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TESTA, Mayra Tardelli de Jesus. Efeito do treinamento resistido na caquexia do
cancer e no desenvolvimento tumoral em camundongos portadores do tumor
de Ehrlich. 2018. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Educacéao Fisica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A caquexia induzida pelo cancer é uma sindrome metabdlica caracterizada por
progressiva perda de peso corporal ndo intencional. Estudos mostram que essa
perda de peso relaciona-se com o desbalanco entre sintese e degradacédo proteica.
O exercicio tem demonstrado grande importancia neste contexto, a fim de prevenir,
retardar ou reverter a caquexia induzida pelo cancer. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos do treinamento resistido (TR) sobre a caquexia e a agressividade
tumoral em camundongos inoculados com células tumorais de Ehrlich. Foram
utilizados 40 camundongos Swiss machos (30,15 £ 2,879), divididos aleatoriamente
em 4 grupos (n=10 por grupo): controle (C), tumor (T), exercicio (E) e tumor
exercicio (TE). Os animais T e TE foram inoculados com 1x108 células do tumor de
Erhlich subcutaneamente no flanco direito. O protocolo de TR consistiu em 4
semanas, onde 0s animais subiram uma escada com pesos progressivos atados a
cauda. Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados. O
crescimento tumoral foi progressivo nos grupos portadores de tumor e o0 TR nao
reduziu a massa tumoral. O grupo T apresentou menor ganho de peso corporal
(69%, quando comparado ao C) e o TR ndo amenizou a perda de peso. O tumor
promoveu diminuicdo (16%) na ingestdo de ragdo, na massa da gordura
retroperitonial (61%), na massa total dos musculos analisados (15%) e o0 TR nao
reverteu nenhum desses parametros. Observou-se aumento da massa do baco
(435%, T vs C) e o exercicio ndo foi capaz de reverter esse aumento. A analise da
area de seccdo transversa demonstrou que o grupo T apresentou reducdo no
musculo séleo, EDL e gastrocnémio (59%, 54% e 28%, respectivamente) quando
comparados ao C, e o TR exerceu efeito protetor sobre esse parametro com
aumento de 172%, 157% e 80%, respectivamente. O grupo T apresentou reducao
(23%) da carga méaxima, diminuicdo da capacidade locomotora (57%) e exploratoria
(80%), dentre todos esses parametros o TR preveniu a perda de forca (200%). O
tumor promoveu aumento de 224% no TNF-a e de 1635% na IL-6 circulantes,
aumentou (71%) ainda a porcentagem da polpa branca do baco em relacdo a area
total da foto analisada, quando comparados ao grupo C. Os niveis de IL-10
circulantes ndo se alteraram. O exercicio ndo preveniu o aumento de TNF-a e a
porcentagem da polpa branca no bago, no grupo TE, porém, reduziu os niveis de IL-
6 do grupo TE em 69% quando comparado ao T. A expressdo génica muscular
analisada demonstrou aumento (99%, 134% e 179%) de RNA mensageiro de,
FOXO1, FOXO3 e atrogin-1, respectivamente e diminuicdo (53%) de PGC-1a. O TR
foi capaz de reduzir (FOXOL1 - 45%, FOXO3 - 42% e atrogin-1 - 55%) e de aumentar
(163%) PGC-1 a. O tumor e o treinamento ndo alteraram as proteinas musculares
atrogin-1 e MuRF-1 analisadas por western blotting no musculo gastrocnémio.
Ainda, a analise tumoral demonstrou diminuicdo da capsula (51,15%) e da
proliferacdo das células tumorais (10,50%) e aumento (47,44%) da &rea de fibrose
central, no grupo TE. Concluindo, o TR minimizou a perda de massa e de forca
muscular promovidas pelo crescimento tumoral, embora a esplenomegalia e a



lipdlise ndo tenham sido revertidas. O TR também diminuiu a proliferacdo e
aumentou a morte de células tumorais, o que pode ter contribuido para a diminuicao
da agressividade tumoral, trazendo beneficios para os pacientes com cancer.

Palavras-chave: Caquexia do céancer. Sintese e Degradacdo proteica.
Treinamento resistido.



TESTA, Mayra Tardelli de Jesus. Effect of resistance training on cancer cachexia
and tumoral development in mice bearing Ehrlich tumor. 2018. 58p. Dissertation
(Mester in Physical Education) — State University of Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Cancer-induced cachexia is a metabolic disorder characterized by unintentional and
progressive body weight loss. Studies show that this weight loss is related to the
imbalance between protein synthesis and degradation. Exercise has shown great
importance in this regard in order to prevent, delay or reverse cancer-induced cachexia.
The objective of this study was to evaluate the effects of resistance training (RT) on
cachexia and tumor aggressiveness in mice inoculated with Ehrlich tumor cells. Fourty
male Swiss mice (30.15 + 2.87g) were randomly divided into four groups (n = 10 per
group): control (C), tumor (T), exercise (E) and tumor exercise (TE). The T and TE
animals were inoculated with 1x10° Erhlich tumor cells subcutaneously on the right flank.
The RT protocol consisted of a 4-week, where the animals climbed a ladder with
progressive weight loads attached to their tails. At the end of the experimental period
animals were euthanized. Tumor growth was progressive in tumor bearing groups and
RT did not reduce tumor mass. The T group gained less body weight (69%, when
compared to C) and RT did not reduce weight loss. The tumor promoted a decrease
(16%) in food intake, retroperitoneal fat mass (61%), in the total mass of the analyzed
muscles (15%), and RT did not reverse any of these parameters. Increased spleen mass
was observed (435%, T vs C) and exercise was not able to reverse this increase.
Analysis of the cross-sectional area showed that the T group had a reduction in the
soleus, EDL and gastrocnemius muscles (59%, 54% and 28%, respectively) when
compared to the C group, and the RT exerted a protective effect on this parameter with
an increase of 172%, 157% and 80% in these respective muscles (TE vs T). The T group
presented a reduction of the maximum load (23%), a decrease in locomotor and
exploratory capacity (57% and 80%, respectively), but RT prevented strength loss
(200%). The tumor promoted a 224% increase in TNF-a and 1635% in circulating IL-6,
increased the percentage of the white pulp of the spleen in 71% in relation to the total
area of the analyzed photo, when compared to group C. The levels of circulating IL-10
did not change. The exercise did not prevent the increase of TNF-a and the percentage
of the white pulp in the spleen in the TE group, however, it reduced IL-6 levels of the TE
group by 69% when compared to T. The muscle gene expression analyzed showed an
increase (99%, 134% and 179%) of the messenger RNA of, FOXO1, FOXO3 and
atrogin-1, respectively, a decrease (53%) of PGC-1a. RT was able to reduce (FOXOL1 -
45%, FOXO3 - 42% and atrogin-1 - 55%) and increase (163%) PGC-1a. Tumor and RT
did not alter the muscle proteins atrogin-1 and MuRF-1 analyzed by western blotting in
the gastrocnemius muscle. Still, the tumor analysis results showed a decrease in capsule
size (51.15%) and proliferation of tumor cells (10.50%) and an increase (47.44%) in the
central fibrosis area in the TE group. In conclusion, RT minimized the loss of mass and
muscle strength promoted by tumor growth, although splenomegaly and lipolysis were
not reversed. RT also decreased proliferation and increased the death of tumor cells,
which may contribute to a decrease in tumor aggressiveness, leading to numerous
benefits to cancer patients.

Keywords: Cancer cachexia. Synthesis and Degradation protein. Resistance
training.
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1 INTRODUCAO

A caquexia é definida como uma complexa sindrome multifatorial associada
a diversas doencas e caracterizada pela progressiva perda de peso com reducgéo da
massa muscular, com ou sem deplecdo do tecido adiposo, ndo podendo ser
revertida totalmente com suporte nutricional convencional (TISDALE, 2009).
Estudos apontam que aproximadamente 50% dos pacientes com cancer sofrem
desta sindrome (TISDALE, 2009), que em geral promove reducdo da mobilidade, da
funcdo muscular e aumento da fadiga (BATISTA et al., 2012; TISDALE, 2009).
Onesti; Guttridge (2014) demonstraram um aumento de 45% na mortalidade a cada
1000 mm? de diminuicdo na éarea de seccdo transversa do tecido muscular
esquelético de pacientes submetidos a cirurgia. A atrofia muscular tem sido utilizada
como um marcador clinico da caquexia e esta diretamente associado ao prognostico
de pacientes com cancer.

