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Resumo

MATOS-NETO, E. M. Treinamento fisico: estratégia eficaz e segura de
reducdo da inflamacdo em pacientes com caquexia associada ao cancer.
2016. 190 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séao Paulo, Sado Paulo, 2016.

A caquexia associada ao cancer € uma sindrome multifatorial e multiorgdo de
etiologia desconhecida caracterizada por profunda perda de massa corporal,
precariamente diagnosticada e, raramente tratada. A perda de massa corporal €
o principal sinal da caquexia e os mecanismos associados sdo multiplos,
destacando-se a ingestdo inadequada de nutrientes, desbalanco entre
anabolismo e catabolismo proteico, acentuada diminuicdo da aptidao fisica,
disfuncdo metabdlica, bem como uma inducdo de inflamacdo cronica e
sistémica. Postula-se que o tecido adiposo branco participe intensamente de
todas as alteracdes observadas na caquexia, uma vez que 0 mesmo € um 0rgao
com capacidade de agdo autécrina, paracrina e endécrina e € marcadamente
afetada pela sindrome. O tratamento da caquexia ainda representa um dos
principais desafios de pesquisadores e médicos ao redor do mundo, posto que
diversas estratégias terapéuticas tém sistematicamente falhado em reverter
completamente seus sintomas. Neste sentido, o treinamento fisico (TF) aerdbio,
em particular, tem sido proposto como uma ferramenta adequada, uma vez que
exerce acdo anti-inflamatoria sistémica. Assim, 0 presente estudo investigou o
processo inflamatorio sistémico e no tecido adiposo subcutaneo (TASC) e testou
a hipotese de atenuacdo da inflamacdo pelo TF crénico (6 semanas de
caminhada em esteira) em pacientes com caquexia associada ao cancer e
controles. Pacientes do Hospital Universitario e da Santa Casa de S&o Paulo
foram distribuidos em seis grupos, apds assinar o termo de consentimento:
Controles (Control SED e TR), portadores de tumor gastrintestinal sem caquexia
(WSC SED e TR) e portadores de tumor gastrintestinal com caquexia (CC SED
e TR). A composicédo corporal, a qualidade de vida (QLQ-C30), a aptidao fisica
e 0s marcadores de caquexia foram avaliados nos pacientes. O sangue, o tecido
adiposo subcutdneo e o musculo esquelético reto abdominal dos pacientes
foram analisados e perfil lipidico e as alteraces inflamatorias (RT-gPCR e
Luminex® xmap®) e morfolégicos (HE) foram examinados. Observamos
cessacao da perda de massa corporal e ganho cardiorrespiratério (incremento
de 209%) entres 0s pacientes caquéticos treinados e reducao de colesterol total
no CC TR, de LDL no CC SED e de HDL no CC SED e CC TR. O TF foi capaz
de aumentar a concentragéo de HDL ao longo da intervencao (de 34,83 + 4,74
mg/dL para 57,0 + 3,42 mg/dL). Verificamos que a morfologia e a morfometria
dos adip6citos do TASC foram preservadas pelo TF. N&o encontramos
diferencas entre as células imunitarias infiltradas no TASC dos pacientes
avaliados (macréfagos e MDSC). Os mediadores inflamatorios que se
mostraram alterados nos pacientes caquéticos sofreram modulacdo pelo TF.
Esse € o primeiro estudo, de nosso conhecimento, que demonstra que o
exercicio fisico realizado de forma cronica € capaz de reduzir a inflamacdo em
pacientes com cancer caquéticos, atenuando os sintomas da sindrome.

Palavras-chave: Caquexia associada ao cancer. Tecido adiposo. Inflamagéo.
Treinamento fisico.



Abstract

MATOS-NETO, E.M. Exercise training: a safe and effective strategy for
reducing inflammation in cachectic cancer patients. 2016. 190 f. Tese
(Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Cancer cachexia is a multifactorial and multiorgan systemic syndrome with
unknown aetiology, and characterized by profound weight loss. Cancer cachexia
is generally underdiagnosed, and rarely treated. Among various alterations
induced by cachexia, inadequate food ingestion, increase in protein catabolism,
decrease in functionality, metabolic dysfunction and chronic inflammation are the
most important ones. It seems that the white adipose tissue play a central role in
the all metabolic alterations in cancer cachexia, as it presents autocrine,
endocrine and paracrine functions and is deeply affected by the syndrome.
Treatment of cancer cachexia is still a challenge to researchers and physicians
all over the world, as several therapeutic strategies have failed to reverse its
symptoms. Considering that exercise training (ET) may be a useful tool to treat
cachexia due to its chronic anti-inflammatory actions, the study aimed at
investigating the inflammatory process in a systemic context and in the
subcutaneous adipose tissue (SAT), and to evaluate the possible anti-
inflammatory effects of ET (6 weeks of walking on treadmill) in subjects with
cancer cachexia. Patients from University Hospital and from Santa Casa de Sao
Paulo Hospital were separated in six groups, after signature informed consent:
Control (sedentary — SED and trained — TR), weight-stable patients with
gastrointestinal cancer (WSC SED and TR) and patients with gastrointestinal
cancer and cachexia (CC SED and TR). Body composition, quality of life
qguestionnaire (QLQ-C30), physical function and markers of cancer cachexia
were assessed. Blood, SAT, skeletal muscle (rectus abdominis), serum lipid
profile, inflammatory changes (RT-gPCR and Luminex® xmap®) and adipose
tissue morphology (H&E) were examined. Cessation of weight loss and
cardiorespiratory gain were observed (increment of 209 % of VO2max) in the
CCTR group and a reduction of total cholesterol in the CCTR group decreased in
LDL in the CC SED group and HDL in the CC SED and CC TR groups. ET was
able to increase serum HDL during the intervention (from 34.83 + 4.74 mg/dL to
57.0 = 3.42 mg/dL). Adipocyte morphology and morphometric parameter were
preserved by ET. No differences were found in regard to the immune cells
infiltrating patients’ SAT (macrophages and MDSC). Inflammatory mediators
changed by cachexia were modulated by ET. To our knowledge, this is the first
study to demonstrate a reduction of inflammation and cachexia symptoms in
cancer patients.

Keywords: Cancer cachexia. Adipose tissue. Inflammation. Exercise Training.
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1 INTRODUCAO

A caquexia, cuja caracteristica mais visivel é a intensa perda de massa
corporal, € uma sindrome presente, sobretudo no estagio final, em associacao a
doencas crbénicas como a insuficiéncia cardiaca crénica (ICC), a doenca renal
cronica, a artrite reumatoide e o cancer (EVANS et al., 2008). A etiologia desta
sindrome é ainda desconhecida e extremamente complexa, uma vez que nao €
possivel identificar um mecanismo Unico capaz de promover 0 seu surgimento
em condic¢des tdo diversas e com multiplos sinais e sintomas. Por estas razdes,
a caquexia permanece sendo precariamente diagnosticada e, raramente tratada
de forma eficaz (FEARON et al., 2011; SEELAENDER et al., 2012).

No cancer, a caquexia esta presente em aproximadamente 50% dos
pacientes e em até 80% dos casos avancados da doenca, reduzindo a tolerancia
ao tratamento, a resposta terapéutica, a qualidade de vida e a sobrevida (KHAN;
TISDALE, 1999), sendo a responsavel direta pela morte de 20% a até 40% dos
pacientes cancerosos (TODOROV et al.,, 1996). A incidéncia desta sindrome
varia entre os diferentes tipos de cancer, sendo de aproximadamente 80% no
cancer pancreatico e gastrintestinal e de 60% em pacientes com cancer de
pulmdo (WATCHORN et al., 2001).

Os sintomas mais caracteristicos da caquexia sdo a pronunciada e
progressiva perda de massa corporal total, a inflamacéo sistémica, a perda de
massa muscular esquelética que resulta numa drastica reducao da qualidade de
vida dos pacientes e, frequentemente anorexia (JOHNS et al., 2013). Por essas
caracteristicas, uma definicdo clara das causas e dos sinais e sintomas precoces
da caquexia permanece como um desafio para cientistas e clinicos ao redor do
mundo. Neste sentido, um grupo de pesquisadores propds, em 2011, em
consenso internacional, uma definicdo da sindrome prevendo trés estagios em
sua progressao (pré-caquexia, caquexia e caquexia refrataria). No mesmo
consenso, as desordens metabolicas e a inflamacdo sistémica (com
concentracdo de proteina C-reativa elevada) foram propostas como
caracteristicas centrais da caquexia (FEARON et al., 2011), sugerindo-se a
adocao de critérios publicados anteriormente para o diagnostico da sindrome
(EVANS et al., 2008).
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A perda de massa corporal decorre de varias alteracdes metabolicas.
Inicialmente, acreditava-se que a anorexia € 0 aumento no gasto energeético
eram o0s unicos fatores responsaveis pela condi¢cdo catabdlica verificada na
caquexia, contudo, a utilizacdo de suplementos nutricionais, por via enteral ou
parenteral, tem sistematicamente falhado na tentativa de reversdo do quadro.
Mais recentemente, solidas evidéncias cientificas demonstraram que a caquexia
esta associada a inflamacéo sistémica cronica (EVANS et al., 2008). Sob essa
perspectiva, os estudos relatam que fatores produzidos pelo tumor e pelo
hospedeiro estdo intimamente associados a anorexia e as alteracbes

metabdlicas, caracteristicas da sindrome (TISDALE, 2004).

A perda de gordura corporal tem, recentemente, sido relatada como um
importante preditor de sobrevida em pacientes com cancer avancado, uma vez
que pode preceder a perda de massa muscular (FOULADIUN et al., 2005;
MURPHY et al., 2010). Além disso, as altera¢des ocorridas no tecido adiposo
subcutaneo (TASC), incluindo maior infiltragdo monocitéria, estdo associadas
com a inflamagdo sistémica (BATISTA et al.,, 2013, 2016) e com o
comprometimento de vias inflamatérias classicas de pacientes caquéticos
(CAMARGO et al., 2015), correlacionando-se positivamente com mediadores
inflamatorios sintetizados pelo tumor destes pacientes (DE MATOS-NETO et al.,
2015). Os estudos tém revelado ainda uma interacdo entre os fatores secretados
pelos adipdcitos e pelos midcitos, demonstrando uma interacao sistémica entre
o tecido adiposo e o musculo esquelético de pacientes caquéticos (JOHNS et

al., 2012), embora estes resultados permanecam inconclusivos.

Em razdo da complexidade da caquexia associada ao cancer, o0s
estudos experimentais e ensaios clinicos propondo tratamentos séo limitados,
embora existam propostas em namero crescente nos ultimos anos (MOLFINO et
al., 2016). Durante muitos anos, as propostas terapéuticas objetivavam tratar
apenas o0 catabolismo proeminente da sindrome. Contudo, apds o
reconhecimento de que mdltiplos componentes sao responsaveis pelo
desenvolvimento da caquexia e o reconhecimento de que a inflamagéo sistémica
representa um eixo central desta sindrome (SOLHEIM; LAIRD, 2012;
SEELAENDER et al., 2015), emergiu a concepc¢ao de que as intervengdes para

um problema multifatorial devem, mandatoriamente, ter natureza multifatorial.
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Neste cenario, 0 nosso grupo de pesquisa tem continuamente
demonstrado, em modelo experimental, que o exercicio fisico consiste numa
estratégia eficaz para reducédo da inflamacgéo sistémica e local, sobretudo no
tecido adiposo branco (TAB), promovendo alteracdes de repercussao clinica,
como o aumento da sobrevida de animais com tumor (BACURAU et al., 2000;
DONATTO et al.,, 2013; LIRA et al, 2008, 2010, 2011, 2012), podendo
representar uma importante ferramenta de baixo custo e acao sistémica para o
tratamento da caquexia associada ao cancer. Contudo, 0s ensaios clinicos ainda
Sao raros, para que se possa adotar esta estratégia em pacientes caquéticos

com seguranca na clinica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Caquexia: histérico, definicdo e epidemiologia

Os relatos mais antigos acerca da perda significativa de massa corporal
em doencas como a ICC remontam ha mais de 2400 anos, na Grécia antiga,
Faculdade de Medicina de Hipdcrates (aproximadamente 460-377 a.c.), na ilha
de Cés (DOEHNER; ANKER, 2002). Hipécrates teria descrito uma condi¢cdo em
que “a carne é consumida e se torna agua...o abdémen se enche de agua, os
pés e as pernas incham, os ombros, as claviculas, o peito e as coxas
derretem...A doenca é fatal” (KATZ; KATZ, 1962). Mais tarde, a rainha da
Inglaterra, Elizabeth | (1533-1603), descreveria a sua propria condi¢do de saude
com relatos de depressdo, alteracdes na imagem corporal e no paladar e
anorexia que a atormentaram em seus ultimos dias de vida (BECHER et al.,
2007). Nos séculos que se seguiram, a sindrome foi vista como uma complicagéo
séria, implacavel e inespecifica de varias doengcas como a tuberculose ou o
cancer (DOEHNER; ANKER, 2002). No século XIX, por exemplo, descreveu-se
uma condicdo entre 0s escravos africanos das Ameéricas que se queixaram de
fortes dores de estomago e dificuldade para respirar, nauseas, diarreia,
depressao e apatia que findava em morte em 2 a 3 meses, como a caquexia
Africana (RENE et al., 1992).

A origem do termo caquexia é grega, derivada das palavras kakds (m4)
e hexis (condicdo ou aparéncia), significando, literalmente, ma condicdo
(DOEHNER; ANKER, 2002). Ndo esta muito claro, contudo, quem sugeriu a
utilizacdo do termo caquexia no contexto de doencas cronicas, tal como o
conhecemos atualmente; mas a primeira documentacdo escrita a respeito da
caquexia associada ao cancer é atribuida ao médico inglés John Zachariah
Laurence, em 1858, que relatou que o0s pacientes apresentavam sudorese
excessiva, desarranjos dos 6rgaos digestorios e palidez tipicos da caquexia
cancerosa (KATZ; KATZ, 1962). Ele, contudo, ndo foi o Unico a reconhecer a
importancia da perda de massa corporal para a vida. Herta Mller, ganhadora do
prémio Nobel de literatura em 2009, escreveu que “quando a carne desaparece
do corpo, 0s 0ss0s tornam-se uma carga que nos puxa para dentro da terra”

(MULLER, 2011). Esses relatos se seguiram com o reconhecimento de que o
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surgimento da caquexia varia de acordo com a patologia e que, no cancer, é
dependente do tipo e da localizagéo do tumoral (KATZ; KATZ, 1962).

A caquexia €, portanto, frequentemente, o desfecho final do cancer e de
muitas outras doencas cronicas e, apesar de descrita ha tantos anos, permanece
como um dos maiores desafios tanto na pesquisa experimental quanto na clinica,
uma vez que persiste subdiagnosticada e, portanto, raramente tratada (LOK,
2015). Apenas no século atual surgiram as primeiras proposi¢cées que apontaram
para uma interpretacdo mais consensual a respeito da sindrome, uma vez que a
auséncia de uma definicdo, aceita tanto por médicos quanto por pesquisadores,
restringe a identificacdo e o tratamento de pacientes caquéticos, assim como o
desenvolvimento e a aprovacéo de eventuais agentes terapéuticos (EVANS et
al., 2008; FEARON et al., 2011).

Nestas proposicoes, a perda de massa corporal, o indice de massa
corporal (IMC) e, especificamente, os niveis de massa muscular constituem a
base da definicdo mais recente, acrescida de dados acerca de anorexia ou
reducdo na ingestdo alimentar, componente catabolico, forca muscular assim
como a condicao fisica, social e psicoldgica (FEARON et al., 2011). Atualmente,
considera-se que a caquexia € um processo continuo, que pode ser classificado
em estagios: pré-caquexia, caquexia e caquexia refrataria, conforme proposto
pelo Consenso Brasileiro de Caquexia/Anorexia (PALIATIVOS, 2011, figura 1).
Assim, a caquexia € definida como uma sindrome multifatorial e multiorgéo,
caracterizada por uma perda continua de massa muscular esquelética (com ou
sem perda de massa gordurosa) que nao pode ser completamente revertida
pelas intervencdes nutricionais convencionais, levando a um comprometimento
funcional progressivo (ARGILES et al., 2015; FEARON et al., 2011).
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» Perda de peso « Perda de peso » Catabolismo;
corporal <5%; corporal >5% ou * Na&o responsivo
* Anorexia e IMC <20 e perda ao tratamento
alteracdes de peso >2% ou anticancer;
metabdlicas. sarcopenia e » Baixo escore de
perda de peso desempenho;
>2%); » Expectativa de
* Reducao da vida <3 meses.
ingestao

alimentar/inflama-
Gao sistémica.

Figura 1 - Estagios da Caquexia (adaptado de Fearon et al., 2011).
IMC: indice de Massa Corporal.

Embora o Consenso Internacional de 2011 tenha enfatizado a perda de
massa muscular associada a deterioracdo funcional, a definicdo de caquexia
associada ao cancer € similar a uma designacéo genérica da sindrome, proposta
anteriormente por Evans et al., (2008), na qual se estabelece critérios para o
diagnostico da condicdo em adultos, em que a perda de massa corporal € o
sintoma indispensavel para o diagnostico e, pelo menos, a presenca de mais 3

de 5 critérios (Figura 2).

DIAGNOSTICO DA CAQUEXIA

« Diminuicao da forgca muscular
- Fadiga
Perda de p(()aso de pelo s Anoioxia
menos S % , em 12 9 dEE + Baixo indice de massa magra
meses ou menos. - Bioquimica anormal:
» Aumento dos marcadores inflamatérios
2 (PCR > 5 mgl/L, IL-6 > 4 pg/mL)
(Ou IMC < 20kg/m ) » Anemia (Hb <12 g/dL)

» Albumina sérica baixa (< 3.2 g/dL)

Figura 2 - Critérios para o Diagndstico da Caquexia (adaptado de Evans et al., 2008).
IMC: indice de Massa Corporal; PCR: Proteina C-Reativa; IL-6: Interleucina 6; Hb: Hemoglobina

Devido as dificuldades na definicdo e no diagndstico da caquexia, é
arduo avaliar precisamente a sua prevaléncia, mas estima-se que seja de
aproximadamente 9 milhdes de pessoas no mundo (ANKER; VON HAEHLING,

2014), afetando cerca de 5-15% em pacientes terminais com ICC, além de estar
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presente nas fases finais de doencas como a artrite reumatoide, a doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), a doenca renal crénica e, particularmente,
em associacdo ao cancer (VON HAEHLING; ANKER, 2014). Arthur et al., (2014)
estimaram uma prevaléncia de caquexia superior a 160.000 casos/ano de
admissbes hospitalares em hospitais comunitarios os Estados Unidos da
América. Segundo os autores, o tempo médio de internagcdo foi o dobro dos
pacientes ndo caquéticos, com um custo médio de mais de 10.000 délares em
relacdo aos pacientes sem caquexia, implicando maior sobrecarga nos sistemas
de saude. Nos paises asiaticos a incidéncia de caquexia € menor, embora
crescente (FARKAS et al., 2013). Ja os dados referentes a prevaléncia de
caquexia na Africa e na América do Sul sdo extremamente escassos, embora o
periodo de transicdo epidemioldgica por que passam essas regides permitam
inferir que a caquexia também seja um problema médico frequente (VON

HAEHLING; ANKER, 2014).

Esta sindrome esta presente em aproximadamente 50% dos pacientes
com cancer e em até 80%, nos casos avancados da doenca, estando associada
com a reducédo na tolerancia ao tratamento do cancer, prejuizo da qualidade de
vida e redugéo da sobrevida, representando a causa imediata de morte dos
pacientes quando a perda de peso excede 30% a 40% da massa corporal
(ARGILES et al., 2014; ARTHUR et al., 2014; SEELAENDER et al., 2012), e sua
incidéncia varia entre os diferentes tipos de cancer, sendo de cerca de 80% em
pacientes com cancer pancreatico e gastrointestinal e de 60% em pacientes com
cancer de pulmao (WATCHORN et al., 2001).

2.2 Fisiopatologia da caquexia associada ao cancer

A perda de massa corporal € o principal sinal da caquexia e 0s
mecanismos que levam a essa perda sdo multiplos, destacando-se a ingestao
inadequada de nutrientes (combinada com aumento do gasto energético),
desbalanco entre anabolismo e catabolismo proteico, acentuada diminuicdo da
aptiddo fisica, disfungdo metabolica relacionada a interacdo competitiva
tumor/hospedeiro, bem como uma resposta inflamatdria sistémica patolégica

(CRAWFORD, 2016). Ambos, tumor e hospedeiro, cooperam por uma via
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complexa e sofisticada com o microambiente tumoral para sustentar o
crescimento tumoral e a caquexia (CAHLIN et al., 2000). Os dados cientificos
acumulados até aqui permitem inferir que a inflamacgéo sistémica persistente e
de baixa intensidade observada em pacientes caquéticos € um componente
central desta sindrome com interface para todas as outras alteracfes da
caquexia (LAVIANO et al., 2015; SEELAENDER et al., 2015; WANG; YE, 2015).
O aumento nas concentracdes circulantes de citocinas, caracteristica da
condicao inflamatoria, induz alteracées no sistema nervoso central (SNC), no
intestino, no musculo, no figado, no pancreas, no tecido adiposo e no proprio
tumor, estabelecendo um ciclo multiorgdo vicioso e acentuando o catabolismo
na caquexia (ARGILES et al., 2015; DE MATOS-NETO et al., 2015; LAVIANO et
al., 2015; WANG,; YE, 2015), conforme mostrado na figura 3.

Trato Gastrintestinal

Disbiose
Redugao da
ingestao
alimentar
Endotoxemia
Ma absorgao

; Pancreas [ Sistema Imunitario ] Cérebro S
Resisténcia a insulina I._ Anorexia (associada

Disfunc¢ao enddcrina @ ao tumor e a
inflamacgao)

’ Depressao

Tk Tecido Termogénese
Masculo Esquelético e O 3 Adipp_so Browning

Protedlise -~ Lipolise

Catabolismo - \ 3%
D, () €—~Acidos Graxos— ~ #y Citocinas
Estresse oxidativo 0 Adipocinas ... 1 Gasto energético de
Fraqueza <" repouso
Aminoacidos Gllclose Lalmo Acidos Graxos
Osso
Figado 5
. : Proteinas de fase

Metéstase 6ssea % aguda

Liberagao de promotores | Sintese de IGF-1 e

de TGF-8 ! albumina

Esteatose
1 Gasto energético de
repouso

Figura 3 - Principais orgaos/tecidos afetados durante a progressao da caquexia
(adaptado de Porporato, 2016)
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Estudo recente em modelo animal destaca este aspecto multifatorial da
sindrome, mostrando que uma combinacdo de citocinas e mediadores pro-
caquéticos atuam em conjunto para provocar o fenotipo caracteristico da
caquexia (FRAJACOMO et al., 2016). Embora seja dificil estabelecer de maneira
simplista uma ligacdo entre as alteracbes nas concentracbes de
citocinas/adipocinas e o desenvolvimento da caquexia, evidéncias cientificas
robustas, tanto em modelo animal quanto em humanos, sustentam o papel
destes fatores inflamatérios na disfuncdo metabdlica observada na sindrome
(BATISTA et al., 2012; CAMARGO et al., 2015; FEARON et al., 2012; NEVES et
al.,, 2016; ZIMMERS et al.,, 2016). Recentemente, nés verificamos uma
correlacao positiva entre os fatores secretados pelo tumor e pelo tecido adiposo
branco (TAB) de pacientes caquéticos com marcada inflamacao local e sistémica
(DE MATOS-NETO et al., 2015).

O nosso grupo de pesquisa em metabolismo e cancer, liderado pela Dra.
Seelaender, tem continuamente investigado a biologia e fisiologia do TAB na
vigéncia da caquexia associada ao cancer, tanto em modelos experimentais
guanto em humanos, e proposto que o TAB é um érgéo intensamente afetado,
mas também um importante contribuinte para a inflamacao tanto local quanto
sistémica, observadas na sindrome (BATISTA et al.,, 2013; BERTEVELLO;
CAMARGO et al., 2015; DE MATOS-NETO et al., 2015; LIRA et al., 2012;
MACHADO et al., 2004; NEVES et al., 2016; SEELAENDER, 2001). Estes
estudos tém demonstrado que as alteracdes no TAB s&do heterogéneas em
relacdo a localizacdo anatbmica do depdsito e afetam precocemente as funcdes
dos diversos tipos celulares do tecido (BATISTA et al.,, 2012; NEVES et al.,
2016). A perda progressiva de tecido adiposo, que pode chegar a uma reducéo
de até 85% em pacientes com cancer de pulmao, por exemplo, pode levar a
hiperlipidemia e a resisténcia a a¢éo da insulina, bem como dificultar a resposta
terapéutica (BING et al., 2000). A descoberta de fatores secretados pelo TAB,
as adipocinas, que detém acao autocrina, paracrina e enddcrina (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007) e constatacdo de que a biologia dos adipécitos afeta
fortemente a composicéo corporal (ORCI et al., 2004), conferiram a este tecido
uma grande relevancia no controle metabdlico, de forma que é considerado

atualmente o maior 6rgdo enddcrino do organismo (BOOTH et al., 2016).
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O TAB ¢é caracterizado por uma distribuicdo descontinua no corpo,
distribuindo-se em depdsitos viscerais e subcutaneos que estdo sob um refinado
controle neural e hormonal anatdmico-especifico. Além desta heterogeneidade
na localizacdo anatébmica, o TAB é composto por adipocitos maduros e por
células da fracao vascular estromal (FVE) que inclui pré-adipécitos, fibroblastos,
células endoteliais e células-tronco multipotentes (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007),
além de células do sistema imunitério (TRINCHIERI, 2011). Nos estudos em que
a FVE foi separada dos adipdcitos maduros, foi possivel demonstrar que as
células da FVE também secretam adipocinas e que, portanto, os adipécitos ndo
s&80 0s Unicos responsaveis por esta secre¢cdo e, ainda, que existem diferencas
tanto no tipo e na quantidade de moléculas secretadas por cada componente do
tecido, bem como entre os depositos visceral e subcutaneo (PEINADO et al.,
2010).

Em condic¢des patoldgicas, como a obesidade, estd bem estabelecido
que a funcdo secretora do TAB € potencializada a partir da infiltracdo de
macrofagos (Mg) (ITOH et al., 2011). Estudos recentes demonstraram que o
TAB de individuos obesos é caracterizado por hipertrofia dos adipécitos, seguido
de aumento da angiogénese, infiltracdo de células imunitarias, superproducdo
da matriz extracelular e, portanto, aumento da producdo de adipocinas pro-
inflamatorias durante a progressdo da inflamacdo crénica levando a um
remodelamento deste tecido (SUGANAMI; OGAWA, 2010; SUGANAMI et al.,
2012). Faber et al., (2009) verificaram alteracédo precoce na fungdo imunitéria de
camundongos caguéticos, sugerindo que uma redugcdo na imunocompeténcia

poderia indicar um estado de pré-caquexia.

Evidéncias cientificas sugerem ainda um papel das células supressoras
de origem mieléide na imunossupressdao (MDSC, do inglés Myeloid-Derived
Suppressor Cells) observada em pacientes oncologicos (KUSMARTSEYV et al.,
2003; NAGARA|j; GABRILOVICH, 2007). Winfield et al., (2008) propuseram que
essas células também podem desempenhar um papel critico na sintese
desregulada de citocinas e outros mediadores inflamatdrios que contribui para a
caquexia. Cuenca et al., (2014) observaram uma expansdo de MDSC no
microambiente tumoral em camundongos caquéticos que apresentavam

profunda perda de adiposidade, aumento no consumo de oxigénio, resposta de
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fase aguda hepética aumentada e uma maior suscetibilidade a infeccdes.
Nakamura et al., (2012) encontraram envolvimento de MDSC circulantes na
inflamacéo sistémica de pacientes com tumor no sistema digestorio, indicando
possivel envolvimento na patogénese da caguexia. Entretanto, esses estudos
nao avaliaram a presenca de MDSC em tecidos periféricos como o TAB, por

exemplo.

Os estudos conduzidos no nosso laboratério tém constatado infiltracéo
monocitaria no TAB de ratos portadores de tumor, cujos componentes sao
capazes de secrecao de fatores inflamatérios como a prostaglandina (PG)E2 e
o fator de necrose tumoral (TNF)-a, potencialmente relacionados ao
agravamento da caquexia e deplecao dos depdsitos de gordura (MACHADO et
al., 2004). Os pacientes caquéticos também demonstram expressao
extremamente aumentada de TNF-a e de interleucina (IL)-6 no TASC
(CAMARGO et al., 2015), embora os dados a respeito do papel do TNF-a na
perda de massa corporal na vigéncia da caguexia permanecam controversos
(EBADI; MAZURAK, 2014). Além disso, a mensuracdo das concentracfes
sanguineas de TNF-a constitui um desafio técnico devido a meia-vida curta e a
natureza transitéria da proteina, somada a sensibilidade variavel dos ensaios
utilizados, limitando a comparacéao entre os diversos estudos (DAS; HOEFLER,
2013).

