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RESUMO

Melanoma cutaneo € um tumor de origem neuroectodérmica, abrangendo
toda a epiderme. O tumor referido apresenta grande incidéncia e alta taxa
de mortalidade, portanto é considerado como o céncer de pele muito
importante na investigacdo médica. Verificar os efeitos do exercicio
resistido na expressdo de IGF-2 de camundongos C57BL/6 com caquexia
associada ao modelo tumoral singénico de melanoma cutaneo.
Experimental, analitico, prospectivo e abordagem quantitativa. Foram
utilizados 12 camundongos C57BL/6 fémeas, com inoculagdo com células
B16-F10 da linhagem de melanoma cutaneo. Sendo utilizados 12
camundongos C57BL/6J fémeas, onde eles foram distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos. O primeiro grupo foi o controle (n=4), que
nao participara de nenhum tipo de intervencgao, o segundo grupo sendo o
grupo controle com inducdo tumoral (TUMOR) (n=4), ndo realizou
nenhum tipo de intervengcdo e foi induzido a caquexia associada ao
cancer, o terceiro grupo (TRTUMOR) (n=4) foi o de treinamento de
escalada, realizando exercicio resistido com estimulo de choque e
também sendo induzido a caquexia associada ao cancer. A analise
inferencial do estudo ndo apresentou diferenca significativa. O tamanho
do efeito foi classificado como grande (1,59), para o grupo CONTROLE vs
TUMOR; muito grande (2,43) CONTROLE vs TRTUMOR e moderado
(0,67) TUMOR vs TRTUMOR. Os resultados mostram que ocorreu um
aumento ndo significativo da proteina IGF-2, porém, houve expressao da
proteina nos ratos que praticaram atividade fisica.

Palavras-Chave: Melanoma cutaneo; Caquexia; Exercicio Resistido.

ABSTRACT
Cutaneous melanoma is a tumor of neuroectodermal origin, covering the
entire epidermis. The referred tumor has a high incidence and high
mortality rate, therefore it is considered a very important skin cancer in
medical investigation. To verify the effects of resistance exercise on IGF-2
expression in C57BL/6 mice with cachexia associated with the syngeneic
tumor model of cutaneous melanoma. Experimental, analytical,
prospective and quantitative approach. Twelve female C57BL/6 mice were
used, inoculated with B16-F10 cells of the cutaneous melanoma lineage.
Twelve female C57BL/6J mice were used, where they were randomly
distributed into 3 groups. The first group was the control (n=4), which had
not participated in any type of intervention, the second group being the
control group with tumor induction (TUMOR) (n=4), which did not undergo
any type of intervention and was induced to cancer-associated cachexia,
the third group (TRTUMOR) (n=4) was climbing training, performing
resistance exercise with shock stimulation and also being induced cancer-
associated cachexia. The inferential analysis of the study showed no
significant difference. Effect size was rated as large (1.59) for the

@ RENEF - UNIMONTES = v. 13, n. 20, pp. 32 - 42, Ago./ Dez. - 2022



T REVISTA ELETRONICA NACIONAL DE EDUCACAO FiSICA - ISSN: 2526-8007

CONTROL vs TUMOR group; very large (2.43) CONTROL vs TRTUMOR
and moderate (0.67) TUMOR vs TRTUMOR. The results show that there
was a non-significant increase in the IGF-2 protein, however, there was
expression of the protein in rats that practiced physical activity.

Key words: Cutaneous melanoma; Cachexia; Weathered Exercise.

RESUMEN

El melanoma cutaneo es un tumor de origen neuroectodérmico, cubriendo
toda la epidermis. El referido tumor tiene una alta incidencia y alta tasa de
mortalidad, por lo que se considera un cancer de piel muy importante en
la investigacion médica. Verificar los efectos del ejercicio de fuerza sobre
la expresion de IGF-2 en ratones C57BL / 6 con caquexia asociada al
modelo de tumor singénico de melanoma cutaneo. Enfoque experimental,
analitico, prospectivo y cuantitativo. Se utilizaron doce ratones hembra
C57BL / 6, inoculados con células B16-F10 del linaje de melanoma
cutaneo. Se utilizaron doce ratones hembra C57BL / 6J, donde se
distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos. El primer grupo fue el control (n
= 4), que no habia participado en ningun tipo de intervencién, siendo el
segundo grupo el grupo control con induccién tumoral (TUMOR) (n = 4),
que no sufrié ningun tipo de intervencion y fue inducida a la caquexia
asociada al cancer, el tercer grupo (TRTUMOR) (n = 4) fue el
entrenamiento de escalada, la realizacion de ejercicios de resistencia con
estimulacion de choque y también la caquexia asociada al cancer
inducida. El andlisis inferencial del estudio no mostré diferencias
significativas. El tamafio del efecto se calific6 como grande (1,59) para el
grupo CONTROL vs TUMOR; muy grande (2,43) CONTROL vs
TRTUMOR y moderado (0,67) TUMOR vs TRTUMOR. Los resultados
muestran que hubo un aumento no significativo de la proteina IGF-2, sin
embargo, si hubo expresion de la proteina en ratas que practicaban
actividad fisica.

