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RESUMO

Céancer é um estado patolégico que leva ao desenvolvimento de uma sindrome
metabdlica em cerca de 2/3 dos pacientes em estado avancado da doenca. A
caquexia se caracteriza por estado debilitante, com perda de peso, desencadeada
por perturbacfes metabodlicas no individuo portador de tumor. Esta promove
anorexia, astenia, perda de peso, saciedade prematura, anemia e alteracées no
metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas. Muitos estudos tém
demonstrado que o exercicio fisico moderado promove incremento da funcéo do
sistema imunitario e reducdo do quadro de proteélise no musculo esquelético em
individuos caquéticos. Ainda, os estudos envolvendo Oleo de figado de tubaréo
demonstram sua atuacdo na melhoria da atividade imunitaria. Uma vez que o
exercicio fisico e o Oleo de figado de tubardo atuam sobre o desenvolvimento
tumoral, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito do treinamento
anaeroébio/aerdbio associado a suplementacdo da dieta com 6leo de figado de
tubardo sobre o crescimento tumoral, caguexia e parametros imunitarios de ratos
portadores do tumor walker-256. Ratos Wistar foram distribuidos em oito grupos:
sedentario (S), sedentario suplementado com 6leo de figado de tubardo (SA),
exercitado (EX), exercitado suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXA)
sedentario portador de tumor (SW), sedentario portador de tumor suplementado
com 6leo de figado de tubardo (SWA), exercitado portador de tumor (EXW) e
exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo
(EXWA). Os grupos exercitados realizaram um programa de treinamento,
constituido de 6 séries de saltos com 1 minuto de intervalo, sobrecarga de 50% do
seu peso corporal acoplada ao térax, cinco minutos apds o término do treinamento
de saltos os mesmos grupos exercitados foram submetidos a 30 minutos de
natacdo com uma carga equivalente a 6% do peso corpdreo. Foram realizadas 4
sessbes semanais de treinamento durante 8 semanas. Na sexta semana de
treinamento foram inoculadas 1 mL de células do tumor de Walker-256 (3x10’
células) nos grupos SW, SWA, EXW e EXWA. Os ratos foram ortotanasiados 15
dias apds a inoculacdo do tumor, sendo coletado sangue, tecidos e células. O
grupo SW apresentou hipoglicemia (68,67+2,12 mg/dL), hiperlaticidemia
(1,489+0,061 mmol/L), hipertriacilglicerolemia (161,4+9,43 mg/dL) e perda de peso
(23,01+1,479), ainda reduziu significativamente o contetdo de glicogénio hepatico
e muscular, quando comparado aos demais grupos, caracterizando quadro de
caquexia. A atividade fagocitica e citotbxica dos macréfagos estavam
significativamente elevadas em ratos portadores de tumor. A pratica de exercicio e
a suplementacdo com oOleo de figado de tubardo incrementou as capacidades
fagociticas e citotoxicas de macréfagos peritoneais, em individuos ndo portadores
de tumor. Além disso, a suplementagcdo com Oleo de figado de tubardo e o
exercicio fisico, isoladamente, elevaram a proliferacdo basal dos linfocitos e a
estimulacdo pelo mitégeno concanavalina-A promoveu aumento expressivo na
proliferacédo, tanto nos animais sem tumor quanto nos com tumor.

Palavras Chaves: Exercicio fisico, cancer, caquexia, 6leo de figado de tubarao.



ABSTRACT

Cancer is a pathological condition that leads to the development of metabolic
syndrome in about 2/3 of patients in advanced disease. The cachexia is
characterized by debilitating condition, with weight loss, metabolic disturbances
triggered by the individual with tumor. This promotes anorexia, asthenia, weight
loss, early satiety, anemia and changes in metabolism of carbohydrates, fats and
proteins. Many studies have shown that moderate physical exercise promotes
increased function of the immune system and reduction of part of the skeletal
muscle proteolysis in cachectic individuals. Still, the studies of shark liver oll
demonstrate its performance in improving the immune activity. Since exercise and
shark liver oil act on the tumor development, the objective of this study was to
investigate the effect of training anaerobic / aerobic associated with the dietary
supplementation with shark liver oil on tumor growth, cachexia and parameters
immune from rats carrying the Walker-256 tumor. Wistar rats were randomized
divided into 8 groups: sedentary (S), sedentary shark liver oil supplemented (SA),
Exercised (EX), Exercised shark liver oil supplemented (EXA), sedentary tumor-
bearing (SW), sedentary tumor-bearing shark liver oil supplemented (SWA),
exercised tumor-bearing (EXW) and exercised tumor-bearing shark liver oil
supplemented (EXWA). Training section consisted of 6 bouts, 30 seconds each
with 50% body-weight load attached to the back followed by 1 minute of resting.
Five minutes after the jump training the same exercise groups were subjected to
30 minute of swimming with a load equivalente to 6% of body weight, during 4
times a week during 8 weeks. A suspension of Walker 256 tumor cells (ImL of 3 x
107 cells/mL) was inject in the rats (tumor bearing) after 6 weeks of training. All
individuals were killed 15 days post tumor inoculation and the blood and tumor
tissue were harvested. The group SW showed hypoglycemia (68,67+2,12 mg/dL),
hyperlacticidemia (1,49+0,061mmol/L), hypertriacylglycerolemia (161,4+9,4 mg/dL)
and weight reduction (23,01+1,47g), also significantly reduced the glycogen
content of liver and muscle when compared to other groups, characterizing
cachexia state. The cytotoxic and phagocytic activity of macrophages were
significantly elevated in tumor-bearing rats. The practice of exercise and
supplementation with shark liver oil increased the phagocytic and cytotoxic
capacity of peritoneal macrophages in non-tumor-bearing rats. Moreover,
supplementation with shark liver oil and exercise alone, increased basal
proliferation of lymphocytes and stimulation by mitogen Concanavalin-A stimulated
significant increase in proliferation, in tumor-bearing and non-tumor-bearing rats.

Keywords: Physical exercise, cancer, cachexia, shark liver oil.
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1. INTRODUCAO

1.1 ATIVIDADE FiSICA

O corpo humano evoluiu para um complexo organismo capaz de realizar
uma enorme variedade de tarefas. A capacidade dos musculos esqueléticos
gerarem forca € influenciada por diversos fatores, muitos dos quais interagem em
uma acao combinada. O treinamento induz ao incremento de forca por alterar o
recrutamento neuromuscular e morfologia das fibras musculares (AAGAARD,
2004).

O termo atividade fisica € definido como “qualquer pratica corporal na qual
o nivel de solicitacdo muscular supera os niveis de repouso” (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2006). Com base nas formas de acao esportiva, surge,
portanto a necessidade de se definir exercicio e treinamento.

Na ciéncia do esporte, exercicio é o processo de aquisicdo de habilidades
motoras por meio de repeticdo, em condicbes variadas, com proposito de
automatizar e melhorar variaveis do condicionamento fisico. J& o treinamento se
conceitua como a repeticdo sistemdtica e objetiva trabalho muscular com
sobrecarga, acarretando em adaptacdes funcionais e morfoldgicas, visando a
melhora do desempenho (HOLLMANN; HETTINGER, 2005; WEINECK, 2005).

A prética de atividades fisicas regulares tem sido indicada para a imensa
maioria da populacdo humana, em virtude dos amplos beneficios oriundos de sua
pratica. As evidéncias correntes para os beneficios da atividade fisica vao além da
saude cardiovascular e musculo-esquelética. Investigagcbes tém mostrado
associacfes da atividade fisica na reducdo da mortalidade, por prevencao de
doenca cardiovascular, diabetes, obesidade, osteoporose e tipos especificos de
cancer (FOGEHOLM; KUKKONEN-HARJULA, 2000; BAUMAN, 2004; KETELHUT
et al., 2004). Booth & Lees (2007) relatam que a inatividade fisica est4 associada
também com doenca de Parkinson e Alzheimer.

Para adultos é recomendada a realizacdo de atividades fisicas, de
moderada a grande intensidade, por pelo menos 30 minutos, na maioria dos dias

da semana. Embora este volume e intensidade sejam eficazes na prevencéo das
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doencas cardiovasculares, parecem insuficientes para muitos individuos
prevenirem o ganho de peso (SARIS et al., 2003). Uma melhor eficacia na
prevencdo de retomada de ganho de peso em individuos previamente obesos
requer atividades de intensidade moderada entre 60 a 90 minutos diarios. Ainda
gue sem evidéncias conclusivas, estabeleceu-se que atividades moderadas entre
45 a 60 minutos por dia parecem prevenir a transicdo de sobrepeso a obesidade
(SARIS et al.,, 2003). A prevaléncia da obesidade tem estabelecido um fator de
risco epidemiolégico para o surgimento de muitos canceres, sendo particularmente
alarmante quando acomete criangas por incrementar mais anos ao risco de
desenvolver doengas, como cancer. A modulagdo do balango energético por
acréscimo de atividade fisica tem sido demonstrada em muitos recentes estudos.
Os efeitos e mecanismos de acdo da atividade fisica sobre o0 processo
carcinogénico, ainda nao foram esclarecidos (ROGERS et al., 2008). Entretanto,
fica clara a necessidade de manter o balanco energético e uma massa corporal
adequada, desde os momentos mais tenros da vida, promovendo um estilo de
vida ativo (SARIS et al., 2003).

Além da prevencéo, a pratica de atividade fisica regular proporciona muitos
beneficios ja relatados na literatura, entre eles, a satde cardiovascular; hipotenséo
pds-exercicio; menor resisténcia a insulina; maior auto-estima; alteragées no
padrdo de forca e salude musculo-esquelética; diminuicdo dos problemas
posturais; beneficios estéticos; diminuicdo do risco de morte e tratamento
complementar de varios distdrbios humanos (NAHAS, 2001).

Especificamente em relacdo as adaptacdes cardiovasculares, o treinamento
fisico promove bradicardia em repouso e diminuicdo da frequéncia cardiaca em
exercicios submaximos. Fendmeno explicado, em parte, pelo decréscimo de
receptores miocardicos [-adrenérgicos levando a diminuicdo da atividade
simpatomimética (KIZAKI et al., 2008).
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1.2 CANCER

O termo neoplasia (do grego, neo, novo + plasma, coisa formada) refere-se
ao crescimento autbnomo de tecidos que escaparam das restricbes normais da
proliferacéo celular e exibem graus variaveis de fidelidade aos seus precursores.
Com base em suas propriedades de ocupar espacos, as neoplasias sélidas sdo
denominadas tumores. Os tumores que permanecem localizados sé&o
considerados benignos, enquanto os que se disseminam para locais distantes sdo
denominados malignos ou cancer. Este € um termo abrangente para designar
crescimento celular descontrolado (RUBIN et al., 2006). Segundo Hanahan &
Weinberg (2000), cancer é uma desordem hiperproliferativa que envolve
transformacdo na morfologia celular, desregulacdo da apoptose, proliferacéo
descontrolada, invasdo, angiogénese e metastase.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano
de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer, segundo dados
do Instituto Nacional do Cancer (INCA). Os tipos mais incidentes, a excec¢ao do
cancer de pele ndo melanoma, sao os de prostata e pulm&o no género masculino
e 0s canceres de mama e de colo do Utero no género feminino, acompanhando o
mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA, 2008). Tal patologia
origina-se de eventos que transformam uma célula saudavel em uma tumoral, a
qual se prolifera de modo descontrolado, podendo culminar ou ndo com a morte
do portador (FERNANDES, 1995). As células cancerosas apresentam duas
propriedades distintas: reproduzem-se desobedecendo aos limites normais da
divisdo celular e possuem a capacidade de invasdo a tecidos vizinhos,
colonizando-os (ALBERTS et al., 2004).

A carcinogénese parece apresentar relagdo com alteracbes na sequéncia
de DNA oriundas basicamente de trés classes de agentes: carcinGgenos quimicos
(promovem mudancas na sequiéncia de nucleotideos); radiacéo ionizante (quebras
ou translocacdes cromossdmicas) e virus (introducdo de DNA exdgeno).
Entretanto, uma Unica mutagdo néo é suficiente para causar o desenvolvimento do

cancer. Estima-se que ocorram milhares de mutacdes durante a vida de um ser
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humano. Uma das razbes que evita alteracbes maiores sdo 0s mecanismos de
reparo do DNA, presentes em nossas células, caso contrario ndo apresentariamos
viabilidade enquanto seres vivos. Na realidade, o que ocorre na maioria dos tipos
de cancer é o acumulo lento de muitas mutacdes aleatérias em determinada
linhagem celular. A cada estagio posterior da divisdo celular, as células com
pequenas alteracbes podem adquirir mutacbes que lhes confiram vantagens
seletivas frente as vizinhas, tornando-as mais aptas a se proliferar e sobreviver.
Caso ocorram mais muta¢gdes vantajosas, a descendéncia das células mutadas
gue melhor se adaptarem tomara conta do tumor e prosperara no organismo
(DUNLOP; CAMPBELL, 2000; RUBIN et al., 2006).

Alem disso, estudos clinicos e epidemioldgicos tém sugerido forte
associacdo entre infeccdo cronica, inflamacdo e cancer. Como exemplo ha a
associacao entre abuso do consumo de alcool e inflamacé&o do figado e pancreas,
bem como o desenvolvimento de céncer nestes 6rgdos. A associacdo entre
consumo de tabaco induzindo inflamag¢do nos pulmdes e céancer, infeccdo com
Helicobacter Pylori e sua associacdo com céancer gastrico (DOBROVOLSKAIA;
KOZLOV, 2005). Desta maneira, observacdes sugerem que inflamacado cronica
esta envolvida na iniciagdo tumoral, etapa onde ha alteracdo genética das células
normais, embora ainda sem capacidade maligna; promocao tumoral, onde
pequenos agrupamentos de células com capacidade maligna sdo estimuladas a
crescer e a etapa da progressao, na qual o crescimento tumoral se torna mais
agressivo (DE VISSER et al., 2006).

1.3CAQUEXIA

Os pacientes com cancer podem apresentar uma sindrome denominada
caquexia (Figura 1), cujo desenvolvimento proporciona impacto negativo ao
paciente com cancer (TISDALE, 2004). Esta sindrome afeta entre 20 a 70 % dos
pacientes portadores de tumor sélido. Tal variacdo existe devido a distribuicdo
desigual entre os diferentes tipos de tumor (TISDALE, 1997; ARGILES et al.,
1999; TISDALE, 2005). A caquexia se caracteriza por estado debilitante, com
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perda de peso, desencadeada por perturbacdes metabdlicas no individuo portador
de tumor. Esta promove anorexia, astenia, perda de peso, saciedade prematura,
anemia e alteracdes no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas.
Embora, as causas principais se limitem a anorexia e os efeitos catabdlicos
promovidos pelo tumor (TISDALE, 2005).