Estudos mostram que a perda da massa muscular associada a caquexia do
cancer é decorrente de um desbalango entre a sintese e a degradacéo de proteinas
(AL-MAJI; WATERS, 2008; YOSHIDA; DELAFONTAINE, 2015). Tal desbalanco é
caracterizado pelo aumento da expressao de enzimas essenciais da via proteolitica
ubiquitina-proteassoma (HUSSEY et al., 2000), decorrente do aumento da liberagao
de fatores de inducédo de protedlise (PIF) pelo tumor, ou ainda através do aumento
da producédo de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) pelo organismo. A inflamacao parece exercer papel
importantissimo na caquexia, sendo que o TNF-a é uma das citocinas pro-
inflamatérias mais descritas nesse processo. Similarmente, aumento dos niveis de
interleucina 1 (IL-1), IL-6 e interferon- y (IFN- y) também ja foram relacionados com
caquexia (ONESTI; GUTTRIDGE, 2014).

Grande parte dessa capacidade é atribuida ao potencial do treinamento
resistido (TR) de promover modificagdes morfolégicas e funcionais no musculo
esquelético (CORMIE; MCGUIGAN; NEWTON, 2010), além de ser um potente
estimulador para o aumento da sintese proteica (HARTMAN et al., 2006). Estudos
demonstram que o TR é capaz de prevenir a perda de massa muscular e diminuir o
tamanho tumoral em ratos com cancer (DONATTO et al. 2013) e aumentar a forga
muscular em pacientes com cancer em tratamento quimioterapico (QUIST et al.,

2006). Contudo, apesar dos resultados benéficos que o TR tem apresentado na
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caquexia do cancer, pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos. Para
contribuir na elucidacdo desses mecanismos, a utilizacdo de modelos experimentais
eficientes € de extrema importancia. Recentemente, Frajacomo e colaboradores
(2016) demonstraram que a forma solida do tumor de Ehrlich é capaz de reproduzir
caracteristicas biologicas e funcionais da caquexia do cancer.
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2 JUSTIFICATIVA

A caquexia induzida pelo cancer afeta severamente o musculo esquelético,
promovendo atrofia, perda de mobilidade e funcdo musculares. O TR ¢é
reconhecidamente um grande estimulador do fenétipo muscular, aumentando seu
tamanho e capacidade de gerar forca. Entretanto, a plasticidade muscular inerente
ao TR sob condicdes adversas impostas pela caquexia do cancer sdo pouco
conhecidas. No6s acreditamos que em condigbes severas de desbalangco entre a
sintese e a degradacdo de proteinas, como o imposto pelo cancer, o efeito anti-
atrofico do TR esta associado ndo somente a sua capacidade de estimular via de
sintese, mas também de inibir a superexpressdao de moléculas ativadoras da
degradacédo de proteinas no musculo esquelético. Contudo, ainda h4 uma lacuna na
literatura sobre o favorecimento do TR e 0s mecanismos capazes de modular a

plasticidade e forca musculares durante a caquexia induzida pelo cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do treinamento resistido (TR) sobre a caquexia e a

agressividade tumoral em camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito do TR na massa corporal, muscular e do tecido adiposo;

e Analisar o efeito do TR na capacidade locomotora e forca dos animais;

e Investigar a acdo do TR na expressédo de genes envolvidos na biogénese
mitocondrial e atrofia muscular;

e Caracterizar a acdo do TR na quantidade de proteinas envolvidas com
protedlise muscular;

e Observar o papel do TR na inflamacéo;

e Determinar a acdo do TR sobre o crescimento e agressividade do tumor;

4 HIPOTESE
O TR atenua a perda da massa muscular por inibir/famenizar a inflamacéo

sistémica e protedlise muscular induzidas pelo crescimento tumoral.
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1. CAQUEXIA DO CANCER

De acordo com Vineis & Wild (2014), ha um aumento na projecdo de
incidencia global de cancer de 12,7 milhdes de novos casos em 2008, para 22,2
milhdes até 2030. Iniciado em 2003, o relatério mundial de cancer, apresentou que
aproximadamente 5,3 milhdes de homens e 4,7 milhdes de mulheres possuiam a
probabilidade de desenvolver um tumor maligno anualmente, sendo que 6,2 milhdes
poderiam morrer desta doenca. A estimativa mais recente (2014) sugere que
aproximadamente 14,1 milhdes de pessoas no mundo desenvolverdo cancer
anualmente (McGUIRE, 2016).

A caquexia é definida como uma complexa sindrome multifatorial associada
a diversas doencas. Ela é caracterizada pela progressiva perda de peso com
reducdo da massa muscular, com ou sem deplecdo do tecido adiposo (Tabela 1),
nao podendo ser totalmente revertida com suporte nutricional convencional. Tal
reducdo da massa muscular pode ocorrer devido ao desbalanco entre sintese e
degradacéo de proteinas miofibrilares (Tabela 1) (FEARON et al., 2011; TISDALE,
2001). Segundo Tan e Fearon (2008) a caquexia afeta significativamente a
qualidade de vida, as respostas ao tratamento e esta associada a morbidade e
mortalidade de pacientes com cancer, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
insuficiéncia cardiaca crénica, doenca renal crdnica, AIDS e sepse.

Notam-se inuameras complicacbes geradas pela caquexia, dentre elas,
algumas sao comumente observadas na caquexia do céncer, como taxas de
turnover organico total de proteinas, taxas de sintese e de catabolismo proteico
muscular, aumentadas (INUI, 2002; RUBIN, 2003). A perda substancial de massa
muscular esquelética se deve ao aumento do catabolismo muscular que ocorre para
fornecer ao organismo aminoacidos para a gliconeogénese. Ocorre também a
reducdo na sintese proteica (GOULD et al., 2013; SILVA, 2006), que pode ser
resultado da diminuicdo da concentracdo plasmatica de insulina e da sensibilidade
do musculo esquelético ao horménio (GORDON; KELLEHE; KIMBALL, 2013; SILVA,
2006).
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Aproximadamente metade de todos 0s pacientes com cancer apresenta
caquexia e a morte geralmente ocorre quando a perda de peso atinge 30% do peso
corporal estavel do paciente, sendo a caquexia diretamente responsavel por 20%
das mortes por cancer (VAUGHAN et al., 2013). Dessa forma, a prevencdo da
caguexia € importante no tratamento do paciente com céancer, melhorando a
sobrevida, aumentando a tolerancia ao tratamento antineoplasico, e a qualidade de

vida (ARGILES et al., 2012).

Tabela 1 - Parametros envolvidos na caquexia e sarcopenia

Parametros envolvidos na caquexia e sarcopenia
Sim Néo

Perda de peso

Massa muscular Diminuida Diminuida
Gordura Diminuida Aumentado
Anorexia + o
Gasto energético de repouso Aumentado Diminuida
Inflamacao (sistémica) +++ o
Doencas subjacentes Sim Sim/Nao
Degradacéo de proteina + it
muscular
Sintese de proteina muscular Sim/N&o Sim
comprometida
Apoptose muscular Sim Sim
aumentada
Regeneracéo muscular Sim Sim
aumentada
Disfuncdo mitocondrial no Sim Sim
misculo
Resisténcia a insulina Sim Sim

Fonte: Adaptado de Argilés et al., 2015.

5.2. O TUMOR DE EHRLICH E O ESTUDO DA CAQUEXIA NO CANCER

A utilizacdo de modelos experimentais em animais € importante para o
estudo da caquexia, seus mecanismos e a eficacia/seguranca de possiveis
intervengdes. Contudo, é fundamental que os modelos utilizados se assemelhem ao

gue € encontrado em humanos.



22

Ballaro et al. (2016), em uma revisdo sobre modelos animais para estudar a
caquexia do cancer, apresentaram seis modelos experimentais, incluindo os mais
utilizados em camundongos, como carcinoma coloretal C26, carcinoma pulmonar de
Lewis, adenocarcinoma de colon MAC 16, melanoma B16, e os mais utilizados em
ratos, como o carcinossarcoma mamario de Walker-256 e hepatoma ascitico de
Yoshida AH130. Frajacomo e colaboradores (2016) demonstraram que o tumor de
Ehrlich reproduz de forma eficaz as caracteristicas biologicas e funcionais da
caquexia no cancer, sendo uma alternativa mais eficiente do que outros modelos

mais agressivos para estudar a caquexia.

