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Resumo

CARO, P.L. Efeito do treinamento fisico sobre a microbiota intestinal e impactos
nutricionais da caquexia associada ao cancer. 2017. 126f. Dissertagédo (Mestrado
em Biologia Celular e Tecidual) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

A cagquexia é uma sindrome multifatorial cuja caracteristica marcante é a perda de
peso, podendo ser agravada pela presenca da anorexia, bem como desnutricao
decorrente de ingestdo inadequada e/ou aumento das necessidades nutricionais,
como também prejuizo na absorcédo e/ou transporte de nutrientes e alteracdes na
biodisponibilizagéo de nutrientes. A sindrome € resistente ao suporte nutricional e esta
associada a diversas condi¢des clinicas, como o cancer. Até 0 momento, nao existe
uma terapia Unica capaz de reverter a progressado de seus sintomas, uma vez que a
sua etiologia é ainda obscura. Sabe-se que os mediadores inflamatorios possuem
uma importante contribuicdo para o desenvolvimento da caquexia, sendo um gatilho
para a inflamacéo sistémica, considerada o papel chave da sindrome. Alguns estudos
apontam que tanto o exercicio fisico como a microbiota podem modular a inflamacéo,
outros apontam o impacto do exercicio fisico na microbiota intestinal, caquexia e
inflamacgé&o. Apesar da importancia da microbiota, e de sua ligagdo com a caguexia e
0 exercicio, ndo ha estudos experimentais em humanos, na literatura, que abordem
esta correlagédo. Desta forma, o presente estudo investigou o impacto do treinamento
fisico (TF) aerdbio e crénico sobre a inflamacao e microbiota intestinal de pacientes
com caquexia associada ao cancer, e 0s impactos nutricionais deste contexto doenca
e tratamento. Participaram deste estudo pacientes submetidos a cirurgia para o
tratamento de tumores intestinais no Hospital Universitario-USP/SP e Santa Casa de
SP, sendo divididos nos grupos: portadores de tumor gastrintestinal sem caquexia
sedentarios (WSC SED) e treinados (WSC TR) e portadores de tumor gastrintestinal
com caquexia sedentarios (CC SED) e treinados (CC TR). Apds assinarem o Termo
de Consentimento, foram avaliados peso, composi¢cao corporal, consumo alimentar
(R24 h), qualidade de vida (QLQ-C30 e STO22) e anorexia (FAACT) dos pacientes.
Foram coletados sangue, fezes e fragmento do colon para analise do perfil bioquimico
(Hg e Alb.), inflamatério (PCR, LPS e citocinas), morfolégico (HE) e da populagéo
microbiana fecal (Piro sequenciamento). Verificamos um menor consumo proteico em
CC SED em relacdo ao WSC TR, contudo, ndo ha correlacdo positiva entre a perda
de peso dos caquéticos com o consumo de proteinas, e sim entre a perda de peso e
os parametros inflamatorios (IL-6). Os parametros bioquimicos para a classificacdo da
caquexia mostraram-se diferentes entre WSC (SED e TR) e CC (SED e TR). O TF
ndo promoveu alteracdes significativas no consumo energético-proteico de CC TR e
WSC TR, contudo, foi observado em ambos 0s grupos, o aumento da massa corporal
total, da massa magra total e a cessacao de perda de gordura corpérea; PCR e IL-6
de CC TR estavam aumentados na Baseline em relagdo ao WSC TR, contudo nédo na
semana 6, indicando reducao da inflamacao; TF reduziu a celularidade e o nimero de
eosindfilos, plasmacitos e fibroblastos na lamina prépria do intestino (morfologia); na
microbiota, melhorou a relacéo entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes. Nosso estudo
indica uma complexa interacdo entre fatores humorais, metabdlicos e imunitarios na
caquexia, que pode ser favoravelmente modulada pelo TF aerobio.

Palavras-chave: Caquexia. Inflamacao. Desnutricdo. Microbiota intestinal.
Treinamento fisico.



ABSTRACT

CARO, P. L. Effect of physical training on the gut microbiota and the nutritional
impacts of cancer cachexia. 2017. 126p. Master’s thesis Masters thesis (Cellular and
Tissue Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sédo
Paulo, 2017.

Cachexia is a multifactorial syndrome, which the main characteristic is weight loss,
being worst followed by anorexia and malnutrition, resulting from inadequate
consumption of nutrients or an increased nutritional requirement, as well as injury of
nutrient absorption and / or transport or changes in the bioavailability of nutrients. The
syndrome is resistant to nutritional support and is associated with several clinical
conditions, such as cancer. There is no one exclusive therapy, which reverses the
progression of its symptoms, since its etiology is still obscure. It is known that the
inflammatory mediators contribute substantially to the development of cachexia as a
start for systemic inflammation, currently considered the key’s syndrome. Some
studies indicate that both physical exercise and microbiota can modulate inflammation;
others evidence the impact that physical exercise employ on the intestinal microbiota,
cachexia and inflammation. Despite the importance of the microbiota and its
association with cachexia and physical exercise, there are no experimental human
studies in the literature to establish the correlation between them. Therefore, the
present study investigated the impact that aerobic physical training employ on the
inflammation and intestinal microbiota of weight stable cancer and cancer cachectic
patients, as well as the nutritional impacts of cachexia associated with cancer. It was
recruited patients, who experience surgery to treat intestinal tumors, from the
University Hospital and Santa Casa de Sao Paulo; after signature informed consent
they were divided in: weight-stable patients with gastrointestinal cancer sedentary
(WSC SED) and trained (WSC TR) and patients with gastrointestinal cancer and
cachexia sedentary (CC SED) and trained (CC TR). Body composition, food
consumption assessment (R24), quality of life questionnaire (QLQ-C30 e ST0O22) and
anorexia (FAACT) were evaluated. Blood, feces and colon fragment were collected to
analyze some profiles like biochemical (Hg and Alb.), Inflammatory (CRP, LPS and
cytokines), morphological (HE) and fecal microbial populations (Piro sequencing). We
found a lower protein consumption in CC SED comparing to WSC TR, however, in
cachectic patients, there is no positive correlation between weight loss and protein
consumption, but rather between weight loss and inflammatory parameters (IL-6); And
the biochemical parameters for classification of cachexia were different between WSC
(SED and TR) and CC (SED and TR). The physical training (TF) did not promote
changes in the energy-protein consumption of CC TR and WSC TR, although in both
groups there was an increase in total body mass, total lean mass and discontinuance
of body fat loss. PCR and IL-6 were higher in CC TR compared to WSC TR in Baseline
but not at week six of TF, showing decrease of inflammation. TF reduced cellularity
and the number of eosinophils, plasma cells and fibroblasts in the intestine’s lamina
propria (morphology); and in the microbiota improved the composition ratio between
Firmicutes and Bacteroidetes. Therefore, our study indicates a complex interaction
between humoral, metabolic and immune factors in cachexia, which aerobic physical
training favorably can modulated.

Keywords: Cachexia. Inflammation. Malnutrition. Gut microbiota. Exercise Training.
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1 INTRODUCAO

1.1 A caquexia associada ao cancer

O aumento na prevaléncia de doencas crénicas ndo transmissiveis € uma das
principais caracteristicas do processo de transicdo epidemiologica, que vem
ocorrendo de maneira rapida desde 1960 (BARRETO et al., 2009). O nimero de casos
de cancer tem aumentado de maneira consideravel em todo o mundo, configurando-
se, atualmente, como um dos mais importantes problemas de saude publica mundial
(GUERRA et al., 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017), o
cancer é responsavel por aproximadamente 1 em cada 6 mortes em todo o mundo;

em 2015 foi responsavel por 70% dos 56 milhdes de mortes registradas (40 milhdes).

Estima-se que mais de 14 milhdes de pessoas sado diagnosticadas todos os
anos com a doenca e a previsdo € de que esse nimero aumente para além de 20
milhdes de casos novos estimados para 2025 e para 24 milhdes em 2035. De acordo
com o Instituto Nacional do Cancer - INCA (2017), no Brasil, o cancer é a segunda
maior causa de morte no Brasil, com uma previsao de atingir 1,2 milhdo de casos até
2018 e da doenca ocupar a primeira posicdo de causa de morte até 2020. O INCA
chama a atencdo para o fato de que 60% dos casos de céancer no Brasil sdo

diagnosticados em estagio avancado.

Aproximadamente 50% dos pacientes com cancer apresentam uma sindrome
paraneoplasica denominada caquexia (TISDALE, 1999) e, conforme o tipo de cancer,
sua incidéncia pode variar atingindo até 80% nos casos de cancer gastrintestinal
(ARGILES; LOPEZ-SORIANO, 1999; FEARON; MOISES, 2002;. TORDOV et al.,
1996),, sendo a mesma responsavel por até 40% do total de 6bitos no cancer
(ARGILES; LOPEZ-SORIANO, 1999; FEARON; MOISES, 2002;. TORODOV et al.,
1996), A caquexia pode afetar também pacientes com faléncia cardiaca congestiva,
moléstias digestivas, defeitos tubulares renais, queimaduras, sepse e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (ARGILES et al., 2010).

A caquexia é caracterizada especialmente pela intensa perda de peso corporal
involuntéria, a qual pode estar associada tanto com a deplecdo dos depdsitos de
gordura corporal, como também com a espoliacdo da massa magra (ARGILES et al.,
2015; MCMILLAN, 2009).
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No contexto clinico, estas condi¢cdes sdo confundidas com a ma nutricdo, que
pode ser definida tanto como uma desnutricdo decorrente de ingestado inadequada
e/ou do aumento das necessidades nutricionais, como também uma decorréncia de
prejuizo na absorcdo e/ou transporte de nutrientes ou alteragdes na
biodisponibilizacdo de nutrientes (BECKER et al., 2015). Entretanto, a caquexia é
resistente ao suporte nutricional convencional (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS,
2011; FEARON et al., 2011; KOICHI et al., 2016). A ingestédo reduzida de alimentos
em pacientes com cancer é causada por anorexia primaria (FEARON; ARENDS;
BARACOS, 2013). As causas da anorexia podem incluir uma variedade de alteracdes
Nos neurotransmissores centrais, muitas vezes um aumento nas citocinas pro-
inflamatérias (EZEOKE; MORLEY, 2015), mudancas na percepcao do sabor e aroma
dos alimentos, possivel obstrugédo no trato gastrointestinal (induzida por um tumor) e
fatores psicoldgicos (ARGILES et al., 2014).

Além da perda da massa corporal, que acontece de forma involuntaria, rapida
e progressiva, outros sintomas presentes na caquexia sdo: inflamacéo sistémica,
fraqueza, astenia, hipoalbunemia, hipermetabolismo, anemia e alteragbes no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (ARGILES et al., 2014; SAINI; AL-
SHANTI; STEWART, 2006). Toda esta lesiva condicéo, pode ainda ser agravada pela
anorexia, afetando diretamente a qualidade de vida dos pacientes (JOHNS;
STEPHENS; FEARON, 2013).

A caquexia € considerada uma sindrome multifatorial e a sua etiologia e os
seus mecanismos ainda nao estéo totalmente elucidados, enquanto o seu diagnostico
€ incerto e inexistem marcadores definitivos para sua deteccao (SEELAENDER et al.,
2012). Consequentemente, a sindrome ndo possui ainda um tratamento efetivo, que
a reverta completamente (ARGILES; LOPEZ-SORIANO; BUSQUETS, 2008; EVANS
et al., 2008; FOX et al., 2009; SPRINGER et al., 2006), provocando uma deterioracdo
progressiva do organismo (MUSCARITOLI et al., 2010).

Devido a toda esta complexidade, o diagnostico da caquexia em seus estagios
iniciais & primordial para o sucesso do tratamento. Assim, um consenso internacional
prop6s como critério de diagndstico para a caquexia, a presenca de perda de massa
corporal (que deve ser superior a 5% nos ultimos 12 meses), desordem metabdlica e
inflamacé&o sistémica (com aumento das concentracdes séricas de proteina C-reativa).
Neste sentido, foram consideradas relevantes as altera¢des bioquimicas relacionadas

com a presenca marcante de inflamacdo sistémica, anemia e hipoalbuminemia


https://scholar.google.com.br/citations?user=bQ7hr78AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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(EVANS et al., 2008), critérios igualmente adotados pelo Consenso Brasileiro de

Caquexia e Anorexia (2011).

1.2 Caquexia e inflamacéao sistémica

A concepcao da sindrome como estado inflamatorio crénico tem, desde o inicio
da década passada, tomado impulso (ARGILES et al.,, 2015; BALDWIN, 2011;
FEARON; SUZUKI et al., 2013; FEARON et al., 2015; PETERSON; MOZER, 2017;
VAUGHAN; MARTIN; LEWANDOWSKI, 2013).

As complicacbes associadas ao agravamento da caquexia estao intimamente
ligadas ao balanco de fatores anti e pré-caqueticos (ARGILES et al., 2014). Entre
estes, destacam-se as citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral-a (TNF a), a
interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o interferon-y (IFNy), que alteram o
metabolismo de macronutrientes pela inducdo da reducdo da sintese proteica,
aumento da degradacdo proteica e da lipdlise, e ainda, ao aumento da producéo
hepatica de proteinas de fase aguda (ESPER; HARB, 2005; JEEJEEBHOY, 2012;
MORLEY etal., 2011; NICOLINI et al., 2013; PETERSON; MOZER, 2017). O aumento
da concentragcéo de TNF-a esta associado ao incremento na concentragao circulante
de hormonio liberador de corticotropina (CRH), contribuindo com a diminuicdo da
ingestao de alimentos (PATEL; PATEL, 2017). Em um estudo prospectivo de Schaap
et al. (2006) com cerca de 1000 individuos mais velhos (idade média de 74,6 anos),
concentracOes elevadas de IL-6 e PCR aumentaram o risco de perda de forca
muscular, ao longo de um periodo de 3 anos.

Uma vez que a inflamacao é fundamental na progressao da caquexia, torna-se
interessante estabelecer quais 0s mecanismos responsaveis por sua inducdo. Esta
inflamacéo pode ter como origem as préprias células tumorais (FLINT et al., 2016;
TISDALE, 2009), como também as células imunoldgicas do hospedeiro que, ao serem
ativadas, liberam citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatérios; e ainda,
provir da interacao entre tumor e hospedeiro (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011).

Embora o tumor seja, neste cenario, possivelmente o principal responsavel pela
ativacao das células imunes, o intestino parece ter também um papel nesse processo
(CANI; DELZENNE, 2009; GOLDSZMID; TRINCHIERI, 2012; HOGENOVA et al.,
2011; KLEIN et al., 2013; NATIVIDAD; VERDU, 2013; WEISS; HENNET, 2016).
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1.3 Microbiota e inflamacéao sistémica

A modulagao da inflamacéo sistémica por microrganismos presentes no trato
digestério é alvo de bastante interesse atualmente, principalmente em estudos
relacionados ao seu papel na obesidade (CANI et al., 2012; EVERARD; CANI, 2013;
REMELY et al., 2015; TURNBAUGH et al., 2009). Em um estudo de Roy e Trinchieri
(2017), foi comprovada a possibilidade de modular as caracteristicas da microbiota
durante o tratamento anticancer (quimioterapia e radioterapia), melhorando a eficacia
anticancerigena enquanto evita sua toxicidade. Sun e Kato (2016) sugerem que a
microbiota humana desempenha papéis inovadores na progressao do cancer de
colon.

Na caquexia, contudo, pouco foi investigado até o momento. Sandek et al.
(2008) e Sandek; Anker; Haehling (2009) e 2012 relatam que ha relacdo entre a
caquexia cardiaca e a inflamacéao intestinal, com alteracdo da microbiota. Acredita-se
que a perda da integridade da mucosa intestinal possibilita uma maior interagéo de
bactérias do intestino com o hospedeiro, seguida de inflamacao local e sistémica,
podendo agravar os sintomas clinicos de doencas crénicas, como a insuficiéncia
cardiaca congestiva. Contudo, alteracées no proéprio intestino podem interferir na
regulacdo imposta pela microbiota ao érgao.

A Inflamacdo intestinal conduz a liberacao de citocinas pré-inflamatérias, o que
pode agravar a lesdo da mucosa e aumentar a permeabilidade do intestino, alteracdes
ja descritas em pacientes caquéticos (JIANG et al.,, 2014). Embora o papel da
disfuncdo da barreira intestinal no contexto de inflamacdo sistémica associada a
caquexia seja hipotético, estudos em modelos animais indicam que esta possa
desempenhar um papel tanto suplementar, como principal no processo (BINDELS et
al., 2015; ERNST et al., 2014; GOLDSZMID; TRINCHIERI, 2012; GRONBACH et al.,
2014; KLEIN et al., 2013) Para Goldszmid, Dzutsev e Trinchieri (2014), a microbiota
exerce uma importante contribuicdo para a resisténcia a infeccdo e a eficacia de
terapias anti-cancer.

Um corpo crescente de evidéncias indica que desequilibrios em funcdo de
alteracdes na permeabilidade da barreira intestinal, associadas com perturbagdes ou
translocacdo dos componentes da microbiota, desempenham um papel chave na

inducdo de mecanismos imunes que levam a inflamacéo, doengas auto-imunes e
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neoplasicas (GOLDSZMID; TRINCHIERI, 2012; HOGENOVA et al., 2011;
NATIVIDAD; VERDU, 2013; ROY; TRINCHIERI, 2017); além disso, conduzem a
caquexia, acompanhadas por um aumento na concentracédo de endotoxina no plasma
(NORMAN; PIRLICH, 2008; PUPPA et al., 2011). Segundo Klein et al. (2013), é
plausivel que o aumento da translocacédo de endotoxina bacteriana possa conduzir a
inflamac&o sistémica em pacientes com caquexia. A passagem de lipopolissacarideo
(LPS) e outras toxinas bacterianas provindas do intestino para a corrente sanguinea
ativa a sintese e liberacao de citocinas pelas células do sistema imunitario (ARGILES
et al., 2014). Em modelos animais, a endotoxemia provoca a liberacédo de leucécitos
e citocinas pro-inflamatorias, que alteram a expressdo dos transportadores de
membrana das células intestinais, levando a inibicdo da absorcdo de agua e de
eletrdlitos (DU et al., 2014; MUSCH et al., 2002).

Apesar da importante funcéo, a barreira da mucosa intestinal normalmente nao
€ tao eficiente no controle de translocacao microbiana, em particular quando infeccbes
ou condi¢Bes inflamatorias alteram a producao local de peptideos antibacterianos e
anticorpos, ou quando afetam as juncées celulares do epitélio intestinal, com aumento
da permeabilidade da mucosa (TRINCHIERI, 2012).

Atualmente, é amplamente reconhecido que o agrupamento de determinadas
bactérias modula funcdes metabdlicas e biolégicas importantes que ndo podem ser
realizadas em completo pelo metabolismo humano (CANI et al.,, 2012). Cani e
Delzenne (2009) e Han et al. (2010) demonstraram que a microbiota intestinal
participa da regulacdo do metabolismo, afetando o balanco energético, o destino
metabdlico da glicose e relacionando-se com a inflamacéo leve e crbénica, associada
a obesidade.

A microbiota humana é composta por aproximadamente 100 trilhdes de
microrganismos, um numero pelo menos 10 vezes superior ao de células que
compdem o corpo humano. No intestino, esta microbiota € ambientalmente adquirida
desde o nascimento e pode ser modificada desde a infancia até a fase adulta de
acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como: o tipo de parto no nascimento
(normal ou cesariana), tipo de aleitamento na infancia (materno ou férmula infantil),
idade, nutricdo, uso de antibidticos, stress, nutricdo, pratica de exercicios (CERDA et
al., 2016); por fatores ambientais (como pais de origem) e eventos de vida (incluindo
puberdade, ciclo ovariano, gravidez e menopausa) afetam o desenvolvimento da
populacdo microbiana e sua atividade (ADLERBERTH; WOLD, 2009; NICHOLSON et
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al., 2012). A genética do hospedeiro impulsiona a variacao fenotipica e Goodrich, et
al. (2014) confirmam que o nosso fendtipo microbiano também é influenciado pelo
nosso estado genético. Na microbiota da idade adulta, 90% das bacteriaspertencem
aos filos Firmicutes e Bacteroidetes (BRADLEY; POLLARD, 2017; HUMAN
MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012; LEY et al., 2006), enquanto o outro
grupo minoritario de bactérias pertencem aos filos Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria e Verrucomicrobia (HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM,
2012).