Palabras clave: Melanoma cutaneo; Caquexia; Ejercicio resistido.

INTRODUCAO

Melanoma cutdneo € um tumor de origem neuroectodérmica, viabilizado no
processo de embriogénese, abrangendo toda a epiderme, expressando uma alta
capacidade de metastase (WAINSTEIN e BELFORT, 2004). O tumor referido
apresenta grande incidéncia e alta taxa de mortalidade, portanto é considerado

como o céncer de pele muito importante na investigagdo medica (NASER, 2011).

A maioria dos individuos com melanoma cutaneo desenvolve caquexia, sendo
que cerca de 80% dos pacientes com cancer entram em estado de desnutricdo

calérico-proteica, numa proporcao de declinio em 60% da massa corporea, levando
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a uma morbimortalidade do cancer e favorecimento a caquexia (DA SILVA, 2006;
SILVA; SANTOS, 2009).

A degradacdo do tecido muscular esquelético, principal massa muscular
afetada pela doenca, leva automaticamente a piora do quadro, podendo chegar a
50% da massa corpérea (TISDALE, 1997). Estes desequilibrios elevam as taxas de
consumo de glicose (ARGILES; ALVAREZ, 1997), uma vez que a caguexia gera
uma diminuicdo da lipase lipoproteica acarretando a hipertriacilgliceridemia e
compromete a absorcdo de lipideos pelos tecidos adiposos e musculares,
desfavorecendo a estabilidade do musculo (GEORGE et al, 2007).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), importante para a
sustentacdo do processo de manutencdo e hipertrofia muscular esquelética,
apresenta-se no organismo por meio de duas formas distintas, IGF-1 e IGF-2
(MARTINELLI JUNIOR, et al, 2002). Estudos demonstram que o treinamento
resistido aumenta a acdo da IGF-1, estabelecendo grande potencial tréfico na
musculatura esquelética (ATHERSON et al, 2005). A proteina IGF-2 viabiliza o
crescimento das células musculares, realizando um grande papel na regulacdo do
desenvolvimento fetal, proliferacdo tumoral e crescimento muscular esquelético
(ERBAY et al, 2003).

O musculo esquelético age desde a adaptacdo funcional a atividade contrétil
(DEWYS et al, 1980; GOULD et al, 2013). Estudos apontam que estas adaptactes
sdo refletidas por mudancas na expressdo de proteinas contrateis e por
modificacdes na funcao, visto que a perda progressiva de peso obtida na caquexia é
um importante fator progndstico para a sobrevivéncia ao cancer, uma vez que maior
perda de peso esta diretamente ligada a menor sobrevida (WIDRICK et al, 2022;
DOS SANTOS et al, 2020).

Partindo desses parametros a pesquisa deve se fazer presente ao exercicio
resistido, quando analisamos a proposta de estudo de Gould e colaboradores (2013)
(WIDRICK et al, 2022) que retrata o exercicio resistido pode diminuir incidéncia da
caquexia, porém nado existem relatos na literatura cientifica, mas existem diversas
pesquisas que apresentam situacdes de exercicio resistido sobre hipertrofia

muscular no estado de salude saudavel.
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Portanto, buscando entender os mecanismos hipertroficos da estrutura
muscular esquelética no quadro da caquexia associada ao cancer, o objetivo desse
estudo foi de verificar os efeitos do exercicio resistido na expressado de IGF-2 de
camundongos C57BL/6 com caquexia associada ao modelo tumoral singénico de

melanoma cutaneo.

MATERIAIS E METODOS
Caracterizagbes do Estudo e Cuidados Eticos

O estudo, caracterizado como quase experimental, prospectivo, analitico e de
abordagem quantitativa, teve aprovacao (processo 131, ano 2017) na Comissao de
Etica em Experimentacdo e Bem-estar Animal da Universidade Estadual de Montes
Claros (CEEBEA/Unimontes).