5.3. ANABOLISMO E CATABOLISMO PROTEICO

Como exposto, o aumento do catabolismo proteico esta frequentemente
presente em individuos portadores de cancer. Sabe-se que, em condi¢cbes
fisioldgicas, para que nado haja perda funcional, existem mecanismos que regulam a
guebra de proteinas, no intuito de poupar os estoques de nitrogénio e preservar o
tecido muscular (BARACOS, 2001). Segundo Argilés e colaboradores (2015), ha
grande aumento na taxa de protedlise muscular esquelética em pacientes
caquéticos. Tal processo ocorre por meio de trés vias que sao responsaveis pelo
catabolismo proteico no musculo esquelético: a) o sistema lisossomal, onde ha a
guebra de proteinas extracelulares, como os receptores de membrana; b) o sistema
das calpainas, que é uma via de degradacdo proteica de células eucaritticas
constituido de duas enzimas principais, a calpaina e a calpastatina, que sofrem a
influéncia do calcio intracelular; c¢) o sistema ubiquitina-proteassoma (SUP),
envolvido no processamento e degradacdo de proteinas, o qual acredita-se ser o
responsavel pela quebra do conjunto de proteinas intracelulares no mausculo
(TEIXEIRA et al., 2012).

Um dos sistemas proteoliticos mais importantes, relacionado com a
sarcopenia € o SUP, atuando em proteinas essenciais para a regulacdo do
desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo, inflamagdo, apoptose e outros
processos (TEIXEIRA et al.,, 2012). A via SUP realiza a degradacao seletiva de
proteinas via hidrolise de adenosina trifosfato (ATP) e a marcacédo da proteina com

uma cadeia de poliubiquitina. Nesse sistema, as proteinas sdo direcionadas para
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degradacédo pelos proteassomas 20S ou 26S através da ligacdo covalente de uma
cadeia de moléculas de ubiquitina. Inicialmente, a enzima E1 (enzima ativadora de
ubiquitina), é ativada em uma reacdo dependente de energia (ATP), na sequéncia,
ela transfere através da E2 (enzima conjugadora de ubiquitina), a ubiquitina para a
E3 (enzima ligase), que catalisa a ligacao da ubiquitina a proteina, degradando-a em
pequenos peptideos no proteassoma (ANTHONY, 2016; MACHADO et al., 2009;
SANDRI, 2013), como ilustrado na figura 1.

Conjugagaocom 26S proteassoma

ubiquitina
Degradacao
Ubiquitina proteica Aminoacidos
E1,E2,E3
i
- ATP - ATP
ISSS e ; Pt )";;“
L
Proteina
ADP \
Peptideos
Complexo
i 195
Proteassoma
central 20S

Figura 1. Imagem representativa da via proteolitica ubiquitina-proteassoma (SUP). Adaptado de
Mitch & Goldberg (1996).

Varias as citocinas pré-inflamatérias sdo capazes de regular vias anavélicas
e catabolicas, influenciando, inclusive, o funcionamento da SUP no mdusculo
esquelético (PENNA et al., 2010) frente a diversos desafios. O IGF-1 é um fator
anabdlico que estimula a sintese proteica assim como a proliferacdo e a
diferenciacéo celular, além disso, pode ser regulado por algumas citocinas (PENNA
et al., 2010). Na via de sinalizacao de IGF-1, a proteina quinase B (Akt) desempenha
um papel central na integracdo de respostas anabdlicas e catabdlicas através da
modulacdo da fosforilagdo dos seus numerosos substratos (GOULD et al., 2013).
Segundo Penna e colaboradores (2010), a ativacdo da Akt, resulta na mobilizacao
de moléculas especificas relacionadas a sintese proteica, através do metabolismo

PISK/Akt/mTOR. A ativacdo desse sistema inibe a expresséo do fator de transcri¢éo
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forkhead (FOXO) e de suas ligases especificas atrogin-1 (ou FBX032) e MuRF-
1(Muscle RING-finger protein-1) no musculo esquelético, responsaveis pela
sinalizacdo de ativacdo de degradacdo proteica através do SUP. Assim, p IGF-1
quando expresso em concentracdes ideais, mantém a sintese proteica ativa.

Além dos fatores bioquimicos, a inatividade fisica é outro fator importante na
supressao proteica em pacientes com cancer e ocorre devido a fraqueza e fadiga
aumentada decorrentes da caquexia (SILVA, 2006; TISDALE, 2009). O exercicio
aumenta a sensibilidade a insulina e consequentemente a sinalizagdo de IGF-1, a
taxa de sintese protéica e a atividade enzimatica antioxidante, podendo levar a
supressdo da resposta inflamatéria e ao aumento da funcdo imunolégica (AOYAGI
et al., 2015), destacando assim a importancia do exercicio resistido no estimulo da

sintese proteica.

5.4. MEDIADORES INFLAMATORIOS RELACIONADOS COM A CAQUEXIA

O status proé-inflamatorio sistémico é uma das principais caracteristicas
gue os pacientes portadores de cancer apresentam. A resposta inflamatoéria surge
por conta de alteragdes metabdlicas (ARGILES et al., 2014), onde citocinas
(glicoproteinas soluveis, de pequeno peso molecular), sdo produzidas por diversas
células do hospedeiro, em resposta a estimulos tumorais, que atuam como
mensageiros intercelulares (SILVA, 2006). As citocinas estdo associadas tanto a
perda de tecido adiposo quanto de musculo esquelético, por promoverem a ativagao
de fatores de transcricdo (ARGILES et al., 2014). As células cancerosas liberam
fatores tais como fator de mobilizacdo de lipidos e PIF assim como citocinas que
estdo associadas as respostas inflamatorias, dentre elas, TNF-q, IL-1p e IL-6, TGF-
B, e IFN- y, que possuem um importante papel na etiologia da caquexia do cancer
por ativarem uma complexa cascata de respostas biolégicas, responséveis pela
maioria das alteragbes metabolicas caracteristicas da sindrome (AOYAGI et al.,
2015; POWERS et al., 2016).

Elevados niveis de TNF-aq, IL-6 e IL-18 foram encontrados em pacientes com
cancer, e 0s niveis destas citocinas parecem correlacionar-se com a progressao de
alguns tumores e também com a perda muscular (SUZUKI et al., 2013). O TNF-q,
aumenta a gliconeogénese, lipdlise, protedlise, diminui a sintese de proteinas,
lipidios e glicogénio e em concentracdes elevadas, pode desencadear a liberacéo de

muitos outros fatores, incluindo IL-18 e IL-6, a partir de macrofagos ou células
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endoteliais (AOYAGI et al., 2015; CHOEN et al., 2015; TIJERINA, 2004; VAUGHAN
et al., 2013). No estado caquético, as concentracdes de IL-1B estdo aumentadas e
causam efeitos semelhantes ao TNF-a, atuando nos mesmos receptores de
membrana. Além da IL-1B induzir anorexia em pacientes caquéticos, por provocar
aumento nas concentracdes plasmaticas de triptofano e serotonina, causando
saciedade precoce e suprimindo a fome, ela induz a producéo de IL-6, uma citocina
gue aumenta a lipolise e contribui para a perda de peso (AOYAGI et al., 2015;
TIJERINA, 2004). A IL-6 ndo afeta 0 metabolismo dos carboidratos, porém aumenta
a sintese hepatica de proteinas de fase aguda, que sao importantes mediadores
inflamatarios, induz lipdlise e sintese de acidos graxos (TIJERINA, 2004).

Outra citocina que possui um papel importante na caquexia do cancer € a IL-
10, que tem um papel fisiolégico na inibicdo da expressao e liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias, e contribuem para a longevidade através da protecdo contra a
morte por doenca cardiovascular e cancer, e demonstra atividade antitumoral,
especificamente em células de cancer de mama (CONROY et al., 2016).

Segundo o estudo de Donatto e colaboradores (2013), a melhoria da
qualidade de vida relatada em pacientes com cancer que realizam TR pode estar
associada, pelo menos em parte, a sua capacidade de amenizar a inflamacgéo
sistémica. A acdo das citocinas pro-inflamatorias na caquexia relaciona-se a inibicéo
do fator de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) no musculo esquelético,
reduzindo a sinalizacdo a favor de sintese proteica (ARGILES et al., 2015;
GROUNDS, 2002).

