FELIPE FEDRIZZI DONATTO

EFEITOS DO TREINAMENTO DE FORCA E DA SUPLEMENTAGAO DE
TRIBUTIRINA SOBRE OS PARAMETROS DA CAQUEXIA EM RATOS
INOCULADOS COM TUMOR DE WALKER 256

Tese apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e
Tecidual do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Séo

Paulo, para obteng¢ao do Titulo de Doutor
em Ciéncias.

Sao Paulo

2013



FELIPE FEDRIZZI DONATTO

EFEITOS DO TREINAMENTO DE FORCA E DA SUPLEMENTAGAO DE
TRIBUTIRINA SOBRE OS PARAMETROS DA CAQUEXIA EM RATOS
INOCULADOS COM TUMOUR DE WALKER 256

Tese apresentada ao Programa de Pods-Graduagéo
em Biologia Celular e Tecidual do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
para obtencio do Titulo de Doutor em Ciéncias.
Area de concentragéo: Biologia Celular e Tecidual
Orientadora: Marilia Cerqueira Leite Seelaender

Versao original

Sao Paulo
2013



DADOS DE CATALOGA(;AO NA PUBLICA(;AO (CIP)
Servico de Biblioteca e Informacdo Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o Paulo

@ reprodugéo total

Donatto, Felipe Fedrizzi.

Efeitos do treinamento de forca e da suplementacdo de tributirina
sobre os parametros da caquexia em ratos inoculados com tumor de
Walker 256 / Felipe Fedrizzi Donatto. -- Sdo Paulo, 2013.

Orientador: Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender.

Tese (Doutorado) — Universidade de S&@o Paulo. Instituto de Ciéncias
Biomédicas. Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento.
Area de concentracdo: Biologia Celular e Tecidual. Linha de pesquisa:

Caquexia associada ao cancer e metabolismo do tecido adiposo
branco.

Versao do titulo para o inglés: Effects of resistance exercise and
tributyrin supplementation upon cachexia parameters in mouse with
Walker 256 tumour.

1. Exercicio 2. Nutricdo 3. Cancer 4.Inflamacdo 5. Tecido

adiposo branco |. Seelaender, Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite

Il. Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Programa de P6s-Graduagao em Biologia Celular e Tecidual |ll. Titulo.

ICB/SBIB0215/2013




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Felipe Fedrizzi Donatto.

Titulo da Tese: Efeitos do treinamento de forca e da suplementacao de
tributirina sobre os parametros da caquexia em ratos
inoculados com tumor de Walker 256 .

Orientador(a): Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender.

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Tese de Doutorado, em sesséao
publicarealizadaa ................. o Lo , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIA.
N O .
INS UL GO,

Examinador(a): ASSINATUIA.
N, e
INS U A0, e

Examinador(a): ASSINATUIA: e
NOMIE.
INS U A0,

Examinador(a): ASSINATUIA:
N, e
INS U A0, e

Presidente: ASSINATUN A e
N O, L
INS UL,



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
D INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”
:] Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cep. 05508-900 Sao Paulo, SP - Brasil
( Telefone :(55) (011) 3091.7733 - telefax : (55) (011)3091-7438
~ e-mail: cep@ich.usp.br
\j
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Decl. CEEA.059.09

DECLARACAO

Em adendo ao Certificado 062/04/CEEA datado de 16.08.04, por
solicitagdo da Profa. Dra. Marilia C. L. Seelaender, responsivel pela linha de Pesquisa,
autorizo a inclusdo dos alunos Miguel Batista Jr, Renata Sandoval, Marcus Vinicius
Giampietro, Juliana Penone, Felipe Donato, Anderson Peres Campos, Rodrigo Xavier das
Neves, Fernando de Oliveira Rosa, José Ignicio Zambra, Michele Joana Alves ao projeto de
pesquisa “Bases metabolicas e moleculares da caquexia associada ao cancer”, uma vez que se
trata de utilizagdo da mesma espécie animal e de métodos experimentais similares ao referido

certificado.

Séao Paulo, 10 de setembro de 2009.

Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DE LIMA
Coordenador
CEEA- ICB/USP

’




A meus pais Luiz e Estela, a minha esposa Drucilla e meu filho Kalel



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os colegas de laboratorio que de alguma forma participaram deste
trabalho e sem eles isso ndo seria possivel. A Emilia Ribeiro, pelo excelente apoio
técnico e por sempre passar um exemplo de vida. A minha querida “Chefe” Marilia
Seelaender por acreditar em minha capacidade, que além de me orientar sempre,
também me preparou como pesquisador, professor e pessoa. A todos os
professores do departamento e ao pessoal da secretaria, sempre auxiliando os
alunos.

A CAPES pelo auxilio financeiro.

Em especial para meus pais que me criaram e me deram suporte para que eu
alcancgasse esse objetivo de vida. A Drucilla, esposa que sempre me amou e esteve
ao meu lado e ao meu filho Kalel, que vai ler isso quando crescer e saber o0 quanto o

pai dele o ama.



"A persisténcia é o caminho do éxito."
Charlie Chaplin



“O que seria do mundo senao fossem os loucos”



RESUMO

DONATTO, F. F. Efeitos do treinamento de forca e da suplementagcao de
tributirina sobre os parametros da caquexia em ratos inoculados com tumor de
Walker 256. 2013. 82 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

A caquexia é um sindrome para neoplastica que interfere na morfologia e fisiologia
do tecido adiposo. Embora descricbes de individuos caquéticos remontem ha mais
de dois mil anos, e nas ultimas décadas, o estudo da sindrome tenha recebido
atengao crescente, sua etiologia continua controversa e n&o existe terapia conhecida
que a reverta. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do treinamento de
forca e da suplementacdo de tributirina sobre os parametros da caquexia em
animais inoculados com células do tumor de Walker 256. Ratos Wistar foram
randomizados em grupos experimentais (n=7): Controle (CT), Tumor (TB), Tumor
tratado com tributirina (TBTR), Treinado com Tumor (TFTB) e Tumor Treinado e
suplementado com tributirina (TFTBTR). Os parametros: peso tumoral, peso total
carregado, quantidades de glicogénio hepatico e muscular, perfil plasmatico
bioquimico e hormonal, quantidades de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-a) e morfologia
do tecido adiposo mesentérico foram analisados. Os grupos TBTR e TFTBTR
tiveram menores quantidades de massa tumoral quando comparado com o0 grupo
TB. O glicogénio muscular de TFTB e TFTBTR estavam 37% e 35% maiores
comparados com TB. As proteinas musculares aumentaram 48% e 50% para os
grupos TFTB e TFTBTR, sendo diferentes comparados com os grupos CT e TB. As
quantidades de IL-6, IL-10 e TNF-a dos grupos TBTR, TFTB, TFTBTR se mostrou
menor quando comparados ao grupo TB. Se observou melhor balango de IL-
10/TNF-a nos grupos TFTB e TFTBTR, sendo que a secg¢do transversa diminuiu nos
grupos TB e TBTR. A morfologia do tecido adiposo dos grupos TBTR, TFTB,
TFTBTR se mostrou menos modificada pela caquexia. O modelo de exercicio fisico
e a suplementagdo utilizada s&o ferramentas ndo farmacologicas e podem ser
utilizados em estudos envolvendo pacientes com caquexia associada ao cancer,
com seguranga.

Palavras-chave: Exercicio. Nutricdo. Cancer. Inflamacgao. Tecido adiposo branco.



ABSTRACT

DONATTO, F. F. Effects of resistance exercise and tributyrin supplementation
upon cachexia parameters in mouse with Walker 256 tumour. 2013. 82 p. Thesis
(Ph.D. in Cell and Tissue Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, Sao Paulo, 2013.

Cachexia is a syndrome to neoplastic interfering in the morphology and physiology of
adipose tissue. Although descriptions of cachectic individuals date back over two
thousand years and decades, the study of the syndrome has received increasing
attention, its etiology remains controversial and there is no therapy that reverses this
syndrome. The aim of this study was to evaluate the effects of strength training and
supplementation of tributyrin on the parameters of cachexia in animals inoculated
with tumor cells of Walker 256.Wistar rats were randomized into treatment groups (n
= 7): Control (CT), Tumour Bearing (TB), Tumour treated with tributyrin (TBTR)
Trained with Tumour (TFTB) and Tumour Trained and supplemented with tributyrin
(TFTBTR). The parameters: tumor weight, total weight loaded amounts of muscle
and liver glycogen, plasma biochemical and hormonal profile, amounts of cytokines
(IL-6, IL-10 and TNF-a) and morphology of the mesenteric adipose tissue were
analyzed. The TBTR and TFTBTR groups have smaller amounts of tumor mass
compared to TB group. Muscle glycogen and TFTB TFTBTR were 37 % and 35 %
higher compared with TB. The muscle proteins increased by 48 % and 50 % for
TFTB and TFTBTR groups being different compared with TB and TC groups. The
amounts of IL-6, IL-10 and TNF- a TBTR groups, TFTB, TFTBTR decreased when
compared to the TB group. Better ratio was observed in groups IL-10/TNF-a TFTB
and TFTBTR, and the cross-section decreased in the groups TBTR and TB. The
morphology of adipose tissue groups TBTR, TFTB, TFTBTR was less modified by
cachexia. The model of exercise and supplementation are not used pharmacological
tools and can be used in studies involving patients with cachexia associated with
cancer with safety.

Keywords: Exercise. Nutrition. Céncer. Inflammation. White adipose tissue.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2011), por ano cerca de 12
milhdes de pessoas no mundo sédo diagnosticadas com algum tipo de cancer Destes
pacientes, uma fracdo consideravel desenvolve uma sindrome paraneoplastica
chamada caquexia.

O termo caquexia deriva do grego “kakos” que significa “mal”, e “hexis” que
significa “condigdo do corpo” (TISDALE, 1997). E uma sindrome multifatorial
caracterizada por anormalidades metabdlicas como perda de peso, anorexia, astenia
e anemia e alteragbes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas
(ARGILES et al., 1997; ARGILES et al., 2003a).

Embora descricbes de individuos caquéticos remontem ha mais de dois mil
anos, e nas ultimas décadas, o estudo da sindrome tenha recebido atengao
crescente, sua etiologia continua controversa e nao existe terapia conhecida que a
reverta (FEARON et al., 2011; VON HAEHLING et al., 2002).

Em um consenso de 2011, foram apresentados 3 estagios da caquexia
associada ao cancer: pré-caquexia, caquexia e caquexia refrataria, esta ultima mais
proxima ao o6bito do paciente (FEARON et al.,, 2011). Estes estagios envolvem
crescente reducdo de peso ponderal, explicado pelo catabolismo da musculatura
esquelética e do tecido adiposo branco (TAB), cerca de metade de todos os
pacientes de cancer desenvolve a sindrome que esta presente na grande maioria
(mais de dois tercos) dos pacientes com cancer avangado (ARGILES et al., 1997;
FEARON; MOSES, 2002).

A inflamacao sistémica que se instala no quadros de caquexia, altera o
metabolismo lipidico de tecidos periféricos, como figado e tecido adiposo. Com isso,
a sindrome promove marcada redug&o da massa gorda total, aumento na lipdlise, na
oxidagdo total de acidos graxos,  hiperlipidemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, aumento no ciclo de lipdlise-reesterificacdo, diminuicdo das
taxas de lipogénese e da atividade e conteudo de mRNA da lipase de lipoproteinas
(LPL) (ARGILES et al., 2003; FEARON; MOSES, 2002).

