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RESUMO

A prética regular de atividade fisica tem sido relacionada a melhora dos
parametros ligados a saude bem como ao auxilio no tratamento e prevencao de
varias doencgas, entre elas o diabetes, doengas cardiovasculares e mais
recentemente, o cancer. Contudo, os efeitos do treinamento de for¢ca, em individuos
com céancer, ainda nao foram bem estudados. Cerca de 20-70% dos pacientes com
cancer desenvolvem a sindrome da caquexia, a qual é caracterizada por alteragbes
no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas e ainda, estad relacionada a
perda de massa muscular esquelética e adiposa, sintomas estes ligados a
prognodsticos desfavoraveis. Além disso, esta sindrome promove disfungdes no eixo
neuroimunoenddcrino. O efeito da suplementagdo com o metabdlito da leucina B-
hidroxi-B-metiloutirato (HMB), 76 mg/kg/dia via gavagem, aliada ao treinamento
resistido foi investigado em ratos Wistar portadores do tumor de Walker 256.
Cinquenta e seis ratos foram divididos em 8 grupos: Sedentario (S), Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario
portador de tumor suplementado com HMB (SHW), Exercitado (EX), Exercitado
portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado (EXH) e Exercitado portador de
tumor suplementado com HMB (EXHW). O treinamento consistiu na realiza¢ao de 10
séries de saltos (com sobrecarga relativa a 50% do peso corporal acoplada ao
tronco) por dia, com duragdo de 30 segundos cada e intervalos de 1 minuto entre as
séries, 4 vezes por semana durante 8 semanas. Apés 6 semanas treinamento foi
injetado 1 mL de suspensao de células do tumor de Walker 256 (3x10” células) nos
individuos dos grupos com tumor. A ortotanasia foi realizada 15 dias apds a
inoculagao, seguida de coleta de sangue e amostras de varios tecidos. O grupo SW
apresentou hipoglicemia (72 + 6,70 mg/dL), hiperlaticidemia (1,50 £ 0,13 mmol/L),
conteudo de glicogénio hepatico (67,83 + 3,49 umol/g de tecido) e muscular
(gastrocnémio - 10,09 + 1,03 umol/g de tecido; séleo — 16,53 £ 1,20 umol/g de
tecido) reduzido, entre outros. Nos grupos SHW, EXW e EXHW néo houve
modificacdes nesses parametros quando comparados aos do grupo S, com excecao
das concentrag6es de colesterol total e lipoproteinas do tipo HDL, LDL e VLDL. Em
adicao, foi observado reducgao significativa do crescimento tumoral nos grupos SHW,
EXW e EXWH (peso médio do tumor = 10g) quando comparado ao do grupo SW
(16,8 + 1,35g). A capacidade fagocitica e citotoxica de macrofagos peritoneais e
células polimorfonucleares sanguineas (PMN) estava aumentada nos grupos com
tumor assim como nos ratos dos grupos SH, EX e EXH. Este efeito sobre o sistema
imunitario (SI) pode ser responsavel pela diminuigdo do crescimento tumoral nos
grupos SHW,EXW e EXHW. Contudo, nos grupos suplementados portadores de
tumor (SHW e EXHW) pode ter havido efeito direto do HMB sobre o
desenvolvimento tumoral. A pratica de exercicio de forca, utilizando o modelo de
treinamento de saltos em piscina, e a suplementacdo de HMB foram eficazes em
induzir a reducdo da taxa de crescimento tumoral e o aparecimento dos sintomas da
caquexia, quando realizados em associacao ou de forma isolada. Os mecanismos
que desencadearam estes efeitos podem estar relacionados as modificacdes
funcionais no Sl provindas da préatica do exercicio ou suplementacdo, e/ou ainda,
pela acao direta do HMB sobre as células do tumor de Walker 256.



ABSTRACT

Cachexia is a disturbance acompanying various pathophysiologycal conditions, such
as sepse, AIDS, diabetes and cancer. It is a syndrome characterized by changes in
the carbohydrate, fat and protein metabolism modulated by neuroimmunoendrocrine
axis, leading to progressive body weight loss as a result of fat and lean body mass
depletion. Progressive body weight loss is linked to anti-cancer therapy inefficacy and
poor prognosis. Regular exercise has been widely believed to have a protective and
therapeutic aid in the treatment of some diseases such as cancer. Among exercise
types the resistance exercise effects on cachexia development and tumor growth are
poorly known. This study aimed to investigate the effects of resistance training and
supplementation of leucine metabolite B-hydroxy-B-methylbutyrate (HMB)(76
mg/kg/day) on tumor growth, cachexia and immunitary parameters in Walker 256
tumor-bearing rats. The animals were divided into 8 groups: sedentary (S), sedentary
tumor-bearing (SW), sedentary supplemented (SH), sedentary tumor-bearing
supplemented (SHW), exercised (EX), exercised tumor-bearing (EXW), exercised
supplemented (EXH) and exercised tumor-bearing supplemented (EXHW). Training
section consisted of 10 bouts, 30 seconds each with 50% body-weight load attached
to the back followed by 1 minute of resting, 4 times a week during 8 weeks. A
suspension of Walker 256 tumor cells (1mL of 3 x 10” 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, tissue and cells were harvested. The SW group
showed hipoglicemia (72 + 6,70 mg/dL), hiperlacticidemia (1,50 + 0,13 mmol/L), with
reduced hepatic (67,83 * 3,49 umol/g of tissue) and muscular (gastrocnemium - 10,09
+ 1,03 umol/g of tissue; soleus — 16,53 £ 1,20 umol/g of tissue) glycogen content
characterizing a cachetic state. There were no modifications in these parameters for
SHW, EXW and EXHW groups when compared to S group, except in lipidemic
parameters. Also, there was a expressive reduction of the tumor growth in the SHW,
EXW and EXWH (mean tumor weight = 10g) vs 16,8 + 1,35g in SW group. Phagocytic
and cytotoxic capacity of peritoneal macrophages and polymorphonuclear blood cells
(BPMN) increased in the tumor-bearing groups as well as in the SH, EH and EXH.
These effects on immune system (Sl) might be responsible for tumor growth reduction
observed in SHW, EXW and EXHW groups. In the supplemented tumor-bearing
groups (SHW and EXHW) we also observed tumor reduction which we hypothetise a
possible direct effect of HMB in tumor tissue. In summary, our results show that in the
resistance exercise model used, swimming pool jump based, and the HMB
supplementation were able to reduce tumor growth rate and cachexia development,
either together or sole. The mechanisms responsible for these results could be related
to functional SI modifications provided by exercise activity or supplementation, and/or
HMB direct action in Walker 256 tumor cells.
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1 — INTRODUCAO

Pacientes com cancer podem desenvolver fadiga, nduseas, depressao, atrofia
muscular, diminuicdo da capacidade aerdbia, diminuicdo da forca e flexibilidade, e
perda de massa muscular. Estes sdo fatores que levam a um grande decréscimo da
qualidade de vida (COURNEYA; FRIEDENREICH, 1997).

A caquexia € o termo utilizado para denominar o estado cadtico, do portador
de tumor, caracterizado por um conjunto de aspectos e sintomas presentes em até
dois tercos de individuos que morrem de cancer (ARGILES et. al., 1999). A
debilidade e perda de peso muito acentuada estéo correlacionadas com a redugao da
eficacia das terapias anticancer (TISDALE, 2000). Em adicdo, a perda muscular
avancada pode comprometer as funcdes cardiacas e respiratérias (ARGILES et al.,
1999; TISDALE, 2000). Por estas razdes, intervengdes que preservem a massa
muscular tém implicagdes clinicas importantes em relacdo a melhora do progndstico
e qualidade de vida dos pacientes caquéticos (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a).

Os mecanismos especificos que induzem a perda de tecido muscular pelo
cancer, nao sao totalmente conhecidos, contudo evidéncias recentes sugerem que a
liberacao de varias citocinas pro-inflamatérias e ativacao de vias proteoliticas, dentro
das células musculares, participam deste processo (ARGILES; LOPES-SORIANO,
1999; TISDALE, 2000). A ativacao destes fatores leva a alteragdes no metabolismo
protéico muscular, acarretando em aumento da degradacédo e diminuicao da sintese
protéica, resultando em balango nitrogenado negativo (AL-MAJID; McCARTHY,
2001a).

Intervencbes como suporte nutricional, com calorias em excesso, e
estimuladores de apetite, tém demonstrado pouca influéncia sobre a perda de tecido
muscular em individuos com caquexia, levando, principalmente, ao aumento do
acumulo de agua e da gordura corporal (EVANS et al., 1985).

Estudos mostram que pacientes que se exercitam como parte de seu
tratamento e reabilitagdo, podem melhorar a capacidade aerdbia, velocidade e
distancia de caminhada, forca muscular, composicdo corporal, reduzir a nausea e
fadiga, auxiliando no bem estar do individuo (DIMEO et al., 1997; DIMEO et al., 1998;
SCHWARTZ et al.,, 2001; BURNHAM; WILCOX, 2002). Seguindo esta linha,
pesquisas recentes demonstraram que o treinamento de forgca pode ter efeitos
positivos sobre varios fatores de risco que estdo associados a doengas como: cancer,
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diabetes e doencas cardiacas (COSTA ROSA, 2004). Entre estes efeitos estdo as
diminuicbes da gordura corporal, da pressdo média sanguinea, do tempo de
transicdo do alimento pelo trato gastrintestinal e aumento da sensibilidade a insulina
(WINETT; CARPINELLI, 2001). E sabido que o exercicio de forca tem capacidade de
aumentar a massa muscular em individuos sadios, tanto em humanos (JURIMAE et.
al., 1996; POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001; ROBERGS;
ROBERTS, 2002), quanto em animais (TAMAKI; SHUICHI; NAKANO, 1992). Além
destas observacdes, o treinamento de forca também contribui para a diminuicdo da
perda de tecido muscular que se manifesta na idade avangada (YARASHESKI et. al.,
1999; GREIWE et. al., 2001), na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (WAGNER;
RABKIN; RABKIN, 1998; SATTER et al.,1999), na atrofia por desuso (LINDERMAN et
al., 1994; FERRANDO et al., 1997) e possivelmente no cancer (AL-MAJID;
McCARTHY, 2001a). Esse tipo de exercicio é definido pela execugcdo de multiplas,
porém poucas, contracdes musculares, estaticas ou dindmicas, proferidas contra uma
alta resisténcia ou sobrecarga (EVANS; ROUBENOFF; SHEVTZ, 1998).

Na dltima década varias substancias vém sendo utilizadas por atletas e
praticantes de atividade fisica com o intuito de aumento de massa muscular
esquelética (NISSEN; SHARP, 2002). Dentre essas, uma substancia denominada $-
hidroxi-p-metilbutirato (HMB) vem ganhando grande atencdo por parte da
comunidade cientifica e leiga, por promover ganho de massa muscular, diminuir a
gordura corporal e melhorar alguns parametros da resposta imunitaria (NISSEN;
ABUMRAD, 1997). No entanto, existe pouca informagdo sobre a agdo deste
composto sobre o metabolismo e fungédo dos diferentes tipos celulares e menos ainda
sobre o efeito da suplementacdo de HMB em situagbes patolégicas como o cancer.

1.1 — Cancer

O cancer esta relacionado com disturbios das regras fundamentais do
comportamento celular nos organismos multicelulares. Células cancerosas podem
reproduzir-se em detrimento das normais e em alguns casos invadir e colonizar
tecidos, normalmente, reservados para outras células (ALBERTS et. al., 2000).
Acredita-se que, o céancer possa ser produto de varias mutacées somaéticas
acumuladas numa unica célula, produzindo mudancas em seu padrdo de expressao
génica ou diretamente na seqiéncia de DNA, onde ambas as causas levam a célula
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ao descontrole do ciclo celular. A progénie de apenas uma célula mutada herda as
mutacdes e origina um tumor com capacidade ilimitada de crescimento. As mutacdes
que produzem células cancerosas afetam duas grandes classes de genes: 12) genes
de proliferagdo, conhecidos como proto-oncogenes, que codificam proteinas que
normalmente auxiliam na divisdo celular; 22) genes anti-proliferagdo, conhecidos
como genes supressores tumorais, que codificam proteinas que normalmente
auxiliam na inibicdo da divisao celular. A mutacdo em um proto-oncogene provoca a
superexpressao ou hiper-atividade da proteina por ele codificada, resultando em
multiplicagéo celular excessiva; o gene mutante é entao classificado como oncogene.
Proliferagéo celular excessiva também sera o resultado de mutagdes que inativem
um gene supressor tumoral, por liberar a célula de restricbes normais da
multiplicagdo celular. Em uma célula dipléide normal existem duas cépias de cada
gene supressor tumoral e ambas devem ser inativadas para que haja perda do
controle da proliferacdo, pois uma Unica copia € geralmente suficiente para a
regulagdo normal do ciclo celular. Ao contrario, apenas uma cépia de um proto-
oncogene precisa ser mutada em um oncogene para que ocorra efeito semelhante
(ALBERTS et al., 2000).

Alguns tumores podem competir com o hospedeiro por nutrientes, provocando
diferentes manifestagdes clinicas, as mais comuns séo: astenia, anorexia, perda de
peso, saciedade prematura e anemia (THEOLOGIDES, 1979). Assim, o
desenvolvimento tumoral pode induzir a debilidade do organismo hospedeiro,
denominada sindrome da caquexia (THEOLOGIDES, 1979; MacDONALD et al.,
2003).

1.2 — Caquexia

Pacientes com céancer podem apresentar uma sindrome denominada
caquexia. Esta tem grau de incidéncia de 20% a 70%, dependendo do tipo de tumor
existente. (ARGILES et al., 1999). A caquexia caracteriza-se por estado debilitante
onde ocorre perda involuntaria de peso, desencadeada por desbalanco metabdlico
no individuo portador de tumor (TISDALE, 1997; ARGILES et al., 1999). No geral,
individuos com tumores sélidos apresentam caquexia com maior freqiiéncia, sendo
mais comum em individuos muito jovens ou velhos, tornando-se mais pronunciada
com o progredir da doenca (BRUERA, 1997).
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Dentre as alteragcdes metabdlicas estdo o catabolismo intenso dos depdsitos
de carboidratos, lipidios e proteinas. Anormalidades no metabolismo de carboidratos
em pacientes portadores de tumores incluem relativa intolerancia a glicose,
resisténcia periférica a insulina, gliconeogénese hepatica aumentada e elevada
atividade do ciclo de Cori (HOLROYDE; REICHARDT, 1981). Um dos fatores
relacionados a estes desequilibrios € a observacado de altas taxas de consumo de
glicose, pela via anaerébia, apresentada pela maioria dos tumores (ARGILES et al.,
1997). Desta maneira, € comum observar alta lactacidemia em portadores de tumor
(HEBER; BYERLY; CHLEBOWSKI, 1985; WATERHOUSE, 1974). O lactato é entédo
convertido em glicose no figado do hospedeiro na tentativa de manutencéo do nivel
sérico deste substrato. Assim, o tumor torna-se o maior consumidor de glicose,
enquanto o portador é estimulado a fabrica-la. Este mecanismo conhecido como ciclo
de Cori, encontra-se aumentado e pode representar um prejuizo energético de 300
Kcal/dia para o portador de tumor (EDEN, 1984).

Observa-se, na sindrome da caquexia induzida pelo tumor, intenso
catabolismo protéico dos musculos esqueléticos, os quais detém praticamente a
metade da massa protéica corpérea (TISDALE, 1997; MAY et al, 2002).
Fisiologicamente, durante o jejum, aminoacidos s&o mobilizados do musculo
esquelético para o figado, sendo substratos para a gliconeogénese. A redugcao muito
prolongada da ingestdo alimentar leva a diminuicdo da degradacdo das proteinas
musculares, evitando desequilibrio de nitrogénio e deplegdo muscular. Esse
mecanismo de conservagao de nitrogénio esta ausente em individuos portadores de
cancer que desenvolvem caquexia, produzindo balango negativo de nitrogénio, cujos
fatores responsaveis ndo sao completamente conhecidos (ARGILES et al. 1997).

A reducdo dos estoques de lipidios e a hiperlipidemia, observadas em
pacientes portadores de tumor, podem ser resultados do aumento da atividade
lipolitica, liberando glicerol para a gliconeogénese hepatica e acidos graxos para
serem utilizados como substrato alternativo a glicose pelos tecidos periféricos
(THOMPSON et al., 1981). A diminuicdo da atividade da lipase lipoproteica (LPL)
acarreta em hipertriacilgliceridemia e compromete a absorcao de lipideos pelos
tecidos adiposo e muscular (THOMPSON et al., 1981; NOGUCHI et al., 1996). A
menor atividade das enzimas-chave da lipogénese, como a acetil-CoA carboxilase,
observada em individuos portadores de tumor (TORTI et al., 1985), leva a
impossibilidade de sintetizar acido graxo, “de novo”.
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Portanto, o intenso quadro catabdlico que se instala no individuo portador de
tumor, debilitando-o e reduzindo suas perspectivas de recuperagdo, ndo € causado
apenas por ma nutricdo, mas também pelas alteracbes no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos que ocorrem devido ao aumento da demanda
energética gerada pela presenca do tumor. Isto € conseguido pela ativacdo do
mecanismo hepatico compensatério (gliconeogénese) para manutencao plasmatica
de substratos energéticos para o hospedeiro, os quais sdo captados pelo tecido
tumoral. Participam também no desenvolvimento deste quadro a hipoinsulinemia,
aumento da concentracdo de citocinas e dos hormdnios contrarreguladores: cortisol,
glucagon e catecolaminas (ARGILES et al, 1997; FERNANDES et al. 1991;
FERNANDES et al. 1990). Assim, o combate aos efeitos danosos da caquexia
induzida pelo tumor requer terapia alternativa, antagonizando essas alteracoes
metabdlicas (TISDALE, 1997).