5.5. INFLAMACAO E PERDA DE MASSA MUSCULAR

Como visto, a inflamacdo sistémica est4 presente em uma parcela
significativa dos pacientes com cancer. O fator de transcricdo mais relacionado com
expressdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias é o fator nuclear kappa B (NF-
kB) (SPATE & SCHULZEB, 2004). Embora o NF-kB possa ser ativado por meio dos
receptores de TNF-a tipo 1 (TNFR1) ou tipo 2 (TNFR2), os dados existentes indicam
o TNFR1 como o principal responsavel pela perda de proteina muscular induzida por
TNF-a (LLOVERA et al., 1998). As espécies reativas de oxigénio (ERO) parecem
funcionar como segundos mensageiros para 0 TNF-a no musculo esquelético,
devido a capacidade de ativar NF-kB (REID; LI, 2001). O NF-kB aumenta a atividade
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da via ubiquitina-proteassoma ao estimular a transcricdo de genes responsaveis
pela sintese de E2 e E3 ligases, acelera a degradacédo das proteinas musculares e
promove fragueza muscular.

Além de ativar o NF-kB, a inflamacdo também promove o aumento da
producéo e liberacdo de ERO por células inflamatodrias ativadas. Essas espécies
causam modificacbes oxidativas em proteinas, o que permite que estas sejam
degradadas pelo sistema ubiquitina-proteassoma sem que seja hecessario sua
ubiquitinacdo, favorecendo também a protedlise quando a inflamag&do ocorre no
tecido muscular (POWERS et al., 2010).

Estudos demonstraram que o0 crescimento tumoral estd associado a
inflamacdo local promovendo alteracbes na composicdo de &acidos graxos
musculares (KULAGINA et al, 2012), desencadeando catabolismo e
comprometimento de vias anabdlicas, o que acarreta em perda de massa muscular
(ARGILES et al., 2014). Assim, a homeostase do musculo esquelético é prejudicada
durante o crescimento tumoral, o que paarece ser um evento critico na caquexia do
cancer.

Além de promover a proteodlise, a ativagdo do NF-kB em decorréncia da
inflamacédo também prejudica a miogénese, através do aumento da expressado do
fator de transcricdo YinYangl, que reprime a sintese de genes de diferenciagéo (alfa
actina, creatina quinase, cadeia pesada de miosina lIb) (LI; MALHOTRA; KUMAR,
2008). Com isso, 0 que se conclui até 0 momento é que a perda de massa muscular
esquelética induzida por citocinas € um processo multifatorial, envolvendo maior
degradacgédo proteica e diminuicdo da regeneracao e reparo dos midcitos (TISDALE,
2000).

5.6. O TREINAMENTO RESISTIDO

O treinamento resistido é definido como um método de condicionamento,
gue envolve o uso de diferentes cargas progressivas e a ativacao voluntaria de
grupos musculos esqueléticos especificos contra uma resisténcia externa
(FAIGENBAUM ET AL., 2009; WINETT ; CARPINELLI, 2001).

Estudos realizados nos ultimos anos indicam que o treinamento fisico é uma
estratégia para auxiliar na terapia da caquexia, por atenuar as manifestacdes dessa
sindrome (DONATTO et al.,, 2013; LIRA et al.,, 2014). J4 foi relatado que o
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treinamento fisico pode reduzir a perda muscular e/ou a fadiga em pacientes com
cancer (JURDANA, 2009). Com relacdo especificamente ao TR, observou-se que
esta modalidade de treinamento reduz a perda de massa muscular ou promove a
recuperacdo da massa muscular perdida, assim como é responséavel pela melhoria
da fungcdo muscular e de uma diversidade de biomarcadores, como densidade
mineral O0ssea, melhora da performance fisica e da funcdo cardiovascular, em
pacientes com cancer (STRASSER et al., 2013). Além disso, esses efeitos do TR
associam-se com reducao da fadiga e melhora na salde mental (STRASSER et al.,
2013).

Donatto et al, (2013) mostraram que o TR diminui a progressao tumoral em
~10% e melhora o sistema imune, aumentando a atividade de macréfagos e
linfécitos e o indice de fagocitose em animais portadores de tumor de Walker 256.
Um estudo realizado com roedores Al-majid & McCarthy (2001) demonstaram
atenuacdo na perda muscular associada ao implante de adenocarcinoma de colon-
26 por meio de TR (estimulacdo elétrica dos membros plantares e dorsais do
membro posterior), por meio do aumento da relacdo massa muscular/ concentracao
de proteina no musculo extensor longo do halux. Ja foi relatado que o TR é capaz de
aumentar a forca de membros inferiores, a massa muscular e reduzir a gordura
corporal em pacientes com cancer tanto em tratamento adjuvante quanto
neoadjuvante (PADILHA et al., 2017).

Em suma, o TR ja é indicado como uma intervencéo eficaz para aumentar a
forca muscular e atenuar a perda muscular progressiva, em pacientes com doencas
alta incidéncia de caquexia (GOULD et al., 2013). Entretanto, apesar dos relatos
indicando os efeitos positivos do TR, na caquexia do cancer, poucos trabalhos

estudaram os mecanismos envolvidos nesse processo.

6 MATERIAL E METODOS

6.1. ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 40 camundongos Swiss machos, pesando
aproximadamente 30g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina (UEL). Os animais foram mantidos durante todo o experimento no
Biotério do Centro de Educacédo Fisica e Esporte (CEFE) da mesma universidade.
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Os animais foram acomodados em gaiolas contendo 5 animais, com racéo (Nuvilab
CR-1, Nuvital) e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados apés
aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Londrina, registrado sob o processo CEUA n°
28336.2014.38 e seguiram as recomendacbes do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal.

Apds uma semana de adaptacdo ao biotério de experimentacdo do CEFE-
UEL, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, sendo eles:
grupo controle (C=10), grupo inoculado com células tumorais (T=10), grupo
exercitado (E=10) e grupo inoculado com células tumorais e exercitado (TE=10). As
células tumorais (1x10%/100 pL de solugdo salina) foram inoculadas
subcutaneamente no flanco direito, dois dias antes do inicio do TR nos grupos T e
TE. Os animais do grupo E e TE foram submetidos ao TR por 4 semanas, enquanto
os animais do grupo C e T permaneceram sedentarios durante todo o experimento.

Ao final de 4 semanas completos de TR, os animais foram eutanasiados (Figura 2).

Inoculacao =/ Teste de
Tumor Teste de : carga
Ehrlich carga " maxima

6) AXi S
= 40) (1x10°)  maxima R

| | | Eutanasia
/j 1 v N?
T

7 dias 4 semanas de 72hrs

| treinamento (28 dias) |
| |

12 sessdes de treino

Figura 2. Esquema do delineamento experimental, realizado por um periodo de 4 semanas. Os
animais dos grupos T e TE foram inoculados com células tumorais, posteriormente todos os grupos
foram submetidos ao teste de carga maxima e durante 4 semanas os animais do grupo E e TE
realizaram o treinamento. Apos o término do periodo de treino (4 semanas), os animais de todos os
grupos realizaram o teste de carga maxima novamente.

6.2. MANUTENCAO E INOCULACAO DO TUMOR
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Nos animais dos grupos T e TE foram inoculadas células tumorais de
carcinoma mamario de Ehrlich, mantidas na forma de tumor ascitico através de
repiques intraperitoneais seriados. Para a inoculacdo dos grupos experimentais, o
contetido ascitico (2 mL) foi puncionado da cavidade peritoneal de camundongos
apos 10-28 dias de inoculacdo. As células do fluido ascitico foram lavadas em
tampao fosfato (PBS, pH 7.4), centrifugadas (200g, 10min/4°C), e lavadas trés vezes
em PBS (FRAJACOMO et al.,, 2016). As células de Ehrlich foram diluidas na
concentracdo final de 1 x 10%/100 uL de solugdo salina. A inoculagdo do contetido
celular ocorreu (dia 0) na regido subcutanea do flanco direito. Os animais controle
receberam 100 uL de PBS. A espessura do tumor foi mensurada (mm?) ao longo das
4 semanas (duas vezes por semana), com paquimetro digital 6” (Sagyma Plus), tal
medida foi realizada por meio do diametro maior (D) e diametro menor (d). Para a
obtencdo do volume tumoral, foi utilizada a seguinte formula: V=1/2*(D*(d)?) (GOTO
et al., 2000).