Os efeitos da caquexia sobre o perfil lipidico do plasma sao tdo acentuados,
que servem como marcadores na triagem de pacientes para o diagnostico inicial de
cancer (ARGILES et al., 1997; ARGILES et al., 2003). Essas alteragdes sdo
postuladas como sendo induzidas por mediadores da caquexia, tais como fator de
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necrose tumoral-a (TNF-a) e IL-6, duas citocinas pro-inflamatdrias envolvidas na
instalacdo do processo inflamatério no tecidos perifericos.

Em especial, as alteragdes que acontecem no tecido adiposo decorrentes do
agravamento da sindrome, o transformam em relevante fonte de adipocinas pro-
inflamatorias. Machado, Costa-Rosa e Seelaender (2004), demonstraram alteragbes
importantes no tecido adiposo de animais com caquexia, sendo que o achado mais
notavel foi a infiltracdo de células do sistema imunoldgico, resultando em inflamacgao
local e sistémica, conduzindo o paciente a um quadro de inflamacéao cronica.

Os esforcos em reduzir a inflamagdo associada a caquexia podem ser
farmacologicos, nutricioniais ou envolvem protocolos de atividade, pois o tecido
muscular & capaz de produzir miocinas antiinflamatérias (FEBRAIO; PEDERSEN,
2005; PEDERSEN et al., 2007; PEDERSEN; HOJMAN, 2012; PEDERSEN, 2012),
sendo capaz de contrabalancear o processo sistémico inflamatério sistémico. O
exercicio diminui a inflamagdo nos depdsitos adiposos, sendo que estudos
anteriores demonstram que o exercicio aerdbio de intensidade submaxima e
também de longa duragédo, promove marcada atenuagdo da sindrome (LIRA et al.,
2008; LIRA et al., 2009) e atravées de um protocolo de treinamento de forga,
(DONATTO et al., 2013), demonstrou efeitos antiinflamatérios no tecido adiposo
mesentérico.

Sabe-se que a alimentagao tem um importante papel na prevencao de varios
tipos de cancer. Contudo, quando a doenca ja esta instalada e avangada, a nutricdo
pode contribuir na tentativa de melhorar a qualidade de vida do paciente. Assim,
busca-se um alimento ou nutriente que possa contribuir para atenuar os efeitos da
caquexia. Na literatura, o acido butirico (AB) ou butirato mostra efeitos in vitro e in
vivo em modelos experimentais de cancer (STELIOU et al., 2012). O AB contém em
sua cadeia 4 carbonos e pode ser metabolizado pelos enterdcitos como fonte de
energia, utilizado como substrato energético para os leucocitos (TOPPING;
CLIFTON, 2001), bem como induzir a apoptose tumoral (VECCHIA et al., 1997),
através da inibicdo da enzima deacetilase de histonas, modulando a transcrigéo
genética do tumor (DRUMMOND et al., 2005).
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A tributitina € um triacilglicerol com 3 moléculas de AB esterificadas com
glicerol (EDELMAN, 2003). Por ser um lipidio, a tributirina quando em contato com
enzimas lipoliticas, como a lipase pancreatica, preserva o AB da digestdo mediada.
Naturalmente, o acido graxo butirato € distribuido no plasma, porém possui uma
meia vida curta. Uma das possibilidades para prolongar a meia vida do AB e realizar
a suplementacao oral de tributirina, na forma de 6leo ou capsulas gelatinosas.

A justificativa do presente trabalho é utilizar o modelo experimental de cancer
e estudar os efeitos do exercicio de forga e da suplementacéo de tributirina, como

duas estratégias n&o farmacologicas contra a inflamagao associada a caquexia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caquexia

A palavra caquexia é derivada do grego “kakos hexis”, que significa “ma
condicdo” (ARGILES et al., 2003; TISDALE, 1997) e foi descrita por Hipdcrates ha
mais de dois mil anos atras. A caquexia € uma sindrome complexa, caracterizada
pela diminuicdo do peso corporal, deplecdo dos estoques de gordura, diminuicdo da
massa muscular, anorexia, astenia e disturbios metabodlicos (BRUERA; SWEENEY,
2000). Seu diagnostico € extremamente complexo, pois a perda de massa muscular
e massa adiposa acontece antes de qualquer reducdo do consumo caldrico,
progredindo durante o decorrer da doenga (AGUSTSSON et al., 2012).

Apesar das descri¢des de individuos caquéticos remontem a mais de dois mil
anos, e, nas ultimas décadas, o estudo da sindrome tenha recebido atengao
crescente, sua etiologia continua desconhecida, seu diagnéstico pode ser falho e
ainda ndo existe terapia conhecida que a reverta (ARGILES et al., 2003b; VON
HAEHLING et al., 2002).

A definicdo mais abrangente desta sindrome inclui perda de peso, com ou
sem perda de gordura corporal, com trés critérios adicionais de perda de forga
muscular, anorexia e altera¢gdes bioquimicas, principalmente, dislipidemia (EVANS,
2008).

Esta sindrome paraneoplastica € comum nos estagios avancados de céancer,
contribuindo para a diminuicdo da qualidade e expectativa de vida. A caquexia
associada ao cancer é uma causa importante de morbidade e mortalidade, esta
presente em mais de 80% dos pacientes com cancer avancado, pode ser
responsavel direta de 20-40% dos 6bitos (BRUERA; SWEENEY, 2000; GORDON et
al., 2005) e seu grau ndo esta associada ao tamanho do tumor (FEARON; MOSES,
2002).

A caquexia parece nao ser exclusivamente no cancer, e pode ocorrer em
associacdo a diversas doengas crénicas como na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), nos grandes traumas, nas moléstias digestivas, na insuficiéncia
renal, em doencgas respiratorias, na artrite reumatdide e na insuficiéncia cardiaca
(EMERY, 1999; MORLEY et al., 2006; TISDALE, 1997), conforme ilustra a figura 1.
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Figura 1. Associagao entre caquexia e doengas.
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Legenda: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) e Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida
(AIDS)

Atualmente a sindrome € concebida com uma doenga degenerativa
inflamatoria crénica (LIRA et al.,, 2009; SEELAENDER et al., 2012). As principais
mediadoras do processo inflamatério sdo as citocinas, proteinas de baixo peso
molecular que, sabidamente tem grande importancia na etiologia da caquexia
(KABIR et al., 1995; KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2007; MARTIN et al., 1999;
PFITZENMAIE et al., 2003; SHIBATA et al., 1998). Em estudo recente, Laviano et al.
(2012), postulam a agao proé-inflamatodria das citocinas pode modular o eixo neuro
enddcrino e secregao de fatores tumorais catabdlicos.

Ndo obstante, a grande maioria dos estudos restringe-se a avaliar a
inflamacdo de maneira sistémica, examinando apenas parametros plasmaticos e
negligenciando a inflamagéo tecidual, que pode, por sua vez, estar contribuindo

marcadamente para o catabolismo do tecido e para inflamacéao sistémica.
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Seelaender et al. (2012) postulam que, estratégias antiinflamatorias podem
atenuar o quadro da caquexia. Em modelos experimentais é possivel analisar as
citocinas in loco, especialmente no tecido adiposo e muscular, avaliando assim o

balanco entre citocinas pré-inflamatérias e as antiinflamatérias.

2.2 Tecido adiposo na caquexia

Os adipdcitos provém de células pluripotenciais que se transformam em
precursores mesenquimatosos a potencial transformacdo em condroblastos,
osteoblastos, mioblastos ou pré-adipocitos, exibindo estreita ligagdo com células
vasculares e do estroma e da matriz extracelular que sofrem influéncia de horménios
exdégenos (GREGOIRE et al.,, 1998). Os componentes da matriz extracelular
modulam a diferenciacdo dos pré-adipécitos, produzindo moléculas adesivas que
estabelecem as ligagdes intercelulares, modificando a morfologia e volume dessas
células (TCHKONIA et al., 2001).

O tecido adiposo é um 6rgéo regulado funcionalmente por nervos, horménios,
nutrientes, por mecanismos autécrinos e paracrinos, sendo um importante 6rgao
com fungdes reguladoras no balango energético e do eixo neuroenddcrino
(FRULHBECK et al., 2001). Por ser o maior 6rgao de reserva energética, representa
um papel fundamental na sobrevivéncia, evolugido e capacidade adaptativa no
mundo animal e atualmente suas funcbes transcendem em muito as que
tradicionalmente Ihe eram atribuidas.

O tecido adiposo vem recebendo maior atengao dos pesquisadores, uma vez
desvendada sua ligagdo com o processo inflamatério e com o desenvolvimento da
resisténcia periférica a insulina. Assim esse tecido produz e secreta diversas
proteinas moduladoras, conhecidas como adipocinas, que regulam a resposta
inflamatadria, fungdo do sistema imunolégico, a fungdo hipotalamica e a utilizagdo dos
substratos energéticos nos tecidos periféricos (UNGER, 2003), conforme ilustra a
figura 2.
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Figura 2. Participacéo do tecido adiposo no desenvolvimento da caquexia associada

ao cancer.
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O tecido adiposo vem sendo apontado como um dos mais afetados e
potencialmente o de maior contribuicdo no desenvolvimento da caquexia. As
citocinas que sio secretadas a partir do tecido adiposo e que exibem interacédo com
varios processos patologicos, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
Interleucina-1(IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-10 (IL-10), que s&o
diretamente associadas ao aumento do tecido adiposo intravisceral e com o
processo de resisténcia periférica a insulina (BING; TRAYHURN, 2008).

A infiltragdo de células do sistema imunologico é um dos principais eventos
que culminam no aumento da producdo e secrecao destas citocinas durante o
processo inflamatério. Batista et al. (2012) demonstraram que o tecido adiposo
secreta fatores quimioatrantes, recrutando uma populagcdo de células com grande

potencial secretdrio.
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2.3 Acido butirico e tributirina

O acido butirico (AB) contém em sua cadeia quatro carbonos e pode ser
metabolizado pelos enterécitos e leucocitos como fonte de energia (TOPPING,;
CLIFTON, 2001). Em humanos, o colon é o principal local de fermentagao das fibras
e consequente producdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC), dentre eles o
acetato (60%), butirato (25%) e propionato (15%) (CUMMININGS et al., 1987). Por
mais de 20 anos, o AB foi estudado como um agente terapéutico no tratamento do
cancer, pela modulacdo que promove no crescimento e diferenciagdo dos tumores
(PRASAD, 1980).

O butirato apresenta efeitos anticarcinogénicos e antiinflamatorios, pode
alterar a barreira intestinal e tem papel na saciedade e no estresse oxidativo, além
de ser considerado agente antidiarréico, uma vez que estimula a absorg¢ao de sodio
e agua (VELAZQUEZ et al., 1997). Estes acidos graxos também sao capazes de
induzir a apoptose tumoral (VECCHIA et al., 1997), através da inibigdo da enzima
deacetilase de histonas (HDAC), modulando a transcricdo genética do tumor
(DRUMMOND et al., 2005; GIERMASZ et al., 2001; MAIER et al., 2000).

Os efeitos antiinflamatérios mediados através dos AGCC, se dao pela inibigao
do Fator Nuclear k B (NFkB) (ROMBEAU, 2004). O NFkB esta relacionado com a
modulagdo de citocinas pré-inflamatérias, inibicdo da apoptose e consequente
aumento da sobrevivéncia de células tumorais (SHEPPARD et al, 2004).
Naturalmente os seres humanos produzem os AGCCs a partir da fermentacao
bacteriana intestinal causada pela ingestdo de fibras dietéticas. Esta pode ser a
explicagdo mais plausivel dos efeitos preventivos da ingestdo cronica de verduras,
legumes e frutas contra o aparecimento de mutagdes celulares em todo o trato
intestinal (DONATTO et al., 20006).