A perda de peso envolve basicamente o tecido adiposo e muscular estriado
esquelético (FEARON; PRESTON, 1990; KAMOSHIDA et al., 2006), sendo
consequéncia da sindrome a morte de cerca de 22 % dos pacientes com cancer
(ARGILES et al., 2005). A taxa de sintese protéica em individuos saudaveis
aproxima-se da casa dos 53 %, enquanto que em individuos caquéticos é
diminuida a cerca de 8 % (TISDALE, 2000; VISSERS et al., 2007).

FIGURA 1. Foto ilustrativa de um rato em estado caquético.

Observa-se, na sindrome da caquexia induzida pelo tumor, intenso
catabolismo protéico dos mauasculos esqueléticos, o0s quais representam
praticamente 50 % da massa corporal do individuo (TISDALE, 1997).

A ingestdo alimentar promove diminuicdo da degradacdo das proteinas
musculares, evitando desequilibrio de nitrogénio e deplecdo muscular. Porém em
individuos caquéticos, esse mecanismo de conservacdo de nitrogénio esta
ausente, produzindo balanco negativo de nitrogénio, cujos fatores responsaveis

n&o sdo completamente conhecidos (ARGILES et al., 1997).
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A perda acentuada de gordura corporal é caracteristica tipica da caquexia.
O aumento da lipdlise resulta em liberacdo de glicerol e acidos graxos que podem
ser oxidados promovendo energia para 0 organismo. Tais mudancas decorrem
basicamente devido a queda na atividade da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento
na atividade da lipase horménio sensivel (HSL). Associado a isso, ocorre inibicéo
do transporte de glicose para os tecidos e da capacidade de sintetizar 4cidos
graxos, devido a atividade diminuida da importante enzima acetil-Coa carboxilase
(ARGILES et al., 2005). A diminuicdo da atividade da lipase lipoproteica (LPL)
acarreta em hipertriacilglicerolemia e compromete a absorcédo de lipideos pelo
tecido adiposo e muscular (NOGUCHI et al., 1996). Portanto, o intenso quadro
catabdlico que se instala no individuo portador de tumor, debilitando-o e reduzindo
suas perspectivas de recuperagcdo, ndo € causado apenas por ma nutricdo, mas
também pelas alteracdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos que
ocorrem devido ao aumento da demanda energética gerada pela presenca do
tumor. Isto é necessario e conseguido pela ativagdo do mecanismo hepatico
compensatoério (gliconeogénese) para manutencdo plasmatica de substratos
energéticos para o hospedeiro, 0os quais sdo parcialmente captados pelo tecido
tumoral. Participacdo também importante no desenvolvimento deste quadro é a
hipoinsulinemia, aumento da concentracdo de citocinas e dos hormonios
contrarreguladores: cortisol, glucagon e catecolaminas (PINTO JUNIOR et al.,
2004; ARGILES et al., 1997; FERNANDES et al.,1990; FERNANDES et al., 1991).
Assim, o combate aos efeitos danosos da caquexia induzida pelo tumor requer
terapia alternativa, as quais objetivam antagonizar essas alteracbes metabdlicas
(TISDALE, 1997).

A inflamacé&o é comum e peculiar aos individuos caquéticos. Isto vem sendo
demonstrado em estudos em modelos animais e humanos. A presenca de estado
inflamatério crénico traz consigo aberragfes, incluindo alteragdes no eixo
hipotalamo-hipéfise causando perda de autonomia, hipermetabolismo, estresse
oxidativo, decréscimo na sintese de proteinas musculares e incremento na
protedlise muscular via ubiquitina-proteossoma, além de outras alteracdes

metabdlicas como a resisténcia a insulina (BARACOS, 2006). A presenca da
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inflamacé&o cronica traz consigo respostas organicas mediadas por citocinas pro-
inflamatérias como: TNF-a (fator de necrose tumoral a), IFN-y (interferon vy), IL-1
(interleucina 1) e IL-6 (interleucina 6), alem de promover estresse neuroendocrino.
Outros mediadores potentes da caquexia incluem deficiéncias de fatores
anabolicos, como a testosterona e IGF-1 (fator de crescimento semelhante a
insulina - 1) e um excesso de fatores catabdlicos, miostatina e glicocorticéides
(MORLEY et al., 2006).

1.4 ANOREXIA

Anorexia € definida como perda severa de apetite, diminuicdo das
sensacdes gustativas e saciedade prematura. Frequentemente acompanha a
caquexia e tem papel de destaque na perda de peso corporal do paciente. Na
anorexia, o decréscimo na ingestdo alimentar é normalmente associado com
diminuicdo do dispéndio energético, enquanto que na caquexia o0 gasto de energia
é frequentemente aumentado. Contudo, a perda de peso e o hipermetabolismo
promovido pelo tumor ndo sdo compensados por incremento espontaneo de
alimento, sugerindo distarbio nos controles hormonais orexigenos (TISDALE,
2005; BARACOS, 2006). A regulacao da fome é resultante do equilibrio da sintese
de fatores orexigenos e anorexigenos, envolvendo sinais metabdlicos periféricos
para o0 cérebro, como leptina, insulina, peptideo YY, grelina, citocinas e
mediadores lipidicos (BARACOS, 2006).

Todos estes sintomas reunidos caracterizam o estado de anorexia, que por
sua vez reduz a ingestdo de nutrientes pelos pacientes com cancer,

frequentemente (MORLEY, 2001; TISDALE, 2001).
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1.5 TURNOVER PROTEICO

O organismo néo é dotado de um sistema de armazenamento do excesso
de proteinas provenientes da dieta, qualquer aminoacido ingerido além da sua
necessidade imediata € oxidado ou perdido na urina. A maioria das proteinas é
sintetizada e degradada em altas taxas, sendo importante na reparagao de tecidos
lesados. Sendo assim, a meia-vida de algumas proteinas é curta, enzimas
hepaticas possui meia-vida menor que uma hora. Tal fato se mostra importante na
medida em que permite rapida adequacado em resposta a ingestdo alimentar e ao
jejum. Obviamente, h& proteinas muito mais estaveis perdurando por dias e
semanas. A degradacdo das proteinas em seus aminoacidos correspondentes é
obra de enzimas hidroliticas oriundas dos lisossomos. Ao passo que o turnover
protéico € o proprio equilibrio entre sintese e degradacéo, influenciado por alguns
hormonios como insulina, horménio do crescimento e cortisol (MAUGHAN et al.,
2000).

Em condi¢des especiais, como em pacientes portador de tumor, é notério a
presenca da atrofia muscular. Este desgaste muscular é caracterizado por queda
na sintese de proteinas e incremento na degradacdo de proteinas miofibrilares.
Sendo a via proteolica ubiquitina-proteossoma a principal responsavel pelo
incremento da degradacéo protéica (RUSSEL et al., 2007).

Dentre os fatores envolvidos com a degradacdo muscular destaca-se o fator
indutor de protedlise (PIF). Esta proteina é constitutivamente expressa em
pacientes caquéticos e que apresentam grande degradacao de proteina muscular.
O PIF age sobre a proteina inibitoria (IkB) do fator de transcricdo nuclear (NF-kB),
uma vez livre de sua proteina inibitoria, 0 NF-kB segue para o nucleo onde regula
a transcricdo de genes, dentre eles alguns componentes da via ubiquitina-
proteossoma (GORDON et al., 2005).

Além disso, NF-kB livre inibe a sintese protéica através da inibicdo do fator
de transcricdo MyoD, responsavel pelo aumento da sintese. Estes dados séo
suportados por estudo com animais transgénicos, onde a ativacdo do NF-kB

resultou em aceleracdo da deplecdo da musculatura esquelética, devido a
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expressdo aumentada de mRNA para subunidades do proteossoma C2 e C9
(RUSSEL et al., 2007). Adicionalmente, a degradacdo muscular pela via
ubiquitina-proteossoma é induzida também pelo fator de necrose tumoral (TNF-a),
angiotensina 1l (Ang Il) e espécies reativas de oxigénio (EROs), embora todas

estejam envolvidas com a ativacao de NF-kB.

1.6 CITOCINAS

A producdo inicial de citocinas em resposta a um estimulo determina
primeiramente, o0 desenvolvimento de uma resposta imunolégica e
subsequientemente, se esta resposta € citotoxica, humoral, mediada por células ou
alérgica (BORISH; STEINKE, 2003; PACKARD; KHAN, 2003). Citocinas sao
proteinas de baixo peso molecular podendo atuar de forma autécrina ou paracrina
(ALI et al.,, 1997; BREEN, 2002). Ao ativar seu(s) receptor(es), as citocinas
estimulam vias de sinalizagcdo celular que normalmente resultam em nova
expressao génica, levando a proliferacdo e/ou diferenciacdo celular (BREEN,
2002). Os receptores para citocinas geralmente apresentam-se como monémeros
que possuem um dominio tirosina quinase inativo em seu segmento
citoplasmatico. Apés a ligacdo da citocina, ocorre uma dimerizacdo do receptor
gue resulta na justaposicdo de seus segmentos citoplasmaticos, permitindo a
ativacdo dos dominios tirosina quinase com proteinas intracelulares. Embora
numerosas cascatas bioquimicas estejam envolvidas na sinaliza¢do das citocinas,
a principal se refere a fosforilagdo da tirosina quinase denominada Janus kinases
(Jaks) e a ativacao de fatores de transcricdo, STATs (Signal trasducers and
activators of transcription) (MOORE et al., 2001; GADINA et al., 2001; KOTENKO,
2002; FICKENSCHER et al., 2002, BORISH; STEINKE, 2003).

As citocinas podem ter acdes pré e antiinflamatoérias. As citocinas pro-
inflamatorias podem ser representadas principalmente pela interleucina (IL) -1 (IL-
1), IL-2, IL-12, IL-18, fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN-y). Os
principais produtores das citocinas pré-inflamatérias sao os linfocitos T auxiliares
(Th) CD4+, subtipo Thl, e monécitos/macrofagos (OPAL, S. M.; DePALO, V. A.,



19

2000). As citocinas antiinflamatorias sdo capazes de inibir a producdo das
citocinas pré-inflamatérias (HART et al.,, 1989; FIORENTINO et al.,, 1991;
CASSATELLA et al., 1993; CALLARD et al., 1996). Estas incluem a IL-4, IL-6, IL-
10, IL-13, o fator de transformacgé&o de crescimento  (TGF-B) e o antagonista de
receptores IL-1, o IL-1ra. Elas sé@o produzidas especialmente por linfocitos T CD4+
do subtipo Th2, mas também por mondcitos/macrofagos, mastocitos, entre outros
(OPAL; DePALO, 2000).

As linhagens de células cancerosas humanas expressam uma variedade de
citocinas pré-inflamatérias capazes de induzir o figado a produzir proteinas de
fase aguda (APP, ver figura 2). Contudo, in vivo, citocinas produzidas pelas
células tumorais atuam possivelmente apenas de forma local a fim de promover
inflamacdo e ativando células inflamatérias localizadas proximas ao tumor
(SKIPWORTH et al., 2007). Estas ativam outras células para iniciar uma cascata
de citocinas que induzem a ativacdo de APP. Estudos in vitro sugerem que a
inducdo do APP ¢é realizada principalmente por mecanismo dependente de
interleucina 6 (IL-6), embora outras moléculas tais como fator de necrose tumoral
(TNF); IL-2; IL-8; interferon y (IFN v), horménio da paratiredide (PTH) e fator
inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) possam desempenhar papéis
importantes. Por outro lado, outras citocinas como a IL-4, IL-10 e IL-13, tem
exibido atividade anti-inflamatéria, podendo portanto representar potente
repressdo a caquexia. Além disso, € atribuida a IL-15 humana efeito anabdlico
sobre musculos esqueléticos de ratos através da inibicdo direta da protedlise
muscular (SKIPWORTH et al., 2007).
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FIGURA 2. Citocinas pré-inflamatérias podem causar perda muscular direta ou
indiretamente, via anorexia e geracdo de proteinas de fase aguda (APP)
(adaptado da revisao feita por SKIPWORTH et al., 2007).

1.7CANCER E ATIVIDADE FISICA

A atividade fisica tem sido consistentemente identificada como elemento
central na reabilitacdo para muitas doencas crbnicas, proporcionando melhoria na
qualidade de vida e reduzindo a mortalidade em caso de doengas (MCNEELY et
al., 2006). O sobrepeso e a obesidade tém sido associados a certos tipos de
cancer, especialmente o de colon, de mama em mulheres pés-menopausa, do
endométrio e do esbfago. Segundo o World Cancer Research Found e The
American Institute of Cancer Research, dos EUA, dietas contendo quantidade
substancial e variada de vegetais e frutas podem prevenir até 20 % dos casos de
cancer. O mecanismo preciso pelo qual dietas ou substancias, particularmente,

sdo capazes de prevenir o cancer ainda nédo foi elucidado completamente. Sendo
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o cancer uma doenca de desenvolvimento prolongado e estando intimamente
relacionada a alimentagéo inadequada, estabelecer habitos alimentares saudaveis
na infancia é de suma importancia para o desenvolvimento de uma vida adulta
livre da doenca (RIBOLI; NORAT, 2003).

Varios grupos de pesquisadores tém investigado os efeitos potenciais do
exercicio na terapia anticancer. Entre 2005 e 2006 véarias analises sistematicas
foram publicadas mostrando evidéncias entre exercicio e portadores de cancer em
adultos. Pesquisas avaliaram a funcdo do exercicio em portadores de cancer
sobreviventes apos a concluséo do principal tratamento. A maioria destes estudos
foram realizados em portadores de céancer de mama, coloretal, linfoma né&o-
Hodgkin, entre outros. Todos os estudos examinaram os efeitos de exercicios de
resisténcia ou exercicios mistos (resisténcia combinado com treinos de resisténcia
progressiva). Os programas foram prescritos de moderada a alta intensidade (50—
75 % capacidade de exercicio), pelo menos 3 dias por semana, entre 10 a 60
minutos de treinamento. Os programas de treinamento foram de 2 a 15 semanas.
As conclusGes destas pesquisas foram variadas e incluiram condicionamento
cardirrespiratério, aumento da forca, qualidade de vida, diminuicdo da dor,
melhora do sistema imunoldgico e amenizagéo da depressédo (JONES; DEMARK-
WAHNEFRIED, 2006)

Outra analise sistemética relatou as consequéncias do exercicio sobre
mulheres portadoras de cancer de mama sobreviventes e concluiu que tal
intervencdo é efetiva para a qualidade de vida, melhorando a capacidade
cardiorrespiratoria, fungéo fisica e fadiga (MCNEELY et al., 2006).