A microbiota do intestino desempenha varias funcdes importantes para a saude
do hospedeiro (MONDA et al.,, 2017; ROY; TRINCHIERI, 2017). Recentemente,
propds-se que as alteracdes no desenvolvimento ou na composicao da flora intestinal
(disbiose) participam no desenvolvimento da obesidade e podem conduzir a doengas
auto-imunes crénicas, como doenca inflamatéria intestinal e distlrbios metabdlicos,
cancer gastrointestinal, doencas infecciosas (CANI; DELZENNE, 2009; GOLDSZMID;
TRINCHIERI, 2012; HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012;
WEISS; HENNET, 2017). Além disso, a administracdo de estirpes de Lactobacillus
especificas ou carboidratos nédo digeriveis, fermentados por micrébios do intestino,
pode reduzir a inflamacéo sistémica e/ou a progressdo do cancer (BINDELS et al.,
2012).

O sistema imunolégico permite uma relacao simbiética dos seres humanos com
a microbiota comensal, mantendo uma homeostase nao-inflamatéria (KIM; KIM, 2016;
WEISS; HENNET, 2017). Considerando a influéncia da disbiose na inflamacédo e
possivelmente na caquexia, Puppa et al. (2011) forneceram evidéncias experimentais
para a associacdo de disfuncédo da barreira intestinal e endotoxemia em caquexia
utilizando o modelo ApcMin / + camundongo de cancer de colon. A caquexia progrediu
junto com a disfunc¢éo da barreira e foi correlacionada com aumento da concentracao
sistémica de lipopolissacarideo e a citocina pro-inflamatoria IL-6.

Zhang et al. (2012), estudaram a relacdo entre a permeabilidade intestinal e a
caquexia em pacientes com cancer, tendo relatado que nos pacientes caquéticos
houve uma taxa significativamente mais elevada de transloca¢éo microbiana (TM), do
gue naqueles ndo caquéticos e controles saudaveis. Além disso, 0s pacientes
caquéticos com evidéncia de TM demonstraram elevado conteddo plasmatico das
citocinas IL-1aq, IL-6, IL-8, e TNF-a, quando comparados a MT (+) ndo caquéticos, MT

(-) pacientes caquéticos, e controles saudaveis. Tomados em conjunto, estes estudos
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proporcionam evidéncias experimentais de que a disfuncéo da barreira intestinal pode
contribuir para a inflamacéo sistémica e para os efeitos metabdlicos associados a
caquexia (KLEIN et al., 2013).

De acordo com Steves et al. (2016), a identificacdo de pacientes de alto risco
com baixa diversidade em sua microbiota poderia levar plausivelmente a intervencdes
terapéuticas simples e seguras.

A presenca da classe de bactérias do filo Bacteroidetes na microbiota intestinal
esta diretamente relacionada a massa magra do corpo (LEY et al., 2006; LEY, 2010;
TURNBAUGH et al., 2009); além disso, Bindels et al. (2012) revelaram que a
composicdo da microbiota intestinal é alterada com a caquexia: adotando um modelo
murino de leucemia aguda e caquexia, verificaram que a presenca de Lactobacillus
spp. cecal, um género de bactérias conhecida por suas propriedades
imunomoduladoras, foi diminuida. As espécies de lactobacilos foram diferencialmente
afetadas: L. reuteri e L.gasseri/johnsonii foram reduzidos, enquanto L.
murinus/animalis permaneceram inalterados. Da mesma forma, Turnbaugh et al.
(2006) e Turnbaugh et al. (2009) relatam que o equilibrio de Bacteroides e Firmicutes
(filos de bactérias presentes na microbiota) sdo alterados com a obesidade, bem como
com a proporcao de massa corporal magra.

Bindels et al. (2015) demonstram, em dois modelos diferentes de caquexia em
animais, que a sindrome altera a microbiota. Além disso, estudos de Varian et al.
(2016) constataram que a suplementacdo dietética com a bacteria, L. reuteri, evitou a
atrofia muscular em camundongos. Estes trabalhos sugerem que a microbiota
intestinal pode influenciar a fisiologia muscular através da alteracdo da
biodisponibilidade de aminoacidos; influenciar metabolitos tais como &cidos biliares; e
modular a producao de citocinas proé-inflamatorias.

1.4 Exercicio fisico, inflamacao sistémica e microbiota

O efeito do exercicio regular (treinamento) sobre a reducdo da concentracéo
de citocinas pro-inflamatorias tem sido continuamente estudado (CHEN et al., 2007,
GLEESON et al., 2011; KASAPIS; KASPAR et al., 2016; SLOAN et al., 2007,
THOMPSON, 2005), inclusive seu potencial mecanismo na progressdo do cancer
(BETOF et al., 2013) e da caquexia (CRAWFORD, 2016).
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A associacao entre os sinais de inflamacéo sistémica e da caquexia no cancer
€ clara, tanto em pacientes, quanto em modelos animais experimentais (TRINCHIERI,
2012). Dados de estudos de intervencdo sugerem que o treinamento fisico aerdbio
pode reduzir a inflamacdo cronica de baixo grau (NIMMO et al.,, 2013) e é
recomendado tanto na prevencdo, como na restauracdo das alteracdes crbnicas
encontradas em diversos tipos de doencas (LIRA et al., 2009; MONDA et al., 2017).

Estudos em animais demostram que o treinamento fisico pode modular a
inflamacéo sistémica e atenuar diversos dos sintomas da caquexia, bem como reduzir
as dimensdes do tumor (revisdo de LIRA; NETO; SEELAENDER, 2014). Uma possivel
hipétese para este fato seria que o treinamento fisico (TF) atuaria através da
modulag&o da microbiota.

Em seu inicio, o exercicio fisico aumenta os impulsos dos centros motores no
cérebro, bem como de musculos de trabalho, provocam um aumento dependente da
carga de trabalho em atividade adrenal e na liberagdo de horménios hipofisarios.
Estas mudancas controlam, em seguida, a secrecdo de células enddcrinas
subordinadas, resultando entre varios fatores, em um aumento na secrecdo de
substéancias relacionado com a homeostasia do trato digestério (OLIVEIRA; BURINIA,
2009).

O fato de o exercicio fisico reduzir o tempo do transito intestinal pode afetar
indiretamente o risco de céncer de cllon e de doencas inflamatérias intestinais,
através diminuicdo da concentracdo de acidos biliares secundarios ou do aumento
dos &cidos graxos de cadeia curta fecal (PETERS et al., 2001).

O n-butirato € um tipo de acido graxo de cadeia curta (AGCC), sendo um
produto final da fermentacdo bacteriana nos intestinos e é conhecido por estar
relacionado com a motilidade intestinal e com o desenvolvimento de disturbios
intestinais. O tempo de transito intestinal esta inversamente correlacionado com a
concentracdo de n-butirato das fezes (PEDDLE; AU; COURNEYA, 2008) e este acido
graxo desempenha um papel na modulacdo de macrofagos intestinais de respostas
imunitarias (CHANG, et al., 2014).

Apesar de ndo terem explorado o efeito como consequéncia de alteractes
induzidas pela atividade da microbiota intestinal, Oliveira et al. (2011) sugeriram que
o0 exercicio fisico atenua a resposta inflamatéria induzida por uma alimentacao rica em
gordura. Para Matsumoto et al. (2008), a alteracdo na composicéo da flora cecal e da

fermentacao cecal, contribuiu presumivelmente, em seu trabalho, para os efeitos
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benéficos do exercicio em disturbios gastrointestinais.

De acordo com a literatura, esta estabelecido que o exercicio fisico inicia
alteracdes significativas na microbiota intestinal (caracterizagdo genética da
microbiota) em modelos animais (COOK et al., 2016). Recentemente, Allen et al.
(2015) verificaram que a microbiota intestinal é sensivel tanto para a modalidade de
exercicio, quanto para o0 momento na vida em que se inicia o treinamento fisico TF.
Em um estudo com animais, Liu et al. (2015) verificaram também que a capacidade
aerdbica do individuo pode influenciar o impacto que o exercicio exerce sobre a
composicao da microbiota intestinal.

Segundo Monda et al. (2017) o exercicio pode ser usado como um tratamento
para manter o equilibrio da microbiota ou para reequilibrar sua eventual disbiose,
promovendo assim uma melhora do estado de saude, uma vez que é capaz de
melhorar a relacdo Bacteroidetes-Firmicutes. Este fato pode potencialmente interferir
na evolucdo de doencas associadas a distarbios gastrointestinais; estimular a
proliferacdo de bactérias que podem modular a imunidade da mucosa e melhorar as
funcdes de barreira, resultando na reducdo da incidéncia de doencas metabdlicas; e
estimular bactérias capazes de produzir substancias que protegem contra distlrbios
gastrointestinais e cancer de colon.

De acordo com estudos de Bindels e Delzenne (2013), a modulacdo da
microbiota intestinal constitui um futuro alvo terapéutico no tratamento da perda de
massa muscular associada a caquexia do cancer e a desnutricdo e em conjunto com
a estudos de Varian et al. (2016) sobre os efeitos benéficos da suplementacao de L.
reuteri (bactéria simbidtica) sobre a massa muscular de ratos, fornece evidéncias
elementares para a presenca de um eixo microbiota intestinal — masculo esquelético
em mamiferos, oferecendo possiveis alternativas para a prevenc¢ao da caquexia.

Contudo, apesar da importancia da microbiota e de sua ligagcdo com a caquexia
e 0 exercicio, ndo ha estudos experimentais em humanos na literatura que abordem

esta correlacéo.
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que: (1) A inflamagé&o sistémica desempenha um papel fundamental
na caquexia; (2) A microbiota pode modular a inflamacao; (3) O exercicio influencia
diretamente o processo inflamatério e a microbiota. Sendo assim, a hipétese do
presente estudo € de que o exercicio fisico pode modular a microbiota dos pacientes
com caquexia do cancer, atenuando a inflamacéao sistémica e, consequentemente, 0s

sintomas da caquexia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral: avaliar se o treinamento fisico de endurance altera a microbiota
intestinal de pacientes caquéticos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Analisar em pacientes com cancer sem caguexia e com caquexia

- O perfil inflamatorio (no sangue)

- O perfil de consumo alimentar

- A organizacao morfolégica do célon (distal ao tumor)

- A identificacdo da microbiota das fezes por meio de sequenciamento dos genes das

cepas presentes

3.2.2 Avaliar o efeito do treinamento fisico nos pacientes com cancer sem
caguexia e com caquexia sobre 0os seguintes parametros

- O perfil inflamatorio (no sangue)

- O perfil de consumo alimentar

- A organizacao morfolégica do colon (distal ao tumor)

- A identificacdo da microbiota das fezes por meio de sequenciamento dos genes das

cepas presentes
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos sujeitos da pesquisa

Esta pesquisa contou com a participacdo de pacientes voluntarios de ambos os
sexos, com idade superior a 18 anos, sem discernimento da classe social e da raca,
portadores de tumor gastrointestinal (caquéticos ou ndo) e submetidos a cirurgia para
a retirada do tumor no Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo (HU/USP)
e no hospital Irmandade Santa Casa de Misericérdia/SP.

O recrutamento dos pacientes foi realizado no ambulatério, por médicos
especialistas em oncologia gastrointestinal, de forma que o préprio médico identificou
0S possiveis casos cirdrgicos e 0os encaminhou para o projeto, apos avaliar as
condicBes gerais de saude do paciente. Desta forma, sendo constatada a capacidade
para a realizacdo do exercicio, o paciente foi convidado a participar do protocolo do
treinamento fisico (PTF) com duracao de 6 semanas, anteriores a data de sua cirurgia,
no qual, as coletas foram realizadas antes de iniciar o TF (Baseline), na semana 6 do
TF e, depois, na cirurgia; ndo sendo possivel participar do TF, quando a cirurgia do
paciente era agendada para um prazo menor do que as 6 semanas ou no caso de
incapacidade, o paciente se enquadrava no grupo dos sedentarios, sendo realizadas
as coletas entre o periodo de sua internacdo no hospital (pré-cirargica) e, depois, na
cirurgia.

Foram incluidos como critérios de exclusdo de pacientes: paciente em
tratamento quimioterapico; uso continuo de anti-inflamatérios ou antibiéticos nos
ultimos 60 dias; faléncia renal ou hepatica, hepatite, Doenca de Chagas, SIDA
(Sindrome da imunodeficiéncia adquirida), doencas inflamatdrias intestinais ou
processos inflamatorios cronicos nao relacionados a caquexia, doencgas autoimunes,
diabetes descompensada e obesidade.

A selecdo do paciente para o presente estudo, ndo promoveu nenhuma
modificacdo na conduta do procedimento cirargico ou tratamentos dos voluntérios

selecionados.
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4.2 Aspectos éticos

Para o cumprimento das diretrizes de ética em pesquisa com seres humanos,
estabelecidas pela resolu¢cdo niumero 466/2012 do Ministério da saude (Brasil, 2012),
0S sujeitos interessados assinaram o Termo de consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXO A), garantindo que todas as informacdes pessoais e 0s resultados

de exames fornecidos obtidos serdo mantidos em sigilo.

Além das amostras obtidas dos voluntarios recrutados a época do presente
estudo, também foram utilizadas as amostras coletadas e armazenadas no
biorrepositorio do ICB-I/USP (CEPSH 051/2014). Estas amostras foram obtidas dentro
do projeto tematico aprovado pelo Comité de Etica Humana do Instituto de Ciéncias
Biomédicas/Universidade de Sao Paulo (CEP 788/07); comité de ética humana do
Hospital Universitario/Universidade de S&o Paulo (CEP 752/07 - SISNEP CAAE:
0031.0.198.019-07) e comité de ética humana do Hospital Irmandade da Santa Casa
de misericordia de Sao Paulo (CAAE: 43693915.4.3002.5479/ Numero do Parecer:
1.428.344). O presente estudo € um subprojeto do projeto tematico FAPESP
2012/50079-0.

Todo material coletado foi utilizado exclusivamente na pesquisa proposta. O
recrutamento dos voluntarios foi realizado na Clinica Cirdrgica do Hospital

Universitario e do Hospital Irmandade da Santa Casa de misericordia de Sao Paulo.

4.3 Critérios para diagnosticar a caquexia

Para diagnéstico da caquexia utilizamos uma planilha de Excel® (Office 2013)
desenvolvida pelo colega de Doutorado Rodolfo Camargo em 2016 a partir dos
critérios descritos por Evans et al. (2008) e Fearon et al. (2011), que seguem abaixo:
1. Variacdo no peso corporal (determinado com a utilizacdo de uma balanca de
precisdo Filizola Scale model PL 200):

- Diminuic&o involuntaria nos ultimos 6 meses - maior ou igual a 5% do peso corporal
inicial.
Ou
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- 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.

2. Evidéncia de desnutricdo - Concentracdo plasmética de albumina inferior a 3,2 g/dL.
3. Evidéncia de anemia - Concentracéo sérica de Hemoglobina abaixo de 12 g/dL.

4. Evidéncia de inflamacdo — concentracdo plasmatica elevada de biomarcadores de
inflamacéo (proteina C reativa acima de 5 g/dL e IL-6 acima de 4 pg/mL).

5. Evidéncia de Fadiga e anorexia — através do questionario CLC-Q30

6. Evidéncia de composicdo de massa muscular — através do exame DEXA ()

Apos classificacdo, foram selecionados os pacientes caquéticos sedentarios e

treinados para compor o grupo de estudos.

Figura 1 - Modelo da planilha em Excel desenvolvida para auxiliar na caracterizagéo do paciente com

e sem caquexia.

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 o
. 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 i Lean mass (kg) -
SIXTH CRITERION - BIOCHEMICAL PARAMETERS GROUP CLASSIFICATION
Parameters Concentration Result
C-Reactive protein (mg/l) e
IL-6 (pg/ml) = -
Anemia - Hb (g/dl) LEVEL OF EXCLUSION CRITERIA
Albumin (g/dl)
Adapted from Evan et al., 2008 0 NONE
SAVE TO THE
DATABASE
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Figura 2 - Critérios utilizados para o diagnéstico da caquexia

DIAGNOSTICO DA CAQUEXIA
*Perda de massamuscular
* Fadiga
Perda de peso maior que 5% * Anorexia
nos Ultimos 6 meses ou menos 3de5 » Indice de massa magra baixo
(ou IMC < 20 kg/mz) + Parametros bioquimicos alterados:

- Aumento de marcadores inflamatérios
(PCR, IL-6)
- Anemia (Hb < 12 g/dL)

- Diminui¢&o de albumina sérica (<3,2 g/dL)

Adaptado de Evans et al. (2008). IMC: indice de Massa Corporal; PCR: Proteina C-Reativa; IL-6: Interleucina 6; Hb: Hemoglobina

4.4  Grupos experimentais

1. CC SED - Grupo de voluntarios caquéticos portadores de tumor gastrointestinal
sedentarios.

2. CC TR — grupo de voluntarios caquéticos portadores de tumor gastrointestinal
submetidos ao treinamento fisico.

3. WSC SED - grupo de voluntarios portadores de tumor gastrointestinal sem perda
de peso e sedentarios.

4. WSC TR — grupo de voluntarios portadores de tumor gastrointestinal sem perda de

peso, submetidos ao treinamento fisico.

45 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico (Clinical Trial Register n®: U1111-1140-7773), consistiu por
6 semanas de caminhada em esteira ergométrica programavel com volume crescente
e intensidade individualizada a partir de um teste submaximo (Rockport One Mile
Walk; KLINE et al., 1987) para estimar o VO2max dos voluntérios. O protocolo de
Treinamento Fisico (TF) foi adaptado por Matos-Neto (2016) a partir daquele proposto

por Dimeo et al. (1997) para pacientes com cancer.

O TF dos pacientes selecionados constituiu-se de:
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Semanas 0, 3 e 6: adaptacdo (somente na semana 0 = Baseline) e aplicacdo do teste
de esforco subméximo, que consistiu de uma caminhada de 1 milha (sem trote ou
corrida) sob o monitoramento da frequéncia cardiaca e supervisao de um profissional
habilitado. Este teste foi reaplicado na semana 3 e 6 com 0 objetivo de avaliar as
adaptacdes promovidas pelo TF (MATOS-NETO, 2016).

Semanas: 1 a 6: Aplicacé@o do protocolo de treinamento fisico (PTF)

Semana 1: 5 sessdes de 3 minutos + intervalo de 1 minuto entre as sessfes
Semana 2: 4 sessdes de 5 minutos + intervalo de 1 minuto entre as sessdes
Semana 3: 3 sessdes de 8 minutos + intervalo de 1 minuto entre as sessdes
Semana 4: 3 sessdes de 10 minutos + intervalo de 1 minuto entre as sessfes
Semana 5: 2 sessdes de 15 minutos + intervalo de 1 minuto entre as sessdes

Semana 6: 1 sessao de 30 minutos sem intervalos

Figura 3 - Desenho experimental do Protocolo de Treinamento Fisico (PFT)

Composigio corporal
Teste submaximo

Coleta de Sangue

Adaptacio
telecdo de

paclentes (Boseline) [semana 3] (semana 5] ®
® ' ' ¢ ' ' Cirurgia
Questiondrios Questiondrios
Recordatdrio Recordatdrio
de 24haras de 24horas

4.6 Avaliacdo nutricional

Todos os pacientes foram avaliados nutricionalmente por um profissional
capacitado, através da aplicacdo de um recordatorio alimentar de vinte e quatro horas
(R24 h) e avaliacdo antropométrica - peso, altura e composicéo corporal através do

exame DEXA (Dual Energy X-Ray Absorptiometry). O peso corporal, em quilogramas
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(kg), e a estatura, em metros (m), foram aferidos por meio de balanca digital (marca
Toledo®), que possui um estadibmetro acoplado a ela. Foram obtidos assim, os
valores do indice de Massa Corporal (IMC), em kg/m2, dos pacientes, e a sua
classificacao foi realizada com base nas referéncias da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 2000), que considera um IMC eutrofico, para adulto entre 18,5 e 24,99
kg/m2, e, para idoso entre 22,00 e 27,00 kg/mz.

O recordatério de 24 h (R24 h) (ANEXO B) foi realizado em duas etapas, na
semana inicial (Baseline) e na semana final (semana 6) do TF. Em cada etapa houve
a aplicacdo em dois momentos diferentes de cada semana. Uma realizada de forma
presencial (no momento do recrutamento), sendo referente aos relatos de consumo
alimentar de dia de semana; e a outra realizada por telefone, sendo referente ao final
de semana. Todos os profissionais capacitados para a aplicacdo do recordatério
receberam um treinamento com base no Manual de avaliagdo do consumo alimentar
em estudos populacionais (FISBERG; MARCHIONI, 2012).

Todos 0s R24 h passaram por um processo de critica (método multiple pass),
na qual foi realizada a conversao do consumo alimentar relatada pelo individuo (e
anotada) de medidas caseiras para gramas ou mililitros. O método multiple pass,
permitiu assim, a identificacdo e a quantificacdo dos dados alimentares que foram
consumidos nas ultimas 24 h dos pacientes.