A tributirina € um triglicerideo de cadeia curta, sendo considerado uma forma
mais estavel do acido butirico, promovendo mais eficientemente os efeitos deste
acido graxo. Por ser rapidamente absorvida, a tributiina é metabolizada pelas
lipases, liberando assim os ABs e estes exercerdo seus efeitos terapéuticos nas
células alvo (HEIDOR et al., 2012). Devido a melhor farmacocinética e estabilidade
quimica em comparagao com o acido butirico (HEERDT et al., 1999), ha aumento da
meia vida do AB plasmatico possibilitando o tratamento via oral, na forma de 6leo ou
capsulas gelatinosas, com boa tolerancia (CONLEY et al., 1998).
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Em trabalhos mais atuais outros mecanismos sdo propostos para explicar os
efeitos da suplementacdo de tributirina. Pelo menos duas vias intracelulares s&o
apontadas: maior ativacdo do receptor acoplado a proteina G, especificamente o
CPR43 (VINOLO et al., 2011). Outro mecanismo descrito anteriormente € a inibi¢cao
da enzima histona deacetilase (HDAC) (MAIER et al., 2000). Além disso, os efeitos
fisiolégicos também podem estar relacionados com o funcionamento normal de
horménios como por exemplo a insulina. Vinolo et al. (2012), demonstraram melhora
da resisténcia a insulina em camundongos expostos a alimentagao hiperlipidica, com
efeitos importantes na captacgéao tecidual de glicose e de lipidios plasmaticos.

Ainda que a tributitina tenha seu potencial antineoplasico testado contra
diversos tipos de células tumorais, ndo se tem relatos dos seus efeitos sobre a
caquexia associada ao cancer. Diante dos trabalhos encontrados na literatura, é
evidente que a tributirina pode exercer efeitos sobre o crescimento tumoral, bem
como no processo inflamatério que ocorre na caquexia associada ao cancer. Desta
forma, desvendar o mecanismo através do qual a tributirina age sobre os fatores da
caquexia em modelo experimental, gerando subsidios para sua utilizagdo em seres

humanos acometidos pelo cancer.
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2.4 Treinamento de forga e cancer

Em 2004, o professor Costa Rosa introduziu pela primeira vez o conceito
termo “exercicio fisico como um tratamento adjunto nas doengas degenerativas”,
sendo esse o titulo de uma brilhante revisdo de literatura, no qual aponta que o
exercicio fisico pode influenciar de forma positiva o eixo neuroimunoenddcrino,
afetado por algumas doengas, entre elas a caquexia associada ao cancer (LAVIANO
et al., 2012; MARTINS et al., 1998).

Estes efeitos foram confirmados em estudos experimentais de nosso grupo
(BACURAU et al., 2000; BATISTA et al., 2007; BATISTA et al., 2008; LIRA et al.,
2008) e de outros (KRAMER; GOODYEAR, 2007; YOU; NICKLAS, 2008),
demonstrando que a atividade fisica crbnica, na forma de treinamento de endurance
€ capaz de modular a inflamagcado e a expressao de citocinas. No laboratério da
Profa. Seelaender, o modelo experimental de exercicio aerobio ja foi caracterizado,
em trabalhos ja publicados (LIRA et al., 2008; LIRA et al., 2009). Este, exibe efeitos
anti-inflamatérios no tecido adiposo e no figado, bem como melhora no perfil lipidico
plasmatico. Observou-se na totalidade de nossas investigagdes, uma nitida redugao
das alteragcbes metabdlicas e moleculares resultantes da sindrome em resposta a
atividade fisica crénica, em concomitancia com a redugcdo do quadro inflamatorio
local e sistémico.

Com o efeito proteolitico que a caquexia associada ao cancer promove, O
estado do paciente pode ser agravar rapidamente, conduzindo a perda de peso
rapida ao quadro de astenia e a incapacidade de deambulagdo. Isso complica o
quadro geral do paciente, impossibilitando sua reversédo e piorando a qualidade de
vida (FEARON et al., 2011). Uma alternativa que se tem mostrado efetiva em alguns
casos € o efeito do exercicio fisico de forca adaptado a condigdo e capacidade do
paciente com cancer.

O treinamento de forga € considerado um tratamento ndo farmacolégico para
combater a sarcopenia associada a caquexia. Seus efeitos estdo relacionados com
o0 aumento de massa muscular e forca nos pacientes, através da regulacéo negativa
da producdo de citocinas e do aumento da sinalizagdo de proteinas intracelulares
relacionadas ao anabolismo muscular (AL-MAJID; WATERS, 2008).
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No ambito molecular, o aumento da protedlise associada ao cancer se da por
varios fatores como maior ativacdo do catabolismo muscular, frente a maior
expressdo génica de citocinas pré-inflamatérias, sendo que as mais relacionadas
com a protedlise sdo o TNF-a, IL-6, IL-1 e INF-y (ARGILES et al., 2003a; ARGILES
et al., 2003b). Outra via relacionada é a auséncia da fosforilagdo de proteinas
intracelulares como o alvo em células de mamifero da rapamicina (nMTOR) e p70S6
quinase, responsaveis pela fase inicial da transcricdo da sintese de proteinas
miofibrilares e o aumento da atividade do sistema de autofagia ubiqutina-
proteassoma muscular, diminuindo o anabolismo muscular do paciente (BAAR,
2006). Zanchi et al. (2009) demonstraram que o treinamento de forgca cronico em
animais experimentais promoveu menor expressao génica do MuRF-1 e Atrogin-1,
relacionados com a cascata de sinalizagao do catabolismo muscular.

Existem evidéncias que os musculos esquelético produzem e secretam
miocinas (PEDERSEN et al., 2007) e que a que massa muscular exercitada pode
secretar as citocinas IL-6, Interleucina-8 (IL-8) e Interleucina-15 (IL-15). Estas por
sua vez possuem efeitos teciduais, modulando a lipdlise, a sintese protéica e a
angiogénese (NIELSEN; PEDERSEN, 2008). Conforme a figura 3, os principais

tecidos afetados pela agdo das miocinas sao o tecido adiposo e o tecido hepatico.

Figura 3. Efeitos das miocinas sobre a caquexia associada ao cancer
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Como os efeitos do exercicio de endurance no modelo experimental de
Walker 256 ja estdo bem documentados, a proposta de utilizar um protocolo de
exercicio nunca adotado anteriormente no modelo experimental é pertinente. Assim
adotou-se o modelo de escalada em escada, que representa o treinamento de forca
em seu metabolismo energético.

Entretanto, os efeitos do treinamento de forgca jamais foram avaliados no
modelo experimental do tumor de Walker 256. Desta forma, sdo escassas as
publicacdes relacionadas a aplicacdo do treinamento de forga e seus efeitos sobre a

inflamacgéo sistémica e tecidual da caquexia associada ao cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administragdo oral de
tributirina e do treinamento de forca sobre a inflamagédo associada a caquexia em

ratos inoculados com o tumor Walker 256.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar se ocorrem alteragées morfoldgicas no tecido adiposo, mediado ao

tratamento nutricional e do exercicio;

- Estudar as mudancgas sobre o perfil bioquimico plasmatico na caquexia,
sob os efeitos da suplementacao e do exercicio fisico;

- Analisar os efeitos do treinamento de forca e da suplementagcédo sobre a
quantidade o glicogénio hepatico e muscular e a concentragdo de proteinas

musculares em ratos caquéticos;

- Avaliar a interferéncia da caquexia na evolugdo da carga usada no
protocolo de exercicio de forga;

- Estudar os efeitos do exercicio e da suplementagcdo sobre o balanco de
citocinas anti e proé-inflamatérias no tecido adiposo epididimal, mesentérico e
retroperotonial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudos em ratos

Foram estudados ratos machos da linhagem Wistar (200-250 g), obtidos no
biotério central do Instituto de Ciéncias Biomédicas | (ICB I) da Universidade de Sao
Paulo (USP). Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas coletivas, a uma
temperatura média de 24 + 1 °C, com ciclos de claro/escuro a cada 12 horas de
modo controlado. Os animais foram divididos em grupos experimentais (n=7) : (1)
controle (CT), (2) controle Tumor (TB) (3) Tumor tratado com tributirina (TBTR),
(4) Treino de Forga com Tumor (TFTB) e (5) Treino de Forga com Tumor tratado
com tributirina (TFTBTR). O trabalho foi previamente aprovado pela Comisséo de
Etica em Experimentacéo Animal (CEEA-ICB-USP) com o nimero: CEEA 059.09.

4.2 Evolugao de peso e consumo de ragao

A massa corporal e o consumo de ragao foram aferidos diariamente, no
mesmo horario, ao longo do periodo experimental em balanga de preciséo (OHAUS®
USA).

4.3 Racao utilizada e suplementacgao de tributirina

Para todos os grupos foi oferecida a ragdo comercial balanceada NUVLAB®

(Sao Paulo, SP, Brasil), conforme as regras do National Research Council
(NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2008).

Tabela 1. Composicao nutricional da ragdo NUVLAB® utilizada no experimento.

Nuvital - Nuvilab CR1 100g
Cho 57,9%
Prot 30%

Lip 12%
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A tributirina utilizada se encontrava na forma esterificada e foi adquirida na
Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA). Os animais receberam a quantidade de 400
mg/kg de tributirina ao dia, durante 8 semanas. A dose usada de forma cronica foi
escolhida a partir de trabalhos prévios na literatura (EGORIN et al., 1999; SU et al.,
2004). Para se obter uma suplementagdo isocaldrica, os outros grupos
experimentais receberam a mesma quantidade de calorias na forma de

maltodextrina diluida em agua.

4.4 Implante tumoral, sacrificio dos animais e coleta dos tecidos

As células do tumor de Walker 256 foram injetadas de forma subcutanea no
flanco direito dos ratos (2 x10” células, em 1 mL de solugdo salina 0,9 %)
(SEELAENDER et al., 1996; MACHADO et al., 2004), conforme figura. Os animais
foram eutanasiados por decapitagdo sem anestesia, o sangue for centrifugado (400
g, 15 min, 4 °C) e armazenado a —80 °C, para posterior analise.

Os tecidos adiposos mesentérico, retroperitoneal e epididimal, bem como o
figado, musculo gastrocnémio e o peso tumoral foram pesados em balanga analitica

e comparados ao peso corporal total do animal.

4.5 Protocolo de treinamento

O protocolo de subida em escada foi realizado conforme o descrito por
Hornberger, Farrar (2004). Inicialmente os ratos foram familiarizados com o
treinamento de forca com escalada de escadas com uma carga de pesos fixados a
suas caudas. Os pesos foram fixados na por¢ao proximal da cauda com uma tira
auto-adesiva e a escalada na fase de adaptacgao foi estimulada através de um toque
no dorso do animal. No topo da escalada os ratos encontraram uma gaiola (20 x 20
x 20 cm), onde descansaram por 120 segundos.
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Figura 4. Exemplo do aparato desenvolvido e utilizado para o protocolo de

treinamento.