Existem muitos dados publicados enfocando a relagéo entre atividade fisica
e o risco de desenvolvimento de cancer. Em geral, os resultados das pesquisas
epidemioldgicas com seres humanos apontaram para uma clara diminuicdo do
risco de desenvolver cancer de célon, cerca de 30 a 40 %, em ambos 0s sexos,
quando comparados as pessoas inativas. Em relagdo ao cancer de mama, ha
evidéncias de que mulheres ativas tém cerca de 20 a 30 % diminui¢do de risco,
guando comparadas as inativas. Estes resultados dependem de 30-60 minutos por

dia de atividade fisica moderada a intensa. No que tange o papel da atividade
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fisica na prevencédo do cancer de préstata, os dados sédo inconsistentes (LEE,
2003). Os levantamentos globais atribuem ao excesso de peso e estilo de vida
sedentario, cerca de 25 % dos casos de cancer (McTIERNAN, 2008).

Estudos em modelos animais tem sido frequentemente contraditorios e
inconclusivos. De modo geral, tém-se mostrado que o treinamento antes, mas nao
ap6s o desenvolvimento do tumor, reduz metastase em roedores (SAEZ et al.,
2006).

Individuos cancerosos sobreviventes sdo clinicamente heterogéneos em
termos de perfil demografico (idade e distribuicdo sexual), perfil comportamental
(fumante, consumo de alcool e obesidade), doencas fisiopatoldgicas, protocolos
de tratamento e efeitos colaterais (MCNEELY et al., 2006). Esta heterogeneidade
dos pacientes e da doenca traz como consequéncia duvidas quanto aos efeitos do
exercicio nestes grupos.

A taxa de sintese protéica no tecido muscular esquelético esta diminuida
em individuos com cancer (TISDALE, 2001). Logo, intervencdes que venham a
auxiliar na diminuicdo da perda de tecido muscular, como atividade fisica sao de
grande valia. O exercicio é capaz de aumentar a sintese de proteinas musculares.

Embora muitos farmacos, com efeito anabolizante sobre a musculatura
esquelética, produzam efeitos colaterais que podem ameacar a fragilizada saude
do individuo com cancer, as terapias utilizando medicamentos que estimulam a
hipertrofia muscular apresentam alguns bons resultados (STALLION et al., 1993).
Estudos demonstraram efeitos potenciais da administragcdo de farmacos como
naproxeno, insulina e clembuterol na redugdo do crescimento tumoral e na
melhora da caquexia (PIFFAR et al., 2003). Além disso, a suplementacéo crbnica
com Oleo de peixe diminui o crescimento tumoral e recupera parcialmente a
sindrome da caquexia (CALDER, 1998c). Estes efeitos benéficos do éleo de peixe
foram potencializados com a associacdo do naproxeno, clembuterol e insulina
(PINTO JUNIOR et al., 2004). Desta forma, muitos sdo os esforcos para se

encontrar terapias que possam retardar a perda de tecido muscular esquelético.
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1.8CARACTERISTICAS GERAIS DO SISTEMA IMUNITARIO

O sistema imunitario € o principal mecanismo que protege o hospedeiro
contra a invasao de agentes estranhos. As células e moléculas responsaveis pela
imunidade formam o sistema imunologico e a sua resposta a introducdo de
substancias estranhas € a resposta imunoldgica. Uma resposta imunoldgica pode
ser provocada por ampla gama de agentes, incluindo parasitas, bactérias, virus,
substancias quimicas, toxinas e drogas (ABBAS; LICHTMAN, 2005; RUBIN et al.,
2006).

As células que constituem o sistema imunitario sdo denominadas,
genericamente de leucdcitos. Estes podem ser divididos em granulécitos que
englobam os neutréfilos, basofilos e eosindfilos e agranuldcitos, representados por
monaocitos/macréfagos e linfocitos. Fisiologicamente, o sistema imunoldgico esta
dividido em sistema inato e adaptativo. A comunicagado entre o sistema inato e o
adaptativo pode ocorrer pelo contato direto célula-célula e/ou pela liberacdo de
mensageiros quimicos. Os componentes celulares do sistema imunoldgico
derivam-se de células tronco hematopoiéticas (HSC) pluripotentes. Perto do final
do primeiro més de embriogénese, as células HSC surgem nas ilhas
eritropoiéticas extra-embrionarias adjacentes ao saco vitelinico. Com seis
semanas, o sitio primario de hematopoese se desvia das ilhas sanguineas extra-
embrionarias para o figado fetal e depois para a medula éssea. As HSC
pluripotentes se diferenciam em células-tronco linféides e miel6ides. No caso de
células-tronco mieldides, em unidades formadoras de col6nias linhagens-
especificas (UFC). Sob influéncia de microambiente adequado, as UFCs originam
tipos celulares maduros. As células-tronco linféides sédo precursoras de células
natural killer (NK), linfocitos T e B, estes ultimos originam plasmacitos (Figura 3).
(JANEWAY et al., 2000; CALDER, 2001; HOLLMANN; HETTINGER, 2005; RUBIN
et al., 2006).

O sistema imunitario utiliza as citocinas para modular a resposta imunitaria
(REID, 2001). Desse modo, a produgao e liberagdo devem possuir um controle

adequado, com participagcédo de outras citocinas e uma via complexa de feedback
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no anseio de manter a homeostase, haja vista que a expressao descontrolada de
citocinas pode ocorrer em células que passaram por processos de transformacéao
tornando-se malignas (DUNLOP; CAMPBELL, 2000). Uma citocina atuante nas
respostas inflamatérias é o fator de necrose tumoral (TNF). Altas concentracdes
de TNF no plasma estdo associadas com deméncia e arteriosclerose em idosos.
O TNF exerce seus efeitos através de dois receptores de superficie celular, o
receptor de TNF (TNFr) | e Il, que estdo presentes em varios tipos celulares,
incluindo os linfécitos T. Em humanos idosos, a elevacdo de TNF induz a
apoptose de células T e estd associada com aumento na expressao de TNFr do
tipo | e decréscimo TNFr do tipo || (BRUUNSGAARD et al., 2000).
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FIGURA 3. Desenho esquematico da origem das células do sistema imune a partir
de células-tronco (RUBIN et al., 2006).

1.8.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS NEUTROFILOS

Os neutrdfilos sao produzidos na medula éssea e representam a populacdo
mais numerosa dos leucocitos circulantes. Esta célula de defesa inata medeia as
fases iniciais na resposta a inflamacdo. Os neutrofilos circulam por cerca de 6
horas e caso ndo sejam recrutados a um sitio infeccioso séo fagocitados por
macrofagos residentes no figado e baco. Junto com os macréfagos, os neutrofilos

possuem a capacidade de ingerir e digerir varios microorganismos e particulas
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antigénicas, por um processo denominado fagocitose. Os neutréfilos podem
também ser chamados de leucdcitos polimorfonucleares e constituem um grupo
de células com nucleos multilobulados, contendo granulos citoplasméticos
preenchidos com elementos quimicos como enzimas e de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs foram identificadas como causas de lesao celular em
diversas doencgas, incluindo o cancer. Existem trés tipos principais: anion
superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH) (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; JANEWAY et al., 2000).

1.8.2 CARACTERISTICAS GERAIS DOS MACROFAGOS

Os macréfagos e mondcitos (precursor circulante do macréfago)
desempenham funcdes importantes na imunidade inata e adaptativa, sendo
efetivos na eliminacdo de microrganismos. Este tipo celular estd extensamente
distribuido pelo corpo, mostrando grande variedade estrutural e funcional.
Macréfagos sdo mediadores celulares importantes da defesa inata e a primeira
linha de defesa contra microorganismos invasores por produzir varias citocinas e
mediadores antimicrobianos (KIZAKI et al., 2008).

Ja foi demonstrado que o treinamento moderado em esteira induziu
aumento na producdo de oxido nitrico (NO) e citocinas essenciais para a defesa
antimicrobiana em linhagens de macrofagos de camundongos, sugerindo a
reducdo do risco de infeccdo (KIZAKI et al.,, 2008). Além disso, povoam
estrategicamente tecidos proximos a locais por onde invasores podem adentrar no
hospedeiro. A funcdo primaria dos macrofagos € identificar, ingerir e destruir
microrganismos. ApOs ser recrutado, este leucécito permanece por mais tempo
nos locais de inflamacgé&o, podendo inclusive sofrer divisdo celular no préprio local.
Os macréfagos também possuem a habilidade de apresentar antigenos a outras
células, sendo, portanto denominado de célula apresentadora de antigeno (APC —
antigen presenting cells). Em adicdo, estas ceélulas secretam citocinas que
possuem fungbes na imunidade inata e adaptativa (JANEWAY et al., 2000;
ABBAS; LICHTMAN, 2005; RUBIN et al., 2006).
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1.8.3 CARACTERISTICAS GERAIS DOS LINFOCITOS

Os linfécitos sdo células capazes de reconhecer antigenos de modo
distinto, sendo responsaveis pela especificidade e memodria que sdo as
caracteristicas mais marcantes da resposta imunoldgica adquirida. Existem trés
tipos principais de linfécitos: células T, B e NK que somam 25 % dos leucdcitos do
sangue periférico. Cerca de 80 % dos linfécitos circulantes sdo células T, 10 %
células B e 10 % células NK. Os linfécitos T apresentam-se como os mediadores
da imunidade celular. Originam-se de células precursoras da medula Ossea e
completam seu desenvolvimento no timo. Este tipo celular consiste em dois tipos,
linfécitos T auxiliares e linfécitos T citotoxicos. Os linfécitos B produzem os
anticorpos e séo originarios de progenitores da medula éssea, completando seu
desenvolvimento no mesmo tecido (ABBAS; LICHTMAN, 2005; RUBIN et al.,
2006).

1.9 SISTEMA IMUNITARIO E ATIVIDADE FISICA

Ja esta bem definido que o exercicio fisico, enquanto modelo mensuravel
de inducédo de estresse, provoca alteracbes funcionais no sistema imunolégico
(KEAST et al.,, 1988; PEDERSEN et al., 1994). Diferentes tipos e cargas de
exercicio fisico podem provocar alteracdes distintas nos parametros imunoldgicos
(KEAST et al., 1988). Alguns estudos demonstraram que quando realizado em
intensidade moderada (<60% do VO2max) parece estar relacionado ao aumento da
resposta dos mecanismos de defesa organica (CANNON, 1993; NIEMAN , 1990b;
NIEMAN, 2000). Porém, quando os exercicios sdo intensos e prolongados (>65%
do VO,max) OU O treino € excessivo, parecem enfraquecé-la (CANNON, 1993;
NIEMAN, 1990a).

Pedersen & Hoffman-Goetz (2000), sugerem que 0s exercicios fisicos

intensos ou prolongados podem causar decréscimo progressivo nas funcdes de
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neutrofilos, na capacidade proliferativa dos linfécitos e nas concentracdes de
imunoglobulinas na saliva e no soro.

Durante o trabalho fisico ocorre aumento no ndmero de leucécitos no
sangue em resposta ao aumento das citocinas oriundas dos danos musculares.
Apos solicitacdes de resisténcia aerdbia de longa duracéo, vé-se diminuicdo do
namero de linfocitos no sangue, reducdo das funcbes das células NK e B,
caracterizando um momento de favorecimento a infeccbes. Deste modo,
compreende-se a observacdo clinica de que esportistas de alto rendimento
apresentam aumento de risco a infec¢bes, ao passo que os individuos que
praticam esporte para manter a salde possuem protecdo imunolégica maior
(PEDERSEN; BRUUNSGAARD, 1995). Entretanto, o0s mesmos autores relatam
gue a imunodepressao observada € apenas evidente quando o exercicio fisico é

intenso e de longa duracdo acima de sessenta minutos.

1.10 OLEO DE FIGADO DE TUBARAO

Do conteudo lipidico presente nas células hepaticas de diferentes espécies
de tubardo, cerca de 30-50 % corresponde ao éter lipidico denominado
alquilglicerol. Estas moléculas se caracterizam por serem gorduras constituidas
por uma cadeia hidrocarbbnica, saturada ou insaturada, unida por ligacdo do tipo
éter a uma das hidroxilas do glicerol (BROHULT et al., 1977).
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FIGURA 4: Estrutura guimica das moléculas de alquilglicerol mais comuns.

Os alquilgliceréis sao éteres lipidicos presentes em 6rgdos hematopoiéticos
e particularmente abundante em 6leo de figado de tubar&o. Eteres lipidicos sdo
substancias quimicas com pronunciada atividades bioldgicas, tais como efeito anti-
tumoral; modulacdo hematopoiética; estimulacdo do sistema imunoldgico;
atividade antibiotica contra varias bactérias, fungos e parasitas (LE BLANC et al.,
1995; PEDRONO et al., 2007). Os alquilglicerois, também estdo presentes na
medula 6ssea humana, no leite materno e no leite de vaca. Em fontes naturais, 0s
alquilgliceréis sao encontrados sob a forma esterificada, ou seja, ligada a acidos
graxos principalmente poliinsaturados unidos por ligacdes éster as duas hidroxilas
livres do glicerol sendo assim denominados de alquildiacilglicer6is (BROHULT,
1962).

Esqualeno, precursor esterdide do colesterol, e esqualamina, esterdide
aminado (PIETRAS et al., 2005), sdo outras moléculas de interesse bioldgico
encontradas no Oleo de figado de tubaréo. A esqualamina em particular, apresenta
baixo peso molecular e dentre seus efeitos, destaca-se seu carater como inibidor
de angiogénese (WILLIAMS et al., 2001).
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O mecanismo de acao antiproliferativo dos éteres lipidios no tumor néo foi
ainda estabelecido. Tais lipidios afetam as células tumorais por se inserirem na
bicamada lipidica da membrana, afetando o sistema de transporte celular. Com
isso induzem apoptose, interferindo em enzimas chave, como a proteina quinase
C (PKC), competindo pelo sitio de ativacdo dessa enzima, além de promover a
formacao de citocinas (CONESA-ZAMORA et al., 2004).

1.10.2 MECANISMOS DE IMUNOLOGIA TUMORAL

O sistema imunitario tem trés papeis primarios na prevencdo de tumores.
Primeiramente, o sistema imunitario pode proteger o hospedeiro dos tumores
induzidos por virus, através da eliminacdo ou supressdao da infeccdo viral.
Secundariamente, a oportuna eliminacdo de patdégenos e a rapida resolucao do
processo inflamatério, o que previne o estabelecimento de um quadro inflamatorio
crbnico que é propicio ao desenvolvimento tumoral. O terceiro papel do sistema
imunitario na prevencdo de tumores é sua capacidade de identificar e eliminar
antigenos especificos das células transformadas ou moléculas produzidas por
células sob “estresse”. Embora atualmente se saiba que poucos antigenos sdo
exclusivos do tumor, diminuindo a eficacia do sistema de defesa (SWANN;
SMYTH, 2007).