1.3 — Anorexia

Pacientes com cancer freqliientemente apresentam decréscimo nas sensagoes
de paladar e olfato, o que leva ao aumento no limiar da sensag¢ao para o doce e
diminuicdo no limiar para o amargo (DE WYS; WALKERS, 1975). Estas
caracteristicas vém acompanhadas pela diminuicdo da sensacao de fome, saciedade
prematura e consequentemente diminuicdo da ingestdo alimentar. Todos estes
sintomas reunidos caracterizam o estado denominado anorexia (MOLEY, 2001;
TISDALE, 2001).

Individuos com cancer podem, freqlentemente, sofrer obstrugcdes do trato
gastrintestinal, apresentam dor, depressao, constipagcao, debilidade, ma-absor¢ao ou
os efeitos do tratamento com opiddes, radioterapia ou quimioterapia, 0os quais podem
diminuir a ingestdo alimentar. No entanto, existe grande niumero de pacientes com
cancer avangado, nos quais nao existe causa clinica ébvia para a diminuicdo da
ingestao alimentar e nestes individuos acredita-se que alguns aspectos da interagao
tumor-hospedeiro devam ser levados em consideracao (BARBER, 1999). A anorexia,
em animais portadores de tumor, pode ser causada por disfuncdo no sistema
adenilato ciclase nas membranas das células hipotalamicas (CHANCE et al., 1995),
pois a injecdo intra hipotalamica de neuropeptideo-Y, potente estimulador da
sensacao de fome (KING; WILLIAMS, 1998), ndo estimula muito a ingestao
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alimentar, nestes animais, quando comparados aos controles sem tumor (CHANCE
et. al., 1996). Esta observagéo sugere que o sistema de sinalizagdo pds-sinaptica via
neuroptideo-Y estd alterado em ratos portadores de tumor. Somado a isto, a
quantidade ou a liberagdo de neuropeptideo-Y, pelos ndcleos paraventriculares e
hipotalamo, também esta diminuida nestes animais (CHANCE et. al., 1994).

Segundo DUNLOP; CAMPBELL (2000), citocinas tais como fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) podem estar envolvidas
na anorexia, pois interagem com os centros controladores da fome no hipotalamo,
estimulando a liberacdo de substancias supressoras de apetite € diminuindo a
liberagédo de estimuladores, como o neuropetideo-Y. A infusdo de IL-1, em ratos sem
tumor, causa mudancgas na ingestdo alimentar, no nimero de refeicdes e tamanho
das refeigdes similares aquelas observadas na anorexia causada pelo céancer
(LAVIANO et al., 1996). Em ratos, a inibicdo da produgdo da prostaglandina-E2
(PGE2) pela administracao de ibuprofeno, blogueia totalmente o efeito anoréxico da
IL-1 (HELLERSTEIN et al., 1989).

Muitas evidéncias sugerem que a anorexia seja contribuidora para a perda de
tecido muscular esquelético, mas outras alteragcbes como no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas parecem ter participacdo muito maior (TISDALE,
2001).

1.4 - Sistema imunitario

O sistema imunitario atua na protecdo do individuo contra infecgdes.
Funcionalmente esse sistema esta dividido em sistema inato e adaptativo. As células
que constituem o sistema imunitario se originam na medula 6ssea e sao
denominadas, genericamente, de leucocitos. Estes podem ser divididos em duas
categorias: os fagécitos (granuldcitos — neutréfilos, baséfilos, eosinéfilos — mondcitos
e macrofagos) e os linfécitos. A comunicagao entre o sistema inato e adaptativo
pode ocorrer pelo contato direto célula-célula e/ou pela liberacdo de mensageiros
quimicos (JANEWAY et al., 2000; CALDER, 2001).

1.4.1 - Caracteristicas gerais dos fagocitos (Macréfagos e Neutrofilos)

1.4.1.1 - Macréfagos
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Os macréfagos estdo extensamente distribuidos pelo corpo, mostrando
grande variedade estrutural e heterogeneidade funcional. As células precursoras dos
macréfagos originam-se na medula éssea, onde, mais tarde, se transformardo em
monaocitos no sangue periférico. Os macréfagos caracterizam-se por serem células
grande, com forma irregular, medindo entre 10—-80 um de didmetro, nucleo irregular
e excentricamente posicionado, com 1 ou 2 nucléolos e cromatina dispersa.
Apresentam complexo de Golgi bem desenvolvido, em posi¢édo justanuclear, nimero
variavel de vesiculas de endocitose e grande nimero de mitocondrias. A superficie
apresenta-se irregular, com microvilos e o citoesqueleto bem desenvolvido,
rodeando o nucleo e estendendo-se até a periferia da célula (CALDER, 1998;
JANEWAY et al.,, 2000). Os macréfagos expressam grande quantidade de
receptores de superficie, envolvidos nas interacdes desta célula com o ambiente e
com o controle da sua atividade (crescimento, diferenciagdo, ativacao,
reconhecimento, endocitose e secre¢ao). O pro-mondcito ao dividir-se d& origem aos
mondcitos, que permanecem na medula éssea por aproximadamente 24 h, migrando
posteriormente para a corrente sangiinea, na forma de mondcitos circulantes, os
quais permanecem na circulacdo por cerca de 70 h em humanos. Uma vez na
circulacdo, o mondcito migra para diferentes érgaos e cavidades do organismo
(passando a denominar-se macréfago), tais como: figado (células de Kiipffer),
pulmdo (macréfago alveolar), tecido conectivo (histidcitos), baco (macrofagos da
polpa vermelha), linfonodos, timo, osso (osteoclasto), trato gastrintestinal, sistema
nervoso central (micréglia), cavidade pleural, cavidade peritoneal e medula 6ssea
(CALDER, 1998).

O macréfago desempenha papel importante no controle do desenvolvimento
tumoral e passou a ser estudado a partir de observagdes de células infiltrantes em
massas sélidas. Na vigéncia de tumores, o macrofago pode exercer seu papel
tumoricida de trés maneiras:

a) Pela inibicAo da divisdo celular, através da liberacdo de diferentes

mediadores (mecanismo independente de contato celular);
b) De maneira mediada, dependente de contato, envolvendo a produgéo de
TNF e espécies reativas do oxigénio (ROS), como radical superéxido e
peréxido de hidrogénio (KLIMP et al., 2002);

c) Através de mecanismos de citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (TASHIRO, 1998).
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A atividade do macréfago infiltrado na massa tumoral pode ser regulada por
substancias liberadas pelo tumor, capazes de reprimir a resposta desta célula.
Outros estudos demonstram efeito facilitador do macréfago no desenvolvimento de
certos tumores sdlidos, através da liberacdo de fatores que favorecem a
angiogénese, permitindo melhor aporte de nutrientes e oxigénio para o tecido
tumoral (YOUNG et al., 1998; KLIMP et al., 2002). Os macr6fagos sdo capazes de
promover a angiogénese pela: a) secre¢ao de enzimas proteoliticas que degradam a
matriz extracelular, principalmente metaloproteases de matriz tipo 2 e 9 (MMP-2 e
MMP-9) (HILDEBRAND et al., 1998); b) pela secrecao de fatores de crescimento tais
como: fator transformante de crescimento-f, (TGF-B Transforming growth factor),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF — Platelet-derived growth factor),
fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF — Vascular endothelial growth
factor) e TNF-a (LEEK et al. 1996). Contudo, os macréfagos associados aos tumores
também liberam substancias como: interferons, angiostatina, fator plaquetario 4 e
trombospondina, que inibem a angiogénese por inibir a proliferagdo de células
endoteliais (SUNDERKOTTER, 1994).

1.4.1.2 - Neutroéfilos

Os neutrdfilos constituem 60% dos leucdcitos circulantes. Sédo os elementos
mais numerosos e importantes da resposta inata, abundantes no sangue, mas
ausente nos tecidos normais; sdo células de vida curta, sobrevivendo durante
poucas horas apds deixarem a medula 6ssea. Essas células possuem o nucleo
lobulado, cromatina densa, sendo por isso também chamados de leucécitos
polimorfonucleares, possuem de 9 a 12 um de diametro (CURI et al., 1998). A
resposta imunitaria inata produz uma variedade de fatores que s&o quimiotaxicos
para os neutréfilos, fazendo com que eles emigrem rapidamente do sangue para
penetrarem nos locais de infecgdo, onde constituem as células fagociticas mais
precocemente recrutadas. Uma vez no local inflamado sdo capazes de eliminar
muitos patdgenos, restos de tecidos, por meio da fagocitose, liberacado de espécies
reativas do oxigénio e do nitrogénio (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Este
fendmeno esta associado com o aumento, transitério, do consumo de oxigénio pelos
neutréfilos, sendo chamado de “burst” respiratério. Uma das principais enzimas
envolvidas neste processo é a NADPH oxidase, a qual pode ser ativada pelo acido
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araquidénico (AA). Em casos de infeccdo, a resposta inflamatéria também envolve
linfocitos, que efetuam resposta imunitaria adaptativa, a qual é ativada via vasos
linfaticos. A ativacao dos linfécitos depende de forma crucial das interagdes com as
células fagociticas (JANEWAY et al., 2000).

1.4.2 - Citocinas

As citocinas sdo um grande grupo de glicoproteinas e peptideos de baixo peso
molecular que medeiam interacdes diretas entre células e regulam funcdes celulares
e teciduais. As citocinas tém grande participacao no desenvolvimento embrionario, no
crescimento e maturacao celular, em processos de cura e reparo, ha modulagédo da
resposta imunitaria de fase aguda e na formacao de novos vasos sanguineos. Varios
tipos celulares sdo capazes de liberar citocinas pelas vias secretoras, sendo que
muitas citocinas sao liberadas tanto na forma ativa como na forma de precursores
inativos que requerem ativacao; algumas se ligam a matriz extracelular (DUNLOP;
CAMPBELL, 2000).

O sistema imunitario utiliza as citocinas para modular a resposta imunitaria
(REID; LI, 2001). Desta maneira a producao e liberagdo de citocinas € estritamente
regulada, onde complexos feedbacks contra-regulatérios envolvendo outras citocinas
sdo disparados, os quais tém a funcdo de propiciar o retorno ao estado de
homeostase. A expressado descontrolada de citocinas pode ocorrer em células que
passaram por processos de transformacdo tornando-se malignas (DUNLOP;
CAMPBELL, 2000).

As citocinas interagem com as ceélulas via receptores de alta afinidade,
geralmente glicoproteinas, que estdo localizadas na membrana celular ligadas a
segundos mensageiros que podem acionar varias vias. As interagdes das citocinas
podem ser: (1) intracrina — a citocina e o receptor estdo no interior da célula; (2)
autdcrina — a citocina produzida pela célula age em receptor de membrana da prépria
célula que a produziu; (3) paracrina — a citocina de um tipo celular interage com
receptores de outros tipos celulares adjacentes. Isto pode envolver contato célula-
célula, por citocinas ligadas a superficie da membrana. Formas soluveis irdo difundir-
se localmente para alcangar outras células. Se quantidades suficientes de citocinas
sdo produzidas, elas podem ter efeito sistémico. Os efeitos de qualquer citocina
freqlientemente podem variar de acordo com sua concentracdo, com a presencga de



19

outras citocinas, com o estado de desenvolvimento das células ou tecido alvo e do
ambiente extracelular. Esta complexidade implica em analise cautelosa de estudos in
vitro € in vivo (DUNLOP; CAMPBELL, 2000)

O exercicio é capaz de alterar a funcdo imunitaria de individuos saudaveis,
resposta esta que pode estar ligada a alteragées nas concentracées de algumas
citocinas (PEDERSEN et al., 2000; COLBERT et al. 2001; SUGIURA et al. 2002).
Processos inflamatérios crénicos como: cancer e artrite, freqlientemente levam a alto
grau de catabolismo muscular e perda funcional, conseqiéncias atribuidas a acao
das citocinas circulantes. Mecanismos similares vém sendo sugeridos na causa da
caquexia e fraqueza observada em doencas sistémicas como AIDS e sepsis (REID;
LI, 2001).

1.5 - Quebra acentuada de proteinas e perda de tecido muscular

Em individuo sadio, existem mecanismos que regulam a quebra de proteinas
musculares, no sentido de poupar os estoques de nitrogénio e preservar o tecido
muscular, para que ndo exista perda funcional (BARACOS, 2001; TISDALE, 2001).
Entre estes mecanismos estédo: a diminuigdo do gasto energético basal e 0 aumento
da oxidagao de lipidios para obtengdo de energia. Portadores de tumor, geralmente,
nao apresentam estas adaptagdes e continuam a utilizar suas proteinas musculares
como fonte de aminoacidos para a gliconeogénese hepatica em taxas elevadas
(ARGILES et. al., 1997), como mencionado anteriormente.

Sao trés as vias responsaveis pelo catabolismo das proteinas no musculo
esquelético: o sistema lisossomal, o qual é responsavel predominantemente pela
quebra de proteinas extra celulares, como os receptores de membrana (LECKER et.
al. 1999); o sistema citosélico ativado pelo célcio independente de ATP, o qual pode
representar papel importante na destruicao tecidual, necrose e autélise (GOLL et. al.,
1992); e o sistema ubiquitina-ATP dependente, o qual se acredita ser o responsavel
pela quebra do conjunto de proteinas intracelulares no musculo esquelético
(LECKER et al. 1999). Estudos, de LORITE et. al. (1998), mostraram que o sistema
proteossoma ubiquitina-ATP dependente € responsavel pela perda de musculo
esquelético em camundongos caquéticos. Neste sistema, proteinas sdo marcadas
para degradacao pela ligacdo com a ubiquitina, o que requer a atividade de trés
enzimas. A proteina poliubiquitinada é entdo degradada em um complexo formado
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por multisubunidades, o proteossoma 26S, estrutura em forma de tubo constituido
por quatro anéis, duas a nas extremidades e duas B na regido central. O
proteossoma libera pequenos oligopeptideos contendo de seis a nove residuos de
aminoacidos que sao rapidamente degradados a aminoacidos pelas peptidases
citosolicas (TISDALE, 2000). Na FIGURA 1 esta representado esquematicamente o
funcionamento do sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente.
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FIGURA 1 — Sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente

Quando a protedlise, por intermédio do sistema ubiquitina-proteossoma, esta
acelerada no musculo, geralmente ha aumento paralelo da producdo de mRNAs das
enzimas desta via (LECKER et al., 1999). Inibindo a expressdo de uma unica
subunidade do proteossoma, 0 numero de proteossomas fica diminuido, bem como a
atividade proteolitica e a degradacéo protéica (GRUNE et al. 1998). Citocinas como
TNF-a, IL-1 e IFN-y podem induzir a expressdo do mRNA da ubiquitina em musculo
esquelético de ratos (LLOVERA et al. 1998a; LLOVERA et al. 1998b). Além disso, o
TNF-a quando administrado em conjunto com o interferon-y (IFN-y), ativa a
transcricao do fator denominado NF-kB (TISDALE, 2000). O NF-kB inibe a expressao
de outro fator o MyoD, o qual é essencial para a diferenciacdo das células
musculares esqueléticas, para o reparo de tecidos danificados e também pode ser
muito importante para a recuperacdao da musculatura debilitada (MEGENEY et al.
1996). A FIGURA 2 ilustra resumidamente estas interagdes.



21

FIF _ THF-co « IFN-y

EPA T Tmal
o .
. T MF-xB

Sl

Y =
- %ﬂncéid\
- MyoD
[

F a [ po ’HF_._-—_‘_\

Peptideos 265 protensoma proteina-Ub Aming B
&cido Proteina
LF‘rnteases T

Amino cidos Proteina

15-HETE
e g
'?’.;HH
4

Dano muscular

FIGURA 2 - Regulagao do sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente por
citocinas e fatores de transcrigdo (TISDALE, 2000).

Um fator que induz a protedlise muscular (PIF) foi isolado de individuos
portadores do MAC-16, adenocarcinoma de roedores (TODOROV et. al. 1996). O
mesmo PIF, produzido por este tumor, também foi encontrado na urina de pacientes
com carcinoma de pancreas, figado, reto, célon, mama, pulmao e ovario. Todos estes
pacientes apresentavam perda de peso maior ou igual a 1 kg por més (TODOROV;
FIELD; TISDALE, 1999). Fatores tumorais como o PIF, aumentam a produgao das
subunidades do proteossoma 26S por aumentarem a expressao de um intermediario
denominado acido 15-hidroxieicosatetraendico (15-HETE) (TISDALE, 2000), agao
que pode ser reprimida pela administracdo de A&cido eicosapentaendico (EPA)
(WHITEHOUSE et. al., 2001).

A fadiga generalizada é componente que pode ser visto como contribuidor,
mas também como consequiéncia da perda de tecido muscular. Atrofia muscular leva
a astenia e fraqueza. Isto faz com que os individuos afetados apresentem baixo nivel
de atividade fisica. A inatividade muscular leva a maior descondicionamento muscular
e atrofia por desuso, o que pode agravar a sensacao de fadiga em pacientes com
cancer (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a).

1.6 - Sintese protéica diminuida

DWORZAK et al. (1998) e TISDALE (2001) advogam que a perda de tecido
muscular em individuos caquéticos ndo esta associada somente ao elevado indice de



22

catabolismo protéico. Estes mesmos autores propdem a existéncia de diminuigdo da
taxa de sintese protéica no tecido muscular esquelético. Trabalhos como o de
GUTTRIDGE et al. (2000) corroboram esta idéia, pois demonstraram que o TNF-a é
potente ativador do NF-kB, o qual inibe a expressao de MyoD, que estimula o reparo
celular e conseqientemente, a sintese protéica.