O procedimento era repetido até que os ratos subissem a escada 3 vezes
consecutivas, sem nenhum incentivo. Trés dias seguintes a familiarizagdo com a
escada, os ratos continuaram a realizar esta sessdo de "adaptacao" ao treinamento
e iniciaram o protocolo de exercicio de for¢ca progressiva de alta intensidade. A
primeira sessdo de treinamento consistiu em escalar de 4 a 8 vezes, carregando
progressivamente cargas mais pesadas. Na escalada inicial uma sobrecarga
equivalente a 75 % do peso corporal do animal era utilizado. No topo da escada eles
descansavam por 120 segundos. Apos completar o transporte dessa carga com
sucesso, um peso adicional de 30 gramas era adicionado ao aparato. Este
procedimento foi repetido sucessivamente até que a carga alcangada ndo permitisse
que o rato conseguisse escalar a escada. Entdo, a maior carga transportada com
sucesso até o topo da escada era considerada a carga maxima dos ratos para
aquela sessao. O protocolo de treinamento foi realizado trés vezes por semana,

durante 8 semanas.



Figura 5. Esquema do protocolo experimental de treinamento e suplementagéo.
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5 ANALISES BIOQUIMICAS
5.1 Determinagoes plasmaticas

A determinagdo da concentracdo plasmatica de glicose, triglicerideos,
colesterol total, HDL-colesterol, LDL-c foram realizadas conforme a descricao dos
kits comerciais colorimétricos Labtest® (Lagoa Santa, MG, Brasil).

5.2 Determinagodes por Radioimunoensaio (RIE)

A determinacdo quantitativa de testosterona e leptina e adiponectina, foram
realizados por kit de RIE de competigdo entre um antigeno radioativo e outro ndo por
um numero fixo de sitios de ligagdo. Conforme o manual do fabricante, o ensaio foi
realizado com aliquotas de soro previamente separados. Para cada hormdnio,
Inicialmemente foram incubados 50 uL de amostra, padrées e 500 uL do reagente
especifico. Em ultimo processo foi adicionado 100 uL de anti-soro e seguido de
incubacdo em tempos e temperaturas estabelecidos pelos frabricantes (kit Millipore®
Corp. Bedford, MA, USA). Apés inversdao em papel absorvente, foi realizada a
contagem através do contador gama por 1 minuto. Resultados expressos em ng/ml
para testosterona e leptina e ug/ml para adiponectina.

5.3 Analise morfolégica dos adipodcitos.

Para coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) foram utilizados cortes dos
tecidos adiposos mesentérico, epididimal e retroperitoneal, apos a desparafinizagao.
Os cortes foram corados em Hematoxilina de Harris por 15 minutos e diferenciados
em alcool-acido. A seguir, os cortes foram corados com a solugédo alcodlica de
Eosina. As ladminas eram mergulhadas em alcool 95 % e alcool absoluto e
imediatamente diafanizadas. Ao final, as laminas eram montadas em resina (resina
Alkelan). Para cada amostra, foram analisados 15-20 campos (x40) de 3 seccgdes
distintas. A area seccional do adipécito foi determinada utilizando um software de
analise de imagem (Leica Application System, Leica, Germany) e expressa em um?.
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5.4 Analise de triacilgicerol (TAG) hepatico

Para a quantificacdo de TAG hepatico as amostras de figado foram
submetidas a extragao lipidica com cloroféormio e metanol (2:1) e a quantidade de
lipidios hepaticos foi realizada pelo método de Folch et al. (1957) e expressos em

mg/g de tecido.

5.5 Quantificacao de glicogénio hepatico e muscular

Conforme a metodologia descrita por Siu et al. (1970), para determinagdo do
glicogénio muscular as amostras foram digeridas em KOH 30% a quente e o
glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol. Entre uma fase e outra da
precipitagdo, a amostra foi centrifugada a 1500 g durante 15 min. O glicogénio
precipitado foi submetido a hidrdlise acida na presenca de fenol. Para determinar a
quantidade de glicose nas amostras dos tecidos utilizou-se o método enzimatico
colorimétrico, conforme o teste de Glicose E-Enzimatica (CELM-REACTOCLIN). Os
valores foram expressos em mg/100 mg de peso tecidual umido.

5.6 Quantificacao de proteinas musculares

Para determinacdo da concentracdo de proteina total muscular
(gastrocnémio), aproximadamente 300 mg das amostras foram homogeneizadas em
1mL de tamp&o RIPA (Tris-HCI 50 nM, pH 8.0; NaCl 150 mM; Triton X-100 1 %;
CaCl2 1 mM; SDS 0,1 % e deoxicolato de sédio 1 %) e 5 yL de inibidor de protease
(Sigma®). A seguir, o homogeneizado era centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a
4 °C. Apés esse procedimento foi realizada a dosagem de proteinas totais pelo
método de Bradford (Sigma® St. Louis, MO, USA), sendo o resultado expresso em
ug/uL de proteina.

5.7 Quantificagao de citocinas teciduais
Para determinagdo da concentracdo de citocinas no tecido adiposo,

aproximadamente 300 mg das amostras foram homogeneizadas em 1 mL de
tampéao RIPA (Tris-HCI 50 nM, pH 8.0; NaCl 150 mM; Triton X-100 1 %; CaClz 1 mM;
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SDS 0,1 % e deoxicolato de s6dio 1 %) e 5 yL de inibidor de protease (Sigma® St.
Louis, MO, USA). A seguir, o homogeneizado era centrifugado a 15.000 g por 20
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e estocado a —80 °C para posterior
analise das citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10) com kit de ELISA comercial (Assay
Designs®, USA). Apés a dosagem de proteinas totais do tecido adiposo, a
quantidade de citocinas foi relativizada, sendo o resultado expresso em pg/ug de
proteina. A quantificagao foi realizada conforme a metodologia descrita por Lira et al.
(2009).

5.8 Analise estatistica

A analise comparativa dos dados quantitativos esta apresentada utilizando o
ANOVA de duas vias ou testes n&o paramétricos quando necessario (Mann-Whitney
U test). Para todas as analises o valor de p menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significante. O software estatistico Win Stat para Windows verséo
3.1(Kalmia Co. Inc, 1991-1996) foi utilizado para analise.
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6 RESULTADOS
A evolucado do peso corporal dos animais foi acompanhada semanalmente
durante as 8 semanas do protocolo experimental. Nao foram encontradas diferencas

entre os grupos experimentais, conforme ilustra a figura 6.

Figura 6. Evolugdo semanal de peso corporal dos grupos experimentais.
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Valores em média. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Ao analisar o peso final dos animais e a participacdo da massa tumoral, os
grupos que receberam a suplementagdo, o treinamento e a associagdo dos
tratamentos demonstraram diferengas quando comparado ao grupo TB. Em dados
percentuais, a massa tumoral do grupo TB representou 6% do peso corporal do para
o grupo TB. Essa representagao percentual do tumor para o grupo TBTR foi 2,5%.
Nos animais submetidos ao treinamento, a massa tumoral representou 0,7% para o
grupo TFTB e 0,4% para o grupo TFTBTR.
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Tabela 2. Peso corporal dos grupos experimentais durante o periodo experimental.

Grupos 1%. Semana 8%.semana Peso final
peso (g) peso (g) descontado o peso
do tumor
(9)
CT 206,7 £ 3,2 380,2 +6,2
B 2109+ 1,1 3155+ 3,8 2941
TBTR 206,3 £2,9 3459+1,8 337°
TFTB 204,7 £6,7 398,1+3,5 395°°
TFTBTR 206,2+2,5 400,4 + 4,2 398,5°°

Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Com relagdo ao consumo de ragdo, houve uma redugdo nos grupos
experimentais que receberam as células tumorais na sexta semana do protocolo
experimental. O grupo TB demonstrou um menor consumo quando comparado aos
grupos TBTF e TBTFTR, conforme ilustra a figura 7.
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Figura 7. Consumo de ragéo do grupos experimentais.
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Valores em média. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

A Tabela 3 ilustra o peso tumoral dos grupos experimentais no final do
protocolo apresentou diferengas estatisticamente significativas. O peso médio do
tumor no grupo TB foi diferente em comparagdo com todos os grupos experimentais,
sendo que os grupos TBTF e TBTFTR, também apresentam diferengcas (p<0,028 e
p<0,012, respectivamente) quando comparados com o grupo TBTR.

Tabela 3. Peso final dos tumores dos grupos experimentais.

Peso Tumor (g) B TBTR TFTB TFTBTR

214 +1,8 89+12° 3,1+0,82°P 1,9+0,323°

Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Figura 8. Peso final dos tumores do grupos experimentais

25-
- E3 1B
S 204 EEEE EE3 TBTR
g E TFTB
é 15- D TFTBTR
3
o 10+ ab ab
3
o 54
-1
oLE | [T

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Nos grupos submetidos ao protocolo de exercicio, foi analisada a carga
maxima atingida no fim de cada semana de treinamento. E observado que apds a
sexta semana, os grupos TFTB e TFTBTR mostraram capacidade reduzida de
suportar a carga imposta pelo protocolo de exercicio, atigindo carga final de
transporte inferior nas escaladas, conforme ilustra a figura 11.
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Figura 11. Evolugcao da carga utilizada no protocolo de exercicio.
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Valores em média. (n=7) (TF) Treino de Forg¢a, (TFTB) Treinado com Tumor e (TFTBTR) Treinado

com tumor tratado com tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05). a:
comparado a TF, b: comparado a TFTB e ¢: comparado a TFTBTR.

A tabela 4, ilustra a evolugdo semanal das cargas em dados numéricos.

Tabela 4. Evolugao de cargas utilizadas no protocolo de exercicio experimental

Semana/Repeticao TF TFTB TFTBTR
Maxima (g)
1°. semana 150 + 12 156 + 31 165 + 15
2°. semana 175 + 21 187 + 38 176 + 24
3".semana 200 £ 15 203 + 56 205 £ 42
4°.semana 245 + 43 234 + 23 230+ 19
5°.semana 278 + 42 298 + 33 300 + 39
6°.semana 320 + 28 300 £ 35 334 + 65
7°.semana 343 £ 45 220 + 43 300 * 51
8%.semana 398 + 56 187 £ 67 280 + 62

Valores em médiate.p.m. (n=7). (TF) Treino de Forga, (TFTB) Treinado com Tumor e (TFTBTR)
Treinado com tumor tratado com tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados

(p<0.05). a: comparado a TF, b: comparado a TFTB e c: comparado a TFTBTR.
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Foram dosadas as quantidades de glicogénio e proteinas totais do musculo
gastrocnémio. Tanto o grupo exercitado ndo submetido ao tratamento nutricional
(TFTB), quanto o grupo que associou a suplementagao ao exercicio fisico (TFTBTR)
demonstraram conteudo de glicogénio aumentado quando comparado ao grupo TB.
O grupo TBTR néo foi diferente de TB, conforme ilustra a tabela 5.

Tabela 5. Conteudo de glicogénio e proteina do musculo gastrocnémio.

CT TB TBTR TFTB TFTBTR
Glicogénio 36+0,2 2,8+0,3 3,9+0,3 45+02% 42+02®
Muscular (mg/g)
Proteina 3,2+0,1 2705 2,904 52+05%° 55%0,1°°

muscular (ug/ul)

Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Com relacdo ao glicogénio muscular, a presenga do tumor causou uma
reducdo dos estoques (figura 10). Os estoques de glicogénio dos grupos TFTB e
TFTBTR estavam 37% e 35% maiores quando comparados com o grupo TB. A
suplementagcdo n&o causou aumento do glicogénio muscular no grupo TBTR,
quando comparado a TB.
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Figura10. Conteudo de glicogénio do musculo gastrocnémio
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Com relagao a quantidade de proteina muscular, a presenca do tumor regulou
negativamente o parametro de proteinas musculares. Nos grupos submetidos ao
exercicio e a suplementacdo, observa-se quantidades maiores de proteinas
comparados com TB, cerca de 48% e 50%, respectivamente para os grupos TFTB e
TFTBTR. O grupo TBTR né&o houve reversédo de reducao de proteinas musculares,

causadas pela caquexia.
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Figura11. Conteudo muscular (gastrocnémio) de proteina.
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Com relagdo ao conteudo de glicogénio hepatico, o grupo TB exibiu os
menores valores, sendo diferente dos grupos CT (48%), TFTB (41%) e TFTBTR
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(52%). A associagao dos tratamentos (TFTBTR) foi capaz de aumentar o glicogénio
hepatico quando comprado com o grupo TFTB em cerca de 36% , conforme ilustra a

tabela 6 e a figura 12.