Os estudos mais recentes tém revelado que as alteracdes metabdlicas
associadas as mudancas na composi¢ao corporal, como aquelas presentes na
obesidade, por exemplo, e a inatividade fisica, promovem distarbios nos
depdsitos de tecido adiposo e muscular esquelético, causando resisténcia a
acao da insulina e secrecao anormal de adipocinas e citocinas (DALAMAGA et
al., 2012; HOJMAN et al., 2011; QUINN et al., 2009). Portanto, a comunicagéo
entre estes tecidos desempenha um papel critico em condi¢cbes patoldgicas
caracterizadas por inflamacdo sistémica cronica de baixa intensidade
(DALAMAGA, 2013). Assim, a interagdo entre o TAB e 0 musculo esquelético
gue ocorre através das adipocinas, miocinas e acidos graxos € um campo de
investigacdo estimulante com possiveis implicacdes terapéuticas (FEARON,
2011; JOHNS et al., 2013; LELBACH et al., 2007), dado que a perda de massa

muscular tem sido exaustivamente estudada como consequéncia da caquexia,
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mas a sintese de moléculas biologicamente ativas por esse tecido e a sua
interacdo como outros tecidos/6rgdos permanece pouco elucidada (JOHNS et
al., 2012).

2.3 Exercicio fisico como estratégia terapéutica na caguexia associada ao
cancer

Paralelamente as dificuldades para o diagndstico preciso, o tratamento
efetivo da caquexia tem sido objeto de intensa investigacdo por pesquisadores
e clinicos ao redor do mundo (LAVIANO et al., 2015). As propostas de
intervencdo farmacoldgica e/ou nutricional repetidamente frustram as
expectativas nas intervencgdes clinicas (ARGILES et al., 2010), uma vez que o0
tratamento com drogas néo reverte completamente o quadro (FEARON et al.,
2013; PENNA et al., 2010) e as estratégias de suplementacéo alimentar revelam
efeitos parciais (PETRUZZELLI; WAGNER, 2016) e, por vezes, contraditorios
(MURPHY et al.,, 2016). Assim, até o momento, orientacdes praticas para a
prevencao e tratamento da perda de massa corporal na caguexia associada ao
cancer sdo escassas, principalmente em razdo da patogénese multifatorial da
sindrome (BODDAERT et al., 2006; TAZIl; ERRIHANI, 2010).

Entre as abordagens nado farmacoldgicas, o treinamento fisico aerdbio, em
particular, tem sido proposto como uma ferramenta adequada, uma vez que
exerce acado anti-inflamatéria sistémica (AL-MAJID; WATERS, 2008;
TRINCHIERI, 2011). Além disso, o TF aerdbio induz aumento na secrecdo de
adipocinas anti-inflamatérias no TAB de ratos, exercendo importante modulacéo
neste tecido que resulta numa acdo anti-inflamatoria sistémica (LIRA et al.,
2009). Contudo, apesar do enorme potencial do TF aerdbio para atenuar a
caquexia e promover ganhos reais em termos de qualidade de vida e
sobrevivéncia, poucos estudos examinaram os efeitos globais desta estratégia
de baixo custo econémico sobre a sindrome (SILVERIO et al.,, 2012). Ao
combinar os termos “exercise training” e “cachexia” encontramos 112 artigos na
plataforma de dados PubMed. Quando limitamos a busca para “cancer
caquexia”, verificamos apenas 53 publicacbes, sendo que metade deles séo

revisbes. Recentemente, Grande et al., (2014) realizaram uma extensa revisao
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da literatura cientifica como o objetivo de determinar os efeitos do exercicio fisico
sobre a massa corporal magra e concluiram que as evidéncias sao insuficientes
para determinar a seguranca e efetividade deste em pacientes caquéticos
adultos, indicando a necessidade de ensaios clinicos para testar a efetividade do

TF em pacientes caquéticos.

Estudos realizados no laboratério da Dra Seelaender revelaram outro
aspecto de grande relevancia clinica: Os animais submetidos a um programa de
TF aerobio de intensidade moderada (60% VO2max) apresentaram reducao no
peso do tumor, além de reducdo de parametros inflamatérios sistémicos e em
tecidos especificos (BACURAU et al., 2000; LIRA et al., 2010, 2011), com nitida
atenuacao da caquexia. Mais recentemente, verificou-se que houve reducéo de
Me infiltrados no TAB dos animais caquéticos submetidos ao TF (LIRA et al.,
2012). Contudo, é importante ressaltar que, ao abordar os efeitos do TF sobre
0s sintomas da caquexia, os modelos animais podem n&o representar com
exatiddo o que ocorre em pacientes caquéticos, uma vez que a extensao desta

sindrome difere entre roedores e humanos.

Portanto, pesquisas sobre os efeitos do TF na prevencao e reabilitacdo
da caguexia associada ao cancer e da atividade fisica na funcdo imunitaria ainda
estdo em seu inicio. No entanto, acreditamos que esta constitui uma das areas
de pesquisa mais promissoras em medicina translacional nas proximas décadas.
Neste sentido, apesar de alguns mecanismos intracelulares no TAB estarem
relativamente bem estabelecidos em modelos experimentais de caquexia
associada ao cancer, os estudos com seres humanos suscitam algumas
guestbes: 0s pacientes caquéticos portadores de tumor gastrointestinal
apresentam inflamacao sistémica e localizada com maior infiltracdo de células
imunitarias no TAB? Se sim, ha correlacdo entre estes fatores inflamatorios
sintetizados pelas células imunitarias e os adip6citos com o musculo esquelético,
contribuindo para um processo inflamatério ainda mais severo? O TF cronico é
capaz de reduzir a inflamacao sistémica e tecidual, interferindo com o tipo e a

quantidade do infiltrado imunitario e/ou com a regulagdo dos mesmos?
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo investigou o processo inflamatério sistémico e no
tecido adiposo e testou a hipotese de atenuacédo da inflamacao pelo TF crénico

em pacientes com caguexia associada ao cancer e controles.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar os efeitos da caquexia associada ao cancer sobre os
fatores inflamatorios sistémicos e teciduais;

o Caracterizar e quantificar as células inflamatorias infiltradas no
TAB subcutaneo de pacientes caquéticos;

o Investigar a factibilidade da estratégia de treinamento fisico em
pacientes com cancer caquéticos;

o Testar a hipétese de que, assim como no modelo experimental, o
TF reduz a infiltracdo de células imunitarias e recupera a morfologia
e o0 grau de diferenciacdo de adipécitos, reduzindo a inflamacao

local e sistémica.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Casuistica

Para a realizacéo objetiva do diagnostico dos pacientes, utilizamos uma
planilha de Excel® (Office 2013) desenvolvida pelo colega de doutorado Rodolfo
Gonzalez Camargo, a partir dos critérios descritos abaixo (ANEXO A). Para a
afericdo da forca muscular, da fadiga e da anorexia, utilizamos escores
funcionais e sintomaticos, avaliados a partir de um questionario de qualidade de
vida (QLQ-C30, ANEXO B). Apés a utilizacdo desta ferramenta, os pacientes

foram distribuidos nos seguintes grupos:

a) Control SED (grupo de voluntarios sedentarios submetidos a
procedimento cirargico de herniorrafia, n= 15);

b) Control TR (grupo de voluntarios submetidos ao protocolo de
treinamento fisico e a procedimento cirdrgico de herniorrafia, n= 12);

c) WSC SED (grupo de voluntarios sedentérios portadores de tumor
gastrintestinal sem caquexia, submetidos a procedimento cirargico para
retirada do tumor, n = 15);

d) WSC TR (grupo de voluntarios portadores de tumor gastrintestinal sem
caquexia, submetidos ao protocolo de treinamento fisico e a
procedimento cirargico para retirada do tumor, n = 12);

e) CC SED (grupo de voluntarios sedentarios portadores de tumor
gastrintestinal com caquexia submetidos a procedimento cirdrgico para
retirada do tumor, n = 15);

f) CC TR (grupo de voluntarios sedentarios portadores de tumor
gastrintestinal com caquexia, submetidos ao protocolo de treinamento

fisico e a procedimento cirdrgico para retirada do tumor, n = 9).

Os voluntarios foram convidados para participar da pesquisa por
médicos especialistas da Clinica Médica Cirargica do Hospital Universitario (HU)
da Universidade de Sao Paulo (USP) e Departamento de Coloproctologia da
Irmandade Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo. Para inclusdo dos sujeitos
na pesquisa utilizamos os seguintes critérios: a) ambos 0s sexos; b) idade entre

18 e 100 anos; c) diagnostico de cancer no sistema gastrintestinal com indicacéo
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cirdrgica, ou pacientes com indicacao cirurgica para hérnia umbilical ou inguinal;

d) auséncia de qualquer tratamento anticaAncer ou anti-inflamatério continuo.

Além disso, adotamos o0s seguintes critérios de exclusdo: faléncia
hepatica ou renal, DPOC, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),

doencas inflamatérias do intestino ou doencas autoimunes.

O diagnéstico dos pacientes foi realizado pelo médico responséavel
através de exames clinicos, laboratoriais, endoscopicos e/ou de imagens.
Durante o periodo de realizacdo dos exames e ap0s aceite do convite, um grupo
de pacientes foi submetido ao protocolo de treinamento fisico (sempre antes da
realizacdo do procedimento cirdrgico). Os tumores foram classificados apoés
diagnéstico  clinico-patolégico, utilizando o sistema de estadiamento
convencional (EDGE; COMPTON, 2010).

A partir destes critérios, foram convidados 497 pacientes para o estudo,
dos quais utilizamos para este estudo 78, (Figura 4), de ambos os sexos, com
idade entre 32 e 79 anos, que realizaram cirurgia no HU/USP ou na Santa
Casa/SP durante o periodo de abril de 2012 a junho de 2016.

497 pacientes convidados
415 pacientes sedentarios
82 pacientes treinados

379 pacientes foram excluidos

245 apos escolha estatistica aleatéria

16 pacientes ainda precisam ser analisados
27 ap6s alteragédo no protocolo T

16 recusaram a participagéo no TF

06 pacientes n&o concluiram o TF

16 coletas de sangue néo realizadas

42 pacientes control IMC>29,9 Kg/m2 ou PCR>5
mg/dL

29 pacientes WSC€ IMC>29,9 Kg/m2
14 diagnéstico nao confirmado
13 pacientes com questionario incompleto

40 pacientes nao selecionados
30 néo foram internados

06 incapazes de entender o projeto
04 recusaram a participagéo

45 pacientes sedentarios

classificados 33 pacientes treinados-classificados
15 Control SED (controle sedentario) 12 Control TR (controle treinado)

15 Weight-Stabel Cancer (WSC SED — 12 Weiht-Stable Cancer (WSC TR -
cancer sem caquexia sedentario) cancer sem caquexia treinado)

15 Cancer Cachexia (CC-SED - cancer 09 Cancer Cachexia (CC TR - cancer
caquético sedentario) caquético treinado)

Figura 4 - Representacdo esquematica das etapas de sele¢do dos voluntérios
ja incluidos no projeto.
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4.2 Diagnostico de caquexia

Para o diagndstico de caquexia foram adotados os parametros

propostos por Evans et al. (2008):

v Variagdo na massa corporal — diminui¢éo involuntaria nos ultimos 6 meses
(maior ou igual a 5% da massa corporal inicial). A massa corporal foi
determinada utilizando uma balanca de preciséo (Filizola Scale model PL
200) ou indice de Massa Corporal (IMC) menor que 20 kg.m? para
pacientes com menos de 65 anos e menor que 22 kg.m? para pacientes
com idade maior ou igual a 65 anos e mais pelo menos trés dos seguintes
critérios:

o Diminuicao da forgca muscular;
o Fadiga;
o Anorexia,;
o Baixo indice de massa corporal livre de gordura;
o Parametros bioquimicos alterados:
= Marcadores inflamatérios aumentados (proteina C-Reativa
> 5 mg/L, IL-6 > 4 pg/mL);
= Anemia (Hb < 12 g/dL);
» Hipoalbuminemia (< 3,2 g/dL).

4.3 Aprovacao ética

O estudo foi aprovado pela Comissé&o de Etica do Hospital Universitario
da Universidade de Sao Paulo (CEP-HU/USP: 70355/12), pela Comissédo de
Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (CEP
ICB/USP: 1046/12) e pela Comisséo de Etica da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de S&o Paulo (CEP Santa Casa: 1.428.342/16), de acordo com 0s
principios da Declaracdo de Helsinki (2013) e registrado na plataforma virtual
ReBEC (Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos, n® UTN: U1111-1140-7773).
Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE — ANEXO C) antes de se envolver no estudo.
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4.4 Coleta de amostras durante o procedimento cirlrgico

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Centro Cirdrgico do
HU/SP e no Centro Cirdrgico da Irmandade Santa Casa de Misericordia/SP. Os
pacientes se mantiveram deitados em uma mesa cirdrgica, com monitoracdo
cardiaca e ventilatéria; apos banho, com antisséptico tdépico na enfermaria e
apos a anestesia, a pele foi submetida a assepsia e antissepsia cirdrgicas. O
meédico anestesiologista aplicou anestesia geral ou peridural, sempre
individualizada para cada caso. A incisao na pele foi realizada com lamina de
bisturi estéril descartavel e a retirada do tecido adiposo foi realizada com o auxilio
de pinca e lamina cirargicas, pelo médico cirurgido responsavel pelo

procedimento cirdrgico.

Entre os procedimentos cirurgicos utilizados na coleta das amostras,
realizou-se: herniorrafia, videolaparoscopia, gastrectomia parcial ou total,

colectomia parcial ou total, laparotomia exploratéria.

4.5 Analise da composicao corporal

A composicdo corporal foi analisada por absorciometria de raios-X de
dupla energia (DEXA), que € considerado o padrdo-ouro para avaliacdo da
densitometria éssea (contetdo mineral 6sseo) e também é utilizada para analisar
a composicao corporal (massa gorda e massa magra). Essa técnica baseia-se
no principio da atenuacéo da radiacéo, por exemplo, quando uma fonte de raios
X incide sobre um corpo/objeto, ela perde gradualmente sua intensidade (é
absorvida ou dispersada). Essa perda esta relacionada com a espessura,
densidade e composicédo quimica do corpo/objeto em questdo. A diferenca de
atenuacao é especifica para cada tipo de tecido e o DEXA estima o valor de R
(raz&o entre os coeficientes de atenuacao para dois niveis de energia diferentes
— 40 e 70 KeV). Utilizamos o equipamento Lunar DPX GE (General Electric do
Brasil Ltda) que foi sempre calibrado antes da medi¢cdo, seguindo as
especificacdes do fabricante. O scanner utiliza a tecnologia pencil-beam (feixe

lapis), que realiza a varredura do corpo inteiro. O paciente é deitado sobre a
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mesa em posi¢ao supina e o feixe realiza a varredura no sentido craniocaudal
(ELLIS, 2000).

4.6 Coleta de Sangue

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue, sempre antes da
cirdrgia, por profissional habilitado, em dois tubos separados: um tubo cotendo
anticoagulante (tubo BD Vacutainer® EDTA) para a separacdo de plasma
sanguineo; e um tubo seco (tubo BD Vacutainer® SST® Il Advance®) para a
obtencéo de soro, conforme descrito a seguir:

a) Pacientes sedentarios — a coleta foi realizada no dia anterior a cirurgia
na Clinica Cirurgica do HU/USP e da Irmandade Santa Casa de
Misericordia/SP;

b) Pacientes treinados — as coletas foram realizadas em sala apropriada
do HU/SP em trés momentos distintos: baseline (antes do inicio do
protocolo de treino), semana 3 e semana 6. Nestes 3 momentos,
realizou-se 2 coletas, uma com o paciente em repouso (pré sessao) e

outra, logo apds a sessao de exercicio fisico.

Apos coletado, o sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
Logo apds, o plasma e o soro foram acondicionados em microtubos plasticos e

estocados a -80 °C para andlise posterior.

4.7 Biopsia e processamento de tecido adiposo subcutaneo e mdusculo
esquelético reto abdominal

Durante a cirurgia foi coletado aproximadamente 1 g de tecido adiposo
branco subcutaneo (TASC), sempre em regido superior ao umbigo e nunca
adjacente ao tumor e aproximadamente 500 mg de musculo esquelético reto
abdominal (apenas dos pacientes oncolégicos), com tempo de coleta sempre
inferior a 5 minutos. Imediatamente apds a coleta, e ainda na sala de cirurgia, 0s
tecidos foram fragmentados com pinca e tesoura estéreis e os fragmentos

acondicionados em microtubos e rapidamente congelados em gelo seco e,
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posteriormente estocados a -80 °C ou em frascos contendo paraformoldeido 4%;
fragmentos do TASC foram também acondicionados em tubo Falcon de 50mL
contendo DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium), para posterior

processamento.

Este procedimento gera um grau minimo de risco para o paciente, nao

interferindo no procedimento cirdrgico padrao.

4.8 Protocolo de Treinamento Fisico (TF)

Apébs afericdo das condigBes gerais de saude pela equipe médica do
HU/USP e da Irmandade Santa Casa de Misericordia/SP e constatada a
capacidade para a realizacdo do protocolo, os pacientes realizaram o TF, que
consistiu de 6 semanas de caminhada em esteira ergométrica programavel
(Movement RT 350) com volume crescente e intensidade individualizada (70% a
80% da frequéncia cardiaca maxima), determinada a partir de um teste
subméaximo (Rockport One Mile Walk; KLINE et al., 1987) para estimar 0 VO2max
dos voluntarios; o teste foi realizado no baseline, semana 3 e semana 6 e
consistiu de uma caminhada de 1 milha, sem trote ou corrida, sempre sob a
supervisao de um profissional habilitado e monitoramento da frequéncia cardiaca
(Figura 5). O protocolo de TF foi adaptado a partir daquele adotado por (Dimeo
et al., 1997) para pacientes com cancer (Tabela 1) e realizado sempre nas

dependéncias do hospital, com acesso imediato as medidas de primeiros

SOCOIrros.
Bastlie Sen}ana Serr21ana ) Semana Sen‘lana Sergana ‘
\/ AA-
v ';""s:tztzgz?ﬁéximd v Teste submaximo; v Teste submaximo;
7 COMBALETs AR é)ral' v" Composigdo corporal; v' Composigdo corporal;
o Coletp;ls dge b Ee' . v' Coletas de sangue: v' Coletas de sangue:
i e ég sésséo e v’ pré e pos sessdo de v'  pré e pos sessao de
P i exercicio. exercicio.
exercicio.

Figura 5 - Desenho experimental do protocolo de treinamento fisico.
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Tabela 1 - Protocolo de treinamento fisico.

Semanas Tempos Intervalos

Adaptacéo
Baseline

Teste de esforgo submaximo
Semana 1 5 sessdes de 3 minutos 1 minuto entre as sessdes
Semana 2 4 sessdes de 5 minutos 1 minuto entre as sessdes
Semana 3 3 sessdes de 8 minutos 1 minuto entre as sessdes
Semana 4 3 sessdes de 10 minutos 1 minuto entre as sessdes
Semana 5 2 sessdes de 15 minutos 1 minuto entre as sessdes
Semana 6 1 sessédo de 30 minutos
4.9 Andlises

4.9.1 Analise histoldgica

Os fragmentos de tecido adiposo subcutaneo (TASC) obtidos foram
colocados em solucéo fixadora de paraformaldeido 4% (p/v) em tampé&o fosfato,
pH 7.4, em que permaneceram submersos por 24 horas, e apo6s, os fragmentos
foram passados para o alcool 70%, e entdo submetidos ao processamento:
primeiramente foram desidratados com concentracdo crescente de alcool,
diafinizados com banhos de xilol e incluidos em paraplast (Paraplast X-TRA,
Sigma-Aldrich do Brasil Ltda). ApGs a incluséo, os fragmentos foram colocados
em Tissue Cassete (Fischer Scientific) e seccionados em micrétomo rotatorio (R
Jung AG Heidelberg). Os cortes de 5 pm foram estendidos sobre |aminas,

previamente limpas em agua e cobertas com polilisina.

Em seguida o material foi desparafinizado, hidratado e corado por
aproximadamente 5 minutos com corante hematoxilina, seguido de lavagens
com agua destilada por 5 minutos e, 2,5 minutos, no corante eosina. Os cortes
passaram rapidamente pelo alcool absoluto, e entdo, permaneceram por 5

minutos em solucdo de etanol a 95%, 70%, respectivamente, e por ultimo,
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receberam banhos com xilol (3 x 5 minutos). E as laminas montadas em

Permount (Tuluene Solution, Fischer Scientific).

A analise preliminar da morfologia das células, a partir dos cortes
histoldgicos foi realizada nas imagens digitalizadas em aumento de 10 x e 40 X,
obtidas utilizando-se de um microscépio de luz (Leica, modelo DMLP) com
camera acoplada (Axio Cam HRC) e software Axio Vision Rel 4.8. O perimetro e
a &rea seccional foram medidos em 100 adipdcitos (3 cortes para cada amostra)
e a andlise de dados realizadas através do programa Image Pro® Plus (Media

Cybernetics), para processamento de imagem digital.

4.9.2 Andlises bioguimicas

A concentracdo sérica de glicose, lactato, triacilglicerol (TAG),
lipoproteina de alta densidade (HDLc), de baixa densidade (LDLc), colesterol
total, albumina, proteina C-Reativa, e a concentracdo no sangue total de
hemoglobina foram quantificadas utilizando-se kits comerciais (Glicose HK
liquiform, Triglicérides liquiform, HDL, LDL liquiform, Lactato, Albumina, PCR
Ultra Turbiquest Plus, Hemoglobina — Labtest diagndstica) no equipamento
automatizado LabMax 240 (Labtest diagnéstica). Estes ensaios foram realizados
no laboratoério da Professora Dr. Silvia Cozzolino, sob a supervisao dos técnicos
José Alexandre Pimentel e Ivanir Santana de Oliveira Pires, no departamento de
Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF/USP).

4.9.3 Andlise da expressao génica

Extracdo do RNA total - o RNA total do TASC foi extraido a partir de
aliquotas de 300 mg de tecido, utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen™),
seguindo recomendacgbes do fabricante. As concentragcbes do RNA foram
determinadas medindo-se a absorbancia em comprimento de onda equivalente
a 260nm/280nm em espectrofotdmetro Synergy H1 Multi-Mode Reader (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). O RNA total extraido do TASC foi
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armazenado a -80 °©°C para posterior analise por RT-gPCR com
Deoxiribonuclease |, DNAse altamente purificada, para a remogdo de DNA

gendmico.

Reacao de transcricao reversa (RT) e RT- gPCR - as amostras de RNA
total foram transcritas para DNA complementar (cDNA) em termociclador
(Veriti®). Para a sintese do cDNA foram utilizados na reagéo 2 ug de RNA total
de cada amostra com Randon primer, utilizando High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Invitrogen no. 4375575) num volume final de 20 pl. A
transcricdo reversa foi efetuada em um ciclo Unico, cujas etapas foram: i) 10
minutos a 25 °C; ii) 120 minutos a 37 °C; iii) 5 segundos a 85 °C; e iv) termina a
4 °C. A amostra de cDNA obtida foi estocada a -20 °C, até a realizacdo do
experimento. Para a reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR-
RT), técnica usada para estimar as concentracdées de RNA mensageiro nos
genes de interesse, comparamos as amostras e o controle interno (Rpl19 e
Rpl27) em duplicatas, baseando-os na deteccdo em tempo real de produtos do
PCR medidos por fluorescéncia, quantificando-os com o detector de sequéncia
ABI Prism 7300 (Applied Biosystems), como na metodologia previamente
descrita por (BUSTIN, 2000).

A reacao ocorreu em condicdes de ciclagem pré-determinadas, sendo duas
etapas, primeira de 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10 minutos e segunda com
a amplificacdo que ocorre em 40 ciclos: a desnaturacéo a 95 °C por 15 segundos
e 0 anelamento a 63 °C por 60 segundos, com extensdo a 72 °C por 2 minutos.
Os primers foram desenhados com base no banco de dados Genbank (Tabela
2). As concentracdes de primers (200-800 nM) e amostra (50 ng de cDNA) foram

padronizadas previamente.

Tabela 2 - Lista de primers utilizados.

Gene (espécie) Sequéncia (5’'3)

Fw: CCGAAATGGGCAAGTTCAT

RPL27 (homo sapiens)
Rev: CCATCATCAATGTTCTTCACGA

Leptina (homo sapiens) Fw: GGC TTT GGC CCT ATCTTTTC
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Rev: TTG TCT TGATGA GGG TTT TGG

Fw: AGC CAATCT TCATTG CTCAAGT

IL-1B (homo sapiens)
Rev: AGT CAT CCT CAT TGC CAC TGT

Fw: CAG CCC TGA GAA AGG AGA CAT

IL-6 (homo sapiens)
Rev: AGC CAT CTT TGG AAG GTT CA

Fw: TGT CAT CGATTT CTT CCC TGT

IL-10 (homo sapiens)
Rev: TGC CTT TCT CTT GGA GCT TAT T

Fw: TCA GCC AGA TGC AAT CAA TG

CCL2 (homo sapiens)
Rev: ACA CTT GCT GGT GAT TCT

IL-1: interleucina; CCL2: proteina quimioatraente de mondcitos; Fw: Forward; Rev: reverse

4.9.4 Determinacao da expressao proteica por Luminex®
4.9.4.1 Extracdo de proteinas teciduais e quantificacdo

As amostras de TASC e de musculo esquelético reto abdominal foram
mantidas em freezer -80 °C até o momento da extragcdo de proteinas.
Aproximadamente 300 mg de TASC e 150 de musculo foram homogeneizados
em 1 mL de tampdao para lise e extracdo de proteinas contendo TRIS BASE 50
mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton x-100 1%. O tamp&o foi mantido
sempre no gelo e no momento do uso acrescentamos inibidor de proteases
(cOmplete™ ULTRA Tablets, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, 1
tablete para cada 10 mL de tampdo). Para a homogeneizacao, utilizamos
homogeneizador elétrico tipo Polytron (Uniscience do Brasil) na velocidade
maxima, por cerca 90 segundos. A velocidade elevada foi utilizada para dissociar
e romper as células. Entre a homogeneizacdo de diferentes amostras, o
homogeneizador foi lavado em alcool 70% e agua ultrapura. Durante todo o
processo de homogeneizacao, os tubos contendo as amostras foram mantidos

no gelo, no intuito de reduzir a atividade de enzimas proteoliticas.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a
14.000 rpm e temperatura de -4 °C. Apos a centrifugacdo, a amostra apresentou

trés camadas distintas. A camada intermediaria (proteinas extraidas) foi coletada
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delicadamente, com o auxilio de seringa e agulha, transferida para outro
microtubo (1,5 mL) e armazenada em freezer -80 °C. Quando a amostra de
proteina extraida estava com aparéncia turva, o processo de centrifugacao foi

repetido.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford Protein Assay, Bio-Rad Laboratories), que consiste na
interacdo entre o corante Coomassie brilliant blue (G-250) e macromoléculas de
proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas.
No pH de reacéo, a interacao entre a proteina de alto peso molecular e o corante
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que
absorve fortemente em 595 nm (BRADFORD, 1976). A leitura foi feita em placa
de 96 pocos no espectrofotdbmetro Synergy H1 Multi-Mode Reader (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

4.9.4.2 Protocolo do ensaio Luminex®

O protocolo consistiu da incubacdo das amostras de plasma e de
proteinas extraidas do TASC e do musculo esquelético reto abdominal, com a
mistura de microesferas MagPlex® revestidas com diferentes anticorpos
(HCYTMAG-60K-PX30, tabela 3) por 2 horas; deteccdo dos antigenos-alvo
ligados as microesferas com uma mistura de anticorpos de captura biotinilados
e incubacéao por 1 hora; seguido de incubacdo com estreptavidina marcada com
ficoeritrina por 30 minutos; todas as incubacdes ocorreram sob agitacdo
constante a 600 rpm. As microesferas foram, entdo, identificadas por meio da
ficoeritrina usando-se o equipamento Luminex® MAGPIX (Life Technologies);
seguindo as orientacbes do fabricante, uma rotina de limpeza, qualibracéo
(MAGPIX® Calibration Kit MPX-CAL-K25) e verificacdo (MAGPIX® Performance
Verification Kit MPX-PVER-K25) precedeu-se 0 ensaio de expressao proteica e,
o software do equipamento (XxPONENT® 4.2) foi programado para considerar
como leitura positiva apenas uma contagem superior a 35 para cada proteina
analisada. Apds a leitura do aparelho, os valores de cada citocina foram
analisados no software Analyst 5.1 e, posteriormente, relativizados pela

concentracéo de proteina tecidual total (Curvas-padrdo, ANEXO C).