Os dados de energia e nutrientes foram calculados usando o software The Food
Processor®, versdo 10.11.0. Este programa utiliza dados de nutrientes do United
States Department of Agriculture (USDA), das tabelas nutricionais brasileiras
(PHILIPPI, 2002 e TACO, 2006), e também, de alimentos industrializados, os quais
puderam ser cadastrados no software, com base nos dados provenientes em seus
rétulos bem como receitas.

Para analisar quais foram as necessidades nutricionais dos pacientes, bem
como o percentual (%) de adequacdo energética e proteica (equivale ao percentual
gue ele consumiu em relacdo a sua necessidade), foi adotado, para os pacientes com
cancer sem perda de peso, a recomendacdao de calorias para adultos sedentarios para
manutenc¢ao do peso de 30 kcal/ kg/ dia e, para os pacientes com caquexia associada
ao cancer, a recomendacdo para pacientes com ma absorcdo ou com alto fator de
injuria e alto indice de deplecao, que equivale a 35 kcal/ kg/ dia.

Em relacéo as proteinas, foi considerada a recomendacéo, para pacientes nao

estressados (1,0 g/ kg/ dia) no caso dos pacientes com cancer sem perda de peso, e
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a recomendacéo para pacientes hipermetabdlicos (ou com perda aumentada de peso)
de 1,59 / kg/ dia no caso dos pacientes com caquexia.

Todos estes dados e valores nutricionais, foram definidos com base nas
referéncias encontradas para cancer, cancer avancado, cuidados paliativos
(ARENDSA et al., 2006; DEUZT et al., 2014; INCA (2011).

A andlise nutricional dos R24 h, foi realizada, em parceria com a Professora do
Departamento de Saude Publica, Dra. N&gila Raquel Teixeira Damasceno e sua
equipe do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo, local onde tivemos

acesso ao o software The Food Processor® para a realizacéo destas analises.

4.7 Avaliacdo da composicao corporal

A determinacédo da composicao corporal dos pacientes foi realizada na semana
zero (Baseline) e semana 6 do TF, com a utilizacdo do equipamento DEXA (Dual
Energy X-Ray Absorptiometry), que é considerado o padrdo-ouro para avaliacdo da
densitometria 6ssea (conteudo mineral 6sseo) e também € utilizada para analisar a
composicao corporal (massa gorda e massa magra) (ANEXO C).

Esta técnica baseia-se no principio da atenuacdo da radiacdo (a perda da
intensidade dos raios X, por absorcéo ou dispersdo). Essa perda esta relacionada com
a espessura, densidade e composicdo quimica do corpo/objeto em questdo; e a
diferenca de atenuacéo é especifica para cada tipo de tecido. O equipamento que
utilizamos é o Lunar DPX GE (General Electric do Brasil Ltda). Antes de cada medicéo
foi feita calibracdo, 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 mesa em posi¢do supina e o feixe realiza a varredura no
sentido cranio-caudal.

As medi¢Oes pelo DEXA estao suscetiveis a problemas, como erros técnicos
(posicionamento e imprecisdes na analise) e variagbes biologicas (estado de
hidratacéo). Ao paciente, é pedido que ndo use roupas com fechos, botbes, fivelas e
outros objetos metalicos e, caso tenha ingerido/injetado radionuclideos nos ultimos 3-

5 dias, esperar 72 h para medir.
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Figura 4 - Equipamento DEXA da Lunar DPX GE (General Electric do Brasil Ltda),
utilizado no trabalho.

4.8 Coletas de amostras

4.8.1 Coletado soro/plasma

As coletas de sangue dos pacientes foram realizadas na semana zero
(Baseline) e na semana 6 do TF. Aproximadamente 20 ml de sangue foram coletados
por profissional de saude capacitado, em dois tubos separados: um tubo com
anticoagulante (tubo BD Vacutainer® EDTA) para a separacdo de plasma sanguineo;
e um tubo seco (tubo Gel BD SST® Il Advance®) para a obtencéo de soro. O sangue
coletado foi centrifugado a 3000 rpm (rotac6es por minuto), por 15 minutos, em
temperatura de 4 °C., em seguidas aliquotas de soro e plasma foram armazenadas a
— 80 °C para posteriores analises. Foi registrado o horério da ultima refeicdo do

paciente, ndo sendo necessario o jejum.

4.8.2 Coleta e obtencao das fezes

As coletas de fezes dos pacientes foram realizadas na semana zero (Baseline)
e semana 6 do TF. Os pacientes que entraram no PTF foram esclarecidos quanto ao
método de coleta das fezes e receberam um “Kit de coleta das fezes”, composto por
um isopor com gelox e um kit estéril (ColOff®) contendo: um revestimento para

assento sanitario, um coletor estéril universal (70 ml), uma espatula, uma pipeta
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Pasteur, um par de luvas e um saco plastico para armazenamento do material, com
etiqueta de identificacdo, além disso, receberam as orientacbes necessarias. Este
método possibilitou que o paciente levasse o kit completo para coletar as fezes em
sua residéncia, facilitando sua adesao ao estudo. Os pacientes congelaram os potes
com as fezes em suas casas e transportaram dentro do isopor refrigerado pelo gelox.
No momento da entrega das coletas, as amostras que chegaram descongeladas
foram descartadas. As amostras fecais foram mantidas a temperatura de -80 °C até o
momento de serem processadas para a extracdo do DNA bacteriano.

O material ndo foi coletado em casos de fezes liquidas ou quando a eliminacéo
nao for espontanea (uso de laxativos para evacuacéo). Fezes armazenadas por muito
tempo em temperatura ambiente ndo foram analisadas, 0 mesmo ocorreu nos casos
de participantes que fizeram ouso de antibiéticos h& pelo menos 15 dias do dia da
coleta.

As coletas realizadas no dia da internacdo foram feitas sempre antes do

procedimento de limpeza intestinal para a cirurgia.

4.8.3 Coleta de fragmentos de intestino (c6lon)

Apés a realizagdo da cirurgia para a retirada de tumor da regido do célon
(intestino grosso), foi retirada, pelo médico, parte do intestino contendo o tumor com
a margem de seguranca por ele estabelecida. Esta parte do intestino foi levada para
o centro de patologia do hospital. As coletas dos fragmentos de célon (1 cm ou menos)
foram realizadas no centro de patologia do hospital, sob a supervisdo do médico
patologista responsavel. O segmento de intestino (c6lon distal ao tumor) foi retirado a

uma distancia de 20 cm do tumor e fixado em paraformaldeido (4%).

4.9 Analises

4.9.1 Analises bioquimicas para classificacdo dos pacientes

A concentragdo sérica de proteina C reativa, albumina e hemoglobina nos
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pacientes foi quantificada utilizando-se kits comerciais (PCR Turbiquest plus, cat. 331;
albumina, cat. 19, Labtest Diagndstica SA, Lagoa Santa, MG, Brasil) no equipamento
Labmax (Labtest) do departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP).

4.9.2 Analises bioguimicas para investigar a permeabilidade intestinal

A concentracdo sérica de endotoxina lipopolissacarideo (LPS) nas amostras
dos pacientes foi avaliada utilizando-se o Kit cromogénico Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) QCL-1000® (Lonza, Inc., Walkersville, EUA).

Inicialmente, as solu¢des da curva-padao foram preparadas, de acordo com
as concentracdes padrdes de endotoxina (0,1; 0,25; e 1,0 UE /mL). Pipetou-se 50 pl
de amostras de soro (em duplicata) em microplaca de 96 poc¢os. A seguir, adicionou-
se 50 ul de LAL (lisado do amebdcito Limulus) em cada pog¢o da microplaca e incubou-
se por 10 minutos, sob leve agitacdo. Depois foi adicionado 100 pl de solucdo de
substrato cromogénico (pré-aquecido a 37 °C) e incubou-se por 6 minutos, sob leve
agitacdo. Em seguida, pipetou-se 100 ul do reagente de parada (acido acético a 25%),
agitou-se levemente a placa e realizou-se a leitura de absorbancia (405 nm) por meio
do leitor de microplaca Synergy™ H1(BioTek Instruments, Inc., Winooski, EUA). Os
procedimentos do ensaio e o célculo da concentracao de endotoxina foram realizados

de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.9.3 Analises bioquimicas para investigar perfil inflamatoério

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas no plasma dos pacientes foi
utilizada a tecnologia Xmap Luminex®, com o painel de citocinas e quimiocinas
plasmaticas Merckmillipore (IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, IL-
12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, TNF-a, TNF-b, EGF, VEGF, Eotaxin, G-CSF,
GM-CSF, IFNa2, IFNy), para afericao da expresséao proteica no plasma.

As amostras de plasma foram incubadas com a mistura de microesferas
Magplex® e cobertas com os anticorpos especificos por 2 h. A deteccéo dos antigenos
alvo ligados as microesferas foi realizada com uma mistura de anticorpos de captura

biotinilados apés incubacdo durante 1 h, seguida por incubagéo com estreptavidina -
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ficoeritrina conjugada durante 30 minutos. O instrumento Magpix® (Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA) detectou a intensidade de um sinal para cada microesfera
adicionada as amostras de proteina. Cada valor de citosina foi corrigido de acordo

com a concentragcdo de proteinas da amostra.

Figura 5 — Esquema ilustrativo das etapas para determinar a concentracéo de proteinas pelo
Magpix®.
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494 Anédlise de conteldo fecal

4.9.4.1 Extracdo do DNA das bactérias do conteudo fecal

O DNA genémico foi extraido a partir das amostras de fezes obtidas e
armazenadas. As amostras foram pesadas (aproximadamente 200 mg) dentro do
eppendorf sem que ocorresse o descongelamento; logo apds, as amostras foram
retornadas para o gelo para as proximas etapas utilizando o QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

As amostras foram pesadas congeladas dentro do eppendorf (200 mg), sem
permitir que descongelassem. Foi adicionado o tampéo ASL Buffer (1,4 ml para 200
mg de amostra). A amostra foi descongelada dentro do tampao, de forma a ser
totalmente homogeneizada, e enquanto n&o estivava ainda homogeneizada
permaneceu no gelo. Todas as amostras foram levadas ao banho seco por 5 minutos
a 95 °C. Nesta temperatura as barreiras das bactérias Gram+ sdo quebradas; na
sequéncia, foram agitadas por 20 segundos (no vértex) e centrifugada por 2 minutos
a 1400 rpm. O sobrenadante (1,2 ml) foi pipetado para um novo eppendorf de 2 ml,
adicionado da pilula Inibex (tablete branco) e agitada bem com o Vortex. Depois de
manter em temperatura ambiente por 1 minuto, foi centrifugada a 1400 rpm por 3

minutos e, na sequéncia, retirado todo o sobrenadante e colocado em novo eppendorf
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de 1,5 ml. Novamente foi centrifugar a 1400 rpm por 3 minutos e retirado o
sobrenadante. Nesta etapa verificamos o volume final para poder calcular a
qguantidade de proteinase K (15 ml de Proteinase K para cada 200 ml de
sobrenadante) e transferimos para um novo eppendorf de 1,5 ml. Adicionarmos o
Buffer Al (200 ml para cada 200 ml de amostra — 1:1) e agitamos no voértex por 15
segundos. As amostras foram mantidas em banho seco a 65-70 °C por 10 minutos.
Depois, foi adicionada a mesma quantidade de etanol (96-100%) em relacdo ao
sobrenadante (1:1). Transferimos para o filtro do KIT e centrifugamos a 1400 rpm por
2 minutos, sendo repetido este processo mais duas vezes. Adicionamos 500ml de
Awl (preparado com alcool conforme instrucdes do kit) e centrifugar a 1400 rpm por
2 minutos. Transferimos o filtro para outro eppenford, pipetamos 500ml de Aw2 e
centrifugamos a 1400 rpm por 2 minutos. Ao final, centrifugamos sem adicionar nada,
para secar todo o alcool, a 1400 rpm por 1 minuto. Adicionamos 200 ml do tampéo de
eluicdo (AE Elution). Deixamos por 2 minutos em temperatura ambiente (pode ser na
centrifuga parada a 25°C), centrifugamos a 1400 rpm por 2 minutos. E entdo,
obtivemos a concentracao final de DNA, que foi medida pelo nanodrop. E armazenada
a-80 °C.

Os resultados obtidos a partir do pirosequenciamento deste DNA obtido das
amostras de fezes dos pacientes foram analisados no Laboratério de Imunologia
Experimental - em parceria com o Prof. Dr. Giorgio Trinchieri e Dra. Romina Goldsmid
(NCI/NIH, USA), bem como toda a sua equipe do programa Microbiome and Genetics

Core of the cancer inflammation.

4.9.4.2 Analise de Pirosequenciamento do DNA fecal

Para a analise da composi¢cédo de microbiota a partir das fezes de pacientes
com cancer, foi realizada a sequéncia do gene RNA ribossémico 16S. A extracao e
amplificagcdo do DNA foram realizadas usando rob6s que realizam o envasamento de
liquidos no Eppendorf. A regido V4 do gene do rDNA 16S (515F-806R) foi
sequenciada gerando leituras emparelhadas e sobrepostas na plataforma Illumina®
MiSeql.

Apos filtragem de controle de qualidade os arquivos FASTQ

demultiplexados contendo as sequéncias de genes 16S rRNA foram filtrados para
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sequéncias quiméricas usando a implementacdo UCHIME3 do utilitario USEARCH
(versado 8.1.1831) 2 e o banco de dados 'gold’ (versdo microbiomeutil-r20110519). As
leituras foram entdo agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com
97% de similaridade usando o comando cluster_otus da USEARCH.

As OTUs assim obtidas foram classificadas e alinhadas usando o script
QIIME (1.9.1) 4. O script assign_taxonomy.py foi usado para atribuir taxonomia
usando o método RDP padrdo5 e o banco de dados GreenGenes padrdo6. 1sso
forneceu informagdes sobre as tendéncias maiores em niveis taxon6micos mais altos.
Para identificar melhor a taxonomia ao nivel da espécie, foi utilizado um banco de
dados personalizado construido a partir da informacdo taxonémica NCBI 16S
(composto de dados atualizado até 03/06/2017) com o método "blast" 7 do mesmo
script. As medidas de beta diversidade foram calculadas usando UniFrac8 e plotadas
em tramas tridimensionais de PCoA usando Emperor9. O resultado foi uma
classificacdo de leituras em varios niveis taxonémicos: reino, filo, classe, ordem,

familia, género e espécie.

4.9.5 Analise histolégica dos segmentos intestinais

Para a realizacdo da andlise em microscopio de luz: apdés a excisdo, o
segmento de intestino (c6lon 20 cm distante ao tumor) foi lavado com soro fisiolégico
(0.9%) e fixado em paraformaldeido (4%) em tampéao fosfato (p.H. 7.4). Depois de
aproximadamente 24 h, o tecido foi desidratado em concentracdes crescentes de
alcool etanol (70%, 95% e 100%), sendo posteriormente diafanizadas em solucdo de
xilol, e embebido em parafina (Paraplast X-TRA, SIGMA-ALDRICH). Cortes de 5 um
de tecidos dispostos, realizados no micrétomo rotatorio (R Jung-Heidelberg, Leica
Microsystems Holding, Alemanha), foram posicionados em laminas com polilisina
(Sigma) e corados com hematoxilina e eosina (HE).

Para a obtencdo de imagens digitais e andlise histomorfométrica foi
utilizado microscoépio 6ptico Olympus com camera digital acoplada (Zeiss, Alemanha)
para captura de imagens por meio do Software ImagePro®Plus 5.2 (Média
Cybernetics, Betheda, Estados Unidos) nos aumentos 100 x e 400 x. Foram realizadas
as alteracdes na quantidade e tipos celulares (eosindfilos, plasmdécitos e fibroblastos).
As contagens das células, presentes na lamina propria (LP) do intestino, foram

realizadas em duplicatas e por campo, obtendo-se uma média entre 10 campos
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contados aleatoriamente (no aumento de 1000 x e com o0 uso de uma grade de
contagem ocular integradora). Estes dados foram comparados entre os pacientes

WSC e CC, treinados e sedentarios.

496 Anélise estatistica

Os dados foram organizados em plataforma e analisados por meio do software
estatistico GraphPad Prism verséo 5.0 (GraphPad Software, Inc). Os resultados foram
apresentados como médias e erro-padrao.

A analise da microbiota foi realizada por um Bioinformata. A partir do
sequenciamento do DNA das bactérias das fezes foi possivel identificar diversas
OTUs (Unidades Taxon6micas Operacionais), separadas de acordo com o filo, ordem,
classe, género e espécie. As médias dos valores e os desvios-padrao foram avaliados
para cada tipo de bactéria identificado.

Nas analises bioquimicas em questdo, as médias das concentracdes
plasmaticas de LPS e citosinas pro-inflamatérias também foram computadas.

A andlise comparativa das médias nos dois grupos de pacientes, tanto na
composicdo da microbiota, quanto nos parametros plasmaticos, foi realizada por meio
do teste T de Student. Para todos os dados, valores do P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Para as analises do efeito do exercicio nos dois grupos,
correlacionando com a semana zero (Baseline) e a semana 6 do exercicio, foi
realizado teste Anova two-way com medidas repetidas.

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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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Apés concordarem em participar do estudo, conforme os sessenta e sete
pacientes foram classificados e separados em 4 grupos iniciais: WSC SED (n = 13),
WSC TR (n = 17), CC SED (n = 22) e CC TR (n = 15). Desta forma foram avaliadas
as caracteristicas gerais (Tabela 1) destes grupos antes que 0Ss pacientes

selecionados para o protocolo do TF iniciassem o exercicio (todos na Baseline).

Figura 6 - Representagéo esquematica das etapas de sele¢éo dos voluntarios
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Conforme pode-se observar na Tabela 1, os grupos apresentaram-se
homogéneos nos critérios sexo, idade e estatura. Ao comparar a variagdo da massa
corporal, considerando-se que ela representa a diferenca entre a massa corporal
anterior (a massa corporal relatada dos 6 meses anteriores ao recrutamento) e a atual,
verificamos que conforme o esperado, a perda média foi de 5,875% para o grupo CC
SED [Para Evans et al., (2008) perda de peso > 5% é imprescindivel para a
classificacdo da caquexia] enquanto que o grupo WSC SED néo apresentou qualquer
perda de peso nos ultimos 6 meses. Apesar disso observou-se que a massa corporal

anterior ndo apresentou-se diferente entre os grupos (p = 0,5954).

Para a massa corporal atual e o indice de massa corporal (IMC), foi encontrada
diferenca estatistica ao comparar o grupo WSC TR ao CC SED e CC TR (p = 0,0006

e 0,0013, respectivamente).

A analise dos questionarios permitiu a percepc¢ao da qualidade de vida de forma
global (através do QLQ-C30), e daquela relacionada com a ingestdo alimentar
(através do QLQ-ST0O22), além da presenca da anorexia (através do FAACT-ESPEN).
Verificou-se que o score do QLQ-C30 do CC SED foi diferente de todos os outros
grupos, sendo significativamente menor do que WSC SED, WSC TR e CC TR (p <
0,0001) ; entretanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos ao avaliar o
score do QLQ-STO22 (p = 0,4574). A presenca de anorexia foi verificada nos grupos
CC SED e CC TR quando comparados ao grupo WSC TR (p = 0,0012).

Os dados do estadiamento tumoral mostraram que n&o houve diferenca entre
0S grupos, revelando que a caquexia pode se manifestar em qualquer estagio do

cancer.



Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes na Baseline.
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WSC SED WSC TR CC SED CCTR D
N 13 17 22 15
Sexo (F/ M) 5/8 7110 10/12 718
Idade (anos) | 68,54+ 2,574 | 60,.25+321 | 61,91+3187 | 638+ 3111 0.3501
1628+ 1.656 1642+ 1604 =

Estatura (m) 0,02042 0,02008 0.02103 0,02108 0,3989
Massa
Corporal 6887 +2101 | 7581 +3039 | 61,88+2,707 | 61,29+2.195 | 0,0006%*
Atual (kg)
Massa
Corporal 7087 +2,604 | 7579+3.404 | 70,98 +3,049 | 7033+3016 | 05954
anterior (kg)
A da Massa 20,3529 * P<0.0001*
Coraora (i) | 2001536 5 2050 5,875+ 4,105 | -4,359 + 5,101 )
IMC (kg/ m2) | 26.25+1,281 | 27,66 + 0,9918 %2%71%;5 2385+0,7881 | 0,0013*

- *%
gé_gecrso 61,21+5,760 | 62,19+ 2,554 | 40,48+5506 | 54,66+11,34 | F~0-0001
FAACT-

3567 +0,7914 | 36,83+3,424 | 3220+1337 | 29.36+27289 | 0,0012*

ESPEN score
gég-esmzz 8,027 +0,0900 | 9,465+1,089 | 1571+2,651 | 1889+7730 | 04574
Estadiament B B B B
o tumoral (n) 6 7 10 9
11
-1V 7 10 12 6

Dados expressos em média terro padréo, p=nivel de significancia. WSC SED: paciente com cancer sem perda de peso e
sedentario; WSC TR baseline: paciente com cancer sem perda de peso antes de iniciar o PTF; CC SED: paciente com cancer
e caquexia; CC TR baseline: paciente com cancer e caquexia antes de iniciar o PTF. A: variagcao entre a massa corporal
anterior informada e a massa corporal atual. IMC: indice de massa corporal. QLQ-C30: questionario de qualidade de vida.
QLQ-STO: questionario que avalia a qualidade de vida de pacientes com tumor gastrico (mais especifico para qualidade de
ingestdo alimentar). FAACT-ESPEN: gquestionario para avaliar anorexia. p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. n:
nimero de amostras. (F/M) = feminino ou masculino. *Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05)

5.2
caquexia

Anadlise dos parametros bioquimicos utilizados para o diagnéstico da

A analise dos parametros bioquimicos mostrou que as concentracdes séricas

indicativas de inflamacao sistémica, como a proteina C-reativa e a Interleucina 6 (IL-
6) estavam aumentadas, respectivamente, no grupo CC SED em relagdo aos grupos
WSC SED e WSC TR (p = 0,0122) e no grupo CC TR, em relacdo aos grupos WSC
SED e WSC TR (p = 0,0256). As concentracdes de hemoglobina apresentaram-se
estatisticamente maiores no grupo WSC SED em relag&o aos grupos CC SED e CC
TR (p = 0,0004), diferente da concentracao albumina, que ndo apresentou diferenca

estatistica (p = 0,1646) entre os grupos pelo ANOVA one-way.
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Tabela 2 - Parametros bioquimicos para o diagndstico da caquexia (baseline)

WSC SED WSCTR CCSED CCTR p
Proteina C-reativa (mg/L) 2,090 + 0,4669 1,443 + 0,2742 6,974 +1,446 | 5125+1,828 | 0,0122
Albumina (g/dL) 4,059 + 0,1359 4,074 + 0,09427 3,465 £+ 0,2419 | 3,628 £ 0,1989 | 0,1646
Hemoglobina (g/dL) 13,58 + 0,6586 12,88 + 0,4234 10,59 + 0,5028 | 10,50 + 0,6416]| 0,0004
IL-6 4,439 + 1,602 2,698 £ 1,021 13,12 + 3,764 | 60,47 +£58,83 | 0,0256

Dados expressos em média + erro padrdo, p=nivel de significancia. p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney.
* Diferenca estatistica vs WSC (p<0,05).

5.3 Caracteristicas do consumo alimentar (sedentarios/ baseline)

O perfil do consumo alimentar da populacdo alvo foi tracado com base nas
caracteristicas do consumo alimentar dos WSC SED e CC SED e avaliado por meio
de inquéritos alimentares (recordatorio alimentar de 24 h), sendo obtido o consumo

tanto de macronutrientes, como de micronutrientes.

5.3.1 Caracteristicas no consumo de macronutrientes pela populacéao

Os resultados obtidos sobre o consumo de macronutrientes (Tabela 3) mostram
gue houve diferenca significativa entre os grupos WSC SED e CC SED apenas no
percentual de adequacéo proteica (que foi o percentual consumido em relacdo a
necessidade), mostrando-se menor no grupo CC (p = 0,0315).

N&o houve diferenca no consumo de carboidratos totais (g) entre os grupos (p
= 0,1168), entretanto observou-se tendéncia em maior consumo de acucar pelo grupo
CC em relagédo ao WSC (p = 0,0630).

O consumo de gorduras totais, saturada, poli-insaturada e monoinsaturada nao
se apresentou diferente entre os grupos (p = 0,5045; 0,2981; 0,1662,

respectivamente).



50

Tabela 3 - Caracterizacdo do consumo de macronutrientes pelos pacientes sedentarios.

WSC SED CC SED P

n 11 12

Adequacao energética (%) 75,84 + 6,726 75,21 £ 9,385 0,9572
Adequacao Proteica (%) 103,1 + 7,499 76,17 + 8,517 0,0315
Gordura Total (9) 57,21 + 9,068 44,42 + 7,317 0,4061
Carboidrato total (g) 195,0 + 24,71 228,3 + 26,19 0,1168
AcUcar (sacarose) (g) 54,95 + 10,27 90,72 + 14,92 0,0630
Acidos Graxos Saturados (g) 21,18 + 4,786 17,16 £ 3,441 0,5045
Acidos Graxos Monoinsaturada (g) 15,08 + 3,596 9,311 +1,541 0,1662
Acidos Graxos Poliinsaturados (g) 4.66 + 0.679 6.74 +1.81 0,2981

Dados expressos em média + erro padrdo, p=nivel de significancia. n: nGmero de amostras * Diferenga estatistica CC vs
WSC (p<0,05). WSC: Cancer sem perda de peso; CC:Cancer com caguexia

5.3.2 Caracteristicas no consumo de micronutrientes

A tabela 4 representa o consumo de micronutrientes de WSC SED e CC SED,
sendo possivel observar que ndo houve diferenca significativa para o consumo de
Ferro (mg) (p = 0,3975), 6mega 3 (n-3) (p = 0,3765), bmega 6 (n-6) (p = 0,8774),
relacéo n-6/n-3 (p = 0,6997), Selénio (p = 0,7818), Vitamina E (p = 0,7414) e vitamina
D (p = 0,3401) entre 0s grupos.

Tabela 4 - Caracterizacdo do consumo de micronutrientes pelos pacientes sedentarios.

WSC SED CC SED p

n 11 12

Ferro (mQ) 10,95+ 1,09 9,54+121 0,3975
n-3 (mg) 0,5783 + 0,1021 1,709 +1,231 0,3765
n-6 (mg) 3,827 £0,6315 3,738 + 0,5347 0,8774
n-6/ n-3 7,664 +1,075 7,725 + 0,7956 0,6997
Selénio (mcg) 77,59 + 25,03 60,49 + 9,797 0,7818
Vitamina E (mg) 2,608 +0,4806 2,828 + 0,4496 0,7414
Vitamina D (Ul) 28,58 £ 16,04 34,02 +11,74 0,3401
Vitamina C (mg) 74,44 + 26,14 161,3 + 68,37 0,2627

Dados expressos em média + erro padréo, p=nivel de significancia. n: nimero de amostras * Diferenca estatistica CC vs WSC

(p<0,05). WSC: Cancer sem perda de peso; CC: Cancer com caquexia. N-3: 6mega 3; n-6: dmega 6.
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5.3.3 Correlagcbes entre o consumo alimentar e 0s principais parametros

utilizados para a classificacdo da caguexia

Podemos observar na Figura 7 que, no CC SED, nao houve correlacédo
significativa entre o consumo alimentar do Ferro (mg) e as concentracdes séricas da
Hemoglobina (p = 0,4048; Spearman’s r = 0,3268), tampouco entre 0 consumo de
proteina (% de adequacao proteica) e a concentracdo sérica de albumina (g/ dL) (p =
0,8232; Spearman’s r = 0,0949).

Também nao foi encontrada nenhuma correlacao positiva, no CC SED, entre
0 consumo alimentar energético (% de adequacdo energética) ou proteico (% de
adequacao proteica) com o percentual de perda da Massa Corporal (Correlacéo
Pearson’s; p = 0,9575 and p = 0,8228, respectivamente), conforme pode ser
observado na Figura 8.

Figura 7: Correlacéo entre o consumo alimentar de Ferro (mg) e proteina (% de adequacéo proteica)
com os parametros bioquimicos hemoglobina (g/dL) e albumina (g/dL) nos pacientes com caquexia
(CC SED).
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Analise de Spearman’s de correlacéo. Dados expressos como media + erro padrdo. CC SED: n= 8.

Figura 8 - Correlagdo entre o consumo alimentar energético-proteico (% de adequacdo) com a
erda de peso (%) dos pacientes com caquexia (CC SED).
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5.3.4 Correlagcbes entre a perda de peso encontrada nos pacientes com
caguexia e os parametros inflamatorios

Ao correlacionar a perda de peso com a concentracdo das citocinas utilizadas
para avaliar inflamacéo sistémica (Figura 9), foi possivel verificar correlacéo positiva
entre o percentual de perda de massa corporal e a citocina inflamatoria interleucina 6
(IL-6) dos pacientes com caquexia (CC SED) (p = 0,0449; Pearson r = 0,3411) e uma
tendéncia positiva entre o percentual de perda de massa corporal e a citocina
inflamatoria TNF-a (p = 0,0594; Pearson r = 0,3542).

Figura 9 - Correlac@o entre a perda de peso (%) dos pacientes com caquexia (CC SED) com os
parametros inflamatorios
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Andlise de Spearman de correlacédo. Dados expressos como media * erro padrdo. CC (SED e TR na Baseline): n = 30.
* Diferenca estatistica (p<0,05).

5.4 Efeito do treinamento fisico

5.4.1 Efeito do treinamento fisico sobre os principais para@metros para a
classificagdo da caquexia

Observou-se que a inflamacéo sistémica, representada pela elevacdo das
concentracdes de PCR (Figura 10a), estava aumentada no grupo CC TR em relacéo
ao WSC TR na baseline (p = 0,0269); e que apesar de nao ter apresentado diferenca
estatistica pelo tempo de treinamento (p = 0,6296), verificou-se que na semana 6, as
concentragdes de PCR do CC TR atingiram valores mais proximos ao grupo WSC TR.
Ja as concentracoes de IL-6 (Figura 10c) ndo se mostraram estatisticamente diferente

entre os grupos (p = 0,3609) e tampouco em relagéo ao tempo (p = 0,3621) de TF;
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entretanto suas concentracdes no grupo CC TR atingem na semana 6 do TF, valores
similares as do grupo do grupo WSC.

A concentracdo sérica de albumina (Figura 10b) apresentou tendéncia (p =
0,0632) de diferenca significativa entre os grupos, mas nenhuma diferenca em funcéo
do tempo (p =0,5124).

Figura 10 - Parametros bioquimicos e inflamatérios utilizados para o diagnéstico da caquexia, no
inicio e término do TF.
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Dados expressos como média + erro-padrédo. a) WSC TR (n=9); CC TR (n=8); b) WSC TR (n=10); CC TR (n=11); c) WSC TR
(n=10); CC TR (n=5). * indica diferenca significativa entre a semana 6 e o baseline. # indica diferenga significativa entre os
grupos.

5.4.2 Efeito do treinamento fisico sobre a composi¢cao corporal (DEXA)

A composicao corporal (aferida por DEXA) foi avaliada para verificar se houve
alteracdo de acordo tanto com o tempo de treinamento como entre os grupos (Figura
11), sendo possivel observar para a massa corporal (kg), que tanto o tempo de
treinamento aplicado, como o grupo, influenciam significativamente esse valor (p =
0,0257 e p = 0,0005, respectivamente), sendo observado menor valor no grupo CC
TR em relacédo ao WSC TR e valor aumentado em ambos os grupos ao longo das 6
semanas (Figura 11a). Ja a massa magra total (kg) ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,7687), mas teve aumento significativo apos as 6
semanas de treinamento em ambos (p = 0,0451) (Figura 11b). A gordura corporal
total (kg) ndo teve alteracéo significativa ao longo das 6 semanas de exercicio (p =
0,3113), mas apresentou valor estatisticamente menor no grupo CC (p = 0,0066)
(Figura 11c).
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Figura 11 - Efeito do treinamento fisico na composicao corporal pelo DEXA entre 0s grupos e ao
longo de 6 semanas.
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Dados expressos como média * erro-padrédo. a) WSC TR (n=11); CC TR (n=14); b e c) WSC TR (n=6); CC TR (n=4). * indica
diferenca significativa entre a semana 6 e o baseline. # indica diferenca significativa entre os grupos.

Figura 12 - Efeito do treinamento fisico na composicéo corporal pelo DEXA entre baseline e
semana 6
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Dados expressos como média * erro-padrédo. Baseline (n=12); semana 6 (n=10); * indica diferenca significativa entre a semana
6 e o baseline.

Foi avaliado também o impacto do TF na composic¢ao corporal, independente
do grupo (Figura 12). Observou-se que o treinamento teve impacto significativo
somente na composicdo da Massa Magra total (kg), tendo promovido aumento na
composi¢ao da Massa Muscular total (kg) (p =0,0270) (Figura 12a) e ndo promovendo
alteracdes na composicao da Gordura Corporal total (kg) (p = 0,2515) (Figura 12b),
bem como na Massa 0ssea total (kg) (p = 0,6392) (Figura 12c).

5.4.3 Efeito do treinamento fisico sobre o consumo alimentar

Ao avaliar o efeito do TF sobre o consumo alimentar, ndo foi observada
diferenca estatistica significativa tanto entre os grupos bem como pelo tempo do TF

(baseline e semana 6), no que diz respeito ao percentual de adequag¢ao do consumo
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energético (p = 0,5595 e 0,3170, respectivamente) e proteico (p = 0,1832 e 0,3196,
respectivamente) (Figura 13), bem como no consumo de macronutrientes (Figura 14),
micronutrientes (Figura 15), &cidos graxos do tipo n-6 (p = 0,2918 e 0,3921,
respectivamente) e n-3 (p = 0,1874 e 0,6084, respectivamente), bem como a relagéao
n-6: n-3 (p = 0,9351 e 0,3413, respectivamente) (Figura 16).

Em relacdo aos acidos graxos totais verificou-se diferenca no consumo entre
0S grupos na semana 6 do exercicio apoés aplicacéo do pés-teste Bonferroni (P < 0,05);
enquanto os acidos graxos saturados ndo apresentaram diferenca significativa,
apenas mostrou ter reduzido 36% dos acidos graxos do tipo saturados no grupo CC
TR.

Figura 13 - Efeito do treinamento fisico no consumo energético proteico dos pacientes.
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Dados expressos como média + erro-padrdo. WSC TR (n=11); CC TR (n=12). * indica diferenca significativa entre a semana 6
e o baseline. # indica diferenca significativa entre os grupos.

Figura 14 - Efeito do treinamento fisico no consumo de macronutrientes pelos pacientes.
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Dados expressos como média + erro-padrdo. WSC TR (n=11); CC TR (n=12). * indica diferenca significativa entre a semana 6
e o0 baseline. # indica diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 15 - Efeito do treinamento fisico no consumo de micronutrientes pelos pacientes.
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Dados expressos como média + erro-padrdo. WSC TR (n=11); CC TR (n=12). * indica diferenca significativa entre a semana 6
e o0 baseline. # indica diferenca significativa entre os grupos.

Figura 16 - Efeito do treinamento fisico no consumo de acidos graxos do tipo n-3 e n-6 pelos
pacientes
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Dados expressos como média + erro-padrdo. WSC TR (n=11); CC TR (n=12). * indica diferenca significativa entre a semana 6
e o baseline. # indica diferenca significativa entre os grupos

5.4.4 Efeito do treinamento fisico sobre a morfologia do intestino grosso
(cd6lon)

A analise morfolégica dos cortes histolégicos do célon, realizada através da
contagem das células e seus diferentes tipos presentes na lamina prépria do célon
(Figuras 17 e 18) mostrou que o grupo CC SED apresenta celularidade maior em
relacdo ao WSC SED e CC TR (Figura 18); o grupo CC SED apresentou nimero maior
de eosindfilos em relagéo aos grupos CC TR, WSC TR e WSC SED (Figura 17a); em
relacéo aos plasmacitos houve diferenca entre os grupos WSC SED, CC SED e WSC
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TR, CC TR (Figura 17b); o numero de fibroblastos para o grupo CC SED foi maior em
relacdo aos grupos WSC SED, WSC TR e CC TR (Figura 17c).

Figura 17 - Numero de eosindfilos, plasmécitos e eosindéfilos na lamina prépria da mucosa do célon
retossigmoide de pacientes sedentarios e treinados.
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Dados expressos em média erro padrdo, p=nivel de significancia. WSC SED (n=5), WSC TR (n=4), CC SED (n=5); CC TR
(n=4). * indica diferenga significativa entre os grupos. a) * diferenca significativa entre CC SED e CC TR, WSC SED, WSC TR;
b) # diferenca significativa com o treinamento WSC SED vs WSC TR e CC SED vs CC TR; * diferenca significativa entre WSC
SED e CC SED; & diferenga significativa entre WSC TR vs CC SED. Diferenca estatistica entre os grupos = p<0,05.




Figura 18 - Celularidade na lamina prépria da mucosa do cdélon retossigméide de pacientes com cancer sem perda de peso e caquétcos
*sedentarios e treinados).
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WSC SED (n=5), WSC TR (n=4), CC SED (n=5); CC TR (n=4). (A, E) célon de paciente com cancer sem perda de peso sedentéario (WSC SED) — 10 x; 40 x; (B, F) célon de paciente com cancer
sem perda de peso treinado (WSC TR) — 10 x; 40 x. (C,G) célon de paciente caquético sedentario (CC SED) — 10 x; 40 x; (D, H) célon de paciente caquético treinado (CC TR) — 10 x; 40 x. Os
tecidos foram corados com hematoxilina; nimero de células na LP em 10 campos de cada amostra. Dados espressos em média + erro-padrédo. (I) Gréafico representativo do nimero de células
por grupo (ANOVA one-way). * indica diferenga significativa entre os grupos (p<0,05). Grafico representativo do nimero de células por grupo (ANOVA one-way). # diferenca significativa com o
treinamento WSC SED vs WSC TR e CC SED vs CC TR; * diferenca significativa entre WSC SED e CC SED; & diferenca significativa entre WSC SED vs CC TR e WSC TR vs CC SED. WSC

SED (n=5), WSC TR (n=4), CC SED (n=5); CC TR (n=4).
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5.4.5 Efeito do treinamento fisico sobre a expressao proteica de citocinas no
plasma dos pacientes

Ao avaliar na expressao proteica de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento nos pacientes treinados (ANEXO G — Tabela 8), ndo se encontrou

diferenca significativa entre os grupos, tampouco entre a baseline e semana 6 do TF.

Figura 17 - Expressao proteica de citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a) no plasma dos pacientes
treinados.
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Dados espressos em média + erro-padrdo. WSC TR (n=6) e CC TR (n=6). * indica diferenca significativa entre os grupos.

Apesar da diferenca ndo ser significativa, observou-se que ao final das 6
semanas do TF as citocinas inflamatérias IL-6 e TNFa mostram concentracdes
semelhantes em ambos grupos (Figura 19); o mesmo pode ser observado com as
guimiocinas CCL3 e CCL4 (Figura 20) e ao fator de crescimento G-CSF (Figura 21).

Figura 18 - Expressao proteica das quimiocinas CCL3 e CCL4 no plasma
dos pacientes treinados.

S -~ WSCTR ’g -~ WSC TR
£ -2 CCTR > -+ CCTR
2 10 & 40
~ I
~® =0
32 8 SE 30
-8 a g
Qe 3 %)
=8 6 s
E_ <t 204
3 03
38 4 o%
o © = 104
2 2 o
3 g
o 0
g o ' ; o . .
& 2>
'\\(\Q’ ’b(o "oé\ {bs\
g S Q¥ Q}Q
3 6‘2’6\ )

Dados espressos em média + erro-padrdo. WSC TR (n=6) e CC TR (n=6). * indica diferenca significativa entre os grupos.



60

Figura 19 - Expressao proteica do Fator de crescimento G-CSF no plasma dos pacientes treinados.

150-
c -~ WSC TR
T - CCTR
(o]
& 100
(@]
E
(@]
o
w504
)]
Q
)
0 T T
©
& N
& N
2 6®

Dados espressos em média + erro-padrdo. WSC TR (n=6) e CC TR (n=6). * indica diferenca significativa entre os grupos.

5.4.6 Efeito do treinamento fisico sobre a translocacédo bacteriana
(endotoxina)

Ao analisar todos os grupos na Baseline (Figura 22) pelo ANOVA one-way
encontramos  diferenga  significativa nas concentragbes da endotoxina
lipopolissacarideo (LPS) entre os grupos (p = 0,0413), entretanto, o pos-teste aplicado
"Dunn's Multiple Comparison Test" ndo detectou entre quais grupos essa diferenca

ocorre.

Figura 22 - Distribuicdo da concentra¢do sanguinea de LPS entre os grupos sedentérios e Baseline.
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Dados expressos em média terro padréo, p=nivel de significancia. *Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05)
WSC SED (n=12), WSC TR (n=10), CC SED (n=16); CC TR (n=9). * indica diferenga significativa entre os grupos.

Conforme observado na Figura 23, ao aplicar o teste ANOVA two-way, nao foi

possivel detectar diferenca estatistica nas concentracdes de LPS medidas pelo tempo
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do TF (p = 0,4839), tampouco entre os grupos WSC TR e CC TR, tanto na baseline

como na semana 6 do TF.