Tabela 6. Conteudo de glicogénio e TAG hepatico.

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Glicogénio 35+0,5 1,8+0,2°%® 24+0,8 3,1+0,9 38+0,5°
Hepatico (mg/g)
TAG hepéatico 54,7 + 12,1 112,9+6,8 2 862+11,9%°® 924+91%* 828493

(mg/100mg)
Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Figura 12. Concentragao de glicogénio hepatico dos grupos experimentais.
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Figura13. Conteudo de TAG hepatico nos grupos experimentais.
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Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

O grupo TB exibiu a maior concentragcdo de TAG hepatico, sendo
estatisticamente diferente dos grupos TBTR(23%), TFTB (17,5%) e TFTBTR (26%).
Tanto a suplementagao de tributirina isolada e sua associagdo com o exercicio de
forca modulam a quantidade de TAG hepatico, prevenindo os efeitos da caquexia,

conforme ilustra a figura 13.

Com relagédo aos parametros sanguineos, os grupos submetidos ao exercicio
e a suplementagao de tributirina demonstraram diferengas quando comparado com o
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grupo TB, havendo diferengas estatisticas para todos os paradmetros analisados,
conforme ilustra a tabela 7.

Tabela 7. Determinagdes bioquimicas plasmaticas do grupos experimentais.

CT B TBTR TFTB TFTBTR

Glicose (mg/dL) 905+52 1082+7,8°% 981+29° 928+34° 919x57°
Colesterol (mg/dL) 95234 122,4+£10,8% 102,8+8,7° 90,6+24° 89,7+3,7°

TAG (mg/dL) 88,6 +2,7 137,4+58° 112,8+7,1° 100,4+45° 102,1+9,5°
VLDL-c (mg/dL) 19,2 +1,2 27,9+6,9° 21,5+2,9° 20,8+4,9° 195+9,1°
LDL-c (mg/dL) 159 +17 21,1+9,6° 17,6 +5,1° 16,9+9,1° 172+27°
HDL-c (mg/dL) 56,1+ 3,3 42,8+8,4° 49,3£1,9° 50,1+3,9° 51,9+51°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Tabela 8. Concentragdes plasmaticas de testosterona, leptina e adiponectina.

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Testosterona (ng/ml) 223+ 12,4 198+235°° 315 £+412™ 723:328 672 17,2
Leptina (ng/ml) 29+0,8 2505 1,04£04%* 0,75+0,2%° 0,82+0,1*

Adiponectina (ug/ml)  152x7,1 102+24% 204%16% 259+92%° 26,8 +9,8°°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Conforme ilustra a tabela 8, o tratamento com tributirina exerceu efeitos sobre
as concentragdes de leptina, sendo essas 58% menores na comparagdo com o
grupo TB. Essa redugdo também foi encontrada no grupo TFTB (70%) e TFTBTR
(63%), quando comparadas com o grupo TB.
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Para a adiponectina, observou-se maiores concentragées nos grupos TBTR
(50%) , TFTB (60%) e TFTBTR (61,5%), quando comparados com o grupo TB. O
grupo TBTR demonstrou menores valores de concentragdo de adiponectina quando
comparado com TFTB e TFTBTR, 21% e 23% respectivamente.

A testosterona circulante foi maior nos grupos TBTR (37%) , TFTB (72%) e
TFTBTR (70%) quando comparados ao grupo TB, demonstrando diferengas
significativas. A testosterona do grupo TFTB foi maior 56% e do grupo TFTBTR 53%
maior do que do grupo TBTR.

No presente estudo foi analisado o conteudo de citocinas do tecido adiposo
mesentérico, retroperitoneal e epididimal. O grupo TB demonstrou maiores
concentragdes de IL-6 nos 3 depdsitos analisados, quando comparado ao grupo CT.
A suplementagao isolada, o exercicio fisico e a associagdo dos dois tratamentos
foram capazes de reduzir as quantidades de IL-6 quando comparados a TB. No
tecido retroperitoneal, a quantidade de IL-6 dos grupos experimentais TBTR, TFTB e
TFTBTR também foi menor, quando comparada a TB. Para o tecido epididimal,
houve uma redugdo em todos os grupos exeperimentais quando comprados a TB.
Houve reducdo de 47% no grupo TBTR, 61% no grupo TFTB e 54% no grupo

TFTBTR, conforme demonstra a figura 14.

Figura 14. Concentracdo de IL-6 dos tecidos adiposos.
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

A figura 15 ilustra os resultados da somatoria da concentragdo de IL-6 nos
diferentes tecidos adiposos, sendo que o grupo TB alcangou os maiores niveis
quando s&o considerados os 3 depdsitos analisados. A suplementacao de tribuirina,
o exercicio de forca e a associagao do dois tratamentos foram capazes de reduzir a

concentracéo de de IL-6 dos tecidos.

Figura 15. Somatdrio da concentragéo de IL-6 dos tecidos adiposos em cada grupo

experimental.
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Valores em média. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com tributirina,
(TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com tributirina.
Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b: comparado a

TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Com relagdo ao conteudo de TNF-a dos tecidos adiposos, o grupo TB
apresentou maior concentracdo em todos os depdsitos, sendo 60% maior no tecido
ME, 71% maior no RP e 45% maior no tecido EP quando comparado ao grupo CT.
No tecido ME foram observadas diferencas entre os grupos TBTR (53% menor),
TFTB (53% menor) e TFTBTR (45% menor) comparados com TB. Ja no grupo TBTR
nao foram encontradas diferencas entre nos tecidos RP e EP, quando comparados
com o grupo TB.

O treinamento foi capaz de reduzir as concentragdes no grupo TFTB,
demonstrando diferengas nos 3 depdsitos quando comparado com TB. No grupo
TFTBTR observou-se diferencas estatisticas no ME e RP quando comparado com

TB, mas sem diferencas no EP.

Figura 16. Concentragdo de TNF-a dos tecidos adiposos
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Figura 17. Somatdrio da concentragdo TNF-a dos tecidos adiposos em cada grupo

experimental.
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Valores em média.(CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com tributirina,

(TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com tributirina.
Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b: comparado a

TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

A figura 17 demonstra a quantidade total de TNF-a nos diferentes tecidos
adiposos analisados somados e conforme os resultados apresentados, o grupo TB
mostra um aumento quando comparados aos grupos CT (60%), TBTR (44%), TFTB
(51%) e TFTBTR (48%).
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A concentracdo de IL-10 dos tecidos adiposos foi analisada, sendo que os
resultados observados foram maiores concentragdes nos tecidos do grupo TB,
sendo diferentes de todos os outros grupos. No tecido ME observou-se um aumento
de 61% no grupo TB versus CT. No RP temos aumento de 50% de IL-10 tecidual
versus CT e no tecido EP o grupo TB exibiu 50% mais IL-10 quando comparado ao
CT. No grupo TBTR houve uma redugao de IL-10 significante no tecido mesentérico
(34%) e no grupo TFTBTR (34%) para o tecido epididimal, quando comparado com
TB. No grupo TFTB, o tecido retroperitoneal apresentou maiores concentragdes de
IL-10 (17%) quando comparado ao grupo TBTR, conforme ilustra a figura 18.

Figura18. Concentracdo de IL-10 dos tecidos adiposos.
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Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Figura 19. Somatdrio da concentragao de IL-10 dos tecidos adiposos em cada

grupo experimental.
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Valores em média. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

A figura 19 ilustra a quantidade de IL-10 nos diferentes tecidos adiposos, e
conforme os resultados apresentados o grupo TB essa foi superior, sendo diferente
dos grupos CT (57%) e TBTR (28%).
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Figura 20. Raz&o IL-10/TNF-a no tecido adiposo retroperitoneal.
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Valores em média. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com tributirina,
(TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com tributirina.
Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b: comparado a
TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Para se avaliar o balango da producédo de citocinas do tecido adiposo RP
temos a raz&o IL-10/TNF-a. Essa razdo mostro-se reduzida, indicando um perfil mais
inflamatorio em TB, sendo que no grupo TFTBTR a razao foi inversa, apontando um
perfil antiinflamatério.
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Figura 21. Raz&o IL-10/TNF-a no tecido adiposo mesentérico

Relacao IL-10/TNF-a ME

B
Grupos experimentais

Valores em média. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com tributirina,
(TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com tributirina.
Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b: comparado a

TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Na razdo IL-10/TNF-a, no tecido ME temos um aumento para os grupos
TBTR, TFTB e TFTBTR, quando comparados com CT e TB. Nao houve diferencas

entre os grupos submetidos ao exercicio e ou a suplementacgao.
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Figura 22. Razdo IL-10/TNF-a no tecido adiposo epididimal.
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Relacao IL-10/TNF-a EP
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Grupos experimentais

Valores em média. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

No tecido EP, a raz&o IL-10/TNF-a encontrou-se aumentada em TBTR e
TFTB, sendo diferente de CT, TB e TFTBTR.

Com relagdo a analise morfolégica do tecido adiposo, o tamanho da area
seccional foi avaliado, sendo os valores expressos em um? De um modo geral, o
grupo TB apresentou uma menor area nos 3 tecidos analisados, bem como o grupo
TBTR também apresentou reducdo quando comparado com CT, TFTB, TFTBTR. No
tecido EP do grupo TFTBTR foi maior que o do grupo TFTB, havendo uma
diferenca, conforme ilustra a figura 22.
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Figura 23. Area seccional dos adipécitos dos tecidos adiposos analisados.
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Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

O grupo TB demonstrou uma reducgéo de 72% na somatoria da area seccional
dos adipocitos. O grupo TBTR demonstrou redu¢do de 55% na comparagdo com
CT, reducao de 34% quando comparado a TFTB e redugao de 37% da area quando
comparado a TFTBTR. N&o houve diferencas entre os grupos CT, TFTB e TFTBTR.
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Figura 24. Somatéria da area dos adipodcitos dos tecidos adiposos dos grupos
experimentais
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tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Nos resultados relacionado a morfologia dos adipdcitos, temos como exemplo
de mudanca caracteristica da caquexia, o tecido mesentérico que mais evidencia os
efeitos da sindrome em roedores. E observada uma redugdo do tamanho dos
adipdcitos do grupo TB e também um aumento da expressao de colageno e células
infiltrantes (seta preta figura B). Enquanto que no grupo CT (figura A) temos uma
morfologia normal para os adipécitos. As figuras C, D, E exibem os grupos TBTR,
TFTB e TFTBTR respectivamente, sendo observado mudangas menos evidentes do
processo da caquexia no tecido adiposo.
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Figura 25. Histologia do tecido adiposo mesentérico dos grupos experimentais.