Tabela 3 - Anticorpos por deteccdo Luminex®.
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Citocinas

Anticorpos

Regido de
deteccdo na

microesfera

Fator de crescimento epitelial (EGF) | Anti-Humano EGF 12
Eotaxina Anti-Humano Eotaxina | 14
Fator estimulante de colonias de | Anti-Humano G-CSF | 18
granuldcitos

Fator estimulante de colonias de | Anti-Humano GM-CSF | 20
granulécitos e macréfagos

Interferon Alfa Anti-Humano IFN-a 22
Interferon Gama Anti-Humano IFN-y 25
Interleucina 10 Anti-Humano IL-10 27
Interleucina 12p40 Anti-Humano IL-12p40 | 29
Interleucina 12p70 Anti-Humano IL-12p70 | 33
Interleucina 13 Anti-Humano IL-13 35
Interleucina 15 Anti-Humano IL-15 37
Interleucina 17A Anti-Humano IL-17A 39
Antagonista  do receptor  de | Anti-Humano IL-1ra 42
interleucina 1

Interleucina 1 Alfa Anti-Humano IL-1a 44
Interleucina 1 Beta Anti-Humano IL-1 46
Interleucina 2 Anti-Humano IL-2 48
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Interleucina 3 Anti-Humano IL-3 51
Interleucina 4 Anti-Humano IL-4 53
Interleucina 5 Anti-Humano IL-5 55
Interleucina 6 Anti-Human IL-6 57
Interleucina 7 Anti-Humano IL-7 61
Interleucina 8 Anti-Humano IL-8 63
Proteina 10 induzida por interferon Anti-Humano IP-10 65
Proteina guimioatraente de | Anti-Humano CCL2 67
mondacitos 2

Proteina gquimioatraente de | Anti-Humano CCL3 72
monacitos 3

Proteina guimioatraente de | Anti-Humano CCL4 73
monacitos 4

Proteina guimioatraente de | Anti-Humano CCL5 74
monacitos 5

Fator de crescimento tumoral Alfa Anti-Humano TNF-a 75
Fator de crescimento tumoral Beta Anti-Humano TNF- 78

As amostras de TASC obtidas no momento da cirurgia foram

acondicionadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Os

fragmentos de tecido foram picotados numa placa de Petri com tesoura e pingca

estéreis, em fluxo laminar (VECO, classe 2, tipo Al) e entdo digeridos durante

40 minutos a 37 °C, sob agitacdo orbital, em DMEM suplementado com
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colagenase do tipo | (280 U/mL) (Sigma Aldrich do Brasil). Em seguida as
amostras foram filtradas numa malha fina de plastico, para a retirada dos
fragmentos nao digeridos.

As células da fracdo vascular estromal foram separadas por
centrifugacéo a 1200 rpm por 5 minutos; o sobrenadante contendo adipdcitos foi
recuperado e a fracdo vascular estromal, ressuspendida em DMEM e
centrifugada novamente, conforme descricdo anterior e; as células isoladas
foram armazenadas em soro fetal bovino suplementado com DMSO a 10% com
congelamento progressivo: freezer -20 °C, por 2 horas; freezer -80 °C, por 24
horas e; nitrogénio liquido até o processamento para citometria de fluxo
conforme descrito por Brake e Smith (2008).

No dia das analises, as amostras foram rapidamente descongeladas em
banho maria a 37 °C, lavadas em DMEM e centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos a 4 °C. O procedimento de compensacdo do citbmetro de fluxo

(FACSCanto Il — BD Biosciences) foi realizada com beads de compensacao.

Os anticorpos conjugados com fluorocromos do painel de macrofagos e
do painel de células supressoras de origem mieldide (MDSC, do inglés myeloid-
derived suppressor cells) (Tabela 4) foram adicionados as amostras que foram
assim incubadas por 30 min a 4 °C, protegidas da luz. As células marcadas foram
novamente lavadas com DMEM e centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm e
ressuspensas em 500 pl do meio de cultura e, em seguida, detectadas no
citbmetro de fluxo, através da estratégia de anélise descrita na figura 6 e 7, para
macréfagos e MDSC, respectivamente.

Os ensaios de imunofenotipagem foram realizados no Instituto de Ensino
e Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein e no Departamento de Imunologia
do ICB/USP, sob a superviséo do Professor Dr. Welbert de Oliveira Pereira e do
Professor Dr. Niels Olsen Saraiva Camara.



Tabela 4 - Painel de anticorpos para imunofenotipagem.
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Painel Anticorpo fluorocromos N° Cat.
CD45 FITC 555482
CD206 PE 555954
CD14 PERCP-Cy5.5 562692
Macrofagos
CXCR4 PE-Cy7 560669
(M1 and M2)
CD86 APC 555660
CD11b APC-Cy7 557657
CCR7 Bv421 562555
CD45 PERCP 347464
Linl FITC 340546
MDSC CD33 PE 555450
CD11b APC-Cy7 557657
HLA-DR APC 559866

CD: Grupo de diferenciacdo (do inglés, Cluster of Differentiation); FITC: Isotiocianato de fluoresceina
(doinglés, fluorescein isothiocyanate); PE: Ficoeritrina (do inglés, phycoerythrin); PerCP-Cy5.5: proteina
clorofila peridinina-R-ficoeritrina cianina (do inglés, Peridinin-chlorophyll proteins); CCR7: receptor de
guimiocinas do tipo 7 (do inglés, C-C chemokine receptor type 7); BV421: Brilhante violeta 421 (do
inglés, Brilliant Violet™ 421 Dye); Linl: Coquetel de linhagem (do inglés, Lineage Cocktail 1); APC-Cy7:
Aloficocianina 7 (do inglés, Allophycocyanin 7); HLA-DR: Antigeno Leucocitario Humano (do inglés,
Human Leukocyte Antigen - antigen D Related). (MDSC, do inglés myeloid-derived suppressor cells).
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A: FSC-H vs FSC-A para a exclusédo de doublets. B: FSC vs SSC para excluir os detritos C:
CD45+ para incluir todos os leucécitos. D: CD14+ ou CD11+ marcam macrofagos gerais. E:
amostra ndo marcada. F: CCR7 amostra marcada (subpopulacdo M1), CXCR4+ (subpopulacdo
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Figura 7 - Estratégias de analises especificas para células supressoras de
origem mieldide (MDSC).
A: FSC-H vs FSC-A para a excluséo de doublets. B: FSC vs SSC para excluir os detritos C:

CD45+ para incluir todos os leucécitos. D: linl negativo e HLA-DR negativo. E: CD33 CD11b
duplo positivo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao expressos como média + erro-padrao ou como mediana
[1° quatrtil;2° quartil], utilizando-se o software estatistico GraphPad Prism versao
5.0 (GraphPad Software, Inc). Os resultados foram primeiramente submetidos
aos testes de normalidade e de homogeneidade das variancias pelo teste de
D’Agostino e Pearson. As comparagdes entre os grupos foram avaliadas pela
andlise de variancia fatorial (ANOVA one way), seguida do teste de Tukey, para

identificacdo dos contrastes significantes.

Para os grupos submetidos ao protocolo de TF, em que as analises se
dao também em funcdo do tempo, as comparacdes foram analisadas por

ANOVA fatorial two way para medidas repetidas.

Para todas as analises, adotou-se valor de significancia de 0,05. Todos
os procedimentos estatisticos foram realizados com o auxilio do Setor de
Estatistica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, sob a supervisdo da Sra.

Rosana Duarte Prisco.
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6 RESULTADOS
6.1 Caracteristicas gerais dos pacientes (baseline)

Setenta e oito pacientes participaram do estudo, sendo que 33 pacientes
foram submetidos ao protocolo de TF. Do total de 32 sessbes planejadas do
programa de TF, a adeséao foi de 94%, 83,9% e 78,5% para o grupo Control TR,
WSC TR e CC TR, respectivamente. Ressaltamos que nenhum paciente recebeu

durante o protocolo, qualquer tratamento anticancer ou anti-inflamatério crénico.

A tabela 5 mostra as caracteristicas gerais dos pacientes (baseline).
Observamos que os pacientes dos seis grupos apresentavam media de idade,
de massa corporal dos seis meses anteriores a entrevista e de altura,
semelhantes. A andlise estatistica ANOVA two-way para o indice de massa
corporal revelou diferenca significativa, porém, o teste de Tukey para multiplas
comparacdes nao foi capaz de identificar em quais grupos estavam estas
diferencas. Ao avaliarmos a massa corporal atual, observamos que os dois
grupos com caquexia, CC SED e CC TR, apresentavam valores
significativamente menores quando comparados aos demais grupos. Quando
avaliamos a diferenca na massa corporal, absoluta e relativa, entres os valores
informados e os valores aferidos no momento da entrevista, verificamos perda
de massa corporal acentuada para CC SED e CC TR, quando comparados aos
demais grupos (Control SED, Control TR, WSC SED e WSC TR), em
concordancia com os critérios propostos por Evans et al. (2008) (Perda de peso
> 5% nos ultimos 6 meses). Os dados do estadiamento tumoral mostraram que
nao houve diferenca entre todos os grupos, revelando que a caquexia pode se

manifestar também nos estagios iniciais da doenca.

Avaliamos também a percepc¢do da qualidade de vida global através da
aplicacdo de questionario (QLQ-C30), tendo verificado que os pacientes
caquéticos (CC SED e CC TR) apresentaram menor escore quando comparados

com os demais grupos (Figura 8), refletindo redugcéo nesse parametro.



Tabela 5 - Caracteristicas gerais dos pacientes (na baseline).
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Control SED Control TR WSC SED WSC TR CC SED CCTR Two-Way
ANOVA

n 15 12 15 12 15 9
Masc/fem (n) 11/4 6/6 10/5 6/6 8/7 5/4
Altura (m) 1,66 + 0,02 1,66 + 0,02 1,64 + 0,02 1,67 £ 0,03 1,64 + 0,02 1,61+002 -
Idade (anos) 51,71+ 2,89 52,09 + 3,85 65,00 = 2,38 63,75 + 2,08 58,25 + 4,13 62,56 +456 @ -
MC anterior 76,68 [51,2;106] | 79,96 [65;104] 72,2 [53;104] 80,80 [62,0;90,5] | 70,0 [50,5;88,0] 68,60 [63,5;91,3] = ------
informada (KQg)
Massa corporal | 76,68 [51,2;106] @ 79,96 [65;104] 70,72 [53;104] 80,80 [62,0;90,5] | 60,87[48,5;81] 59,72 [50,8;83,0]" Fator
atual (Kg) caguexia
Perda de peso | 0,00 [0,00;0,00] 0,00 [0,00;0,00] | 0,00 [-30,5;0,00] 0,00 [0,00;0,00] -9,13 [-10,15;-2] -7,85 [-10,0;-4,4]" Fator
(Kg) caguexia
Perda de peso | 0,00 [0,00;0,00] 0,00 [0,00;0,00] | 0,00 [-2,31;-32,10] @ 0,00 [0,00;0,00] 13,10 [-22,38;-5,0] " | 11,51 [-16,12;-7,21]" | Fator
(%) caquexia

IMC (Kg/m?)

2759+1,24

26,36 + 2,64

27,74 £ 254

29,85+ 1,40

22,84 + 1,068

23,10+1,14
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Estadiamento

tumoral (n)

5 e 92 42 52 3

m-v-- fe— e 42 5?2 52 6

Dados expressos como média * erro padrdo ou como mediana [1° quartil;3° quartil]. *Diferenca significativa CC SED, CC TR vs WSC SED, WSC TR, Control SED, Control TR. MC: massa
corporal; : o n difere do total porque os dados anatomopatoldgicos foram insuficientes para o correto estadiamento tumoral de todos os pacientes; IMC: indice de massa corporal.
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Figura 8 - Escore de qualidade de vida dos pacientes.

Dados expressos como média + erro-padrdo. * Diferenca significativa CC SED, CC TR vs Control SED,
Control TR, WSC SED e WSC TR. Control SED (n=15), Control TR (n=12), WSC SED (n=15), WSC TR
(n=12), CC SED (n=15) e CC TR (n=9).

6.2 Andlise dos parametros bioquimicos propostos para confirmacdo do
diagndstico da caquexia

Ao analisarmos os parametros bioquimicos propostos na literatura para
o diagnéstico da caquexia, observamos que as concentracbes seéricas de
hemoglobina do CC SED e CC TR foram significativamente menores em relacéo
ao WSC SED, WSC TR, Control SED e Control TR (Figura 9A, p<0,0001), sendo
inferiores aos valores de referéncia descritos na literatura cientifica (12 g/dL),
que visam diagnosticar a sindrome (EVANS et al., 2008).

As concentracdes séricas de albumina foram estatisticamente menores
no CC SED, quando comparadas com o Control SED, WSC SED e Control TR
(p=0,0318), entretanto, o WSC TR e 0 CC TR ndo diferiram estatisticamente dos
demais grupos (Figura 9B). Quando nés avaliamos os conteudos individuais de
albumina sérica, encontramos que de 27 pacientes com cancer nao-caquéticos
(WSC), cerca de 15% apresentaram concentracdes diminuidas (2,89 + 0,43
mg/dL), apesar de ndo apresentarem perda de massa corporal significantemente

detectavel.

A andlise do conteudo sérico de proteina C-reativa — 0 marcador mais
amplamente utilizado para inflamacdo sistémica — revelou que os pacientes
caquéticos apresentaram concentragdes superiores as dos outros grupos,
enquanto que para WSC SED, as concentra¢des foram maiores em comparagao
com o Control SED (Figura 9C). Entretanto, quando os valores individuais s&o
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analisados, observamos uma variagdo muito grande entre os pacientes do
mesmo grupo (WSC: 0,2 — 13,8 mg/L e; CC: 0,4 — 12,6 mg/L), indicando
diferentes graus de inflamacéao, talvez associados a diferentes graus de caquexia

(pré-caquexia, caguexia e caquexia refrataria).

Observamos ainda que a concentracao sérica de IL-6, outro marcador
classico de inflamagéo, foi significativamente maior apenas nos pacientes com
caquexia (CC SED e CC TR), quando comparado com os demais grupos (Figura
9D, p < 0,0001).
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Figura 9 - Parametros bioquimicos propostos para o diagndstico da caquexia.
Dados expressos como mediana [1° quartil; 3° quartil]. Figura 3A: concentragfes séricas de hemoglobina —
Control SED (n=14), Control TR (n=9), WSC SED (n=14), WSC TR (n=8), CC SED (n=14) e CC TR (n=8);
Figura 3B: concentragfes séricas de albumina — Control SED (n=15), Control TR (n=12), WSC SED (n=15),
WSC TR (n=10), CC SED (n=14) e CC TR (n=9); Figura 3C: concentra¢des séricas de PCR — Control SED
(n=15), Control TR (n=9), WSC SED (n=15), WSC TR (n=9), CC SED (n=15) e CC TR (n=9), Figura 3D:
concentragfes plasmaticas de IL-6 — Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7) e CC TR (n=6). # diferenca significativa CC SED CC TR vs Control SED, Control TR,
WSC SED, WSC TR. & Diferenca significativa CC SED vs Control TR. ** diferenga significativa WSC SED
vs Control SED. * diferenca significativa CC SED, CC TR vs Control SED, Control TR, WSC SED e WSC
TR.
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6.3 Efeitos do treinamento fisico sobre a composi¢ao corporal

Apesar de ndo encontrarmos diferengas estatisticamente significativas, o TF foi
capaz interromper a perda de massa corporal — a caracteristica clinica mais marcante da
caquexia, promovendo ainda um discreto ganho entre a semana 3 e o baseline (10,01 %
em meédia) e, ainda, manutencdo do ganho até a sexta semana de protocolo (Figura 10).
Ressaltamos que nenhum dos pacientes recebeu qualquer outro tipo de intervencao, quer
farmacoldgica, quer ndo farmacologica. Além disso, todos os pacientes foram encorajados
a manter as suas dietas habituais. E, portanto, possivel supor que os resultados

representam os efeitos diretos do TF.

100+
Control TR

WSC TR
801 =+ CC TR

90

704

60

Massa Corporal (Kg)

501

40~ *

T T L}
Baseline Semana 3 Semana 6

Figura 10 - Massa corporal antes, durante e apds o protocolo de TF.
Dados expressos como mediana [1° quartil; 3° quartil]. * Diferenca significativa entre CC TR (n=9) vs Control TR (n=12),

WSC TR (n=12).

Adicionalmente, realizamos a avaliacdo da composicéo corporal por DEXA de sete
pacientes oncolégicos submetidos ao protocolo de TF. Quando realizamos a andlise
estatistica sem distincdo de grupos, nao verificamos diferencas significativas ao longo das
6 semanas de TF para massa corporal 6ssea, gordura corporal e total e do tronco e massa
corporal magra total e (Figura 11A, 11B, 11C, 11D e 11E, respectivamente). Contudo,
observamos um ganho percentual médio de 2% para a massa corporal magra total (média
inicial de 45,68 kg e média final de 46,98 Kg) e de 5% para a massa magra do tronco (média
inicial de 22,77 kg e média final de 23,99 Kg) em todos os pacientes avaliados.
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Figura 11 - Composicgéo corporal por DEXA dos pacientes treinados.
Dados expressos como média + erro-padrdo. n total=7

Apesar da amostra reduzida, realizamos o tratamento estatistico ANOVA-Two Way
para avaliar o efeito crénico do TF entre 0 WSC TR (n=4) e o CC TR (n=3). Para a massa
corporal magra total e do tronco, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos
ou ao longo das seis semanas de protocolo (Figura 12A-B, respectivamente), contudo,
observamos um ganho percentual de 4% e 3% na massa magra total parao WSC TR e CC
TR, respectivamente; quando avaliamos a massa magra apenas do tronco, encontramos
um ganho percentual ainda maior ao longo do periodo de intervencéo (8% e 5% para o
WSC TR e 0 CC TR, respectivamente). Ja quando avaliamos a gordura corporal total e no
tronco dos pacientes, observamos que o WSC TR apresentava valores absolutos
significativamente maiores que o CC TR no baseline (p= 0,0236 e p= 0,0119,
respectivamente) e na sexta semana de TF (p= 0,0377, p= 0,0206, respectivamente)
(Figura 12C-D); percentualmente, podemos verificar que ambos 0s grupos perderam
gordura corporal total (WSC TR: -7%; CC TR: -4%) e no tronco (WSC TR: - 8%; CC TR: -
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6%), ao longo do periodo de intervencédo; contudo, observamos que a magnitude de perda

foi menor entre os pacientes caquéticos submetidos ao protocolo de TF.
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Figura 12 - Composicéo corporal avaliada por DEXA ao longo de 6 semanas.
Dados expressos como média * erro-padrdo. * diferenca significativa WSC TR (n=4) vs CC TR (n=3).

Em conjunto, os dados da composicao corporal avaliada por DEXA nos permitem
inferir que a manutencdo da massa corporal total observada ao longo das semanas de
intervencdo nos pacientes caquéticos se deu a partir do ganho na massa corporal magra,

sobretudo no tronco dos pacientes treinados.

6.4 Efeitos do treinamento fisico sobre os parametros bioquimicos propostos para o
diagndstico da caquexia

A inflamacéo sistémica, avaliada pelo contetudo sérico de PCR, foi incialmente maior
no CC TR (p=0,0007), quando comparada com os demais grupos. No final da sexta semana
de protocolo, a concentracdo sérica de PCR foi significantemente reduzida no CC TR,
guando ndo encontramos mais diferencas significativas em relacédo ao Control TR e WSC
TR (Figura 13A, p=0,0480). A concentracdo seérica de albumina aumentou continuamente
até a terceira semana de TF, quando os valores circulantes de albumina do CC TR foram

similares aos demais grupos submetidos ao protocolo de TF (Figura 13B).
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Figura 13 - Par@metros bioquimicos da caquexia ao longo de 6 semanas.

Dados expressos como média + erro-padrdo. * diferenca significativa CC TR vs Control TR, WSC TR. # diferenca
significativa semana 6 vs semana 3 para o CC TR em rela¢do ao PCR e semana 3 vs baseline para o CC TR em relacéo
a albumina.

6.5 Efeitos do treinamento fisico sobre os parametros de condicionamento fisico avaliados

Todos os pacientes apresentaram VO:2max inicial baixo, confirmando a condicdo
sedentaria anterior. Ao longo das seis semanas de TF, a curva de VO:zmax aumentou e,
ambos 0s grupos exercitados (caquéticos e ndo caquéticos), mostraram diferenca
significativa ao final do protocolo (Figura 14A, p<0,0001), revelando que além de viavel, o
TF promove melhoria significativa da capacidade fisica destes pacientes (incremento de
209% do VO2max). A frequéncia cardiaca (FC) de repouso foi semelhante em todos os
grupos no baseline e reduziu progressivamente durante as seis semanas (Figura 14B,
p<0,0001). No final do protocolo de exercicio, a FC do CC TR foi menor (14%) que nos
demais grupos avaliados. Além disso, a distadncia percorrida/semana aumentou
gradualmente ao longo das seis semanas, com diferenca significativa quando comparada
com a primeira semana para todos os grupos (Figura 14C, p<0,0001), revelando que o

desempenho fisico melhorou apds protocolo de TF.
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Figura 14 - Efeitos do treinamento fisico sobre os parametros de condicionamento fisico

avaliados.
Dados expressos como media = erro-padrdo. Control TR (n=12); WSC TR (n=12); CC TR (n=9). * indica diferenca
significativa entre a semana 6 e o baseline.

6.6 Perfil lipidico e concentracdes séricas de ALT, AST, glicose e lactato

Na tabela 6 observamos que ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos
referente as concentracbes séricas de triacilglicerol (TAG), do conteddo de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), de glicose e de lactato.
Contudo, o conteudo de colesterol total foi significativamente menor no grupo CC TR em
relacdo ao grupo Control SED e nédo apresentou diferenca para os demais grupos. As
concentracfes séricas de LDLc (em inglés, low density lipoprotein) do grupo CC SED foram
significativamente inferiores em relacdo ao grupo WSC TR, mas nao foi detectada diferenca
para os demais grupos. Ja as concentracdes de HDLc (em inglés, high density lipoprotein)
no grupo CC SED foram significantemente inferiores as do grupo WSC SED. Entretanto,
guando comparadas aos demais grupos, nédo foram verificadas diferencas significativas.
Interessantemente, observamos que os dois grupos de pacientes caquéticos apresentaram
valores médios de HDLc inferiores aqueles valores de referéncia classicamente indicados
na literatura como preditores de riscos a saude (<40 mg/dL), sobretudo, os riscos

cardiovasculares.

Tabela 6 - Perfil lipidico e concentracdes séricas de ALT, AST, glicose e lactato.

Cgrl‘ztéo' COT”QO' VSVSS WSCTR CCSED CC TR  p
N 15 12 15 12 15 9
TAG (mg/dL) 151+ 9,56 11‘27, b 11310,; 11480; 11117,; 11005, SCRET
E:n? gl;igf_e)ro' total 2 11808,8i 189,(;; 19?%; 1171?1i 11352,38% 0,0008
LDLe (ma/dL) log+aze  L06% 105+ 137+ 888+ 123+ (o010

3,49 7,68 4,46 5,88" 12,6



HDLc (mg/dL) 42,3+2.21
ALT (U/L) 20,8 + 2,05
AST (U/L) 28,9 +2,12
Glicose (mg/dL) 115+ 6,04
1,38 +

Lactato (mmol/L) 0097

40,7 £
2,60

16,5+
3,61

29,6 £
2,34

104 +
4,15

1,69 +
0,20

43,3 £
2,65

17,3 +
1,97

30,8 £
2,10

105 +
3,60

1,50 +
0,18

412 +
2,73

16,6 +
4,36

20,2
1,85

112 +
9,39

1,89+
0,21

333
2,08*

18,0+
1,90

28,6 +
2,58

114 +
5,37

1,47 *
0,13

34,8 +
4,74*

171+
2,93

24,5+
2,57

107 +
8,73

135+
0,089

62

0,0237

0,7595

0,1295

0,6892

0,4332

Dados expressos como media * erro-padrao. TAG: triacilglicerol; HDLc: lipoproteina de alta densidade; LDLc: lipoproteina
de baixa densidade; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase.

6.7 Efeitos do treinamento fisico sobre o perfil lipidico e as concentracdes séricas de ALT,

AST, glicose e lactato

A avaliacdo das concentracdes séricas de TAG, colesterol total, e LDLc nédo

verificou diferencas significativas entre 0s grupos ou entre as semanas de intervencao

(Figuras 15A, 15B e 15C). Contudo, o conteudo sérico de HDLc que era de apenas 34,83

+ 4,74 mg/dL no baseline, aumentou significantemente ao longo da intervencao clinica

(atigindo 57,0 + 3,42 mg/dL), quando comparamos a semana 6 em relacdo a de baseline,

em CC TR (Figura 15D). Por outro lado, o TF n&o foi capaz de alterar as concentragdes

séricas de glicose e lactato ao longo das 6 semanas de intervencao para ambos 0S grupos

de pesquisa (Figuras 15E-F).
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Figura 15 - Perfil lipidico e concentracdes seéricas de ALT, AST, glicose e lactato ao longo

de 6 semanas.
Dados expressos como media + erro-padrdo. Control TR (n=12); WSC TR (n=12); CC TR (n=9). * indica diferenca

estatistica entre o grupo CC TR e os grupos Control TR e WSC TR; & indica diferenca significativa entre a semana 6 e o
baseline.

6.8 Analise morfoldgica e morfométrica

A figura 16 ilustra a morfologia do TASC dos pacientes avaliados nesse estudo,
sob microscopia de luz. De uma maneira geral, observamos um desarranjo na morfologia
tipica do tecido no Control SED (Figura 16A), com algumas regibes de fibrose; ja a
morfologia do Control TR (Figura 16B) apresenta-se preservada, com adipocitos
caracteristicos e esféricos, com uma camada delgada de citoplasma, o nucleo afastado para
a regido periférica da célula e com a presenca de um espaco vazio arredondado,
representando uma grande goticula lipidica, removida com o processamento com xilol. Na
figura 16C (WSC SED), observamos que a caracteristica esférica da célula adiposa esta
modificada e, na figura 16D (WSC TR), observamos novamente arranjo morfologico
preservado. Ja no grupo CC SED, os adipdcitos mostram-se mais poligonais. Observou-se
também um maior nimero de células infiltradas (Figura 16E). Além disso, podemos
observar que a matriz extracelular foi modificada, com maior espaco intersticial entre as
células, e a presencga de fibrose. A figura 16F, permite observar que a morfologia do CC
TR esta preservada e que a area de fibrose (a esquerda), é bastante reduzida. As analises
morfométricas realizadas posteriormente, revelaram que o tamanho do adipdcito,

determinado como area seccional, diametro e perimetro, estava preservado no CC TR em
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relacdo ao CC SED (Figura 17A-C, p=0,0429, p=0,0773 e p=0,0148, respectivamente);

ainda, o perimetro do CC TR foi significativamente maior quando comparado ao WSC SED

(Figura 17C, p=0,0384).
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6.9 Expressao génica

A analise da expressdo génica das proteinas estudadas no TASC é mostrada na
tabela 7. Verificamos que o conteddo de RNAm de IL-1B foi maior no CC SED, quando
comparado com o Control SED, Control TR, WSC TR e CC TR, mas sem diferenca
significativa para WSC SED. Observamos ainda que a expressédo do gene da leptina foi
significativamente menor em CC SED em relagdo a WSC SED, mas né&o foi detectada
diferenca estatistica para os demais grupos analisados. Para o RNAm de CCL2, IL-6 e IL-
10, tampouco foi encontrou-se diferenca significativa entre qualquer dos grupos estudados;

contudo, observamos que a expressao génica de IL-10 apresentou forte tendéncia para

atingir nivel de significancia no CC TR.

Tabela 7 - Expresséo génica de fatores inflamat6rios no tecido adiposo subcutaneo.

Control Control TR | WSC SED WSC CC SED cc R

SED TR P
CCL2 0,93 0,56 0,30 0,45 3,34 1,70 0.253
(UA) [0,26;3,33] | [0,260:4,76] | [0,17;0,93] | [0,874:2,3] | [0,16:7,47] | [0,233;0,1,78] '
IL-1B8 0,993 0,454 1,95 0,411 6,41% 0,638 0.039
(U.A) +0,431 +0,141 +1,29 +0,229 +2,13 + 0,364 :
IL-6 0,72 0,54 0,74 0,61 2,64 1,04 0.654
(UA) [0,38; 3,11] | [0,455;5,13] | [0,28; 1,82] | [0,216;1,45] | [0,18; 8,09] | [0,117;4,09] ’
IL-10 1,19 1,98 1,10 1,73 0,43 3,71 0.068
(U.A) [0,37; 1,70] | [0,781;4,90] | [0,42; 3,03] | [0,367;3,08] | [0,27; 0,71] | [0,876;1,59] '
Leptina | 2,85 0,866 4,91 1,07 0,719% 0,800 0.049
(U.A) +0,775 +0,473 +0,779 +0,822 + 0,632 +0,373 ’

Dados expressos como média * erro padréo ou como mediana [1° quartil;3° quartil). Control SED (n=12), Control TR (n=12), WSC
SED (n=12), WSC TR (n=10), CC SED (n=11) e CC TR (n=8). # diferenca significativa CC SED vs Control SED, Control TR, WSC
SED, WSC TR e CC TR. & Diferenca significativa CC SED vs Control SED e WSC SED. CCL2: proteina quimioatraente de

mondcitos; IL: Interleucina; U.A.: Unidades arbitrarias.

6.10 Expresséo Proteica

No baseline, o CC TR apresentou diferencas significativas no contetdo plasmético
do fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés plasma epidermal growth fator,
p=0,0004), quando comparados com 0s outros grupos (Figura 18A). O mesmo fator foi
reduzido significativamente ao longo das 6 semanas de intervengao, quando os valores

meédios foram similares ao Control TR e WSC TR (Figura 18B). O efeito agudo do exercicio
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fisico (pré e pos sessdao) foi avaliado em 3 momentos diferentes (no baseline, semana 3 e
semana 6). Nao encontramos diferencas significativas nas concentracdes de EGF entre os
valores de repouso e pos sessao aguda do TF nos trés momentos avaliados (Figura 18C-

E). O conteudo proteico de EGF no TASC néo foi detectavel.
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Figura 18 - Conteudo plasmético do fator de crescimento epidérmico (EGF).