Alguns individuos portadores de tumor podem apresentar resisténcia periférica
a insulina (TAYEK, 1992), ou ainda diminuicdo da producdo de insulina. lIsto
geralmente vem acompanhado de aumento dos horménios contra-reguladores
catabolicos como: catecolaminas, cortisol e glucagon (COSTELLI et al. 1999;
BARACOS, 2001). Essa é uma situacdo que pode alterar o estado energético do
musculo, e, segundo KIMBALL; FARREL; JEFFERSON (2002), concentragbes
reduzidas de ATP e creatina-fosfato podem diminuir a sintese protéica. A diminuicao
da atividade da enzima lipase-lipoprotéica (LPL), encontrada em individuos com
cancer, pode contribuir para diminuicao dos estoques energéticos musculares. Sem a
atividade da LPL, a quebra dos lipidios plasméticos fica prejudicada e desta maneira,
o tecido muscular ndo consegue captar esse substrato, que poderia ser utilizado para
producéo de energia (VLASSARA et. al., 1986). ARGILES et al. (1997) relataram que
o transporte de aminodcidos para dentro do muasculo esquelético também esta
prejudicado durante o crescimento tumoral, pois esta relacionado com sensibilidade a
insulina. Segundo KIMBALL; FARREL; JEFFERSON (2002), existe necessidade de
insulina e aminoacidos para que seja estimulada a iniciagdo da traducdo, que € um
passo determinante da sintese protéica no musculo esquelético.

Individuos com cancer apresentam altas concentragdes séricas de IL-1, a qual
bloqueia a liberagao do horménio luteinizante (LH) (KALRA et. al., 1998). Isto causa a
diminuicdo das concentracbes séricas de testosterona, o que diminui o anabolismo
protéico muscular (MORLEY, 2001). Na figura 3 estéd representado o metabolismo
protéico muscular no individuo caquético.
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FIGURA 3 - Metabolismo protéico muscular no individuo caquético.

1.7 — Cancer X Atividade fisica

Individuos com céancer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, queimaduras
de grande porte, trauma ou sepse, podem apresentar caquexia (TISDALE, 2001).
Uma das caracteristicas apresentadas pelos portadores de caquexia é a perda de
massa magra, mais relacionada a perda de tecido muscular esquelético (DWORZAK
et al., 1998). Terapias utilizando farmacos que estimulam a hipertrofia muscular
apresentam alguns bons resultados, porém muitos farmacos, com efeito anabolizante
sobre a musculatura esquelética, produzem efeitos colaterais que podem ameacar a
fragilizada saude do individuo (STALLION et al., 1993). Desta forma, muitos sdo os
esforcos para se encontrar terapias que possam retardar a perda de tecido muscular
esquelético.
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Desde 1980, estudos em humanos e animais tém demonstrado que o
exercicio tem alguns efeitos benéficos, quando praticados por individuos com cancer.
Dentre estes efeitos, em modelos animais, foram identificados: inibicdo da
tumorigénese (BARACOS, 1989), resisténcia a implantacdo do tumor, diminuicdo da
taxa de crescimento tumoral, aparecimento de metastases (LEE, 1995) e aumento da
sintese protéica muscular (AL-MAJID; McCARTHY, 2001b). Em humanos a prética
de exercicio demonstrou aumentar o consumo maximo de oxigénio (McVICAR et al.,
1989), reduzir a sensacdo de nausea (WINNINGHAM; McVICAR et al., 1988),
diminuir a depressao (SEGAR et al., 1998), aumentar a qualidade de vida (YOUNG-
McCAUGHAN; SEXTON, 1991) e aumentar a forca dos membros inferiores em
mulheres (NIEMAN et al., 1995).

Alguns autores, como BACURAU et al. (2000), relataram que o efeito do
exercicio sobre a fungcdo do sistema imunitario deve ser levado em consideracao,
pois o exercicio pode modular varios parametros da imunidade natural e adquirida
(WOODS et al., 1999; FERRANDEZ; LA PUENTE, 1999; MASTRO et al, 1998). Esta
importancia é justificada pela participacdo das células do sistema imunitario, como
linfocitos, macrofagos e neutrofilos na resposta contra tumorigénese (MacKINNON,
1997; SHEPARD; SHEK, 1995).

1.7.1 - Exercicio aerobio X Cancer

Quase que a totalidade dos trabalhos envolvendo exercicio e individuos com
cancer foram realizados utilizando-se protocolos de exercicio aerébio com
intensidade baixa a moderada. Este tipo de exercicio é definido como atividade
muscular com alto nimero de repeticoes, proferidas por longos periodos, contra uma
sobrecarga relativamente baixa (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a), como a natagéo e a
caminhada ou corrida em esteira. O exercicio aerébio tem a capacidade de aumentar
a resisténcia muscular a fadiga, em individuos sadios, devido as adaptacdes
musculares advindas deste tipo de estimulo. Dentre as adaptacdes estao: aumento
do numero de vasos sanguineos musculares, aumento do nimero de mitocondrias,
aumento da atividade das enzimas mitocondriais, 0 que acarreta em melhora da
capacidade oxidativa muscular (HOLLOSZY; COYLE, 1984; SPINA et al.,1996). Nao
se pode afirmar que os mecanismos responsaveis pela diminuicdo da sensacao de
fadiga, em pacientes com cancer praticantes de exercicio aerobio, é fruto das
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mesmas modificacdes no metabolismo muscular, mas algumas evidéncias sugerem
que isto seja verdadeiro (AL-MAJID; McCARTHY, 2001).

1.7.2 — Exercicio de forca X Cancer

Como ja foi comentado, a maioria dos trabalhos cientificos, envolvendo
atividade fisica e cancer foram realizados utilizando-se exercicio aerébios, o que
configura falta de informacdes a respeito do efeito de outros tipos de atividade fisica
sobre individuos com céancer.

A perturbagéo fisiolégica desencadeada por uma sessao de treinamento de
forga, eleva as taxas de sintese protéica no tecido muscular esquelético (FARRELL et
al., 1999) e pode induzir a ganhos significativos de forca e massa magra nos
individuos que o praticam (KADI, 2000; BARACOS, 2001). Esta observagao levou
alguns pesquisadores a utilizar protocolos envolvendo esse tipo de atividade em
individuos apresentando alto indice de perda de tecido muscular. FERRANDO et al.
(1997) utilizaram em seu estudo, protocolo de treinamento de forca, por periodo de
duas semanas, em individuos jovens, sadios, que deveriam ficar acamados durante o
tempo de realizacdo do experimento. Apos as duas semanas, foi mensurada a
sintese protéica no musculo vasto lateral da coxa nos grupos treinados e controle,
ndo treinado. O grupo que praticou o exercicio de forga, enquanto estava acamado,
apresentou sintese protéica 42% maior que o grupo nao treinado. Em individuos
portadores de HIV, oito semanas de treinamento de forca promoveram ganhos de
massa muscular, sendo os individuos com o mais alto grau de perda de massa
magra 0s maiores beneficiados, atingindo ganho de 4 kg ao final das oito semanas
(ROUBENOFF et. al., 1999). Em outro trabalho a respeito desse mesmo estudo, foi
evidenciado o aumento de forga e funcionalidade muscular nos individuos, o que
acarretou em melhoria da qualidade de vida dos pacientes (ROUBENOFF; WILSON,
2001). Mesmo que os resultados sejam animadores, certa cautela deve ser tomada,
pois alguns pacientes estavam ingerindo drogas antiproteoliticas durante o periodo
do experimento como parte do conjunto de drogas para combater a proliferacdo do
virus.

NIEMAN et al. (1995) observaram ganho de forca em mulheres com cancer de
mama, que realizaram programa de exercicios por oito semanas. O programa

consistiu de exercicios de resisténcia e forca. As pacientes faziam caminhadas de 30
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minutos a 75% da frequéncia cardiaca maxima e, apds a caminhada, sessao de 30
minutos de treinamento de forga. Devido a caracteristica mista do protocolo
empregado, é dificil relacionar o resultado positivo somente ao treinamento de forga,
pois trabalhos que utilizaram protocolos de resisténcia em pacientes com céancer,
também obtiveram resultados positivos (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a).

AL-MAJID; McCARTHY (2001b), em estudo realizado com camundongos
portadores do Adenocarcinoma de Colon-26, observaram a repercussao de oito
sessoes de treinamento de forca, sobre o peso e a quantidade de proteina no
musculo EDL. As sessdes eram feitas em dias alternados e compostas de dez séries
de seis repeticbes cada. No grupo portador de tumor treinado, o musculo EDL
apresentou aumento de 62% no peso e de 25% no conteudo de proteina, quando
comparado ao grupo portador de tumor nao treinado. Observagao interessante dos
autores foi que a intensidade de treinamento utilizada no experimento ndo causou
hipertrofia no musculo EDL do grupo treinado sem tumor, o que pode significar que a
musculatura debilitada e desgastada pode responder de maneira diferenciada a
estimulos que, quando aplicados a individuos sadios, ndo produzem efeito. A
literatura cientifica relacionada a utilizagdo do treinamento de forga para prevenir a
perda de massa muscular em individuos com cancer é bastante pobre. Com base
nesta literatura ainda nao € possivel assumir que o treinamento de forgca reduz a
percepcao de fadiga ou possui efeitos anabdlicos significativos em musculos de
individuos com cancer (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a).

1.8 — Treinamento de forca e aumento da sintese protéica muscular

Os passos iniciais da traducdo do mRNA sao regulados por proteinas
citosolicas conhecidas como fatores eucariéticos de iniciacao (elFs). Estes fatores
facilitam a formacdo do complexo de traducdao por uma série de reacoes
coletivamente denominadas de “cadeia de iniciacdo peptidica”. O alongamento e o
término da cadeia peptidica também sao importantes no controle da sintese protéica,
no entanto, em muitas condi¢gées, incluindo diabetes (KIMBALL; VARY;
JEFFERSON, 1994) e exercicio (BAAR; ESSER, 1999), o controle da cadeia de
iniciagdo peptidica pode ser passo limitante para o inicio da sintese protéica
(FARRELL et. al., 2000). Segundo FARRELL et al. (1999), a estimulacao da sintese
protéica, apds sessdo de treinamento de forga, esta associada com o aumento da
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atividade do elF2B. KIMBALL; FARREL; JEFFERSON (2002) relataram que os
mecanismos pelos quais o treinamento de for¢ca aumenta a atividade do elF2B ainda
nao sdo conhecidos, mas tem sido demonstrado que nao existe relacdo com as
mudancgas na concentragdo plasmatica de hormonios como insulina e corticosterona,
ou com a quantidade de RNA muscular, induzidas pelo exercicio em ratos.

Como ja comentado, o TNF-a pode estar envolvido no aumento da protedlise
muscular. Em trabalho com individuos idosos CREIWE et. al. (2001), constataram
que o exercicio de forca diminui a quantidade de TNF-a produzido pelo musculo e
aumentou a taxa de sintese protéica. Outra observacédo sobre o TNF-a, € que este
esta inversamente relacionado com a expressdo da enzima lipase-liporotéica (LPL)
(KERN et al., 1995). A LPL é abundantemente expressa na musculatura esquelética
sadia e esta expressdo é bastante regulada pelo exercicio (SEIP;
ANGELOPOULOS; SEMENKOVICH, 1995; SEIP et. al., 1997). O exercicio de forga,
por aliviar o efeito inibitério do TNF-a sobre a expressdo de LPL e sobre a sintese
protéica, pode permitir a sintese de novas proteinas e provir o muasculo com
importante recurso energético, os acidos graxos (CREIWE et. al., 2001).

Outro fator que pode influenciar o turnover protéico muscular é a agéo das
prostaglandinas. Estas sé@o sintetizadas por varios tipos celulares, entre estes a
célula muscular (PALMER, 1990; VANDERBURGH, 1995). Especificamente, a
PGF2a estimula, enquanto a PGE2 tem efeito inibitério sobre sintese protéica
muscular (VANDERBURGH, 1995). A producdo de prostaglandinas é regulada em
dois niveis: 1) pelo controle da atividade de varias lipases como as: A2, C e D
(VANDERBURGH, 1993), que liberam o acido araquidénico, precursor de
prostaglandinas, dos fosfolipideos de membrana e 2) pelo controle da atividade das
enzimas que convertem o acido araquidénico em prostaglandinas, as
ciclooxigenases (HERSH et al., 2000). TRAPPE et al. (2001) demonstraram que o
treinamento de forca excéntrico, provoca aumento na producao de PGFaa e também
da sintese protéica em tecido muscular esquelético humano. Estes efeitos foram
atenuados quando inibidores de ciclooxigenase foram administrados. Em adicéo, foi
demonstrado que o exercicio e a sobrecarga ativam cascata de sinalizacbes na
musculatura esquelética (ARONSON et al. 1998; FLUCK et al. 1999). CARSON; WEI
(2000), em uma revisao, focaram a participacao da sinalizacdo desenvolvida pelas
integrinas mediando a expressdo génica no processo de hipertrofia muscular
estimulada pela sobrecarga e estiramento. As integrinas sdo conhecidas por
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trabalharem como sensores primarios para a retransmissdao de sinais fisicos e
mecéanicos do ambiente circundante para o interior da célula, o que permite entao
resposta celular apropriada. A funcdo sensitiva da familia das integrinas pode ser
cumprida, porque estas sado proteinas associadas a membrana, envolvidas na
manutencdo das interacdes célula-célula e célula-matiz extracelular (INGBER,
1997). As integrinas sdo uma familia de glicoproteinas heterodiméricas constituidas
de subunidades a e B. Mdltiplas isoformas das subunidades e a ocorréncia de
splicing alternativos do mRNA, dao grande diversidade a esta familia (CLARK;
BRUGGE, 1995). O estiramento e a sobrecarga imposta as células musculares
esqueléticas gera uma cascata de sinalizacées envolvendo integrinas, outras
proteinas e fatores que como resultado final estimulam a sintese protéica (CARSON;
WEI, 2000). Na FIGURA 4 estao representados alguns dos mecanismos citados.
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FIGURA 4 - Integrinas e outras proteinas nas cascatas de sinalizaces
desencadeadas pela aplicagdo de sobrecarga a célula muscular (CARSON; WEI,
2000).

Uma sessdo de treinamento de forca pode aumentar significativamente a
secrecao de testosterona e horménio do crescimento (GH) em individuos do sexo
masculino e apenas a secrecao de GH nos do sexo feminino (KRAEMER et. al.,
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1991). Estes sao fatores que podem favorecer muito o anabolismo protéico muscular
(BARACOS, 2001).

O aumento da sensibilidade a insulina é observado na musculatura exercitada,
0 que nao acontece no musculo inativo (WOJTASZEWSKI et al., 2002). FLUCKEY;
ENEVOLDEN; GALBO (2001) demonstraram que a taxa de sintese protéica estava
aumentada na musculatura submetida ao exercicio de forca excéntrico, fato este
relacionado ao aumento da sensibilidade a insulina segundo os autores.

1.9- B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) X protedlise muscular

Estudos tém demonstrado que a ingestdo de refeicdes contendo proteinas
pode promover aumento na taxa de sintese protéica corporea total bem como a
supressao da degradacao protéica (BIOLO et al., 1992; De FEO et al.,, 1992;
GAUTSCH et al., 1998). Este efeito anabdlico pode ser atribuido em parte ao
aumento do aporte de aminoacidos para a musculatura esquelética. Adicionalmente,
aminoacidos especificos podem funcionar como moléculas sinalizadoras interferindo
no turnover protéico. Em particular, o aminoacido de cadeia ramificada, leucina,
possui a habilidade de estimular, independentemente, a sintese protéica in vitro
(ANTHONY et al., 2001).

O efeito regulatério da leucina em estimular a sintese e/ou inibir a degradacao
protéica, em tecidos isolados, tem sido confirmado em vérios estudos (ANTHONY et
al., 2002). No entanto, o mecanismo pelo qual a leucina altera o turnover protéico
ainda nao esta bem descrito. Inibidores da transaminacédo da leucina (0 que nao
afeta o efeito estimulatério da leucina sobre a sintese protéica) inibem o efeito da
leucina sobre o catabolismo protéico. Isto sugere, fortemente, que o efeito sobre a
degradacao protéica é mediado por algum metabdlito da leucina (OSTASZEWSKI et.
al., 2000).

Um metabdlito da leucina candidato a promotor do efeito inibitério sobre o
catabolismo protéico € o B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB). O HMB é produto do
metabolismo do aminoacido leucina. A partir da transaminag¢ao deste aminoacido é
formado a-cetoisocaproato, o qual é parcialmente oxidado a B-hidroxi-g-metilbutirato
(HMB) (NISSEN; ABUMRAD,1997) (FIGURA 5). Estudos indicam que, em humanos,
o HMB diminui, significativamente, o aumento da protedlise induzida pelo exercicio,
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mensurada pela concentragdo de 3-metilhistidina na urina (NISSEN et. al. 1996). Em
adicdo, a suplementacdo com HMB tem demonstrado aumentar a massa magra,
tanto em humanos quanto em animais (VUKOVICH et al., 2001; JOWKO et. al.,
2001).

Leucina

Transferase de aminoacido de
cadeia ramificada

a-Cetoisocaproato
(KIC)

o-Cetoisocaproato dioxigenase

citosol D-J
B-Hidroxi- = P
. CO Oxidacao Mitocondrial para
g M?ﬂlﬁlét;mm - Acetoacetato e Acetil-CoA

FIGURA 5 - Estrutura do p-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), Leucina, e a-
cetoisocaproato (KIC) em mamiferos. A Leucina € transaminada a KIC o qual pode
ser convertido a HMB ou outros produtos.

A leucina é encontrada em muitas fontes protéicas da dieta e € considerada
essencial para a construgcdo de proteinas em todos os tecido. Alguns autores
propdem que sobre situacbes de estresse tanto animais quanto humanos nao
podem ingerir ou sintetizar as quantidades de HMB necessarias para suprir a
demanda dos tecidos. A hipétese de que o HMB possa ser suplemento efetivo em
maximizar o crescimento e prevenir a perda muscular durante situagcbes de alto
estresse vem sendo testada (NISSEN; ABUMRAD,1997). SMITH et al. (2004)
demonstraram, em experimentos in vitro, que o HMB tem a capacidade de diminuir a
expressdo de genes do sistema proteossoma ubiquitina-ATP dependente induzida
pelo PIF em miotubulos de roedores, o que diminuiria a protedlise muscular.
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Contudo, o mecanismo correto pelo qual o HMB poderia interferir no metabolismo
protéico ainda é desconhecido.