6.3. TESTE DE CARGA MAXIMA

O teste de carga méaxima foi realizado na escada (Figura 3, descricdo no
préximo topico), por todos os grupos (C,T,E e TE), antes e logo apds as 4 semanas
de treinamento. Para determinacdo da carga maxima para o treinamento, 0s animais
realizaram inderterminados nameros de subidas na escada, sendo a primeira subida
com sobrecarga de 50% do peso corporal do animal atado a cauda, seguido de mais
4 subidas subsequentes com sobrecarga progressiva correspondente a 75, 90, 95 e
100% do peso corporal do animal. Caso 0 animal chegasse a esse estagio, eram
adicionados mais 3,0g a cada subida realizada, até a falha do animal, ou seja,
subida incompleta. Para a determinacdo da carga maxima ao final das 4 semanas
de treinamento, os animais realizaram as subidas com as porcentagens citadas
acima, porém, em relacao a ultima carga do ultimo treino nos grupos E e TE. Para os
grupos C e T, foi utilizada a carga maxima alcancada no primeiro teste para a
realizacdo da carga maxima apoés as 4 semanas de treinamento. A capacidade de

carregar a carga maxima alcancada foi utilizada como parametro de forca muscular.
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6.4. PROTOCOLO DE TREINAMENTO RESISTIDO

O TR consistiu de uma série de escaladas em aparato em formato de
escada construida com 50 cm de altura, 1 cm entre os degraus, 80 graus de
inclinacdo (Figura 3). Tais dimensfes permitiram que os animais realizassem de 8 a
10 movimentos de escalada completos a cada subida. No topo da escada havia uma
area escura (20x20x20cm) para a recuperacdo apdés a subida (adaptado de
HORNBERGER; FARRAR, 2004). Os animais realizaram 5-8 subidas completas no
aparato, com dois minutos de repouso entre elas. No primeiro dia de TR, as subidas
foram iniciadas com sobrecarga de 50% da Ultima sobrecarga alcangcada no teste de
carga maxima, seguido de mais 4 subidas subsequentes com sobrecarga
progressiva correspondente a 75, 90, 95 e 100% da sobrecarga que o animal atingiu
no teste de carga maxima. Uma vez completadas as 5 subidas, os animais foram
submetidos a mais 3 subidas (totalizando 8) com incremento de 3,0g de peso
progressivamente (HORNBERGER; FARRAR, 2004). O treino foi interrompido
guando o animal completou 8 subidas com sucesso ou até a falha caracterizada pela
subida ndo completada por 3 tentativas seguidas. O peso carregado na ultima
tentativa de escalada com sucesso foi considerado como carga maxima da sesséo
de treino. A carga maxima de cada sesséao de treino foi utilizada para ajustar a carga
de treinamento subsequente dos animais dos grupos E e TE. Assim, as sessodes de
treino subsequentes a primeira, utilizavam 50, 75, 90, 95 e 100% da carga maxima
alcancada na ultima sessdo, atado a cauda do animal. O procedimento para o
acréscimo de cargas apos a 52 subida completa e interrup¢éo de treino foi utilizado
em todas as sessfes de TR. O TR foi realizado 3 vezes por semana com intervalo
minimo de 48 horas entre as sessdes, para um total de 4 semanas. Os animais dos

grupos C e T ndo foram submetidos ao TR.
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Figura 3. Imagem ilustrativa da escada de treinamento resistido utilizada para o treinamento dos
animais, em (A) camara de descanso e em (B) degraus da escada.

6.5. TESTE DE CAMPO ABERTO (OPEN FIELD TEST)

O teste de campo aberto possui como objetivo determinar o deslocamento
dos animais expostos a um campo novo e inexplorado de 50x50cm de tamanho por
periodo de 5 minutos. A distancia percorrida e o numero total de cruzamentos no
centro do campo foram utilizados como parametros de capacidade locomotora e de
exploracdo, respectivamente (PRUT; BELZUNG, 2003). Uma camera digital
(Longitech, modelo ¢920, 30Hz) foi utilizada para capturar imagens do campo para a
deteccdo dos movimentos do animal (Figura 4A). As imagens foram adquiridas
utilizando o software Dvideo que permite calcular o movimento do animal na area de
teste por meio de um sistema bidimensional de coordenadas baseadas no método
Direct Linear Transformation (DLT), proposto por Yi & Hm (1971). A trajetéria
capturada de cada camundongo foi processada por um filtro digital Butterworth de
frequéncia de corte de 1Hz. A distancia percorrida foi obtida pelo deslocamento
adquirido entre cada imagem consecutiva. O teste foi realizado na ultima semana de

experimento, com todos 0s animais.
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Figura 4. Imagens ilustrativas do processamento dos dados. Imagem da cémera digital (Longitech,
modelo ¢920, 30Hz (A), resultado do processo de segmentacdo (B), resultado do processo de
rastreamento (C).

6.6. TESTE ROTAROD

Para verificacdo da performance motora dos animais, foi realizado o teste
rotarod (VALERIO et al., 2007). O aparelho eletrdnico consiste em uma caixa, com
aberturas frontal e superior, em seu interior ha uma barra fixada (25 cm) nas laterais
da caixa com 25 cm de didmetro, além de 5 placas dividindo-a em 6
compartimentos, porém somente 4 sdo utilizaveis devido ao monitor que ilustra
digitalmente o tempo em que o animal permanece sobre a barra, assim que o animal
cai sobre a paleta fixa na regido inferior da caixa, 0 crondmetro pausa no mesmo
instante (Ugo Basile, Modelo 7600) (Figura 5). Durante a realizacdo do teste, a
velocidade de giro da barra foi de 33 rotagcbes por minuto, para a nalise da
performance motora foi considerado o tempo de permanéncia do animal sobre a

barra. O teste foi realizado na Ultima semana de experimento, com todos 0s animais.
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Figura 5. Imagem ilustrativa do equipamento rotarod.

6.7. EUTANASIA, COLETA E PREPARO DOS TECIDOS

Setenta e duas horas apds a Ultima sessao de TR, todos os animais foram
submetidos a anestesia com injecdo intraperitoneal de ketamina/xilazina (5:1,
0.1ml/20g peso corporal). O sangue foi coletado por puncéo cardiaca, centrifugado,
o plasma separado e armazenado a -80°C para posteriores analises bioquimicas. Os
musculos EDL, s6leo e gastrocnémio foram retirados da pata contralateral a
inoculacao tumoral, pesados e uma porcao foi fixada em paraformaldeido a 4% para
analise histolégica e morfométrica. O restante do musculo gastrocnémio foi utilizado
para analises de expressdo génica e expressao proteica. O baco foi retirado, pesado
e fixado em paraformaldeido a 4% para analise histologica. O figado e a gordura
retroperitoneal foram retirados, pesados, e posteriormente descartados. A gordura
retroperitoneal foi utilizada como parametro de gordura corporal. O tumor foi
cuidadosamente retirado, dissecado, pesado, e uma porcdo fixada em

paraformaldeido a 4% para analises histolégicas.



34

6.8. ANALISE HISTOMORFOMETRICA DAS FIBRAS MUSCULARES

Uma porcdo dos musculos séleo, EDL e gastrocnémio foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 24h, posteriormente desidratada com banhos de etanol
para inclusdo em parafina, de acordo com os procedimentos descritos por Fonseca
et al. (2012). O tecido foi cortado em espessura de 5um (5 cortes/lamina) de forma
semi-seriada (com distancia de 5 cortes (25 pum entre cada um) e posteriormente
corados com hematoxilina e eosina, analisados e fotografados utilizando
microscépio de luz (Olympus®) com camera acoplada com aumento de 200x. A
quantificacdo da area de seccdo transversa (ASTr) de cada fibra foi realizada
através dos programas Image J e Image-Pro Plus® 23 4.5 (Media Cybernetics,
Rockville, EUA).

6.9. CITOCINAS PLASMATICAS

As citocitas TNF-a, IL-6 e IL-10 foram determinadas no plasma por
ELISA através do kit da Affymetrix eBioscience®, (San Diego, USA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. A concentragcdo foi determinada por

espectrofotometro para microplacas Epoch (BioTek Instruments, USA).

