculo, das
proteinas musculares e dos triacilglicerdis do tecido
adiposo. Dessa forma, ¢ comum em portadores de
cancer o desenvolvimento de caquexia, caracterizada
por dramatica perda de tecido muscular e adiposo,
fraqueza, anorexia e anemia (FEARON, 1992).

O tumor de Walker-256 ¢ um carcinoma de
crescimento rapido, adequado para o estudo da
caquexia. Em estudos com ratos, observa-se, dentro
de um periodo de 14 dias do implante da massa
tumoral, rapida perda de peso, seguida de morte
ao final desse periodo (VICENTINO et al., 2002a,
2002b).

O edema pulmonar ¢ uma patologia na qual ha
acumulo anormal de liquido e de solutos nos tecidos
extravasculares e/ou nos espacos aéreos do pulmao
(COSTA; ANDRADE, 1995). O edema pulmonar
ocorre em duas situagdes clinicas mais freqiientes:
durante a faléncia ventricular esquerda,
comprometeoretorno venosodacirculagdaopulmonar
(edema pulmonar cardiogénico ou hemodinamico),
e durante a alteragdo de permeabilidade da
membrana endotelial do capilar pulmonar, levando
a um aumento do fluxo de proteinas do capilar
para o espago intersticial (edema pulmonar nao
cardiogénico) (KNOBEL, 1998). Essa alteracdo da
permeabilidade pode ser causada por uma variedade
de condigdes, como infecgdo pulmonar difusa,
inalagdo de substancias irritantes, sepse entre outras
(COSTA; ANDRADE, 1995).

que

O exercicio fisico tem sido sugerido como um
método preventivo e terapéutico no tratamento de
varias condigdes patofisioldgicas, tais como a doenga
cardiovascular ¢ o cancer (COSTA ROSA, 2004).
Estudos epidemioldgicos fornecem evidéncias de
que a pratica de diferentes tipos de exercicios ¢
capaz de influenciar a incidéncia de cancer, melhorar
as condicdes de humanos e animais portadores de
tumor, promover redugdo consideravel nas taxas
de mortalidade dos individuos, € serve, assim,
como estratégia complementar, de baixo custo,
para melhorar a qualidade de vida de pacientes com

cancer e reduzir custos do sistema publico de satide
(BACURAU et al., 2000; COSTA ROSA, 2004).

Em nosso laboratorio, verificou-se que ratos
portadores de tumor de Walker-256 com morte
espontanea apresentavam edema pulmonar com
extravasamento de liquido (resultados incluidos no
grupo CT). Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o indice de edema pulmonar e massa
muscular esquelética e cardiaca, de ratos portadores
de tumor de Walker-256 submetidos previamente a
treinamento fisico pela natacao.

Metodologia
Animais

Este trabalho foi realizado no Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas (CIF) do Centro de Ciéncias
Biolégicas (CCB) da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) e todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade.

Para esta pesquisa, foram utilizados 48 ratos
Wistar machos, provenientes do Biotério Central da
UEL. Os animais tiveram peso padronizado entre
200 e 220 gramas no inicio do treinamento, e foram
mantidos em gaiolas coletivas (maximo de seis
animais), a temperatura constante de 21 + 2 °C, com
ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e ragio foram

il

fornecidas “ad libitum”.

Grupos experimentais

Para a realizagdo do presente estudo os
animais utilizados foram divididos em 4 grupos
experimentais:

¢ Controle (C): animais sedentarios

receberam a inoculacdo de PBS no flanco
direito

que

¢ Controle Tumor (CT): animais sedentarios
que receberam a inoculagdo de 8 x 107células
de tumor de Walker-256 no flanco direito.
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¢  Treinado animais submetidos

N):

treinamento fisico pela natagdo e que receberam

ao

a inoculagdo de PBS no flanco direito.

¢ Treinado Tumor (NT): animais submetidos ao
treinamento fisico pela natagdo e que receberam
a inoculacdo de 8 x 107’células de tumor de
Walker-256 no flanco direito.