MAY et al. (2002) e CLARK et al. (2000) utilizaram HMB em conjunto com
arginina e glutamina, na tentativa de reverter o quadro de perda muscular
esquelética observada em pacientes com cancer e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), respectivamente. Nos dois casos, 0 grupo suplementado
apresentou ganho de massa muscular esquelética quando comparado ao placebo.
Nestes trabalhos os autores atribuiram o aumento da massa muscular ao efeito anti-
catabdlico do HMB associado ao aumento da sintese protéica causado pelos
aminoacidos glutamina e arginina. No entanto, houve dificuldade por parte dos
autores em caracterizar qual dos compostos administrados teve maior participacao
no resultado obtido.

1.10- B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB) x sistema imunitario

Células do sistema imunitario, como macrofagos e neutrofilos, desempenham
papel fundamental nos processos inflamatérios, no reconhecimento e lise de células
tumorais (KLIMP et al., 2002). Neste sentido, a melhora na fung¢do imunitaria pode
trazer beneficios a individuos portadores de tumor.

Trabalhos com suplementagdo de HMB tem demonstrado diminuicdo na
mortalidade em frangos e bezerros (VAN KOEVERING et al. 1994, PETERSON et al.,
1999). Segundo PETERSON et al. (1999) esta diminuigdo na mortalidade pode estar
relacionada a melhora da fung@o imunitéria nos individuos suplementados com HMB.
SIWICKI et al. (2000) demonstraram in vitro, que a adigdo de HMB ao meio de cultivo
aumentou a capacidade proliferativa e citotoxica dos linfécitos de trutas e carpas. Em
adicdo, PETERSON et al. (1999) demonstraram que o cultivo de macrofagos de
frango, em presenca de HMB, provocou um aumento da capacidade fagocitica e da
producdo de 6xido nitrico (NO). No entanto, 0 mecanismo pelo qual essas fungdes
foram melhoradas ainda nao foram elucidados.

SIWICKI et al., (2004) demonstraram que o HMB estimulou a proliferagdo de
linfocitos de peixe in vitro, sugerindo aplicacdo dessa substancia para a modulagao
da imunidade mediada por células. Em adicédo, a suplementagdo com 3g de HMB
por 6 semanas demonstrou aumentar a contagem de mondcitos em atletas
saudaveis altamente treinados (CROWE et al., 2003).
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NISSEN; ABUMRAD (1997) propuseram que o HMB pode estar atuando como
recurso energético ou como modulador do metabolismo energético nestas células.
Outra hip6tese levantada pelos mesmos autores € a utilizagdo do HMB para
producédo e manutengao das membranas dessas células, pois foi demonstrado que o
HMB ¢é wuma das fontes de carbono para sintese de colesterol.
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2 — JUSTIFICATIVA

Aproximadamente metade dos pacientes com cancer apresenta a sindrome da
caquexia (BRUERA, 1997). Estes experimentam fadiga e fraqueza freqientemente,
em aproximadamente 70% dos casos (DIMEO; RUMBERGER; KEUL, 1998), que
vem acompanhada da perda de tecido muscular, sendo este um fator contribuinte
para a morbidade e mortalidade no cancer (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a). Desta
forma, intervengdes que venham a atenuar a perda muscular, tem importancia clinica
significativa (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a). Durante o tratamento, pacientes com
cancer apresentam, freqientemente, prolongada inatividade fisica devido aos efeitos
colaterais das terapias utilizadas (MacVICAR; WINNINGHAM, 1986).

Tendo em vista que a etiologia da caquexia seja pouco conhecida, varias
hipéteses vem sendo exploradas incluindo citocinas, hormdnios circulantes,
neuropeptideos, neurotransmissores e fatores produzidos pelos tumores (PLATA-
SALAMAN, 1996). Uma visdo emergente acredita que a caquexia é causada
predominantemente por citocinas produzidas tanto pelo sistema imunitario do
hospedeiro, quanto pelo proprio tumor (PLATA-SALAMAN, 1996; TISDALE, 1997;
BRUERA, 1997; HIRAI et al., 1998). O exercicio € capaz de alterar a funcionalidade
imunitaria de individuos saudaveis, resposta esta que pode estar ligada a alteragdes
nas concentragdes de algumas citocinas. Desta forma, a atividade fisica pode ser um
tipo de intervengdo utilizada como coadjuvante no tratamento de algumas
enfermidades, como o céancer (PEDERSEN et al., 2000; COLBERT et al. 2001;
SUGIURA et al. 2002).

Resultados de alguns trabalhos demonstraram que o exercicio pode reduzir a
sensacdo de fadiga e a ansiedade, e aumentar a disposicdo, contrapondo-se a
algumas conseqliéncias negativas da recuperacao e tratamento contra o cancer,
aumentando a qualidade de vida (FRIEDENREICH; COURNEYA, 1996; DIMEO et
al., 1997; DURAK; LILLY, 1998; BURNHAM; WILCOX, 2002). A atividade fisica pode
induzir mudancas tanto na via de sintese, quanto na de degradacéao protéica, sendo
que anormalidades em ambas as vias tém sido relacionadas a perda de tecido
muscular em individuos com cancer (AL-MAJID; McCARTHY, 2001a). Trabalhos em
animais demonstraram que o exercicio pode prolongar a vida dos individuos

treinados e diminuir o crescimento tumoral (BACURAU et al., 2000).
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O exercicio de forca aumenta a massa muscular de individuos sadios e
atenua a perda muscular associada a uma variedade de condi¢des hipercatabdlicas.
Levando em consideracao estes efeitos anabdlicos em individuos sadios e doentes,
este tipo de exercicio pode ser examinado como uma intervengdo com grande
potencial para retardar a perda de tecido muscular causada pelo cancer, o que
poderia aumentar, em muito, a qualidade de vida do individuo. Aliado ao exercicio, a
suplementacdo com HMB pode acarretar em melhoras no metabolismo protéico
muscular dos individuos com cancer. Contudo, a literatura atual levantada € bastante
deficiente em relacdo aos efeitos do treinamento de forca e da suplementacdo de
HMB nestes individuos.
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3 - OBJETIVOS

Pouco se sabe sobre o efeito do treinamento de forga em individuos com
cancer. Somado a isto, a real funcionalidade do HMB em modular o catabolismo
protéico muscular e a funcdo das células do sistema imunitdrio ainda é muito
discutida, com seus mecanismos de acdo nao conhecidos. Este trabalho visa
observar os beneficios que o treinamento de forca e a suplementacdo com HMB

podem trazer ao individuo com cancer. Para isto foram analisados.

1. A taxa de ganho de peso dos individuos

2. O peso tumoral e da carcaca.

3. O efeito do treinamento e da suplementacdo com HMB o sobre a capacidade
proliferativa das células do tumor de Walker 256

4. A (¢licemia, lactacidemia e concentragbes plasmaticas de triacilglicerdis,
colesterol Total, HDL, VLDL e LDL.

5. O conteudo de glicogénio hepatico e muscular.

6. A atividade citotoxica de macréfagos e células polimorfonucleares sanguineas
retratada pela producao de peréxido de hidrogénio, anion superéxido.

7. O volume lisossomal dos macrofagos e células polimorfonucleares
sanguineas

8. A atividade fagocitaria dos macrofagos e células polimorfonucleares
sanguineas.
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4 — MATERIAIS E METODOS
4.1 — MODELO EXPERIMENTAL, PROCEDIMENTOS E REAGENTES

4.1.1 - Animais

Todos os procedimentos utilizando animais foram aprovados pela comissao
de ética em experimentacao animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas (SCB) -
Universidade Federal do Parana (UFPR). Foram utilizados ratos machos albinos
adultos (70 dias) da linhagem Wistar. Os animais foram obtidos no Biotério Do SCB
da UFPR — Campus do Centro Politécnico, Curitiba, PR.

4.1.2 - Enzimas, Reagentes e HMB

Enzimas e reagentes utilizados foram obtidos da Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA. O HMB (em forma de sal de calcio) foi doado pela Metabolic
Technologies Inc. (Ames, IA, USA).

4.1.3 - Modelo experimental

Ratos Wistar machos (70 dias) foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h)
e temperatura (23°C +1) com livre acesso a comida e agua. Os ratos foram
aleatoriamente divididos em oito grupos: Sedentario sem suplementacao (S),
Sedentario com suplementacdo de HMB (SH), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario portador de tumor suplementado com HMB (SWH), Exercitado sem
suplementagdo (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado com
suplementacdo (EXH) e Exercitado portador de tumor suplementado com HMB
(EXWH). Por volta sexta semana de treinamento 1 mL de solucdo contendo 3 x 10’
células do Tumor de Walker 256 foi inoculada subcutaneamente no flanco direito dos
individuos. Ap6s 15 dias com o tumor, coincidindo com a oitava semana de
treinamento, os animais foram ortotanasiados para coleta e analise dos tecidos.
Foram utilizados, aproximadamente, 150 ratos para a realizacdo de todos os

experimentos.

4.1.4 - Pesagem dos Individuos e dos tumores
Durante o experimento, os animais foram pesados a cada trés dias no periodo
da manha, sempre antes do treinamento, utilizando-se a balanca Urano. Apés a
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ortotanasia, o tumor foi retirado e também pesado em balanca Denver Instrument
XL-410.

4.1.5 - Protocolo de treinamento

Apbs periodo de adaptacdo ao meio liquido (1 hora de natacdo por dia
durante 2 dias sem utilizacdo de carga), os animais dos grupos exercicio realizaram
programa de atividade fisica constituido de saltos em tanque com agua, com
sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal de cada individuo acoplado ao
térax. Foi utilizado protocolo de aumento progressivo da carga até que todos os
individuos estivessem aptos a realizar a sessdo com a carga de 50%. A sessao de
treinamento resumiu-se na realizacdo de 10 séries de saltos, onde cada série teve
duragcdo de 30 segundos, com 1 minuto de intervalo entre as séries (0s individuos
efetuavam aproximadamente 10 saltos por série). Foram feitas 4 sessbes semanais
de treinamento, com descanso na quarta-feira e fins de semana, durante 8 semanas.

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 diregdo, favorecendo dessa forma o salto. A
profundidade da agua foi correspondente a 150% do comprimento corporal do rato
(ROGATTO; LUCIANO, 2001, adaptado).

4.1.6 — Suplementacao com HMB

Coincidindo com o inicio do periodo de treinamento iniciou-se a administragdo
de HMB para os grupos suplementados. A cada semana foram preparadas solugdes
estoque, contendo HMB e sacarose (10%), pois, apds duas semanas existe
degradacéao progressiva do HMB em solucao (NISSEN et al. 1996), e dessas foram
retiradas aliquotas diarias para administragdo, por gavagem, aos animais. A dose
utilizada foi de 76 mg de HMB/kg/dia. A sacarose estava presente nas solu¢cdes com
o intuito de lentificar o processo de esvaziamento gastrico, o que evita 0 aumento
brusco na concentracdo de HMB plasmatico e consequentemente sua excrecao
renal (VUKOVICH et al 2001).

4.1.7 - Ortotanasia dos individuos
Apbs 8 semanas de treinamento coincidindo com o 152 apds a implantagao do
tumor, foi realizada a ortotanasia dos individuos com o auxilio de guilhotina. Este
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método foi utilizado para facilitar a retirada de grande volume sangue, necessario as
andlises séricas e isolamento de células polimorfonucleares.

4.1.8 - Contagem das células tumorais, macrofagos e polimorfonucleares

A contagem total (numero de células por mL) foi feita em cadmara de Neubauer
utilizando-se 100 puL de suspensdo de células em 100 pL de Azul de Tripan. As
células que se coraram em azul foram consideradas inviaveis, enquanto que as
brilhantes e refringentes a luz viaveis.

4.2 - METODOLOGIAS PARA ENSAIOS ENVOLVENDO CELULAS DO TUMOR
DE WALKER 256

4.2.1 - Implantacao do Tumor

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 inoculagdo 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
nao forma metastases e induz a caquexia precoce do portador, levando a morte em
15 dias (FERNANDES, 1995). Nos experimentos foram utilizados matrizes com o
tumor de Walker 256, tipo B, cedido gentilmente pelo Professor Dr. Rui Curi, ICB —
USP, mantido pelo Laboratério de Metabolismo Celular.

Foi injetado intraperitonealmente em um rato macho adulto uma suspenséo
de 2 x 10" células/mL do tumor de Walker 256. Ap6és um periodo de cinco dias,
quando constatado a ascite, o animal foi ortotanasiado e injetado 10 mL de solucao
salina 0,9% em sua cavidade abdominal. Em seguida, foi massageado seu abdome,
e através de laparotomia mediana, foi coletado da cavidade abdominal, com pipeta
Pasteur de plastico, o fluido contendo as células tumorais. Foi feita a contagem do
numero de células tumorais utilizando-se camara de Neubauer. Ap6s a contagem, 3
x 107 células (em 1 mL de solucdo) foram inoculadas subcutaneamente no flanco
direito nos animais em experimentacao por volta da sexta semana de treinamento.
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4.2.2 - Cultivo das células tumorais

Apos realizar todo o procedimento para isolamento das células tumorais,
como descrito previamente, estas foram lavadas 3 vezes em tampéao fosfato (PBS)
contendo antibidtico (2,5 U/mL de penicilina e 2,5 pg/mL estreptomicina,
concentracao final) e transferidas para tubos estéreis (50 mL). Apdés a quarta
lavagem, as células estavam em condicdes estéreis e foram ressuspensas em meio
RPMI -1640 contendo 10% de soro fetal bovino, antibiotico e 20 ul de uma solugéao
contendo (2-'*C)-Timidina (0,02 uCi/pogo) para incorporagdo no DNA. Essas (1 x 10°
células/mL) foram entao cultivadas por 24h a 37¢ C em atmosfera de 95% ar / 05%
CO..

Apo6s este periodo, foram coletadas automaticamente em coletor multiplo
(Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis filtro n® 11731 (Skatron
Combi - UK). Neste processo ndo ha necessidade de processos extrativos
preparatérios para obtencdo de DNA celular. Os discos de papéis contendo a
radioatividade incorporada no DNA foram transferidos para frascos contendo 1 mL
de liquido de cintilagao e foram levados para mensuragdo em contador Beckman LS
6500. Os resultados foram expressos em contagens por minuto (cpm).

4.3 - METODOLOGIAS PARA ENSAIOS UTILIZANDO MACROFAGOS

4.3.1 - Obtencao de macréfagos

Para obtencdo de macréfagos peritoneais foi removida a pele da regiao
abdominal e entdo 20mL de tampao fosfato-salina (PBS), pH 7,4, foram injetados 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, estas células foram centrifugadas, duas vezes, a
1500 rpm, 4 °C, durante 10 minutos em centrifuga Eppendorf modelo 5810R.

4.3.2 - Solucoes

Solugédo de tampao fosfato salina pH 7,4, 10 mM (PBS) foi utilizada como meio
de diluicdo para os corantes. O fixador utilizado foi o Baker formol-calcio
(formaldeido 4%, cloreto de sodio 2% e acetato de calcio 1%). A solugao de extragao
consistiu de acido acético glacial 1% e etanol 50% em &gua destilada. A solucao
estoque do corante vermelho neutro foi preparada pela dissolugdo de 20 mg de
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corante em 1 mL de DMSO (dimetil sulfoxido) e a solucdo para uso de rotina é
preparada pela diluicdo de 20 mL da solu¢ao estoque em 5 ml de PBS. A solugéo de
vermelho fenol para os ensaios de producdo de H.O. consiste de 55 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
108 particulas/mL), para os ensaios de fagocitose. Obtém-se a solugdo diluindo-se
40 mg de zymosan em 6 mL de PBS e adiciona-se 600 mL de vermelho neutro.

4.3.3 - Atividade fagocitica dos macréfagos

Utilizou-se o método descrito por Bonatto et al. (2004). Da solugéo peritoneal
foram depositados 100 pL contendo 10° células em placa de 96 perfuragdes e
adicionou-se 10 puL de zymosan corado com vermelho neutro e incubou-se por 30
minutos. Apds, foram adicionados 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
esta dentro dos fagossomos foi entdo solubilizado utilizando-se 100 pL de solucao
de extracdo e apdés 30 minutos procedeu-se a leitura em leitor de microplacas
(Bench Mark —Biorad). Os dados foram expressos em absorbancia/ 10° células.

4.3.4 - Producao de anion superoxido

Foi medida pela reducdo de nitroblue tetrazolium (NBT), um composto
amarelo lipossoluvel que se torna insolluvel e de cor azul no seu estado reduzido
(MADHAVI et al.,, 1994). Aliquotas de 100 pL de solugdo do peritdnio foram
colocadas em pogos, 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 5 minutos a 1500 rpm, lavada com PBS e as células fixadas com
metanol 50%. Ap6s uma incubagdo de 10 minutos, a placa foi centrifugada
novamente e o sobrenadante descartado. O NBT reduzido, presente no sedimento,
foi solubilizado em 120 uL de KOH e 140 pL dimetilsulféoxido (DMSO). A absorbancia
do sobrenadante foi determinada a 550nm em leitor de microplacas (Bench Mark —
Biorad). Os dados foram expressos em absorbancia/ 10° células.
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4.3.5 - Producao de peréxido de hidrogénio

A produgédo de perdxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o método
descrito por Bonatto et al. (2004). Através da oxidacdo de vermelho fenol é possivel
detectar a producao de H,O,. Aliquotas de 100 uL de solugao do peritdnio contendo
10° células e 10 pL de éster de forbol miristato acetato (PMA—20 uM) foram
colocadas nas placas de 96 perfuracdes. Apdés 1 hora de incubacédo no escuro, as
placas foram escorridas e 0s pogos receberam 100 uL da solucao de vermelho fenol.
Incubando-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.