6.10. ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO BACO

As amostras do baco fixadas e emblocadas em parafina assim como
descrito para o musculo gastrocnémio, foram cortadas em espessura de 5um (5
cortes/lamina) de forma semi-seriada (com distancia de 5 cortes (25 um entre cada
um) e posteriormente corados com hematoxilina e eosina, analisados e fotografados
utilizando microscépio de luz (Olympus®) com camera acoplada e aumento de 5x.
Foi analisada a area ocupada pela polpa branca em relacdo a area total da foto
através dos programas Image J e Image-Pro Plus® 23 4.5 (Media Cybernetics,
Rockville, EUA).
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6.11. QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO GENICA MUSCULAR — RT- PCR

Para determinacdo da expressao génica, o RNAm total foi isolado a partir
de 80 mg de musculo gastrocnémio congelado usando Kit RiboPure (Ambion,
namero PM 1924, EUA), de acordo com as instru¢cfes do fabricante. O RNA total foi
quantificado por espectrofotbmetro a 260/280 nm (NanoDrop2000c, EUA). Foi
avaliada a qualidade e a integridade do RNA isolado utilizando gel de agarose
(1,2%). O cDNA foi sintetizado a partir de 1000 ng de RNAm total, utilizando o Kit de
alta capacidade de TranscricAo Reversa cDNA (Applied Biosystems, numero
4.374.966, EUA). PCR quantitativo em tempo real foi realizado usando o sistema
7500 fast RT-PCR (Applied Biosystems, EUA). Os seguintes ensaios de expressao
de genes Tagman® (Applied Biosystems, EUA) foram usados neste estudo: FOXOL1,
FOXO3, Atorgin-1 e PGC-1a. Os ciclos de PCR foram os seguintes: um ciclo de
50°C durante 2 minutos, um ciclo de 95°C durante 20 segundos, 40 ciclos de 01
segundo a 95°C, 20 segundos a 60°C. Cada ensaio de PCR foi realizado em
triplicata. Como gene de referéncia foi utilizado beta actina para normalizar as
reacdes. A quantificacao relativa foi determinada pelo método 2-24€T (RIBEIRO et al.,
2018).

6.12. IMUNOBLOTTING

Para andlise da quantidade de proteina, o musculo gastrocnémio
(100mg/1ml de tampé&o) foi homogeneizado em tampéao de extragdo contendo 50mM
HEPES, 40mM NaCl, 2mM EDTA, 1,5mM NasVO4, 50mM NaF, 10mM de sodio
pirofosfato, 10mM de sdédio betaglicerolfosfato, 1% Triton-X 100 e um coquetel
inibidor de protease. Ap0s a quantificacdo de proteinas totais, as amostras foram
separadas em um gel de agarose a 10% e transferidas para uma membrana de
PVDF (Bio-Rad, Immun-Blot®), blogueadas com leite 5% e incubadas com
anticorpos primarios e secundarios, como descrito (MAGDALON et al., 2016) para
FBXO032 e MURF-1. A densidade das bandas foi obtida com o software Image J.
Para a normalizacédo dos resultados foi utilizada a proteina GAPDH.

6.13. HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA DO TUMOR PARA MEDIDA DE AGRESSIVIDADE
TUMORAL
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As amostras do tumor foram fixadas e emblocadas em parafina assim como
descrito para o0 musculo gastrocnémio. O tecido tumoral foi cortado transversalmente
e corado pela técnica de Sirius red para quantificacdo de tecido conjuntivo e
medidas do tamanho da capsula tumoral. Esses procedimentos foram realizados
utilizando o programa Image J ap0s a aquisicdo das imagens (aumento de 200
vezes para a regido central do tumor e aumento de 100 vezes para observacdo da
capsula) utilizando microscépio de luz (Olympus®) com camera acoplada.

O tecido tumoral foi também utilizado para imunohistoquimica testando
positividade do antigeno de proliferacéo celular Ki67 de acordo com o protocolo de
Besusso, et al (2013). A quantidade de area marcada foi calculada por meio de
imagens representativas (aumento 200x) utilizando o programa Image J. A apoptose
das ceélulas tumorais foi investigada pelo teste de terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL), através de Kkit
comercialmente disponivel (TREVIGEN, TACS® 2 TdT- DAB In Situ Apoptoses
Detection Kit), seguindo as recomendac¢des do fabricante. A quantificacdo da area
marcada, correspondente a extensdo da apoptose foi determinada com o auxilio do

programa Image J.

7 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Rout foi utilizado para identificagcdo de outliers, seguido pela
verificagdo da normalidade dos dados, por meio dos testes de Shapiro-Wilk e
D’Agostino-Pearson. Os testes utilizados foram Two-way ANOVA, One-way ANOVA
seguido de post-test de Tukey. O teste t de student foi utilizado para os dados
paramétricos. Quando ndo paramétricos, as diferencas entre os grupos foram
investigadas pelo teste de Mann-Whitney (analise da capsula tumoral) ou Kruskal
Walllis com post-hoc de Dunn (ASTr). Os resultados foram apresentados em média +
desvio padréo, exceto o grafico de dispersdo que foi apresentado em mediana e
considerados significativos quando P <0,05. O programa GraphPad Prism 5 foi

utilizado para as analises estatisticas.
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8 RESULTADOS

A figura 6 apresenta as caracteristicas gerais dos grupos estudados. O
tumor de Ehrlich cresceu progressivamente da primeira até a Ultima semana (Figura
6A), alcancando 19% do peso corporal total dos animais ap6s 4 semanas de
inoculacédo. O crescimento do tumor promoveu reducdo do ganho de peso corporal
(65% comparado com o controle) (Figura 6B), anorexia (16%), com diminuicdo da
ingestdo de racdo durante a segunda e terceira semana (Figura 6C), além de reduzir
a massa de gordura retroperitonial (61%, figura 6D) e a massa muscular (15%, figura
6E). O crescimento do tumor promoveu ainda, aumento do peso do baco (435%,
figura 6F). O TR néo foi capaz de reduzir o tamanho do tumor (6A), amenizar a
perda de peso (Figura 6B), reverter a anorexia (6B), a perda de gordura (6D), de

massa muscular (6E) e do baco (6F).
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Figura 6. Volume tumoral (A), ganho de peso sem tumor (B), ingestdo de racdo (C) gordura retroperitonial (D), masculos (E) e baco (F) em
camundongos controle (C), portadores da forma soélida do tumor Ehrlich (T), exercitados (E) e portadores da forma sélida do tumor Ehrlich e exercitados (TE).
Os resultados foram expressos como média

estatisticamente).

+

desvio padrdo, P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Letras diferentes, diferem
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A figura 7 apresenta os valores de ASTr do musculo soleo, EDL e
gastrocnémio. Os resultados demonstram que a inoculagcdo com células tumorais
causou reducao significativa (P < 0,05) de 59% na ASTr do musculo séleo, 54% do
musculo EDL e 28% do musculo gastrocnémico (Figura 7A;B). Em contrapartida, o
TR preveniu a atrofia desses musculos (EDL - 172%, s6leo - 157% e gastrocnémio -
80%; P < 0,05) induzida pelo crescimento do tumor (Figura 7A;B) (TE vs T).
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O crescimento tumoral diminuiu a carga maxima suportada pelos animais
(23%; P < 0,05) comparado ao grupo controle, como evidenciado através da
diferenca da carga maxima obtida no teste final (apdés 4 semanas de periodo
experimental) e da carga maxima inicial (A Carga méxima) (Figura 8A). A
capacidade locomotora e exploratdria realizados no teste de campo aberto, também
foi menor no grupo T (57% e 80%, respectivamente; P < 0,05) (Figura 8C e 8D)
guando comparado ao grupo C. O TR preveniu a perda da forgca do animais com
tumor (200%, P < 0,05) quando comparados ao grupo tumor (Figura 8A) e melhorou
a distancia percorrida e no nimero de cruzamentos na caixa, visto que nao foi
estatisticamente diferente do grupo exercicio (Figura 8C;D). Nao houve diferenca
estatistica no teste rotarod, onde verificou-se o tempo de permanéncia dos animais
no equipamento (Figura 8B).
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cruzamentos no centro da caixa (B) apds 4 semanas em camundongos controle (C), portadores da
forma sélida do tumor Ehrlich (T), exercitados (E) e portadores da forma sélida do tumor Ehrlich e
exercitados (TE) . Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo, P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Letras diferentes, diferem estatisticamente.
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Na figura 9 estdo apresentadas os niveis de citocinas circulantes para todos
0S grupos experimentais, assim como a analise da polpa branca do baco. O
crescimento do tumor promoveu aumento significativo (P < 0,05) dos niveis de TNF-
a (224%) e de IL-6 (1635%) plasmaticos (Figura 9A e 9B, respectivamente), porém
ndo houve diferenca estatistica na analise dos niveis de IL-10 (Figura 9C). O baco
foi analisado histologicamente devido ao aumento em seu tamanho, para isso, foi
analisado a % de polpa branca em relacéo a area total da foto e foi encontrado que
0 crescimento do tumor promoveu aumento de (71%; P < 0,05) (Figura 9D). O TR
nao foi capaz de reduzir o TNF- a induzido pelo crescimento do tumor (Figura 9A),
entretanto preveniu o aumento de IL-6 (69% P < 0,05) (Figura 9B) e nao alterou os

niveis de IL-10 plasmaticos (Figura 9C) e a % de polpa branca (Figura 9D).
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Figura 9. Marcadores pro-inflamatérios sistémicos: TNF-a (A), IL-6 (B), marcador anti-inflamatorio
sistémico: IL-10 (C) e andlise da polpa branca do baco (D) apdés 4 semanas em camundongos
controle (C), portadores da forma sélida do tumor Ehrlich (T), exercitados (E) e portadores da forma
sélida do tumor Ehrlich e exercitados (TE) Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo, P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Letras diferentes, diferem
estatisticamente.