Figura 23 - Efeito do treinamento fisico na concentragédo sanguinea de LPS
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Dados expressos em média terro padrdo, p=nivel de significancia.
WSC SED (n=12), WSC TR (n=10), CC SED (n=16); CC TR (n=9).

5.4.7 Efeito do treinamento fisico sobre a microbiota dos pacientes

Inicialmente foi verificado o efeito do TF, com a anélise do sequenciamento
das bactérias da microbiota fecal dos pacientes com cancer (independente da
presenca da caquexia) submetidos ao PTF. Desta forma verificamos a presenca de
13 filos diferentes (Tabela 5), bem como sua abundéancia relativa (Figura 24) de acordo
com o tempo do TF (Baseline e Semana 6).

Os filos dominantes entre os pacientes foram Firmicutes (47,5%), Bacteroidetes
(42%), Proteobactéria (3,6%), Actinobacteria (2,2%), Fusobactéria (2,0%),
Verrucomicrobia (0,8%), Lentisphaerae (0,6%), Cyanobacteria (0,3%), Synergistetes
(0,3%), Tenericutes (0,3%), Euryarchaeota (0,1%), Elusimicrobia (0,1%). Foi possivel
observar que o TF parece aumentar a abundancia relativa de Bacteroidetes,
Euryarchaeota, Actinobacteria, Cyanobacteria, Lentisphaerae, Synergistetes,
Tenericutes e Verrucomicrobia; bem como diminuir a abundancia relativa de
Firmicutes, Elusimicrobia, Fusobacteria e Proteobacteria.

Apoés verificar que o TF exerceu alteragdes significativas na microbiota dos pacientes,
independente do grupo, analisamos qual o seu impacto de acordo com a presencga ou

a auséncia da caquexia.
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Tabela 5 - Abundancia relativa (%) dos filos da microbiota fecal dos pacientes com cancer pelo tempo
de treinamento fisico

Baseline | Semana 6 total
% % %
Euryarchaeota 0,1 0,2 0,1
Actinobacteria 1,4 3 2,2
Bacteroidetes 39,7 44,4 42
Cyanobacteria 0,1 0,6 0,3
Elusimicrobia 0,2 0 0,1
Firmicutes 50 45 47,5
Fusobacteria 2,2 1,8 2
Lentisphaerae 0,6 0,7 0,6
Proteobacteria 4 3,2 3,6
Synergistetes 0,3 0,4 0,3
™7 0 0 0
Tenericutes 0,2 0,3 0,3
Verrucomicrobia 1,2 0,4 0,8

Figura 24 - Prevaléncia e abundancia relativa dos filos da microbiota fecal pelo tempo de
treinamento fisico (Baseline e Semana 6).
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Figura 25 - Andlise Unifrac para avaliar as diferencas na estrutura das
comunidades bacterianas entre os grupos e o tempo do treinamento fisico.
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A analise de Unifrac (Figura 25), que avalia estatisticamente as diferencas na
estrutura das comunidades bacterianas entre os grupos e o tempo do TF, infelizmente,
nao separa 0s grupos claramente. Contudo, ainda ha diferencas significativas entre

0S grupos que podem ser observadas conforme mostrado nas outras analises

realizadas a sequir.

Conforme a andlise de Vishal (Figura 26), que separa os filos de bactérias
encontradas nos pacientes CC e WSC tanto na Baseline como na semana 6,
verificamos que WSC parecem mostrar maior presenga de Bacteriodetes
(representado em amarelo) do que CC em ambos os pontos de tempo (Baseline e
Semana 6), embora ambos 0s grupos estejam ganhando Bacteriodetes na semana 6
do TF. Os pacientes CC também parecem ter mais Verrucomicrobia, Proteobacteria e
Fusobacteria do que os WSC, embora estes filos sejam encontrados em uma

porcentagem baixa mesmo nos CC.
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Figura 20 - Andlise Vishal — Avalai¢cdo da abundéancia relativa dos filos entre os grupos e os tempos
do treinamento fisico.
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A partir do sequenciamento do DNA das bactérias das fezes dos pacientes foi
possivel constatar a presenca de diversas OTUs (Unidades Taxonbémicas
Operacionais) (em nexo G) significativamente abundantes conforme os grupos CC e
WSC e o tempo do TF (Baseline e semana 6), conforme mostrado na tabela 6 e 7 com
0s seus respectivos Fold-change (alteragbes em abundéancia relativa). A maioria delas

S&80 mais comuns nos pacientes com caquexia.

Ao analisar as diferengas entre os grupos no tempo Baseline do TF (Figura 26),
identificamos que a maioria das OTUs encontradas sdo mais comuns nos individuos
com caquexia. Entre as OTUs mais significativamente abundantes encontramos
Succinivibrio dextrinosolvens, Prevotella copri. Nos individuos com peso estavel,
apenas a Coprococcus eutactus é encontrada em maior abundancia em relacdo ao
CC.

Ao analisar as diferencas entre os grupos na semana 6 do TF, identificamos
gue entre as OTUs mais abundantes no CC e com diferencas significativas em relacao
aos pacientes WSC temos Fusobacterium mortiferum (p = 0,0002), Cloacibacillus
porcorum (p = 0,0030), Porphyromona endodontalis (0,0030), Anaerocella delicata (p
= 0,0030), Collinsella tanakaei (p = 0,0033), Fusobacterium nucleatum (p = 0,0040),
Eubacterium coprostanoligenes (p = 0,0041).



65

Tabela 6 - Valores de Fold change (em log de base 2) de cada gene que foi diferentemente expresso
em pelo menos um dos grupos na Baseline do treinamento fisico.

Fold
Change
(log2) Diregcao Espécies P
OTU_56 |-10.584.048 cC s__Succinivibrio_dextrinosolvens 0.0003534684
OTU_122|-10.116.491 CC s__ Prevotella_copri 0.0003690508
OTU_130 | -9.229.362 CcC s__Clostridium_leptum 0.0003690508
OTU_59 -9.774.393 cC s__Alloprevotella_rava 0.0004182076
OTU_154 | -9.716.623 cC s__Prevotella_oulorum 0.0004182076
OTU_117 | -9.471.676 CcC s__Alloprevotella_rava 0.0005215311
OTU_167 | -9.391.156 CC s__Elusimicrobium_minutum 0.0007190888
OTU_355| -9.199.607 cC s__Alloprevotella_rava 0.0009208243
OTU_35 -9.050.457 CcC s__Fusobacterium_mortiferum 0.0010910522
OTU_187 | -8.439.634 CcC s__Prevotella_oris 0.0013673037
OTU_127 | -8.163.974 cC s__Owenweeksia_hongkongensis 0.0037470005
OTU_233 | -7.923.578 CcC s__Indibacter_alkaliphilus 0.0044626715
OTU_248 | -8.004.716 CcC s__Barnesiella_intestinihominis 0.0045323954
oTu_87 7.103.056| WSC |s__Coprococcus_eutactus 0.0053223343
OTU_238 | -7.824.567 CcC s__Intestinimonas_butyriciproducens | 0.0053223343
OTU_180 | -7.742.486 CcC s__Faecalitalea_cylindroides 0.0053633059
OTU_175| -7.656.175 CcC s__Ruminococcus_champanellensis |0.0053633059
OTU_120| -6.777.186 CcC s__Eubacterium_coprostanoligenes |0.0059826033

Tabela 7 - Valores de Fold change (em log de base 2) de cada gene que foi diferentemente expresso
em pelo menos um dos grupos na semana 6 do treinamento fisico.

Fold

Change

(log2) Diregao Espécies ¢}
OTU_35 -9.725.662 CcC s__Fusobacterium_mortiferum 0.0001948495
OTU_101| -8.200.027 CC s__Cloacibacillus_porcorum 0.0030347547
OTU_55 -8.114.068 CC s__Fusobacterium_mortiferum 0.0030347547
OTU_228 | -8.525.746 CcC s__Porphyromonas_endodontalis 0.0030347547
OTU_90 -8.145.730 CcC s__Anaerocella_delicata 0.0030347547
OTU_159 | -8.008.560 CC s__Collinsella_tanakaei 0.0033157523
OTU_170 | -7.045.783 CcC s__Fusobacterium_nucleatum 0.0040190924
OoTu_161| -7.743.392 CcC s__Eubacterium_coprostanoligenes |0.0041272986
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6 DISCUSSAO

Aproximadamente 50% dos pacientes com cancer apresentam caquexia, que
afeta sobremaneira a sobrevida e a qualidade de vida (FEARON; MOSES, 2002).
Apesar de descrita ha séeculos, e de todos os esforcos na pesquisa basica e clinica,
0S mecanismos que deflagram a caquexia ndo estdo completamente elucidados
(FEARON et al., 2011) permanecendo como um problema de saude publica mundial,
imprecisamente  diagnosticado e, em consequéncia, raramente tratado
(SEELAENDER et al., 2012). Muito se especula sobre quais mecanismos deflagram
a caquexia (ARGILES et al., 2010; TISDALE et al., 2009).

Atualmente, a caquexia é concebida como uma sindrome que atinge diversos
orgaos (tecido muscular, tecido adiposo, figado, coracdo, sistema nervoso e trato
digestorio), mantendo o organismo em um estado inflamatério sistémico e crénico, e
promove um aumento de citocinas inflamatoérias (ARGILES et al., 2014).

Diante dos resultados prévios do nosso grupo, que demonstram a acao anti-
inflamatoria do exercicio em pacientes com caquexia associada ao cancer, tivemos
como propaosito analisar tanto as alteracfes que a caquexia promove no organismo,
como também aquelas que o exercicio pode promover no intestino (célon) e na
microbiota dos pacientes, uma vez que a literatura mostra que o intestino € um 6rgéao
com participacao ativa no sistema imunolégico (GOLDSZMID; TRINCHIERI, 2012;
HOGENOVA et al., 2011; NATIVIDAD; VERDU, 2013).

As células epiteliais do intestino e suas juncdes formam uma barreira fisica
contra as bactérias locais (ARTIS, 2008). A inflamac&o intestinal conduz a
permeabilidade intestinal (disfuncéo da barreira epitelial do intestino) e a liberacéo de
citocinas pro-inflamatdrias, o que pode agravar a lesdo da mucosa e exacerbar a
inflamacéo sistémica na presenca de outras fontes de inflamacéo, além de contribuir
para a anorexia, perda de massa muscular e outras alteracbes metabdlicas
observadas na caquexia (JIANG et al., 2014; NATIVIDAD; VERDU, 2013). Abaixo do
epitélio, a mucosa intestinal € constituida por varias linhagens de células, incluindo
células do sistema imunitario inato e adaptativo, que também colaboram para
estabelecer um sistema simbidtico com a microbiota (ARTIS, 2008). Por isso, um
tratamento que apresente uma acdo anti-inflamatéria no organismo de forma
sistémica e que permita manter a integridade da barreira intestinal e o equilibrio da

microbiota pode ajudar a minimizar os sintomas da caquexia associada ao cancer



67

(CERDA et al., 2016; COOK et al., 2016; NATIVIDAD; VERDU, 2013; VARIAN et al.,
2016).

Diversos autores (CRAWFORD, 2016; LAVIANO et al., 2011; MAURICIO et al.,
2013; UTECH et al., 2012) evidenciam a magnitude em descrever a real reducao da
ingestao alimentar experimentada pelos pacientes caquéticos, sendo imprescindivel
para isto uma avaliacdo eficaz da ingestdo alimentar bem como da anorexia. Neste
sentido, a investigagao do padréo nutricional dos pacientes com caquexia foi efetuada,
com o intuito de investigar tanto se a presenca da caquexia, bem como o tratamento

com o TF, altera o consumo alimentar destes pacientes.

A associacdo entre o baixo peso corporal e a mortalidade é substancial e
confirmada por quase todos os estudos disponiveis sobre este tema (MARTIN et al.,
2015). O indice de massa corporal (IMC) € uma importante ferramenta avaliadora do
estado nutricional do paciente e, além disso, estd entre os diversos marcadores
propostos para o diagnostico da caquexia (EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011).
Contudo, apesar dos pacientes com caquexia apresentarem o valor de IMC menor
dos demais grupos, tais valores nao estao abaixo do valor de referéncia (CC SED =
22,79 + 0,72 kg/m2 e CC TR = 23,85 + 0,78 kg/m?), que segundo Evans et al. (2008)
deve estar abaixo de 20 kg/m2 e ainda, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), considera-se classificacdo de baixo-peso para a populagdo adulta quando o
IMC esta abaixo de 20 kg/m?, e para populacdo idosa quando estid abaixo de 22
kg/m?2). No grupo WSC, verificamos pela média do IMC (WSC SED = 26,25 + 1,28
kg/m2e WSC TR = 27,66 + 0,99 kg/m?3) que os pacientes se classificam em sobrepeso
(segundo a OMS). Isso nos conduz a reflexdo sobre o impacto da classificacéo
nutricional destes pacientes baseando-se apenas no IMC, uma vez que a prevaléncia
de sobrepeso e obesidade na populacdo vem aumentando a cada dia. Todos o0s
individuos com IMC superior a 30 kg/m2 foram excluidos do grupo pelo fator obesidade
(OMS), uma vez que sua condigdo induz inflamagé&o sistémica e outras morbidades
associadas que representariam viés no estudo, posto que seria impossivel atribuir &
caquexia isoladamente a indugéo da inflamacgéo.

O fato do paciente apresentar um IMC eutrofico e saudavel no momento do
recrutamento ndo anula a relevancia da perda de peso por ele apresentada dos
altimos 6 meses, uma vez que 0S NOSSOS pacientes com caguexia mostram reducao

superior a 5% de peso em 6 meses, de forma abrupta e involuntaria. Segundo Blum
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et al. (2011), apenas a perda de massa corporal e o IMC ndo sao insuficientes para
identificar pacientes em estagio de pré-caquexia, 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. Para Evans et al. (2008) e Fearon et al. (2011), é necessario que o paciente
tenha perda de peso superior a 5% de seu peso corporal nos ultimos 12 meses ou
IMC indicativo de baixo peso; porém estes fatores devem ser acompanhados de pelo
menos mais trés critérios alterados, entre fatores bioquimicos, perda de massa livre
de gordura, fadiga, anorexia; ndo devendo ser o IMC um fator Unico, exclusivo e

determinante para o diagndstico da sindrome.

O estado nutricional tem um efeito importante na qualidade de vida e na
sensacdo de bem-estar em pacientes com cancer (HUHMANN; CUNNINGHAM,
2005). Por isso a perda de peso involuntaria presente na caquexia, muitas vezes afeta
a qualidade de vida (BOZZETTI, 2009; ESCAMILLA; JARRETT, 2016). Nossos
achados corroboram estes dados da literatura, posto que a pontuacédo obtida no
guestionario referente a qualidade de vida (EORTC QLQC-C30) apresentou-se menor
no grupo com caquexia, quando comparada com o grupo ndo caquético, indicando

que a qualidade de vida é afetada negativamente nesses pacientes.

Para Laviano et al. (2011), em seres humanos, a regulacdo do comportamento
alimentar é determinada pelo envolvimento extensivo de fatores sensoriais e
cognitivos. Pérez-Jiménez et al. (2011) acreditam que pacientes com cancer podem
desenvolver aversdo alimentar com frequéncia (influéncia cognitiva sobre o
comportamento alimentar), o que contribui para a desregulacdo do apetite e para falha
de sinais que desencadeiam respostas anorexigenas e até mesmo para a desnutricao.
O potencial de influéncia da ingestdo de alimentos na anorexia foi observado nos
resultados obtidos pela analise da pontuacdo anoréxica (FAACT - anorexia), que
apresentou valores no grupo caquético, comparados aos nao caquéticos. A anorexia
pode decorrer da incapacidade do hipotalamo em responder apropriadamente a sinais

periféricos, indicativos de um déficit de energia (LAVIANO et al., 2011).

Nossos achados confirmam que a caquexia do cancer € caracterizada por
anorexia (perda espontanea e nao intencional de apetite), fadiga e perda de peso

corporal. De acordo com Koichi et al. (2016), esses fatores séo considerados fatores-
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chave na caquexia. Além disso, tais fatores também foram fortemente associados a

reducdo na qualidade de vida.

Segundo Liedman et al. (2001), a identificagdo correta e, 0 consequente
controle dos sintomas de pacientes com caquexia associada ao cancer, pode
melhorar a qualidade de vida, a composicdo corporal e a ingestdo de alimentos em
pacientes com cancer gastrico. O questiondrio EORTC QLQC-STO22 avalia
justamente a qualidade de vida em relacdo a ingestao alimentar de pacientes com
cancer gastrico, ndo tendo apresentado diferenca de pontuacdo entre 0s grupos,
provavelmente pelo fato da maioria da amostra de pacientes deste trabalho possuir
localizagdo tumoral intestinal (apenas 15% dos pacientes participaram do Nnosso
estudo possuem cancer gastrico). As exce¢des foram concedidas para os pacientes
gue aderiram ao grupo do PTF, composto por 46,87% de pacientes com cancer
gastrico. Contudo, mesmo dentro deste grupo, o questionario EORTC QLQC-STO22
nao apresentou diferenca significativa entre os grupos de cancer com caquexia e sem

caquexia.

E importante enfatizar que a anorexia no cancer tem diversas causas; Segundo
Ezeoke e Morley (2015), as causas centrais da anorexia podem incluir uma variedade
de alteracdes nos neurotransmissores centrais e a causa primaria é muitas vezes um
aumento das citocinas proé-inflamatérias ou um aumento do lactato sérico. Embora
nossos dados nao tenham fornecido informacdes sobre a concentracdo de lactato,
houve em relacao as citocinas, um aumento significativo na concentracdo plasmética

de IL-6 no grupo com caquexia.

Ensaios bioquimicos sugerem gue a inflamacéo sistémica é um cofator vultuoso
neste processo de perda de peso involuntaria em conjunto com outros fatores como a
desnutricdo e a anemia (KONISHI et al., 2016). Corroborando esta observacgao, os
pacientes do presente trabalho classificados com caquexia que, além de
apresentarem perda de peso involuntaria nos uGltimos 6 meses abaixo de 5% (perda
meédia = 5,875%), também apresentaram indicadores de inflamacdo (PCR acima de
5,0 mg/L), anemia (hemoglobina abaixo de 12 g/dl), dados de classificacdo em
conformidade a definicdo no consenso de caquexia (EVANS et al., 2008). Podemos
considerar ainda que, apesar de ndo haver diferenca significativa na concentracao de
albumina sérica entre os grupos, 41% dos CC SED e 38,46% dos CC TR podem
apresentar desnutricdo pela identificacdo da baixa concentracdo de albumina (Para
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Evans et al. (2008) albumina abaixo de 3,2 g/dl ja é considerada um dos fatores de
inclusdo na classificacdo da caquexia). A desnutricdo energético-proteica € muito
prevalente no paciente oncolégico, e acarreta diminuicdo da qualidade de vida, da
sobrevida e da tolerancia ao tratamento (BALDWIN, 2011; MUSCARITOLI et al.,
2010). Segundo Kowata et al. (2009), o paciente com caquexia ndo desprende
potencial para manter ou reduzir o catabolismo dos musculos em resposta a reduzida
ingesta de nitrogénio (balanco nitrogenado alimentar) levando a deple¢éo de proteina
e, Como consequéncia, atrofia muscular e hipoalbuminemia (KOWATA et al., 2009).

Vale ressaltar que a albumina € uma proteina de fase aguda negativa, sua
diminuicdo no plasma parece ocorrer devido a uma inibicdo hepatica mediada por
outras proteinas relacionadas a inflamacéo ou devido a necessidade do figado em
aumentar a sintese das proteinas de fase aguda positivas, desprendendo de uma
maior disponibilidade de aminoacidos, gerando degradacdo da prépria albumina
(DON; KAYSEN, 2004; KASPAR et al., 2016; MARGARSON; SONI, 1998; YAMADA
et al., 2016).

Em conformidade com nossos achados, estudos anteriores relataram aumento
da concentracdo de PCR e IL-6 no paciente caquético; Blum et al. (2011) discutem
gue marcadores clinicos sdo sinais-chave para lipdlise e protedlise. Proteinas
hepaticas de fase aguda (proteina C reativa) tém sido utilizadas tradicionalmente
como marcador clinico para a avaliar inflamacao sistémica, apesar de também ser
sensivel as infec¢des casuais (FEARON et al., 2011). O uso de PCR como marcador
genérico para inflamacdo sistémica no presente estudo ndo exclui o teste de
marcadores alternativos (EVANS et al., 2008; FEARON; MOSES, 2002; HU et al.,
2016).