4.3.6 — Volume Lisossomal

Para esta analise utilizou-se o método descrito por PIPE et al. (1995),
onde em placas de 96 perfuracées depositou-se 100 uL da solugdo, contendo 10°
células e 20 uL de solugéo estoque de vermelho neutro (20 mg de vermelho neutro
em 1 mL de DMSO) a 2%. Apés 30 minutos, a placa foi centrifugada por 5 minutos a
1.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e os orificios lavados com PBS, para
eliminar o vermelho neutro que nao foi internalizado pelas células. Foram 100 pl de
solucdo de extragdo 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
absorbancia/ 10° células.

44 - METODOLOGIAS PARA ENSAIOS UTILIZANDO CELULAS
POLIMORFONUCLEARES SANGUINEAS

4.4.1 - Coleta e separacao de células sanguineas

O sangue dos individuos foi coletado em tubos de ensaio previamente
heparinizados e, mantidas sob refrigeracdo. Apos a coleta, o sangue foi submetido
ao seguinte protocolo:

1. Centrifugar o sangue no proprio tubo de coleta a 1200 rpm por 10 minutos a
4°C;

2. Aliquotar o plasma;
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Transferir o restante para um tubo falcon de 50 mL;
Colocar o mesmo volume de PBS;
Preparar os tubos de vidro (15 mL) com 3 mL de HISTOPAQUE®-1077;

Acrescentar 8 mL de sangue diluido com PBS em cima do HISTOPAQUE®-
1077;

oo AW

7. Tampar com parafilm;
8. Centrifugar a 1200 rpm durante 30 minutos a 12°C;

9. Desprezar a fase superior e transferir a camada intermediaria para outro tubo
— juntar duas camadas intermedidrias em cada tubo (volume 2 mL) —
Linfocitos e Monocitos; A camada constituida de hemacias e células
polimorfonucleares é transferida para um falcon de 50 mL.

Polimorfonucleares

Transferir o sedimento de células para 2 tubos Falcon de 50 mL;
Completar o volume de 50 mL com Solu¢ao hemolitica;

Deixar em banho-maria a 37°C por 15 minutos;

Centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C;

Desprezar o sobrenadante, se necessario fazer nova lise de hemacias;
Ressuspender as células em PBS;

Contar em Camara de Neubauer;

© NOoO s~ b=

Submeter os polimorfonucleares aos experimentos.

Depois de isoladas as células polimorfonucleares, representada em sua
maioria pelos neutréfilos que constituem 60% dos leucdcitos circulantes (CURI et al.,
1998), foram submetidas aos mesmos protocolos dos macroéfagos.

4.5 - ANALISES PLASMATICAS

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

4.5.2 - Mensuracao do Lactato

Foi determinado pelo método enzimatico, segundo ENGLE & JONES (1978).
Inicialmente fez-se a desproteinizacdo do soro, pela adicdo de 50 uL de acido
tricloroacético (TCA a 25%) a 0,5 mL da amostra e a mistura agitada em vértex,
centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. Em
seguida, foi coletado 200 uL do sobrenadante e adicionado 2 uL de indicador
universal para permitir a visualizagdo da neutralizacao do soro, pela adicao de KOH /
TRIS (0,5 M/ 2 M), sinalizada pela coloragéo verde, indicando pH 7,0. Em seguida,
foi pipetado 100 pL do soro neutralizado em tubos de ensaio contendo 1 mL do
tampao do ensaio (descrito abaixo) e, apdés 45 minutos, fez-se leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda 340 nm. O principio dessa mensuracao
consiste na conversao do lactato a piruvato pela acdo da lactato desidrogenase
(LDh), ocorrendo consumo de NAD" com formacéo estequiométrica de NADH, o qual
pode ser monitorado espectrofotometricamente, fornecendo as concentragdes de
lactato existente na amostra. Segundo a reagéo:

Lactato + NAD* [ Dh » Piruvato + NADH

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

sérico em umol/mL, pela férmula:

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

[Lactato] = concentracdo de lactato produzida
D. O. = densidade otica

6,22 = constante

V = volume da amostra

V1 = volume da amostra + tampao de ensaio
V2 = volume do soro com proteinas + TCA
V3 = volume do soro com proteinas
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V4 = volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagcao
V5 = volume do soro desproteinizado

Tampao de Ensaio

(para 100 mL de H,O destilada)
EDTA 0,28¢
Glicina 2849
Hidrato de 1,5mL
Hidrazina

LDh 0,4 mL
NAD* 60 mg

pH 8,85

4.5.3 - Determinacao do Colesterol Total

Foi determinado por método enzimatico, conforme sistema comercial
Colesterol COD-ANA da Labtest. As amostras foram preparadas segundo as
instrugbes do fabricante com posterior leitura em absorbancia de 500 nm, foi
calculada a concentragéo de colesterol em mg/dL.

4.5.4 - Determinacao do Colesterol HDL

Foi utilizado o sistema para precipitacdo das lipoproteinas de baixa e de alta
densidade (LDL e VLDL) e determinagé&o do colesterol HDL no sobrenadante apods
centrifugacado utilizando-se o sistema comercial enzimatico Colesterol HDL -
precipitante em associagcdo com o sistema comercial Colesterol COD-ANA da
Labtest, com leitura de absorbancia a 500nm. Apdés a medida da absorbancia em
500nm, foi calculada a concentracao de colesterol HDL em mg/dL.

4.5.5 - Determinacao dos Triacilglicerdis (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 triacilgliceréis foi expressa em mg/dL.
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4.5.6 - Determinacao de Colesterol LDL e VLDL

Os valores das concentracoes do colesterol LDL foram obtidos pela subtracédo
dos valores de colesterol HDL do colesterol total e os valores do colesterol VLDL
pela divisdo dos valores das concentracdes de triacilglicerdis por 5.

4.6 - DETERMINACAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO E
MUSCULAR

O conteudo de glicogénio foi determinado segundo LEIGHTON et al.. (1989)
adaptado. O figado ou os musculos (gastrocnémio e séleo), aproximadamente 90
mg, foram retirados e colocados em tubos de ensaio contendo 500 uL de KOH 1M e
deixados em banho a 60 °C por 30 minutos, para a digestdo do tecido. Apds o
banho, as amostras foram homogeneizadas em voértex e pipetados 100 uL em tubos
para microcentrifuga contendo 17,5 uL 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
tampao Trietanolamina (TEA). Apdés 40 minutos as amostras foram lidas no
espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 340 nm.

4.7 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM),
representativos de pelo menos trés experimentos diferentes. A analise estatistica foi
ANOVA com o pos-teste de Tukey, com nivel de significancia para p<0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Variacao do peso corporal

No transcorrer do periodo de experimentagdo todos 0s grupos apresentaram
crescimento continuo e ganho de peso progressivo, ndo havendo diferenca
estatistica entre qualquer um dos grupos ao final dos experimentos como
apresentado na FIGURA 6.
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FIGURA 6 — Percentual de variacdo do peso corpéreo dos individuos dos grupos
Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com
HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW),
Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com
HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os
dados estdo apresentados como média de 8 individuos por grupo. O erro padrdo da
média nao foi maior que 15%.
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5.2 — Parametros relativos ao Tumor de Walker 256
5.2.1 - Peso dos Tumores

A massa tumoral teve maior desenvolvimento (p<0,05), apés 15 dias de
implantagéo, no grupo sedentario (SW) pesando ao final de 15 dias 17g. Nos outros
grupos (SHW, EXW e EXHW) o peso dos tumores foram de 11g em média, nao
havendo diferenca significativa entre eles, contudo foram significativamente menores

quando comparados ao SW (p<0,05). Dado este representado na FIGURA 7.
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FIGURA 7 — Peso dos tumores (g) dos individuos dos grupos Sedentario portador de
tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW),
Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado suplementado com HMB portador
de tumor (EXHW). Os dados representam a média + EPM de 8 individuos por grupo.

* p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.2.2 — Peso corporeo apos a implantacao do tumor

O grupo sedentario portador de tumor (SW) apresentou perca de 3,3g quinze
dias apds a inoculagdo do tumor, enquanto que em todos os outros grupos houve
ganho significativo de peso em comparagcao com SW (p<0,05). Nos animais SW a
massa tumoral representou, em média, 4,5 % do peso corpdreo, valor
significativamente maior (p<0,05) quando comparado ao dos outros grupos com
tumor SHW, EXW e EXHW, onde a massa tumoral ndo representou mais do que
3,1% do peso corporal. Esses resultados estdo resumidos no QUADRO 1.
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QUADRO 1 - Peso dos individuos antes e 15 dias ap6s a inoculagéo do tumor, peso
dos tumores ao final de 15 dias e ganho de peso no mesmo periodo.

Peso no dia Peso 15 Ganho de peso  Peso do tumor Ganho de peso
da dias apods a Bruto 15 dias (9) Real 15 dias apos
inoculacdo inoculacdo apds inoculacao 15 dias a implantacao do
do tumor do tumor do tumor (g) inoculacao tumor (g)

S 323,4 + 343,4 + 19,15+ 0,85 - 19,15+ 0,85
10,3 10,5

SwW 3422 + 356,0 + 13,50 £ 0,29 16,8 +1,35 -3,30 +1,63*
11,6 10,8

SH 321,6 + 346,8 + 24,64 + 0,56 - 24,64 + 0,56P
7,4 8,10

SHW 313,0 + 343,5 29,77 £1,27 10,3+1,10 19,56 +£2,35

11,5 13,0

EX 3248 + 356,5 + 25,92 + 3,42 - 25,92 + 3,42
14,9 12,24

EXW 322,0 £ 349,3 = 24,18 + 2,61 10,3 £ 0,96 13,9+ 2,00%
15,9 19,9

EXH 318,3 + 340,0 = 24,50 + 1,86 - 24,50 + 1,86
10,7 11,9

EXHW  298,0 = 332,5 + 30,60 +£2,10 11,5+0,30 19,1 £ 1,39

13,3 10,9

* p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXH e EXHW.

o p<0,05 quando comparado ao grupo SW.
B p<0,05 quando comparado aos grupos S, SW, SHW, EXW e EXHW.

5.2.3 — Taxa de Proliferacao das células do tumor de Walker 256

A suplementacdo com HMB induziu a uma reducédo de 12% na taxa de
proliferacdo das células tumorais, a qual foi significativamente menor (p<0,05)
quando comparado a dos animais sedentdrios sem suplementagdo (SW). O
treinamento (EXW) e a adicdo de HMB aos animais com tumor treinados (EXHW)
promoveu o mesmo efeito observado no grupo SHW e nao houve diferenca quando
se comparou estes grupos (p>0,05) (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — Taxa de proliferacdo (cpm) das células do tumor de Walker 256, ap6s
24h de cultivo na presenca de (2-'*C)-Timidina em DNA, obtidas de individuos dos
grupos Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado portador de tumor (EXW) e Exercitado
suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados representam a média

+ EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo SW.

5.3 — Peso do Baco

Nos animais sem tumor submetidos ou ndo a atividade fisica ou
suplementado com HMB né&o apresentaram alteragcdes no peso do baco (FIGURA 9).
Por outro lado, a presenca do tumor provocou aumento de 1,9 no peso do bago dos
animais SW, 1,4 no SHW, 1,6 no EXW e 1,6 no EXHW quando comparados a seus
respectivos pares. Interessantemente, o peso do baco no SW foi 1,3 vezes maior
quando comparado ao dos grupos SHW, EXW e EXHW (p<0,05).
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FIGURA 9 — Peso do baco dos individuos dos grupos Sedentéario (S), Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario
suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado
portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado
suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados

como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado aos

grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. a p<0,05 quando comparado aos
grupos SHW, EXW e EXHW.

5.4 — Conteudo de Glicogénio
5.4.1 — Conteudo de Glicogénio Hepatico

O conteldo de glicogénio hepatico (umol/ g de tecido) dos grupos S, SH e
SHW manteve-se na faixa de 80, enquanto que o grupo SW apresentou contetdo
diminuido (p<0,05), que foi de aproximadamente 67, quando comparado ao de
qualquer outro grupo. Entre os grupos praticantes de atividade fisica houve maior
armazenamento de glicogénio hepatico (p<0,05) nos grupos EX (100) e EXH (97),
enquanto a presenca do tumor nos grupos EXW e EXHW provocou quedo no
contetdo de glicogénio para 78 e 76, respectivamente ndo sendo estatisticamente
da dos sedentarios, contudo foi menor que o dos grupos EX e EXH (p<0,05). Todos
0S grupos apresentaram conteldo de glicogénio significativamente maior quando
comparados ao do SW. Ainda, EX e EXH incrementaram o conteido em
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aproximadamente 1,3 vezes quando comparados aos demais grupos (p<0,05)
(FIGURA 10).
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FIGURA 10 — Conteudo de glicogénio hepatico (umol/g de tecido) dos grupos
Sedentério (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com
HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW),
Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com
HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os

dados estdo apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05

quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. a p<0,05
quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EXW e EXHW.

5.4.2 — Conteudo de Glicogénio na Porcao Branca do Musculo Gastrochémio

O conteudo de glicogénio (umol/ g de tecido) na porcao branca do musculo
gastrocnémio no grupo S foi de 16. A presenca do tumor (SW) reduziu o contetdo
para 10, sendo estatisticamente diferente comparado ao do S (p<0,05). A
suplementacdo com HMB ao grupo sedentario (SH) e a presenca do tumor (SHW)
nao alterou o conteudo significativamente quando comparado ao S, mas foi maior
que a do SW (p<0,05). Os animais submetidos ao exercicio (EX) e suplementados
(EXH) apresentaram contetdo de 18,6 e 18,8, respectivamente, os quais foram
significativamente maiores quando comparados ao de qualquer outro grupo sem ou
com tumor (p<0,01). A presenca do tumor nos grupos exercitados (EXW) e



52

suplementados (EXHW) fez com que o conteddo caisse para 14,8 e 13,9,
respectivamente, o qual foi similar a dos demais grupos (p<0,05), mas superior a do
SW (p<0,05) (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - Conteudo de glicogénio da porgcao branca do musculo gastrocnémio
(umol/g de tecido) dos grupos Sedentério (S), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB
portador de tumor (EXHW). Os dados estao apresentados como média + EPM de 8

individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX,

EXW, EXH e EXHW. a p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EXW e
EXHW.

5.4.3 — Conteudo de Glicogénio no Musculo Séleo

O conteudo de glicogénio (umol/ g de tecido) no musculo séleo de ratos
sedentarios (S) foi de 21. Ao final de 15 dias da presenca do tumor (SW) o contetudo
foi de 16 (p<0,05 vs. S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW). Individuos sedentarios
suplementados com HMB (SH) e ainda portadores de tumor (SHW) tiveram
conteudo de 21 e 22, o qual foi similar ao do grupo S (p>0,05), mas superior ao do
SW (P<0,05). O exercicio fisico com ou sem tumor ou HMB incrementou o conteudo
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de glicogénio no musculo séleo em 1,2 vezes (p<0,05) quando comparado aos
grupos S, SH e SHW (FIGURA 12).

Glicogénio musculo
soleo (umol/g de tecido)

FIGURA 12 — Conteldo de glicogénio no musculo séleo (umol/g de tecido) dos
grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario
suplementado com HMB (SH), Sedentério suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado
suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de
tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 8 individuos

por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e
EXHW. a p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH e SHW.

O QUADRO 2 resume os resultados relativos aos conteudos de glicogénio
hepatico e muscular.

QUADRO 2 - Conteudo de Glicogénio Hepatico e Muscular (umol/g de tecido) dos
grupos experimentais.

Conteudo Glicogénio Conteudo Glicogénio no  Conteudo Glicogénio

Hepatico Musculo Gastrocnémio no Musculo Séleo
S 79,62 + 3,95 16,14 + 0,45 21,22 +2,28
sw 67,83 +3,49 * 10,09 +1,03 * 16,53 +1,20 *
SH 78,84 + 3,37 13,89 + 1,31 21,67 £1,67
SHW 79,59 + 4,09 13,90 +1,30 31,99 + 1,01
EX 100,6 £ 8,52 a 18,62 £ 0,92 a 26,06 £ 1,36 B

EXW 78,27 + 4,80 14,82 + 1,64 26,22 = 1,87 B
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EXH 97,53 £8,73 a 18,81 £ 0,54 o 26,68 + 1,618
EXHW 76,83 +2,18 13,88 + 0,86 25,85+1,34 B

* p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW.
o p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EXW e EXHW.
B p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH e SHW.