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=15), Control TR (n=9), WSC SED (n=15), WSC TR
(n=9), CC SED (n=15), Control TR (n=6). Figura 14A: * diferenca significativa CC TR vs Control SED, Control TR, WSC
SED, WSC TR e CC SED. Figura 14B: * diferenca significativa CC TR vs Control TR e WSC TR; # diferenga significativa
semana 6 vs semana 3 e no baseline.

O conteudo de eotaxina, uma proteina quimioatraente para eosinofilos, foi analisado
no plasma e no TASC. NOs nao encontramos diferencas significativas em nenhum dos
compartimentos avaliados (Figura 19A-G), exceto em relagdo ao efeito agudo do TF na
terceira semanano CC TR (Figura 19D). O conteudo proteico de eotaxina no TASC também

nao foi detectavel.
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Figura 19 - Contetdo plasmatico de eotaxina.
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Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=6), CC TR (n=6). Figura 15D: * diferenca significativa pos sesséo vs repouso para o0 CC TR na semana

Quando avaliamos o conteudo plasmaético e tecidual do fator estimulador de col6nia

de granuldcitos (G-CSF, em inglés Granulocyte Colony-Stimulating Factor), observamos

que o TF crbnico foi capaz de aumentar a concentracdo de G-CSF na terceira semana

somente para CC TR (p=0,0037) e agudamente, na sexta semana, para o grupo Control TR

(Figura 20B e 20E, p=0,0127, respectivamente). Para os outros tempos e para o TASC

analisado, ndo foram encontradas diferencas significativas (Figura 20A, 20C, 20D, 20F).
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Figura 20 - Conteudo plasmatico e tecidual do fator estimulador de colénia de granuldcitos

(G-CSF).

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 16B: * diferenca significativa CC TR vs Control TR, WSC TR na semana 3.
Figura 16D: * diferenca significativa pos sesséo vs repouso para o Control TR na semana 3.

Para o conteudo do fator estimulador de col6nia de macréfagos e granuldcitos (GM-

CSF, em

inglés Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), encontramos

diferencga significativa referente ao efeito agudo do exercicio fisico na terceira semana

apenas, para o CC TR (Figura 21D, p=0,0461). Para os outros tempos e para o0 TASC

analisado, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos estudados (Figura

21A, 21C-F), apesar do mesmo padrdo observado para o efeito crénico do TF na terceira

semana (Figura 21B).
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Figura 21 - Conteudo plasmaético e tecidual do fator estimulador de colénia de macréfagos
e granulécitos (GM-CSF).

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 17D: * diferenga significativa p6s sesséo vs repouso para o CC TR na semana
3.

Similarmente ao GM-CSF, observamos o mesmo efeito agudo do exercicio fisico
na terceira semana no CC TR, quando avaliamos o interferon (IFN)-a (Figura 22D,
p=0,0156). As figuras 22A-C, 22E-F ilustram a auséncia de diferencas significativas para
0s demais tempos e para o TASC. Mais uma vez, verificamos o0 mesmo padrdao na curva
gue mostra o efeito crénico do TF para 0s pacientes caquéticos na terceira semana (Figura
22B).
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Figura 22 - Conteudo plasmatico e tecidual de interferon (IFN)-a.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 18D: * diferenc¢a significativa p6s sessdo vs repouso para o CC TR na semana
3.

NGs observamos um efeito agudo oposto do exercicio fisico para o Control TR no
baseline (Figura 23C) a na terceira semana (Figura 23D) (p=0,0029 e p=0,0490,
respectivamente), quando encontramos uma reducao e um aumento nas concentracdes de
IFN-y no pré e pds-sessao de exercicio fisico, respectivamente. Encontramos também, um
menor conteddo de IFN-y no CC TR, em relagdo ao CC SED (Figura 23G, p= 0,0435),
revelando um efeito anti-inflamatério local do TF no musculo esquelético. Na sexta semana
ndo se observa diferencas significativas no plasma em relacéo ao efeito agudo e crdnico do
TF; assim como n&o se encontrou diferencas significantes no TASC entre todos 0s grupos
avaliados (Figura 23A, 23B, 23E e 23F).
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Figura 23 - Conteudo plasmatico e tecidual de interferon (IFN)-y.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=10), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 19C: * diferenca significativa pds sessdo vs repouso para o Control TR no
baseline; Figura 19G: * diferenca significativa pés sessdo vs repouso para o Control TR na semana 3; # diferenca
significativa CC SED vs CC TR para o contetido muscular.

Apesar das diferengas mencionadas anteriormente, as concentragdes plasmaticas

da proteina induzivel por IFN-y (IP-10, em inglés interferon gamma inducible protein) foram



72

significantemente diferentes apenas para o efeito agudo do exercicio fisico na terceira
semana (Figura 24D, p=0,0431). Nao observamos diferencas para os demais tempos e

para o TASC analisado (Figura 24A-C e 24E-F).
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Figura 24 - Concentracdo plasmatica e tecidual da proteina induzivel por IFN-y (IP-10).
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=15), Control TR (n=9), WSC SED (n=15), WSC TR
(n=8), CC SED (n=15), CC TR (n=6). Figura 20D: * diferenga significativa pds sesséo vs repouso para o CC TR na semana

3.

Noés analisamos duas subunidades da interleucina (IL)-12, p40 e p70, nos mesmos

tempos, condi¢cdes e no TASC e néo encontramos diferencas significativas (Figura 25A-F

e 26A e 26C-F, respectivamente), exceto em relacdo ao efeito crénico do TF na terceira

semana para o CC TR (Figura 26B, p=0,0293), em que podemos verificar o mesmo padrao

apresentado nos resultados anteriores.
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Figura 25 - Concentragdo plasmatica e tecidual de interleucina (IL)-12p40.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
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Figura 26 - Concentracao plasmatica e tecidual de interleucina (IL)-12p70.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=7). Figura 22B: * diferenca significativa CC TR vs Control TR e WSC TR na semana 3.

Como descrevemos anteriormente, 0S pacientes caquéticos apresentavam
concentracdo plasmatica de IL-6 maior que os demais grupos no baseline; e ndo foram
encontradas diferencas entre os pontos analisados apos as sessfes de exercicio fisico para
qualquer dos grupos treinados (Figura 27B). Apoés trés semanas de TF, ndo encontramos
diferencas significativas entre os grupos Control TR, WSC TR e CC TR (Figura 27A).
Contudo, mostrou-se um aumento significativo na concentracdo plasmatica de IL-6 apos a
sessdao de exercicio fisico na terceira semana no Control TR (Figura 27C, p=0,0035). J4 na
sexta semana, nao houve diferencas significantes provindas da sessdo aguda de exercicio
fisico entre todos os grupos (Figura 27D). A andlise dos resultados no TASC nao revelou
diferencas significativas entres os grupos avaliados (Figura 27E). Entretanto, os pacientes
caquéticos e ndo caquéticos treinados apresentaram contetdo de IL-6 muscular maior que

seus controles néo treinados (Figura 27F, p=0,0017).
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Figura 27 - Concentracdo plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-6.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=11), Control TR (n=9), WSC SED (n=12), WSC TR
(n=9), CC SED (n=12), CC TR (n=7). Figura 23C: * diferenca significativa pds sessdo vs repouso na semana 3; figura 23G:
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# diferenca significativa WSC TR, CC TR vs WSC SED, CC SED.

A figura 28 mostra os resultados referentes a IL-7. Nao observamos diferencas
significativas para quaisquer dos grupos no baseline (Figura 28A), mas os pacientes
caquéticos apresentaram um aumento significativo no conteldo desta citocina na terceira
semana de intervencdo, em relacdo a todos os demais grupos treinados (Figura 28C,
p=0,0002); este aumento foi atenuado até a sexta semana de TF (Figura 28D), quando nao
verificamos mais distingdes em relacéo ao Control TR e WSC TR. No baseline, Control TR
e WSC TR foram agudamente responsivos a sessao de exercicio fisico (p=0,0015 e
p=0,0058, respectivamente, Figura 28B), enquanto o CC TR nao respondeu ao estresse
promovido pela sessdo do exercicio fisico. Entretanto, este grupo também foi responsivo na
sexta semana de TF (Figura 28E, p=0,0043). Além disso, o conteudo de IL-7 no TASC e
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no musculo esquelético foi maior nos pacientes treinados quando comprados aqueles néao
treinados (Figura 28F e 28G, p=0,0033 e p=0,0143, respectivamente).
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Figura 28 - Concentragdo plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-7.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=11), CC TR (n=6). Figura 24B: * diferenga significativa na terceira semana de TF CC TR vs Control TR,
WSC TR,; figura 24C: * diferenca significativa pds sessao vs repouso para Control TR e WSC TR no baseline; figura 24E:
* diferenca significativa pds sesséo vs repouso para Control TR, WSC TR e CC TR na semana 6; figura 24F: # diferenca
significativa Control TR, WSC TR, CC TR vs Control SED, WSC SED, CC SED; figura 24G: # diferenca significativa Control
TR, WSC TR, CC TR vs Control SED, WSC SED, CC SED.
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O conteudo plasmatico da citocina IL-8 foi maior para o CC SED no baseline,
guando comparado com o Control SED, WSC SED, Control TR e WSC TR (p=0,0176), mas
ndo em relacdo ao CC TR (Figura 29A). O conteudo desta citocina aumentou
continuamente ao longo de 6 semanas, quando observamos diferencas significativas entre
0 CC TR e o Control TR, WSC TR (Figura 29B, p=0,0159). O exercicio fisico foi capaz de
aumentar a concentracao plasmatica de IL-8 agudamente, no baseline e na sexta semana
de TF (Figura 29C e 29E, p=0,0318, e p=0,0260, respectivamente); o0 mesmo efeito foi
observado na terceira semana apenas em relacdo ao WSC TR (Figura 29D, p=0,0494).
N&o encontramos diferencas significativas no TASC de todos os grupos avaliados (Figura
29F).
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Figura 29 - Concentragdo plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-8.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=7), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 25A: * diferenca significativa CC SED vs Control SED, WSC SED, Control TR
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e WSC TR,; figura 25B: * diferenca significativa semana 3 vs baseline para CCl TR e WSC; ** diferenca significativa CC
TR vs Control TR, WSC TR na semana 6; figura 25C: * diferenca significativa p6s sesséo vs repouso para CC TR no
baseline; figura 25D: # diferenca significativa pds sesséo vs repouso para WSC TR na semana 3; figura 25E: * diferenca
significativa pds sessao vs repouso para CC TR na semana 6.

NG6s encontramos diferencgas significativas no TASC dos pacientes treinados em
relacdo aos nao treinados para a citocina IL-13 (Figura 30F, p=0,0015), revelando uma
acao anti-inflamatéria local do TF, independente do grupo que sofreu intervencéo. Para os

demais tempos e compartimentos estudados, ndo se detectou diferencas significativas

(Figura 30A-E).
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Figura 30 - Concentracao plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-13.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=7). Figura 26F: # diferenca significativa Control TR, WSC TR, CC TR vs Control SED,

WSC SED, CC SED.
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Seguindo 0 mesmo padrao observado na terceira semana para maioria da citocinas
avaliadas, a concentracdo plasmatica da citocina anti-inflamatoria IL-1ra aumentou
significativamente no CC TR (p=0,0248), quando, entdo, diminuiu na sexta semana, nao
apresentando mais diferenca significativa para o Control TR e o WSC TR (Figura 31B). A
avaliacdo dos demais tempos, condicbes e compartimentos avaliados nao logrou

demonstrar diferencas significativas (Figura 31A, 31C-F).
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Figura 31- Concentragao plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-1ra.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=12), WSC SED (n=11), WSC
TR (n=11), CC SED (n=7), CC TR (n=9). Figura 27B: * diferenca significativa CC TR vs Control TR, WSC TR na semana 3.

A concentragcdo plasmatica de IL-10 — citocina classicamente descrita como anti-
inflamatoria, ndo diferiu estatisticamente entre todos os grupos estudados na condicéo
baseline (Figura 32A), mas aumentou agudamente apenas nos pacientes treinados do

grupo controle e tumor sem caquexia na primeira sesséo do protocolo de TF (Figura 32C,
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p=0,0078 e p=0,0007, respectivamente); ja na terceira semana de intervencdo, a
concentracdo desta citocina aumentou agudamente apenas no Control TR (Figura 32D,
p=0,0034). O feito crénico do exercicio fisico induziu 0 mesmo padréo da curva ao longo de
6 semanas, mas sem diferencas entre os grupos (Figura 32B). Na sexta semana de TF,
todos os grupos foram responsivos ao estimulo agudo do exercicio fisico, mostrando
diferencas significativas entre a pré e o pos sesséo (Figura 32E, (p=0,0147, p=0,0141 e
p=0,0156, respectivamente). O conteudo de IL-10 no TASC foi maior no Control TR em
relacdo aos demais grupos (Figura 32F, p=0,0177) e menor no musculo esquelético do
WSC TR quando comparado ao WSC SED (Figura 32G, p=0,0003).
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Figura 32 - Concentracéo plasmatica e tecidual da interleucina (IL)-10.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=7). Figura 28C: * diferenca significativa pds sesséo vs repouso para o Control TR e o
WSC TR no baseline; figura 28D: * diferenca significativa pds sesséo vs repouso para o Control TR na semana 3; figura
28E: * diferenca significativa pés sesséo vs repouso para todos os grupos treinados na semana 6; figura 28F: # diferenca
significativa Control TR vs Control SED, WSC SED, CC SED, WSC TR e CC TR,; figura 28G: # diferenca significativa WSC
TR vs WSC SED.

A concentracdo sérica da citocina pré-inflamatéria TNF-a (em inglés, tumoral
necrosis fator a), ndo se mostrou significativamente diferente entre os grupos estudados no
baseline (Figura 33A). Nao observamos diferencas significativas entre os grupos avaliados,
embora o padrdo do CC TR tenha sido repetido na terceira semana para o efeito crénico do
TF (Figura 33B). Entretanto, o WSC TR e o CC TR foram responsivos ao efeito agudo do
exercicio fisico na primeira sessao de treino (Figura 33C, p=0,0055 e p=0,0041,
respectivamente). Entdo, todos os grupos aumentaram significativamente a concentracao
plasmatica de TNF-a entre a pré e o pos sessao, na terceira semana (Figura 33E, p=0,0017,
p=0,0007 e p=0,0014 para Control TR, WSC TR and CC TR, respectivamente), mas apenas
o Control TR apresentou a mesma resposta na sexta semana (Figura 33D, p= 0,0175). O

contetdo de TNF-a tecidual foi menor no TASC do WSC SED em relacdo ao Control SED
(Figura 33F, p=0,004).
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Figura 33 - Concentracdo plasmatica e tecidual do fator de necrose tumoral alfa (TNF)-a.
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=12), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=10), CC SED (n=7), CC TR (n=5). Figura 29D: * diferenca significativa pds sessao vs repouso para WSC TR e CC TR
no baseline; figura 29C: * diferenca significativa pds sesséo vs repouso para Control TR, WSC TR e CC TR na semana 3;
figura 29D: * diferenca significativa pos sessdo vs repouso para Control TR na semana 6; figura 29F: * diferenca
significativa WSC SED vs Control SED.

J& o conteudo da citocina pro-inflamatoria TNF-B foi maior no CC TR em relagao ao
Control SED no baseline (Figura 34A, p=0,0099) e, quando avaliamos o efeito crénico do
TF, verificamos uma diminuicdo continua até a sexta semana, quando ndo foram
observadas diferencas em relagédo ao Control TR e WSC TR (Figura 34B). Nenhum dos
grupos apresentou diferencas significativas para o estimulo agudo do exercicio fisico em
gualquer um dos tempos avaliados (Figuras 34C, 34D e 34E). Por sua vez, o conteudo de
desta mesma citocina no TASC foi menor apenas para o WSC TR, quando comparado ao
Control TR (Figura 34F, p=0,0018).
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Figura 34 - Concentracdo plasmatica e tecidual do fator de necrose tumoral (TNF)-.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=5), Control TR (n=11), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=9), CC SED (n=7), CC TR (n=5). Figura 30A: diferenc¢a significativa CC TR vs Control SED; figura 30B: * diferenca
significativa CC TR vs Control TR e WSC TR na primeira e terceira semana de TF; figura 30F: * diferenca significativa
WSC TR vs Control TR.

Entre os fatores quimioatraentes de mondcitos, ndo verificamos diferencas no
baseline entre todos os grupos avaliados para CCL2 (em inglés, Chemotactic Chemokine
C-C-motif ligand 2, Figura 35A), tampouco o TF foi capaz de alterar as suas concentracoes
plasmaticas ao longo de seis semanas (Figura 35B). Apenas 0s pacientes com tumor sem
caquexia foram responsivos ao exercicio fisico agudo no baseline e na sexta semana de
treino (Figura 35C e 35E, p=0,0134 e p=0,0287, respectivamente). Ja na terceira semana,
nao encontramos diferencas significativas entre quaisquer dos grupos estudados para o
efeito agudo do exercicio fisico, assim como no TASC (Figura 35D e 35F, respectivamente).
Para CCL3, ndo observamos diferencas entres todos os grupos, todas as condi¢cdes e o
TASC avaliados (Figura 36A-F).
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Figura 35 - Concentracao plasmaética e tecidual do fator quimioatraente de mondcitos 2
(CCL2).

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 31C: * diferenca significativa pds sessdo vs repouso para o0 WSC TR no
baseline; figura 21C: * diferenca significativa pos sessédo vs repouso para o WSC TR na semana 6.
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Figura 36 - Concentracdo plasmaética e tecidual do fator quimioatraente de mondcitos 3

(CCL3).
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=9), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=8), CC SED (n=7), CC TR (n=6).

Investigamos ainda o conteudo de CCL4 e CCL5 e ndo encontramos diferencas
significativas no plasma dos grupos estudados na baseline e ao longo do protocolo de TF
(Figura 37A, 37B, 38A e 38B, respectivamente). Quando avaliamos o efeito agudo do
exercicio fisico, verificamos que o CC TR foi responsivo no baseline para CCL4 e CCL5
(Figuras 37C e 38C, p=0,0279 e p=0,0099, respectivamente); ja para o Control TR,
observamos efeito agudo do exercicio fisico para CCL4 na terceira e sexta semanas (Figura
37D-E, p=0,0215 e p=0,0236, respectivamente). Ndo se observou diferenca significativa
para o conteudo de CCL5 na terceira e sexta semanas (Figura 38D-E). A analise estatistica
ANOVA two-way para o conteudo de CCL4 no TASC revelou diferenca significativa, porém,
o teste de Bonferroni para multiplas comparacdes ndo foi capaz de identificar em quais
grupos estavam estas diferengas (Figura 37F); para o conteudo de CCL5 no TASC, néo

verificamos diferencgas significativas (Figura 38F).
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Figura 37 - Concentracdo plasmética e tecidual do fator quimioatraente de mondcitos 4
(CCLA4).
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=12), WSC SED (n=11), WSC TR
(n=10), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 33C: * diferenca significativa p6s sesséo vs repouso para o CC TR no baseline;
figura 33D: * diferenca significativa pos sesséo vs repouso para o Control TR na semana 3; figura 33E: * diferenca
significativa pés sesséo vs repouso para o Control TR na semana 6.
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Figura 38 - Concentracdo plasmaética e tecidual do fator quimioatraente de mondcitos 5

(CCL5).
Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=6), Control TR (n=12), WSC SED (n=10), WSC TR
(n=10), CC SED (n=7), CC TR (n=6). Figura 33C: * diferenca significativa pds sesséo vs repouso para o CC TR no baseline.

6.11 Imunofenotipagem na fracdo vascular estromal do tecido adiposo subcutéaneo

Objetivando investigar os tipos celulares presentes no TASC dos pacientes
estudados, avaliamos as subpopulacbes de macrofagos e MDSC na fragdo vascular
estromal (Figura 39A, 39C e 40, respectivamente), tendo encontrado diferenca significativa
somente em relacdo aos macrofagos do tipo M1; todavia, o teste de Bonferroni para
multiplas comparacées ndo foi capaz de identificar em quais grupos estavam estas
diferencas (Figura 39B, p=0,0325).
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Figura 39 - Subpopulacdes de macrofagos na fragdo vascular estromal do tecido adiposo
subcutaneo.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=5), Control TR (n=7), WSC SED (n=5), WSC TR
(n=5), CC SED (n=6), CC TR (n=6).
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Figura 40 - Células supressoras de origem miel6ide na fragdo vascular estromal do tecido
adiposo subcutaneo.

Dados expressos como mediana [1° quartil;3° quartil]. Control SED (n=5), Control TR (n=7), WSC SED (n=5), WSC TR
(n=5), CC SED (n=6), CC TR (n=6).
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7 DISCUSSAO

Em geral, a pesquisa sobre cancer se concentra nos agentes, eventos e alteracdes
genéticas responsaveis pela iniciacdo, progressdo e metastase tumoral. No entanto, um
percentual consideravel de pacientes € acometido pela caquexia (PETRUZZELLI,
WAGNER, 2016). Apesar de descrita ha séculos, esta sindrome permanece como um
problema de saude publica mundial que, embora frequente, segue sendo mal
compreendida, imprecisamente diagnosticada e, portanto, raramente tratada
(SEELAENDER et al., 2012). A perda de massa corporal é a caracteristica mais visivel da
caquexia, contudo, algumas alteracdes metabdlicas e inflamatoérias precedem o surgimento
dos sinais e sintomas mais evidentes (PORPORATO, 2016).

Foi nosso propdsito analisar as altera¢des promovidas pela caquexia associada ao
cancer na composicao corporal, nos marcadores bioquimicos e, sobretudo, na inflamacéo
sistémica e no TASC, em face aos resultados prévios do grupo, que demonstram que o TAB
€ um importante contribuinte para a inflamacao sistémica caracteristica da caquexia e testar

a viabilidade do TF, como estratégia anti-inflamat6ria em pacientes com tumor caquéticos.

Nossos resultados mostram que 0s pacientes caquéticos apresentaram acentuada
perda involuntaria de massa corporal total (absoluta e relativa) nos seis meses anteriores a
entrevista para inclusdo no estudo, corroborando os parametros propostos por Evans et al.,
(2008) para o diagnéstico da caquexia. Convém, entretanto, ressaltar a grande variacéo
percentual desta perda (5% a 22%), o que pode revelar diferentes graus de caquexia dentro
do mesmo grupo de pacientes. Ainda nesta perspectiva, faz-se forcoso salientar a incluséo
de pacientes com perda de massa corporal superior aos 5% preconizados para o
diagndstico da caquexia entre os pacientes ndo caquéticos, uma vez que 0S mesmos nao
apresentaram as demais alteracdes necessdarias para serem considerados caquéticos.
Estes dados aparentemente incongruentes, desnudam, a nosso ver, as propostas para o
diagndstico preciso de uma sindrome multifatorial e revelam a necessidade da busca e
inclusdo de marcadores precoces da caquexia. Neste cenario, Farkas et al., (2013)
descreveram que a perda de massa corporal em decorréncia de doencas crbnicas vem
atingindo proporg¢des epidémicas sendo, contudo, sistematicamente ignorada, uma vez que
a percepcédo do tamanho e composi¢do corporais saudaveis sofre variagdes consideraveis
ao redor do mundo, a depender de grupos étnicos e fatores, sobretudo, culturais e até

mesmo dentro da comunidade médica.
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A auséncia de diferencas para os resultados encontrados na avaliagao do IMC e do
estadiamento tumoral demonstra as dificuldades encontradas para o diagndstico da
caquexia. O IMC figura entre os diversos marcadores propostos para o diagndstico da
caquexia (EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011), porém, como podemos verificar,
apesar de numericamente inferior, o IMC dos pacientes caquéticos ndo diferiu
estatisticamente dos demais grupos. Vale ressaltar, contudo, que a adoc¢ao do IMC como
um fator de diagnostico desta sindrome requer uma discussdo bastante cuidadosa,
sobretudo nos tempos atuais em que se vive uma pandemia de obesidade na qual as perdas
severas de massa corporal involuntarias ndo seriam detectadas pelo IMC. A este respeito,
0 grupo de pesquisa liderado pela Dr. Vickie Baracos prop6s um sistema de classificacdo
de perda de massa corporal ajustada pelo IMC para avaliar o risco de reducao da sobrevida
gue leva em consideracdo combinacdes de diferentes categorias de IMC e de perda de
massa corporal, gerando uma matriz de 25 possibilidades; os autores sugerem que este
sistema permite estratificar corretamente e prever de maneira mais efetiva a sobrevivéncia,
uma vez que tal estratégia independe do sitio anatdmico, do estadiamento tumoral ou do
estado funcional dos individuos (MARTIN et al., 2015). Contudo, estudo anterior do mesmo
grupo de pesquisa concluiu que apenas a perda de massa corporal e o IMC séo insuficientes
para identificar pacientes em estagio de pré-caguexia, sugerindo que seriam necessarios
fatores adicionais, como a medida da concentracdo de PCR e presenca de perda de apetite,
por exemplo, para uma classificacdo mais exata dos diferentes graus de caquexia (BLUM
et al., 2014).

A respeito do estadiamento tumoral, os dados da literatura indicam claramente que
a severidade da caquexia ndo se relaciona com o tamanho ou o estadio do tumor, mesmo
agueles tumores pequenos, como 0s pancreaticos e 0os de pulmao, podem levar a um rapido
definhamento e a morte dos pacientes, embora as razfes para esta paradoxal auséncia de
correlacdo permaneca pouco compreendida (PETRUZZELLI; WAGNER, 2016). Conforme
podemos observar na tabela 5, os pacientes caquéticos apresentavam diferentes estadios
tumorais corroborando dados anteriores do nosso grupo em que a analise histopatoldgica
mostrou, atraves do teste de variancia para analisar a frequéncia das diferentes fases do
tumor e a incidéncia de caquexia, ocorréncia da sindrome de forma independente do
estadiamento tumoral (LIMA, 2016).

Nossos resultados indicam ainda uma clara redugéo na qualidade de vida global em
pacientes caquéticos, com aumento dos sinais e sintomas relacionados a sindrome aferidos

através do questionario de qualidade de vida (QLQ-C30) no momento da entrevista de
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recrutamento dos sujeitos da pesquisa, conforme ilustrado na figura 8. Recentemente,
Escamilla e Jarrett (2016) revisaram os dados cientificos acerca do impacto da perda de
peso em pacientes com cancer e verificaram, entre outras coisas, que a profunda mudanca
na aparéncia corporal e a fraqueza fisica levam, muitas vezes, a um constrangimento que
reduz a capacidade fisica e vontade de socializacdo dos pacientes. Os estudos de
Stamataki et al., (2011), Reid et al., (2009), Mcclement e Harlos (2008) e Hopkinson et al.,
(2006) identificaram que o0s pacientes tendem a evitar situacdes sociais quando
experimentaram perda de massa corporal, resultando, portanto, em importante perda de
qualidade de vida. Além de corroborarem diversas publicagbes que investigaram a
gualidade de vida de pacientes com caquexia associada ao cancer (KANAT et al., 2013;
RUGGERI et al., 2013), estes resultados detém relevancia clinica, pois, segundo Liedman
et al., (2001), a identificacdo correta e consequente controle dos sintomas pode melhorar a
gualidade de vida, a composi¢cao corporal e a ingestdo de alimentos em pacientes com

cancer gastrico.

Além da perda de massa corporal e de qualidade de vida, nossos resultados
demonstraram que 0s pacientes caquéticos apresentam concentracdo sérica de
hemoglobina e de albumina diminuida e a de PCR aumentada em relagdo aos demais
grupos estudados, corroborando vasta literatura cientifica (DOUGLAS; MCMILLAN, 2014;
WALLENGREN et al., 2013). O desenvolvimento de anemia associada a caquexia tem sido
sugerido como marcador da sindrome (EVANS et al., 2008). A anemia afeta a capacidade
dos eritrécitos em entregar oxigénio de forma eficiente para os tecidos periféricos podendo,
portando, agravar a perda de massa corporal ao alterar a capacidade tecidual para oxidar
substratos energéticos, refletindo em pior prognostico (DI SEBASTIANO et al., 2013).
Contudo, quando avaliamos o conteudo individual de hemoglobina, verificamos que do total
de pacientes com perda significativa de massa corporal, 26,66% apresentaram valores
superiores aquele preconizado para que 0 paciente possa ser considerado caquético,
possivelmente refletindo a inflamacgéo crénica também encontrada em alguns pacientes ndo
caquéticos, uma vez que esta leva a anemia secundéria através da utilizacdo de ferro na
eritropoiese (NAIRZ et al., 2016).

Similarmente, verificamos que apesar da diferenca significativa no contetudo de
albumina, por exemplo, estas concentragdes (3,66 + 0,15 g/dL e 3,8 + 0,24 g/dL nos grupos
CC SED e CC TR, respectivamente) sdo superiores aquelas indicadas pelo Consenso
Internacional de caquexia para que uma pessoa seja considerada caquética (<3,2 g/dL).