Ao fazer a correlagdo entre a perda de massa corporal presente no paciente
com caquexia e seu consumo alimentar energético e proteico (identificados como %
de adequacdo energética e % de adequacdo proteica a partir das analises do
recordatorio alimentar de 24 h), verificamos que 0 consumo energético nao teve
correlacdo significativa com a perda de massa corporal e 0 mesmo padrdo foi
encontrado ao correlacionar esse parametro com 0 consumo proteico. Em
contrapartida, ao avaliar a correlagdo existente entre a perda de massa corporal
presente no paciente com caquexia e inflamacdo sistémica, verificamos uma
correlacdo positiva entre a perda de massa corporal e a citocina inflamatoria IL-6 e

uma tendéncia positiva na correlagdo entre esta perda massa corporal e a citocina
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TNF-a. Estes resultados corroboram os achados na literatura (KOICHI et al., 2016;
MARTIN, 2016; MARTIN et al., 2015; PETERSON; MOZER, 2017) que afirmam a
importancia do impacto da inflamacéo na perda de peso dos pacientes com caquexia.
Segundo Patel e Patel (2017), o TNF-a é um gatilho para mecanismos que conduzem
a caguexia, desde a perda de massa muscular até as alteracées no metabolismo de

carboidratos, proteinas e lipideos.

Diversos pesquisadores (CARO; LAVIANO; PICHARD, 2007; EVANS et al.,
2008; HUHMANN; CUNNINGHAM, 2005; KONISHI et al, 2016; LAVIANO et al., 2011,
MARTIN, 2016) demonstram que no cancer, o metabolismo do hospedeiro é alterado:
h& intensificacdo da protedlise e lipolise, enquanto a sintese de proteinas musculares
€ deprimida, resultando em perda de massa corporal magra e tecido adiposo e
contribuindo para deflagrar a energia. Ao mesmo tempo, a ingestédo de alimentos dos
pacientes geralmente ndo é aumentada, promovendo assim mais desprendimento
energético (HUHMANN; CUNNINGHAM, 2005; LAVIANO et al., 2011). A desnutricao
relacionada ao cancer pode evoluir para a caquexia do cancer por complexas
interacdes entre citocinas pro-inflamatérias e o metabolismo do hospedeiro; quando
os efeitos prejudiciais da protedlise, lipdlise e ingestédo alimentar sensibilizam o estado
nutricional, se tornam clinicamente aparentes e, desta forma caquexia comeca a ser
estabelecida (CARO; LAVIANO; PICHARD, 2007).

Apesar da importancia da recomendacéao e da avaliacdo da dieta, ndo ha ainda
um consenso quanto a forma de mensuracdo da ingestdo alimentar e tampouco
critérios diagndsticos associados a parametros especificos para a caquexia de forma
a mensurar sua real e total necessidade energética (FEARON et al., 2011). Do ponto
de vista clinico (KONISHI et al., 2016), a eficacia limitada do suporte nutricional na
caquexia pode ser explicada pela natureza multifatorial desta condicdo. E bem
conhecido que a desnutricdo é uma questdo mais comum e importante no cancer
colorretal do que em muitos outros tipos comuns de cancer, e representa um
importante fator de risco pré-operatorio. Mauricio et al. (2013) relataram que ndo ha
evidéncia suficiente para concluir se, ou de que forma, a deficiéncia nutricional pode

causar ou predispor individuos ao cancer.

Em relagdo ao consumo energético, observamos que, apesar de ndo haver
diferenca significativa de consumo entre 0s grupos com e sem caquexia, ambos os

grupos apresentaram um consumo energético abaixo do recomendado para suas
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necessidades (em torno de 75% da adequacéo energética em ambos grupos). Em
paralelo, observamos que mesmo com 0 consumo energético baixo, somente o grupo
com caguexia apresentou a perda de peso, estando em concordancia com Porporato
(2016) que relata ser necessaria uma abordagem sistémica, sem eliminar a
contribuicdo de cada 6rgao ou tecido na patogénese da caquexia, uma vez que ela
apresenta multiplas alteracfes moleculares e metabdlicas.

Quanto ao consumo proteico, 0 grupo com caquexia apresentou um consumo
significativamente menor do que o0 grupo cancer sem perda de peso. Em
contrapartida, ndo houve nenhuma correlagéo, conforme mencionado anteriormente,
entre este consumo proteico e a perda de massa corporal nos pacientes com
caquexia, de forma a figurar que nos pacientes caquéticos este consumo de proteinas
(mesmo baixo) ndo esté afetando diretamente a perda de peso.

Nossos dados de correlacéo entre o consumo de proteina (% de adequacao
proteica) e as concentracfes de albumina no sangue dos pacientes com caquexia,
demonstraram auséncia de correlagdo positiva entre estas variaveis, ou seja, 0
consumo de proteinas pelos pacientes com caquexia ndo tem influéncia sobre a
concentracdo de albumina. Em conformidade com estes dados, alguns autores
relatam que a caquexia difere da desnutricdo, uma vez que a sindrome ndo pode ser
revertida por apoio nutricional adequado e/ou pela superacdo de problemas de
absorcao ou utilizac&do de nutrientes (BLUM et al., 2011; PETERSON; MOZER, 2017).
O mesmo padrao foi encontrado na correlagdo entre o consumo de Ferro e a
hemoglobina sérica, que também demonstrou auséncia de correlacdo positiva. Esses
dados sugerem a possibilidade de ma absorc¢éo intestinal, conforme Cozon (2014),
gue menciona que microrganismos patogénicos ou dishiose intestinal podem

comprometer a absorcao de ferro.

Em relacdo ao consumo de carboidratos, ndo houve diferenca significativa no
consumo de carboidratos totais entre os grupos, apesar disso, considerando que a
OMS sugere gue os carboidratos componham 55-75% do consumo energético diario,
verificamos que o consumo dos pacientes com cancer sem perda de peso estava
abaixo das recomendacgdes (48,13 + 3,45% do consumo energético), enquanto 0s
pacientes com caquexia mostraram o consumo adequado (55,84 + 2,962% do
consumo energético). Apesar disso, o consumo de carboidratos simples (agucar)

apresentou tendéncia (p = 0,0630) em estar aumentado nos pacientes com caquexia.
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Uma dieta com maior consumo de carboidrato refinado (agucar) e pobre em graos
integrais, frutas e vegetais tem sido referida como como fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de célon (CHATENOUD et al., 1999; FERNANDEZ;
GALLUS; LA VECCHIA, 2006). Estudos mais recentes relatam ainda a associacao do
metabolismo dos carboidratos da dieta com a microbiota, envolvendo aumento da
producdo de gases e acidos graxos de cadeia curta; as bactérias no intestino grosso
dependem principalmente de substratos dietéticos que n&do sdo digeridos no trato
digestivo superior para sobrevivéncia; a fermentacdo das fibras (provindas de
carboidratos complexos) pelas bactérias produz metabolitos geralmente benéficos
(ROWLAND et al., 2017).

N&o foi apresentada diferenca significativa no consumo de gorduras entre 0s
dois grupos (tanto totais, bem como das saturadas, mono e poli-insaturadas), e as
propor¢cdes de consumo em ambos 0S grupos estava de acordo com as
recomendacdes da OMS, sendo representada por lipidios entre 15% e 30% do total
caldrico da dieta, os acidos graxos saturados devem estar entre 0% e 10% e os poli-
insaturados entre 3% e 7%. Para os acidos graxos monoinsaturados ndo ha limites
definidos pela OMS.

Considerando Trumbo et al., (2002), para 0 consumo dietético de referéncia
(DRIs) para os micronutrientes, foi possivel observar que o Ferro esta abaixo da
necessidade diaria para populacdo feminina (que representa 50% em ambos o0s
grupos); o Selénio apresentou seu valor médio abaixo do valor de referéncia de 65mcg
no grupo com caquexia (60,49 + 9,797mcg); o de vitamina D, influente em aumentar
a incidéncia de neoplasias (GARLAND; GARLAND; GORHAM, 1999) apresentou-se
abaixo do valor de referéncia de 200 Ul em ambos os grupos. Para a relacéo n-6/n-3
que, segundo Trumbo et al. (2002) determina um efeito anti-inflamatério no organismo
guando abaixo de 5:1, encontramos em ambos 0s grupos esta relacdo acima destes
valores de referéncia, sendo que 85% dos CC apresentavam esta relacdo acima de
7, um valor de referéncia pro-inflamatorio.

O diagnostico da caquexia em seus estagios iniciais € primordial para o
sucesso do tratamento, pois uma vez ja instalada, ela reduz a efetividade dos
medicamentos (q Ulmioterapicos e radioterapicos) e € resistente ao suporte
nutricional. Nesse sentido, a atividade fisica tem sido proposta como um tratamento
para atenuar a caquexia, uma vez que a condicdo esta associada a uma reducéo

significativa na for¢ca muscular e resisténcia (PETERSON; MOZER, 2017). Em acordo
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com esse pressuposto, nossos resultados apresentam o efeito do treinamento fisico
na composicao corporal (aferida pelo DEXA) mostrando sua promoc¢do no aumento
da composicdo da Massa Muscular total (Figura 6a) sem, contudo, alterar a
composicdo da Gordura Corporal total, bem como na Massa 0ssea total (Figura 6c).

A associacdo entre a composicao corporal e o efeito do treinamento fisico nos
grupos mostrou que, em divergéncia dos trabalhos que apresentam a caquexia como
uma sindrome caracterizada pela perda de massa muscular (ARGILES et al., 2010;
BRUGGEMAN et al., 2016; EVANS et al., 2008; GRAUL, STYRIDER; SORBERA,
2016), nao houve diferenca na composicédo de massa magra (muscular) total entre os
grupos com caquexia daqueles com cancer sem perda de peso. Além disso, houve
um aumento significativo na composicdo da massa magra (muscular) apos as 6
semanas de treinamento em ambos os grupos (Figura 5b). A composi¢éo da gordura
corporal apresentou-se menor no grupo com caquexia, confirmando sua inclusao
dentro dos critérios adotados para o diagnostico da caquexia (EVANS et al., 2008;
FEARON et al., 2011), e n&o resultou em alteragcdes com a aplicagcédo do treinamento
fisico. Portanto, o treinamento fisico pode estar contribuindo ndo apenas com o
aumento da massa muscular, como também com a descontinuacdo da reducéo de
gordura corporal provocada pela caguexia.

Evidencias consolidadas em nosso grupo (DONATTO et al., 2013; LIRA et al.,
2009; MATOS-NETO, 2016), tanto em animais como em humanos, bem como na
literatura (BILSK et al., 2016; NIMMO et al., 2013; PETERSEN; PEDERSEN, 2005)
explanam a acao benéfica do treinamento fisico na inflamacao sistémica, modulando
as citocinas bem como as proteinas de fase aguda positivas (PCR) e negativas

(albumina).

A este respeito, verificamos que com o TF, a PCR no grupo com caquexia
atingiu na semana 6 um valor aproximado ao dos pacientes com cancer sem perda
de peso, apesar da diferenca nao ter sido estatistica. E 0 mesmo pode ser observado
com a IL-6 (Figura 4c), que néo sofreu alteragao significativa, mas atingiu na semana
6 uma concentragdo mais parecida com a dos pacientes com cancer sem perda de
peso. Evidenciamos, assim, a supremacia do exercicio em alterar o percurso da
inflamac&o sistémica e cronica do paciente com caquexia, restabelecendo seu perfil
inflamatorio de forma a tornar mais semelhante ao do paciente com cancer sem perda

de peso.
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Adicionalmente, verificamos que o TF favoreceu uma reducdo de 9,1% de
individuos caquéticos com concentracdes de albumina abaixo de 3,2 g/dL, valor de
referéncia para inclusdo na classificagdo da caquexia (EVANS et al.,, 2008);
promovendo um aumento médio em suas concentracdes séricas de 18,9% no grupo
com caquexia, e 19,5% no grupo cancer sem caquexia. Enfatizamos que estes valores
apresentam o treinamento fisico como sendo elementar para a melhora do quadro
clinico dos pacientes de ambos os grupos. Contudo, essas mudancas ndo foram
estatisticamente significativas.

Posteriormente, verificamos através do consumo alimentar dos pacientes que
o TF ndo promoveu mudancas no consumo de energia, proteina e carboidrato, bem
como de alguns micronutrientes.

Por outro lado, a diferenca no consumo de lipideos totais entre os grupos na
semana 6 do TF mostra que houve reducao neste consumo nos CC TR e aumento
nos WSC TR. Além disso, verificamos que os pacientes com caquexia reduziram o
consumo médio dos acidos graxos do tipo saturados em 35,8%. De acordo com Lipina
e Hundal (2016) os acidos graxos dos tipos saturados e insaturados possuem funcées
diferentes na regulacdo da massa muscular esquelética; sendo os saturados
promissores da atrofia pelo aumento e ativacdo de citocinas e vias metabdlicas pro-
inflamatorias, enquanto os do tipo insaturados previnem a atrofia muscular. Da mesma
forma, a quantidade e o tipo de acidos graxos pode influenciar também na eubiose
(equilibrio da microbiota) do intestino (WEISS; HANNET, 2017). Podemos considerar
que, o efeito do treinamento fisico, tanto sistemicamente, como melhorando o perfil
de consumo lipidico, pode estar contribuindo na melhora da composic¢ao corporal dos
pacientes com caquexia.

Vale destacar ainda que, apesar do treinamento fisico ndo ter induzido
alteracdes significativas em relagdo ao consumo de micronutrientes constatamos que
0S pacientes caguéticos atingiram na semana 6 do treinamento fisico um consumo
meédio de vitamina E agrupado ao grupo cancer sem perda de peso. Contudo, a
guantidade de vitamina E atingida também n&o atende as recomendacdes, conforme
Trumbo et al. (2002), para as DRIs (Dietary Reference Intakes - Referencia de
Ingestéo Diaria).

As alteracdes dos parametros antropomeétricos promovida pelo treinamento
fisico, nos pacientes com caquexia, bem como a identificacdo de alteracdes

bioguimicas e de comportamento alimentar desta populacdo, podem estar
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contribuindo com a melhora do quadro geral da caquexia e, nos impulsiona a
investigar o impacto que ele pode estar exercendo em outros 6rgaos que, de alguma
forma, facam parte da etiologia da caquexia.

Entre varios outros efeitos, o exercicio fisico resulta em um aumento na
secrecdo de substancias relacionadas com a homeostasia do trato digestorio
(OLIVEIRA; BURINIA, 2009). Estes efeitos sdo provavelmente mediados por
alteragdes no fluxo sanguineo gastrointestinal e motilidade, mas fatores mecéanicos
puros e alteragdes neuroendocrinas também podem estar envolvidos (SIMREN,
2002).

O trato gastrointestinal é revestido com muco segregado por células
caliciformes que, além de construir uma barreira fisica, € uma fonte de nutrientes para
bactérias intestinais (WEISS; HANNET, 2017).

O sistema imunologico permite uma relacdo simbidtica com a microbiota
comensal, mantendo uma homeostase néo-inflamatéria. Os esforcos para preservar
a integridade da barreira epitelial intestinal e / ou limitar a inflamacao intestinal em
pacientes com cancer podem ajudar a evitar as alteragcbes metabdlicas graves
associadas a caquexia (SUN; KATO, 2016).

As células imunes que residem abaixo do epitélio na lamina prépria (LP) se
ativam quando a barreira epitelial for rompida por patégenos potenciais (OLSZAK et
al., 2012). Assim, o sistema imune intestinal deve manter constantemente um delicado
equilibrio entre a tolerancia a comensais e imunidade contra bactérias patogénicas.
Um desequilibrio nesta regulacédo resulta em condi¢cdes inflamatoérias do intestino
(CHENG et al., 2014).

Desta forma foi possivel detectar em nossos resultados que o grupo CC SED
apresentou um desequilibrio neste controle, como demonstra a presenca de infiltrados
celulares encontrados na LP do intestino em numero significativamente maior do que
nos grupos WSC SED, WSC TR e CC TR.

Aléem disso, a diferenca apresentada da celularidade na LP entre os grupos
WSC SED vs. WSC TR e CC SED vs. TR em paralelo a auséncia de diferenca nesse
parametro entre CC TR e WSC TR, nos mostra que o treinamento fisico promoveu
reducd@o no nimero de infiltrados celulares na LP do intestino dos pacientes, presentes
em maior nimero nos pacientes caquéticos; e também restabeleceu o niamero de

células na LP dos CC TR tornando-o mais semelhante a dos WSC TR.



77

A associacao entre aumento do namero de eosinéfilos na mucosa do célon com
doencas inflamatérias do intestino foi destacada nos trabalhos de Carvalho et al.
(2003) e Rothenberg (2004). Corroborando esta observagéo, o numero de eosindfilos
e de fibroblastos na LP dos pacientes mostrou estar mais elevado no grupo CC SED
em relacéo a todos os outros grupos (CC TR, WSC SED WSC TR) e que 0o CC TR em
relacdo aos grupos WSC TR e SED nao apresentou diferenca. Esse resultado permite
mostrar que tanto o treinamento fisico, quanto a auséncia da caquexia, podem ser
fatores contribuintes para um menor nimero de eosindfilos e de fibroblastos na lamina
prépria do intestino.

O aumento de eosindfilos no coélon pode ocorrer por diversos motivos, como
por infeccdes helminticas, doenca inflamatoria do intestino, doengca autoimune,
doenca celiaca, reacbes medicamentosas, esofagite de refluxo, doencas do tecido
conectivo e malignidade; e pode vir a causar perda de peso, vomitos, dor abdominal
e diarreia (ALFADDA; STORR; SHAFFER, 2010). Para Masterson et al. (2015), o
aumento da presenca de eosinoéfilos nos estagios iniciais da inflamac¢éo da mucosa
pode ndo ser necessariamente um indicador da doencga, mas sim uma resposta do
hospedeiro, promovendo a cicatrizacdo da mucosa e um caminho para retornar a
homeostase.

Roulis e Flavell (2016) enfatizam o papel dos fibroblastos intestinais sobre a
lesdo epitelial aguda ou crbnica, no contexto da fibrose, em condi¢fes inflamatérias
crdnicas, como doencas Inflamatdrias Intestinais (IBD) e cancer. Em resposta a leséo,
os fibroblastos migram para a ferida e reorganizam a MEC, estimulando a produc¢éo
de colageno e o desenvolvimento de fibras de estresse em fibroblastos. Portanto,
podemos considerar que uma maior migracdo de fibroblastos no tecido intestinal é
indicativa de alguma necessidade local de reparacao tecidual.

Em relacdo ao numero de plasmécitos na LP do célon dos pacientes,
verificamos que WSC TR mostram um numero menor em relacdo ao WSC SED, da
mesma forma que CC TR em relacdo ao CC SED, indicando a possibilidade do
treinamento fisico estar promovendo esta reducéo de plasmacitos na LP do célon de
pacientes com e sem caguexia. No nosso organismo, cerca de 80% dos plasmacitos
se localizam na lamina prépria do intestino e, de acordo com achados na literatura
(BANERJEE; GERONDAKIS, 2007; HVAS et al., 2007; SARTOR, 2008), em
individuos saudaveis, a microbiota ativa uma sequéncia de respostas homeostaticas

através das células epiteliais, macréfagos, células dendriticas, linfécitos T e
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B/plasmacitos, permitindo, dessa forma, a coexisténcia com microrganismos e
produtos bacterianos potencialmente toxicos; além de resposta imune que produzem
tolerancia imunoldgica em hospedeiros saudaveis, levando a secrecdo de IgA pelos
plasmadcitos. Uma das mais importantes funcbes da IgA é de neutralizacdo dos
microrganismos, ligando-se a receptores na sua superficie e impedindo a interacéao
com as células do hospedeiro (SARTOR, 2008).

Conforme foi mencionado, o treinamento fisico exerce um papel chave na
redugéo da inflamag&o sistémica do organismo. Sendo assim, ele contribui com a
reducado da inflamacao de diversos tecidos. Levando em consideracao que o TF esta
contribuindo com a reducédo da inflamacdo no intestino, ndo ha recrutamento de
plasmacitos (para producgéo de IgA) para o local, mostrando consisténcia em nossos
achados.

Neste contexto, é importante considerar que a resposta imune nos tecidos
depende nao apenas das células inflamatérias ou adaptativas do sistema imunitario,
mas também de outras células nesse tecido ou microambiente, incluindo células
epiteliais especializadas, fibroblastos, células endoteliais e adipécitos; e que a
interacdo entre o0s receptores das células epiteliais ou mucosa intestinal com as
bactérias ou endotoxinas bacterianas revela o impacto que a populacdo bacteriana
comensal (microbiota) exerce na imunidade e inflamacdo local (GOLDSZMID;
TRINCHIERI, 2012; ROY; TRINCHIERI, 2017).