Utilizaram-se 12 camundongos C57BL/6 fémeas e saudaveis com idade entre
10 e 12 semanas, com cerca de 20+ 5 (cinco) gramas de peso corporal médio.
Esses animais foram fruto do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
da Universidade Estadual de Montes Claros (Unimontes). Nesse biotério, o0s
camundongos eram alojados em ambiente com temperatura ambiente (22 = 2°C,
umidade relativa do ar de 60 = 5%, 12h de ciclos de claro/escuro e baixo nivel
sonoro &lt; 40 dB, com livre acesso a agua filtrada e racdo balanceada (Purina-
Labina ® ) contendo 50,3% de carboidratos, 41,9% de proteinas e 7,8% de gordura
com um total de 2,18 kcal por cada 1g da racdo. Os consumos de agua e de racao
pelos animais foram mensurados diariamente. Os animais eram alojados em grupos
de 4 (quatro) animais em caixas de polipropileno autoclavavel de dimensfes de 414
X 344 x 168mm, com tampa em aco galvanizado e contendo separadores em aco
inox (Zootech, modelo ZT 375). Todas as caixas eram forradas com maravalha,

trocada trés vezes por semana.

Formato experimental do estudo

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos. O
primeiro grupo foi o controle (n= 4), ndo realizou nenhum tipo de intervencédo, o
segundo grupo foi o controle com inducgéo tumoral (TUMOR) (n= 4), ndo realizou

nenhum tipo de intervengdo e foi induzido a caquexia associada ao céancer, 0
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terceiro grupo (TRTUMOR) foi o de treinamento de escalada (n= 4), realizou-se
exercicio resistido com estimulo de choque e teve indug¢éo tumoral.

O desenho experimental iniciou-se com a inoculacdo do céancer modelo
singénico cutaneo da linhagem B16-F10. O decimo dia apds inoculacéo foi escolhido
para estabelecimento do diagndstico de caquexia em todos os animais, 0s critérios
aqui utilizados foram os protocolados no estudo de Santos e colaboradores (2020).

Apoés diagndstico da caquexia, 0 grupo de treinamento de escalada realizou
sete sessdes de treinamento resistido com duracdo de 30 minutos (cada sessao),
ocorreu um intervalo de 48 horas entre as séries. Ap6s 48 horas de realizada a

Ultima sesséo de treinamento os animais de todos os grupos foram sacrificados.

Culturas de Células

Os animais C57BI/6 foram indicados para experimentos para implante de
tumores, com destaque para o0 modelo singénico de melanoma cutaneo com uso de
linhagem de melanoma murino B16-F10 (BERKELHAMMER et al, 1982).
Primeiramente, o camundongo C57BI/6 foi imobilizado e submetido a tricotomia da
regido dorsal, préxima ao pesco¢co, em seguida foi verificada a auséncia de
sensibilidade dolorosa reflexa, ap6s assepsia com alcool iodado, os animais foram
inoculados com 5 (cinco) x10° células de melanoma murino B16-F10, ressuspensas
em 50uL, na regido subcutanea dorsal, préxima a base do pescoco (flanco) (Santos
e colaboradores, 2020). A inoculagcdo dessa quantidade de células viaveis na regido
subcutanea tem a capacidade de concluir um ciclo mitético em 24h e de desenvolver
o tumor no prazo de trés a quatro dias (BERKELHAMMER et al, 1982; BERGMAN et
al, 2013; TRUNA et al, 2011).

Instrumento e procedimento do exercicio resistido

Utilizou-se uma escada 110 cm de altura, 18 cm de largura, dois cm entre os
degraus e 80 graus de inclinagdo. O exercicio resistido baseou-se na subida dos
camundongos, na plataforma de saida aplicava-se um choque elétrico como
estimulo para subir as escadas, nesta etapa era aplicada o choque nas quatro patas
do animal com uma tensao elétrica de 20 volts a uma frequéncia de 45 Hertz durante
seis séries de oito repeticdes, apos cada serie 0 roedor tinha noventa segundos de

intervalo entre as séries. N&o teve uma sobrecarga externa, somente o peso do
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proprio corpo, lembrando que ocorreu sete sessdes com intervalos de 48 horas entre
elas (RODRIGUES, 2018).

Andlise de Expressdo de Genes em Isolamento de RNA, Sintese de Cdna e
Reacdo em Cadeia Quantitativa em Tempo Real-Polimerase em Cadeia (Qpcr)

O RNA total foi isolado usando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada
usando o kit de pré-amplificacdo Superscript (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA
EUA). O RNA foi purificado por colunas e tratado com DNase | (Qiagen Sciences,
Germantown, MA, EUA) para remover a contaminacdo do DNA gendmico. A
concentragdo de RNA foi medida por absorvancia UV e amostras com uma razao
A260 / 280 de = 2,0 (dois virgula zero) foram usadas posteriormente. As reacfes de
gPCR foram configuradas em triplicado usando ensaios do gene TagMan e
amplificadas em um instrumento Applied Biosystems Step-OneTM (Thermo-Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). As curvas de AACCT foram geradas usando ensaios
do gene GAPDH como padrbes internos. Um kit de ensaio génico individual foi
realizado para o gene IGF2.