Tecidos adiposos mesentéricos. A= Grupo
Controle, B=Grupo Tumor, C=Grupo Tumor
tratado com ftributirina, D=Treinado com tumor,
E= Treinado com tumor tratado com tributirina.
Coloraggo HE. Aumento de 100um, *
representacao adipdcito, seta: fibrose e células

infiltrantes.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos fisiologicos de um
protocolo experimental de treinamento de forca e da suplementacédo de tributirina
sobre o processo inflamatorio envolvidos na caquexia associada ao cancer em
animais inoculados com tumor de Walker 256. Em humanos, existem dados
cientificos demonstrando que o processo inflamatério crénico instalado é
considerado um denominador das consequéncias metabdlicas da caquexia
associada ao cancer (SEELANDER et al., 2012). Mas para se aplicar metodologias
de tratamento neste tipo de populacédo € necessario primeiro se conhecer os efeitos
fisiologicos e mecanismos propostos no modelo experimental em animais, para apos
isso, propor estratégias para o tratamento dos pacientes.

O tumor de Walker 256 adotado no modelo experimental impde classicamente
efeitos como: diminuigdo da ingestdo alimentar, aumento de lipidios plasmaticos,
esteatose hepatica e marcadamente a inflamacgao dos tecidos adiposos Estes efeitos
sdo encontrados aproximadamente 10 a 14 dias depois da inoculagdo tumoral nos
animais e s&o tipicos da caquexia associada ao cancer humano (FERNANDES et
al., 1990; MACHADO et al., 2004; KAZANTIS; SEELAENDER, 2005).

A maior dificuldade encontrada para o protocolo de exercicio utilizado foi
padronizar a intensidade, pois sem esta validagdo, ndo seriam atingidos os efeitos
fisiologicos esperados pelo exercicio fisico de forgca (DONATTO et al., 2013). Assim
foi utilizado um grupo de animais treinados sem a presenca do tumor para se
comparar os efeitos da presenga tumoral durante o treinamento. Observou-se
ganhos similares de forga ao longo das primeiras 6 semanas de treinamento, porém
apos a inoculagao das células tumorais nos respectivos grupos, foi observada uma
queda de performance nas escaladas do animais na escada. De certa forma, esse
efeitos ja eram esperados a administragdo das células tumorais. Entretanto, isso ndo
incapacitou os animais a continuagao do protocolo de treinamento, porém as cargas
utilizadas foram estatisticamente menores quando comparado com o grupo TF.

Com relacdo aos resultados e peso ponderal, nao houve diferencas entre os
grupos experimentais. Com relagcdo ao tamanho dos tumores dos grupos
experimentais, foi observado, que a suplementacdo de tributirina, o exercicio de
forgca e a associagao dos tratamentos conseguiram reduzir o peso final do tumor. A

reducdo tumoral foi observada também em outros trabalhos do grupo de pesquisa
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(BACURAU, et al., 2000; LIRA et al., 2009; LIRA et al., 2010). Donatto et al. (2013)
demonstraram melhor razdo IL-10/TNF-a nos tecidos adiposos mesentéricos de
ratos inoculados com células de Walker 256.

Provavelmente o balango mais favoravel de citocinas promovido pelos
protocolos de exercicio fisico e seus efeitos antiinflamatoérios tem relagdo com o
desenvolvimento tumoral, e somado aos efeitos antitumorais da tributirina que sao
bem documentados e tem como alvo a inibicdo da enzima histona deacetilase
(HDCA) e o NFkB (DRUMMOND et al., 2005; GIERMASZ et al., 2001; MAIER et al.,
2000; SHEPPARD et al., 2004; VINOLO et al., 2011). Especula-se que esses efeitos
podem explicar os resultados obtidos nos grupos que receberam a tributirina TBTR
E TFTBTR, pois demonstraram menores quantidades de massa tumoral quando
comparado com o grupo TB.

O perfil plasmatico mostra-se um bom marcador bioquimico para entender as
mudang¢as metabdlicas ocorridas na caquexia associada ao cancer, sendo que o
aumento de triacilglicerol circulante (hipertriglicidemia) ¢ um dos marcadores
plasmaticos utilizados no diagndstico e classificagdo da caquexia (ARGILES et al.,
2012; FEARON et al, 2011). Nos grupos experimentais foram observados
mudangas plasmaticas significativas nos grupos submetidos ao exercicio e a
suplementacdo de tributirina, quando comparado ao grupo TB para todos os
parametros analisados, demonstrando o efeito sistémico dos tratamentos.

Umas das explicagbes mais abrangentes € que a redugdo do processo
inflamatdrio sistémico resulta em uma melhor fungdo hepatica e muscular, que
podem influenciar diretamente nos valores de nutrientes plasmaticos. Outro
mecanismo seria o0 de sensibilizar o tecido muscular ao horménio insulina que pode
diretamente agir no melhor controle glicémico (PEDERSEN et al., 2007).

O acumulo de lipidios hepaticos (esteatose) podem causar um processo
inflamatorio, influenciando fatores de transcrigdo génica como a proteina ligadora
responsiva a carboidratos (ChREBP) e o receptor de proliferador de peroxissomos
(PPARs) (lIZUKA, 2013), podendo influenciar em mecanismos lipogénicos,
agravando o quadro inflamataorio.

Especialmente no modelo utilizado, Kazantis e Seelaender (2005),
demonstraram que a caquexia afeta o metabolismo hepatico de lipidios,
principalmente com o complexo enzimatico da carnitina palmitoil transferase (CPT) e
proteinas hepaticas de ligagdo de acidos graxos (L-FABP) relacionadas no
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transporte citosdélico de lipidios, contribuindo na menor oxidagéo lipidica. Outro fator
importante € que em estados pro-inflamatérios, a beta-oxidacdo hepatica se
encontra reduzida, através da reducdo da atividade de enzima mitocondriais,
contribuindo para o maior acumulo de gordura hepatica (TAVARES; SEELAENDER,
2008).

Nos resultados encontrados para o figado, observou-se uma maior
quantidade TAG depositado nos grupos TB, diferente dos grupos tratados com
tributina e submetidos ao protocolo de exercicio e associagdo dos dois tratamentos,
ao passo que os valores de glicogénio encontrados foram menores no grupo TB,
quando comparado com TBTR, TFTB e TFTBTR, demonstrando mudangas nos
reservatorios energéticos hepaticos.

O exercicio fisico, dependendo do tipo e intensidade, modula a producéo de
lipoproteinas hepaticas (LIRA et al.,, 2012). Além disso, Lira et al. (2008),
demonstraram que o exercicio aerébio pode diminuir as concentragdes de
prostaglandina E2 (PGE2) no figado de animais portadores do tumor de Walker 256.
Assim, os resultados demonstram que a suplementacao de tributirina e o0 exercicio
de forga, possivelmente influenciaram de forma positiva a modulagdo génica
hepatica com resultados sobre a quantidade de TAG plasmatico, valores de glicose
e lipoproteinas hepaticas como LDL-c, VLDL-c e HDL-c.

Por outro lado, a suplementagao de tributirina se mostrou eficaz na reducéao
da quantidade de lipidios plasmaticos dos grupos experimentais, bem como uma
menor agregacao de lipidios hepaticos. Esses resultados podem ser apontados pelo
efeito antiinflamatério do butirato em sua absor¢do hepatica. Vinolo et al. (2012),
demonstraram que camundongos que receberam uma dieta rica em lipidios e foram
suplementados com tributirina, tiveram uma reducéo da resisténcia a insulina. Estes
mecanismos podem ser explicados pelo efeito anti-inflamatério do acido graxo
butirato (VINOLO et al., 2011), via redugdo de citocinas pro-inflamatorias secretadas
por células do sistema imune e de modulacdo de proteinas quimioatraentes de
mondcitos1 (MCP-1), agente quimiotaxico para células do sistema imune.

As maiores reservas energéticas encontradas no figado s&o as de glicogénio,
sendo este combustivel determinante para disponibilizar glicose a circulagéo
sistémica em momento de necessidade de ajuste da glicemia. Quando observada as
quantidades dos grupos experimentais, vé-se uma reducdo significativa nos

depdsitos do grupo TB, ao passo que os grupos TFTB e TFTBTR demonstraram
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recuperacdo dos estoques de glicogénio hepatico. A influéncia do exercicio fisico
nos niveis de glicogénio hepatico foi observada na diferenga entre o grupo TBTR
que apresentou menores valores quando comparado com o grupo TFTBTR.

O metabolismo de glicogénio €& grandemente regulado pelas enzimas
glicogénio sintase e glicogénio fosforilase (PILEGAARD et al., 2002). Lavoie et al.
(2002) apontam importantes efeitos do exercicio fisico sobre o0 metabolismo hepatico
de glicogénio, que modulam diretamente fatores como a proteina de ligagdo do
insuline growth fator 1 (IGFBP-1), agindo nos niveis de glicogénio durante o
exercicio fisico. Outro fator importante € o efeito do exercicio sobre o mecanismo da
esteatose hepatica, podendo melhor com o auxilio em conjunto do tratamento
dietoterapico (CHAPADOS et al., 2009; LAVOIE et al., 2009).

Foi analisado no musculo gastrocnémio, a quantidade de glicogénio e de
proteinas totais. Verificou-se maiores quantidade de glicogénio muscular nos grupos
submetidos ao exercicio, TFTB e TFTBTR. Isso é explicado pelos efeitos fisiologicos
do exercicio de forga sobre os niveis de glicogénio muscular, modificando a
atividade e quantidade de enzimas como a glicogénio sintase (DONATTO et al.,
2010; PRESTES et al.,, 2012), bem como a maior captagdo de glicose para os
musculos exercitados (YASPELKIS et al., 2002).

Em relagdo ao conteudo de proteinas musculares, novamente os grupos
submetidos ao exercicio fisico demonstraram maiores concentragbes, quando
comparados com os grupos CT e TB. Esse efeito pode ser explicado pelo efeito
anticatabolico do exercicio de forca em uma situagcdo pro-inflamatéria como a
caquexia associada ao cancer, uma vez que o0 balangco entre anabolismo e
catabolismo é afetado nessa sindrome. O exercicio de forca tem efeitos diretos
sobre os mecanismo de sintese proteica muscular, sendo que a via intracelular de
fosforilagdo do o alvo de rapamicina mamifero (MTor) é a mais influenciada pelo
efeito mediado pelo mecano growth factor (MGF) promovido pelas microlesdes
causadas durante o exercicio (ZANCHI;LANCHA Jr, 2008). Zanchi et al. (2009),
discutiram influéncias do treinamento de forga crénico na modificagdo de atrogenes
associados a sarcopenia. A partir destes resultados, propde-se futuramente escolher
esses entre as vias moleculares associada a sintese proteica, principalemente
aquelas que envolvam o MTor e as E3 ligases do sistema ubiquitina-proteassoma,
Atrogin-1 e MuRF-1, para conhecer o mecanismo deste protocolo experimental com

cancer e treinamento de forga.
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O tecido adiposo vem recebendo maior atengcao dos pesquisadores, apos sua
descoberta como importante contribuindo para o processo inflamatério da caquexia,
pois este tecido possui a capacidade de producdo e secrecdo de proteinas
moduladoras, reconhecidas como adipocinas (UNGER, 2003). A caquexia associada
ao cancer afeta a concentragao plasmatica de varios horménios, incluindo a leptina,
pois € um hormdnio derivado dos tecidos adiposos (FEARON et al., 2011).