A andlise de expressdo génica no musculos gastrocnémio revelou aumento
significativo (P < 0,05) na quantidade de RNAmM de FOXO1 (Figura 10A; 99%),
FOXO3 (Figura 10B; 134%), Atrogin-1 (Figura 10C; 179%) no grupo T quando
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comparado ao grupo C. O grupo T também apresentou menores valores (53%; P <
0,05) de RNAm PGC-1a (Figura 10D),quando comparado ao controle. Por outro
lado, o TR reduziu a expressdo dos genes FOXO1 (Figura 10A), FOXO3 (Figura
10A) e Atrogin-1 (Figura 10A) (respectivamente, 45%, 42% e 55%; P < 0,05), além
de aumentar a expresséo génica de PGC1- a (Figura 10A) (163%, P < 0,05) (TE vs
T). Na analise das proteinas Atrogin-1 (Figura 10E) e MuRF-1 (Figura 10F),
realizadas no mauasculo gastrocnémio, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 10. Expressao génica muscular analisada por RT-PCR das proteinas FOXO1 (A), FOX0O3 (B),
Atrogin-1 (C) e PGC-1a (D). Analise das proteinas musculares Atrogin-1 (E) e MuRF-1 (F) pela
técnica de Western Blotting apds 4 semanas em camundongos controle (C), portadores da forma
sélida do tumor Ehrlich (T), exercitados (E) e portadores da forma soélida do tumor Ehrlich e
exercitados (TE) Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Letras diferentes, diferem estatisticamente.



44

A massa final do tumor (~8g) atingiu 19% da massa corporal final dos
animais, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (Figura 11E). A analise
histolégica demonstrou reducdo significativa (P < 0,05) (51%) do tamanho da
capsula tumoral e aumento significativo (P < 0,05) (47%) da area de fibrose central
no grupo TE com relacdo ao T (Figuras 11A e B). Além disso, o TR reduziu
significativamente (P < 0,05) 10% a proliferacdo das células tumorais comparado
com animais do grupo T (Figura 11C); apesar de ndo alterar a apoptose das células
tumorais quantificada pelo teste de TUNEL (Figura 11D).
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quantificacdo da apoptose (D), realizado pela técnica de TUNEL, peso do tumor (g) (E) apls 4
semanas em camundongos portadores da forma sélida do tumor Ehrlich (T) e portadores da forma
sélida do tumor Ehrlich e exercitados (TE) Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Letras diferentes, diferem
estatisticamente.
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9 DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo foram: 1) O TR previne a atrofia
e perda de forca muscular induzida pelo crescimento do tumor de Ehrlich, ainda que
nao tenha prevenido a perda de massa corporal; 2) tal efeito preventivo pode estar
associado a diminuicdo nos niveis sistémicos de IL-6 que provavelmente inibe a
superexpressao de genes-chave para a degradacao de proteinas musculares. 3) O
TR foi ainda capaz de reduzir parametros de agressividade tumoral como diminuicédo
da proliferacdo e aumento da deposicéo de colageno, ainda que nao tenha inibido o
crescimento do tumor

O TR é o principal tipo de exercicio eficiente em aumentar a forca muscular
e a hipertrofia em humanos (LASEVICIUS et al.,, 2018). A hipertrofia muscular
causada pela préatica de exercicio resistido ocorre devido ao aumento na area de
seccdao transversa das fibras musculares e no numero de sarcémeros, decorrente do
aumento na sintese proteica (SECCHI et al.,, 2008). Entretanto, o crescimento
tumoral promove um ambiente desafiador para o tecido muscular na tentativa de
manter o balanco entre a sintese e a degradacao de proteinas; o TR pode agir de
forma diferente em organismos com e sem tumores. O crescimento tumoral promove
a geracdo de radicais livres e superexpressa vias inflamatorias crénicas,
desregulando o balanco de sintese e degradacéo protéica no musculo esquelético
que estad relacionada a atrofia muscular. A resposta inflamatoria acompanha o
desenvolvimento da caquexia e vem sendo apontada como um fator diretamente
responsavel pela perda de massa muscular observada na sindrome, uma vez que
TNF-a e IL-6 sdo capazes de aumentar a expressdo de genes que codificam
componentes fundamentais na inducdo de protedlise muscular (SPATE &
SCHULZE, 2004). Li et al., 2009, demonstraram que as respostas transcricionais as
citocinas pro-inflamatérias desencadeiam a expressdo de genes envolvidos na via
de degradacgédo da proteina ubiquitina-proteassoma, levando a atrofia muscular, duas
E3 ligases, atrogin-1 e MuRF-1, respondem a citocina pro-inflamatoria TNF-a. A
atrogin-1 e MuRF-1, identificadas had mais de 10 anos, sdo duas E3 ligases
especificas do musculo que estdo aumentadas no musculo esquelético sob
condicOes de atrofia. No caso da atrogin-1, a supresséo ou inibicdo completa de sua
expressao resulta na preservacdo muscular em diversos modelos de atrofia.
(BODINE & BAEHR, 2014). Yuan et al., (2015) analisando a expresséo de atrogin-1
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e MuRF-1 no musculo esquelético durante a caquexia do cancer in vitro e in vivo,
demonstraram que a expressdo génica de atrogin-1 e MuRF-1 tendem a estar
aumentadas no musculo esquelético de pacientes com doenca maligna antes
mesmo da perda de peso, além disso, quatros genes associados a via ubiquitina
proteassoma (atrogin-1, MuRF-1, ubiquitina e E2-14K) foram superexpressos nos
camundongos portadores de tumor associado a caquexia do cancer (YUAN et al.,
2015).

Visto que o TR preveniu a atrofia muscular e diminuiu os niveis citocina pro-
inflamatéria IL-6, analisamos genes importantes na sinalizacdo para a atrofia
muscular. O TR promoveu diminuicdo da expressdo de RNAmM para proteinas
importantes para a atrofia muscular como, FOXO1, FOXO3 e atrogin-1, além de um
aumento da expressdo de RNAm da proteina PGC-1a, importante marcador de
biogénese mitocondrial. Em doencgas onde o catabolismo encontra-se aumentado,
como o cancer, geralmente ha uma diminuicdo na via de sinalizacdo PI3K-AKT-
MTOR, resultando na diminuicdo de sintese proteica, podendo haver aumento da
protedlise, através da expressdo mediada por FOXO pertencente aos fatores de
transcricdo e atrofia (CHOEN et al., 2015). A ativacdo somente de FOXO3 ja seria
suficiente para desencadear protedlise por meio de ativacdo do SUP e autofagia,
causando atrofia. (CHOEN et al., 2015; SANDRI et al.,, 2006). A expressdo de
atrogin-1 e MuRF-1, ligases do SUP, é causada pela ativacdo de FOXO3, e estao
relacionadas com a atrofia e grande perda de massa muscular (SANDRI et al.,
2006). Neste trabalho foi encontrado diminuicdo da expressdo de RNAmM de FOXO3,
promovida pelo TR, entretanto, ndo houve diferenca na andlise da expresséo
proteica de atrogin-1 e MuRF-1. O PGC-1a desempenha um papel fundamental na
preservacdo da massa muscular esquelética, do conteddo mitocondrial e no
metabolismo oxidativo, em condi¢des atréficas (ARANY, 2008), além de poder ser
um importante mediador do exercicio e da atividade de moto neurénios no musculo
esquelético (SANDRI et al., 2006). Neste trabalho, o TR foi capaz de aumentar a
expressdo de RNAm de PGC-1 a. Além disso, ja foi relatado que o estado catabdlico
de doencas como cancer, sepse e insuficiéncia renal, inibem a expressao de PGC-1
a no musculo esquelético de animais (SANDRI et al., 2006), ressaltando seu papel
protetor na massa muscular esquelética.