Treinamento fisico

Os animais destinados ao treinamento fisico
tiveram seus pesos avaliados diariamente antes do
inicio de cada sessdo. O treinamento consistiu de 20
sessoes (4 semanas) de uma hora de natagao diaria,
durante cinco dias por semana, de acordo com
Martins-Pinge et al. (2005).

Na primeira semana, houve aumento gradual
do periodo de natacdo até alcangar o tempo de uma
hora, iniciando com quinze minutos no primeiro
dia, seguido de trinta minutos no segundo dia,
quarenta e cinco minutos no terceiro dia e sessenta
minutos a partir do quarto dia. Durante o periodo de
treinamento, o grupo controle sedentario, teve seu
peso avaliado paralelamente aos animais submetidos
ao treinamento.

Os animais realizaram o treinamento em um
tanque de vidro (100 X 60 X 50 cm) contendo adgua
aquecida a 31 £ 1° C, a uma profundidade de 40
cm. Apoés cada sessao de natagdo diaria, os animais
foram colocados em caixa para aquecimento e
secagem. Depois de secos retornavam ao biotério.

Manuten¢do e Implantagdo do tumor de walker-

256

As etapas de manutengdo e implantacao do tumor
Walker-256 foram realizadas segundo Vicentino
e colaboradores, 2002b. O tumor Walker-256 foi
cedido pelo laboratério de Metabolismo hepatico
da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Ele
era mantido através de passagens semanais por
inoculagdo asséptica intraperitoneal de 2,0 x 10°

células/animal. Apos 7 dias, o exudato peritoneal
era retirado e submetido a centrifugacao diferencial
a4’ C para obteng¢do das células tumorais. As células
eram suspensas em tampao fosfato 16,5mM; 137
mM de NaCl e 2,7 mM de KCI (PBS) gelado, com
pH de 7,4. A viabilidade celular era avaliada pelo
método de exclusdo do Azul de Tripan em cdmara
de Neubauer.

Um dia ap6és o treinamento fisico, ratos
sedentarios ou treinados foram anestesiados com
éter por um curto periodo de tempo e submetidos
a inoculacdo no flanco direito de 8 x 107células de
tumor de Walker-256 (grupos CT e NT). Para os
animais dos grupos C ou N, foi realizado o mesmo
procedimento, sendo inoculados com 500 pL de
PBS.

Cdalculo do indice de edema pulmonar e massa
muscular

Imediatamente apds a morte espontanea, o0s
animais foram submetidos a toracotomia apds a
qual os pulmdes e o coracdo livres dos tecidos
mediastinais foram retirados e pesados, para
avaliacdo do indice de edema pulmonar (IEP).
Além da retirada dos pulmodes e coragdo, foi
realizada também a retirada dos musculos soleo e
gastrocnémio do membro posterior contralateral ao
tumor, para analise dos pesos musculares e calculo
do indice de massa muscular (IMM). Esse indice
¢ dado pela relagdo do peso muscular (PM) e peso
corporal (PC) de cada animal multiplicado por 100
(IMM = PM/PC X 100).

O edema pulmonar foi avaliado pelo seu indice
calculado pela relagdo entre os pesos pulmonar e
corporal de cada animal e multiplicado por 100 (PP/
PC x 100) (LEE et al., 2001).

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média +
erro padrao da média (EPM). O indice de edema
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pulmonar ¢ o indice de massa muscular foram
analisados inicialmente por Andlise de Variancia
(ANOVA). As comparagdes aos pares
sedentarios e treinados, tumor e sem tumor, foram

entre

analisadas pelo teste t’ de Student ndo pareado. As
diferencas foram consideradas significantes para
um valor de p<0,05.

Resultados

Nos animais normais do grupo C o IEP foi igual
a 0,5340,02 (n=20). Os ratos portadores de tumor
de Walker-256 (CT), apés a morte espontanea,
IEP
(2,6240,31, n=18). Apds o treinamento fisico em
animais sem tumor (N), o IEP foi de 0,55+0,03
(n=5), que foi semelhante ao grupo C. Ja nos animais

apresentaram significativamente ~ maior

portadores de tumor e previamente treinados (NT),

estes apresentaram um indice de edema inferior ao
grupo controle com tumor (1,46%0,16, n=5; p<0,05)
(Figura 1).