Quando avaliamos o conteudo individual de albumina entre os pacientes ndo caquéticos,
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observamos, no WSC SED, que 20% dos individuos apresentavam valores inferiores aquele
proposto para o diagnostico da caquexia. Assim, nossos dados demonstram que a
concentracdo seérica de albumina isoladamente revela inconsisténcias para a precisa
caracterizacdo individual da caquexia. Diversos processos fisiolégicos regulam a
concentragdo plasmatica de albumina, incluindo a sua sintese, a distribuicdo entre os
compartimentos vascular e extravascular e a perda exdégena desta proteina; todos esses
processos podem ser afetados pela ingestédo dietética de proteinas e pela inflamacao, uma
vez que a albumina é uma proteina de fase aguda negativa (DON; KAYSEN, 2004;
YAMADA et al., 2016). Assim, novos marcadores objetivos ou uma equacéo que leve em
consideracao oscilacdes destes fatores devem ser considerados. Neste sentido, o grupo do
Dr. Donald McMillan (Universidade de Glasgow) tem sugerido que marcadores objetivos de
inflamacéo sistémica devam ter maior relevancia no diagnéstico da caquexia (DOUGLAS;

MCMILLAN, 2014).

A proteina hepética de fase aguda — PCR tem sido utilizada classicamente como
marcador clinico para a avaliacao de inflamacao sistémica, embora também seja sensivel
as infeccdes casuais (FEARON et al., 2011). Os estudos tém demonstrado uma relacéo
clara entre altas concentragdes de PCR, perda de massa corporal e redugcéo da sobrevida
(KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2008; WALLENGREN et al., 2015). Contudo, observamos
novamente incongruéncias nos pacientes avaliados, quando analisamos as concentracdes
individuais de PCR, com uma variacdo de grande magnitude entres os voluntarios do
mesmo grupo (WSC SED: 0,2 — 12,4 mg/L; WSC TR: 0,7 — 3,0 mg/L; CC SED: 0,5 — 13,8
mg/L e; CC TR: 0,5 — 12,6 mg/L), indicando diferentes graus de inflamacéao o que, talvez,
possa indicar diferentes graus de caquexia (pré-caquexia, caquexia e caqguexia refrataria).
Todavia, seria necessario o acompanhamento individual dos voluntarios por maior espaco

temporal para que pudéssemos obter resultados mais assertivos.

Embora a adocédo de critérios objetivos para o diagnostico da caquexia permaneca
como um desafio internacional, os pesquisadores tém realizado esfor¢co no sentido de
padronizar parametros que permitam uma estratificacdo mais precisa dos pacientes. Nao
obstante, uma triagem individualizada ainda revela inadequacdes que carecem de maiores
estudos para que sejam equacionadas. Recentemente, Nn0osso grupo de pesquisa sugeriu a
adocéo de alteragBes no TASC como possiveis marcadores precoces de caquexia, posto
que estas alteracbes estdo associadas com mudancas plasmaticas em pacientes
caquéticos, refletindo o papel do TAB na inflamacéo sistémica, caracteristica da sindrome
(BATISTA et al., 2013). Por outro lado, os ensaios clinicos com propostas terapéuticas para
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0S pacientes caquéticos permanecem distante de qualquer desfecho consensual.
Acreditamos que o aspecto multifatorial e multiorgdo da sindrome prejudica a obtencéo de

resultados plenamente satisfatorios para o reestabelecimento da saude dos pacientes.

Certamente, o tratamento exitoso do tumor primario pode promover melhorias no
apetite, na perda de massa muscular e massa corporal total em pacientes com caquexia
associada ao cancer (BEHL; JATOI, 2007). Todavia, em diversos casos a caquexia dificulta
a tolerancia ao tratamento anticancer (BARRETO et al., 2016; SHIONO et al., 2016). Assim,
estratégias alternativas para o tratamento concomitante da sindrome séo necessarias para
reduzir os sinais e sintomas clinicos e melhorar a qualidade de vida dos pacientes
oncoldgicos (DODSON et al., 2011). Muitos ensaios clinicos tém sido direcionados para a
estimulacdo do apetite dos pacientes, uma vez que a caquexia pode estar associada a
anorexia (ARGILES et al., 2013; GREIG et al., 2014; WEN et al., 2012) ou para intervencées
gue promovam anabolismo, visto que uma das caracteristicas da sindrome é o profundo
processo catabdlico ( DOBS et al., 2013; EBNER et al., 2012). Frequentemente, contudo,
essas estratégias tém efeitos momentaneos e com pouca repercussao ha qualidade de vida
dos pacientes (BEHL; JATOI, 2007; VON HAEHLING; ANKER, 2014). Nos ultimos anos,
porém, o reconhecimento de que uma das caracteristicas centrais da caquexia é a
inflamacé&o sistémica crbnica tem instigado um numero maior de pesquisadores e clinicos
para o desenvolvimento de agentes anti-inflamatérios capazes de contra-atacar os sinais e
sintomas da sindrome. Entretanto, os efeitos encontrados tém, reiteradamente, acao
localizada e, n&o raras vezes, efeitos colaterais (DAVIS et al., 2012; YENNURAJALINGAM
et al., 2012).

Neste cenario, propusemos o TF como estratégia terapéutica para pacientes
caquéticos, uma vez que vasta literatura cientifica vem documentando que o TF possui acao
anti-inflamatdria sistémica em diversas condicdes patofisiologicas (GLEESON et al., 2011),
embora ndo existam, pelo nosso conhecimento, publicacdes cientificas em que estejam
inclusos pacientes com caquexia associada ao cancer. Solheim e Laird (2012), propuseram,
em revisdo, que intervencdes com TF poderiam postergar a perda da funcao fisica, assim
como teriam um potencial para neutralizar diretamente os efeitos patogénicos da caquexia,
como a inflamacdo, por exemplo. O descondicionamento fisico, por sua vez, é
frequentemente apontado como um efeito da sindrome, promovendo uma maior perda de
massa muscular e dessensibilizacdo do tecido muscular para os sinais anabdlicos
(FEARON, 2011, 2012). Os resultados apresentados na figura 7 corroboram estas

proposicdes, dado que 0s pacientes caquéticos interromperam a perda de massa corporal
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e tiveram ganhos significativos no VO2max € na distancia percorrida. Estes dados sao
consistentes com outras publicacdes em que o TF foi praticado por pacientes oncoldgicos
(NEWTON et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2007), embora estes estudos ndo mencionem
a presenca de caquexia entre os voluntarios. Schneider et al., (2007) sugeriram que o TF
de intensidade moderada é capaz de induzir a manutencdo ou melhorar as funcdes
cardiopulmonares com concomitante reducdo da fadiga em sobreviventes de cancer sem

caquexia, durante e apos o tratamento.

A este respeito, Drott et al., (1989) avaliaram se pacientes que apresentavam perda
de massa corporal, com e sem caquexia, aumentariam as suas concentragcdes plasmaticas
de catecolaminas apdés a infusdo intravenosa de adrenalina, em comparacdo com O0s
pacientes de peso estavel; os autores descobriram que 0s pacientes com perda de massa
corporal tinham maior sensibilidade para adrenalina em relagdo aos seus respectivos
controles, sugerindo que estes pacientes aumentaram tantos as respostas metabdlicas
guanto as cardiovasculares. Hyltander et al., (1991) relataram que o alto gasto energético é
um componente importante para o desenvolvimento de caquexia e correlacionaram este
sintoma a maior frequéncia cardiaca observada em pacientes com cancer. NOSS0S
resultados indicam que 0s pacientes caquéticos apresentaram uma diminuic¢ao significativa
(14%) na frequéncia cardiaca de repouso ap0s a interven¢édo com TF, corroborando estudo

anterior com pacientes com cancer (REPKA et al., 2014).

Adicionalmente, dois dos principais marcadores para o diagnostico da caquexia
(albumina e PCR) foram revertidos a valores normais durante as 6 semanas de execugao
do protocolo, como verificado nas figuras 13A e 13B. Estes resultados, em humanos, tém
corroborado os repetidos achados do nosso grupo de pesquisa em modelo animal
(DONATTO et al., 2013; LIRA et al., 2008, 2012), demonstrando a viabilidade e efetividade
de uma estratégia anti-inflamatéria de baixo custo como adjuvante no tratamento dos
pacientes, além de melhorar a capacidade funcional, severamente comprometida pela

caquexia.

Nossos resultados mostram ainda que 0s pacientes dos grupos com caquexia
apresentaram concentracdes séricas de HDL inferiores aquelas utilizadas classicamente
como referéncia clinica (HELMERSSON-KARLQVIST et al., 2016) e que o exercicio fisico
aerobio é capaz de reverter este resultado. Estes achados revelam uma outra possibilidade
de investigacédo sobre marcadores para o diagnéstico preciso e precoce da caquexia. Mais
recentemente, a literatura cientifica tem sugerido que a HDL desempenha um papel

importante nas doencas cronicas caracterizadas por inflamacdo sistémica através da
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principal fracdo proteica constituinte desta lipoproteina, a apoliproteina A-1 (apo-Al)
(NAVAB et al., 2005; VUILLEUMIER et al., 2013). Por exemplo, em células endoteliais, a
HDL inibe a expressdo das moléculas de adesdo celular VCAM (molécula de adeséao
celular-vascular)-1, ICAM (molécula de adeséo intercelular)-1 e E-selectina (NOFER ET AL.,
2003; WADHAM et al., 2004) e o aumento nas concentracdes de HDL tém sidos associados
com uma diminuicdo na concentracdo de moléculas pro-inflamatoérias tanto em modelos
experimentais quanto em humanos (PURANIK et al., 2008; YAMAGISHI et al., 2009).

Contudo, os mecanismos exatos ainda sao obscuros.

Em relacdo a composi¢cao corporal, a avaliagdo através do uso de DEXA pode ser
particularmente importante no diagnostico da caquexia associada ao cancer e na
guantificacdo da perda de massa muscular e gordura corporal (DODSON et al., 2011).
Nossos resultados indicaram um ganho de massa muscular, especialmente no tronco dos
pacientes com cancer ao longo das seis semanas de TF, contudo, sem diferenca
significativa entre os grupos. Ao contrario, a gordura corporal foi menor nos pacientes
caquéticos e reduziu ligeiramente ao longo de seis semanas, tanto para WSC TR quanto
para CC TR, embora a magnitude de perda tenha sido menor entre 0s pacientes com
caquexia. Nilsen et al., (2015) observaram efeitos positivos do TF de forga apenas na massa
muscular de pacientes com cancer de préstata, sem relatos de caquexia, submetidos a
terapia de privacdo androgénica. Wallengren et al. (2015) também verificaram reducéo da
massa muscular ao longo de 2 anos de acompanhamento dos pacientes caquéticos
sedentarios, observando maior perda entre os homens e entre os pacientes com PCR mais

elevada; contudo, neste estudo, os autores suprimiram os dados referentes a gordura

corporal.

Resultados iniciais ja publicados mostram modificacdo na morfologia do TASC de
pacientes caquéticos com tumor gastrintestinal, consistente com aumento de areas de
fibrose e reducédo do perimetro e da area seccional dos adipécitos (BATISTA Jr. et al., 2015,
ANEXO E). Bing e Trayhurn (2009) relataram remodelamento, com reducdo dramatica no
tamanho dos adipdcitos, e alteracdes ultraestruturais no tecido adiposo de camundongos
portadores do tumor MAC16. De maneira similar, Tsoli et al., (2014) revelaram reducao
drastica do tecido adiposo de camundongos caquéticos que apresentaram adipocitos mais
poliglonais. Os nossos dados atuais confirmam os achados do estudo anterior e
demonstram ainda que a morfologia do TASC dos pacientes submetidos ao TF n&o sofreu
as modificacOes verificadas entre os pacientes sedentarios, revelando um efeito protetor do

TF. Kawanishi et al., (2013) verificaram que a morfologia do tecido adiposo visceral de
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camundongos obesos submetidos ao TF aerdbio por 16 semanas foi preservada em
comparacdo com a do tecido de animais obesos sedentarios; e, adicionalmente,
apresentava uma menor infiltracdo de macréfagos. Dados anteriores do nosso laboratério
também mostram menor infiltracdo monocitaria com preservacdo morfolégica no tecido
adiposo epididimal e retroperitoneal de ratos com tumor submetidos ao TF aerébio (LIRA et
al.,, 2012). Embora fenotipicamente opostos, em ambos o0s casos, a manutencdo da
morfologia e a menor infiltracdo imunitaria estava associada a reducéo da inflamacgéao no

tecido adiposo dos animais treinados.

Na caquexia associada ao cancer, haviamos previamente mostrado que o tecido
adiposo branco é um potencial coadjutor para a inflamacéo sistémica, uma vez que, além
do rearranjo morfolégico, tem aumento significativo na infiltracdo de células imunitarias em
associacdo com incremento robusto na sintese de fatores inflamatorios (BATISTA et al.,
2012, 2015; MACHADO et al., 2004; NEVES et al., 2016), além de correla¢do positiva com
os mediadores inflamatorios do tumor (DE MATOS-NETO et al., 2015, ANEXO F). No
estudo atual, encontramos uma populacdo de macrofagos e MDSC infiltrados nos TASC
dos pacientes caquéticos, apesar da auséncia de diferenca estatistica entre os grupos
avaliados no que diz respeito a predominancia de diferentes tipos de macréfagos (M1M2,
M1 e M2) e de MDSC.

Ademais, haviamos relatado previamente que a expressdo génica do fator de
transcricdo envolvido na resposta celular a estimulos inflamatérios, o NFkBp65, esta
aumentada no TASC de pacientes caquéticos, concomitantemente a regulacao dos seus
genes-alvo inflamatérios IL-1B, TNF-a, CCL2 e IKB-a (CAMARGO et al., 2015, ANEXO G).
Haugen et al., (2011) também encontraram alteracdes na expressao génica, incluindo o
TNF-a e o CCL2, no tecido adiposo intra-abdominal, o que foi associado a reducdo da
massa gorda em pacientes com cancer pancreético. Nossos dados corroboram os estudos
anteriores e ainda evidenciam um efeito positivo do TF, visto que a expressao génica de IL-
18 ndo estava aumentada no TASC dos pacientes caquéticos treinados e a expresséao
génica da citocina anti-inflamatéria IL-10 foi superior em CC TR. De maneira similar ao
nosso estudo, porém em modelo experimental de obesidade, Linden et al.,, (2014)
verificaram que o TF aerdbio promoveu efeito protetor através da modulacdo da expressao

génica de IL-1B, TNF-a e IL-10 no tecido adiposo de camundongos obesos.

Em adicdo, verificamos que a citocinas que detém acgdo anti-inflamatéria local
estavam aumentadas no TASC e no musculo esquelético entre todos os grupos que foram

submetidos ao protocolo de TF, confirmando os resultados prévios do nosso grupo de
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pesquisa em que o TF aerdbio induziu aumento na secrecdo de adipocinas anti-
inflamatorias no TAB de ratos, exercendo importante modulacéo neste tecido, que resulta

numa acgéao anti-inflamatoria sistémica (LIRA et al., 2009, 2012).

O resultado da expressao proteica de IL-6 no plasma dos pacientes caquéticos e
no musculo esquelético de todos os pacientes treinados inicialmente parece paradoxal, visto
gue esta molécula é frequentemente descrita como uma adipocina pré-inflamatoria
envolvida em diversas patologias caracterizadas por inflamacéo sistémica (CAREY et al.,
2004; SIMONS et al., 2007) e, sob condi¢des patoldgicas, a IL-6 promove atrofia muscular
(BALTGALVIS et al., 2008). Contudo, diversas evidéncias cientificas indicam que, durante
a realizacéo do exercicio fisico, a sintese de IL-6 no musculo esquelético (aqui denominada
miocina) aumenta exponencialmente ( PEDERSEN, 2009; STEENSBERG et al., 2002). Os
estudos indicam que IL-6 participa do reparo tecidual apés lesdo do musculo esquelético
provocada pelo exercicio fisico (BENATTI; PEDERSEN, 2014), promovendo a proliferacao
de células satélites, assim como IL-7, e sua incorpora¢cdo como novos miondcleos dentro
do sincicio de fibras ja existentes (BELIZARIO et al., 2016; HAUGEN et al., 2010). Assim,
acreditamos que estas moléculas possam exercer efeitos locais contrarios aqueles
promovidos cronicamente pela caquexia, subsidiando o ganho de massa muscular
observados a partir avaliacéo por DEXA, resultando, enfim, na cessacao da perda de massa
corporal do CC TR observada na figura 10. Contudo, 0s possiveis mecanismos através dos

guais se da essa mediacao, permanecem obscuros.

O TF consiste de repeticdes frequentes de sessdes agudas de exercicio fisico ao
longo do tempo, seguidas por periodos mais longos de recuperacédo. Desta forma, o TF e o
exercicio agudo representam duas situacdes distintas com diferentes impactos sobre o
organismo dos praticantes (DETHLEFSEN et al., 2016). Cronicamente, o TF promove
melhoria no nivel de condicionamento fisico, na adequacdo da composi¢do corporal, na
regulacdo cronobioldgica, na reducdo de fatores inflamatdrios, entre outros beneficios
(GLEESON et al., 2011; WATERHOUSE, 2010). Durante a realizacdo do exercicio fisico
agudo, ocorrem profundas elevacdes, embora transientes, nos hormonios circulantes, nas
adipocitocinas e alteracdes no perfil das células imunitarias (KRZYWKOWSKI et al., 2001;
PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000; ZOUHAL et al.,, 2008), criando um ambiente
inflamatoério responséavel por promover as adaptagfes necessarias a sessdo aguda de
exercicio fisico (ALLEN et al., 2015).

De uma maneira geral, observamos uma incapacidade, sobretudo dos pacientes

caquéticos, para responder adequadamente ao estimulo agudo do exercicio fisico no
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baseline e na terceira semana do protocolo de treinamento, como mostrado nas figuras 28C-D
e 32C-D, em que as concentracdes de IL-7 e IL-10, respectivamente ndo aumentaram apos
o exercicio fisico agudo. Entretanto, apds seis semanas de repetidos estimulos agudos, o
CC TR foi responsivo ao exercicio fisico, demonstrando uma capacidade de adaptacdo com
o TF cronico, que acreditamos ser um achado de grande relevancia. Dethlefsen et al., (2016)
constataram que uma unica sesséao de 2h de exercicio fisico € capaz de elevar a inflamacéo

aguda, reduzindo a viabilidade de adenocarcinoma de mama de mulheres sem caquexia.

Quando avaliamos o efeito sistémico cronico do TF, verificamos uma acentuada
reducdo nas concentracdes das citocinas descritas como pro-inflamatérias quando
circulantes, como EGF, G-CSF, IL-6, IL-7 e TNF-B, sobretudo, a partir da terceira semana
de intervencdo e aumento consistente na citocina IL-8, um mediador inflamatério importante
(DONG; ZHENG, 2015), apo6s o estimulo do TF, permitindo inferir que as alteracdes locais
repercutem sistemicamente em pacientes caquéticos submetidos ao protocolo de TF.
Curiosamente, observamos um padrao similar de elevacao nas concentracdes circulantes
da maioria dos mediadores inflamatérios entre o baseline e a terceira semana para, enfim,
reduzir até o final do protocolo. Tipicamente, as adipocitocinas pré-inflamatoérias sdo as
primeiras a serem liberadas na circulagdo durante o exercicio fisico e, em contrapartida,
aguelas de acédo anti-inflamatoria sao liberadas em seguida, promovendo, cronicamente, 0
efeito anti-inflamatério do exercicio fisico (PEDERSEN, 2009). Os resultados deste estudo
corroboram os diversos experimentos em modelo de caquexia animal do nosso laboratério
gue tém revelado consistentemente uma acao anti-inflamatéria sistémica e local do TF
(DONATTO et al., 2013; LIRA et al., 2010, 2012). Contudo, pelo nosso conhecimento, este
€ o primeiro estudo a mostrar esta acao anti-inflamatéria do TF em pacientes com caquexia

associada ao cancer.

Além das dificuldades tipicas de estudos com humanos, uma limitacdo do nosso
estudo é que 0 VO2zmax foi estimado pelo teste subméaximo, conforme descrito anteriormente,
sem avaliacdo direta no consumo de oxigénio e isso precisa ser levado em consideracao
para a avaliacdo dos dados. No entanto, a reducao significativa da frequéncia cardiaca de
repouso e o0 aumento na quilometragem percorrida ao longo das seis semanas de

intervencédo indicam melhoria cardiovascular e funcional inequivocas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Observados em conjunto, estes resultados mostram que o TAB contribui para a
inflamacéo caracteristica da caquexia e que o TF exerce efeitos benéficos, apresentando
mudanca de status em pacientes com caquexia associada ao cancer. Estes efeitos
compreendem modulacdo anti-inflamatoéria local e sistémica, notaveis ganhos
cardiorrespiratérios e recuperacdo dos biomarcadores utilizados para o diagnostico

caquexia, com cessacéao da perda de massa corporal.

Demonstramos pela primeira vez que, além de reduzir a incidéncia de tumor e
contribuir na recuperacdo de sobreviventes de cancer, como amplamente discutido na
literatura, o treinamento fisico, de intensidade moderada é util também para pacientes no

pré-operatorio.

Assim, a estratégia adotada induz, mesmo na auséncia de qualquer tratamento
farmacoldgico, marcadas melhorias no quadro sintomatico dos pacientes, de forma segura

e com baixo custo.
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ANEXO A
PATIENT'S INFORMATION FIRST CRITERION - WEIGHT LOSS
Identification Gender Age (Years) Weight variation BMI (kg/m”) Result
Height (m) Prev. weight (kg) | Current weight (kg) Treatment
SECOND CRITERION - WEIGHT STRENGTH THIRD CRITERION - FATIGUE
Method Score Result Method Score Result
Handgrip Test Questionnaire (QLC-C30)
Handgrip Score (kg) Question 10 -
Question 12
Question 18

FOURTH CRITERION - ANOREXIA

FIFTH CRITERION - FAT FREE MASS INDEX

Method Score Result Method Score Result
Questionnaire (QLC-C30) DEXA Scan
Question 13 Lean mass (kg) -
SIXTH CRITERION - BIOCHEMICAL PARAMETERS GROUP CLASSIFICATION
Parameters Concentration Result
C-Reactive protein (mg/l) e
1L-6 (pg/ml) -
Anemia - Hb (g/dl) LEVEL OF EXCLUSION CRITERIA
Albumin (g/dl)
Adapted from Evan et al., 2008 0 N ONE
SAVE TO THE

DATABASE
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ANEXO B

EORTC QLQ-C30 (version3)
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Gostariamos de conhecer alguns pormenores sobre si e sua saide. Responda vocé mesmo/a, por favor, a
todas as perguntas fazendo um circulo a volta do nimero que melhor se aplica ao seu caso. Nao ha respostas

certas ou erradas. A informacdo fornecida é estritamente confidencial.

Escreva as iniciais do seu nome:

A data de nascimento (dia/més/ano): /]
A data de hoje (dia/més/ano): /]

ik wn

Custa-lhe fazer esforgos mais violentos, por exemplo, carregar
um saco de compras pesado ou uma mala?

Custa-lhe percorrer uma grande distancia a pé?

Custa-lhe dar um pequeno passeio a pé, fora de casa?

Precisa de ficar na cama ou numa cadeira durante o dia?
Precisa que o ajudem a comer, a vestir-se, a lavar-se ou a ir a
casa de banho?

Durante a ultima semana:

8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Sentiu-se limitado/a no seu emprego ou no desempenho de
suas atividades diarias?

Sentiu-se limitado/a na ocupac¢do habitual dos seus tempos
livres ou noutras atividades de lazer

Teve falta de ar?

Teve dores?

Precisou descansar?

Teve dificuldade em dormir?

Sentiu-se fraco?

Teve falta de apetite?

Teve enjoos?

Vomitou?

Durante a ultima semana:

16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.
23.
24.
25.
26.

Teve prisao de ventre?

Teve diarréia?

Sentiu-se cansado?

As dores perturbaram suas atividades diarias?

Teve dificuldade em concentrar-se, por exemplo, para ler o
jornal ou ver televisdao?

Sentiu-se tenso(a)?

Teve preocupagoes?

Sentiu-se irritavel?

Sentiu-se deprimido?

Teve dificuldade em lembrar-se das coisas?

O seu estado fisico ou tratamento médico interferiram na sua
vida familiar?

O N =

PR R R R R RR

2
an
(=]

[ N = W=

PR R R R R

NNDNDN

N NDNNDNNMNNDN

Um
pouco
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Bastante Muito
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27. O seu estado fisico ou tratamento médico interferiram na sua 1 2 3 4
atividade social?
28. O seu estado fisico ou tratamento médico causaram-lhe 1 2 3 4

problemas de ordem finaceira?

Nas perguntas que se seguem faga um circulo a volta do nimero, entre 1 e 7, que melhor se aplica ao seu
caso

29. Como classificaria a sua saude em geral durante a ultima semana?
1 2 3 4 5 6 7
péssima 6tima

30. Como classificaria a sua qualidade de vida global durante a ultima semana?
1 2 3 4 5 6 7
péssima 6tima
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Efeito do treinamento fisico aerdébio sobre o infiltrante inflamatorio
no tecido adiposo de pacientes caquéticos.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do Projeto de Pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo
neste estudo sera de muita importancia para nés, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo
causara nenhum prejuizo a vocé.

Eu, (inserir o nome, profissdo, residente e  domiciliado na, telefone)

...................................... , portador da Cédula de identidade, RG ............c..ccceeueneeee. , € INSCrito N0
CPF/IMF.....ccooviiiieiieecee nascido(a) em / / , abaixo assinado(a), concordo
de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a) do estudo “Efeito do treinamento
fisico aerdbio sobre o infiltrante inflamatorio no tecido adiposo de pacientes caquéticos ”. Declaro
que obtive todas as informac6es necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as
duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

) O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas da sindrome
denominada caquexia (caracterizada pela grande perda de peso, forca muscular e diminuicao
do apetite). Sera utilizado o sangue e o tecido adiposo branco para as analises. Esses materiais
coletados sdo importantes para o entendimento da etiologia do processo de caquexia. De
acordo com os resultados dos Exames Laboratoriais e Clinicos do paciente, e apos
consentimento medico, o paciente podera ser convidado a participar do Protocolo de
Exercicios Fisicos, com duracéo de seis semanas, € no momento do ato cirdrgico, doando
um pequeno fragmento (um grama) de tecido adiposo (localizado subcutaneamente);

1) Serdo realizadas coletas de 20 mL de sangue, na primeira, terceira e sexta semanas de
treinamentos, para que os parametros plasmaticos e séricos possam ser aferidos e possam
servir de pardmetros para o Protocolo de Exercicios Fisicos. A coleta sera realizada por um
profissional da saide devidamente habilitado e ocorrerd durante a sessdo do treino.
Previamente a cirurgia uma nova coleta de sangue sera realizada, sem interferir no
procedimento cirdrgico;

I11)  Essas coletas serdo realizadas apenas para este estudo, em nada influenciara o tratamento e
ndo modificara o procedimento anestésico e cirlrgico;



V)

V)

VI)

VII)

VI

1X)

X)
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Durante o procedimento cirdrgico sera retirado fragmentos de aproximadamente um grama
por tecido (Musculo e tecido adiposo branco subcutéaneo, ou seja, tecido adiposo
localizado subcutaneamente), com tempo total de coleta de aproximadamente 5 minutos.
Esse procedimento possui um grau de risco minimo, ndo interferindo nos procedimentos
padrdes da cirurgia; Mas se houver intercorréncia com o (a) participante da pesquisa,
decorrente da pesquisa, este sera atendido no HU/USP, segundo o critério do mesmo
(Hospital de atendimento secundario). Esse material coletado sera importante para o
entendimento da etiologia do processo da caquexia;

Essa coleta seréa feita apenas para este estudo e em nada influenciara o tratamento; ndo vai me
curar; ndo vai me causar nenhum problema, ndo havera nenhum incoémodo de dor no momento
da coleta;

A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como
ndo me acarretard qualquer despesa financeira com relacdo aos procedimentos médicos,
clinicos e terapéuticos efetuados com o estudo;

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracéo neste estudo no momento em
que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico. Nao vira a
interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa:

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Né&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

X1) Concordo que o material podera ser utilizado em outros Projetos desde que autorizado pela
Comissdo de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa.
() Sim ou ( ) Nao

“DECLARO QUE, APOS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO

PESQUISADOR E TER ENTENDIDO O QUE ME FOI EXPLICADO, CONSINTO EM
PARTICIPAR DA PRESENTE PESQUISA”.

Sdo Paulo, _ de de201

() Paciente / () RESPONSAVEL .......ccuiiiiiiiiieieie et

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2:

Nome / RG / Telefone
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Responsavel pelo Projeto:

e

Prof2 Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender
Instituto de Ciéncias Biomédicas |
Telefone para contato: 3091-7225

Identificacdo do CEP-HU: Endereco: Av. Prof. Lineu Preste, 2565 — Cidade Universitaria
CEP: 05508-000 - Séo Paulo — SP
Telefones: 3091-9457 — Fax: 3091-9479 - E-mail: cep@hu.usp.br
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Abstract

Background and aims Cachexia is a syndrome characterized by marked involuntary loss of body weight. Recently, adipose tissue
(AT) wasting has been shown to occur before the appearance of other classical cachexia markers. We investigated the
composition and rearrangement of the extracellular matrix, adipocyte morphology and inflammation in the subcutaneous AT
(scAT) pad of gastrointestinal cancer patients.