5.5 — Parametros Plasmaticos
5.5.1 — Glicemia

Com excecgao do grupo SW que apresentou glicemia na faixa de 75 mg/dL,
todos os demais grupos apresentaram glicemia média de 110 mg/dL. A glicemia do
grupo SW foi significativamente menor (p<0,05) quando comparada a dos demais
grupos (FIGURA 13).
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FIGURA 13 - Glicemia (mg/dL) dos grupos Sedentario (S), Sedentario portador de
tumor (SW), Sedentéario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado
com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor
(EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com
HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM

de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX,
EXW, EXH e EXHW.
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5.5.2 — Concentracao sérica de lactato

Na figura 14 esta representada a concentracao sérica de lactato. Os animais
sedentarios (S) apresentaram lactacidemia de 1mmol/L. A presenca do tumor elevou
a lactacidemia em 50% (1,5 mmol/L). A suplementacdo com HMB e ainda a
presenca do tumor (SH e SHW), respectivamente ndo alteraram a lactacidemia
quando comparado ao S, mas foi diferente da do SW (p<0,05). A atividade fisica na
auséncia ou presenca do tumor ou com suplementagdo nao alterou a lactacidemia,

ficando esta similar a do S, mas diferente da do SW (p<0,05)

N
[]

Lactato sérico (mmol/L)

FIGURA 14 — Concentragcao de lactato sérico (mmol/L) dos grupos Sedentario (S),
Sedentério portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH),
Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX),
Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e
Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estédo

apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando

comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW.
5.5.3 — Concentracao de Triacilglicerol (TAGs)

A presenca do tumor (SW) induziu a uma elevagdo de 2 vezes na
concentracdo de TAGs quando comparado ao controle (S), a qual foi significativa
(p<0,05). A suplementacdo com HMB (SH) ndao modifica este parametro sendo
similar ao do S. A suplementacdo de HMB aos animais sedentarios com tumor
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impediu elevacao pronunciada da concentracao sérica de TAGs (1,4 vezes vs. S),
mas promoveu uma redugdo de 1,6 vezes quando comparada a SW (p<0,05). A
atividade fisica sem (EX) ou com suplementagdo (EXH) ndo provocaram alteracao
na concentracdo de TAGs quando comparadas ao S e SH, respectivamente
(p<0,05). Ja nos animais exercitados e portadores de tumor (EXW) o efeito na
concentracdo de TAGs foi similar @ dos SHW. A suplementacdo com HMB aos
animais com tumor e submetidos a atividade fisica ndo promoveu efeito adicional ao
ja induzido pela atividade fisica, sendo a concentracdao de TAGs nestes animais
(EXHW) similar a do EXW e SHW (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — Concentracao de Triacilglicerol sérico (mg/dL) dos grupos Sedentario
(S), Sedentério portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH),
Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX),
Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e
Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estado

apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando

comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. a p<0,05 quando

comparado ao grupo S. B p<0,05 quando comparado ao grupo SH.
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5.5.4 — Concentracao de Colesterol Total

A concentracdao de colesterol total estd apresentada na FIGURA 16. Nos
grupos sedentdarios ou exercitados sem ou com suplementacéao (S, SH, EX, EXH) a
concentragcdo de colesterol ndo foi diferente entre eles sendo aproximadamente de
60 mg/dL (p<0,05). Na presenca do tumor todos os grupos apresentaram elevagao
na concentragao para aproximadamente 74 mg/dL a qual foi significativamente maior
quando comparada ao pareamento sem tumor (p<0,05). A administragcdo de HMB ao
individuo treinado (EXHW) ou sedentario (SHW) ndo alterou a concentracao de
colesterol quando comparada a dos grupos SH ou EXH (p>0,05)
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FIGURA 16 — Colesterol sérico total (mg/dL) dos grupos Sedentario (S), Sedentario
portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario
suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado
portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado
suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados

como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado ao seu

grupo controle.
5.5.5 — Concentracao de Colesterol HDL

A concentracéo de colesterol HDL (mg/dL) est4 apresentada na FIGURA 17.
Nos individuos sedentarios (S) a concentragdo de colesterol HDL foi de 26 e com a
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presenca do tumor, apos 15 dias foi reduzida para 18 (p<0,05 vs S). A
suplementagdo com HMB aos grupos sedentarios (SH e SHW) ndo alterou o
concentracao de colesterol HDL em relacdo ao sem suplementacéo (S), ficando por
volta de 28 mg/dL. A pratica de atividade fisica (EX), por sua vez, incrementou
significativamente a concentracao de colesterol HDL, a qual foi, em média, 1,4 vezes
maior quando comparada a do S, SH e SHW e 1,9 vezes quando comparada a do
SW (p<0,05). O mesmo foi observado quando da suplementagdo ao grupo
exercitado (EXH) em relacao aos sedentarios sem ou com tumor (p<0,05), mas nao
foi diferente da do EX (p>0,05). A presenca de tumor nos grupos exercitados (EXW)
e ainda suplementados (EXHW) fez com que a concentracdo de colesterol HDL
retornasse aos valores dos sedentarios (S) e consequentemente menores do que 0s
do EX e EXH (p<0,05).
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FIGURA 17 — Colesterol HDL plasmatico (mg/dL) dos grupos Sedentario (S),
Sedentério portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH),
Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX),
Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e
Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estédo

apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando

comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. a p<0,05 quando
comparado aos grupos SH, SHW, EXW e EXHW.
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5.5.6 — Concentracao de Colesterol VLDL

A concentragdo de colesterol VLDL no grupo sedentario com tumor foi 38
mg/dL.Valor este 2 vezes maior que o dos grupos S, SH, EX e EXH (p<0,05). Os
grupos portadores de tumor e exercitados com ou sem suplementacao (EXW e
EXHW) e com tumor e suplementados (SHW) apresentaram concentracdo de
colesterol VLDL 1,4 vezes maior que a do grupo S (p<0,05). No entanto, ndo houve
diferenca significativa destes grupos quando comparados a seus respectivos
controles (p>0,05), com excecdo do grupo SHW que apresentou aumento de 1,3
vezes na concentracao de colesterol VLDL quando comparado ao grupo SH (p<0,05)
(FIGURA 18).
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FIGURA 18 — Concentracdo de colesterol VLDL plasméticos (mg/dL) dos grupos
Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com
HMB (SH), Sedentédrio suplementado com HMB portador de tumor (SHW),
Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com
HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os

dados estdo apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05

quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. a p<0,05

quando comparado ao grupo S. B p<0,05 quando comparado ao grupo SH.
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5.5.7 — Concentracao de Colesterol LDL

A concentracdo de colesterol LDL foi de aproximadamente 26 mg/dL nos
grupos portadores de tumor com ou sem suplementacdo e praticante ou ndo de
atividade fisica (SW, SHW, EXW e EXHW), valor este significativamente maior ao 16
mg/dL apresentado pelos seus respectivos grupos controle sem tumor (S, SH, EX,
EXH) (p<0,05) (FIGURA 19).
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FIGURA 19 — Concentragdo de colesterol LDL (mg/dL) dos grupos Sedentario (S),
Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario suplementado com HMB (SH),
Sedentario suplementado com HMB portador de tumor (SHW), Exercitado (EX),
Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado suplementado com HMB (EXH) e
Exercitado suplementado com HMB portador de tumor (EXHW). Os dados estédo

apresentados como média + EPM de 8 individuos por grupo. * p<0,05 quando

comparado aos grupos S, SH, EX e EXH.

Os dados relativos a glicemia, lactato, TAGs e as diferentes fracoes de
colesterol estdo resumidos no QUADRO 3.
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QUADRO 3 — Resumo dos dados Séricos: Glicemia, Lactato, TAGs e Fragdes do

Colesterol.
Glicemia Lactato TAGs Col. Col. HDL Col. Col. LDL
(mg/dL) (mmol/L) (mg/dL) Total (mg/dL) VLDL (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
S 104,5 + 0,995 + 9423+ 58,20+ 26,06 * 18,85 * 10,79
1,63 0,04 9,94 3,96 2,33 1,99 1,50
SW 72,86 1,502 + 193,8+ 76,08+ 18,89+ 38,76+ 25,39+
6,70 * 0,13* 20,92 * 3,59 o 2,49 * 418* 3,61¥
SH 110,4 + 0,957 + 106,11+ 59,64+ 28,23+ 21,23+ 14,71
5,92 0,03 10,44 4,70 2,37 2,08 2,72
SHW 109,4 + 0,990 + 1336+ 71,38+ 27,68+ 26,72+ 27,74 %
5,52 0,04 11,590 5,18 a 2,55 2,31 op 1,98 ¥
EX 112,6 = 0,895 + 108,44+ 64,22+ 37,01 21,69+ 13,86 =
4,36 0,04 12,24 2,89 2,44 £ 2,44 2,45
EXW 107,2 = 0,956 + 134,7x 7720 29,15+ 26,95+ 25,70z
5,94 0,09 16,28 a 3,59 a 2,17 3,25 a 4,22 ¥
EXH 109,1 = 0,971 £ 115,7+ 63,21+ 37,60+ 23,13+ 13,48
6,06 0,05 14,46 5,41 4,09¢ 2,89 2,88
EXHW 111,0 = 0,926 + 1376 7257+ 2841+ 2751+ 24,86z
3,40 0,06 18,99 a 5,93 a 2,97 3,79 a 5,00 ¥

* p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW.
o p<0,05 quando comparado ao grupo S.

B p<0,05 quando comparado ao grupo SH.
£ p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SW, EXW e EXHW.
¥ p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, EX e EXH.

5.6 — Parametros Funcionais de Células Polimorfonucleares Sanguineas
5.6.1 — Capacidade Fagocitica

A capacidade fagocitica das células polimorfonucleares sanguineas (PMN) do
grupo sedentério sem tumor e sem suplementacéo (S) foi 0,500/10° células. J& a dos
grupos SW e SH apresentaram capacidade fagocitica 1,7 vezes maior, quando
comparada a do grupo S (p<0,05), enquanto que no grupo sedentario, suplementado
e portador de tumor (SHW) a capacidade fagocitica foi 2,2 vezes maior quando
comparada a do S e 1,2 vezes maior em comparagdo a dos grupos SW e SH
(p<0,05). Todos os grupos exercitados apresentaram capacidade fagocitica, no
minimo, 2,5 vezes maior que a do grupo S (p<0,05). Em adicdo, a capacidade
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fagocitica das células dos grupos exercitados EX, EXW, EXH e EXHW foi 25% maior
que a dos grupos SW e SH. As células do grupo EXH foram as que apresentaram a
maior capacidade fagocitica, aproximadamente 1,200/10° células, sendo
significativamente maior quando comparada a todos os demais grupos (P<0,05).
Esses dados estdo apresentados na FIGURA 20.
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FIGURA 20 - Capacidade Fagocitica de Células Polimorfonucleares sanguineas dos
grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario
suplementado com HMB (SH), Sedentéario suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado
suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de
tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 8 individuos

por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo S. a p<0,05 quando comparado

aos grupos SW e SH. B p<0,05 quando comparado ao grupo SHW, EX, EXW e
EXHW.

5.6.2 — Volume Lisossomal

A presenca do tumor, nos animais sedentarios (SW), induziu aumento de 1,5
vezes no volume lisossomal das células PMN quando comparado ao dos
sedentarios sem tumor (S). A suplementacdo com HMB aos animais sedentarios nao
alterou o volume lisossomal comparado ao S (p<0,05), mas a presenga do tumor no
grupo suplementado (SHW) induziu aumento do volume lisossomal similar aquele
observado no SW. A prética de atividade fisica induziu um aumento de 2 vezes do
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volume lisossomal das células PMN no grupo exercitado quando comparado ao S e
SH e uma elevagéo de 1,3 vezes quando comparada aquela das células PMN dos
grupos SW e SHW (p<0,05). A presenca do tumor no grupo exercitado (EXW) nao
alterou este pardmetro quando comparado ao EX (p<0,05). Nos grupos exercitados
e suplementados (EXH) e exercitados suplementados e portadores de tumor
(EXHW) o volume lisossomal das células PMN foi maior apenas quando comparado
as células dos grupos SW e SHW (p<0,05) (FIGURA 21).
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FIGURA 21 — Volume Lisossomal de Células Polimorfonucleares sanguineas dos
grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario
suplementado com HMB (SH), Sedentério suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado
suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de
tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 8 individuos

por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH. a p<0,05 quando
comparado aos grupos SW e SHW.

5.6.3 — Producédo de Anion Superéxido

A producado de anion superoxido pelas células PMN dos grupos SW, SHW,
EX, EXW, ESHW foi 10% maior (p<0,05) quando comparada a dos grupos
sedentario (S) e sedentario suplementado (SH) que apresentaram producao média,
de 0,770/10° células. O grupo exercitado e suplementado (EXH) teve ainda aumento
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de 12% na producdo de anions superdxido quando comparada a dos grupos SW,
SHW, EX, e EXHW (p<0,05), como pode ser observado na FIGURA 22.
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FIGURA 22 — Producdo de anion superéxido pelas Células Polimorfonucleares
sanguineas dos grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB
portador de tumor (EXHW). Os dados estao apresentados como média + EPM de 8

individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH. o p<0,05

quando comparado aos grupos SW, SHW, EX,e EXHW.
5.6.4 — Producao de Peréxido de Hidrogénio

A producao de H>O. pelas células PMN esta apresentada na FIGURA 23. A
producdo no grupo sedentario sem tumor ou suplementagao (S) foi de 62 umol/10°
células, e significativamente menor quando comparado a de qualquer outro grupo.
(p<0,05), os quais apresentaram aumento de no minimo 10% em relagdo ao grupo
S. O grupo exercitado com tumor (EXW) apresentou producdo de 78 pmol/10°
células, a qual foi significativamente maior (p<0,05) quando comparada a do seu
controle SW, assim como a dos grupos SH, EX e EXHW.
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FIGURA 23 - Producgao de peréxido de hidrogénio pelas Células Polimorfonucleares
sanguineas dos grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB
portador de tumor (EXHW). Os dados estao apresentados como média + EPM de 8

individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo S. o p<0,05 quando

comparado aos grupos SW, SH, EX e EXHW.

O resumo dos dados funcionais das células polimorfonucleares sanguineas
esta apresentado no QUADRO 4.

QUADRO 4 - Resumo dos dados funcionais das células polimorfonucleares
sanguineas, representados como absorbancia ou umol/10°céls.

Capacidade Fagocitica Volume Lisossomal Producao de Oy Producéao de H;0-
abs. /10° céls abs. /10° céls abs. /10°céls (umol/10°céls)
S 0,37 £ 0,06 0,12 + 0,01 0,73 + 0,01 62,7 £ 0,84
Sw 0,61 +0,05* 0,177+0,01 B 0,80 0,01 B 69,4 +2,26 *
SH 0,69 +0,04 * 0,13 + 0,01 0,71 £ 0,02 68,6 2,19 *
SHW 0,95 + 0,04 *a 0,177+0,01 B 0,78 £0,01 B 72,9 +2,33*
EX 1,06 + 0,01 *a 0,23 £ 0,01 By 0,82 +0,02B 72,1 £+2,36 *
EXW 1,06+0,06*a  0,21+001By 0,87+0,04p  78,6+1,77*¥
EXH 1,22 +0,02 *a. 0,19+£0,01 B 0,94 £ 0,02 e 73,5+2,80*
EXHW 1,10 £ 0,03 *a 0,18 +£0,01 B 0,84 +£ 0,03 B 72,9+1,74*

* p<0,05 quando comparado ao grupos S.

o p<0,05 quando comparado ao grupo SW e SH.
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B p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH.

v p<0,05 quando comparado aos grupos SW e SHW.

£ p<0,05 quando comparado aos grupos SW, SHW, EX,e EXHW.
¥ p<0,05 quando comparado aos grupos SW, SH, EX e EXHW.

5.7 — Parametros Funcionais de Macrofagos Peritoneais
5.7.1 — Capacidade Fagocitica

A capacidade fagocitica dos macréfagos peritoneais obtidos do grupo
sedentario (S) foi 0,71 nm/10° células. Esta foi significativamente menor quando
comparado a qualquer grupo sedentario ou exercitado (p<0,05), os quais, por sua
vez, apresentaram capacidade fagocitica 8% maior em média. N&o houve diferenca
significativa ao compararem-se os demais grupos SW, SH, SHW, EX< EXW, EXH e
EXHW (p>0,05). Os resultados referentes a capacidade fagocitica dos macréfagos
peritoneais estao apresentados na FIGURA 24.
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FIGURA 24 — Capacidade Fagocitica dos Macréfagos Peritoneais dos individuos dos
grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario
suplementado com HMB (SH), Sedentério suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado
suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de
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tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 6 individuos

por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo S.

5.7.2 — Volume Lisossomal

O volume lisossomal dos macrofagos obtidos dos animais dos grupos
sedentario (S) e sedentario suplementados (SH) foi de 0,210/10° células. Este foi em
média, 16% menor e significativamente diferente quando com parado ao dos grupos
SW, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW. No grupo EXH o volume lisossomal estava
aumentado (0,260/10° células) quando comparado aos grupos SW e SHW (0,240
/10° células) (p<0,05), mas ndo apresentou diferenca significativa apés comparacédo
com qualquer outro grupo praticante de atividade fisica (p>0,05) (FIGURA 25).

Volume lisossomal
abs./10° células

FIGURA 25 — Volume Lisossomal dos Macréfagos Peritoneais dos individuos dos
grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW), Sedentario
suplementado com HMB (SH), Sedentério suplementado com HMB portador de
tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW), Exercitado
suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB portador de
tumor (EXHW). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 6 individuos

por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH. a p<0,05 quando
comparado aos grupos SW e SHW.
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5.7.3 — Producao de anion Superoéxido

Os grupos SW, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW apresentaram produgao
de anion superéxido, pelos macrofagos peritoneais, significativamente aumentada
(p<0,05) quando em comparacao com a do grupo S, que apresentou producao de
0,745/10° células. A producgdo de anion superdxido dos grupos EXW, EXH e EXHW
foi em média 0,875/10° células, valor este significativamente maior (p<0,05) que
0,780/10° células produzido pelos grupos SW, SHW e EX. Ndo houve diferenca
significativa entre esses grupos € o grupo sedentario suplementado (SH) (p>0,05).
Esses dados estdo apresentados na FIGURA 26.
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FIGURA 26 - Producdo de anion superéxido pelos Macrofagos Peritoneais dos
individuos dos grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB
portador de tumor (EXHW). Os dados estao apresentados como média + EPM de 6

individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado ao grupo S. o p<0,05 quando

comparado aos grupos SW, SHW e EX.
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5.7.4 — Producao de Peréxido de Hidrogénio

A producao de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos peritoneais esta
apresentada na FIGURA 27, onde se observa producao de 37 umol/10° células pelo
grupo sedentario sem tumor e sem suplementagédo (S). Todos os demais grupos
apresentaram produgdo, no minimo, 7% maior quando comparada a do grupo S
(p<0,05). O grupo sedentario com tumor (SW) apresentou producdo 29% maior
quando comparada a do S (p<0,05) e aumentou significativo (p<0,05) de 22%
quando comparada a dos grupos SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW, os quais nao
apresentaram diferenca significativa entre si (p>0,05).