O modelo interno com GAPDH foi executado nas mesmas condi¢des de teste
usadas para o0 gene investigado. gPCR foi realizado com 1 (um) mL da reacéao de
transcricdo reversa, a 94 ° C por 30 segundos, 55 ° C por 30 segundos e 72 ° C por
30 segundos. Para o gene, o numero de ciclos necessarios para a amplificacao
exponencial serd determinado usando ciclos variados. Os amplicons foram
separados em gel de agarose e transferidos para uma membrana de nylon. As
curvas padréo foram geradas com quantidades conhecidas de cDNA e corridas com
cada corrida de PCR (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os niveis de expressao génica
foram normalizados para o nivel de expressdo de GAPDH. O teste t emparelhado foi
realizado para comparar o nivel de expressao genética relativa de cada animal para

determinar sua significancia.
Tratamento de Dados

Todos os dados coletados foram analisados estatisticamente no software
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 20.0. O nivel de
confianga adotado em todas as analises foi fixado em 95% (p < 0.05). Apés foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade, posteriormente
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selecionou-se o teste de Kruskall-Wallis, para mensurar o tamanho do efeito foi

utilizando a classificagéo previamente descrita por Hopkinks e colaboradores (2009).

RESULTADOS

A analise inferencial do estudo apresentado na figura 1A ndo apresentou
diferenca significativa. Na figura 1B mostra que tamanho do efeito foi classificado
como grande (1,59), para o grupo CRONTOLE vs TUMOR; muito grande (2,43)
CONTROLE vs TRTUMOR e moderado (0,67) TUMOR vs TRTUMOR.

A B
1,60
g Tamanho do efeito®
@ 1,20
E 1,00 |
3 080 ; Controle vs. TUMOR 1,59 (Grande)
B 0,60 j
g 0,40 .
£ o o Controle vs. 2,43 (Muito
oo CONTROLE TUMOR TRTUMOR TRTUMOR grande)
TUMOR vs.
TRTUMOR 0,67 (Moderado)

Figura 1 — Andlise inferencial da expressdo génica da IGF2 nos grupos Controle (Sem tumor; sem
intervencdo de exercicio resistido), Tumor (com tumor; ndo realizou intervencdo) e TRTUMOR (Com
tumor; realizou exercicio resistido). No grafico A foi realizado o Teste de Kruskall-Wallis onde nao
apresentou diferenca significativa (p=1,00). No quadro B é apresentado o tamanho do efeito entre os
grupos estudados.

Fonte: Préprio Autor

DISCUSSAO

No presente estudo ocorreu um aumento nao significativo da proteina IGF-2,
porém, quando verificado a diferenca entre o grupo controle, observou-se que a
proteina se expressa ainda mais nos camundongos que praticaram atividade fisica.
Cruzat e colaboradores (2008) demonstraram, que de maneira geral, o IGF é
responsavel pela estimulacdo do processo hipertréfico muscular. Outro estudo ainda
relata que o efeito efetivo do GH depende da relacdo entre a combinacdo da
proteina IGFs + GH + proteinas, sendo que onde ha diminuicdo de substratos, ha
também a reducdo de GH, consequentemente atrelado a diminuicdo da massa

muscular, forca e resisténcia (CRUZ et al, 2010).
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Pisa (2017) pesquisou o treinamento fisico ao longo de uma temporada de
treinos utilizando o eixo GH/IGF, demonstrando que a concentracao de IGF-1 esteve
relacionada de maneira positiva com o desempenho fisico da amostra analisada.
Ademais, achados de Vanzella (2017) encontraram forte associacdo na qual o
exercicio fisico promoveu a captacdo de IGF-1 circulante pelo cérebro, além do
hipotalamo.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que ocorreu um aumento ndo significativo da proteina
IGF-2, porém, quando verificado a diferenca entre o grupo controle, observou-se que
a proteina se expressa ainda mais nos roedores que praticaram exercicio resistido,
pois o tamanho do efeito apresenta uma classificacdo grande e muito grande para
camundongos que realizaram atividade fisica sistematica de caracteristica
neuromuscular. Apesar de haver lacunas que devem ser preenchidas, a atividade
fisica resistida pode ser um formato experimental para propostas futuras com o
objetivo de melhorar a expressdo da IGF-2 e com isso reduzir os efeitos

ocasionados com a caquexia.
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