Pode-se inclusive aumentar a endotoxemia, através da translocacdo de
lipopolissacarideo (LPS) encontrados na membrana celular externa de bactérias
intestinais gram negativas (CANI et al., 2007), devido a permeabilidade intestinal. Este
LPS circulante pode se ligar aos receptores TLR-4 (Toll-like receptor 4) dando o gatilho
para a inflamacéo sistémica pela ativacado da via NF-kB e inducdo da secrecédo de
citocinas pré-inflamatérias (NAKAMURA; OMAYE, 2012; SHI et al., 2006). No entanto,
nossos resultados encontrados sobre o impacto do treinamento fisico nas
concentracbes de LPS, n&o revelaram dados significativos e consistentes que
comprovem que o treinamento fisico possa ter contribuido com melhora da inflamacéo

através da reducdo da permeabilidade intestinal.

Diversos experimentos em modelo de caquexia animal do nosso laboratério
tém revelado consistentemente uma acdo anti-inflamatéria sistémica e local do
treinamento fisico (DONATTO et al., 2013; LIRA et al, 2010, 2012) e mais
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recentemente, foi verificada esta acdo também em pacientes com caquexia (MATOS-
NETO, 2016). Além de contribuir com a reducéo da inflamacao sistémica (MELO et
al., 2017), o exercicio pode aumentar o numero de espécies benéficas microbianas,
enriquecer a diversidade de microflora e melhorar o desenvolvimento de bactérias
comensais (MONDA et al., 2017).

Em relacdo a este aspecto, verificamos que o exercicio fisico promoveu
alteracbes da microbiota dos pacientes com cancer submetidos ao treinamento fisico,
de forma a aumentar a abundancia relativa dos Bacteroidetes e reduzir a de
Firmicutes, que antes de iniciar o TF apresentavam-se em uma relacdo considerada
pré-inflamatéria segundo a literatura (CANDELA et al., 2014; WEXLER, 2007), que
apos o TF, alterou-se de forma a atingir um percentual de Bacteroidetes maior do que
dos Firmicutes. Evans et al. (2014), mostram que o0 exercicio aumentou a
porcentagem de Bacteroidetes e diminuiu a de Firmicutes, independentemente da
dieta, além disso, a razdo Bacteroidetes: Firmicutes correlacionou-se inversamente
com o volume de exercicio realizado.

Por outro lado, e diferente de nossos resultados encontrados nos pacientes
com cancer, Lambert et al. (2015) mostram que o exercicio aplicado a camundongos
saudaveis e diabéticos, provocou alteracdes em cepas de Bacteroides/ Prevotella
spp., Methanobrevibacter spp. e Clostridium em ambos 0s grupos, enquanto que uma
maior densidade de Bacteroides s6 foi observado em camundongos ndo diabéticos
exercitados, indicando que a presenca de diabetes anulou esse efeito.

Corroborando esses dados, ao analisar o efeito do TF em cada grupo,
verificamos que WSC revelou uma maior densidade de Bacteriodetes do que 0s
caquéticos em ambos os pontos de tempo (Baseline e semana 6). Contudo, em ambos
0S grupos o treinamento fisico ocasionou maior densidade de Bacteriodetes.

Os individuos CC também apresentaram uma maior densidade de
Verrucomicrobia, Proteobacteria e Fusobacteria do que aqueles com peso estavel.
Contudo, mesmo nos individuos com caquexia, estes filos exibem uma porcentagem
muito baixa.

Segundo Sun e Kato (2016), a microbiota humana possui quatro filos
dominantes: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. Enquanto a
diversidade filogenética € alta no nivel de espécie, a maioria das bactérias endégenas

em adultos saudaveis pertence a apenas dois filos, Firmicutes e Bacteroidetes, que
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representam mais de 90% das categorias filogenéticas conhecidas do intestino
humano (HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012).

Pacientes com cancer colorretal foram caracterizados por uma reducao de
Faecalibacterium e maior abundancia relativa de Fusobacterium, Bacilli e
Phascolarctobacterium. Estes microorganismos pré-inflamatérios podem modular o
microambiente tumoral, afetando o curso da progressdo do cancer colorretal
(CANDELA et al., 2014). Também merece ser comentado que o Fusobacterium
referido com maior abundancia relativa no cancer colorretal, foi encontrado em nossos
resultados com maior abundancia relativa nos pacientes com cancer e caquexia do
gue nos pacientes com cancer e que nao apresentaram perda de peso.

Ao analisar as diferencas na composi¢cdo da microbiota entre os grupos na
Baseline do treinamento fisico, as cepas mais abundantes no paciente caquético
foram a Succinivibrio dextrinosolvens, uma espécie pertencente ao filo Proteobacteria
e pouco relatada na literatura que, embora normalmente associada a animais,
demontrou estar associada a bacteremia humana (SOUTHERN, 1975) e ao alto
consumo de glicose (HERRIN; KENEALY, 1993); a Prevotella copri, pertencente ao
filo Bacteroidetes, que segundo Ley (2016) € um componente conhecido do
microbioma humano que esta ligada a condi¢des inflamatérias cronicas, sendo uma
facilitadora da progresséo da artrite reumatoide (KIM; KIM, 2016) e considerada pro-
carcinogénica (CANDELA et al., 2014); a Clostridium leptum, pertencente ao filo
Firmicutes e, de acordo com Kabeerdoss et al. (2013) e Vrakas et al. (2017) apresenta-
se reduzida em pacientes com doenca inflamatoria intestinal.

No grupo WSC, a cepa com maior abundancia relativa foi a Coprococcus
eutactus, conhecida como sinal de um microbioma saudavel, e cuja presenca é
reduzida em individuos com autismo (DE ANGELIS, 2013).

Em relacdo as diferencas entre 0s grupos na semana 6 do treinamento fisico,
identificamos que apenas a espécie Fusobacterium mortiferum estava presente tanto
na Baseline como na Semana 6 do TF. As outras espécies que foram encontradas
(Cloacibacillus porcorum, Porphyromona endodontalis, Anaerocella delicata,
Collinsella tanakaei, Fusobacterium nucleatum, Eubacterium coprostanoligenes)
apresentaram abundéancia relativa significativamente maior no CC em relacdo aos
pacientes sem perda de peso. A bacteremia causada por Cloacibacillus porcorum é
pouco descrita na literatura, sendo descrita como promotora da degradacao da mucina
do trato intestinal (LOOFT; LEVINE; STANTON, 2013). Porphyromona endodontalis,
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Anaerocella delicata fazem parte do Filo Bacteroidetes; Collinsella tanakaei do filo
Coriobacteriaceae; Fusobacterium nucleatum do Filo Fusobacteria e Eubacterium
coprostanoligenes, do Filo Firmicutes.

E fundamental destacar que as mudancas promovidas na relagéo entre os filos
Bacteroidetes e Firmicutes foram positivas, tornando o microambiente menos pro-
inflamatorio conforme trabalhos ja mencionados.

Vale ainda destacar que pode haver contribuicdo para um melhor progndstico
do paciente, o fato de ndo terem sido encontradas as espécies Prevotella copri e
Clostridium leptum, que sdo espécies correlacionadas com cancer e doencas
inflamatodrias do intestino, na semana 6 do TF; os achados na literatura sobre a
espécie Succinivibrio dextrinosolvens, nos permitem correlacionar a sua presenca na
Baseline com o fato dos pacientes com caquexia possuirem um consumo elevado de
acucar neste momento no qual, na semana 6 do TF se agrupou aquele dos pacientes
sem perda de peso. Portanto, podemos confirmar que houve alteracdes significativas
na microbiota dos pacientes ao comparar na Baseline e semana 6.

Evidenciamos, entdo, que a caquexia € uma sidrome inflamatéria e que
apresenta um tecido intestinal inflamado e uma microbiota alterada. Pudemos
confirmar que o treinamento fisico foi efetivo na promocéo da reducéo dos principais
sintomas relacionados com a caquexia, bem como reducéo da inflamacéo no intestino
e alteracdo na composi¢cao da microbiota intestinal.

Contudo, ndo podemos afirmar se foi o TF que provocou esta modulacéo, o
consumo alimentar, a melhora na qualidade de vida dos pacientes ou todos os fatores
juntos. Possivelmente, a alteracdo da microbiota intestinal pelo TF contribuiu com a
modulagéo da resposta imune do organismo, alterando o perfil de células infiltradas
na LP, promovendo a homeostase epitelial, bem como melhorando a composicao
corporal (melhora da massa muscular).

N&o esta ainda bem definido se o exercicio modula a microbiota, que promove
reequilibrio do epitélio intestinal, e se esta reducao da inflamacéao local contribui para
a reducdo da inflamacgéo sistémica, ou se 0 exercicio modula apenas a inflamacgéo
sistémica; ou ainda, se o exercicio modula apenas de forma a reduzir a inflamacgéo do

intestino e consequentemente, induzir alteragées da microbiota.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo assim indica uma complexa interacdo entre fatores humorais,
metabdlicos e imunitarios na caquexia, que pode ser favoravelmente modulada pelo

treinamento fisico aerobio.
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ANEXO

A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

ESTUDO: Heterogeneidade do tecido adiposo na caquexia: perfil lipidico dos depdsitos subcutaneo e visceral
em pacientes com cancer.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do Projeto de Pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informagOes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo serd de
muita importdncia para nds, e caso queira desistir a qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a
vocé.

Eu, , Sexo

, profissao , residente e domiciliado
na , telefone , portador da Cédula de
identidade, RG e inscrito no CPF/MF , nhascido (a) em
] , abaixo assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario (a) do

estudo “Heterogeneidade do tecido adiposo na caquexia: perfil lipidico dos depdsitos subcutineo e visceral em
pacientes com cancer”. Declaro que obtive todas as informacdes necessérias, bem como todos os eventuais
esclarecimentos quanto as davidas por mim apresentadas e que irei receber uma via idéntica deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Estou ciente que:

O estudo se faz necessario para que possamos investigar as possiveis causas da caquexia, caracterizada pela
grande perda de peso, atrofia muscular, fadiga, fraqueza e diminuigao do apetite; temos como objetivo
verificar se a caquexia afeta as microestruturas do figado e também a verificacdo do metabolismo hepatico;

Caso o paciente aceite participar desta pesquisa e dependendo de cada procedimento cirurgico efetuado,
podera ser retirados fragmentos de aproximadamente um grama por tecido (sendo ele: adiposo subcutaneo e
visceral), com tempo total de coleta de aproximadamente 5 minutos. Esse procedimento possui grau de risco
minimo e ndo interfere nos procedimentos padrdes da cirurgia. Mas se houver intercorréncia com o (a)
participante da pesquisa, decorrente da pesquisa, este serd atendido no HU/USP, segundo o critério do mesmo
(Hospital de atendimento secunddrio). Esse material coletado sera importante para o entendimento da
etiologia do processo da caquexia;

Concordo que serdo realizadas coletas de 20 mLdesangue em pacientes com cancer (exceto hepatico), mas
sem caguexia e pacientes com cancer (exceto hepatico) e caquexia, para que os parametros plasmaticos e
séricos possam ser aferidos. A coleta sera realizada por um profissional da saiide devidamente habilitado e
ocorrera durante a sessdo do treino. Nos pacientes controles sera realizada previamente a cirurgia uma coleta
de sangue (20 ml), sem interferir no procedimento cirdrgico, por um profissional da saide devidamente
habilitado;

() Sim ou ( ) N&o

Essas coletas (sangue e tecido) serdo realizadas apenas para este estudo e ou em outros projetos (pesquisas
futuras) desde que autorizada pela Comissdo de Etica deste Instituto, em nada influenciara o tratamento e n3o
modificarad o procedimento anestésico e cirurgico;
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N&o vai me curar, ndo vai me causar nenhum problema, ndo havera nenhum incémodo de dor no momento da
coleta;

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

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

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

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

Concordo que o material e os dados coletados, por mim autorizados, e os resultados de analises obtidos pelos
pesquisadores poderdo ser utilizados em outros projetos (pesquisas futuras);

()Sim ou ( ) Nso

Concordo que apds os materiais serem coletados e armazenados em solugGes especificas para cada técnica,
serdo acondicionados em freezer -802 para manter a integridade do tecido, e posteriormente serem utilizados;

()Sim ou () Nao
Concordo que apds os materiais serem utilizados para fins de pesquisa e os objetivos serem alcancados, o

restante sera incinerado em local para descarte de material biolégico humano, conforme preconizado nas
resolugbes do Conselho Nacional de Saude (CNS);

()Sim ou ( ) Nso

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa que tera
uma duracdo prevista de 12 a 18 meses;

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

“DECLARO QUE, APOS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E TER ENTENDIDO O QUE ME
FOI EXPLICADO, CONSINTO EM PARTICIPAR DA PRESENTE PESQUISA”.

S3o Paulo, de de 20

() Paciente / ( ) RESPONSAVEL...c.uuiiceeeeiiiecieeeiee ettt ettt ettt s eare e saveeearee s

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone:
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Testemunha 2:

Nome / RG / Telefone:

Responsavel pelo Projeto:

Prof2 Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender
Instituto de Ciéncias Biomédicas |

Telefone para contato:  3091-7225

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



B — Recordatério alimentar de 24 horas

10 Mome:
Peso Inicial;

Pesno Final:

Telefone

Momento: { JTO |
Cia da samana: |

Estatura; dade:

T (T2
ydom { Jseg ( Jter { Jqua |

Entrevistados:

jqui |
Data da entrevista: { )

lsex [ )sab

RECORDATORID ALIMENTAR DE 24 HORAR

HORARID ALIMENTD QUANTIDADE

FOrmac e prepans

ibearvagso

Motk

Liocl

Honiria:

wocml

Honiria:
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C — Relatorio da avaliacéo corporal emitida pelo DEXA

LABORATORIO DE METABOLISMO E CANCER

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ID Estabelecimento:
Médico que encaminhou:
Medido: 19/09/2016  09:00:51 (1410)
Analisado: 19/05/2016  09:06:42 (14.10)
Densitometria personalizada (Andlise bisica)
[ BMD sMC Area
Regido (giom®) Q) tom’)
I 1,969 370 183
2 1018 747 734
3 0916 139 152
4 0875 144 164
5 1092 439 401
6 1,124 434 386
7 1122 2276 2028
Composigho personalizada (Andlise bésica)
s Tecido Tecido Gordo Magro
Regiso % Gordurs) 0 ‘) 0
1 358 3819 1368 2450
2 454 40557 18405 22152
3 364 3137 1142 1995
4 EYAY 3301 1237 2,064
s 424 11768 4987 6.781
6 412 12069 49N 1057
7 424 74707 31712 42995
COMENTARIOS:
nagem 1O dettinads & Sagnduo B Pendacion penonelaadon apens paca fow Ge Desguia. n30 [iwe aphcacko Chreca
Irpresser 190N 2016 00653 (14101760, 10 151,04 1.4 0,00 1,00 4814261
A2 NGOMAD - 4L T%
Q00000 QOO0
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D — Questionario de qualidade de vida - EORTC QLC-C30

EORTC QLQ-C30 (version3)
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Gostariamos de conhecer alguns pormenores sobre si e sua salide. 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 informacao fornecida é estritamente confidencial.

Escreva as iniciais do seu home:

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

A data de hoje (dia/més/ano): /[

Custa-lhe fazer esforcos 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
air 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 didrias?
Sentiu-se limitado/a na ocupacgdo 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.

Teve prisdao 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 televisao?

Sentiu-se tenso(a)?

Teve preocupagdes?

Sentiu-se irritavel?

Sentiu-se deprimido?

Teve dificuldade em lembrar-se das coisas?
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26. O seu estado fisico ou tratamento médico interferiram 1 2 3 4
na sua vida familiar?

27. O seu estado fisico ou tratamento médico interferiram 1 2 3 4
na sua 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
a0 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



E — Questionario de qualidade de vida - EORTC QLC-STO22

EORTC QLQ-STO22
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As vezes os doentes relatam que tém os seguintes sintomas ou problemas. Por favor, indique em que
medida sentiu estes sintomas ou problemas durante a semana passada. Por favor, envolva com um

circulo a situacao mais adequada ao seu caso.

31. Tem tido problemas ao ingerir alimentos sélidos?

32. Tem tido problemas ao ingerir alimentos liquidificados
ou moles?

33. Temtido problemas ao beber liquidos?

34. Tem sentido mal-estar ao comer?

35. Tem tido dores na regido do estbmago?

36. Tem sentido mal-estar na regido do estbmago?

37. Teve a sensacdo de barriga inchada?

38. Tem tido problemas de acidez ou bilis que vem a boca?

39. Tem tido indigestdo acida ou pirose?

40. Tem tido problemas em arrotar?

41. Sente enfartamento logo depois de comecar a comer?

42. Teve dificuldade em ter prazer nas refeicbes?

43. Leva muito tempo a terminar as refeicdes?

44. Sentiu a boca seca?

45. Os alimentos e as bebidas tém tido um sabor
diferente?

46. Tem tido problemas em comer na presencga de outras
pessoas?

47. Tem pensado na sua doenga?

48. Tem se preocupado com o peso demasiadamente
baixo?

49. Sentiu-se menos atraente fisicamente devido a doenca
e ao tratamento?

50. Tem se preocupado com a saude no futuro?

51. Caiu-lhe algum cabelo

S6 responda a esta pergunta se teve quedas de cabelos

52. Ficou preocupada com as quedas de cabelos?

Nao
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F — Questionario de anorexia — FAACT-ESPEN

Nome e sobrenome:
Sexo: Data de nascimento:

Tipo de neoplasia:

Estadiamento: Terapia precedente:

Comorbidade: Primeira visita:

Perda de peso(S/N): | Tamanho da perda de peso (% nos dltimos 3 meses):
Peso (na hospitalizagdo): Altura: IMC: -

Como est4 seu apetite no Gltimo més? Aumentado Normal Diminuido
Quantidade ingerida no almogo do dia anterior? 100% 75% 50% 25% 0%

Pontuacgdo anoréxica

Nada | Um Moderadamente | Bastante | Muito
pouco

Meu apetite é bom? 0 1 2 3 4
A quantidade que eu como me satisfaz? 0 1 2 3 4
Me preocupo com meu peso? 0 1 2 3 4
Os alimentos tém gosto ruim? 4 3 2 1 0
Estou preocupado por parecer magro? 4 3 2 1 0
Meu apetite acaba no inicio das refeicdes? 4 3 2 1 0
H4 dificuldade de comer alimentos pesados ou 4 3 2 1 0
elaborados?
Minha familia me induz a comer? 4 3 2 1 0
Vomitos? 4 3 2 1 0
Me sinto satisfeito apds algumas mordidas? 4 3 2 1 0
Dores no estdmago? 4 3 2 1 0
Minha satde estd melhorando? 0 1 2 3 4
Questionario anorexia
Saciedade precoce? Carnofobia? Alteracdes de gosto/odor? Nausea/vomito?

Escala analdgica visual

e 1 2 3 4 5 S 7 8 910

Faminto Saciado

Cm:
Visita de controle (3 meses): Peso: IMC:

Terapia realizada (cirurgia/ radio/ quimio): Complicagoes:



G - Tabela 8 (citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento)
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Tabela 8 - Expressao proteica de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no plasma dos
pacientes treinados.