Methods Surgical biopsies for sSCAT were obtained from gastrointestinal cancer patients, who were signed up into the following groups:
cancer cachexia (CC, n = 11), weight-stable cancer (WSC, n = 9) and weight-stable control (non-cancer) (control, n = 7). The stable
weight groups were considered as those with no important weight change during the last year and body mass index <25 kg/mz.
Subcutaneous AT fibrosis was quantified and characterized by quantitative PCR, histological analysis and immunohistochemistry.

Results The degree of fibrosis and the distribution and collagen types (I and I11) were different in WSC and CC patients. CC
patients showed more pronounced fibrosis in comparison with WSC. Infiltrating macrophages surrounding adipocytes and CD3
Ly were found in the fibrotic areas of scAT. Subcutaneous AT fibrotic areas demonstrated increased monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1) and Cluster of Differentiation (CD)68 gene expression in cancer patients.

Conclusions Our data indicate architectural modification consisting of fibrosis and inflammatory cell infiltration in scAT as
induced by cachexia in gastrointestinal cancer patients. The latter was characterized by the presence of macrophages and
lymphocytes, more evident in the fibrotic areas. In addition, increased MCP-1 and CD68 gene expression in sCAT from cancer
patients may indicate an important role of these markers in the early phases of cancer.
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in the immediate period preceding death. Still, more recently,
we have shown that the adipose tissue (AT) of cachectic cancer

Introduction

Cachexia is a wasting condition, directly associated with 22—40%

of all cancer deaths.™? It has been defined as ‘a multifactor
syndrome’, characterized by ongoing loss of skeletal muscle mass
(with or without loss of fat mass) that cannot be fully reversed by
conventional nutritional support and leads to progressive
functional impairmr::nt.:')”4 Although muscle wasting has been the

main focus of cachexia-related research,s'6 studies show that fat
loss occurs more rapidly and more precociously than the reduction
of lean mass in cancer cachexia (CC)7_9 and may extend up to
80% within a very short interval, especially

patients, in particular the subcutaneous AT (scAT) depot, is a

possible relevant systemic source of inflammatory molecules

during the development of the disease.°

Several factors have been demonstrated to contribute to cachexia-
related loss of AT, such as (i) increased lipid mobiliza-tion due to
enhanced adipocyte triglyceride Ii|00|ysis,8'11 (ii) re-duced
lipogenesis and fatty acid esterification due to decrease of both
fatty acid synthase and lipoprotein lipase activity12 and (iii)
impairment of fat cell turnover (pre-adipocyte/mature adipocyte),
resulting in a disruption in the organization and
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development of AT.23 In addition to that, several morphological
and molecular changes in AT depots of rats during the progres-
sion course of CC have been described.® 2418 Most of the alter-
ations, nevertheless, are perceived before any detectable
morphological disruption, notably the down-regulation of
genes related with adipogenesis, metabolism and mature adi-
pocyte function. Furthermore, AT inflammation is a well-
characterized aspect of the syndrome.g’”‘18 Such condition
seems to be most apparent at the final stages of cachexia
(cachexia to refractory cachexia).

AT has been described as a heterogeneous tissue that possesses
marked anatomically-related depot specialization in regard to
many parameters, including cellularity, form of growth and
expansion, metabolism, production of and response to cytokines,
hormones, density and distribution of innervation, as well as to
fatty acid composition (reviewed by Pondlg). Several chronic
diseases, such as obesity,20 metabolic  syndrome and

Iipodystrophy,21 induce AT remodelling, involv-ing two major
processes: adipose cell morphometric changes (hypertrophy or
atrophy) and immune cells accumulation. Inflammation,
endoplasmatic reticulum stress and hypoxia are also part of the
general biologic alterations subsidizing the attraction and

retention of inflammatory cells in AT. %2 AT extracellular matrix
(ECM) remodelling has been found to play an essential role in

adipogenesis22 and tissue structure estab-lishment.? In obesity,
these alterations were demonstrated to be crucial to accommodate

cellular alterations.?* In db/db obese mice, epididymal AT
morphological changes occur con-comitantly to up-regulation of

various types of collagens, such as I, IV and V1.2% The former is

related with increased adipocyte size.28 This feature is generally
followed by persistent inflam-matory stimulus in AT that may
underline  excessive synthesis of ECM components.
Consequently, subsequent interstitial deposition of fibrotic
material (fibrosis) and enhanced expres-sion of ECM proteins
seem to be a result of a pervasive tissue response to unresolved

chronic inflammation.?% Divoux et al.2% have reported increases
in ECM components secretion induced by products synthesized by
macrophages infiltrated in the AT (ATM¢s), suggesting a possible
interaction between inflammatory cells and AT remodelling. In the
same study, other inflammatory cells, including T-lymphocytes
and mast cells, were shown to participate in one such process.
However, despite AT remodelling being well described in obesity,
few studies have addressed this topic in CC.

Thus, to obtain broader insight into AT remodelling in the
setting of CC, we have analysed the scAT depot of cancer
patients. The choice of scAT, rather than visceral AT, relies on
the fact that we have previously shown™® that this pad responds
more precociously to the presence of the tumour in the
organism, acting as a source of inflammatory markers.
Additionally, it is an ideal tissue for the obtainment of biopsies.

Firstly, we evaluated fibrosis in a qualitative and quantita-tive
manner and in particular, collagen density in scAT of

weight-stable and cachectic cancer patients. Secondly, we
characterized the inflammatory cells surrounding fibrotic
depots. Finally, we determined scAT inflammatory gene ex-
pression in cancer patients. The analysis shows discrete early
morphological modifications in scAT, followed by increased
inflammatory cell infiltration and fibrosis, which are more
evident in the cachectic cancer patients.

Materials and methods
Patients and sample collection

Patients were recruited between November 2008 and July 2010 at
University Hospital of the University of S&o Paulo (n = 26). The
inclusion criteria were as follows: 1, not having received prior
anticancer treatment and 2, willingness to par-ticipate. The
exclusion criteria were as follows: chemotherapy at the time of the
study; continuous anti-inflammatory ther-apy; and kidney or liver
failure, acquired immunodeficiency syndrome, inflammatory
bowel disease or chronic inflamma-tory processes not related with
cachexia, such as autoim-mune disorders. Patients with body mass
index (BMI) greater than 29.9 were also excluded from the study.
The study was approved by the Ethics Committee from the
Institute of Biomedical Sciences and by the Human Ethics
Committee of the University of Séo Paulo Hospital (CEP-ICB/
USP 1117/13, CEP-HU/USP 752/07 and 1117/13, CAAE
0031.0.198.019-07). The investigation was explained in detail to
each patient, and written informed consent was obtained. They
were separated into three groups, based on diagnosis

after surgery. The subjects were subdivided into CC (CC,
n = 12) and weight-stable cancer (WSC,n=7) and weight-
stable control (non-cancer) (control, n = 7). Patients were con-
sidered cachectic based on criteria from the international
consensus.? Cachexia is recognized in patients with weight
loss >5% in the past 6 months or any degree of weight loss

>2% in the last 6 months + BMI <20 kg/mz. The stable weight
groups were considered as those with no important weight

change during the previous year and BMI <25 kg/mz. In the
cancer groups (CC and WSC), the tumour primary location
was colon (n = 8), stomach (n = 5), pancreas (n = 2) and other
(n = 4). The control group included patients undergoing sur-
gery for incisional hernia (n = 5) and chronic cholecystitis (n
= 2). The study was designed as ‘intention to compare’;
therefore, all subjects were kept in the analyses despite a few
missing values of the measurements. Table 1 presents the
general characteristics of patients in each group.

Clinical parameters assessment

Height and weight were determined, and approximately 10 mL
of blood was collected after overnight fast, within the
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Table 1 Characteristics of study groups

Measure Control WSC CC P

n 7 7 12

Gender (male/female) 3-4 3-4 8-4

Age (years) 59.0+ 12.7 68.2+ 13.3 61.5+ 16.9 0.722
Weight (kg) 59.9+ 8.5 63.4+ 10.6 69.5+ 9.2 0.105
Height (m) 1.62+ 0.04 1.56+ 0.07 1.63+ 0.06 0.053
BMI (kg/mz) 21.9+1.2 242+ 1.7 21.1+ 3.6 0.073
Weight loss (kg) 14+£138 2707 13.6+ 4.1 <0.01
Weight loss (%) 2.8+0.3 4.3+0.7 19.9+ 6.6 <0.01
Tumour stage

IA-B 1 (14%) 1 (8%)

IIA-B 3 (43%) 3 (25%)

IIA-B 2 (29%) 5 (42%)

[\ 1 (14%) 3 (25%)

S-Hg (g/dL) 12,6+ 1.2 10.8+ 1.9 11.4+ 1.8 0.147
P-urea (mg/dL) 35.2+ 11 34.3+ 14 30.2+ 15 0.622
P-creatinine (mg/dL) 0.88+ 0.2 0.90+ 0.3 0.84+ 0.3 0.892
S-TAG (mg/dL) 148+ 19 133+ 15 101+ 13 <0.01
S-cholesterol (mg/dL) 205+ 14 203+ 16 173+ 18 <0.01
S-LDL (mg/dL) 105+ 12 102+ 13 83+ 15 <0.01
P-IL-6 (pg/mL) 9.2+8.2 36.6+ 20 96.4+ 99 0.034
P-CRP (pg/mL) 2122 44+35 28.2+ 20 <0.01

BMI, body mass index; CC, cancer cachexia; CRP, C-reactive protein; Hg, haemoglobin; IL, interleukin; LDL, low-density lipoprotein levels;
n, number of patients; P, plasma; S, serum; TAG, triglyceride serum levels; WSC, weight-stable cancer.

Values are mean + standard deviation.
Statistical analysis, P vs. control subjects.

venous access procedure for anaesthesia during the surgery,
allowing the measurement of plasma C-reactive protein, se-
rum urea, creatinine and haemoglobin. Plasma and serum
samples were then immediately frozen at 80°C, until further
analysis. Tumour staging was determined post-operatively,
according to the guidelines of the Union for International

Cancer Control TNM.27

Adipose tissue biopsies

Approximately 1 g of subcutaneous white AT (by approximate
anatomical site) was collected in within a 5 min interval,
similarly to that described by Agustsson et al.tt A portion of
AT biopsy was immediately transferred into liquid nitrogen
and kept at 80 °C before RNA analysis. The other part was
fixed overnight at 4 °C in 4% paraformaldehyde and proc-
essed for standard paraffin embedding.10 This procedure pre-
sents a minimal degree of risk and does not interfere with the
standard surgery procedure.

Morphological analysis

The sequential 5 um sections obtained were first stained with
haematoxylin and eosin and then, with picro sirius red. The
sections were analysed with a Leica microscope (DM 750),
equipped with filters to provide circularly polar-ized light. For
the analysis of morphometric aspects, the area, average
diameter, perimeter and shape were

measured by Imagen Pro-Plus 6.0 (100 adipocytes per stained
section). Picro sirius red staining sections allowed collagen

fibres detection with different colours.?® Type | col-lagen
fibres appear orange to red, whereas the thinner type Il
collagen fibres are stained with a yellow to green hue. Tissue
images were obtained with a x40 objective lens, re-corded on
a digital camera (DFC 295, Leica), displayed on a high-
resolution monitor (LG, Flatron, E1941) and analysed with
SigmaScan Pro image analysis (Chicago, IL, USA). For the
different morphological analysis, different histological slices
(non serial sections) from the same group were employed.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry of AT was carried out with sections fixed
in buffered formalin and embedded in paraffin. Depara-ffinized
sections (5 ym) were stained with haematoxylin and eosin. After
quenching of endogenous peroxidase activity with 0.3% H202 in
methanol and blocking of free protein-binding sites with 5%
normal goat serum, sections were im-munostained for immune
cells: macrophages with CD68 anti-mouse KP-1 monoclonal
antibody (DAKO, Denmark— Ref m 0814), neutrophils with
CD15 (DAKO, Denmark—Ref IR062) and T lymphocytes with
CD3 (Cell Marque, Rocklin— Ref 103A-76) antibodies. Specific
secondary antibodies were peroxidase (horseradish peroxidase)
conjugated. Histochemi-cal reactions were performed employing
Vecta stain ABC Kit
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(Vector Laboratories) and Sigma Fast 3,3-diaminobenzidine as
substrate (Sigma, St. Louis, MO). Sections were counter-
stained with haematoxylin.

Gene expression analysis

Total RNA of the samples was isolated with TriPure Isolation
Reagent (Roche®), following the recommendations of manu-

facturer,29 and total RNA concentration, quantified by spec-
trophotometry (Nanodrop ND-1000). Complementary DNA
synthesis was carried out employing 13 pL assay mix contain-ing
3 ug total RNA, 10U RNAse inhibitor, 2 puL random primers, 2
ML dNTP (10 nmol), 2 uL dithiothreitol, 10U Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase and 4 yL of x10

reaction buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI; 150 nM MgCl2
in nuclear free water) (Invitrogen). Gene expression of CD68
(NM_001040059.1, forward 5’ACT GAA CCC CAA CAA AAC
CA3’, reverse 5’TTG TAC TCC ACC GCC ATG TA) and MCP-
1 (CCL2) (NM_002982.3, forward 5’ CCC CAG TCA CCT GCT
GTT AT 3’ and reverse 5TGG AAT CCT GAA CCC ACT TC
3). Five microlitres of cDNA (25 ng) were mixed with 2x SYBR
Green PCR master mix (Applied Biosystems) and primers
(Invitrogen). Quantitative real-time PCR was performed with an
ABI 7300 real-time systems (Applied Biosystems). The mRNA
levels were determined by comparative Ct method for each
sample. A Ct value was obtained by subtracting 18 S values from
those of the gene of interest. The average

Ct value of the control group was then subtracted from the
sample to derive a Ct value. The expression of each gene was
evaluated by 2 (€Y.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with the commercially
available statistical package from SigmaStat (version 3.1,
Sigma Stat, SYSTAT, Point Richmond, CA). Data are
expressed as mean + standard error and analysed by one-way
analysis of variance. When a significant F-value was found by
one-way analysis of variance, a Bonferroni’s post hoc test was
performed to demonstrate all pairwise multiple comparisons
between the means. All calculated P-values were two sided,
and a P < 0.05 was considered significant.

Results
Clinical findings

Baseline characteristics of the patients are shown in Table 1.
The subjects in the three groups were of similar age and BMI.
The body mass 6—12 months before inclusion in the study, as
reported by patients, showed difference among the groups.

CC mass was significantly lower, as compared with WSC and
control, considering weight loss, both as absolute values (13.6 kg,
P < 0.01, compared with control) as relative values (19.9%, P <
0.01, compared with control). Plasma lipid profile was affected by
CC, with decreased level of triglyceride se-

rum levels (31.8%, P <0.01), total cholesterol (15.6%,
P <0.01) and low-density lipoprotein levels (14.3%,
P < 0.01) when compared with the control patients. There was no
difference with respect to other biochemical parameters (i.e.
plasma creatinine and urea and serum haemoglobin values).

We did not evaluate lean body mass, although groups were
matched by BMI. CC patients showed values ranging from
8.9% to 30.8% of body weight loss during the previous 6
months and C-reactive protein higher than 5 ug/mL, as well as
increased levels of interleukin (IL)-6 (12.6-fold and 9.4-fold,
respectively, P < 0.001) compared with control, in-dicating
that the studied cachectic patients demonstrated weight loss
and increased plasma inflammatory markers. WSC patients
showed values ranging from 3.2% to 5.4% of body weight loss
during the previous 6 months and C-reactive protein values
ranging from 1.2 to 10.7 5 pg/mL. However, there was no
statistical difference when compared with the control group.

Morphological analysis and collagen diversity in
SCAT

Cancer cachexia patients showed body weight loss and BMI
reduction, suggesting the possibility that modification of AT
cell morphology may be a response to CC. In order to address
this question, we determined cell perimeter and the cross-
sectional area in samples of the subcutaneous depot (Figure 1).
Light microscopy examination indicates that mor-phometric
alteration of scAT is only evident in the CC group (Figure 1A—
C). In scAT from CC, adipocyte size, determined as sectional
area (Figure 1D), and cell perimeter (Figure 1E) showed a
decrease of 32.9% (P < 0.05) and 185% (P < 0.05),
respectively, compared with the control samples.

When examined under polarized light microscopy, the same
samples from CC patients demonstrated that types | (red label) and
Il (green label) collagen fibres were present around the
adipocytes, in organized bundles of various thick-nesses (Figure
2A—F). As compared with control patients, CC samples showed
an increase of 1.7-fold (P < 0.01) of total type | collagen, no
changes in type Il collagen (P = 0.10) and an increase in collagen
I-111 ratio (P = 0.0159) (Figure 2G—H).

Inflammatory profile and cell infiltration

Taking into account the scope of data regarding AT remodel-
ling induced by cachexia, notably the modification in total
collagen density (fibrosis), we also examined the presence
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Figure 1 Morphological characteristics of subcutaneous adipose tissue depot in cachexia and control patients. Haematoxylin and eosin stained sec-tions
of subcutaneous tissue from (A) weight-stable subjects and control, (B) weight-stable cancer (WSC) patients and (C) cancer cachexia (CC) pa-tients.
Morphometric analysis of sectional area (D) and (E) perimeter of adipocytes from different experimental groups. Photomicrographs (A—C) illustrate the
most representative images considering data related to morphological analysis (D, E). Values are mean + SEM. * P < 0.05 vs. control subjects.
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of inflammation and infiltrated cells in scAT from the patients.
Immunostaining for macrophages (CD68), T-lymphocytes (CD3)
and neutrophils (CD15) and analysis of gene expression of MCP-
1 and CD68 were carried out (Figures 3-5).

Although the presence of CD15 neutrophils was minimal in
CC, we observed an abundant number of macrophages stained
with CD68 surface markers in the groups (CC and WSC)
(Figure 3). Additionally, in tissue sections stained for CD68
positive cells, we found higher intensity that was more
pronounced in the surrounding of adipocytes [crown-like
structures (CLS)] in CC (Figure 4A, C). However, crown
aggre-gates were not extensive, and there was no signal of
syncytial giant cells. Less frequently, sections for CD3 positive
cells showed irregular distribution more often observed in the
SCAT fibrotic areas from CC (Figure 4B, D).

CD68 mRNA expression increased in SCAT obtained from CC
patients (109-fold, P = 0.029, respectively), when

compared with the control group (control vs. CC). In scAT of
WSC, an increase of 48-fold in MCP-1 mRNA levels was
detected, when compared with the control group (P = 0.010)
(Figure 5).

Discussion

The present study documents, for the first time, increased
number of ATM¢s in scAT obtained from gastrointestinal
cachectic cancer patients. One such change was accompanied
by ECM remodelling and associated with adipocyte size
reduction and AT atrophy. Fibrosis was detected, as well as the
presence of distinct patterns of fibrous material surrounding
adipocytes, while collagen fibre organization was altered in
SCAT samples obtained from cancer patients.
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Figure 2 Picro sirius red staining sections of subcutaneous adipose tissue in cachexia and control patients. Collagen fibres are presented in different
colours. Type | collagen fibres are orange to red, whereas the thinner type 111 collagen fibres appear yellow to green from (A, B) weight-stable sub-jects
and control, (C, D) weight-stable cancer (WSC) patients and (E, F) cancer cachexia (CC) patients. Total collagen quantification in cachexia and control
patients of (G) type | collagen and (H) types I-Ill ratio. Values are mean + SEM. * P < 0.05 vs. control subjects.
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In this aspect, markedly increased total collagen amounts were
found in the cachectic patients while being already mildly
increased in the cancer (weight stable) patients. Inter-estingly,
such structural modification of scAT was accompa-nied by
increased inflammatory cells subset presence, which was more
conspicuous in the cachectic patients. CD68-labelled ATM¢s
localized to crowns surrounding adipo-cytes and expressed
higher mRNA levels of scavenger recep-tor (CD68), as well as
chemokine attractant for macrophages (MCP-1). Additionally,
CD3 Ly was more abundant in the fibrotic areas in scAT
samples from cachectic patients, in a

different fashion compared with infiltrated ATM¢s.

The hallmark of CC is body weight loss.2%3! Loss of muscle and
AT mass, anorexia, anaemia and alterations in metabo-lism are
also evident during the development of the disease. In particular,
AT catabolism followed by tissue mass depletion

(atrophy) and metabolic dysregulation are consistent and
prominent findings in CC patien'[s.1’9’10'31‘32 In this aspect,
the present study shows adipocyte size reduction in scAT of

cachectic cancer patients. This aspect was not evident in the
WSC patients. AT atrophy induced by cachexia has been

consistently demonstrated in both patients7'33 and animal
models.*3* In CC, longitudinal investigation has suggested
that fat loss is not only due to loss of adipocyte volume
(Iipolysis)29'3’4'35 but also may be attributed to a decrease in

lipid accretion in these cells,%® both resulting in a smaller

cell. 37 Recently, a well-designed investigation8 showed con-
sistent evidence that lipases in AT breakdown stored fat,
contributing to cancer-associated cachexia. However, despite
several studies having consistently shown AT atrophy as a re-
sult of cachexia, the associated mechanisms are still not fully
elucidated.

Another aspect addressed was ECM fibrosis, in order to as-sess
whether there was AT remodelling in this scenario. CC patients
showed ECM increased fibrosis in AT, with evident collagen-fibril
staining. Simultaneously, an increase in both types I and IlI
collagen content was observed in these pa-tients, whereas in WSC,
only a discrete change detected in type | collagen was found. A
recent microarray data analysis from scAT of cachectic patients
demonstrated a possible con-nection between regulation of energy

turnover, cytoskeleton and ECM, with loss of AT.38 In an animal
model of cachexia, AT fibrosis was demonstrated by
ultrastructural analysis showing severe delipidation and
alterations in cell membrane conformation, irregular cytoplasmic
projections and increased electron-dense mitochondria. An

enhanced level of collagen-fibril staining was also evident in the

tumour-bearing group.39

In fact, the ECM is one of the most important regulators of

cellular and tissue function in the body.40 Disruption in ECM
leads to marked metabolic dysregulation and failure to
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Figure 3 Identification of different immune cell types present in subcutaneous adipose tissue obtained from cancer cachexia patients. Serial sections of
weight-stable subjects and control, weight-stable cancer (WSC) patients and cancer cachexia (CC) patients were stained with markers of macrophages
(CD68), T-lymphocytes (CD3) and for neutrophils (CD15). Nuclei were stained with haematoxylin (blue staining). HE, haematoxylin and eosin staining.
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expand AT in both obese patients and experimental obesity
(high fat diet and ob/ob knockout).*! In the same way, AT re-
duction as induced by a body weight reduction programme was
shown to result from modified ECM gene expression pro-
file.*? In obese patients, body fat loss as a consequence of
gastric bypass was associated with increased fibrosis in fat de-
pots after a 3 month to 1 year post-surgery period.43 How-ever,
even considering the important role of ECM to AT
homeostasis, there is limited information regarding quantita-
tive EMC analysis in cachectic cancer patients. The few stud-
ies that have addressed this question propose that AT solely
adjusts its extracellular environment to adapt to the shrinking
volume of the fat cells.1 38 Contrary to this view, we show a
robust increase in total collagen content and additionally, that,
even before any morphofunctional disruption in AT occurs, as
reported for WSC patients, AT is already affected by the
syndrome. Indeed, it seems that the process of AT remodelling
induced by cachexia is triggered before any of the clinical
signs of the disease. Additional studies should take place to
fully confirm this hypothesis.

As described above, several researchers have shown that AT
ECM remodelling is a crucial event to accommodate obesity-
induced cellular alterations. One such process has

also been described to be the end point of a persisting in-
flammatory stimulus (unresolved chronic inflammation) in AT,
which may be responsible for the excessive synthesis of

ECM components and subsequent interstitial deposition of
fibrotic material. *** There are, however, no studies, to our
knowledge, that describe the nature of the inflammatory
infiltrate in the AT of cachectic patients.

One previous study by our group demonstrated that AT, in
particular, scAT, contributes in a significant manner to
systemic inflammation, as a potent source of inflammatory

factors.*® We presently show an accentuated modification in
gene expression, as well as in plasma concentration of
adipokines and pro-inflammatory molecules in cachectic
gastrointestinal cancer patients, in relation to their non-
cachectic counterparts. These include adiponectin, leptin,
tumour necrosis factor-a, IL-6 and IL-10. Furthermore, in the
present study, we provide new information in regard to the
inflammatory cells found in the AT of CC patients. Tissue
sections stained for CD68 ATM¢s positive cells show a higher
intensity for the macrophage marker, especially in the
surrounding surface of adipocytes (CLS) in CC. However,
crown aggregates were not as cell dense as those normally
described in obesity, and there was no signal of occasional

Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle (2015)
DOI: 10.1002/jcsm.12037



136

8 M. L. Batista Jr. et al.

Figure 4 Immunohistochemistry for immune cells from weight-stable subjects and control, weight-stable cancer (WSC) patients and cancer cachexia
(CC) patients. Subcutaneous adipose tissue (SCAT) macrophages localize to crown-like structures (CLS) around individual adipocytes, which increase
in frequency with cancer cachexia. Light microscopy of scAT of CC patients showing CD68 immunoreactive macrophages (brown colour) aggregated
to numerous (C, CC patients) CLS among unilocular adipocytes. Note that almost all CD68 immunoreactive macrophages are organized to form CLS.
CD3 immunoreactive T-lymphocyte shows positive cells in fibrotic areas, stained with DAB (brown colour) (arrow). Nuclei were stained with
haematoxylin (blue labelling). Bar (um): 50 ym for A and B; 25 pm for C and D.
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coalescence to form syncytial giant cells. In a different way, = demonstrated that ATM¢s aggregates display a CLS pattern.
CD3 Ly positive cells were the main immune cells found in~ This may be a consequence of an increased lipid scavenging
the fibrotic areas. We previously hypothesized that infiltrat-  function of ATM¢s, induced by CC. In obesity, a positive rela-
ing ATM¢s may play an important role(s) in cachexia-  tionship between infiltrating ATM¢s and AT remodelling has

associated AT remodelling, based on our observation that been demonstrated.*147~4% |n particular, CLS are described
ATMés in cachectic rats and humans are placed surrounding  at sites of adipocyte death. Such structures are related with
or in close proximity to the adipocytes.46 In addition, we envelopes and ingest the moribund adipocyte and its

Figure 5 Expression levels of genes involved in the inflammation of subcutaneous adipose tissue depots in subjects from different experimental groups.
Real-time PCR analysis of RNA isolated from weight-stable subjects and control, weight-stable cancer (WSC) patients and cancer cachexia (CC)
patients. mMRNA levels of target genes were normalized to 18 S. Values are mean + SEM for five to nine samples per group. * P < 0.05 vs. control
subjects.
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potentially cytotoxic remnant lipid droplet.47 Consequently,

CLS become lipid-laden ‘foam cells®’ frequently observed in
AT in obesity. In an animal model of cachexia, we have
shown® that foam-cell resembling macrophages are present in
the AT. During CC, increased lipolysis has been consistently
demonstrated in both patients7'11 and animal models®%? and
that might be an important source of lipids to ATM¢s. In
tumour-bearing animals, lipid profile was modulated by the
cachectic state in an anatomical region-related pattern.
Visceral AT composition is changed and presents increased
storage of monounsaturated fatty acids (16:1), as well as
decreased percentage of stearic acid, a saturated fatty acid.>°
In the same animal model, abundant lipid inclusions were
found in infiltrated ATMés in the mesenteric depots obtained
from cachectic rats. Those cells also exhibited increased
tumour necrosis factor-a secretion when stimulated with li-
popolysaccharide.45 However, this aspect was not assessed in
the present study.

Infiltrating inflammatory cells secrete pro-inflammatory

mediators that are enhanced in the scAT of CC pa‘tients.10 Up-
regulation of IL-6 has been a consistent finding in several
studies, notably in cachectic patients, independent of the

aetiology of the syndrome.51 We previously demonstrated that
plasma IL-6 is markedly increased during cachexia, a re-sult
that may represent an interesting tool for diagnostic pur-poses.
Although our previous study reported increased inflammatory
cytokine profile gene expression in scAT sam-ples from CC
patients, we herein show that CD68 gene ex-pression was also
increased in scAT from these patients, corroborating the
observation that CD68 ATM¢s positive cells were more
abundant in the same situation. Interestingly, MCP-1 gene
expression was solely augmented in WSC sam-ples, with no
changes in CC patients. ATM¢s infiltrate to AT as circulating
monocytes in response to AT secretion of MCP-1, which
recruits monocytes expressing the C-C chemo-kine receptor
type 2. This is one of the initial steps to trigger inflammatory
response and consequently increase Més subset in AT. In CC,
high MCP-1 levels found in WSC might be suggestive of a pre-
cachexia stage, once increased gene expression of CD68, I1L-6

and IL-10 was already demonstrated in such CC patientsll.
However, the relationship between MCP-1-associated ATMés
augment and the initial signals of cachexia, as well as the
importance of this process for the development and
progression of cachexia complications, remains unclear.