Em relacdo a massa muscular, verificou-se,
como esperado, uma diminuic¢ao no indice de massa
muscular do gastrocnémio no grupo CT, quando
comparado ao grupo C (C=0,53+ 0,01 ; CT=0,38%
0,02), e 0 mesmo ocorreu para o musculo soléus
(C=0,11£0,01; CT=0,08t 0,01). O treinamento
fisico ndo modificou o IMM de todos os musculos
avaliados, quando comparados ao C. No entanto, no
rato do grupo NT o IMM do musculo gastrocnémio
foi maior quando comparado ao grupo CT
(CT=0,3840,02; NT=0,46£0,02, p<0,05). Em
relacdo ao musculo cardiaco, o treinamento fisico
ndo alterou o indice de massa cardiaca, mas a
presenga de tumor promoveu em ambos 0s grupos
(controle e treinado) um maior IMM (tabela 1).

Tabela 1. Valores médios do Indice de Massa Muscular (IMM) nos animais Controles e Treinados com e sem

Tumor.
Musculo Controle Controle-Tumor Treinado Treinado- Tumor
© (CT) (N) (NT)
Soleo 0,11+0,01 0,08 +0,01 0,11+ 0,01 0,09 £ 0,01
Gastrocnémio 0,53+ 0,01 0,38 £ 0,02 * 0,56+ 0,03 0.46 + 0,02 % °
Cardiaco 0,38+ 0,01 0,51 0,03 * 0.480,04%* 0,52 +0,03

*Controle X Controle-Tumor (p< 0,05). ° Treinado X Treinado-Tumor (p< 0,05). # Controle-Tumor X Treinado-

Tumor (p< 0,05). **Controle X Treinado (p<0,05).

*

3.0+
° Il Controle
8 = 2.5 I Controle Tumor
TS 20- L1 Treinado
N . .
5 x *k B Treinado Tumor
£ E 1.54
S 0
a g— 1.0
o
7]
[) o 0.5+
o

0.0~

Figura 1. indice de edema pulmonar nos vérios grupos experimentais. * Diferente do grupo controle (p<0,05).
** Diferente do grupo controle tumor e grupo treinado (p<0,05).
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Discussao

Os nossos resultados mostraram que os animais
portadores de tumor de Walker-256 apresentam
na fase final da vida, edema pulmonar contendo
um liquido turvo na cavidade toracica, rico em
proteinas. Estes dados indicam que pelo menos parte
deste edema possa ser de origem inflamatdria. Sem
davida, seguindo-se ao implante do tumor, ocorre
uma ativagdo da resposta imune com o aumento
de citocinas pré-inflamatorias tais como, TNFa,
IL1 ¢ IL6 (TAYEK; & BRASEL, 1990; ARGILES;
& LOPES-SORIANO, 1990; SIDDIQUI; &
WILLIAMS, 1990). Uma vez instalado o edema
inflamatorio primario, ocorre um aumento da
resisténcia pulmonar com subsequente hipertrofia do
coragao direito (“Cor pulmonale) e diminui¢ao do
volume minuto cardiaco por deficiente enchimento
do ventriculo esquerdo. Este quadro levaria a uma
amplificagdo do edema pulmonar secundario ao
edema inflamatorio primario (ROBBINS, 1991). Tal
fato pode estar ocorrendo em nosso estudo o qual
mostra hipertrofia cardiaca nos animais portadores
do tumor. Adicionalmente, a significativa, porém
parcial, redugdo do edema, provocada pelo
treinamento, favorece a interpretacdo da existéncia
de um evento hemodinamico associado ao edema.
A melhor capacidade de ejecao tanto do ventriculo
direito como do esquerdo, produzida pelo exercicio
e ndo a hipertrofia, poderia estar na base da reducao
do componente hemodindmico do edema. Esta
afirmagdo ¢ suportada pela nossa observacdao
de que o treinamento ndo produziu adicional
hipertrofia cardiaca nos animais com tumor, quando
comparado com os animais sedentarios portadores
de tumor. Todavia, o treinamento fisico de animais
normais, promoveu aumento de massa muscular
cardiaca, possivelmente por outros mecanismos.
Esse resultado esta de acordo com outros da
literatura que mostram que o treinamento fisico pela
natacdo em ratos promove aumento de 12 a 31%
no indice de massa muscular cardiaca (SCHAIBLE
et al.; SCHEUER, 1979; EVANGELISTA; BRUN;
KRIEGER et al., 2003).