Conceitualmente, as células tumorais precisam burlar trés fases de
monitoramento do sistema imunitario designadas de fase eliminatoria, de equilibrio
e de escape. A primeira fase se caracteriza pela eliminacdo das células
transformadas por acdo da imunidade inata e adaptativa, oferecendo protecdo ao
organismo e impedindo o desenvolvimento de um tumor. A fase de equilibrio
ocorre quando uma célula transformada deixa de ser vista como estranha ao
organismo. E finalmente, as células resistentes a destruicdo mediada pelo sistema
imunitario se proliferardo induzindo a inflamagédo crénica e com chance de

colonizar outros 6rgaos, definindo a fase de escape tumoral (DUNN et al., 2004).
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Dados da literatura, corroborados em modelos animais de cénceres
humanos estabeleceram que a inflamagéo promovida no ambiente tumoral se
torna um componente critico na promocdo e progressdo tumoral. O ambiente
inflamatorio € ocupado por células residentes e macrofagos recrutados, células
dendriticas, células T e células Natural Killers (NK). Consciente da associa¢do
existente entre inflamag&o cronica e desenvolvimento tumoral, nota-se que a
infiltragéo celular pode exercer, preferivelmente, efeitos paradoxais durante o
desenvolvimento tumoral (DE VISSER et al., 2006). Mais dados deram suporte a
nocdo de que o infiltrado leucocitario no tumor, desencadeado pela inflamacéo
aguda, ndo exerce 0S mecanismos imunoprotetores normais que precedem a
evolugdo do cancer. No microambiente tumoral ha um delicado equilibrio entre
imunidade antitumoral e iniciacdo tumoral (BEN-BARUCH, 2006). Estas atividades
dependem de diferentes mediadores lancados por células inflamatdrias, células
cancerosas ou tipos celulares associados ao tumor, como células endoteliais e
fibroblastos do hospedeiro. Quando a ativacdo dos mediadores antitumorais é
bloqueada, as células tumorais sofrem escape e crescimento rapido. Em
contraste, quando a mediacdo antitumoral é suficientemente forte a ponto de
superar a imunossupressdao mediada pelo tumor, as células transformadas séo
eliminadas (HADDE, 2003).

O elo molecular entre inflamacédo, iniciagdo e progressdao tumoral é
estabelecido por um fator de transcricdo nuclear chamado NF-kB. Esta proteina
regula a expressdo de muitos genes, cujos produtos podem suprimir a apoptose,
estimular o ciclo celular em células tumorais, aumentar a transicdo epitelial

mesenquimal, o qual tem papel importante na invasividade tumoral (KARIN, 2006).

1.11 EXERCICIO FiSICO E ESTRESSE OXIDATIVO

No decurso das duas ultimas décadas tem-se tentado demonstrar que o
exercicio pode incrementar a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
em tecidos bioldgicos como musculos esqueléticos e cardiacos. Varios relatos

corroboram que o0 exercicio gera estresse oxidativo sempre quando sao
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exaustivos (CABRERA-GOMEZ et al., 2006). Estresse oxidativo envolve aumento
na formacao de anion superéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical
hidroxila (HO), dentre outros, genericamente denominados de espécies reativas
de oxigénio (EROs), em detrimento das defesas antioxidantes quimicas e
enzimaticas disponiveis. As EROs sdo atomos, ions ou moléculas que contém
oxigénio com um elétron ndo pareado em sua Orbita externa. S&o caracterizadas
por grande instabilidade e por isso elevada reatividade (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Estudos em modelos animais e em humanos tém
demonstrado que o aumento da atividade metabdlica celular, promovida pelo
treinamento fisico, favorece lesbdes oxidativas em biomoléculas. A prética de
exercicios fisicos predominantemente aerdbios provoca aumento do fluxo de
oxigénio na mitocondria, sendo que uma fracdo diminuta deste oxigénio, cerca de
5 % nao € completamente reduzido, formando assim EROs (AOI et al., 2004).

Em particular, as EROs promovem ativacdo de AP-1(proteina ativadora) e
NF-kB (fator nuclear Kappa B), uma via de transducao de sinal que exerce
envolvimento sobre a transcricdo de genes envolvidos na regulacdo de vias do
crescimento celular (VALKO et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Nos dltimos 200 anos houve grande alteragdo na dieta humana e
paralelamente reducdo do exercicio fisico pelas populagcbes das grandes
metrépoles. Isto tudo tem sido demonstrado impactar o desenvolvimento de
doencas cronico-degenerativas, particularmente, o cancer. Assim, acreditamos
que a introducdo de consumo de 6leo de figado de tubardo na dieta associado a
pratica de exercicio fisico modificam a taxa de crescimento tumoral, caquexia e

resposta imunitaria em ratos portadores de tumor de Walker 256.
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3. OBJETIVOS

Muitos estudos tém demonstrado que o exercicio fisico moderado promove
incremento da funcéo do sistema imunitario e reducdo do quadro de protedlise no
musculo esquelético em individuos caquéticos. Ainda, os estudos envolvendo 6leo
de figado de tubardo demonstram sua atuagdo na melhoria da atividade
imunitaria. Uma vez que o exercicio fisico e o 6leo de figado de tubardo atuam
sobre o desenvolvimento tumoral, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito do
treinamento anaerodbio/aerébio associado a suplementacdo da dieta com 0Oleo de
figado de tubardo sobre o crescimento tumoral, caquexia e parametros imunitarios
de ratos portadores do tumor walker-256.

Para alcancar estes objetivos, os seguintes parametros foram analisados:

e Massa corpérea dos animais;

e Massa tumoral;

e Os seguintes parametros bioquimicos de caquexia: concentracdes
plasmaticas de glicose, lactato, triacilglicerol (TAG) e conteudo de
glicogénio hepatico e muscular;

e A atividade citotoxica de macréfagos retratada pela producdo de peroxido
de hidrogénio e anion superoxido;

e A atividade fagocitica e o volume lisossomal dos macrofagos peritoneais;

e A capacidade de adesao dos macrofagos;

e A capacidade proliferativa de linfécitos estimulados com concanavalina A

(Con A) ou lipopolissacarideo (LPS).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos adultos (70 dias), albinos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), obtidos no biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas (SCB) da UFPR, Campus do Centro Politécnico, Curitiba, PR. Os
animais foram submetidos a ciclo claro/escuro (22/10 horas), com temperatura
controlada de 22 + 1°C, com agua e racado a vontade (Nuvilab®). Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo Celular no
Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos utilizando animais foram submetidos a aprovacao
pela comissdo de ética em experimentacdo animal (CEEA) do Setor de Ciéncias
Biologicas, numero 284, da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os ratos
foram divididos aleatoriamente, formando oito grupos: sedentario sem
suplementacao (S), sedentario suplementado com 6leo de figado de tubardo (SA),
sedentario portador de tumor (SW), sedentéario portador de tumor e suplementado
com Oleo de figado de tubardo (SWA), exercitado sem suplementacdo (EX),
exercitado portador de tumor (EXW), exercitado com suplementacdo (EXA) e
exercitado portador de tumor suplementado com Oleo de figado de tubardo
(EXWA).

4.3 PESAGEM DOS INDIVIDUOS E DOS TUMORES

Durante todo o periodo de experimento, a massa corporal dos individuos foi

mensurada aos domingos e quartas, no periodo da manha, utilizando a balanca
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Urano (precisdo 0,01g). O tumor foi pesado em balanca de precisdo (Denver

Instrument XL-410 - precisdo 0,0001g), quando ocorreu a ortotanasia.

4.4 SUPLEMENTACAO COM OLEO DE FIGADO DE TUBARAO

Os animais foram submetidos a suplementacédo cronica, durante 8 semanas
com 6leo de figado de tubardo na dose de 1g/kg de massa corporal. O 6leo de
figado de tubardo é uma preparacdo de lipideos obtidos do figado de tubaréo
(capsulas de 250 mg da Ecomer IMUNI SHARK®). As cépsulas eram conservadas

no escuro e abertas momentos antes a suplementacao.
4.5 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

A maioria dos animais terrestres, como 0s ratos possuem a habilidade do
nado e sdo bons nadadores quando necessario. A natacdo pode ser utilizada na
identificacdo de alteracdes fisiol6gicas, bioquimicas e respostas moleculares para
exercicio agudo e adaptacfes cronicas.

Os protocolos de natacdo podem proporcionar um tipo de exercicio mais
uniforme quando realizados de forma apropriada (AMERICAN PHYSIOLOGICAL
SOCIETY, 2006).

Alguns fatores que influenciam os processos de adaptacdo foram
considerados, dentre eles: condicdo de treinamento, idade, sexo, intervalos de
descanso, alimentacdo, adaptabilidade do animal, métodos e meios do
treinamento, tipos de sobrecarga e fatores climéaticos (WEINECK, 2006). Ap6s um
periodo de adaptacdo ao meio liquido (uma hora de natagéo por dia durante dois
dias consecutivos sem utilizacdo de sobrecarga) os animais foram submetidos a 8
semanas de treinamento de saltos, seguido de meia hora de natagdo com quatro
sessOes semanais (segundas, tercas, quintas e sextas-feiras), resultando em 32
sessfes de treinamento. O treinamento de saltos foi constituido de 6 séries de
saltos de 30 segundos, com 1 minuto de intervalo, em tanque de agua e

sobrecarga de 50 % de sua massa corporal (atualizada semanalmente), acoplada
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ao torax. Cinco minutos apos o término do treinamento de saltos, os animais foram
submetidos ao protocolo de treinamento de natacdo, o qual consistiu em 30
minutos de natacdo com uma carga equivalente a 6% da massa corpérea do
animal (atualizada semanalmente), presa ao torax. Este percentual representou
esforco aerdbico no limiar do lactato (LT) e o periodo total de treinamento
necessario para produzir adaptagdes requeridas € de 6 semanas (GOBATO et al.,
2001). A temperatura da agua foi mantida a 32+2°C. Os saltos foram realizados
em piscinas de tubo PVC com 250 mm de diametro, visando limitar a alternativa
do animal em seguir para outra direcdo, favorecendo dessa forma o salto. A
profundidade da agua correspondeu a 150 % do comprimento corporal do rato
(ROGATTO; LUCIANO, 2001, adaptado).

4.6 OBTENCAO E INOCULACAO DAS CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

O tumor de Walker 256 foi identificado por George Walker em 1928, no
John’s Hopkins University School of Medicine, em glandulas mamarias de uma
rata gravida. Em 1953 e 1954 esse tumor foi transplantado em ratos por
inoculacdo subcutanea. O tumor de Walker 256 apresenta 2 subtipos: tipo A
metastisante que leva a caquexia terminal dos ratos portadores em
aproximadamente 27 dias; e o tipo B que ndo forma metastases e induz a
caquexia precoce do portador, levando a morte em 15 dias (FERNANDES, 1995).
Nestes experimentos foram utilizados matrizes com o tumor de Walker 256, tipo B,
cedido gentilmente pelo Professor Dr. Rui Curi, ICB — USP, e mantido pelo
Laboratério de Metabolismo Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Para obtencdo de muitas células foi injetado intraperitonealmente em um
rato macho adulto, uma suspenséo de 2 x 10" células/mL do tumor de Walker 256.
Apbés um periodo de cinco dias, quando constatado a ascite, o animal foi
ortotanasiado e injetado 10 ml de solugdo salina 0,9 % em sua cavidade
abdominal. Em seguida, massageou-se seu abdémen, e através de laparotomia
mediana, foi coletado da cavidade abdominal, com pipeta de plastico, o fluido

contendo as células tumorais. Na sequéncia efetuava-se a contagem do numero
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de células tumorais utilizando-se camara de Neubauer. Apds a contagem, 3 x 10’
células (em 1 ml de solucao) foram inoculadas subcutaneamente no flanco direito

nos animais em experimentagcao por volta da sexta semana de treinamento.

4.7 ORTOTANASIA DOS RATOS

Apés 8 semanas de treinamento e coincidindo com o 15° dia apos a
implantacdo do tumor, realizamos a ortotanasia dos individuos com o auxilio de
guilhotina. Este método proporciona a retirada de grande volume sangue,

necessario as analises séricas e isolamento de células polimorfonucleares.

4.8 MENSURACAO PLASMATICA DA GLICEMIA

A glicose foi quantificada por método colorimétrico, utilizando-se sistema
comercial Glicose E enzimatica da labtest. Os ensaios foram realizados segundo
as instrugdes do fabricante. A leitura foi feita em espectrofotdmetro ULTROSPEC
2000 (Pharmacia Biotech) a 505 nm.

4.9 DETERMINACAO DOS TRIACILGLICEROIS (TAGS)

Foi determinado pelo método enzimatico colorimétrico que utiliza quatro
enzimas, conforme o sistema comercial TRIGLICERIDES GPO-ANA da Labtest.
As amostras foram preparadas seguindo-se as instru¢des do fabricante, e apds a
leitura da absorbancia em 540nm, a concentracao de triacilglicerdis foi expressa
em mg/dL.

4.10 MENSURACAO PLASMATICA DO LACTATO

Foi determinado pelo método enzimatico, segundo ENGLE & JONES
(1978). Inicialmente fez-se a desproteinizacdo do soro, pela adicdo de 50 pL de
acido tricloroacético (TCA a 25%) a 500 uL da amostra e a mistura agitada em

vortex, centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm. Em seguida, foi coletado 200 pL
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do sobrenadante e adicionado 2 pL de indicador universal para permitir a
visualizacdo da neutralizacdo do soro, pela adicdo de KOH / TRIS (0,5 M/ 2 M),
sinalizada pela coloracao verde, indicando pH 7,0. Em seguida, foi pipetado 100
pL do soro neutralizado em tubos de ensaio contendo 1 mL do tampé&o do ensaio
(descrito abaixo) e, apés 45 minutos, fez-se leitura em espectrofotbmetro no
comprimento de onda 340 nm. O principio dessa mensuracdo consiste na
conversdo do lactato a piruvato pela acdo da lactato desidrogenase (LDh),
ocorrendo consumo de NAD" com formacgdo estequiométrica de NADH, o qual
pode ser monitorado espectrofotometricamente, fornecendo as concentracbes de
lactato existente na amostra. Segundo a reacao:

Lactato + NAD" LDh ,  Piruvato + NADH

A partir da medida da absorbancia, foi calculada a concentracdo do lactato

sérico em pmol/mL, pela formula:

[Lactato] = D. O. x V1 x V2 x V4
6,22 V. V3 V5

[Lactato] = concentracéo de lactato produzida
D. O. = densidade otica
6,22 = constante

V = volume da amostra

V1 = volume da amostra + tampéao de ensaio

V2 = volume do soro com proteinas + TCA

V3 = volume do soro com proteinas

V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizacao

V5 = volume do soro desproteinizado
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Tampéo de Ensaio

(para 100 mL de H,0O destilada)
EDTA 0,28¢g
Glicina 284¢g
Hidrato de|1,5mL
Hidrazina

LDh 0,4 mL
NAD" 60 mg

pH 8,85

4.11 DETERMINACAO DO GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

O conteudo de glicogénio foi determinado segundo Leighton e cols. (1989)
adaptado. O figado, aproximadamente 90 mg, foi retirado e colocado em tubos de
ensaio contendo 500 uL de KOH 1M e deixado em banho a 60 °C por 30 minutos,
para a digestdo do tecido. ApGs o banho, as amostras foram ao vértex e pipetadas
100 uL em Eppendorfs contendo 17,5 puL de acido acético glacial e 500 uL de
tampao acetato contendo amiloglucosidase 0,1%, e submetidas ao banho-maria
(37 °C) por 3 horas. Ao final deste periodo centrifugou-se as amostras por 5
minutos a 15000 G, e 100 uL de cada amostra foi colocada em novos tubos de
ensaio contendo 1 mL do tampé&o trietanolamina (TEA) e hexokinase e glicose-6-
fosfato desidrogenase. Apdés 40 minutos as amostras foram lidas no

espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 340 nm.