Produgao de H,0,
(umol/10° células)
W
o
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FIGURA 27 — Producado de Peroxido de Hidrogénio pelos Macréfagos Peritoneais
dos individuos dos grupos Sedentario (S), Sedentario portador de tumor (SW),
Sedentario suplementado com HMB (SH), Sedentario suplementado com HMB
portador de tumor (SHW), Exercitado (EX), Exercitado portador de tumor (EXW),
Exercitado suplementado com HMB (EXH) e Exercitado suplementado com HMB
portador de tumor (EXHW). Os dados estao apresentados como média + EPM de 6

individuos por grupo. * p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX,
EXW, EXH e EXHW. a p<0,05 quando comparado aos grupos S.

O QUADRO 5 representa a sintese dos dados para os parametros funcionais

analisados nos macrofagos peritoneais.
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QUADRO 5 - Resumo dos dados funcionais dos macréfagos peritoneais,
representados como absorbancia ou pmol/10°céls.
Capacidade Fagocitica Volume Lisossomal Producao de Oy Producao de H;0-
abs. /10° céls abs. /10° céls abs. /10°céls (umol/10°céls)
S 0,71 £ 0,01 0,21 £ 0,01 0,73 £ 0,01 37,0 £1,00
sw 0,78 +0,01 * 0,24 £ 0,01 0,80 +0,01 * 55,8 * 3,26 *¥
SH 0,75+0,01* 0,22 £ 0,01 0,84 +0,02 * 46,5+1,70 *
SHW 0,78 +0,01 * 0,24 £ 0,01 0,78 +0,01 * 459 +1,77 *
EX 0,78 +0,01 * 0,25+0,01 o 0,81 +0,02 * 49,6 +2,16 *
EXW 0,75+0,02 * 0,26 £ 0,01 0,87 £ 0,04 *B 50,6 + 1,63 *
EXH 0,76 +0,02 * 0,26 £ 0,01 ay 0,89 + 0,02 *B 48,7 + 3,06 *
EXHW 0,75+0,01 * 0,25+ 0,01 o 0,89 + 0,03 *B 475+218*

* p<0,05 quando comparado ao grupos S.

o p<0,05 quando comparado aos grupos S e SH.

B p<0,05 quando comparado aos grupos SW, SHW e EX.

v p<0,05 quando comparado aos grupos SW e SHW.

£ p<0,05 quando comparado ao grupo SH.

¥ p<0,05 quando comparado aos grupos S, SH, SHW, EX, EXW, EXH e EXHW.
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6 — DISCUSSAO

Em muitas doengas como céncer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
sepse e faléncia cardiaca cronica, pacientes morrem como consequéncia direta da
caquexia. Processo este caracterizado por catabolismo intenso da musculatura
esquelética e caodticas anormalidades no metabolismo de gorduras e carboidratos
(MaC DONALD et al., 2003). As mudancas no quadro metabdlico dos individuos
caquéticos também vém  acompanhadas por alteragbes no  eixo
neuroimunoenddcrino (FIGURA 28) (LANGHAM, 2002). Todas estas modificacoes
enddcrinas e metabdlicas se mostram irreversiveis mesmo com o suporte nutricional
adequado (LAVIANO et al., 2002; MARTIGNONI; FRIESS, 2003). Estudos
epidemiolégicos dao suporte de que o exercicio regular aumenta a resisténcia a
infec¢cdes, como resfriados, contudo o exercicio em intensidades muito elevadas
esta associado ao aumento de infec¢cdes no trato respiratério superior (NIEMAN;
PEDENSEN, 1999). O efeito positivo do exercicio em outras doengas também &
defendido, e existem evidéncias crescentes de que a atividade fisica, como estilo de
vida, oferece protecdo contra malignidades (HOFFMAN-GOETZ; HUSTED, 1995).
Alguns autores propdem que o exercicio tenha efeito condicionante temporal, o qual
regula o eixo neuroimunoenddcrino, aumentando a sobrevivéncia e a qualidade de
vida (COSTA ROSA, 2004). A atividade fisica regular e o exercicio vém sendo muito
utilizados como prevencado ou tratamento terapéutico para iniUmeras situacdes
fisiopatolégicas, incluindo doencas cardiovasculares e alguns aspectos da
senescéncia (CONN et al., 2003). O imenso potencial da aplicagdo do exercicio em
varias condicbes parece estar correlacionado com o fato da promocao de
adaptacoes em todos os sistemas do organismo (COSTA ROSA, 2004). Para certos
tipos de cancer o efeito profilatico do exercicio ja esta bem estabelecido (ZIELINSKI
et al., 2004).
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FIGURA 28 — Representagcédo esquemética do eixo neuroimunoendocrino. Moléculas
provindas da resposta imunitaria e da regulacdo do metabolismo energético tem
importantes fungdes nos mais variados tecidos resultando em um complexo sistema
de interacoes e respostas a determinados estimulos (MATARASE; LA CASA, 2004
modificado).

Os resultados deste trabalho demonstram que ratos submetidos a protocolo
de exercicio de saltos durante 8 semanas tiveram diminuicdo da taxa de crescimento
tumoral (FIGURA 7), preservacao da massa corporal dos individuos (QUADRO 1) e
atenuacao de algumas mudangas no quadro metabdlico causado pela sindrome da

caquexia (QUADROS 2 e 3). Segundo Costa Rosa (2004) muitas das mudancas
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metabdlicas e hormonais observadas durante a caquexia podem ser
contrabalancadas pelo exercicio regular, conhecido por promover mudangas que
podem ser sustentadas por mais de 24h no perfil hormonal e também modular
positivamente a resposta imunitaria.

Outros estudos também demonstraram efeitos benéficos do exercicio em
animais portadores de tumor. Westerlind et al. (2003) reportaram retardo no
crescimento tumoral em ratos que faziam 30 minutos de natacédo 5 dias por semana
durante 8 semanas. Em adi¢do, Zielinsk et al. (2004) demonstraram que o exercicio
pode influenciar o crescimento tumoral, resultando em regressdao e atraso no
crescimento, A progressao ou regressao do processo neoplasico é regulada por
multiplos fatores como reagbes inflamatdrias, fatores angiogénicos, citocinas e
horménios (BRIGATI, 2002). Mudangas no micro ambiente tumoral podem talvez
influenciar o crescimento e proliferagdo das células, essas alteragdes envolvem
possivelmente a infiltracdo e atividade de células do sistema imunitario na massa
tumoral (FIGURA 29) (ZIELINSK et al., 2004). Neutrdéfilos representam 50-60% do
pool de leucécitos circulantes e sdo a maioria das PMN, enquanto os macrofagos
estdo presentes nos mais variados tecidos. Estes dois tipos celulares fazem parte do
sistema imunitario inato e estdo envolvidos nas respostas inflamatérias assim como
na defesa contra células neoplasicas (LEVEY et. al.,, 2001). A participacdo em
inflamagdes e suas agdes citotoxicas envolvem a producdo de ROS e a fagocitose.
O exercicio, na intensidade correta, pode modificar positivamente a atividade anti-
cancer de neutréfilos e macrofagos por mecanismos envolvendo o aumento da
expressao de moléculas de adesdo CD11b, 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). O aumento do peso baco nos grupos com
tumor (SW, SHW, EXW e EXHW) quando comparado ao dos grupos sem tumor
(FIGURA 9) mostra que as células tumorais funcionam como estimulo antigénico
para o sistema imunitario dos portadores de tumor.
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FIGURA 29 — Resposta imunitaria decorrente da presenca do tumor. Células do
sistema imunitario do hospedeiro migram para o tecido tumoral onde tem agdes
citotéxicas que podem influenciar no crescimento do tumor.

Os parametros imunitarios de macrofagos peritoneais e PMN dos individuos
treinados, determinada pela atividade fagocitica, producdo de H.O,, &nion
superdxido e pelo volume lisossomal, estavam significativamente elevados quando
comparados aos dos grupos sedentarios (QUADROS 4 e 5). Este resultado sugere
que estas células poderiam influenciar negativamente o crescimento do tumor de
Walker 256 nos individuos treinados. Murphy et al., 2004 demonstraram que
camundongos, treinados em por 10 dias, tiveram o numero de metastases do
carcinoma B16 diminuido quando comparado ao grupo do sedentario, em que o
menor numero de metastases foi relacionado a maior agéo citotdxica anti-tumoral

dos macrofagos.
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O exercicio tem duplo efeito o do sistema imunitario, representado pela curva
em forma de “J” (FIGURA 30), onde as diferentes relagdes entre intensidade e
susceptibilidade a infecgdes virais esta relacionada a eficiéncia funcional do sistema
imunitario. O treinamento de saltos utilizado nao diminuiu nenhum dos parametros
imunitarios mensurados. Nos grupos exercitado sem tumor (EX) e exercitado
suplementado (EXH) houve aumento em todos os parametros imunitarios, quando
comparados aos do grupo S, o que comprova o efeito imunopromotor das cargas e

volumes impostos por esse tipo de treinamento.
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FIGURA 30 — Curva em forma de J proveniente da relagao entre o nivel de atividade
fisica e a resposta imunitaria. A pratica regular de exercicio moderado melhora a
fungéo imunité[ia enquanto o exercicio em quantidade excessiva pode causar
imunossupressao.

Os mecanismos por tras dos efeitos do exercicio sobre o sistema imunitario
ainda estao sobre intensa investigacao. Duas hip6teses estdo em grande debate na
literatura: a primeira denominada hipétese metabdlica, envolve o metabolismo do
aminoacido glutamina e sua importancia na fungdo das células imunitarias
(CASTELL, 2003; COSTA ROSA, 2004), a segunda hipotese considera mudancas
no eixo neuroimunoendocrino (PEDERSEN; TOFT, 2000).

A glutamina é considerada aminoacido condicionalmente essencial, que
compreende 20% dos aminoacidos plasmaticos. A musculatura esquelética é a
maior fonte de glutamina e pode libera-la na corrente sanguinea em altas taxas
(NEWSHOLME; CALDER, 1997). Foi demonstrado que células com grande
capacidade proliferativa ou com alta atividade secretora, como respectivamente,
linfécitos e macréfagos, utilizam altas taxas de glutamina mesmo quando em estado
quiescente. Quando suprida em concentra¢des suficientes, a glutamina propicia a

proliferagdo linfocitaria, a resposta das células NK a linfocinas e a producédo de
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citocinas pelas células do sistema imunitario. A demanda de glutamina por diferentes
tecidos durante o exercicio pode levar a escassez deste substrato para as células do
sistema imunitario, o que pode temporariamente afetar sua funcdo (LISSA, 2004;
PARRY-BILLINGS et al, 1992). A glutaminemia parece apresentar um efeito bifasico,
com o exercicio de curta duracdo (menos que uma hora) a 60-75% VO, max. em
aumento da concentragédo plasmatica (HENRIKSSON, 1991), enquanto reducdes de
até 25% podem ocorrer apés uma maratona completa (CASTELL, 2003). Quando as
concentracdes de glutamina foram mantidas em niveis normais em atletas de triatlon
olimpico, utilizando suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada, houve
aumento paralelo das concentracdes de IL-1, IL-2, TNF-a e IFN-y (BASSIT, et al,
2000), o que muda o balango da resposta imunitaria para a do tipo Th1, a qual é
responsavel pela imunidade celular (FIGURA 31) (ELENKOV; CHROUSOS, 2002).

A hip6tese neuroimunoenddcrina esta baseada em elevagdes na
concentragdo de varios hormdnios durante o exercicio, bem como de algumas
citocinas como, por exemplo, a IL-6, a qual pode ter sua concentragdo aumentada
em até 100 vezes durante o exercicio intenso. Entre os horménios estao, adrenalina,
noradrenalina, hormoénio do crescimento e o cortisol. Estas mudancas sao
dependentes da intensidade e duragcdo do exercicio, e estas varidveis podem
modificar o perfil de secrecdo e degradacdao desses hormdnios (COSTA ROSA,
2004). Lakier Smith (2003) advoga que o exercicio até a exaustdo modifica a
resposta imunitéria para o brago Th1, com o concomitante aumento na produgéo de
glicocorticéides. Imediatamente apds breve sessdo de exercicio intenso, em ciclo
ergbmetro, foram encontrados aumentos significativos nas concentracdes séricas de
IL-12, a qual é conhecida por estimular resposta imunitaria do tipo Th1, responsavel
pela atividade citotéxica e anti-tumoral (AKIMOTO et al, 2000; LAKIER SMITH,
2003).
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FIGURA 31- Diferenciacao das fungdes efetoras das subpopulagcdes de linfécitos T
CD4+ (Th1 e Th2). A resposta do tipo Th1 é responséavel pela imunidade celular,
desta maneira tem importante fun¢do na eliminagéao de células neoplasicas (ABBAS
et al., 2005 modificado).

Um relato interessante neste trabalho foi a manutencao do peso corporal dos
individuos com tumor e exercitados (QUADRO 1). No grupo EXW a presenca do
tumor ndo provocou diminuicdo do peso carcaga como ocorreu no grupo SW, nao
praticante de atividade fisica. De fato, os individuos do grupo EXW ganharam 14 g
durante os 15 dias da presenga do tumor. Isto demonstra que o protocolo de
exercicio utilizado foi capaz de preservar o peso dos individuos com tumor, e em
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adicao, provocar maior ganho de peso nos individuos dos grupos EX e EXH quando
comparados ao grupo S. O protocolo de exercicio de saltos, em piscina, se
caracteriza como exercicio resistido, pois este é definido pelo movimento contra
algum tipo de resisténcia. No caso, os individuos sdo obrigados realizar séries de
saltos com carga relativa a 50% do peso corporal acoplada ao tronco. O exercicio de
forca vem sendo usado para aumentar a mobilidade do ombro, apds cirurgia de
cancer de mama (BENDZ; OLSEN, 2002). A utilizacdo do exercicio em pacientes
sob quimioterapia demonstrou auxiliar na manutencdo do balanco energético
(HARVIE et al., 2004) e melhorar a qualidade de vida em pacientes sobreviventes de
cancer (COURNEYA et al, 2004). O exercicio induz a transcricdo de genes
envolvidos no crescimento, vascularizacdo e metabolismo e estas agdes indicam
uma gama de mudancgas na regulacao transcripcional, as quais tém papel importante
nas respostas de adaptagdo e mudangas metabdlicas musculares (ZAMBON et al.,
2003). O exercicio de forca tem a propriedade de aumentar a captacdo € o
transporte de glicose na musculatura esquelética, estas adaptagdes sao restritas aos
musculos recrutados na atividade proferida (YASPELKIS et al. 2002). Como
observado nos QUADROS 2 e 3 os grupos exercitados com tumor, EXW e EXHW
apresentaram glicemia e estoques de glicogénio muscular e hepatico em valores
comparaveis ao de um individuo sadio, como os do grupo S, enquanto o grupo SW
tem os conteldos de glicogénio e glicemia reduzidos quando em comparagao com o
controle sedentario (S). Estes dados corroboram as afirmagbes dos autores citados
acima sobre a influéncia do treinamento sobre o metabolismo de carboidratos.

Leung et al. (2004) demonstraram que o exercicio diminuiu em 27% o
crescimento do tumor em pacientes com cancer de prostata e esta reducao estava
relacionada ao aumento da proteina p53 nas células tumorais destes pacientes. Este
mesmo tipo de exercicio promoveu melhores beneficios em relagéo a reducéo dos
sintomas da fadiga relacionada ao cancer e de seu tratamento. Um programa de
exercicios bem estruturado pode aumentar a saude relacionada a qualidade de vida
em homens com cancer de préstata (SEGAL et al. 2003). O exercicio de forca pode
aumentar a qualidade de vida e reduzir os sintomas de muitas desordens clinicas
incluindo obesidade, diabetes tipo Il, doencas coronarianas e trauma. O efeito do
exercicio de forca na musculatura esquelética é mediado pela ativagdo de cascatas
de sinalizagdo musculares especificas que aumentam a massa muscular, os niveis

de proteinas do citoesqueleto e a forca de contragdo sem aumentos significativos do
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numero de miofibrilas (BARR; ESSER, 1999). O exercicio de for¢ca tem a capacidade
de melhorar o humor, aumentar a massa muscular e reduzir o percentual de gordura
(SIPILA et al., 2001). Entretanto, pouco é conhecido sobre estas adaptacbes em
individuos com céncer. Estudos futuros sao necessarios para se determinar se ha
beneficios adicionais ao se estender os programas de exercicio de for¢ga por mais 12
semanas além de se fazer comparagdes entre protocolos de exercicio aerébio e de
forca comparando seus beneficios (SEGAL et al., 2003).

O exercicio fisico € uma das estratégias que pode ser adotada para combater
a quebra de proteinas durante doencas crénicas (ZINNA et al., 2003). Contudo, os
programas de exercicio ndo estdo bem definidos e ndo estdo incluidos na lista de
possiveis intervencgdes para o gerenciamento da caquexia (COSTA ROSA, 2004). O
exercicio de forca, em combinagdo com a administracdo do hormoénio do
crescimento aumentou os niveis de Mechano Growth Factor (MGF) e da area de
seccao transversal de musculos de individuos idosos. O MGF parece ser bastante
relevante para o entendimento e etiologia do desenvolvimento de possiveis
tratamentos a doencas onde existe degradacao muscular progressiva incluindo a
sarcopenia (HAMEED et al. 2003). O MGF é derivado do IGF-l, mas sua seqtiéncia
difere da do IGF-I sistémico produzido pelo figado. O MGF é expresso como
resposta a sobrecarga mecanica imposta aos musculos e esta envolvido no reparo
de tecidos e em processos de adaptacdo. E expresso em um pulso seguindo algum
tipo de dano muscular e esta envolvido na ativagao das células satélites musculares.
Estas doam ndcleos para as fibras musculares, os quais s&o requeridos para os
processos de hipertrofia e reparo, processos estes que podem possuir mecanismos
regulatorios similares. O IGF-I (IGF-IEa) é constitutivamente expresso por muitos
tecidos, incluindo a musculatura esquelética. Ja o RNAm do MGF néo esta presente
ao menos que 0 musculo seja exercitado ou lesado. A sequéncia do MGF em ratos
tem 52 pares de bases inseridas e em humanos 49 bases inseridas no éxon 5,
guando comparado com 0 a sequéncia do IGF-I. Esta diferenga tem importantes
consequéncias funcionais como, por exemplo, um peptideo carboxi-terminal que
esta envolvido no reconhecimento por proteinas que estabilizam e direcionam estes
fatores de crescimento. Também, no caso do MGF, esta parte do peptideo age como
fator de crescimento, em separado, envolvido na ativacao da iniciacdo de células
satélites, em adicdo ao seu dominio que interage com o receptor de IGF-I, o qual
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aumenta a sintese protéica. O MGF € expresso antes que o IGF-IEa em resposta ao
exercicio na musculatura esquelética (HILL; GODSPINK, 2003).