Limitations of this study should be acknowledged. Our
investigation was carried out with relatively small study
groups. The Brazilian patients enrolled may not be represen-
tative of a typical cancer patient population from Europe or
North America and some differences concerning total fat mass
of patient in the cancer groups, and overweight and obesity
prevalence should be considered. Cachectic groups showed
values ranging from 9% to 31% of body weight loss in the
previous 6 months and C-reactive protein ranging from

4.9 to 77 pg/mL, indicating that we studied patients staging
between cachexia and refractory cachexia. Regarding the WSC
patients, some of them could be perhaps considered pre-
cachectic, once they showed values ranging from 3.2% to 5.4%
of body weight loss in the previous 6 months and C-reactive
protein values ranging from 1.2 to 10.7 5ug/mL. However,
there was no difference when compared with controls, and we
have not attempted to adopt this staging system to classify CC,
due to the relatively small sample. The current study was
addressed to assess the effect of cachexia and tumour per se
but was not empowered to detect differences between different
tumour types. However, the study was powered to detect the
observed differences in fibrosis and inflammation in scAT.

Conclusion

We report consistent modification consisting of fibrosis and
inflammatory cell presence in scAT induced by cachexia in
gastrointestinal cancer patients. The latter was characterized
by the presence of CLS composed of CD68 positive ATM s
surrounding adipocytes, and increased CD3 Ly, more evident
in the fibrotic areas. In addition, some of these changes were
already present in the cancer group, suggesting that AT dis-
ruption may occur at a precocious stage of cachexia, even be-
fore the detection of pre-cachexia clinical features. In this
particular, increased MCP-1 and CD68 gene expression in
SCAT of cancer patients may indicate an important role of these
inflammatory mediators as early biomarkers of cancer.
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Tumor cytokine expression
Profile the culprit?
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Cachexia affects about 80% of gastrointestinal cancer patients. This multifactorial
syndrome resulting in involuntary and continuous weight loss is accompanied by sys-temic
inflammation and immune cell infiltration in various tissues. Understanding the interactions
among tumor, immune cells, and peripheral tissues could help attenuating systemic
inflammation. Therefore, we investigated inflammation in the subcutaneous adipose tissue
and in the tumor, in weight stable and cachectic cancer patients with same diagnosis, in
order to establish correlations between tumor microenvironment and secretory pattern with
adipose tissue and systemic inflammation. Infiltrating monocyte phenotypes of
subcutaneous and tumor vascular-stromal fraction were identified by flow cytometry. Gene
and protein expression of inflammatory and chemotactic factors was measured with gRT-
PCR and Multiplex Magpix® system, respectively. Subcutaneous vascular-stromal fraction
exhibited no differences in regard to macrophage subtypes, while in the tumor, the
percentage of M2 macrophages was decreased in the cachec-tic patients, in comparison
to weight-stable counterparts. CCL3, CCL4, and IL-1p expression was higher in the
adipose tissue and tumor tissue in the cachectic group. In both tissues, chemotactic factors
were positively correlated with IL-1p. Furthermore, positive correlations were found for the
content of chemoattractants and cytokines in the tumor and adipose tissue. The results
strongly suggest that the crosstalk between the tumor and peripheral tissues is more
pronounced in cachectic patients, compared to weight-stable patients with the same tumor
diagnosis.

Keywords: cancer cachexia, inflammatory cells, tumor-adipose tissue crosstalk macrophages
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Systemic Inflammation in Cachexia — Is Tumour Cytokine Expression Profile the Culprit?

INTRODUCTION

Cachexia is a multifactorial and multi-organ syndrome char-
acterized by continuous and involuntary weight loss and by
systemic inflammation (1, 2). This syndrome was described
about 2000 years ago by Hippocrates and is a common feature of
several diseases, such as chronic obstructive pulmonary disease,
chronic heart failure, chronic infection, and cancer (3).

In cancer, cachexia is present in approximately 50% of all
patients and in up to 80% of patients with advanced disease,
reducing tolerance to treatment, therapeutic response, and qual-
ity of life and survival (4). Among 22-40% of all cancer deaths
are directly caused by cachexia (5), and its incidence varies
among the different types of cancer, being of around 80% in
pancreas and gastrointestinal cancer patients, and of 60% in lung
cancer patients (6).

An important feature of cachexia is chronic systemic inflam-
mation and, paradoxically, immunosuppression (7). Mediators
produced by both the tumor and the host induce intracellular
changes directly associated with persistent inflammation (8). The
sources of the inflammatory factors in cachexia are plenty,
including tumor cells, tumor infiltrating cells along with periph-
eral tissue parenchymal cells and associated infiltrating cells (9).
Thus, an intricate tumor—host interaction is established,
promoting an imbalance that favors the pro-inflammatory over
the anti-inflammatory status (10, 11).

Solid tumors often present infiltrating immune cells and release
cytokines into surrounding tissues and into the bloodstream (12).
The immune cells within tumor microenvironment consist of various
phenotypes, among which myeloid-derived suppressor cells,
dendritic cells, natural killers, T cells, and macrophages (13). The
infiltrate contributes to tumor growth and also to micro-environment
remodeling; while the release of cytokines into the bloodstream
promotes tissue and organ functional impairment as a result of
systemic inflammation (12). Studies with models have shown that
the host’s tissues play a key role in sustaining systemic inflammation
and inducting cachexia (14-17).

However, as far as we know, there are no reports in the
literature comparing the cytokine secretory profile of tumors of
cachectic and non-cachectic cancer patients matched for tumor
type and stage. It is very possible that inflammatory factors
secreted by the tumor are the culprit, eliciting secondary tissue
inflammation, will as a consequence, fuel systemic inflamma-
tion. Argilés et al. review the large number of cytokines that
might be responsible for the metabolic changes associated with
cancer wasting (18). We have consistently found that WAT
(white adipose tissue) is a contributor to systemic inflam-mation,
as both adipocytes and infiltrating immune cells are capable of
releasing cytokines in animal models of cachexia. Nevertheless,
the mechanisms that trigger adipose inflamma-tion in cancer

cachexia are not fully elucidated. We hypothesize that
differences in tumor microenvironment and secretion pat-tern in
patients with the same diagnosis and tumor stage could be
associated with the presence or absence of cachexia-related
peripheral tissue inflammation.

The aim of the present study was therefore, to examine the
secretory profile of tumors of cachectic and non-cachectic




patients with matched tumor diagnosis and relate to the results
with local white adipose tissue and systemic inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Twenty-three cancer patients (60.53 + 13.08 years old) par-ticipated
in the study. The study was approved by the University of Sdo Paulo
Biomedical Sciences Institute Ethics Committee (1004/CEP) and by
the University Hospital Ethics Committee (CEP-HU/USP: 752/07)
in accordance to the Declaration of Helsinki (2013). All participants
signed an informed consent prior to engaging in the study. The
inclusion criteria were: not having received anticancer or continuous
anti-inflammatory treatment and willingness to participate. The
exclusion criteria were: liver failure, renal failure, AIDS,
inflammatory diseases of the bowel, and autoimmune disorders.
Patient group division was based on the criteria proposed by Evans
et al. (19). Characteristics of the subjects are summarized in Table
4,

Realtime PCR

Total RNA was isolated from samples, with Trizol® reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s
recommendations, and then homogenized. RNA concentrations
were determined by measuring the absorbance in 260/280 nm in
Synergy H1 Multi-Mode Reader (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA). Complementary DNA synthesis was carried
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out using the high capacity cDNA reverse transcription kit (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), which consisted of an assay
mix containing 1 pg total RNA, 2 pL 10x RT Buffer, 0.8 pL 25x
dNTP mix (100 mM), 2 uL 10x Random primers, 1 pL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, and 4.2 pL of nuclease-free
water in a final volume of 20 pL. The thermal cycler conditions
were: 25°C for 10 min, then 37°C for 120 min followed by 85°C for
5 min. Then, 20 ng of cDNA was mixed with 2x SYBR Green fast
PCR master mix —and primers ( Table 1) (Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) — in a final volume of 10 uL for qPCR, performed
in the Quantstudio 12K Real Time Systems (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). The mRNA levels were determined by the
comparative Ct method. For each sample, a

Ct value was obtained by subtracting RPL-27 or HPRT1 gene
values from those of the gene of interest. The average Ct value
of the control group was then subtracted from the sample to
derive a — Ct value. The expression of each gene was evaluated
by 2— Ct, according to Livak and Schmittgen (20).

Multiplex Analysis of Sample Protein

Content

Samples of the tumor and subcutaneous adipose tissue from the
experimental groups were incubated with the mixture of Magplex
microspheres and covered with the specific antibodies for 2 h. The
detection of target antigens bound to the microspheres was
performed with a mixture of biotinylated capture antibodies after
incubation for 1 h followed by incubation with streptavidin labeled
with phycoerithrin for 30 min. The microspheres were then analyzed
with the phycoerithrin Magpix® instrument (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). Each cytokine value
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000194.2) Rev: CTT GAG CAC ACA GAG GGC TA

was corrected to total protein concentration. The table below  TABLE 2] Cytokine analysis.
describes all analyzed cytokines (Table 2).

Cytokine Abbreviation
Immunophenotyping by Flow Cytometry
Tumor necrosis factor alpha TNF-a
Preparation of Adipose Tissue and Tumor Tumor necrosis factor beta INES
Cells for Flow Cytometry
Interleukin 6 IL-6
Fractions of subcutaneous adipose tissue and tumor were Interleukin 7 IL-7
obtained, any Iymph npdes were carefully removed, gnd the tis- nterleukin 10 10
sues were placed in either DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) or HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). The tissue Interleukin 13 IL-13
fragments were then digested for 40 min at 37°C in these culture
media containing collagenase type | (280 U/ml) (Sigma Aldrich) ~ Interferon alpha IFN-o
under agitation. The samples were filtered through fine plastic Interferon gamma IFN-y
mesh and washed with respective media.
Interferon gamma-induced protein 10 IP-10
Monocyte chemotactic proteinl MCP1/CCL2
TABLE 1 | List of primers. Macrophage inflammatory protein-1o MIP-10/CCL3
Macrophage inflammatory protein-1p MIP-1B/CCL4
Gene (species) Sequence 5'—3' Chemokine(C—C moitif) ligand 5 RANTES/CCL5
CCL-2 (Homo sapiens) (NM Fw: TCA GCC AGA TGC AAT CAATG
002982.3) Rev: ACA CTT GCT GCT GGT GAT TCT
IL-18 (Homo sapiens) (NM Fw: AGC CAA TCT TCATTG CTC AAG T
000576.2) Rev: AGT CAT CCT CAT TGC CAC TGT
IL-6 (Homo sapiens) (NM Fw: CAG CCC TGA GAA AGG AGA CAT
000600.3) Rev: AGC CAT CTT TGG AAG GTT CA
IFN-y (Homo sapiens) (NM Fw: TGG AAA GAG GAG AGT GAC AGA A
000619.2) Rev: TTG GAT GCT CTG GTC ATC TTT A
TNF-a (Homo sapiens) (NM Fw: CTC TCT CCC CTG GAA AGG AC
000594.3) Rev: ATC ACT CCA AAG TGC AGC AG
IL- 10 (Homo sapiens) (NM Fw: TGTCATCGATTTCTTCCCTGT
000572.2) Rev: TGC CTT TCT CTT GGA GCT TAT T
RPL-27(Homo sapiens) (NM Fw: CCG AAA TGG GCA AGT TCA T
000988.3) Rev: CCA TCA TCA ATG TTC TTC ACG A
IL-8 (Homo sapiens) (NM Fw: AGC TCT GTG TGAAGG TGA T
000584.3) Rev: TTT GGG GTG GAA AGG TTT G
ZAG (Homo sapiens) (NM Fw: CCA GGA GAACCAAGATGGTC
001185.3) Rev: CTG CTT CCA ATC CTC CAT TC
PIF (Homo sapiens) (NM Fw: AGG AAG CAG AGA TCC AGC CT
005268627.1) Rev: GGC TCC TTT ACC CAC GCT TT

HPRT1(Homo sapiens) (NM Fw: TGG CGT CGT GAT TAG TGA TG



Finally, cells of vascular-stromal fraction were separated by
centrifugation at 500 g for 5 min. The cells of the stromal-
vascular fraction of adipose tissue were resuspended and washed
twice with culture medium and centrifuged again at 500 g, for 5
min. The cells were resuspended in 500 L of FBS and dimethyl
sul-foxide (DMSO) and stored in liquid nitrogen until processing
for flow cytometry.

Cell Surface Antigens for Flow Cytometry

The samples were rapidly thawed in a water bath at 37°C,
washed with culture medium, and pelleted at 600 g for 10 min at
4°C. Compensation of the flow cytometer (FACSCanto Il — BD
Biosciences) was performed with compensating beads and then
the gates were determined for the analysis of cell populations of
interest (Figure S1 in Supplementary Material).

The fluorochrome conjugated antibodies (listed in Table 3) of the
macrophage panels were added to the samples, and these were
incubated for 30 min at 4°C, in the dark. The labeled cells were
washed, centrifuged 400 g for 5 min, resuspended in 500 pL of
DMEM, and detected by BD FACSCanto™ I1 cytometer.

Statistical Methods

Data are expressed as mean + SE or median [first quartile; third
quartile]. First, a Gaussian distributions test was employed for all
samples (D’Agostino-pearson omnibus test, Shapiro-Wilk test,
Kolmogorov—Smirnov Test). Student’s t-test or Mann—Whitney test
with multiple comparisons was employed for parametric and non-
parametric data, respectively. The significance level was set at p <
0.05. Graphpad Prism 5.0 was adopted for the analysis. All statistical
procedures were performed with the assistance of the Institute of
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Biomedical Sciences/University of Sao Paulo, under the supervision
of Ms. Rosana Duarte Prisco.

RESULTS

General Characteristics of Patients

The general characteristics of patients are illustrated in Table 4. No
statistical differences were found in regard to age and height
between the groups. Body mass in the 12 months before engage-
ment in the study, as informed by the patients at moment of the
recruitment interview, showed no statistical differences between
groups, while baseline body mass of the cachectic can-cer group was
lower (in average 11%), when compared with the weight-stable
cancer group, although not statistically significant (p = 0.07). When
comparing the difference between previously

TABLE 3 | Panels of fluorochrome-conjugated antibodies for
flow cytometry.

Panel Antibody Fluorochrome Catalog no.

Macrophages (M1 and M2) CD45 FITC 555482
CD206 PE 555954
CD14 PERCP-Cy5.5 562692
CXCR4 PE-Cy7 560669
CD86 APC 555660
CD11b APC-Cy7 557657
CCR7 Bv421 562555
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informed body mass and current body mass, marked weight loss
(both in terms of absolute and relative weight) was found for CC, in
relation to the weight-stable cancer (WSC) group, in accordance
with the proposed by Evans et al. (19) (weight loss >5% over past 6
months — in absence of simple starvation). The body mass index
(kg/m?) of CC, although greater than 20 kg/m? (considered the
cutoff point for cachexia), was significantly lower than that of WSC.
C-reactive protein, albumin, hemoglobin, and IL-6, biochemical
markers of cachexia, were also evaluated. CRP plasma content — the
most widely accepted index of systemic inflammation — was higher
in CC than in WSC (p = 0.0026). Similarly, plasma IL-6 levels were
significantly higher in cachectic cancer patients (CC) (p = 0.0119).

Additionally, serum hemo-globin levels of CC were consistently
lower when compared with WSC (p = 0.0064). Serum albumin
levels were not significantly different between groups (p = 0.316).

TABLE 4 | General characteristic of patients.

WSC (weight-stable CC (cachectic p
cancer) cancer)

N 17 19
Male/female (n) 10/7 12/7
Age (years) 59.2 + 3.69 61.7 £2.55 0.582
Height (m) 1.65 +0.024 1.65+0.018 0.936
Previous body mass 74.1+3.13 72.3+3.21 0.695
as informed (kg)
Current body 70.5+3.17 62.5+2.86 0.07
mass (kg)
Weight loss (kg) 0.00 [0.00; 6.50] 10.00 [5.00; 13.00]1*  0.0009
Weight loss (%) 0.00 [0.00; 9.00] 12.0 [8.00; 16.0]* 0.0006
BMI (kg/m?) 25.9+1.04 22.8+0.76° 0.0195
Tumor stage (n)
I-Il 4 7
Hi-1v 13 12
CRP (mg/L) 3.95[0.90; 8.03] 11.7 [7.15; 13.5)% 0.0026
Albumin (g/dL) 432+0.18 4.04+0.21 0.316
Hemoglobin (g/dL) 13.4 £0.50 11.2+0.57° 0.0064
IL-6 (pg/mL) 2.67 £0.65 9.84 +2.02° 0.0119

Data expressed as mean + SE or as median [first quartile; third
quartile]. @Significant difference CC vs. WSC group.

BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin 6.



Tumor Gene Expression Analysis

Gene expression of the pro-inflammatory cytokines TNF-a and
CCL2 in the tumor were increased in CC compared to WSC, p =
0.020 and p = 0.0354, respectively (Figures 1A-B). No
statistically significant difference in mRNA concentration of
VEGF (angiogenesis factor), IL-6, IL-1pB, IFN- vy, PIF, ZAG, IL-
10, between WSC and CC could be detected, as shown in

Table 5.

Subcutaneous Adipose Tissue Gene

Expression Analysis

As previously described, we found that gene expression of TNF-
o, IL-1B, and MCP-1/CCL2 were significantly higher in
cachectic cancer patients when compared with WSC. IL-6 and
IFN-y gene expression showed no differences among the groups.

]
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Tumor Protein Expression Analysis

Protein expression of chemoattractant factors in tumor tissue
CCL [(chemokine (C—C motif) ligand)]-2, CCL4, CCL5 was not
significantly different between the groups as shown in Table 6.
However, CCL3, also known as macrophage inflammatory pro-
tein 1 alpha, was higher in CC in relation to WSC (p = 0.043)
(Figure 2A).

The protein concentrations of different pro- and anti-inflam-
matory cytokines and cachexia-related factors in cachectic and
non-cachectic cancer are shown in Table 6. Among the pro-
inflammatory cytokines, IL-1p was increased in CC compared to
WSC (p = 0.041) (Figure 2B). Protein concentration of IP-10, a
chemokine secreted by interferon stimulated cells was not
significantly different but showed a tendency to be significantly
higher in CC (p = 0.092). Other inflammatory cytokines such as
IFN- vy and IL-6 were not significantly different between the
groups. Members of the tumor necrosis factor family TNF-a and
TNF-B were also not statistically different in CC compared to
WSC. The protein concentration of anti-inflammatory inter-
leukins I1L-10 was not different (p = 0.9652) between groups, yet
that IL-13 (p = 0.007) was lower in CC in compared WSC
(Figure 2C).

FIGURE 1 | Gene expression in tumor tissue. Data expressed as mean + SE or as median [first quartile; third quartile]. *Significant difference between
WSC vs. CC. Expression of target genes was normalized to the reference HPRT1. TNF-a, tumor necrosis factor a (A); CCL2, chemokine (C-C motif) ligand 2

(B); Arbitrary units, AU. WSC (n = 10) and CC (n = 14).
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TABLE 5| Tumor gene expression of cytokines and cachexia-
related factors (AU).

gRT-PCR WSC (weight-stable CC (cachectic cancer) p
(A.U) cancer)

VEGF 1.275[0.446; 8.270] 0.557 [0.069; 3.28] 0.410
IL-6 1.395 [0.368; 2.509] 1.163[0.537; 8.330] 0.683
IL1-B 2.545[0.430; 16.07] 0.791 [0.185; 7.893] 0.524
IFN-y 1.317 [0.313; 5.095] 27.65 [0.420; 80.16] 0.151
PIF 0.711[0.154; 9.012] 9.706 [0.023; 101.1] 0.571
ZAG 2.029 [0.374; 3.501] 0.716 [0.369; 2.766] 0.497
IL-10 0.728 [0.152; 10.93] 34.12 [0.141; 54.02] 0.398

Data expressed as median [first quartile; third quartile]. Target gene expression was
normalized to the housekeeping gene hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT-1).

Arbitrary units (AU). WSC (n = 10); CC (n = 14).

TABLE 6 | Inflammatory factors in tumor samples.

Pico gram per WSC (weight-stable CcC p

milligram of cancer) (cachectic cancer)

total protein

CCL2 230.5[96.08; 373.1]  261.89 [124.1; 546.4] 0.431
ccL4 9.32[3.92; 13.41] 16.62 [6.77;55.84]  0.060
CCL5 649 * 99.69 977.8 +272.2 0.306
IFN-a 20.34 [5.65; 51.66] 10.95 [7.76;52.70]  0.791
IL-10 0.363 [0.22; 1.58] 0.441[0.16; 2.42] 0.725
IL-6 1.034 [0.245; 1.92] 2.097 [0.724;8.33]  0.194
IP-10 243.7[15A1.0; 352.2] 1263[179.8; 2822]  0.092
= £
TNF-a 0.352[0,202; 0.908]  —O:724—{0:3397455]  0.169
‘B 180~
TNF-B 2.3063 = 2.435 + 0.601 0.878

=03 A=
& 100= ) i . -
Data expressed as mean + SE"g@s median [first quartile; third qugtme];

p = significance of Mann—Whi%y test.

total protein. WSC (n =

11); CC (n = 12)

s.narmalized to
P =]

WeE o]

Subcutaneous Adipose Tissue Protein

Expression Analysis

Data of protein expression of chemoattraction factors are shown
in Table 7. We found no statistical difference for CCL2, CCL3
and CCL5 in subcutaneous adipose tissue (Table 7). CCL4
protein expression was higher in CC, when compared with WSC
(Figure 3A).

Anti- as well as pro-inflammatory cytokines (IFN-a, IL-10, IL-
13, IL-6, IP-10, and TNF-a) did not exhibit differences between the
two studied groups (Table 7). The pro-inflammatory IL-1f3 and
TNF-B cytokines protein expression presented higher levels in CC
in relation to WSC (Figures 3B,C, respectively).

Immunophenotyping by Cytometry

The characterization of the different phenotypes within the total
population of infiltrating macrophages in the tumor microen-
vironment is shown in Figure 4. The incidence of macrophages
with anti-inflammatory profile (M2 macrophages — CD11b
CD14++ CXCR4+) was significantly lower in CC, compared to
WSC (p = 0.007). Macrophages with inflammatory profile (M1
macrophages — CD11b+ CD14++ CCR7+) were found in similar
numbers in the tumors of both groups.

The analysis of the stromal-vascular fraction of the subcuta-
neous adipose tissue yielded no statistic difference in concern to

M1M2 macrophage (CD11b CD14** CCR7* CXCR4*), M1
macrophage (CD11b* CD14™* CCR7") and M2 macrophage

(CD11b CD14**CXCR4") population percentage (Figures 5A—
C, respectively).

Correlations Analysis

Non-parametric correlation (Spearman) analysis between
chemokine (C—C motif) ligand (CCL)-3 and CCL-4 with the

w
]

,

s Gl

LB BEhig
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FIGURE 2 | CCL3, IL-1B, and IL-13 protein expression in tumor samples. Data expressed as median [first quartile; third quartile]. *Significant difference

between WSC vs. CC. CCL3, chemokine (C—C motif) ligand 3 (A); IL-1p, interleukin 1f (B); IL-13, interleukin 13 (C). WSC (n = 11) and CC (n = 12).
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protein expression of the cytokine anti-inflammatory cytokine
IL-13 in the tumor of cachectic patients was found to be signifi-
cant (p = 0.0089); while the relationship between CCL4 and IL-
13 (p = 0.147) was not (Figures 6D,H). Analysis of correlation
of CCL3 with the protein expression of the inflammatory
cytokine IL-1B showed positive relationship (CCL3/IL-1B) (p =
0.0059) (Figure 6E). Whether the CCL4/IL-1 correlation (p =
0.0897) (Figure 6F) nor of CCL3 with %macrophages were
found to be significant (Figures 6A-C).

When non-parametric correlation (Spearman) analysis was
carried out in regard to macrophages and CCL4 in the
subcutaneous adipose tissue, no statistical correlations were
observed for M1M2 macrophages not for M1 macrophages, or
M2 macrophages (Figures 7A-C, respectively). Furthermore,
non-parametric correlation for CCL4 and IL-1p was found not

TABLE 7 | Inflammatory factors in the subcutaneous adipose tissue.

Pico gram per WSC (weight-stable CC (cachectic p
milligram of total cancer) cancer)

protein

CCL2 38.0+7.20 20.3+5.26 0.0646
CCL3 13.0[4.06; 59.4] 3.38[0.010; 68.6] 0.3725
CCL5 157 +31.0 121 +30.6 0.4219
IFN-a 0.210[0.135; 3.68] 2.12[0.228; 4.73] 0.2883
IL-10 0.070 [0.060; 0.123] 0.100[0.060; 0.330] 0.2275
IL-13 0.190[0.110; 1.63] 0.500[0.170; 0.680] 0.6480
IL-6 0.0711 + 0.004 0.101 + 0.024 0.2668
IP-10 9.19+2.42 3.63+0.919 0.0522
TNF-a 0.050 [0.040; 0.0525] 0.055[0.030; 0.103] 0.5140
Data expressed as mean + SEBr dsymedian ffirstouaTtte; third-ooarted,

total protein. WSC (n = 11); Ccén =f12).

p = significance of Mann—WF@éyﬁest. Cytokine concentration was rjprmalized to

to be significant, whereas that between CCL4 and TNF-f was
significant (Figures 7D,E, respectively).

Finally, we performed non-parametric correlation (Spearman)
analysis for CCL4 in the subcutaneous adipose tissue and for
CCL3 in the tumor, having found a statistically significant
positive correlation (p = 0.0448) only for the cachec-tic patients
(Figure 8A). When the relationship of TNF-a in the
subcutaneous adipose tissue and TNF-f in the tumor was ana-
lyzed, no statistical significance was found for CC (p = 0.0892)
(Figure 8B). A tendency for positive correlation between IL-10
in subcutaneous adipose tissue and in the tumor (p = 0.0978)
(Figure 8C).

DISCUSSION

Cancer cachexia remains a major health problem worldwide as
prevalence of cancer is on the rise. This syndrome is frequently
undiagnosed and rarely treated, resulting in compromising of
treatment and shortened survival (1, 10). Weight loss is the most
visible feature of cachexia, yet some early metabolic and inflam-
matory changes precede the establishment of the most evident
symptoms. The cachectic patients in the study, beyond presenting
severe weight loss in the previous 6 months, exhibited systemic
inflammation and anemia (CRP >5.0 mg/L, IL-6 >4 pg/mL, Hb <12
g/dL), in accordance to that proposed by Evans et al. (19), but no
alterations of circulating albumin levels.

Cachexia-associated inflammation is the result of many
alterations acting in concert, among which, the secretion of
inflammation-promoting factors by the tumor itself. This, on the
other hand, may elicit tissue and organ local sustained inflamma-
tion, in a vicious cycle. One such mechanism has been proposed
to exist in cancer patients (2, 21).
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FIGURE 3 | CCL4, IL-1g, and TNF-B protein expression in subcutaneous adipose tissue. Data expressed as mean + SE. *Significant difference CC vs.
WSC group. CCL4, chemokine (C-C motif) ligand 4 (A); IL-1B, interleukin 1p (B); TNF-B, tumor necrosis factor  (C). WSC (n = 11) and CC (n = 12).
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FIGURE 4 | Percentage of the phenotypes of macrophage populations in the tumor microenvironment. Data expressed as median [first quartile;
third quartile] or median * SE. *Significant difference between WSC and CC. Tumor samples WSC and CC (n = 5). M1M2 macrophage (A); M1
macrophage (B); M2 macrophage (C).
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FIGURE 5 | Percentage of the phenotypes of macrophage in subcutaneous adipose tissue. Data expressed as median [first quartile; third quartile]. Stromal-

vascular fraction of subcutaneous adipose tissue: WSC (n = 4) and CC (n = 5). M1M2 macrophage (A); M1 macrophage (B); M2 macrophage (C).

Obesity research has provided solid evidence that the adipose
tissue is an important player in the onset and main-tenance of
systemic inflammation (22). Indeed, the adipose tissue produces
numerous bioactive molecules as TNF-a, IL -1p, IL-6, CCL2, to
cite a few; all of which are able to act in an autocrine, paracrine,
and endocrine manner, hence

reaching the blood stream and promoting the crosstalk with other
tissues (23).

In cancer cachexia, we have previously shown evidence that
the white adipose tissue is a potential contributor for systemic
inflammation, as it suffers comprehensive rearrangement and
immune cell infiltration, in association with robustly increased
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FIGURE 6 | Correlation of cytokine protein expression and % of infiltrating immune cells in tumor. (A) CCL3/M1 macrophage (%) p = 0.938; (B) CCL3/ M1M2
macrophage (%) p = 0.956; (C) CCL3/M2 macrophage (%) p = 0.342; (D) CCL3/IL-13 p = 0.0089; (E) CCL3/IL-1B p = 0.0059; (F) CCL4/IL-1B p = 0.089;

(G) IP10/IL-13 p = 0.057; (H) CCLA4/IL-13 p = 0.147.

secretion of inflammatory factors (15, 24-26). Furthermore, the
white adipose tissue of Walker 256 tumor-bearing rats was found
to be infiltrated with monocytes (24), and we recently reported
immune infiltration in cachectic cancer patients (25).

In another recent study employing the animal model of cachexia,
we found up-regulation of IL-1p expression and activa-tion of NF-
«B and of the inflammasome pathways in adipocytes, and evidence
of a major contribution of the vascular-stromal frac-tion of the
retroperitoneal adipose tissue to tissue inflammation (26). In the
current study, we have similarly found a population

of infiltrated macrophages in the subcutaneous adipose tissue of
cachectic patients, despite lack of statistical difference between the
cachectic and non-cachectic groups in regard to the predomi-nance
of different macrophage phenotypes (M1M2, M1, and M2).