4.12 CONTAGEM DAS CELULAS TUMORAIS E MACROFAGOS

A contagem total (nUmero de células por mL) foi realizada em camara de

Neubauer utilizando-se 100 pyL de suspensdo de células em 100 ul de Azul de
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Tripan. As células que se coraram em azul foram consideradas inviaveis,

enquanto que as brilhantes e refringentes a luz, viaveis.
4.13 METODOLOGIAS PARA ENSAIOS UTILIZANDO MACROFAGOS
4.13.1 OBTENCAO DE MACROFAGOS

A obtencdo de macrofagos peritoneais deu-se apds remocédo da pele da
regido abdominal e injecdo de 20 mL de tampéo fosfato-salina (PBS), pH 7,4, na
cavidade peritoneal dos animais. Trinta segundos apO6s a administracdo, a
cavidade foi aberta e o fluido, contendo as células, aspirado com a utilizacdo de
pipeta tipo Pasteur de plastico. Em seguida, o liquido foi contendo as células foi
centrifugado, duas vezes, a 1500 rpm, 4 °C, durante 10 minutos em centrifuga
Eppendorf modelo 5810R.

4.13.2 SOLUCOES

Solucéo de tampéo fosfato salina pH 7,4, 10 mM (PBS) foi utilizada como
meio de diluicdo para os corantes. O fixador utilizado foi o Baker formol-céalcio
(formaldeido 4%, cloreto de sbédio 2 % e acetato de calcio 1 %). A solucéo de
extracdo consiste de acido acético glacial 1 % e etanol 50 % em agua destilada. A
solucéo estoque do corante vermelho neutro foi preparada pela dissolugao de 20
mg de corante em 1 ml de DMSO (dimetil sulf6xido) e a solu¢éo para uso de rotina
foi preparada pela diluicdo de 20 puL da solugdo estoque em 5 ml de PBS. A
solucéo de vermelho fenol para os ensaios de producao de H,O, consiste de 5,5
mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/mL peroxidase “horseradish”
(Sigma) em PBS pH 7,4 a 340 mOsm, e previamente adiciona-se 0,05% de
zymosan (2,3 x 10® particulas/mL), para os ensaios de fagocitose. Obtém-se a
solugéo diluindo-se 40 mg de zymosan em 6 mL de PBS e adiciona-se 600 pL de

vermelho neutro.
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4.13.3 CAPACIDADE DE ADESAO DE MACROFAGOS

A técnica foi realizada de acordo com Rosen & Gordon (1987). Macréfagos
peritoneais foram incubados por 24 horas a 37 °C e 5 % de CO,. Em seguida as
escavacoes foram lavadas com PBS e as células aderentes fixadas com metanol
50 %, em seguida adicionou-se o corante de Giemsa 0,1 % e apds 40 minutos 0s
pocos foram lavados com PBS e o corante solubilizado com metanol 50 %. A
absorbancia foi mensurada a 550 nm, em leitor de microplacas (Bench Mark —
Biorad).

4.13.4 ATIVIDADE FAGOCITICA DOS MACROFAGOS

O método utilizado foi o descrito por Bonatto e cols. (2004). Da solucéo
peritoneal foi depositado 100 uL contendo 10° células em cada poco, em placa de
96 perfuracdes e adicionou-se 10 yL de zymosan corado com vermelho neutro e
incubou-se por 30 minutos. Apds, adicionou-se 100 pl de fixador. Apés 30 minutos,
a placa foi lavada com PBS e centrifugada por 5 minutos a 1.500 rpm. O vermelho
neutro que estava dentro dos fagossomos foi entdo solubilizado utilizando-se 100
ML de solucdo de extracdo e apds 30 minutos procedeu-se a leitura em leitor de
microplacas (Bench Mark —Biorad). Os dados foram expressos em absorbancia/

10° células e os resultados corrigidos de acordo com a capacidade de ades&o.
4.13.5 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO

A producdo de anion superéxido foi medida pela reducdo de nitroblue
tetrazolium (NBT), um composto amarelo lipossollivel que se torna insolavel e de
cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Aliquotas de 100 pL de
solucdo do peritbnio foram colocadas em pocos, como descrito anteriormente, e
seguida de NBT 0,1 % e 10 uL de PMA (80 uM), onde ficaram incubando por 30
minutos a 37°C. A placa foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm, lavada com

PBS e as células fixadas com metanol 50 %. Apos uma incubacdo de 10 minutos,
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a placa foi centrifugada novamente e o sobrenadante descartado. O NBT
reduzido, presente no sedimento, foi solubilizado em 120 yL de KOH e 140 puL
dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia do sobrenadante foi determinada a 550
nm em leitor de microplacas (Bench Mark — Biorad). Os dados foram expressos
em absorbancia/ 10° células e os resultados corrigidos de acordo com a

capacidade de adeséo.

4.13.6 PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A producdo de perdxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o
método descrito por Bonatto e cols. (2004). Através da oxidacado de vermelho fenol
€ possivel detectar a producdo de H,0O,. Aliquotas de 100 uL de solucdo do
peritdnio contendo 10° células e 10 pL de éster de forbol miristato acetato
(PMA-20 pM) foram colocadas nas placas de 96 perfuracdes. Apdés 1 hora de
incubacéo no escuro, as placas foram escorridas e os pog¢os receberam 100 yL da
solucéo de vermelho fenol. Incubou-se durante 30 minutos e a leitura realizada a
620 nm em leitor de microplacas (Bench Mark —Biorad). Os dados foram
expressos em umol/10° células e os resultados corrigidos de acordo com a

capacidade de adeséo.
4.13.7 VOLUME LISOSSOMAL

Para esta analise utiliza-se o método descrito por Pipe e cols. (1995), onde
em placas de 96 escavaces depositou-se 100 pL da solugdo, contendo 10°
células e 20 pl de solucéo estoque de vermelho neutro (20 mg de vermelho neutro
em 1 mL de DMSO) a 2 %. Ap6s 30 minutos, a placa foi centrifugada por 5
minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante descartado e os orificios lavados com PBS,
para eliminar o vermelho neutro que néo foi internalizado pelas células. Adicionou-
se 100 pL de solucéo de extracéo para solubilizar o vermelho neutro que estava
dentro dos lisossomos. Apds 30 minutos, a placa foi lida a 550 nm utilizando leitor

de placas (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). Os dados foram expressos em
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absorbancia/ 10° células e os resultados corrigidos de acordo com a capacidade

de adeséao.

4.14 PROLIFERACAO LINFOCITARIA

Depois de serem coletados e lavados com PBS+AB, e ap0s centrifugacao a
1200rpm/7°/4°C, o sobrenadante sera descartado e o precipitado foi dissolvido em
1 mL de meio de cultivo RPMI-1640 enriquecido com 10 % de soro fetal bovino e
0,1 % de antibidticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L). Os linfocitos
foram contados e entdo cultivados em placas de 96 escavacdes, 2x10°
células/escavacdo, a 37°C em atmosfera de 95% ar/ 0,5% CO,, por 48h. Os
linfécitos foram estimulados com 20uL/escavacao dos mitdgenos Concanavalina A
(Con A-5ug/mL) por 48 horas. Apés, incubados com 20uL de solugao contendo (2-
14C)-timidina por um periodo adicional de 18h, sob as mesmas condicdes descritas
anteriormente. Apos este periodo as células foram coletadas automaticamente em
coletor multiplo (Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis de filtro
especificos para coleta. Os discos de papéis contendo a radioatividade
incorporada no DNA foram levados para contagem em cintilador Beckman LS
6500.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo apresentados como a média + E.P.M. de 4
experimentos em triplicata. Os resultados foram avaliados por analise de
multivariancia, levando em consideracao exercicio fisico, suplementacéo da dieta
e tumor, como fatores, seguida do teste de Bonferroni. O pacote estatistico
utilizado foi o GraphPad Prism 5. O nivel minimo de significAncia em todos os

casos foi fixado em p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 PARAMETROS RELATIVOS AO TUMOR DE WALKER 256

6.1.1 MASSA DOS TUMORES

Na FIGURA 5 esta apresentada a massa do tumor dos animais apés 15
dias da inoculagcédo. No grupo sedentario (SW) a massa tumoral (g) foi de 23,01 +
1,47 (g). A suplementacao com 6leo de figado de tubaréo induziu a uma nova taxa
de crescimento (p<0,05 vs SW) que foi de 18,74 £ 1,27. Nos animais exercitados a
massa tumoral foi de 17,04 + 1,03, a qual foi significativamente menor quando
comparado a do grupo SW (p<0,05) isso nao foi diferente do SWA (p>0,05). A
associacdo da suplementacdo com exercicio fisico reduziu ainda mais a massa
tumoral (14,35 + 1,12), a qual foi significativamente menor quando comparado a

todos os demais grupos (p<0,05).
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FIGURA 5. Massa dos tumores (g), relativo aos individuos dos grupos sedentério
portador de tumor (SW); sedentéario portador de tumor e suplementado com 6leo
de figado de tubardo (SWA); exercitado portador de tumor (EXW); exercitado
portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA). Os
dados representam a média + EPM de 11 animais (SW, EXW), 16 animais para o
grupo SWA e 15 para o grupo EXWA. ®p< 0,05 vs SW. IOp< 0,05 vs SW, SWA e
EXW.
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6.1.2 MASSA CORPORAL DOS INDIVIDUOS ANTERIORMENTE A
INOCULACAO DO TUMOR E QUINZE DIAS APOS A INOCULACAO DO
TUMOR

A massa corporal dos animais sedentarios ou exercitados, sem e com
tumor, ndo foram diferente quando da inoculagdo das células tumorais e também
ao final de 14 dias (p>0,05). Contudo o ganho de peso do grupo sedentério e
sedentario suplementado com Oleo de figado de tubardo (SA) foi em média de 12
g, € os exercitados e exercitados suplementados com 6leo de figado de tubaréo
foi de 5 g, o que foi 2,4 vezes menor que as dos sedentarios (p<0,05 vs S e SA).
No grupo sedentério portador de tumor o peso da carcaca (peso final — peso
tumor) reduziu de 11,4 g (p<0,05 vs S). A suplementacdo com 6leo de figado de
tubardo impediu uma perda significativa de peso (p<0,05 vs SW), contudo ainda
foi maior quando comparado a de seu equivalente sem tumor (p<0,05 vs SA). A
pratica de atividade fisica (EX) e sua associacdo com a suplementacao com 6leo
de figado de tubar&o fizeram 0 mesmo que o ja observado com a suplementacao
com oOleo de figado de tubardo isoladamente (p<0,05 vs EX e EXA,

respectivamente).
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Peso (g) no dia Peso (g) 15 dias Ganho de peso Peso (g) do Ganho de peso (g)
dainoculacao ap6s ainoculagdo (9) tumor 15 dias real 15 dias ap6s
do tumor do tumor bruto 15 dias apo6s inoculagao Inoculagéo do
apos ainoculacdo tumor
S 3519 % 364,3 = 12,37 )
6,81 7,22 2,00 12,37 + 2,00
SA 337,2 % 349,8 = 12,60 )
8,23 8,58 2,10 12,60+ 2,10
EX 328,2 3334+ 520+
6,10 6,41 1,13 - 5,20+ 1,13
EXA 337,3 % 342,3 = 5,00 £
7,80 8,10 1,23 - 5,00 £ 1,23
3525+ 366,1 = 11,59 + 23,01 +
SW 9,02 10,38 1,80 1,47 -11,42+ 2,17°
SWA 360,6 375,0 = 14,48 + 18,74
7,04 7,45 1,54 1,27 -4,26 + 2,41bC
EXW 328,8 + 341,3 12,58 + 17,04
5,70 6,37 1,22 1,03 - 4,46 + 1,85°
319,8 + 329,8 £ 9,94 + 14,35
EXWA 7,35 7,40 1,60 1,12 -4,41 + 2,00

TABELA 1: Peso dos individuos antes e 15 dias apds a inoculagédo do tumor, peso

dos tumores ao final de 15 dias e ganho de peso no mesmo periodo. #p<0,05

quando comparado ao grupo S. °p<0,05 quando comparado ao grupo SA. °p<0,05

guando comparado ao grupo SW.
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6.2 CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO

O conteudo do glicogénio hepatico (umoL/g de tecido) nos animais sem tumor
sedentario (S) ou exercitado (EX), sedentéario suplementado (SA) e exercitado com
suplementacdo (EXA), ndo foi diferente entre eles, sendo em média de 92. A
presenca do tumor reduziu cerca 1,1 vezes nos animais sedentarios (SW), a qual
foi significativa (p<0,05) quando comparado ao seu equivalente sem tumor (S). A
suplementacdo com o6leo de figado de tubardo (SWA), e exercicio fisico (EXW)
impediram a reducdo do contetdo do glicogénio (p<0,05 vs SW), a qual foi similar
(p>0,05) a dos animais sem tumor (SA e EX). A associacdo do exercicio fisico
com a suplementacdo com o6leo de figado de tubardo ndo modificou este cenario
(p>0,05 vs EXA).
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FIGURA 6. Conteudo de glicogénio hepatico (umol/g de tecido) dos animais dos
grupos sedentario sem suplementacdo (S); sedentario com suplementacdo de
Oleo de figado de tubardo (SA); exercitado sem suplementacédo (EX); exercitado
com suplementacao de 6leo de figado de tubardo (EXA); sedentario portador de
tumor (SW); sedentario portador de tumor e suplementado com 6leo de figado de
tubardo (SWA); exercitado portador de tumor (EXW); exercitado portador de tumor
suplementado com O6leo de figado de tubardo (EXWA). Os dados estao
apresentados como média £+ EPM de 6 animais para o grupo (SW), 7 animais para

0 grupo (EXW), 9 animais para os grupos (SA e EX), 10 animais para 0S grupos
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(S, EX, EXWA) e 11 animais para o grupo (SWA). #p<0,05 quando comparado ao
grupo S. °p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

6.3GLICOGENIO MUSCULAR

O conteudo do glicogénio muscular (umoL/g de tecido) nos animais sem tumor
sedentario (S) ou exercitado (EX), sedentario suplementado (SA) e exercitado com
suplementacdo (EXA), ndo foi diferente entre eles, sendo em média de 62. A
presenca do tumor reduziu cerca 1,2 vezes nos animais sedentarios (SW), a qual
foi significativa (p<0,05) quando comparado ao seu equivalente sem tumor (S). A
suplementacdo com 6leo de figado de tubardo (SWA), e exercicio fisico (EXW)
impediram a reducao do conteudo do glicogénio (p<0,05 vs SW), a qual foi similar
(p>0,05) a dos animais sem tumor (SA e EX). A associacdo do exercicio fisico
com a suplementagcdo com Oleo de figado de tubardo ndo modificou este cenario
(p>0,05 vs EXA).
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FIGURA 7. Conteudo de glicogénio da porcdo branca do musculo gastrocnémio
(umol/g de tecido) nos animais dos grupos, sedentario sem suplementacéo (S);
sedentario com suplementacdo de oleo de figado de tubardo (SA); exercitado sem
suplementacao (EX); exercitado com suplementacéo de 6leo de figado de tubaréo
(EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentario portador de tumor e

suplementado com 6leo de figado de tubardo (SWA); exercitado portador de tumor
(EXW); exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubaréo
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(EXWA). Os dados estédo apresentados como média + EPM de 8 animais para os
grupos (EXA, SW, SWA e EXW), 9 animais para o grupo (EXWA) e 10 animais
para 0s grupos (S, SA e EX). ?p<0,05 quando comparado ao grupo S. ® p<0,05

guando comparado ao grupo SW.