O estabelecimento da caquexia é detectado pela presenca de hipoglicemia,
hiperlaticidemia, hipertriacilgliceridemia, reducédo do contetdo de glicogénio, perda
de peso (PINTO et al, 2004). Todos estes sintomas foram encontrados nos ratos
com tumor ndo submetidos a treinamento e/ou suplementagdo (QUADROS 2 e 3).
Os grupos que praticaram atividade fisica ou submetidos a suplementacao com HMB
tiveram todos esses parametros modificados, quando comparados aos do grupo
sedentério ou melhorados quando em comparacéo a este mesmo grupo (QUADROS
2 e 3). Estudos epidemioldgicos longitudinais tém demonstrado que existe
correlacao direta entre os niveis de colesterol plasmatico, triacilgliceréis e o aumento
de doencgas cardiovasculares. Essa correlacdo depende, particularmente, da
concentracdo das lipoproteinas (notadamente LDL e HDL) que transportam o
colesterol na corrente sangliinea. Desta maneira, concentragées de colesterol LDL
aumentadas e de HDL diminuidas ndo sao consideradas bom prognostico
(SCHULTE; CULLEN; ASSMANN, 1999). Os mecanismos pelos quais as diversas
lipoproteinas se relacionam com as doengas cardiovasculares sdo complexos,
envolvendo a formacdo de células espumosas, resposta inflamatéria, alteragdes
plaquetarias, alteracdes do endotélio e formagéo de placas ateroscleréticas. Entre os
fatores de risco envolvidos neste processo tém-se as dislipidemias, o diabetes, a
hipertensé@o arterial e o tabagismo. As dislipidemias podem ser classificadas, do
ponto de vista laboratorial, em hipercolesterolemia isolada (aumento do colesterol
total e/ou da fragdo LDL-colesterol), hipertriacilgliceridemia isolada, hiperlipidemia
mista (aumento do colesterol total e dos triacilglicerdis) e diminui¢ao isolada do HDL-
colesterol ou associada ao aumento dos triacilgliceréis ou LDL-colesterol (CASTRO
et al., 2004).

O exercicio pode elevar as concentracdes de colesterol HDL com ou sem a
perda de gordura (THOMPSON et al, 1997). O exercicio de for¢ga, na forma de um
programa de 14 semanas utilizando cargas a 85% de 1 repeticao maxima (RM), tem
a propriedade de diminuir o colesterol LDL e os triacilglicerdis plasmaticos
(PRABHAKARAM et al., 1999). Programas utilizando exercicio de forca com
resisténcia imposta por elasticos (dynaband) por periodo de 16 semanas
demonstraram ser capazes de aumentar o colesterol HDL em humanos. (BEMBEN
et al. 2000). No entanto, o exercicio de forca realizado durante 8 semanas, por
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mulheres po6s entrada na menopausa, ndo causou mudancas no perfil lipidico
(ELLIOTT et al, 2002). O treinamento utilizado foi eficaz em aumentar as
concentragdes de colesterol HDL nos individuos do grupo EX e EXH (FIGURA 17),
fator este relacionado a bom prognéstico e melhora nos parametros relacionados a
saude e prevencao do aparecimento de doencas crdnico-ndo-transmissiveis
(CASTRO et al. 2004).

A molécula de HMB ¢é bastante semelhante a molécula do &cido graxo de
cadeia curta, o butirato. Estes dois compostos diferem apenas pela presenca de uma
hidroxila, radical OH, e um radical CH3 presentes no carbono B na molécula de HVB
(FIGURA 32). Desta maneira, pode-se levantar a hipétese que tanto o HMB quanto o
butirato possam compartilhar alguns efeitos bioldgicos.

FIGURA 32 - Representacdo das formulas estruturais planas das moléculas de
HMB (esquerda) e butirato (direita).

O butirato induz a efeito anti-proliferativo e anti-diferenciacdo em vérias
linhagens celulares de carcinoma de colon, bem como em varios tipos de células
neoplasicas, em concentracdes fisiologicas. A atividade anti-crescimento e protetora
contra cancer de co6lon acontece via impedimentos da diferenciagao, parada do ciclo
celular e inducdo de apoptose em colondcitos transformados (HASSIG; TONG;
SCHREIBER, 1997). A suplementacdo com HMB foi eficaz na diminuicdo do
crescimento tumoral nos individuos do grupo SHW (FIGURA 7). Levantamos a
possibilidade do HMB ter efeito direto sobre células do tumor de Walker 256
diminuindo assim sua proliferacdo e/ ou aumentando a apoptose, mecanismos estes
que ainda devem ser testados. O grupo EXHW também apresentou diminuicdo do
crescimento tumoral, porém a determinacao do fator responsavel por esta reducao
nao foi possivel, pois tanto a variavel exercicio quanto a suplementagao isolados, se

mostraram eficazes em diminuir o crescimento tumoral, contudo sem efeito aditivo
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quando aplicadas em conjunto no grupo EXHW. A possivel explicacao é que talvez
compartilhem a mesma via e dessa forma o mesmo mecanismo de acdo. Esta
hipdtese deve ser testada.

E sabido que o butirato inibe 0 aumento da expressao ciclooxigenase-2 (COX-
2) induzida por citocinas, e esta habilidade pode estar relacionada a inibicdo de
histona deacetilases (TONG; YIN; GIARDINA, 2004). Altas concentracdes da enzima
COX-2, assim como aumento de sua atividade, estdo relacionadas a processos
neoplasicos. A utilizacao de inibidores da COX-2 tém sido demonstrado inibir o
crescimento tumoral (PIFFAR et al.,, 2003; PINTO et al. 2004). As histonas
deacetilases determinam o padrao de acetilacao das histonas, proteinas envolvidas
na compactagdo do DNA, o que junto com outras mudangas dinamicas pds-
traducionais podem representar um “co6digo” que pode ser reconhecido por outras
proteinas que formam complexos e estdo envolvidas na regulacdo da expressao
génica (MARKS; MILLER; RICHON, 2003). As histonas deacetilases regulam a
transcricdo por deacetilacdo de histonas ou deacetilagdo de elementos regulatorios
de genes especificos. A inibicdo causada pelo butirato leva a hiperacetilacdo de
histonas centrais, em especifico as do tipo H3 e H4. A inibicdo do butirato sobre as
histonas deacetilases, resultam em mudangas na transcricdo de genes especificos,
incluindo o inibidor de ciclina dependente de quinase (CdK) p21/Cip1/WAF1.
Deacetilagées direcionadas ou nédo dos promotores do gene da p21 por histona
deacetilases, podem ser importantes para a repressdo da transcricdo do mRNA da
p21. A proteina YY1 é inibidora da expresséo da p21, que age por mecanismo de
recrutamento de histona deacetilases, para um proposto sitio de ligagdo da YY1 no
promotor do gene da proteina p21. O butirato pode diminuir a repressao sobre a p21
inibindo a deacetilagdo direcionada pela YY1. (HASSIG; TONG; SCHREIBER,
1997). A p21 tem a capacidade de inibir as CdKs do tipo 2, 3,4 e 6 (HARPER et
al.,1993). Ao nivel de expressdo da proteina Bcl-2, envolvida na regulacdo da
apoptose em mamiferos, pode ser um agente de inibicdo ou diferenciagcdo pra
muitas linhagens de células tumorais, incluindo cénceres de mama (MANDAL;
KUMAR, 1996). Ainda nao foi demonstrado se o HMB possui efeito inibidor sobre
histona deacetilases, portanto investigacdes futuras devem ser feitas para averiguar
esta hipétese.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdo vastamente pesquisados
como alvos de drogas para intervencdes terapéuticas, em que mais de 30% das
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drogas do mercado modulando membros especificos desta familia. (BROWN; JUPE;
BRISCOE, 2005). Numerosos GPCRs, cujos ligantes sdo desconhecidos sao
chamados de receptores 6rfaos. Tem havido muitas pesquisas na tentativa de
identificacdo de ligantes enddgenos e na elucidagdo dos papéis fisiologicos destes
receptores 6rfaos. Segundo as Ultimas estimativas existem mais ou menos 360
receptores com papel quimiosensor (basicamente gustatérios e olfativos) e 360 com
papel ndo quimiosensor em humanos (WISE et al., 2004). Ligantes fisiologicos sao
conhecidos para 210 dos receptores ndao quimiosensorios, restando 150 receptores
orfaos. A andlise filogenética de um grupo de receptores ligados a proteina G, a
familia GPR40, revelou relagdo préxima com o brago da Classe A, evolutivamente
mais recente na superfamilia dos GPCRs. Estes receptores estdo relacionados a
nucleotieos, eicosanoides, ativadores de proteases e lipideos (VASSILATIS et al,
2003). Pesquisas recentes tém identificado os acidos carboxilicos de cadeia curta
(ex: acetato, propionato e butirato) como agonistas dos receptores da familia
GPR40s. Esses acidos carboxilicos podem ativar os receptores dentro de
concentracoes fisiolégicas, o que pode caracteriza-los como ligantes enddégenos
(BROWN et al., 2003; LE POUL et al., 2003). Existe homologia significante entre a
familia GRP40 e a familia dos receptores para leucotriénos, em adicdo os
leucotriénos (ex: BLT1, BLT2, CysLT1, CysLT2) possuem um moiety de acido
carboxilico em sua molécula, isto pode refletir um modo similar de ligagdo ao
receptor (BROWN et al., 2003).

Em particular, os receptores GPR41 e GPR43 sado ativados por formato,
acetato, propionato, butirato, pentanoato e hexanoato. No entanto, existem
diferencas no grau de ativagdo do receptor conforme o tipo de ligante. Para o
GPR41 existe a seguinte ordem no grau de ativacdo: propionato = pentanoato

butirato> acetato> formato. O GPR43 tem sua ativacao diferentemente conforme a
seguinte sequéncia: acetato= propionato= butirato> pentanoato> hexanoato

formato. GPR43 aparentemente esté ligado a proteina Gaq e causa elevagdo do
Ca** em células HEK293 e COS-7. O GPR43 pode ativar Gai e Gaq enquanto o
GPR41 parece ser seletivo para Gai (BROWN et al., 2003). O GPR41 demonstrou
ter a capacidade de ativar a p53 em células H9c2 (tipo de célula embrionaria
cardiaca de rato), levando a apoptose durante a reoxigenacdo apds hipdxia
isquémica. A proteina p53 pode elevar a concentracdo da proteina pré-apoptotica
Bax assim como de seu RNAm (KIMURA et al., 2001). Lé Poul et al. (2003)
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demonstraram que o butirato promove ativacdo de células PMN, mecanismo que
possui o envolvimento do aumento do Ca?" intracelular. Em adicdo, Senga; lwamoto
(2003) demonstraram que existe o envolvimento do GPR43 na fungéo de leucécitos
e defesa do hospedeiro. Esta afirmagéo estéd sustentada pela indugdo do RNAm do
GPR43 durante a ativacao e diferenciacao de mondcitos e células PMN. O HMB, por
apresentar similaridade ao butirato, pode apresentar a capacidade de interagir com
algum destes receptores da familia GPR40, hipétese, que se comprovada, poderia
explicar o efeito do HMB sobre a atividade de células do sistema imunitario in vitro e
in vivo.

Pesquisa em animais mostraram que em situacdes de estresse severo para
moderado, a suplementacdo com HMB combate muitos dos efeitos negativos e pode
melhorar a saude do animal (GATNAU et al., 1995; SIWICK et al., 2004). Estudo in
vitro investigando a influéncia do HMB em macréfagos e linfocitos obtidos de truta
arco-iris demonstrou haver aumento na atividade destas células (SIWICKI et al.,
2000). Em estudos in vivo com HMB, também sobre os macréfagos e linfocitos
obtidos de truta arco-iris, foi demonstrado haver aumento da funcao destas células,
melhorando a habilidade do organismo em lutar contra doengas e resistir a infecgdes
(NISSEN et al., 1996; SIWICKI et al., 2000; SIWICKI et al., 2003). O HMB aumentou
a capacidade proliferativa de linfécitos T e B, estimulados com ConA e LPS
respectivamente, obtidos de peixe silurus glanis (SIWICKI et al., 2004). Outros
trabalhos in vitro com macrofagos de galinhas, sugerem que o HMB aumente a
atividade fagocitica e a producao de 6xido nitrico destas células (PETERSON et al.,
1999). Esta bem evidenciado que a suplementagao com HMB (QUADROS 4 e 5), na
dose de 76 mg/kg/dia, tem efeito imunoestimulador. Afirmacéo esta representada
fato este representado pelo aumento nos parametros relacionados as capacidades
citotéxicas dos macrofagos peritoneais e PMN. O aumento da atividade citotoxica
das células imunitarias, aliado a possivel acao direta do HMB sobre as células do
Tumor de Walker 256, podem constituir o mecanismo responsavel pela menor taxa
de crescimento tumoral e 0 ndo estabelecimento dos disturbios da caquexia nos
individuos suplementados.

Uma estratégia com grande potencial, sobre a caquexia é a utilizacdo de
suplementacdo nutricional direcionada para a estimulagdo da sintese protéica
(FLAKOLL et al., 2004) ou reducao da quebra de proteinas. Alguns estudos tém
implementado estratégias para minimizar a perda muscular relacionada a AIDS e
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caquexia, através da suplementacdo com aminoacidos (arginina e glutamina) para
aumentar a sintese protéica e HMB para diminuir a taxa de degradacéo protéica
(CLARK et al, 2000; EUBANKS et al., 2002). A suplementagdo diaria com HMB,
ARG e LYS por 12 semanas, alterou positivamente alguns parametros de
funcionalidade, forca, massa magra e sintese protéica, sugerindo que a estratégia de
nutricdo direcionada tem a habilidade de afetar a satde muscular em mulheres na 32
idade, as quais podem apresentar 1,5% de perda de massa magra por ano por
razbes multifatoriais (FLAKOLL et al, 2004). O HMB pode prevenir a excessiva
protedlise durante o estresse metabdlico e recentemente tem sido demonstrado
aumentar o ganho de massa muscular em homens e mulheres idosos que fazem
exercicio fisico (VUKOVICH; STULOBS; BOHLKEN, 2001). Resultados de Smith et
al., 2005 sugerem que o HMB preserva a massa magra e atenua a degradacao
protéica por mecanismo de diminuicdo da expressdo de alguns componentes do
sistema ubiquitina-proteossoma e talvez pela estimulacado da sintese protéica. Mas,
especificamente, existe a diminuicdo da expressao das subunidades a e 3 da por¢ao
20S e da proteina p42 da porcao 19S. A proteina quinase C alfa (PKCa) parece ter
participacao importante no processo de indugdo da expresséo do proteossoma pelo
PIF (SMITH et al., 2004a). Esta expressao foi bloqueada com a utilizacdo de
inibidores de PKC e em miotubulos transfectados com um gene dominante negativo
para PKCa, os quais ndo demonstraram da PKCa (SMITH et al 2004a). O PIF induz
a diminuicao do IkBa citosélico e aumento da ligagdo do NFxB, seu receptor nuclear,
e este efeito foi atenuado por inibidores de PKC. Isto sugere que a PKC esta
envolvida na fosforilacdo e degradacao o IxBa, induzida pelo PIF, necessario para
liberacao do NFxB do seu complexo citosdlico inativo (SMITH et al, 2004b). O HMB
demonstrou ter a habilidade de bloquear a ativacao da PKC induzida pelo PIF, o que
poderia explicar a inibicdo da expressao do sistema ubiquitina proteossoma e o
subsequente aumento na degradacéo protéica (SMITH et al, 2004a; SMITH et al,
2005). A acdo direta do HMB sobre o metabolismo protéico muscular pode ter
auxiliado na manutencdo do peso da carcagca dos individuos suplementados
(QUADRO 1).

Todos os efeitos observados com o tipo de exercicio utilizado assim como o
protocolo de suplementacdo devem ser testados em diferentes modelos animais
para averiguar a existéncia de uma homogeneidade de respostas. Esta colocacao
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esta baseada na vasta gama de tumores existentes assim como na divergéncia das

respostas hospedeiro x tumor.
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7- CONCLUSAO

O treinamento de saltos em meio aquatico foi eficaz em retardar a taxa de
crescimento tumoral e atenuar a instalacao da sindrome da caquexia em individuos
portadores do tumor de Walker 256. Em individuos nao portadores de tumor, a
pratica de exercicio demonstrou ser capaz de aumentar as capacidades fagociticas
e citotdéxicas de macrédfagos peritoneais e PMN, além das adaptagdes concomitantes
no metabolismo energético, expresso pelo aumento dos estoques de glicogénio
muscular e hepatico.

A suplementagdo com HMB, na dose de 76 mg/kg/dia durante 8 semanas,
também retardou o crescimento tumoral e atenuou o aparecimento dos sintomas da
caquexia. Em adicdo, a suplementacao isoladamente, aumentou a atividade de
macroéfagos e PMN.

Os resultados demonstram que a pratica de exercicio associada a
suplementagdo com HMB, ou ndo, podem servir de auxilio no tratamento de
individuos portadores de tumor, pois modificam a funcionalidade do sistema
imunitario ou ter a¢des diretas em vias de sinalizagdo dentro nas células tumorais,
mecanismos estes que podem estar envolvidos na inibicdo do desenvolvimento
tumoral.
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