Assim, nossos resultados confirmam nossa hipotese de que em condicfes

severas de desbalanco entre a sintese e a degradacdo de proteinas, como o0
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imposto pelo cancer, o efeito anti-atréfico do TR estd associado ndo somente a sua
capacidade de estimular via de sintese, mas também de inibir a superexpresséo de
moléculas ativadoras da degradacdo de proteinas no musculo esquelético. Um
estudo do nosso grupo ja havia demonstrado que os efeitos antiinflamatérios
promovidos por TR (PADILHA et al., 2017) desempenham um papel importante na
regulacdo negativa da degradacdo de proteinas induzida pelo crescimento de
tumores em ratos. Nosso estudo demonstrou que o TR protegeu a massa muscular
nos animais com tumor devido aos seus efeitos na inflamacéao sistémica, uma vez
que atenuou a elevacdo de IL-6 induzida pelo crescimento tumoral. J& foi descrito
gue o TR é capaz de diminuir significativamente a producédo de TNF-a e aumentar a
producao de IL-10 em ratos portadores de tumor de Walker-256 (DONATTO et al.,
2013). Segundo Donatto et al. (2013), essa alteracdo acontece predominantemente
na producao dessas citocinas pelo tecido adiposo dos animais. No presente estudo,
os efeitos do TR foram predominantemente observados na IL-6, uma vez que o
aumento do TNF-a e da porcentagem da polpa branca do bago ndo foram
prevenidos pelo TR. A andlise do baco também foi feita porque apesar do tecido
muscular ser o mais afetado pela caquexia, sabe-se que outros Orgaos também
podem ser atingidos. Isso acontece porque o tecido tumoral apresenta altas taxas de
proliferacdo celular e elevada demanda energética, contrastando com o estado
catabdlico predominante nos pacientes caquéticos, promovendo um balango
energetico negativo capaz de promover desordens metabdlicas sistémicas
(PORPORATO, 2016). Os animais com tumor apresentaram aumento significativo
na massa do bagco. Embora a esplenomegalia ja tenha sido observada na caquexia
(AULINO et al., 2010; PIEGARI et al., 2011), sua causa pode ter origens diversas,
pode representar uma hiperplasia imune, hematopoese extramedular, mas também
pode refletir uma hipertensdo portal secundaria a faléncia hepatica e a obstrucao
venosa por infiltragdo de células neoplésicas, como acontece no cancer metastéatico
(ZIMMERS et al., 2016). O protocolo de TR utilizado nesse trabalho n&o foi capaz de
reverter significativamente a perda de massa corporal nos animais. Provavelmente
isso tenha acontecido porque o exercicio ndo foi capaz de impedir o crescimento do
tumor e a degradacao do tecido adiposo. Além disso, o TR também néo impediu o
aumento do baco.

O exercicio fisico pode ser de grande importancia para pacientes com

cancer avancado, em estagio caquético, devido aos seus efeitos benéficos na forca
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e massa muscular (ARGILES et al., 2012). O nosso trabalho demonstrou que além
de prevenir a atrofia, o TR foi capaz de aumentar a forca muscular nos animais com
tumor. O aumento da forca muscular é muito importante uma vez que a perda
progressiva da forgca muscular resulta em graves complicagbes para o paciente com
cancer (BROWN et al.,, 2015). A perda de massa muscular e a reducdo da forca
muscular sdo duas das caracteristicas mais proeminentes de pacientes com cancer,
e ambos levam a diminui¢cdo da capacidade funcional que pode afetar a qualidade
de vida e a sobrevida (SWELLENGREBEL et al., 2011). De fato, a perda da funcao
muscular associada a caquexia aumenta o tempo de internacdo (6 vs 3 dias) e,
assim, o custo (44%) da hospitalizacdo em comparacdo com pacientes nao
caquéticos (ARTHUR et al., 2014). AL-MAJID e MCCARTHY (2001) investigaram o
efeito de 8 sessdes de TR, sobre o0 peso e a quantidade de proteina no musculo
extensor longo dos dedos (EDL), por meio de estimulagéo elétrica em musculo de
roedores inoculados com adenocarcinoma de colon-26. Esses autores observaram
gue o grupo portador de tumor treinado obteve aumento de 62% no peso e 25% na
quantidade de proteina, quando comparado ao grupo tumor néo treinado (AL-MAJID
& MCCARTHY, 2001). Ap6és 8 semanas de treinamento resistido, animais
aumentaram a forca muscular (287%), a massa do muasculo FHL (23%) e
consequentemente houve aumento (24%) das proteinas total e miofibrilares
(HORNBERGER & FARRAR, 2004). Ja foi descrito que multiplas secdes de
exercicio resistido seria capaz de aumentar a sintese de proteinas miofibrilares,
sendo capaz de preservar a massa muscular, em humanos saudaveis (ZOU et al.,
2011). Isso ocorre porque o estimulo mecéanico € capaz de aumentar a fosforilagéo
da proteina ribossomal S6 quinase beta-1 (p7056), levando ao aumento da iniciagéo
da traducéo proteica no musculo esquelético (ZOU et al., 2011).

Outro fator importante analisado foi o tecido tumoral, onde encontramos que
o TR foi capaz de reduzir o tamanho da capsula, aumentar a extensdo de necrose e
reduzir a proliferacdo das células tumorais. Na coloracéo do tecido tumoral por Sirius
red € possivel analisar a extensdo da deposicdo de colageno no tecido, o que
provavelmente ocorre como um processo de reparo em resposta a morte celular
tecidual (DE HEER et al., 2000). O tumor dos animais submetidos ao treinamento
apresentou uma extensao necrética maior do que o dos animais nao treinados. A
presenca de necrose tumoral nem sempre € um bom indicativo, uma vez que pode

significar proliferacdo intensa de células tumorais ndo acompanhadas de
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vascularizacdo adequada (VONG; KALLURI, 2011). Por essa razao, analisamos a
necrose tumoral juntamente com a proliferacdo celular do tumor, através de um
marcador superexpresso em células proliferativas, o Ki67. Observamos que além de
aumentar a necrose, o TR também diminuiu a proliferacdo celular, indicando que a
necrose observada ndo é resultado de proliferacdo celular intensa. A partir desse

resultado podemos sugerir que o TR foi capaz de reduzir a agressividade do tumor.
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CONCLUSAO

O TR foi capaz de prevenir a atrofia muscular causada pela implantacdo do
tumor, apesar de ndo prevenir a perda de peso corporal. Tais efeitos estdo
possivelmente associados a reducdo de IL-6 e da prevencao na ativagdo de genes
relacionados ao catabolismo muscular, como a FOXO1, FOXO3 e atrogin-1. Além
disso, o TR foi capaz de promover mudancgas no microambiente tumoral capazes de
reduzir sua agressividade demonstrada pela diminuicdo da proliferagdo e aumento
da deposicdo de tecido conjuntivo, ainda que ndo tenha sido possivel observar
mudancas em alguns parametros macroscépicos, como diminuicdo do volume final

do tumor.
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Prezado Pesquisador,

L A CEUA/UEL reunida em 02 de Dezembro de 2014 avaliou o projeto de
pesquisa intitulado “Influéncia do treinamento fisico resistido sobre os parametros da
caquexia muscular induzida por diferentes linhagens de células tumorais”, registrado
sob o processo CEUA n°28336.2014.38, pesquisa do Centro de Educacéo Fisica e Esporte,
desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodolégicos solicitados
0 projeto esta aprovado para execugdo entendendo-se que os principios éticos postulados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal estao respeitados.

- Serao utilizados 40 camundongos Swiss machos com peso aproximado de 22 g,
5 semanas de idade e provenientes do Biotério Central da UEL e 80 camundongos da
linhagem C57BL/6 machos com peso aproximado de 22 g, 5 semanas de idade e
provenientes do Biotério de Criagdo do Campus da USP/RP. O projeto tem como objetivo
investigar o modelo mais coerente e homogéneo na indugdo da caquexia tumoral no
musculo esquelético das espécies C57/BL6 e Swiss e, posteriormente, reproduzir o melhor
modelo de caquexia utilizando o exercicio resistido com égia terapéutica. Para tanto,
serdo testadas as linhagens tumorais carcinoma de Lewis e de melanoma B16F10 nos
camundongos da linhagem C57/BL6 e células de Ehrlich nos da linhagem Swiss. Os animais
serdo divididos em grupos e, de acordo com os resultados obtidos na primeira etapa, serao
familiarizados e submetidos a uma sessao de exercicios através de estimulos de contato,
serdo estimulados a realizar de 4 a 8 escaladas carregando cargas de maneira progressiva,
submetidos a um programa de treinamento de resisténcia progressivo de 4 semanas e serdo
realizados testes de forca durante todo o experimento como medida de ganho de forca e
gggéo muscular. Os protocolos experimentais estdo aprovados para execugido em 24

‘meses.

. % Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execucdo das modificagoes.
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