6.4PARAMETROS PLASMATICOS

6.4.1 GLICEMIA

Na FIGURA 8 estdo apresentados os dados referentes a glicemia. Nos
animais sem tumor sedentarios (S), suplementados com 6leo de figado de tubaréo
(SA), exercitados (EX) e também suplementados (EXA), a glicemia foi em média
de + 94 mg/dL. A presenca do tumor (SW) induziu a hipoglicemia, a qual foi de
68,67 + 2,12 mg/dL, significativamente menor quando comparado a do grupo S
(p<0,05). A suplementacao com éleo de figado de tubardo reverteu parcialmente a
hipoglicemia (76,73 = 2,82) mas este ainda foi menor quando comparado a do SA
(p<0,05). A pratica de exercicio fisico (EXW) foi também capaz de reverter a
queda da glicemia (82,27 + 2,64 mg/dL) porém este ainda foi inferior quando
comparado a dos animais sedentarios (S) sem tumor (p<0,05). A associacao da
suplementacao de Oleo de figado de tubardo e exercicio fisico (EXWA) elevaram
um pouco a glicemia (85,42 + 2,92 mg/dL), mas este ainda foi significativamente

menor quando comparado a de seu equivalente sem tumor (p<0,05 vs EXA).
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FIGURA 8. Glicemia (mg/dL) dos grupos sedentario sem suplementacdo (S);
sedentario com suplementacéo de 6leo de figado de tubardo (SA); exercitado sem
suplementacao (EX); exercitado com suplementacéo de 6leo de figado de tubarédo
(EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentario portador de tumor e
suplementado com 6éleo de figado de tubardo (SWA); exercitado portador de tumor
(EXW) e exercitado portador de tumor suplementado com o6leo de figado de
tubardo (EXWA). Os dados estao apresentados como média + EPM de 14 animais
para os grupos (S, SW, EXWA), 15 animais para o grupo (SA), 12 animais para 0s
grupos (EX, EXA, EXW) e 15 animais para o grupo (SWA). ?p<0,05 quando
comparado ao grupo S. °p<0,05 quando comparado ao grupo SA. °p<0,05 quando

comparado ao grupo SW. 9p<0,05 quando comparado ao grupo SWA.

6.4.2 CONCENTRACAO SERICA DE LACTATO

Na FIGURA 9 esta representada a concentracdo sérica de lactato. Nao
houve alteracdo da concentracdo de lactato plasmatico nos animais sem tumor
suplementados ou exercitados (p>0,05). A presenca do tumor elevou a lactatemia
(mmol/L) dos grupos SW e SWA quando comparada a do grupo S e SA,
respectivamente. A suplementacdo com o6leo de figado de tubardo no grupo

sedentario (SWA), bem como o exercicio (EXW) diminuiram a lactatemia quando
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comparada a do grupo SW. O exercicio fisico associado a suplementacdo com
Oleo de figado de tubardo (EXWA) reduziu ainda mais quando comparado a do
grupo SWA (p<0,05), mas nao quando comparada a do grupo EXW (p>0,05).

N
o
]

=
(O3]
1

o
(O3]
1

Lactatemia (mmol/L)
=
T

o
o

I v;“'v I I v:“'
SA  EX EXA SW SWA EXW EXWA

G NN

FIGURA 9. Lactatemia (mmol/L) dos grupos sedentario sem suplementacéao (S);
sedentario com suplementacéo de 6leo de figado de tubardo (SA); exercitado sem
suplementacao (EX); exercitado com suplementacdo de 6leo de figado de tubaréo
(EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentario portador de tumor e
suplementado com 6éleo de figado de tubardo (SWA); exercitado portador de tumor
(EXW) e exercitado portador de tumor suplementado com Oleo de figado de
tubardo (EXWA). Os dados estao apresentados como média + EPM de 10 animias
para 0os grupos (S, SA, SW, SWA, EXWA), 11 animais para o grupo (EX) e 8
animais para os grupos (EXA, EXW). ?p<0,05 quando comparado ao grupo S.
Pp<0,05 quando comparado ao grupo SA. °p<0,05 quando comparado ao grupo
SW. 9p<0,05 quando comparado ao grupo SWA.

6.4.3 CONCENTRACAO DE TRIACILGLICEROIS SERICOS (TAGS)
A presenca do tumor no grupo sedentario SW induziu a uma elevacao na

concentracdo de TAGs, sendo significativamente maior (p<0,05), quando

comparada aos demais grupos.
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FIGURA 10. Concentracdo de triacilglicerol sérico (mg/dL) dos grupos sedentario
sem suplementacdo (S); sedentario com suplementacdo de 6leo de figado de
tubaréo (SA); exercitado sem suplementacéo (EX); exercitado com suplementacao
de 6leo de figado de tubardo (EXA); sedentario portador de tumor (SW);
sedentario portador de tumor e suplementado com o6leo de figado de tubardo
(SWA); exercitado portador de tumor (EXW) e exercitado portador de tumor
suplementado com o6leo de figado de tubardo (EXWA). Os dados estédo
apresentados como média £+ EPM de 13 animais para os grupos (S, SA, SW), 12
animais para os grupos (EX, EXA), 16 animais para o grupo (SWA), 11 animais
para o grupo (EXW) e 14 animais para o grupo (EXWA). %p<0,05 quando
comparado aos grupos S, SA, EX, EXA, SWA, EXW, EXW, EXWA.

6.5 PARAMETROS FUNCIONAIS DE MACROFAGOS PERITONEAIS
Os ensaios referentes aos macrofagos peritoneais foram corrigidos pela

capacidade de adesdo dos mesmos e representados como percentual em relacao
ao grupo controle (S).
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6.5.1 ATIVIDADE FAGOCITICA DOS MACROFAGOS

Todos 0s grupos com ou sem tumor, suplementados ou ndo, exercitados ou
ndo, incrementaram em aproximadamente 40 % em comparagdo ao grupo

sedentario sem tumor (p<0,05 vs S).
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FIGURA 11. Fagocitose dos macrofagos peritoneais dos grupos sedentério sem
suplementacao (S); sedentario com suplementacédo de 6leo de figado de tubardo
(SA); exercitado sem suplementacdo (EX); exercitado com suplementacao de 6leo
de figado de tubardo (EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentario
portador de tumor e suplementado com Oleo de figado de tubardo (SWA);
exercitado portador de tumor (EXW) e exercitado portador de tumor suplementado
com Oleo de figado de tubardo (EXWA); Os dados estdo apresentados como
média + EPM de 5 animais por grupo de 4 experimentos, em quadruplicata.
4p<0,05 vs S.

6.5.2 VOLUME LISOSSOMAL DOS MACROFAGOS

Nos animais dos diferentes grupos sem tumor (S, SA, EX e EXA) ndo houve
alteracdo do volume lisossomal. A presenca do tumor (SW, SWA, EXW e EXWA)
elevou o volume lisossomal de maneira similar em todos os diferentes grupos,

guando comparados aos animais sem tumor (p<0,05).
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FIGURA 12. Volume Lisossomal dos Macréfagos Peritoneais dos individuos dos
grupos sedentario sem suplementacdo (S); sedentario com suplementacdo de
oleo de figado de tubardo (SA); exercitado sem suplementacédo (EX); exercitado
com suplementacdo de 6leo de figado de tubardo (EXA); sedentario portador de
tumor (SW); sedentario portador de tumor e suplementado com 6leo de figado de
tubardo (SWA); exercitado portador de tumor (EXW) e exercitado portador de
tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA). Os dados estdo
apresentados como média + EPM de 5 animais por grupo de 4 experimentos, em

quadruplicata. ?p<0,05 quando comparado aos grupo sem tumor.
6.5.3 PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO DOS MACROFAGOS

A producdo de anion superéxido pelos macrofagos dos diferentes grupos
esta apresentado na figura 13. A suplementacdo com 6leo de figado de tubaréo
(SA) elevou a producdo em 30 %, 0 mesmo aconteceu com 0s ratos exercitados
(EX) a qual foi de 42 %, ambos significativamente maiores quando comparada a
do grupo sedentario (p<0,05 vs S). A associacdo da suplementacdo com o
exercicio (EXA) ndo provocou efeito diferente daquele ja induzido isoladamente
pelo exercicio e suplementacdo (p>0,05 vs SA e EX). A presenca do tumor elevou
a producdo de anion superéxido em cerca de 50 %, quando comparado a do

grupo sedentario sem tumor (p<0,05 vs S). No grupo com tumor, suplementado
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com Oleo de figado de tubardo (SWA) ou submetido a exercicio fisico (EXW) a
producdo ndo foi diferente do grupo sedentario com tumor (p>0,05 vs SW). A
associacdo do exercicio com suplementacdo (EXWA) nado alterou o quadro,

ficando similar ao das manobras isoladas (p>0,05 vs SWA e EXW).
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FIGURA 13. Producdo de éanion superoxido pelos macréfagos dos grupos
sedentarios sem suplementacéo (S); sedentario com suplementacdo de 6leo de
figado de tubardo (SA); exercitado sem suplementacdo (EX); exercitado com
suplementacado de 6leo de figado de tubardo (EXA); sedentario portador de tumor
(SW); sedentério portador de tumor e suplementado com Oleo de figado de
tubardo (SWA); exercitado portador de tumor (EXW) e exercitado portador de
tumor suplementado com 6leo de figado de tubardo (EXWA). Os dados estdo
apresentados como média + EPM de 5 animais por grupo de 4 experimentos, em

quadruplicata. *p<0,05 vs S.
6.5.4 PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO DOS MACROFAGOS

A producdo de peroxido de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos
diferentes grupos estd apresentada na figura 14. Nos animais sem tumor,
sedentarios ou ndo, suplementados ou ndo, a producéo de perdxido de hidrogénio
entre os grupos nao foi diferente (p>0,05). J& com a presenca do tumor (SW), esta

se elevou em 1,8 vezes quando comparado a do grupo sedentario sem tumor
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(p<0,05 vs S). A suplementac&o com 6leo de figado de tubardo (SWA), o exercicio
fisico (EXW) e associacdo de ambos (EXWA) ndo induziu a alteracdo da producao
de peroxido de hidrogénio diferente daquela observada pela presenca do tumor
isoladamente (p>0,05 vs SW), mas foi superior a de seus equivalentes sem tumor

(p<0,05).
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FIGURA 14. Producédo de Peroxido de Hidrogénio pelos Macréfagos Peritoneais
dos individuos dos grupos sedentarios sem suplementacdo (S); sedentario com
suplementacao de Oleo de figado de tubardo (SA); exercitado sem suplementacao
(EX); exercitado com suplementacdo de 6leo de figado de tubardo (EXA);
sedentario portador de tumor (SW); sedentario portador de tumor e suplementado
com Oleo de figado de tubardo (SWA); exercitado portador de tumor (EXW) e
exercitado portador de tumor suplementado com 6leo de figado de tubaréo
(EXWA). Os dados estdo apresentados como meédia + EPM de 5 animais por

grupo de 4 experimentos, em quadruplicata. *p<0,05 vs os sem tumor.
6.6 PROLIFERACAO LINFOCITARIA
6.6.1 LINFOCITOS DO LINFONODO MESENTERICO