We also previously reported that NF-xBp65 gene expression is
increased in the subcutaneous white adipose tissue of cachectic
cancer patients, concomitantly to up-regulation of its inflam-matory
target genes IL-1B, TNF-a, CCL2/MCP-1, and IxB-a. Haugen et al.
also found alterations in gene expression, including of TNF-a and
CCL2, in the intra-abdominal adipose tissue, which
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FIGURE 7 | Correlations between macrophage phenotypes and CCL4 protein, and between CCL4 and IL-1B, TNF-B in subcutaneous adipose tissue.

(A) M1M2/CCL4, p = 0.787; (B) M1/CCL4, p = 0.321; (C) M2/CCL4, p = 0.790 and correlations between CCL4 protein and IL-1f, TNF-B (D) CCL4/IL-

1B, p = 0.955; (E) CCL4/TNF-B, p = 0.041.

LG Bumr

FIGURE 8 | Correlation between protein expression of inflammatory factors in subcutaneous adipose tissue and tumor. (A) CCL4 tumor/CCL3

adipose tissue; (B) TNF-a adipose tissue/TNF-B tumor; (C) IL-10 adipose tissue/IL-10 tumor.

was associated with reduced fat mass in patients with pancreatic
cancer (27, 28).

To our knowledge, we are the first to show that the subcu-
taneous adipose tissue of cachectic patients presents higher
CCL4 protein content in relation to WSC with matched tumor
diagnosis. Increased CCL4 gene expression was found by Wu

et al. (29) in the adipose tissue of obese mice, with concomitant
augment of the number infiltrating leukocytes. In the present
study, increased IL-1p3 and TNF-B protein expression was also
detected, corroborating our previous findings (27).

However, what are the stimuli inducing adipose inflamma-
tion? The group of Michael Tisdale has approached, in several
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studies (10, 30-32), the role of tumor-derived factors in the onset of
cachexia. Therefore, the main aim of the present study was to
address the eventual differences in tumor microenvironment in
cachectic and weight-stable cancer patients that could be possibly
linked to the presence of cachexia. For that purpose, we evaluated
gene and protein expression of inflammatory markers in tumor
tissue, along with the profile of infiltrating macrophages in the tumor
microenvironment. The first aspect examined was the expression of
the tumor-derived factors described to take part in cachexia. Much
to our surprise, it was actually the weight-stable group who
presented higher values for lipid mobilizing factor (ZAG), while
proteolysis inducing factor (PIF) was higher in cachectic patients.
The literature provides evidence that these factors are present in
cachexia, but no study, has to our knowl-edge, compared patients
with matched tumor diagnosis with and without cachexia. Therefore,
it is not impossible to speculate that tumor-derived factors actually
have a role in inducing a better immune and metabolic regulatory
response to the presence of the tumor. More studies are,
nevertheless, required to further elucidate the importance of specific
tumor-originated factors.

The microenvironment of solid tumors consists of tumor cells,
infiltrating immune cells and matrix components (33, 34). In
whole tumor tissue samples, we found higher TNF-o and CCL2
gene expression, along with higher CCL3 protein expression in
cachectic patients, as compared to WSC. Billingsley et al. have
reported similar results with in vitro studies in regard to TNF-a,
IL-6, and leukemia inhibitory factor (LIF), in which co-culture
of TNF-o with tumor cells augmented significantly cytokine
production (35).

We have presently analyzed inflammation-related factors in
whole tumor samples, having found that the pro-inflammatory
cytokine IL-1p and the anti-inflammatory cytokine IL13 expres-sion
was altered (higher and lower, respectively) in cachectic can-cer
patients, as compared to WSC. The classical studies regarding tumor
progression were initially driven to understand intrinsic changes in
malignant cells (23). In the recent years, aspects related with the
tumor microenvironment and to the host’s response to tumor
progression have received more attention, and specially, the
infiltrating immune cells, as their presence is associated with
persistent inflammatory states (36, 37).

In order to establish whether tumors from cachectic patients and
from WSC were different in terms of infiltration mac-rophage
populations, we employed specific markers to identify macrophage
sub-phenotypes. The results show fewer M2 mac-rophages in
tumors of cachectic cancer patients, as compared with the weight
stable group. Weber et al. demonstrated in patients with oral
squamous cell carcinoma that increased polarization of macrophages
toward a M2 phenotype is potentially correlated with a negative
influence on tumor biology, resulting in more
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Abstract: Cancer cachexia, of which the most notable symptom is severe and rapid weight
loss, is present in the majority of patients with advanced cancer. Inflammatory mediators
play an important role in the development of cachexia, envisaged as a chronic inflammatory
syndrome. The white adipose tissue (WAT) is one of the first compartments affected in
cancer cachexia and suffers a high rate of lipolysis. It secretes several cytokines
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capable of directly regulating intermediate metabolism. A common pathway in the regulation
of the expression of pro-inflammatory cytokines in WAT is the activation of the nuclear
transcription factor kappa-B (NF-kB). We have examined the gene expression of the subunits
NF-kBp65 and NF-kBp50, as well as NF-kBp65 and NF-xBp50 binding, the gene expression
of pro-inflammatory mediators under NF-kB control (IL-1pB, IL-6, INF-y, TNF-a, MCP-1),
and its inhibitory protein, nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha (IxB-a). The observational study involved 35 patients

(control group, n = 12 and cancer group, n = 23, further divided into cachectic and non-
cachectic). NF-kBp65 and its target genes expression (TNF-a, IL-13, MCP-1 and IkB-a)
were significantly higher in cachectic cancer patients. Moreover, NF-kBp65 gene expression
correlated positively with the expression of its target genes. The results strongly suggest that
the NF-xB pathway plays a role in the promotion of WAT inflammation during cachexia.

Keywords: cancer cachexia; inflammation; white adipose tissue; NF-xB; IxB

1. Introduction

Cancer cachexia is mainly characterized by involuntary weight loss. This syndrome is present in around
fifty percent of all cancer patients and may be found in more than two thirds of those in the advanced stage
of the disease [1]. It represents the direct cause of at least twenty to forty percent of all deaths associated with
cancer [2]. The etiology of cachexia is extremely complex and the syndrome compromises survival and
quality of life [3]. It is currently accepted that systemic inflammation plays a major role in the plethora of
alterations that characterize cachexia [4]. Indeed, high concentration of inflammatory cytokines is reported
in the plasma and tissues of both animal models and patients [5]. Yet, one question remains unclear: What
elements trigger and maintain cachexia-related systemic inflammation? We have previously provided
evidence that the white adipose tissue is a potential contributor to the maintenance of systemic inflammation
in cachexia, as it secretes several inflammatory cytokines and adipokines [4,6,7]. These factors directly
regulate several functions related with metabolism, body composition, activity of the complement system
and vascular homeostasis [8]. Among these adipose-derived factors, several pro-inflammatory and anti-
inflammatory mediators are described, including tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 1 beta (IL-
1B), interleukin-6 (IL-6) and monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) [9]. Therefore, besides being
profoundly affected by cachexia [10], the adipose tissue may play an important role in its etiology.

A central step in the control of the cellular expression of pro-inflammatory cytokines is the activation in
cells of the nuclear transcription factor kappa B (NF-xB), which induces the transcription of most genes

related with inflammation, including the so called ‘classic cachectic cytokines’” TNF-a, IL-6, IL-1,
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interferon gamma (INF-y) and of chemokines such as MCP-1. This pathway also induces nitric oxide
synthase (iNOS), as well as the expression of adhesion molecules [11]. A large body of evidence indicates a
link between inflammation promoted by the activation of this transcription factor and cancer (with regard to
tumor progression) and it has been shown that inhibition of NF-«xB activation



166

Nutrients 2015, 7 4467

markedly affects cachexia [12]. Thus, NF-xB is considered a target for cancer treatment [13].
Furthermore, extensive lipolysis in white adipose tissue seems to be related with TNF-a action through
the activation of the NF-«B signaling pathway, as demonstrated in cultured adipocytes [14].

The functional form of the molecule of NF-xB consists of dimers (homo-or heterodimers) [14],
Different combinations of NF-kB subunits present different functions in the regulation of the immune
response. The transcription of pro-inflammatory genes in the NF-kB classical signaling pathway is
regulated by the heterodimer NF-kBp65-p50, while the homodimer NF-kBp50-p50 has been described
as anti-inflammatory, repressing the expression of several pro-inflammatory molecules due to the
absence of its COOH-terminal transactivation domain [15]. The most studied heterodimers are NF-
kBp65/NF-kBp50 (NF-xBp65-p50), and NF-kBp52/RelB (NF-kBp52-RelB) [12]. The vast majority of
the studies on inflammation focus on the heterodimer NF-kBp65-p50, due to its unequivocal
inflammatory function. Given the potential role of the white adipose tissue to maintain systemic
inflammation in cancer cachexia, and the high circulating levels of cytokines that are characteristic of
the syndrome, we performed an observational study in which we examined, for the first time, the
correlation of the dimer NF-kBp65-p50 with the induction of gene expression of pro-inflammatory
cytokines and chemokines in the subcutaneous adipose tissue of cachectic cancer patients, as compared
with non-cachectic.

2. Experimental Section

2.1. Patient Recruitment

Patients (n = 35) were recruited between July 2011 and January 2013 at the University Hospital of
the University of S&o Paulo. The recruitment was conducted by the hospital personnel and consisted in
selecting patients engaged in the treatment of hernia (control group (N), n = 12) and cancer, further
divided in non-cachectic (T), n = 11 and cachectic [16], n = 12. The project was approved by the
University of S&o Paulo Biomedical Sciences Institute Ethics Committee (1004/CEP), and by the
University Hospital Ethics Committee (CEP-HU/USP: 752/07). The inclusion criteria were: not having
received prior anticancer or anti-inflammatory treatment, and willingness to participate. The exclusion
criteria were: liver failure, renal failure, AIDS, inflammatory diseases of the bowel and autoimmune
disorders. After the selection, anthropometric measurements were obtained (height, weight) and the
patients were interviewed with a quality of life questionnaire validated for Portuguese (EORTC QLQ-
C30) [17,18], which addresses three clusters that compose quality of life: Functionality (physical,
cognitive, emotional and social), Symptomatic (fatigue, pain, nausea and vomiting) and Global health.
The cancer patients groups division was based on “Cachexia a new definition” [16], in which cachexia
is diagnosed in patients with involuntary weight loss of at least 5% in the past 12 months or BMI <20

kg/mz, plus at least three of the five following criteria: decreased muscle strength, fatigue, anorexia, low
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fat-free mass index and abnormal biochemistry (increased circulated inflammatory markers as IL-6 >4.0
pg/mL or C-Reactive Protein (CRP) >5.0 mg/L, anemia (Hb < 12 g/dL) or low serum albumin (<3.2
g/dL). The non-cachectic cancer group was composed of patients under cancer treatment that did not
fulfill the mentioned criteria. A full written consent form was obtained from each patient.
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2.2. Clinical and Biochemical Parameters Assessment

Height and weight were determined and approximately 10mL of blood collected on the interview day
previous to surgery. The samples were then centrifuged and serum was collected and frozen at —80 °C
for further analysis. The serum measurements (CRP, Albumin) were performed with the commercial kit
(Turbiquest plus (Cat# 331) ultrasensitive CRP and Albumin (Cat#19)) from Labstest, Lagoa Santa,
MG, Brazil. Haemoglobin measurements were performed by the University Hospital laboratory (Cidade
universitaria, Sao Paulo, Brazil).

2.3. Adipose Tissue Biopsies

Approximately one gram of subcutaneous white adipose tissue was collected during surgery. Tissue samples
were rapidly divided in two tubes: The first with 1 mL of Trizol® for subsequent total RNA extraction and
Quantitative real-time PCR (qPCR) experiments, and the second with 20 mL of PBS 1 X with 5% of phosphatase
inhibitor for subsequent ELISA binding assay experiments. This procedure presented a minimal degree of risk,
and did not interfere with the standard surgery procedure or with anesthesia.

2.4. Gene Expression

Total RNA was isolated using the Trizol® Reagent according to the manufacturer’s instructions. Total
RNA concentrations were quantified using the Biomate 3 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA). Complementary DNA synthesis was carried out using the high capacity
cDNA reverse transcription Kit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), which consisted of an
assay mix containing 1 ug total RNA, 2 uL 10x RT Buffer, 0.8 pL 25x dNTP mix (100 mM), 2 uL 10x
Random primers, 1 uL MultiScribe™ Reverse Transcriptase and 4.2 pL of nuclease-free water in a final
volume of 20 pL. The thermal cycler conditions were: 25 °C for 10 min, then 37 °C for 120 min followed
by 85 °C for 5 min. Then, 20 ng of cDNA were mixed with 2x SYBR Green fast PCR master mix—and
primers (Table 1) (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)—in a final volume of 10 uL for gPCR,
performed in the Quantstudio 12K Real Time Systems (Life Technologies, Grand Island, NY, USA).The
MRNA levels were determined by the comparative Ct method. For each sample, a Ct value was obtained
by subtracting RPL-27 values from those of the gene of interest. The average ACt value of the control
group was then, subtracted from the sample to derive a —AACt value. The expression of each gene was

evaluated by 2”2t according to Livak et al. 2001 [19].

Table 1. Primer sequences used in the qPCR experiments.
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Gene Sense (5'-3) Antisense (5'-3")

RPL-27 (NM_000988.3)  CCGAAATGGGCAAGTTCAT
NF-kBp65 (NM_021975.3) CCTGGAGCAGGCTATCAGTC
NF-kBp50 (NM_003998.3) CATCCCATGGTGGACTACCT

CCATCATCAATGTTCTTCACGA
ATGGGATGAGAAAGGACAGG

TGGGTCCAGCAGTTACAGTG

CTCCGAGACTTTCGAGGAAATA
IkB-o (NM_020529.2) C

IL-1p (NM_000576.2)
IL-6 (NM_000600.3)

GCCATTGTAGTTGGTAGCCTTCA
AGCCAATCTTCATTGCTCAAGT AGTCATCCTCATTGCCACTGT

CAGCCCTGAGAAAGGAGACAT AGCCATCTTTGGAAGGTTCA
TNF-a (NM_000594.3) CTCTCTCCCCTGGAAAGGAC

ATCACTCCAAAGTGCAGCAG
INF-y (NM_000619.2)

TGGAAAGAGGAGAGTGACAGAATGGAAAGAGGAGAGTGACAGAA

MCP-1 (NM_002982.3) TCAGCCAGATGCAATCAATG ACACTTGCTGCTGGTGATTCT
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2.5. NF-«B Binding Assay

Subcutaneous adipose tissue protein extraction was carried out employing the Active Motif® Nuclear

extract kit (Active Motif®, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Total protein
was assessed with the commercial Pierce BCA protein assay kit (Life Technologies, Grand Island, NY,
USA), according to the manufacturer’s protocol. Western blot was performed to verify the efficacy of
nuclear protein extraction as described below:

Samples were boiled at 95 °C for 5 min in SDS-mercaptoethanol sample buffer. Then, were
centrifuged for 5 min at 12,000x g. Equal amounts of protein (20 pg per sample) were separated in the
NuPAGE® Novex® 4%-12% Bis-Tris protein gel (Catalog # NP00336BOX) (Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) and then transferred to a PVDF membrane. After blocking with 5% non-fat milk in
Tris buffered saline Tween 20 (TBS-Tween 0.1%) for 1 h at room temperature, membranes were washed
three times with TBS-Tween 0.1% for 10 min and then incubated overnight with primary antibodies at
4 °C. The Primary antibodies against Lamin A 1:500 (Catalog # sc-20680; Lamin A antibody H-102)
and B-Tubulin 1:1000 (Catalog # sc-9104 B-Tubulin antibody H-235) were obtained from Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). After three washes on the next day, the membranes were
incubated with anti-rabbit IgG secondary antibody (1:5000) for two hours. The membranes were then
incubated with ECL-Plus chemiluminescent detection HRP reagents (Bio-rad, Hercules, California,
USA). Immunoreactive bands were visualized using the ImageQuant LAS 4000 (GE, Fairfield, CT,
USA).

The binding assay was performed employing the NF-kB Family Transam transcription factor assay

kit® (Active Motif®, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s protocol which consisted of
a NF-«B binding sequence (5'-GGGACTTTCC-3') immobilized in each of the 96-well plate used in the
assay. The protein extract (20 ug) was then pipetted in each well and the binding process occurred. After
binding, antibodies against NF-xBp65 and NF-kxBp50 were pipetted, followed by the secondary
antibodies and a developing solution. Absorbance was then measured and compared between the groups.

2.6. Statistical Analysis

General characteristics (Table 2), Biochemical parameters results are expressed as means = SD
(Figure 1), Quality of life Score (Figure 2) and gene expression (Table 3 and Figure 3) data are expressed
as means + SE.. Binding assay results are expressed as means + SE of percentage of the control group
value (Figure A2). Statistical significance was determined either by ANOVA non-parametric analysis
(Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test), for those parameters that did not present equal variances, or
ANOVA one-way with Tukey’s post-test, for the parameters that showed equal variance, as assessed by
the Bartlett’s test. p < 0.05 was considered statistically significant. Spearman’s correlation analysis was
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then performed between paired samples. All statistics analyses were performed with the Graphpad Prism
software (version 5.0).
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Table 2. General characteristics of patients in each group.

N T TC P
n 12 11 12
Male/Female (n) 9/3 714 6/6
Age (years) 62.00+2.51 5864+4.04 6042+293  0.7609
Height (m) 165+0.03 1.64+0.02 1.64 +0.02 0.9909

Previous body mass (Kg) 75.48+4.86 75.64+4.532 74.44+2665  0.9728
Current body mass (Kg) 7548 +4.86 67.83+3.87 64.45+298  0.1432
Body mass (%)  0.00+0.00 9.36+3.27* 1358+175*  0.0005
BMI (kg/m2) 2776+1.40 2531+158 23.89+116  0.1573

Tumor stage

| - 18.2% 0%
HA/IIB/IIC - 27.3% 25%
HIA/LHB/IC - 45.4% 33.3%
IVA/IVB - 9.1% 41.7%
Primary tumour site
Colon and rectum - 72.7% 58.3%
Stomach - 18.2% 41.7%
Other - 9.1% 0%

Data expressed as mean + standard error. A: Difference between self-declared previous body mass
and current body mass. *: Significant difference versus N.

Table 3. Subcutaneous adipose tissue NF-kB signaling pathway proteins and pro-
inflammatory mediators under NF-xB control gene expression.

Gene Expression Statistical Analysis Significance
(A) NF-xBp65 p =0.0147 TCvs. T; TCvs. N
(B) NF-kBp50 p=0.1719
(C) IL-6 p=0.1458
(D) IL-1p p = 0.0049 TCvs. T

(E) TNF-a p =0.0201 TCvs. N
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(F) INF-y p =0.2255
(G) MCP-1 p = 0.0033 TCvs. T; TCvs. N
(H) IkB-a p =0.0019 TCvs. T; TCvs. N

(A) Gene expression analysis of NF-kBp65 showed higher values (p = 0.0147) in cachectic cancer
patients compared to controls; (B) Gene expression of NF-kBp50 protein showed no differences
among the patients (p = 0.1719); (C) IL-6 gene expression showed no differences among the patients
(p=0.1458); (D) IL-1pB gene expression was higher in cachectic cancer patients (p = 0.049) compared
to non-cachectic patients; (E) TNF-a gene expression was higher in cachectic cancer patients (p =
0.0201) compared to the control group; (F) INF-y gene expression showed no differences among the
groups (p = 0.2255); (G) MCP-1 gene expression was higher in cachectic cancer patients (p =
0.0033), compared to controls; (H) The inhibitory protein IkxB-o gene expression was higher in
cachectic cancer patients (p = 0.0019), compared to controls.
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Data expressed as mean + standard error; *: p < 0.05; ***: p < 0.001.
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Figure 3. Subcutaneous adipose tissue NF-kBp65 and NF-kBp50 gene expression.
(A) NF-xBp65/RPL-27 gene expression; (B) NF-kBp50/RPL-27 gene expression.

Data expressed as mean + standard error; *: p < 0.05.

3. Results

3.1. Clinical Findings

Baseline characteristics of the patients are shown in Table 2. The subjects in the three groups were of
similar height, weight and body mass index (BMI). Non-cachectic and cachectic cancer patients showed
a significant difference in serum hemoglobin (p < 0.001), compared with the control group. TCC also
presented significantly higher CRP serum levels (p < 0.001) compared with the other groups. We did
not evaluate lean body mass among the groups, although groups were matched by BMI.



176

Nutrients 2015, 7 4472

3.2. Quality of Life Analysis

The three parameters that compose the criteria for global quality of life analysis showed cachexia to
negatively influence these parameters (p < 0.001). Non-cachectic cancer patients also demonstrated a
reduction in quality of life compared with the control group (p < 0.001), as shown in Figure 2.
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Figure 4. Subcutaneous adipose tissue gene expression and Spearman’s correlation with NF-
kBp65. (A) IL-6; (B) IL1-B; (C) TNF-a; (D) INF-y; (E) MCP-1; (F) IxB-a. Data expressed
as mean + standard error. *: p < 0.05; **: p < 0.01.
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3.3. Gene Expression

Groups: Control (N), non-cachectic cancer patients (T) and cachectic cancer patients [16].

4. Discussion

Systemic inflammation is a central feature of cancer cachexia [16,20-22]. Circulating pro-inflammatory
mediators such as 11-6, TNF-a and acute phase proteins (CRP) are upregulated in cachectic patients and
correlate positively with weight loss and poor prognosis. In this study, CRP concentration was significantly
higher in cachectic cancer patients. This acute-phase protein has been described as a marker of systemic
inflammation and is also considered as part of cachexia diagnostic criteria [16]. Our results reinforce the
importance of circulatory pro-inflammatory mediators as cachectic markers and corroborate previous studies
with cancer patients [23]. The search for non-invasive cachexia markers is mandatory, and would warrant
earlier intervention, thus preventing the onset of the symptoms and adverse prognosis. In this study, quality
of life was evaluated by the application of the QLQ-C30 questionnaire. Patients reported diminished quality
of life, which compromises the treatment adherence and survival. The three clusters analyzed in this
questionnaire: Functionality (physical, cognitive, emotional and social), Symptomatic (fatigue, pain, nausea
and vomiting) and Global health were all impaired in the cachectic cancer patients. Amongst the symptomatic
cluster, fatigue is the main declared symptom and is usually present in more than 75% of cachectic patients
[24]. 1t is accepted that systemic inflammation markedly contributes to the worsening of cachexia prognosis.
Several peripheral organs suffer the consequences of inflammation triggered by the high circulatory level of
pro-inflammatory mediators, that, in turn, induce in peripheral and central organs the activation of the
inflammatory signaling pathways, such as the NF-xB pathway [25]. The NF-kB/Rel family of proteins,
described first by Sen and Baltimore in 1986 [26] consists of transcription factors intensely studied due to
the major implication as key mediators of a wide variety of cellular responses associated mainly with
inflammation, infection and apoptosis. These include the stimulation of the expression of pro-inflammatory
mediators such as TNF-a, IL-6, INF-8, IL-1f3, of chemokines such as MCP-1, and of reactive oxygen species
(ROS) [12,13,27]. The relationship of the NF-kB signaling pathway with poor prognosis of cancer cachexia
has already been extensively studied in the muscle, where increased NF-kB signaling has been described in
patients [28]. Similarly, in patients under treatment for lung cancer, circulating pro-inflammatory mediators
were associated with the activation of the NF-xB signaling pathway in the muscle [29]. Moreover, the
importance of this transcription factor was confirmed by pharmacological inhibition, which was
demonstrated to be an effective tool to reduce muscle proteolysis and consequently, atrophy [30,31]. Besides
the muscle, other organs such as the liver, the brain, the gut and the adipose tissue are affected by cachexia.
Adipose tissue metabolism is impaired and extensive lipolysis is observed [32]. WAT actively contributes to
the inflammatory state in cachexia by actively secreting pro-inflammatory mediators [4,6,33]. Despite being
recognized as an active player in cachexia, no information is available in the literature about the role of NF-
kB in the development and maintenance of local inflammation of the adipose tissue. In the present study we
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demonstrate for the first time, that gene expression of NF-kBp65, which is a subunit of the one of the most
important transcription factors that induce pro-inflammatory mediator gene expression, is upregulated
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in the subcutaneous adipose tissue of cachectic cancer patients, compared with controls. This is a strong
indication of the role of NF-kBp65 in the promotion of inflammation in the subcutaneous adipose tissue
in cachectic cancer patients. To confirm such participation of NF-kBp65 in the regulation of the adipose
tissue inflammation, an assay was performed to evaluate NF-xBp65 and

NF-xBp50 binding capacity to its promoter region of the DNA. This assay may be envisaged as a ‘snapshot’
of the cellular nucleus subunits NF-xBp65 and NF-kBp50 capacity of action, at the moment of tissue
collection. Previous experiments of our group showed that the NF-xBp65 binding to its promoter region is
higher, but not statistically significant among groups, while NF-xBp50 did not differ among groups (Figure
Al). This assay, nevertheless, does not provide optimal evidence of total binding rate, as NF-xB dimer
activity presents a fast up-regulation in the nucleus and then decays rapidly, migrating back to the cytoplasm,
where it is again sequestered by its inhibitory protein, 1kB-a. This is described as a rapid and dose-dependent
response, that involves phosphorylation and subsequently proteasome degradation of the NF-xB inhibitory
protein, IkB-a, which leaves the transactivation domain of the NF-kB dimer free to translocate to the nucleus
and exert its functions as a transcription factor [34]. This rapid and transient stimulus, however, is sufficient
to alter gene expression and cause prolonged changes in the NF-xB target proteins mMRNA levels [35]. This
led us to hypothesize that actually the best experiment to examine NF-kBp65 activity would rather consist
of sequential evaluation of binding at different collection times; what is, unfortunately not possible in a
human study due to ethical limitations. An alternative, however, would be the analysis of the expression of
its target genes. Thus, we proceeded with the gene expression analysis of the NF-kBp65 pro-inflammatory
target genes by gPCR, having found that IL-1, TNF-a and MCP-1 expression were upregulated in cachectic
cancer patients compared with controls. This is a strong indication that the local subcutaneous adipose tissue
inflammation described in cachectic cancer patients may be mediated by the increased expression and activity
of NF-kBp65. Considering that several inflammatory signaling pathways work in concert in promoting
inflammation and, in order to verify the specific relationship between NF-kBp65 and the induction of pro-
inflammatory genes expression, we performed Spearman’s correlation tests. The results show that all genes
described as NF-kBp65 targets present a positive correlation with the expression of NF-kBp65 in the patients’
subcutaneous adipose tissue, including its inhibitor 1kB-a, which is significantly more expressed in cachectic
cancer patients, as compared with controls (Figure 4). These data strongly corroborate the NF-«B target gene
expression results obtained in the study. Furthermore, NF-xkBp65 is the most active protein able to induce
IxB-o expression [36] and the accumulation of newly synthesized 1kB-a. is described as a pivotal factor in
the termination of NF-xB activity and shuttling NF-«xB complexes from the nucleus back to the cytoplasm
[36]. Therefore, parallelism between NF-kxBp65 and IkB-a, in a feedback mechanism was expected. This
result was a confirmation of previous studies that pointed out a role of the NF-«xB signaling pathway in the
promotion of an inflammatory state related with cachexia. Despite these very encouraging results, other
signaling pathways such as the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), the c-Jun N-
terminal kinase (JNK), p38 and AP-1 are also of interest in WAT inflammation. While in this study we
focused solely on the NF-xB signaling pathway, these other pro-inflammatory pathways may not be
disregarded, as they are known to participate actively as co-players of the worsened prognosis in cachexia
[37-39]. The limitations of the study should be acknowledged. There was no measurement of the patient’s
lean body mass, although the patients and groups presented similar BMI. Owing to human
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tissue sample implicit variation, some of the analyses were not performed with the total number of
patients formerly enrolled as some samples fell out of the detection range of assays.

5. Conclusions

NF-kB classical signaling pathway protein NF-kBp65 gene expression is increased in the
subcutaneous white adipose tissue of cachectic cancer patients. Its target genes IL-1p, TNF-oa, MCP-1
and IxB-a are also up-regulated. NF-kBp65 gene expression was positively correlated with all the targets
genes analysed in this study. We strongly suggest a role for the NF-xB classical pathway in the
inflammation of WAT in cachectic cancer patients.
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Appendix

NF-xB Binding Assay

Groups: Control (N), non-cachectic cancer patients (T) and cachectic cancer patients [16].
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In order to assure that only nuclear proteins were used in the assay, first a Western blot assay with
antibodies against a specific nuclear protein (Lamin A) cytoplasmic protein (B-Tubulin) in two different
samples (sample 1 and 2) was performed. The cytoplasmic fraction was contaminated with nuclear
proteins, but the nuclear fraction, which was employed in the assay, was free from cytoplasmic protein.
The binding assay revealed no difference between the groups in the two NF-xB subunits: NF-xBp65 (p
= 0.2874) and NF-kBp50 (p = 0.1469).
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Figure A2. NF-xBp65 binding to the DNA NF-xB promoter region (A) and NF-«xBp50 binding
to the DNA NF-«xB promoter region (B).
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