A leptina caracteriza-se como um horménio polipeptideo, expresso
principalmente por adipdcitos, tanto de seres humanos quanto em roedores, e atua
como um fator de comunicagao entre o tecido adiposo e o sistema nervoso central,
regulando a ingestao alimentar, o gasto energético e, consequentemente, a massa
corporal (MARTI et al., 1999). Machado, Costa Rosa, Seelaender (2004)
encontraram relagdo com a infiltracdo de células mononucleares e uma menor
quantidade de leptina nos tecidos adiposos e Lira et al. (2011) também
demonstraram redugdo da expressdo génica de leptina nos adipocitos em ratos
inoculados com tumor de Walker 256, porém nao avaliou-se os niveis hormonais
plasmaticos.

O presente trabalho avaliou apenas a concentracdo plasmatica da leptina,
porém nao a quantificamos nos tecidos adiposos, e isso dificulta a comparagao com
os trabalhos citados. Uma das explicagcbes pelo efeito encontrado no presente
trabalho é que na compilacdo dos dados apds a eutanasia dos animais, foram
observadas redu¢des nas quantidades totais dos 3 tecidos adiposos analisados, o
que pode explicar as menores concentragédo plasmaticas dos grupos TBTR, TFTB e
TFTBTR. Mais experimentos com esse objetivo precisam ser realizados, para se
conhecer se a expressao e produgao de leptina tém relagcdo com o tratamento com
tributirina e o treinamento de forca.

A adiponectina € uma adipocina produzida exclusivamente pelos adipécitos
de humanos, macacos e ratos, e esta envolvida na resposta inflamatoria e regulagcéo
do balango energético, desenvolvendo um papel anorexigeno e anti-inflamatorio
(RONTI et al., 2006). No presente trabalho foi observado aumento expressivo das
concentragdes de adiponectina plasmatica nos grupos TBTR, TFTB e TFTBTR.

A adiponectina uma adipocina de efeitos antinflamatério, inibindo a produgéo
de TNF-a. Adicionalmente, a adiponectina estimula a maior expressdo de IL-10
(LIHN et al., 2005). Quando se relaciona as concentragdes teciduais de IL-10 e TNF-
a nos grupos TB e se compara com as concentragdes plasmaticas de adiponectina,
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observa-se um possivel efeito pro-inflamatério, pois existe uma menor quantidade de
adiponectina circulante e uma maior quantidade de TNF-a tecidual. Desta forma,
pode-se colocar que o protocolo de exercicio de forca e a suplementacdo de
tributirina conseguiram modular as concentragdes de adiponectina, o que pode ter
contribuido para o melhor estado metabdlico dos animais, com a redugédo da
inflamacéo.

O horménio testosterona € produzido pelas células de Leydig nos testiculos
dos mamiferos. Esta producdo € mediada por horménios produzidos pela hipdfise,
sendo o hormoénio luteinizante (LH) e o foliculo estimulante (FSH) os principais. Nos
testiculos, o LH atua nas células de Leydig estimulando a produgdo hormonal
(GUYTON, 2002).

Com o desenvolvimento do tumor se observa mudangas hormonais
marcadas, dentre elas, a diminuigdo dos niveis de testosterona circulantes, havendo
um hipogonadismo associado ao cancer (WIREN et al., 2007). Os resultados
demontram essa queda nos grupos TB e TBTR, quando comparados com 0s grupos
exercitados, sendo que os niveis circulantes de testosterona se encontrava 72%
maior para o grupo TFTB e 70% maior para o grupo TFTBTR, na comparagdo com o
grupo TB.

Pela regulagcdo hormonal fisiolégica, temos um eixo neuro endocrino
responsavel pela manutencéo de testosterona circulante e isso pode ter influenciado
0s grupos que receberam as células tumorais. O efeito agudo do exercicio fisico
pode manipular a atividade de enzimas como a 5 alfa redutases e a concentragao de
receptores androgénicos (AIZAWA et al., 2010), melhorando a resposta muscular ao
horménio testosterona.

Desta forma, os tecidos musculares esqueléticos podem absorver o hormdnio
circulante, que por sua vez consegue agir em suas fungdes anabdlicas e de
reparacao tecidual. O que corrobora com os achados nas quantidades de proteina
total maiores nos grupos submetidos ao exercicio fisico.

O grupo de pesquisa da Profa. Marilia Seelaender desenvolve pesquisas com
um modelo experimental de caquexia associada ao cancer focando principalmente o
tecido adiposo e suas mudangas morfolégicas e moleculares ao longo do
desenvolvimento desta sindrome, sendo considerada uma referéncia mundial nesta

linha de pesquisa.
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O modelo experimental usado no laboratério ja € bem documentado na
literatura (MACHADO; COSTA ROSA; SEELAENDER, 2004; SEELANDER et al.,
1996; LIRA et al., 2009), sendo que a inovacédo foi o uso de um protocolo de
exercicio diferente ao modelo aerobio ja existente (LIRA et al., 2008; LIRA et al.,
2009) e uma suplementacdo nunca testada no laboratério.

O foco dos trabalhos prévios era analisar o efeito do exercicio fisico sobre
parametros da caquexia, principalmente o comportamento do tecido adiposo neste
processo. O tecido €& afetado intensamente, modificando sua morfologia e os
estoques de TAG (BERTEVELO; SEELAENDER, 2001), havendo mudangas na
expressdo e produgdo de adipocinas e aumento de células infiltrantes (TISDALE,
2005).

No presente tabalho foi observado um perfil fortemente inflamatorio nos
grupos TB, pois apresentam maiores concentrag¢des teciduais de IL-6 e TNF-a, estas
que por sua vez desencadeiam uma agao pleiotrofica, estimulando cada vez mais a
infiltracdo de células dos sistema imune, agravando o quadro inflamatorio. Por se
tratar de diferentes depdsitos, cada tecido adiposo responde de forma heterogénea
a caquexia associada ao cancer (BERTEVELLO; SEELANDER, 2001). Desta forma,
tem-se adotado a usado a relagdo IL-10/TNF-a como um marcador da intensidade
do processo inflamatério. Sendo que quanto maior essa relagédo, menor é o processo
inflamatorio mediado por TNF-a (BATISTA Jr., 2007). Observou-se que a relagao é
maior nos grupos TBTR, TFTB e TFTBTR nos tecidos adiposos.

Rosa Neto et al. (2009), demonstraram um efeito pré-inflamatério a partir da
relacdo IL-10/TNF-a nos tecidos adiposos mesentéricos e retroperitoneais de
animais submetidos a uma teste incremental de esteira até a exaustdo, porém o
modelo de exercicio fisico foi agudo, sendo que os animais foram adaptados em 4
dias e no quinto dia foram submetidos ao teste até a exaustdo. Com certeza, esses
resultado ndo pode ser comparado com o modelo cronico. O efeito do exercicio
aerdbio sobre a citocinas teciduais foi estudado por Lira et al.(2008), que relatam um
efeito antiinflamatério nos grupos submetidos ao exercicio fisico aerobio em um
protocolo crdnico.

No presente trabalho também se observou esse efeito antiinflamatoério,
principalmente nos depdsitos mesentéricos, s6 que com o modelo de treinamento de
forga, o qual nunca fora estudado em conjunto com as células tumorais de Walker

256. Trinchieri (2012), em uma revisao sobre inflamag&o e céncer postula que a
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razao IL-10/TNF-a pode ser usada como parametro para conhecer o balango anti ou
pré-inflamatério de tecidos especificos. Revisbes anteriores como as de Lira et al.
(2009), ja apresentavam a proposta de usar a razdo IL-10/TNF-a para o modelo
experimental da caquexia associada ao cancer.

Visando padronizar a forma de apresentar os dados, foi expressa a razao IL-
10/TNF-a dos 3 depdsitos analisados, sendo que em todos eles, o grupo TB
demonsstrou redugado da relagdo, apresentando assim um balanco mais pro-
inflamatorio. Em contrapartida, foi observado diferengas estatisticas nos grupos
TFTB e TFTBTR nos tecidos adiposos mesentéricos e retroperitoneal, demonstrando
uma influéncia positiva no balango de citocinas. Estes resultados sdo os mesmo de
Donatto et al. (2013) que demonstraram menores valores das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-6 e melhor razdo IL-10/TNF-a no tecidos adiposo
mesentérico em animais portadores de tumor que foram submetidos ao um protocolo
experimental de forga durante 8 semanas.

Finalmente, ao analisarmos a morfologia e histologia do tecido adiposo, temos
uma mudanga em relacdo a area de seccdo transversa dos adipdcitos, pois o0s
grupos TB e TBTR mostraram os menores valores em comparagao com CT e TFTB
TFTBTR, bem como mudangas morfolégicas, com a presengca de pontos
concentrados de fibrose e células infiltrantes. Estes efeitos tipicos da caquexia sobre
esse tecido ja haviam mostrados em trabalhos prévios (MACHADO; COSTA ROSA;
SEELAENDER, 2004).

Em recente publicagdo, Batista Jr et al. (2012) avaliaram durante 14 dias, nos
momentos 0, 7, 14 dias, o processo de mudanga morfologica e de expressao de
genes relacionados no tecido adiposo no progresso da caquexia, demonstrando
robustas mudangas em proteinas como perilipinas, marcadores de mondcitos f4/80
e, ainda, que o tecido adiposo mesentérico € 0 que resiste as mudancas
morfoloégicas impostas pela caquexia.

No presente trabalho, o resultado obtido considerando secc¢éo transversa de
todos os depdsitos analisados, mostra uma manutengado da morfologia do adipécito
nos grupos TFTB e TFTBTR, em comparagdo aos grupos TB e TBTR, porém a
explicagdo para essa observagdo deve estar relacionada com todos os resultados
apresentados, pois o balanco inflamatoério € influenciado pelas concentracbes de
lipidios plasmaticos, por citocinas e horménios plasmaticos que por sua vez possui

efeitos teciduais. Assim, exercicio fisico e suplementagcdo de tributirina



66

demonstraram efeitos positivos na maioria dos parametros estudados. Os
mecanismos que induzem os efeitos benéficos destes 2 tratamentos, devem ser,
contudo, melhor estudados.

A avaliagdo tecidual tumoral n&o foi o objetivo do presente trabalho, mas
especula-se que um dos efeitos do exercicio fisico seria de modular a producédo de
citocinas musculares (miocinas), dentre elas a oncostatina M (OSM), ativando
diretamente a via das caspases, responsaveis pela apoptose celular (HOJMAN et
al., 2011). Outro mecanismo que pode estar associado a redugdo do tamanho
tumoral € a modulagdo do fator de crescimento vascular (VEGF), que quando
suprimido no tumor pode diminuir a chegada de nutrientes para as células
neoplasicas (VERMA et al., 2009). Porém mais estudos com o modelo e as miocinas
devem ser realizados para saber se existe tal relagdo com o tumor de Walker 256.
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8 CONCLUSOES

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da administragdo oral de
tributirina e do treinamento de forca sobre a inflamagdo da caquexia em ratos
inoculados com o tumor Walker 256. Conclui-se que tanto a suplementacédo de
tributirina e o protocolo de exercicio utilizados conseguiram melhorar a situagéo
metabdlica do animais estudados, diminuindo os efeitos deletérios associados a
caquexia, sendo observado efeitos benéficos no perfil lipidico e hormonal, no
balanco de citocinas antiinflamatoério e pré-inflamatérias dos tecidos adiposos
estudados, em destaque para o tecido mesentérico. O efeito do exercicio per se
apresentou melhores resultados contra os parametros estudados, sendo que a
suplementagao da tributirina ndo apresentou beneficios quando associada ao treino
de forga. O modelo de exercicio fisico e a suplementacao utilizada sao ferramentas
nao farmacoldgicas e podem ser utilizados em estudos envolvendo pacientes com

caquexia associada ao cancer, com seguranca.
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APENDICE A

Tabela 1. Composicao nutricional da ragdo NUVLAB® utilizada no experimento.