O interesse no exercicio fisico como meio para
a prevengdo e prote¢do do cancer vem aumentando
significativamente (COSTA ROSA, 2004). O efeito
de um programa de atividade fisica, na redugdo
da fadiga relacionada ao cancer e¢ melhora na
qualidade de vida, mostra-se positivo em pacientes
em tratamento contra o cancer, fornecendo uma
ferramenta adicional aos efeitos fisiologicos e
psicossociais para o paciente com cancer (LOSITO;
MURPHY; THOMAS, 2006).

Evidéncias epidemioldgicas tém sugerido que a
pratica de atividade fisica regular, com intensidade
moderada a intensa, reduz a incidéncia de cancer
de colo e de mama. Em relagdo aos canceres de
prostata, pulmdo e endométrio as evidéncias sdo
menores (KRUG; ABOUL-ENEIN, 2006).

Em experimentos com animais os beneficios
do exercicio fisico se mostram eficazes quando a
realizagdo deste ocorre no inicio da implantagdo do
tumor ou nas fases promotoras. Estudos de Macneil
e Hoffman-Goetz (1993) sugerem que o exercicio
poderia aumentar a fungdo natural imune citotoxica
por até trés semanas apos a cessagdo da atividade.
Entretanto, este aumento na fungdo imune ndo foi
associado com reducdo de incidéncia de tumor nos
animais exercitados.

Nossos dados também mostraram que animais
previamente treinados ndo apresentavam um tempo
de sobrevida maior, embora, apresentassem um
indice de edema pulmonar menor. Provavelmente,
outros fatores colaboraram para a morte do animal,
ja que varios mecanismos estdo alterados nos
animais portadores de tumor.

Emrelagdoao IMM do gastrocnémio, observamos
que os animais controle portadores de tumor
apresentaram um indice menor quando comparado
ao grupo controle sem tumor, caracterizando o
quadro de perda de massa muscular. Os animais
do grupo treinado ndo tiveram alteracao do IMM,
quando comparado com os animais do grupo
controle. No entanto, os animais treinados com tumor
apresentaram um IMM maior comparado ao grupo
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controle com tumor. Essa menor perda de massa
muscular pelo treinamento fisico pode ser resultado
de uma inibi¢ao de processos bioquimicos ativados
pelo tumor que induzem a proteélise. E conhecido
que a protedlise muscular envolve vias lisossomais
e nao-lisossomais, e a protedlise ndo-lisossomal ¢
controlada pelo sistema ubiquitina-proteassoma
e involve a quebra de proteinas intracelulares e
miofibrilares (KEE at al., 2002). A via da ubiquitina
muscular ¢ um processo complexo ativadado durante
catabolismo severo, como aquele que ocorre durante
a caquexia do cancer (ATTAIX et al., 1999; WRAY;
MAMMEN; HASSELGREN, 2002; VENTRUCCTI;
MELLO; GOMES-MARCONDES, 2004).

Conclusoes

Os nossos resultados mostraram que o edema
pulmonar estd presente em animais portadores
de tumor de Walker 256. Aparentemente, este
edema ¢ formado por dois eventos: inflamatorio e
hemodinamico e que o treinamento fisico parece
atenuar o indice de edema nesses animais por
atuar principalmente no evento hemodinamico. O
treinamento fisico, por si, ndo modificou o IMM
dos musculos avaliados, no entanto a perda de
massa pelo tumor no musculo gastrocnémio foi
menor no grupo treinado, sugerindo que o exercicio
fisico atenue a protedlise comumente observada em
estados de caquexia e cancer.
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