A FIGURA 15 representa a proliferacdo de linfécitos obtidos do linfonodo

mesentérico, em contagem por minuto (cpm). Na auséncia de tumor e estimulo, a
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suplementacdo com Oleo de figado de tubardo (SA) elevou a proliferacdo basal
linfocitaria em 3,9 vezes (p<0,05) quando comparada ao controle (S). O mesmo foi
observado pela pratica de exercicio fisico com elevacdo de 3,4 vezes (p<0,05 vs.
S) e a associacdo de ambas causou elevacado de 3,6 vezes (p<0,05 vs. S), ou
seja, efeito similar aos dois fatores isoladamente (p>0,05). Na presenca do tumor
e auséncia de estimulo (SW), a proliferacdo dos linfécitos obtidos do linfonodo
mesentérico foi similar (p>0,05) & do grupo controle (S). A suplementacdo com
Oleo de figado de tubardo (SWA), exercicio fisico (EXW) e suas associacdes
(EXWA) ndo modificaram a proliferacdo linfocitaria (p>0,05) n&o havendo
diferenca estatistica quando comparada a dos animais portadores de tumor (SW).
Na presenca do mitdgeno concanavalina-A (Con-A) no grupo sem tumor, a
proliferacdo dos linfécitos obtidos dos animais controle sem tumor (S) elevou-se
em 5,9 vezes. A suplementacdo com Oleo de figado de tubardo (SA) nao foi
modificada ficando similar a auséncia de Con-A (p>0,05). O exercicio fisico sob
estimulo elevou a proliferacado linfocitaria em 3,9 vezes (p<0,05) e a associagdo de
ambos os fatores (EXA) incrementaram também a proliferacdo linfocitaria em 2,3
vezes, a qual nao foi significativamente diferente da do grupo EX (p>0,05), mas foi
diferente quando comparada a do suplementado com 6leo de figado de tubaréo
(p<0,05 vs. SA). Na presenca de tumor (SW) sob estimulo com Con-A, a
proliferacéo linfocitaria elevou-se em 4,7 vezes quando comparada a auséncia de
estimulo (p<0,05), mas nao foi diferente quando comparada ao grupo sem tumor
(p>0,05). No grupo suplementado com o6leo de figado de tubardo portador de
tumor (SWA) a proliferacdo elevou-se em 5,4 vezes quando comparada a
proliferacéo basal (p<0,05) e também foi diferente quando comparada a do grupo
sem tumor (p<0,05). O exercicio fisico incrementou a proliferacdo linfocitaria em
3,9 vezes quando comparada a auséncia de estimulo (p<0,05), mas nao foi
diferente a do grupo sem tumor (p>0,05). Associando suplementacdo com 6leo de
figado de tubardo e exercicio fisico (EXWA) causou elevacdo da proliferagéo
linfocitaria em 8 vezes (p<0,001), a qual foi significativamente maior que a do
grupo SWA e EXW, isoladamente, e foi também 1,4 vezes maior que a do grupo

sem tumor (p<0,05 vs. EXA).
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FIGURA 15. Proliferacdo de linfocitos do linfonodo mesentérico sem Con-A (barra
branca) e estimulados com Con-A (barra cinza) (contagem por minuto) dos grupos
sedentario (S); sedentario com suplementacao de 6leo de figado de tubardo (SA);
exercitado sem suplementacdo (EX); exercitado com suplementacédo de 6leo de
figado de tubardo (EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentéario portador
de tumor e suplementado com 6leo de figado de tubardo (SWA); exercitado
portador de tumor (EXW) e exercitado portador de tumor suplementado com 6éleo
de figado de tubardo (EXWA). Os dados estdo apresentados como média + EPM
de 22 para o grupo (S), 8 para o grupo (SA), 14 para os grupos (EX e EXA), 13
para o grupo (SW), 11 para o grupo (SWA), 19 para o grupo (EXW) e 16 para o
grupo EXWA. 2p<0,05 quando comparado ao S (sem estimulo). ?p<0,05 quando
comparado ao S (com estimulo). °p<0,05 quando comparado ao AS (com
estimulo). %p<0,05 quando comparado ao SW (sem estimulo). ®p<0,05 quando
comparado ao SWA (sem estimulo). 'p<0,05 quando comparado ao EXW (sem
estimulo). 9p<0,001 quando comparado ao SWA e EXW (sem estimulo). "p<0,05

guando comparado ao EXA (com estimulo).
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6.6.2 LINFOCITOS DO TIMO

A proliferagdo de linfocitos obtidos do timo, em situagdo basal, nos animais
sem tumor suplementados com 6leo de figado de tubardo (SA) foi similar a do
controle (p>0,05 vs. S). O mesmo foi observado nos linfocitos obtidos dos animais
exercitados (EX) bem como a associacdo de ambos os fatores (EXA), todos com
proliferacdo similar @ do controle (p>0,05). Na presenca de tumor (SW),
suplementacdo com Oleo de figado de tubardo (SWA), exercicio fisico (EXW) e
associacdo do exercicio com a suplementacdo (EXWA) este cenario basal
também nao se alterou quando se compara a dos animais com tumor bem como
com os sem tumor (p>0,05). A adicdo de concanavalina-A induziu a um pequeno
aumento na proliferacdo de linfocitos do grupo controle (S), mas este ndo foi
significativo (p>0,05). No grupo suplementado (SA) a proliferacdo foi elevada em
2,3 vezes (p<0,05) e no grupo exercitado (EX) em 1,7 vezes (p<0,05). A
associacdo de exercicio fisico e suplementacdo com o6leo de figado de tubardo
(EXA) causaram elevacao significativa de 8,1 vezes (p<0,001) quando comparada
a dos demais grupos sem tumor concanavalina-A estimulados. A presenca do
tumor teve forte efeito estimulador da proliferacdo na presenca do mitégeno
elevando esta em 18,4 vezes (p<0,001). A suplementacao com 6leo de figado de
tubardo (SWA) elevou a proliferacdo linfocitaria em 6,3 vezes (p<0,05) e o
exercicio fisico (EXW) em 15,7 vezes (p<0,05). Associando exercicio fisico e
suplementacdo com oOleo de figado de tubardo (EXWA) elevou a proliferagcdo em
10 vezes (p<0,0001), que foi significativamente maior que a da suplementacao
com Oleo de figado de tubardo isolada (p<0,01), mas nao foi diferente quando
comparada a do exercicio isoladamente (p>0,05). Com excecdo do grupo
suplementado com Oleo de figado de tubardo, todos os demais tiveram
proliferacdo significativamente maior quando comparada a de seus equivalentes

sem tumor (p<0,05).
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FIGURA 16. Proliferacdo de linfocitos do timo sem Con-A (barra branca) e
estimulados com Con-A (barra cinza) (contagem por minuto) dos grupos
sedentario (S); sedentario com suplementacao de 6leo de figado de tubardo (SA);
exercitado sem suplementacdo (EX); exercitado com suplementacdo de 6leo de
figado de tubardo (EXA); sedentario portador de tumor (SW); sedentario portador
de tumor e suplementado com 6leo de figado de tubardo (SWA); exercitado
portador de tumor (EXW) e exercitado portador de tumor suplementado com 6éleo
de figado de tubardo (EXWA). Os dados estdo apresentados como média + EPM
de 14 para o grupo (S), 12 para o grupo (SA), 16 para o grupo (EX), 13 para o0s
grupos (EXA, SWA e EXWA), 11 para o grupo (SW) e 8 para o grupo (EXW).
4p<0,05 quando comparado ao S (com estimulo). "p<0,0001 quando comparado
ao S, SA e EX (com estimulo). “p<0,001 quando comparado ao S (com estimulo).
9p<0,05 quando comparado ao S (com estimulo). ®p<0,0001 quando comparado

ao S (com estimulo). (p<0,001 quando comparado ao SWA (com estimulo).
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7 DISCUSSAO

Estudos epidemioldégicos tém estabelecido relacdo entre estilo de vida, dieta,
tabagismo e sedentarismo, com o0 surgimento de muitas doencas crénico-
degenerativas, particularmente o cancer (McTIERNAN, 2008; ROGERS et al.,
2008).

A sindrome da caquexia esta entre os aspectos mais debilitantes do individuo
portador de tumor, caracterizada por catabolismo intenso das reservas de
proteinas, gorduras e carboidratos (MaC DONALD et al.,, 2003). O paciente
caquético grave apresenta grande perda de massa corporal, anorexia, saciedade
precoce, fraqueza, anemia e edema (BARBER et al., 1999). Um tumor com
capacidade de promover caquexia ira induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, pelas células do sistema imunitario, que atuardo sobre diversos
tecidos (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Adicionalmente, citocinas como o TNF e
a IL-1, atuantes na inducdo da caquexia, foram demonstradas também serem
produzidas pelas células tumorais (NOGUCHI et al., 1996).

O estabelecimento da caquexia em modelo animal é caracterizado pela
presenca de hipoglicemia, hiperlactatemia, hipertriacilglicerolemia, redugdo do
contetido de glicogénio hepatico e muscular e perda de peso (TOGNI et al., 2003;
PINTO JUNIOR et al., 2004; TISDALE, 2005). Os parametros bioquimicos de
caquexia avaliados neste trabalho como conteddo de glicogénio hepatico e
muscular, glicemia, lactatemia, concentracéo de triacilglicerol, (FIGURA 6, 7, 8,9 e
10) e ganho de peso corporal (TABELA 1), estavam presentes no grupo com
tumor demonstrando a presenca de estado caquético. A alteragdo no metabolismo
de lipideos € caracterizado pelo aumento na sua mobilizacdo, diminuicdo da
lipogénese e reducdo na atividade da Lipase de lipoproteina (LPL), enzima
responsavel por diminuir as concentracdes de triacilglicerol do plasma (TISDALE,
2000; INUI, 2002). Varios séo os fatores que levam a alteragbes no metabolismo
do lipidico. Tisdale (2000) sugeriu que o aumento de citocinas na circulagéo,
decorrente da presenca do tumor, inibe a LPL, que € responsavel por reduzir

extracdo de lipideos do plasma para estoque no tecido adiposo e aumentar a
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concentracdo de lipideos sanguineos. Fernandes e colaboradores (1990)
demonstraram que em ratos portadores de tumor de Walker 256, a secre¢ao de
insulina estava reduzida pelas ilhotas pancreaticas resultando portando em
hipoinsulinemia em que a LPL, portanto teria seu papel reduzido uma vez que esta
enzima depende de insulina para sua funcdo. Em adicdo, foi demonstrado que
LPL também é inibida pelo TNF bem como as enzimas importantes para a sintese
de novo de 4cido graxo (acido graxo sintase e acetil-CoA carboxilase (TORTI et
al., 1985).

Outro fator relevante no quadro caquético induzido pelo tumor de Walker 256 é
a perda acentuada de peso em todos 0s grupos, embora o0 grupo sedentario
portador de tumor (SW) tenha apresentado a maior perda (TABELA 1). A perda de
peso é maior em pacientes com cancer, pois o tumor possui alto consumo de
energia e gera uma ineficiéncia energética, responsavel pela maior utilizacdo da
glicose, diminuicdo do glicogénio intramuscular e hepatico (SKIPWORTH et al.,
2007). Outra via que parece estar envolvida na perda de massa corporal
decorrente da caquexia € a expressao da proteina PIF, sintetizada e secretada por
tumores que induzem a caquexia. Em estudo realizado por Lima (2008) que
utilizou protocolo de treinamento de saltos, este foi capaz de diminuir cerca 12 % a
expressdo de PIF. A menor expressao de PIF, provavelmente, é um dos fatores
responsaveis por influenciar a menor perda de peso corporal e 0 exercicio fisico é
importante fator regulador da sintese e degradacéo protéica (SKIPWORTH et al.,
2007). A via pela qual o exercicio é capaz de alterar a expressao de PIF é
desconhecida. Esse aumento da protedlise se da devido a ativagdo da proteina
quinase (PKC) que é responsavel pela ativacdo da quinase da proteina kB (IKK)
qgue leva a degradacédo de IkB, proteina que inibe NF-kB, que consequentemente
libera as subunidades de NF-kB, responsavel por aumentar a expressdo da via
proteolitica  ubiquitina-proteossoma, aumentando  consequentemente  a
degradacdo protéica (ELEY; TISDALE, 2007). O exercicio de salto foi capaz de
diminuir a expresséo de PIF. A menor expressao de PIF, provavelmente, é um
dos fatores responsaveis por influenciar a menor perda de massa corporal
(SKIPWORTH et al., 2007).
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A pratica de atividades fisicas regulares e habitos alimentares saudaveis
sao elementos significativos na prevencao e controle de alguns tipos de doencas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005). A atividade fisica oferece
protecdo contra a Doenca Arterial Coronariana (DAC), cancer colorretal, cancer de
mama, declinio cognitivo relacionado com a idade e todas as causas de
mortalidade (HOLMES et al., 2005). A atividade fisica pode decrescer o risco para
diferentes canceres, por varios mecanismos, incluindo decréscimo de hormonios
sexuais, horménios metabolicos e inflamatorios, além de melhorar o sistema
imunitario (McTIERNAN, 2008). O exercicio fisico moderado tem sido
constantemente identificado como um elemento central na reabilitacéo para muitas
doencas crbnicas, obtendo éxito na melhoria da qualidade de vida e reduzindo a
mortalidade por todas as causas. Recentes evidéncias sugerem que niveis
moderados de atividade fisica pode mesmo reduzir o risco de morte por cancer de
mama (HOLMES et al., 2005). O Colégio Americano de Medicina do Esporte
recomenda que se realizem no minimo 30 minutos de atividades fisicas, com
intensidade moderada, na maioria dos dias da semana. Para manutencdo de
condicdo saudavel e independéncia fisica, também é necessario que uma pessoa
adulta faca, pelo menos, duas vezes na semana, exercicios fisicos que propiciem
aumento ou manutencdo dos niveis de massa muscular (ACSM, 2007). O
treinamento de forca intenso aumenta a sintese protéica, resultando em aumento
de proteinas contrateis e hipertrofia muscular (KRAEMER et al.,1995). Ja o
treinamento de endurance (aerdbio) resulta em aumento da atividade das enzimas
oxidativas musculares, elevacdo no numero, tamanho, tipo de mitocéndrias,
vascularizacdo e VO, max (HUNTER et al., 1987). Pacientes portadores de cancer
de mama, submetidos a um protocolo de treinamento fisico, que envolvia
exercicios aerébios e exercicios de forca, durante 12 semanas, em paralelo ao
tratamento convencional apresentaram menores niveis de fadiga e ansiedade,
melhoria na condi¢éo aerodbia e forgca muscular, promovendo melhora na qualidade
de vida dos pacientes (MILNE et al., 2007).

A utilizacdo de um protocolo de treinamento que inclui exercicios de salto

contra resistido, seguido de exercicio aerobio, possibilita estimulo ao crescimento



66

muscular, vascularizacdo e ao metabolismo, possibilitando adaptacdes
metabdlicas importantes, relacionadas ao sistema energético e muscular
(ZAMBON et al., 2003).

Aqui, relatamos uma reducéo de cerca de 25%, na massa tumoral em ratos
submetidos ao protocolo de treinamento que envolvia exercicios de natacéo
(predominantemente aerdébio) e exercicios de salto (predominantemente
anaerobio), quando comparados aos ratos sedentarios e sem suplementacdo com
O0leo de figado de tubardo (FIGURA 5). Os animais sedentarios que foram
suplementados, também apresentaram reducdo de aproximadamente 18% na
massa tumoral. Quando se analisa a associacdo do exercicio fisico e
suplementacao com Oleo de figado de tubardo, encontra-se efeito aditivo das duas
intervencdes sobre o crescimento tumoral (FIGURA 5). Além disso, o0 exercicio e a
suplementacado, isoladamente, bem como sua associacdo, foram capazes de
amenizar algumas alterac6es metabolicas do quadro caquético (FIGURA 6, 7, 8 e
9). Estes achados corroboram outros publicados recentemente. Segundo Bacurau
e cols. (2007), o treinamento de alta intensidade, 85 % do VO, max, aumentou o
tempo de vida de ratos portadores de tumor induzido, promovendo a reducao da
massa tumoral e prevenindo os indicadores de caquexia, sugerindo que o
treinamento pode ser uma estratégia viavel contra tumores. Westerlind et
al.,(2003) reportaram retardo no crescimento tumoral em ratos que faziam 30
minutos de natacdo, 5 dias por semana, durante 8 semanas. Em adi¢do, outros
autores também demonstraram que ratos submetidos a um protocolo de exercicio
de salto, durante oito semanas apresentaram diminuicdo da taxa de crescimento
tumoral, preservacdo da massa corporal e atenuacdo de alguns parametros
metabdlicos da sindrome da caquexia (NUNES, 2005; LIMA, 2008). O exercicio
pode influenciar o crescimento tumoral, resultando em regressdo e atraso no
crescimento (ZIELINSK et al., 2004). Além disso, também se apresenta como uma
estratégia que pode ser adotada para combater a quebra de proteinas durante
doencas crbnicas, como o cancer (ZINNA et al., 2003).