Racao AIN 93 M 100g
Calorias 360 kcal
Cho 75,9%
Prot 14%
Lip 10%

Tabela 2: Peso corporal dos grupos experimentais durante o periodo experimental.

Grupos 1%. Semana 8%.semana Peso final
peso (g) peso (g) descontado o peso
do tumor
(9)
CT 206,7 £ 3,2 380,2 +6,2
B 2109+ 1,1 3155+ 3,8 2941
TBTR 206,3 £2,9 3459+1,8 337°
TFTB 204,7 £6,7 398,1+3,5 395°°
TFTBTR 206,2+2,5 400,4 + 4,2 398,5°°

Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Tabela 3: Peso final dos tumores dos grupos experimentais.
Peso Tumor (g) B TBTR TFTB TFTBTR
214+18 89+12° 3,1+£08%° 19£03°°

Valores em médiate.p.m. n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com

tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.



Tabela 4. Evolugao de cargas utilizadas no protocolo de exercicio experimental

Semana/Repeticao TF TFTB TFTBTR
Maxima (g)
1°. semana 150 + 12 156 + 31 165 + 15
2°. semana 175 + 21 187 + 38 176 + 24
3".semana 200 £ 15 203 + 56 205 £ 42
4°.semana 245 + 43 234 + 23 230+ 19
5°.semana 278 + 42 298 + 33 300 + 39
6°.semana 320 + 28 300 £ 35 334 + 65
7°.semana 343 £ 45 220 + 43 300 * 51
8".semana 398 + 56 187 £ 67 280 + 62
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Valores em médiate.p.m. (n=7). (TF) Treino de Forga, (TFTB) Treinado com Tumor e (TFTBTR)

Treinado com tumor tratado com tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados

(p<0.05). a: comparado a TF, b: comparado a TFTB e c: comparado a TFTBTR.

Evolugao Ponderal (g) dos animais durante o periodo experimental

CT B TBTR TFTB TFTBTR
1%, semana 206 210 212 206 206
2°.semana 210 220 234 211 218
3% semana 224 232 243 254 245
4% semana 252 267 265 278 277
5% semana 280 279 298 282 301
6°. semana 301 290 321 312 334
7?. semana 343 300 334 325 378
8. semana 380 315 360 345 400

Valores em médiate.p.m. (n=7). (TF) Treino de Forga, (TFTB) Treinado com Tumor e (TFTBTR)

Treinado com tumor tratado com tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados

(p<0.05). a: comparado a TF, b: comparado a TFTB e c: comparado a TFTBTR.
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Consumo de ragao (g) dos animais durante o periodo experimental

CT B TBTR TFTB TFTBTR
1%, semana 12 14 12 14 12
2°.semana 15 18 16 17 17
3% semana 18 19 19 22 21
4% semana 22 20 21 22 22
5% semana 23 21 21 22 23
6°. semana 23 20 20 20 18
7°. semana 24 15 18 19° 20°
8%. semana 24 15 18 19° 21°

Valores em médiate.p.m. n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Tabela 5. Conteudo de glicogénio e proteina do musculo gastrocnémio.

CT TB TBTR TFTB TFTBTR
Glicogénio 36+0,2 2,8+0,3 3,9+0,3 45+02% 42+02®
Muscular (mg/g)
Proteina 3,2+0,1 2705 2,910,4 52+05%° 55%0,1°°

muscular (ug/ul)

Valores em médiate.p.m. (n=7) (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Tabela 6. Conteudo de glicogénio e TAG hepatico.

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Glicogénio 3,5+0,5 1,8+0,2°%® 24+0,8 3,1+0,9 38+0,5°
Hepatico (mg/g)
TAG hepéatico 54,7 + 12,1 112,9+ 6,82 862+11,9%°® 924+91%* 828493

(mg/100mg)
Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com

tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Tabela 7: Determinagdes bioquimicas plasmaticas do grupos experimentais.

CT B TBTR TFTB TFTBTR

Glicose (mg/dL) 90,5+52 1082+7,8°% 981+29° 928+34° 919x57°
Colesterol (mg/dL) 95234 1224+£10,8% 102,8+87° 90,6+24° 89,7+3,7°

TAG (mg/dL) 88,6 +2,7 137,4+58° 112,8+7,1° 100,4+45° 102,1+9,5°
VLDL-c (mg/dL) 19,2 +1,2 27,9+6,9° 21,5+2,9° 20,8+4,9° 19,5+9,1°
LDL-c (mg/dL) 159+ 17 21,1+9,6° 176 +5,1° 16,9+9,1° 172+27°
HDL-c (mg/dL) 56,1+ 3,3 42,8+8,4° 49,3£1,9° 50,1+3,9° 51,9+51°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Tabela 8: Concentragdes plasmaticas de testosterona, leptina e adiponectina.

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Testosterona (ng/ml) 223+ 12,4 198+235°° 315 £412™  723:328 672 £17,2
Leptina (ng/ml) 29+0,8 25+0,5 1,04£04%* 0,75+0,2%° 0,82+0,1*

Adiponectina (ug/ml)  152x7,1 102+24% 204%16% 259+92%° 26,8 +9,8°°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Quantidade de IL-6 (pg/ug) nos tecidos adiposos analisados

CT B TBTR TFTB TFTBTR

Tec. mesentérico  22*11  78:16° 43+21° 45+18° 38+14°
Tec. epididimal 4119  84%18°  44£17° 32+19° 38+09°
Tec. retroperitoneal 18%06  62+12°  38+19° 21:09° 24+05"°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:
comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Quantidade de TNF-a (pg/ug) nos tecidos adiposos analisados

CT B TBTR TFTB TFTBTR

Tec. mesentérico  3.8+04 97:09° 42x10° 4512 53+0,3
Tec. epididimal 33+02 60%16° 36+04° 30+13° 39+06"
Tec. retroperitoneal 21%0,1  74+20° 51£10° 37:04° 31+09°

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Quantidade de IL-10 (pg/ug) nos tecidos adiposos analisados

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Tec. mesentérico 1,8+£0,9 47+02°2 31+0,3° 3,8+0,2 3,6+0,8
Tec. epididimal 19401 3,8%£03° 32+0,8 29+0,2 25+02°
Tec. retroperitoneal 2.6%02 52:04° 42+2,0 51+1,7° 48+21

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.

Area seccional dos adipécitos analisados (um?)

CT B TBTR TFTB TFTBTR
Tec. 4.500 + 112 1.200+98% 2.300+150°° 3.800+210 4.200 + 180
mesentérico " "
Tec. 4100191  1.150+278% 1.900+231°°  2.900 + 432 3.900 + 129
epididimal " "
Tec. 3.700 + 180 800 + 97 ° 2.050+£234°%° 3700214  3.200 + 254 *°

bc
retroperiton

eal

Valores em médiate.p.m. (CT) Controle, (TB) Grupo Tumor, (TBTR) Grupo Tumor tratado com
tributirina, (TFTB) Grupo Treinado com Tumor e (TFTBTR) Grupo Treinado com tumor tratado com
tributirina. Direfencas estatisticas por ANOVA duas vias indicados (p<0.05) a: comparado a CT, b:

comparado a TB, c: comparado a TBTR, d: comparado a TFTB, e: comparado a TFTBTR.
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Cancercachexia is 2 multifactorial syndrome characterised by progressive weight ks, frequently accaom-
panied by anorexia, sarcopenia, and chronic systemic infammation The white adi pase tissue is markedly
affected by cachexia and contributes o this syndrame throught the secretion of pro-inflanmatary factors
which rexch the adjacent tisues and the circulation. A nonpharmacaologic intervention that may attenu-
ate cancer cachexia is chranic physical activity, but the offect of resistance training upon adipase tissue
infammation in cachexia has never been examined. For that purpose we designed 2 pratocal in which
animals were randomly assigned to 2 control group (CT, ne7), 2 Tumour bearing group (TR n=7) a
Resistance Trained group (RT, n= 7) and 2 Resistance Trained tumour bearing group (KITH n = 7). Trained
rats dimbed a vertical lidder withan extra kad attached to the tail, representing 75-90% of total body
mass, 3 times per week, for 8 weeks. In the 6th week of resistance training, tumour aells (3 x 107 Walker
256 caranosarcoma) were inoculated in the tumour groups. Body, adipase tissue, muscle and tumour
mass was determined, as wel 2 blood biochemical parameters, and the hormone and oytokine profile
assessed. The glycogen content of the liver and muscle was measured 1110, IL-6 and TNRa protein
expression was evaluated in the mesenteric adipose tisue (MEAT) examined Resistance training
ingeased by 9% body weight gain in RTTE (final weight 3108 £ 98 g} when compared with T8 (final
weight 288 32 493) IDLc levels were decreased in RKITE (028 £0.9 mmol/L) by 43X when compared
withTB(057 £ 01 mmal ). HDL-c levels were increased in RTTE (1.31 £ 012 mmol/L) by 15% in regard
to €T (1.132 07 mmall.) and 22% as compared with T8 (1.07 £ 007 mmal/L). RTTE testosterane levels
(577 2131 ng/ml) were 55% higher when compared with CT (254 £ 413 ng/ml.) and 63% higher when
compared with TB (2214231 ng/ml). Adipanectin levels were augmented in RT (23 pgiml) by 432
when compared with TB (11 pgiml) Protein expression of 1L-6 was inceased 38T in TB MEAT
(595 pg/ug). as compared with CT (364 pgiug) and 508 compared with KITE (291 pgiug) Similar
results with respect to TNF.ax T8 (7.18 pg/ug) were observed: 39% and 46%, higher protein expression
in comparison with CT' (4.63 pglug) and RITE (3.8 pg/ug). respectively. IL-10 proten expression was
found to be increased in T8 (44 pgfug) and RTTE (3.2 pg/ug) SOT and 474 respectively, in comparison
with CT (12 pufug) The IL-10/INF-a ratio was higher in RTTB in relation © all others experimental
groups. The results show 2 robust effect of resistance exercise training in preventing impartant symp-
toms of ancer achexia, thus strangly suggesting it may appear as an alternative © endurance exerase
as a non-pharmacal ogical therapy in the management of this syndrome.

Crown Copyright @ 2012 Published by Elsevier ltd. All rights reserved.

1. Background

biochemical and physiological alterations in response to cachexia,
the white adipose tissue may function as an important contributor

Cachexia is a multifactorial syndrome characterised by progres-
sive weight loss, frequently accompanied by anorexia, sarcopenia,
and chronic systemic inflammation [1). It is today envisaged as a
degenerative chronic inflammatory disease, being deeply related
with the increase of pro-inflammatory factors, especially tumour
necrosis factor alpha (TNF-x) and interleukin 6 (IL-6) [2). We have
previously shown |3) than in addition to presenting morphological,

* Cormsponding author Address: Aw Prof Unea Rreses 153, GF 0508-900
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to cachexia-related inflammation, as it actively secretes
pro-inflammatory factors which reach the adjacent tissues and
the circulation [4).

To the present day, no specific interventions have proven effec-
tive in preventing or reversing cachexia Interventions such as
nutritional supplementation and appetite stimulants are only
partially helpful On the other hand, a most promising nonpharma-
cological intervention that may attenuate cancer cachexia is
chronic physical activity [S). The literature shows benefits that
range from improvement of overall physical function, to reduce fa-
tigue, and augment of life quality [6), and attenuation of the side
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