ANOVA
WSC TR CCTR Valor de Variagéo
p F total (%)

Citocinas

IFNa2

(pg/ml)

Baseline 19,01 £ 7,87 35,76 + 18,65 Interacéo 0,667 0,1979 0,19

Semana 6 19,93 £ 6,32 31,51 +13,69 Tempo 0,7807 0,0823 0,08
Grupo 0,4588 0,5989 5,68

IFNy

(pg/ml)

Baseline 4,81+ 1,06 10,09 + 4,86 Interacéo 0,9576 0,002978 0

Semana 6 3,88 £ 061 9,03 +4,10 Tempo 0,4304 0,6751 0,42
Grupo 0,264 1,401 11,47

IL-10

(pg/ml)

Baseline 1,94 + 083 2,10+ 0,44 Interacéo 0,3892 0,8102 3,15

Semana 6 1,25+ 0,31 2,44 + 0,73 Tempo 0,7649  0,09441 0,37
Grupo 0,3299 1,049 5,47

IL-12p40

(pg/ml)

Baseline 12,14 + 7,55 32,26 + 26,04 Interacéo 0,8105 0,06059 0,02

Semana 6 12,09 + 6,26 29,94 + 21,48 Tempo 0,8018 0,06643 0,02
Grupo 0,455 0,604 5,51

IL-12p70

(pg/ml)

Baseline 1,99+ 0,78 6,61+ 4,72 Interacéo 0,6528 0,215 0,04

Semana 6 1,73+0,32 577 + 4,15 Tempo 0,3874 0,8166 0,14
Grupo 0,3533 0,9474 8,49

IL-13

(pg/ml)

Baseline 1,18 + 0,64 7,62 + 7,45 Interacéo 0,6345 0,2404 0,05

Semana 6 0,88+ 0,44 6,31 + 5,56 Tempo 0,4481 0,6234 0,14
Grupo 0,384 0,8289 7,47

IL-15

(pg/ml)

Baseline 0,86 + 0,45 2,20+ 1,26 Interacéo 0,5133 0,4594 1,56

Semana 6 0,91+ 0,39 1,31 +0,77 Tempo 0,552 0,3789 1,29
Grupo 0,3515 0,9548 5,51

IL-17A

(pg/ml)

Baseline 5,02 + 4,16 1,92 £ 0,99 Interacao 0,3932 0,7961 0,14

Semana 6 6,16 £ 5,25 1,89 + 0,83 Tempo 0,4171 0,7165 0,12
Grupo 0,4588 0,5937 5,49

IL-1ra

(pg/ml)

Baseline 8,28 + 1,27 20,31 +11,49 Interacao 0,5851 0,3182 0,13

Semana 6 8,96 + 1,79 18,50 + 9,09 Tempo 0,8019 0,06637 0,03
Grupo 0,3174 1,107 9,56

IL-1a

(pg/ml)



Baseline 15,72+ 7,71 29,25+ 12,97 Interacéo 0,3967 0,7842 3,6

Semana 6 14,83 + 4,24 120,01 + 99,44 Tempo 0,4056 0,7538 3,46
Grupo 0,2526 1,474 6,04

IL-18

(pg/ml)

Baseline 0,82+0,44 0,96 + 0,54 Interacéo 0,7698  0,09042 0,03

Semana 6 0,72 £ 0,26 0,93+ 0,55 Tempo 0,6228 0,2576 0,09
Grupo 0,7932  0,07253 0,69

IL-2

(pg/ml)

Baseline 1,23+0,70 2,04 +1,68 Interacéo 0,8772  0,02515 0,01

Semana 6 1,00 = 0,47 1,89+1,30 Tempo 0,5134 0,4591 0,13
Grupo 0,6058 0,284 2,68

IL-3

(pg/ml)

Baseline 0,29+0,12 0,23+0,13 Interacéo 0,9082  0,01398 0,07

Semana 6 0,32+0,12 0,29+ 0,13 Tempo 0,7202 0,1357 0,65

IL-5

(pg/ml)

Baseline 0,58 £0,13 1,93+ 1,55 Interacéao 0,4398 0,6473 0,6

Semana 6 0,49 £ 0,08 1,21 +£0,79 Tempo 0,324 1,076 1
Grupo 0,3967 0,7839 6,48

IL-6

(pg/ml)

Baseline 1,47 + 0,52 50,66 + 49,03 Interacéo 0,3061 1,103 4,81

Semana 6 3,72+2,24 1,16 £ 0,37 Tempo 0,3515 0,9099 3,97
Grupo 0,3493 0,9187 4,01

IL-7

(pg/ml)

Baseline 0,61+ 0,27 1,84 +1,09 Interacéo 0,8359 0,04519 0,09

Semana 6 0,41 +0,18 1,45 + 0,65 Tempo 0,5348 0,4133 0,85
Grupo 0,1925 1,953 12,83

IL-8

(pg/ml)

Baseline 16,39 + 4,43 33,45+ 15,16 Interacéo 0,3142 1,123 6,31

Semana 6 23,89 £ 6,52 20,33 + 3,64 Tempo 0,7787  0,08336 0,47
Grupo 0,3958 0,7873 2,7

IP-10

(pg/ml)

Baseline 1085,37 £ 194,96 1331,23+ 261,11 Interacéo 0,3318 1,04 5,02

Semana 6 2145,73+1107,03 1151,63 + 233,92 Tempo 0,4854 0,5248 2,54
Grupo 0,5256 0,4325 1,83

TNF-a

(pg/ml)

Baseline 6,09 + 0,83 9,11 +1,27 Interacéo 0,3302 1,047 3,42

Semana 6 7,19+ 2,05 7,82 £0,95 Tempo 0,9332 0,007392 0,02
Grupo 0,2608 1,421 7,96

TNF-B

(pg/mi)

Baseline 3,41+2,44 29,88 + 28,16 Interacao 0,3589 0,964 0,18

Semana 6 5,03 +2,97 24,77 £ 22,28 Tempo 0,6261 0,2595 0,05
Grupo 0,4473 0,648 8,34

111

Quimiocinas

IP-10
(pg/ml)
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Baseline 1085,37 £ 194,96 1331,23 + 261,11 Interacéo 0,3318 1,04 5,02

Semana 6 2145,73 £ 1107,03 1151,63 + 233,92 Tempo 0,4854 0,5248 2,54
Grupo 0,5256 0,4325 1,83

MCP-1

(pg/ml)

Baseline 480,60 + 32,33 663,43 £ 160,87 Interagédo 0,6284 0,2492 0,83

Semana 6 544,67 £ 90,51 636,63 + 101,33 Tempo 0,8419 0,04192 0,14
Grupo 0,279 1,31 7,61

MIP-1la

(pg/ml)

Baseline 5,57 £ 2,37 3,60+ 2,47 Interagao 0,4851 0,5256 1,59

Semana 6 2,64 +1,67 3,11+1,82 Tempo 0,3339 1,031 3,12
Grupo 0,768 0,09193 0,59

MIP-18

(pg/ml)

Baseline 23,49 + 2,59 26,49 + 8,89 Interagao 0,7623  0,09662 0,11

Semana 6 22,46 +1,61 23,73+ 6,46 Tempo 0,5113 0,4639 0,55
Grupo 0,7837  0,07949 0,69

RANTES

(pg/ml)

Baseline 902,54 + 269,17 1216,30 £ 415,89 Interagao 0,8989 0,01697 0,11

Semana 6 470,29 + 267,87 882,34 + 274,69 Tempo 0,3338 1,031 6,54
Grupo 0,1494 2,439 5,87

Fatores de crescimento

EGF

(pg/ml)

Baseline 39,68 + 20,11 25,74 + 11,86 Interacéo 0,2229 1,582 7,24

Semana 6 18,83 £4,77 51,69 + 28,59 Tempo 0,6168 0,2584 1,18
Grupo 0,8925 0,01875 0,09

EOTAXIN

(pg/ml)

Baseline 270,88 £ 107,54 417,86 + 129,32 Interagdo 0,9173 0,01134 0,04

Semana 6 186,13 + 34,13 351,83 £ 95,92 Tempo 0,4115 0,7346 2,54
Grupo 0,771 2,109 10,94

G-CSF

(pg/ml)

Baseline 51,54 + 13,58 66,26 + 28,36 Interacéo 0,3946 0,7914 0,48

Semana 6 72,01 £17,58 72,96 + 24,51 Tempo 0,1098 3,08 1,89
Grupo 0,7981 0,06902 0,63

GM-CSF

(pg/ml)

Baseline 7,14 + 1,69 15,13+ 7,43 Interacéo 0,8 0,06771 0,07

Semana 6 7,25+ 1,95 14,02 £ 5,59 Tempo 0,8354  0,04548 0,05
Grupo 0,2761 1,327 10,45
Grupo 0,3958 0,7873 2,7

VEGF

(pg/mi)

Baseline 263,67 + 215,11 141,05 + 95,47 Interacao 0,8454  0,04007 0,2

Semana 6 293,16 + 244,84 100,69 + 60,42 Tempo 0,9758  0,00097 0
Grupo 0,3771 0,8545 4

Dados espressos em média + erro-padrdo. WSC TR (n=6): paciente com cancer sem perda de peso treinado e CC TR (n=6): paciente com

cancer e caquexia treinado.
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H — Tabela 9 (Classificacdo das OTUSs)

Tabela 9 - Tabela de Classificagdo das OTUs da rede microbiana fecal dos pacientes CC TR e WSC
TR.

OoTU Classificacéo pela taxonomia

OTU_001 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_002 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella; .copri

OTU_003 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_004 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_005 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Faecalibacterium .prausnitzii

OTU_006 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_007 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella .stercorea

OTU_008 Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae

OTU_009 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides .plebeius

OTU_010 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides .uniformis

OTU 011 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_012 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_013 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU 014 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides

OTU_015 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides .fragilis

OTU_016 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Phascolarctobacterium

OTU_017 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Phascolarctobacterium

OTU_018 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

Bacteria;Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales;Verrucomicrobiaceae;Akkermansia
OTU_019 |.muciniphila

OTU_020 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_021 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Acidaminococcus

OTU_022 | Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium .adolescentis

OTU_023 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_024 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Blautia

OTU_025 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_026 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella

OTU_027 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_028 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Odoribacter

OTU_029 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_030 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Dialister

OTU_031 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_032 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_033 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Lachnospira

OTU_034 Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella.aerofaciens

OTU_035 | Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium




114

OTU_036 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella
OTU_037 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_038 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_039 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides
OTU_040 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_041 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides
OTU_042 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_043 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_044 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_045 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_046 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_047 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_048 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_049 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.copri
OTU_050 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_051 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;S24-7

OTU_052 Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio.
OTU_053 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Porphyromonas
OTU_054 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.stercorea
OTU_055 | Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium
OTU_056 Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Succinivibrionaceae;Succinivibrio
OTU_057 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_058 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_059 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];[Prevotella]
OTU_060 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_061 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_062 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_063 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_064 | Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus.parainfluenzae
OTU_065 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Lachnobacterium

OTU_066 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_067 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Lachnospira

OTU_068 | Bacteria;Cyanobacteria;4C0d-2;YS2

OTU_069 Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella
OTU_070 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_071 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_072 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_073 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_074 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_075 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_076 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_077 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Blautia

OTU_078 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae
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OTU_079 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella

OTU_080 Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella

OTU_081 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_082 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_083 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_084 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella.dispar

OTU_085 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Porphyromonas

OTU_086 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella

OTU_087 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus eutactus

OTU_088 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;[Eubacterium].biforme

OTU_089 | Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium.

OTU_090 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;S24-7

OTU_091 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides distasonis

OTU_092 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.copri

OTU_093 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_094 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_095 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;[Ruminococcus].torques

OTU_096 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_097 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Megasphaera

OTU_098 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_099 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_100 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_101 | Bacteria;Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae

OTU_102 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae

OTU_103 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Butyricimonas

OTU_104 | Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_105 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Catenibacterium

OTU_106 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_107 | Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae

OTU_108 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Butyricimonas

OTU_109 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;[Eubacterium].biforme

OTU_110 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Lachnospira

OTU_111 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_ 112 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_113 Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium

OTU_114 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_115 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_116 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides.eggerthii

OTU_117 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];[Prevotella].

OTU_118 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_119 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_120 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_121 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae
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OTU_122 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.copri
OTuU_123 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];Paraprevotella
OTU_124 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_125 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_126 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_127 | Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Z20;R4-45B

OTU_128 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Dialister

OTU_129 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_130 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_131 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;S24-7

OTU_132 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_134 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_135 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_136 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus

OTU_137 |k __Archaea;Euryarchaeota;Methanobacteria;Methanobacteriales;Methanobacteriaceae;Methanobrevibacter
OTU_138 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_139 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_140 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_141 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_142 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea

OTU_143 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_144 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_145 | Bacteria;Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Dethiosulfovibrionaceae;Pyramidobacter.piscolens
OTU_146 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_147 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_148 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39

OTU_149 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_150 Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae
OTU_151 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_152 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_153 Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Bilophila
OTU_154 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];CF231
OTU_155 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_156 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.copri
OTU_157 | Bacteria;Verrucomicrobia;Opitutae;[Cerasicoccales];[Cerasicoccaceae]

OTU_158 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae

OTU_159 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella
OTU_160 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea

OTU_161 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_162 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella
OTU_163 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_164 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus

OTU_165 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
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OTU_166 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Megamonas

OTU_167 Bacteria;Elusimicrobia;Elusimicrobia;Elusimicrobiales;Elusimicrobiaceae

OTU_169 | Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;RF32;

OTU_170 | Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Fusobacteriaceae;Fusobacterium
OoTuU_171 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_172 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];Paraprevotella
OTU_173 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU_174 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_175 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_176 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_177 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_178 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus

OTU_179 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_180 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;[Eubacterium].cylindroides
OTU_181 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_182 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Odoribacter
OTU_183 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea

OTU_184 Bacteria;Cyanobacteria;4C0d-2;YS2;

OTU_185 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_186 | Bacteria;Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae

OTU_187 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella

OTU_188 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_189 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_190 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_ 191 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides
OTU_192 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_193 Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_194 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_195 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_196 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_197 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_198 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_199 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU_200 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_201 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_202 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus

OTU_203 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_204 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_205 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_206 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_207 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_209 Bacteria;Tenericutes;RF3;ML615J-28;

OTU_210 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Faecalibacterium.prausnitzii
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OTU_211 | Bacteria;Cyanobacteria;4C0d-2;YS2;

OTU_212 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_213 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae
OTU_214 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Sutterella
OTU_215 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Tissierellaceae];Parvimonas

OTU_216 |k__Archaea;Euryarchaeota;Thermoplasmata;E2;[Methanomassiliicoccaceae];vadinCA11.
OTU_217 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_218 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Mitsuokella

OTU_219 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_220 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_221 | Bacteria;Proteobacteria;Deltaprotecbacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio.D168
OTU_222 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_223 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Mitsuokella.multacida
OTU_224 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_225 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_226 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_227 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_228 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Porphyromonas.endodontalis
OTU_229 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_230 | Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_231 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_232 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_233 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_234 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_235 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_236 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae]

OTU_237 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_238 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_239 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
OTU_240 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides
OTU_ 241 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_242 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus.mucosae
OTU_243 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_244 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_245 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_246 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_247 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Anaerostipes
OTU_248 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;S24-7

OTU_249 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
OTU_250 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_251 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_252 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides
OTU_253 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae
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OTU_254 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus
OTU_255 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Blautia
OTU_256 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_257 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU_258 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_259 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Gemellales;Gemellaceae

OTU_260 | Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae
OTU_261 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae
OTU_262 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_263 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae
OTU_264 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_266 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella.parvula
OTU_267 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_268 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_269 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Slackia
OTU_270 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_271 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_272 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_273 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_274 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_275 Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU_277 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU_278 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae; Dialister
OTU_279 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_281 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_282 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_283 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_285 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_286 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
OTU_287 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;cc_115
OTU_288 Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_289 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_291 | Bacteria;Proteobacteria,Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae;Haemophilus.influenzae
OTU_292 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_293 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_294 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_295 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_296 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_297 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia

OTU_298 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_299 | Unassigned

OTU_300 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_301

Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella
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OTU_302 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_303 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_304 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Blautia

OTU_305 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_306 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_307 |Unassigned

OTU_308 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_309 | Bacteria;Cyanobacteria;4C0d-2;YS2;

OTU_310 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_311 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_312 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Clostridium

OTU_313 Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae
OTU_314 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_315 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_316 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_317 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_318 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_319 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_320 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;[Ruminococcus].

OTU_321 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus.flavefaciens
OTU_322 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_323 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Faecalibacterium.prausnitzii
OTU_325 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae

OTU_326 Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Adlercreutzia
OTU_327 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_328 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_329 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Odoribacter
OTU_330 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_331 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_332 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_333 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_334 Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Succinivibrionaceae
OTU_335 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_336 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_337 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_338 | Bacteria;Proteobacteria;Deltaprotecbacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio.
OTU_339 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_340 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Dysgonomonas.gadei
OTU_341 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_342 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides
OTU_343 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_344 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Anaerotruncus

OTU_346

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae
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OTU_347 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_348 | Bacteria;Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae;Campylobacter

OTU_349 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_350 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_351 Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39

OTU_352 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_353 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_354 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_355 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];[Prevotella]

OTU_356 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_357 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_358 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_359 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_360 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus

OTU_361 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_363 | Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae;Aggregatibacter

OTU_364 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Bulleidia.p-1630-c5

OTU_365 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Mogibacteriaceae]

OTU_366 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_367 | Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio

OTU_368 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_369 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Odoribacter

OTU_370 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_371 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Dehalobacteriaceae;Dehalobacterium

OTU_372 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_373 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Mogibacteriaceae]

OTU_374 Bacteria;Proteobacteria;Alphaproteobacteria;RF32

OTU_375 Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39

OTU_376 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_377 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_378 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_380 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus

OTU_381 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_382 Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio

OTU_383 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_384 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_385 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_386 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_387 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Eggerthella.lenta

OTU_388 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_389 | Bacteria;Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae

OTU_390 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus

OTU_391 | Bacteria;Verrucomicrobia;Opitutae;[Cerasicoccales];[Cerasicoccaceae]
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OTU_392 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides.distasonis
OTU_393 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides.distasonis
OTU_394 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_395 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_396 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae]

OTU_397 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_398 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Enterococcaceae

OTU_399 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Leuconostocaceae

OTU_400 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae;Bacteroides

OTU_402 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_403 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_404 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.stercorea
OTU_406 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_407 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Mogibacteriaceae]

OTU_408 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_409 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Oxalobacteraceae;Oxalobacter
OTU_410 Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39;

OTU 412 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_413 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea

OTU_415 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_416 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_417 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;S24-7

OTU_418 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira

OTU_419 | Bacteria;Proteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae;Campylobacter
OTU_420 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_421 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_422 Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_424 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_425 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_426 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_427 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_428 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_429 | Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Bilophila
OTU_430 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus

OTU 431 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_432 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae

OTU_433 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;[Eubacterium].dolichum
OTU_434 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_435 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_436 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];[Prevotella]

OTU_438 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_439 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus

OTU_441 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae
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OTU_442 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_444 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_445 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_446 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_447 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_448 Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces
OTU_449 | Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae
OTU_450 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus

OTU_452 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_453 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae;Peptostreptococcus
OTU_455 | Bacteria;Verrucomicrobia;Opitutae;[Cerasicoccales];[Cerasicoccaceae]

OTU_457 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus

OTU_458 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_459 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae;Peptococcus

OTU_461 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_462 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_464 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_465 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae

OTU_466 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_467 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_468 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_469 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_470 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU 471 Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae

OTU_472 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_473 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_ 474 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_475 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_477 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_478 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_479 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Holdemania
OTU_480 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Veillonella

OTU_481 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Butyricimonas
OTU_483 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_484 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_485 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae

OTU_486 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae

OTU_487 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_488 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella.aerofaciens
OTU_489 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromonadaceae;Parabacteroides
OTU_490 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_491 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Mogibacteriaceae]

OTU_492 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea
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OTU_493 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_494 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Dorea

OTU_495 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Paraprevotellaceae];[Prevotella].
OTU_496 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_498 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_499 Bacteria;Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Proteus
OTU_500 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae;Streptococcus.anginosus
OTU_501 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_502 Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus.zeae
OTU_503 | Bacteria;Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae;Lactobacillus
OTU_504 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae

OTU_505 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_506 | Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae
OTU_507 Bacteria;Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae
OTU_508 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Blautia.producta
OTU_509 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Clostridium

OTU_510 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU 511 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_512 | Bacteria;Tenericutes;RF3;ML615J-28

OTU_513 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU 514 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_515 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
OTU_516 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_ 517 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_518 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales

OTU_519 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Tissierellaceae];Anaerococcus
OTU_520 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Oscillospira
OTU_521 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_522 | Bacteria;Cyanobacteria;4C0d-2;YS2

OTU_523 | Bacteria;Tenericutes;Mollicutes;RF39

OTU_524 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_b25 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Bulleidia
OTU_527 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Butyricimonas
OTU_528 Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Barnesiellaceae]

OTU_529 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_530 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;cc_115
OTU_532 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;RFN20
OTU_533 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_534 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Megasphaera
OTU_535 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Coprococcus
OTU_536 Bacteria;Lentisphaerae;[Lentisphaeria];Victivallales;Victivallaceae

OTU_537 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_538

Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
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OTU_539 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_540 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_541 | Bacteria;Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Leptotrichiaceae;Leptotrichia
OTU_542 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_543 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_544 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Anaerostipes
OTU_545 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella.intermedia
OTU_546 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_547 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Veillonellaceae;Megasphaera

OTU_550 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_551 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_552 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU_553 | Bacteria;TM7;TM7-3;;

OTU_555 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;[Mogibacteriaceae]

OTU_556 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_557 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus
OTU_558 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Anaerotruncus
OTU_559 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_560 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ruminococcus.flavefaciens
OTU_562 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_563 Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Neisseriaceae;Neisseria
OTU_565 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_566 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_567 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_568 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae

OTU_570 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae

OTU 571 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_572 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_573 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_576 |k __Archaea;Euryarchaeota;Methanobacteria;Methanobacteriales;Methanobacteriaceae;Methanosphaera
OTU_578 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae;Christensenella
OTU_579 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae

OTU_580 | Bacteria;Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;[Odoribacteraceae];Butyricimonas
OTU_581 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_582 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_583 | Bacteria;Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae
OTU_584 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales

OTU_585 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_586 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_588 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_589 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae

OTU_590 Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;[Ruminococcus].gnavus
OTU_591 | Bacteria;Firmicutes;Erysipelotrichi;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae
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OTU_592 | Bacteria;Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae;rc4-4