Neste trabalho, a presenca do tumor no grupo sedentario (SW) reduziu

significativamente o conteddo de glicogénio hepatico e muscular, quando
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comparado aos demais grupos (FIGURA 6 e 7). Consequéncia da alta atividade
glicolitica presente nas células tumorais (FIGURA 8); contudo, ratos que foram
submetidos a treinamento e suplementacdo, isoladamente, (SWA e EXW), se
mostraram eficazes na preservacdo do conteddo de glicogénio hepatico e
muscular, nos grupos portadores de tumor (FIGURA 6 e 7), quando comparado ao
grupo (SW). Ja a hipoglicemia, consequéncia de maior consumo de glicose pelo
tumor, foi observada nos ratos do grupo (SW). A queda da glicemia deve-se ao
alto consumo de glicose pelo tumor e consequente elevacdo da lactatemia
(FERNANDES et al., 2000). Tanto a suplementacdo quanto o treinamento fisico,
isoladamente, foram capazes de atenuar o quadro hipoglicémico, e a associagcéo
de ambas elevou adicionalmente a glicemia (FIGURA 8). A presenca do exercicio
fisico pode estar relacionada a menor utilizagcdo de glicose pelo tumor, menor
concentracdo de lactato plasmatico e consequentemente conservacdo das
reservas de glicogénio muscular e hepatico (LUCIA et al., 2003).

Tumores solidos tém como caracteristica, pobre provisdo de sangue,
consequentemente isto leva a grande producdo de lactato e alto consumo de
glicose, via anaerobiose, a qual se torna o substrato metabodlico predominante
(FOLADOR et al., 2006). Elevada concentracdo de lactato estava presente no
grupo sedentério portador de tumor (SW), com diminuicao significativa nos grupos
submetidos ao protocolo de exercicio (EXW e EXWA). O exercicio promove
melhora na eficiéncia metabdlica devido a mudancas na caracteristica das fibras
musculares esqueléticas e consequentemente menor producdo de lactato,
diminuindo a fadiga (LUCIA et al., 2003). O lactato produzido é utilizado pelo
figado como precursor para a gliconeogénese, sintetizando glicose, que sera
utilizada tanto pelo tumor quanto pelo hospedeiro (YONES; NOGUCHI, 2000).
Hipertriacilglicerolemia (FIGURA 10) foi encontrada nos ratos sedentarios
portadores de tumor (SW), porém os ratos portadores de tumor suplementados e
exercitados (SWA, EXW, EXWA) apresentaram diminuicdo significativa da
concentracéo plasmética de triacilglicerol.

Estudo realizado por Kryczyk (2008), utilizando o mesmo protocolo de

treinamento, demonstrou que a suplementacdo com 6leo de figado de tubardo e o
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exercicio fisico, isoladamente, foram habeis em atenuar a proliferacao das células
tumorais, ex vivo, e que a associacdo do exercicio fisico com a suplementacéo
Oleo de figado de tubardo diminuiu ainda mais a proliferacdo dessas células. Um
possivel mecanismo para explicar a menor taxa de proliferacdo celular no grupo
sedentario suplementado com 6leo de figado de tubardo foi o aumento da
apoptose em células tumorais decorrente da maior producdo de lipoperéxidos
(KRYCZYK, 2008). Acidos graxos poliinsaturadas sdo mais suscetiveis a
peroxidacao lipidica, particularmente, por possuirem duas ou mais insaturacoes.
Dentre os compostos presentes no 6leo de figado de tubardo encontramos, em
pequenas quantidades, moléculas de acidos graxos poliinsaturados n-3. Tumores
obtidos de ratos portadores do tumor de Walker-256 suplementados com 6leo de
peixe, rico em &acidos graxos n-3 (AG-n-3), apresentaram maior peroxidacao
lipidica do que ratos ndo suplementados (TOGNI et al., 2003; MUND et al., 2007).
Além da presenca de AG n-3 no 6leo de figado de tubardo h& os alquilgliceréis, os
quais sdo encontrados em quantidades bem maiores, que também proporcionam
condicBes para peroxidacéo lipidica.

O odleo de figado de tubardo é constituido de 30 a 50% por alquilglicerdis,
gorduras formadas por uma cadeia hidrocarbonica, saturada ou insaturada, unida
por ligacdo do tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol. A presenca de grupo
metoxi (-OCHgz), no inicio da cadeia alifatica em substituicdo ao hidrogénio,
confere estimulacdo da resposta imunolégica e imunomodulacdo, atividade
antifangica, e em culturas de células demonstraram ter efeitos citotdéxicos sobre
células tumorais e reducdo de metastases (BROHULT et al., 1986). O alquilglicerol
€ incorporado nos fosfolipidios das células e pode ativar um precursor analogo de
éter lipidico dos segundos mensageiros e mediadores. Contudo, estudos ja
demonstraram que o alquilglicerol exerce atividade inibitéria na permeabilidade
endotelial, enquanto o aumento da permeabilidade esta envolvido no processo
angiogénico. Por outro lado, foi observado que a administracdo oral de
alquilglicerol diminui um marcador endotelial denominado fator von Willebrand em
tumor de ratos, sugerindo consequentemente um potencial antiangiogénico deste
éter lipidico (PEDRONO et al., 2004).
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A progressao ou regressao do processo neoplasico é regulada por multiplos
fatores como reacgfes inflamatorias, fatores angiogénicos, citocinas e hormonios
(BRIGATI, 2002). O crescimento tumoral demanda grande quantidade de energia
por parte do hospedeiro (TISDALE, 2005). E por esta razdo, a vascularizacdo em
torno do tumor solido deve ser aumentada para prover nutrientes para seu
crescimento e disseminacdo. Esta nova vascularizacdo é controlada por muitos
fatores angiogénicos, um deles € o Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF). O
bFGF € um fator de crescimento multifuncional que estimula qualquer proliferacao
endotelial, migrac&do ou secrecdo (PEDRONO et al., 2007). As vias de sinalizac¢do
de receptores bFGF envolvem fospolipases C ou D, guiando a producdo de
segundos mensageiros tais como diacilglicerol (DAG), fosfatidilinositol ou &cido
fosfatidico de fosfatidilcolina, ambos conhecidos ativadores da proteina quinase C
(PKC). Portanto, alteracdo na transducéo de sinal relacionado com DAG e acido
fosfatidico afeta o bFGF, induzindo a modificagbes das células endoteliais
(PEDRONO et al., 2007).

O exercicio fisico, em uma intensidade moderada, tem a caracteristica de
promover aumento da liberagcdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10,
podendo entdo, ter efeito direto na intensidade do quadro de caquexia
(PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Uma série de trabalhos recentes tem
documentado que a atividade fisica ou aptiddo fisica estda correlacionada
inversamente com baixos niveis de inflamacdo sistémica. Isto sugere que
mediadores inflamatérios podem agir como marcador do estado de saulde e
estado patolégico e isto parece ainda mais importante na atividade fisica
(BRUUNSGAARD, 2005).
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FIGURA 17: O 6nus inflamatorio na populacédo idosa. Um vasto leque de fatores

contribui para a inflamagé&o sistémica de baixo nivel (BRUUNSGAARD, 2005).

Uma vez que ja tem sido demonstrado que a atividade fisica € capaz de
modificar o cenario metabodlico e consequentemente levar a reducdo do estado
caquético e tumoral, ndo se pode descartar a participacdo do sistema imunolégico
neste cenario, uma vez que o mesmo desempenha importante papel contra a
tumorigénese e que o mesmo também pode ser modulado pelo exercicio fisico
(CHUNG et al., 2005; NIEMAN; PEDERSEN, 1999). Para demonstrar a
participacdo do sistema imunoldgico inato, na reducdo do crescimento tumoral,
investigamos a funcionalidade imunol6gica do macréfago peritoneal. Macrofagos
desempenham papel relevante tanto na imunidade natural quanto na imunidade
adaptativa e fazem parte da primeira linha de defesa do sistema imunoldgico
(COUTINHO, 2004).

O estresse promovido pelo exercicio e a interacdo com o sistema imunitario
proporciona uma excelente oportunidade para se estudar hormesis (do grego
hormésis que significa “por rapidamente em movimento” (PEDERSEN;
HOFFMAN-GOETZ, 2000). O exercicio, na intensidade moderada, pode modificar
positivamente a atividade anticancer de neutréfilos e macréfagos por mecanismos
envolvendo o aumento da expressdo de moléculas de adesédo, a qual pode
contribuir para a diapedese e extravasamento dos neutréfilos para os tecidos
(SMITH et al., 1996) e aumento da capacidade citotéxica (LU et al., 1999).
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Neste estudo, os parametros imunitarios determinados pela producéo de anion
superoxido, peroxido de hidrogénio, atividade fagocitica e pelo volume lisossomal
de macrofagos peritoneais, estavam significativamente elevados em todos os
grupos portadores de tumor (SW, SWA, EXW e EXWA), quando comparados aos
seus respectivos controles (S, SA, EX e EXA; FIGURA 11, 12, 13 e 14). Estes
resultados sugerem que as células do sistema imunitario estavam ativadas e
talvez influenciando negativamente o crescimento tumoral. O aumento da
fagocitose por macrdéfagos e mondcitos tem sido mostrados em outros estudos
envolvendo AG n-3 e com protocolos envolvendo exercicio (CALDER et al., 1990;
CALDER, 1998; NUNES, 2005).

O exercicio pode exercer tanto efeitos positivos quanto negativos sobre a
funcdo imunitaria, além de menor suscetibilidade a doencas (NIEMAN, 1994). A
relacdo entre volume e intensidade de exercicio e suscetibilidade a infeccfes
virais tem sido expresso na curva em forma de “J” (FIGURA 17). Este modelo
sugere que um programa de atividade fisica moderada eleva a funcao imunitaria
para niveis superiores aos encontrados na populacdo sedentaria, entretanto,
exercicios de alta intensidade e prolongado podem prejudicar a funcdo imune
(NIEMAN, 2000).
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FIGURA 18. Relacdo da intensidade do exercicio e susceptibilidade a infeccbes
virais (NIEMAN, 2000).

Em relagdo a resposta imunitaria de linfocitos T, avalia-se a sua capacidade
proliferacdo quando estimulados com con-A. A resposta proliferativa de linfocitos
durante e ap0s a pratica de exercicio fisico € controversa entre os estudos. Para
tal existem varias explicagcbes possiveis como, por exemplo, diferenca de
intensidade, duracéo, nivel de condicionamento fisico e metodologia empregada
para andlise (PEDERSEN; GOETZ; 2000). Estudos em humanos indicam que a
resposta proliferativa dos linfocitos estimulados com con-A declina durante 2 horas
de exercicio moderado, porém se eleva por varias horas apds a atividade fisica
(NIELSEN; PEDERSEN, 1997).

Nossos resultados mostram que a proliferacdo basal e estimulada dos
linfocitos obtidos do linfonodo mesentérico e do timo foram bem diferente.
Inicialmente, temos que o comportamento dos linfécitos obtidos do linfonodo
mesentérico tiveram sua proliferacdo basal estimulada pela suplementacdo com
Oleo de figado de tubardo e com o exercicio fisico, e isto ndo foi alterado quando
foi associado ambos fatores. De fato, isto vai de encontro com os relatos de que
tanto o exercicio fisico quanto alquilglicerol sdo imunoestimuladores (JONES;
DEMARK-WAHNEFRIED, 2006; PEDRONO et al., 2007). Na presenca do tumor
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isto ndo ocorreu basalmente. Mais interessantemente foi 0 comportamento dos
linfécitos destes oOrgdos linféides quando estimulados pelo mitdgeno
concanavalina-A, estimulador da proliferacdo dos linfocitos T. Linfécitos do
linfonodo mesentérico tiveram expressiva proliferacdo tanto nos animais sem
tumor quanto nos com tumor. O mesmo nao foi observado com a mesma potencia
nos linfécitos obtidos do timo. Estes dados nos permitem inferir que ndo se pode
projetar informacdes a partir de experimentos com linfécitos obtidos de 6rgaos
linféides, como se fosse o comportamento de todo o sistema imunitario.
Teleologicamente falando, talvez a resposta menor em determinados linfécitos de
diferentes 06rgdos seja importante para ndo provocar excesso de ativacdo
linfocitaria, o que causaria efeito danoso aos tecidos do organismo devido ao
excesso de citocinas produzidas. Finalmente, estes dados nos permitem também
sugerir que 0 menor crescimento tumoral provavelmente teve a participacdo de
linfécitos, contudo estes ndo foram a principal razdo pela menor caquexia e
crescimento tumoral, portanto estes desempenhariam papel coadjuvante no
processo. NOs defendemos a idéia de que alquilglicerol e/ou outro componente
contido no 6leo de peixe seriam 0s principais responsaveis por tal acdo. O
exercicio fisico continua um enigma de como consegue atingir tal efeito.
Acreditamos que o ambiente neuro-humoral-imunitario induzido pelo exercicio
fisico seja o responsavel pela acdo antitumoral onde varios mediadores participam

no processo de reducéo do crescimento tumoral e estabelecimento da caquexia.
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CONCLUSOES

e A prética de treinamento fisico e a suplementacdo com 0leo de figado
de tubardo, isoladamente, foram capazes de diminuir o tamanho do
tumor e atenuar a instalacdo da sindrome da caquexia.

e A associacdo de ambos os tratamentos demonstraram efeito aditivo,
reduzindo mais a massa tumoral.

e Em individuos ndo portadores de tumor, a pratica de exercicio e a
suplementacdo com Oleo de figado de tubardo demonstraram
capacidade em aumentar a atividade fagocitica e citotoxica de
macrofagos peritoneais.

e A suplementacdo com Oleo de figado de tubardo e o exercicio fisico,
isoladamente, elevaram a proliferacdo basal dos linfocitos. Na presenca
do tumor isto ndo ocorreu basalmente.

e A estimulacdo pelo mitbgeno concanavalina-A promoveu aumento
expressivo na proliferagcdo, tanto nos animais sem tumor quanto nos
com tumor.

e Estes resultados corroboram a hipétese de que o exercicio fisico e a
suplementacdo com Oleo de figado de tubardo possuem papéis
importantes no auxilio do tratamento de individuos portadores de tumor,
modulando a atividade do sistema imunitario e promovendo melhorias

no quadro metabdlico geral do individuo.
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