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RESUMO

O cancer apresenta-se no Brasil como a segunda maior causa de morte nos ultimos anos. A
caguexia neoplasica ¢ uma sindrome que contribui para maiores indices de morbidade e
mortalidade, além de reducdo da qualidade de vida. Trabalhos anteriores descreveram que
camundongos portadores de tumor solido de Ehrlich apresentavam perda muscular, evoluindo
para um quadro caquético apos 14 dias de inoculagdo, sendo este modelo de estudo in vivo
aplicavel no estudo de drogas com potencial antitumoral. O Resveratrol (RSV) é um polifenol
encontrado em alimentos, como a uva e amendoim, sido estudado no tratamento de varias de
neoplasias. Contudo, apesar de dados promissores na atividade antitumoral, ndo existem
estudos com esse composto na caquexia neoplasica. O objetivo foi avaliar os efeitos do RSV
na caquexia em modelo de tumor sélido de Ehrlich em tratamento associado ou ndo com
quimioterapico. Para a avaliacdo da caquexia no modelo in vivo, camundongos Swiss machos
com idade entre 50 a 60 dias foram divididos em dois grupos (n=10): Normal (sem tratamento
e sem tumor) e o Grupo controle negativo (inoculado com 2x107 células tumorais/mL no coxim
plantar, sem tratamento). Os resultados mostraram que mesmo mantendo o peso corporal, 0
aumento do tumor acompanha um menor consumo de racdo, perda de massa muscular e tecido
adiposo comparado ao grupo controle, sugerindo o quadro de caquexia neoplasica. Para avaliar
0 efeito do tratamento, parte dos animais foram inoculados com tumor, como descrito
anteriormente, e divididos em: Controle negativo (sem tratamento); Controle positivo (tratado
com ciclofosfamida de 25mg/kg, intraperitoneal durante 14 dias); Grupo RSV (10mg/kg, por
gavagem durante 14 dias); e Grupo RSV e Ciclofosfamida (10mg/Kg e 25mg/kg, por gavagem
e intraperitoneal, respectivamente), e um grupo de animais sem tumor e tratados com
Resveratrol na mesma posologia. Os resultados mostraram que a 0 RSV reduz o crescimento
do tumor da mesma forma que a ciclofosfamida. Entretanto, o quimioterapico reduz a
celularidade dos érgdos linfoides e eleva os niveis séricos de TNF-o e IL-6 e reduz MCP1,
levando uma maior perda muscular, enquanto que o RSV reduziu o0 TNF-a e aumenta a massa
muscular sem causar cito e hepatotoxidade. O tratamento com RSV e ciclofosfamida
apresentou melhora do peso muscular comparado a Ciclofosfamida, mas ndo alterou os efeitos
imunossupressores. A presenca de sFasL parece ser um mecanismo associado a inflamagéo
mediada pelo tumor. O RSV, sem a inoculacédo do tumor, aumenta o niumero de fibra muscular
e ndo altera parametros imunoldgicos e hepaticos, sugerindo baixa toxicidade. Os resultados
sugerem que além do efeito antitumoral, 0 RSV tem atividade anti-inflamatdria capaz de
preservar o musculo na caquexia neoplasica, entretanto sem efeito nos mecanismos de perda
muscular induzido pelo quimioterapico, desta forma, o presente trabalho ratifica o efeito
antitumoral do RSV e evidencia seu potencial no tratamento da caquexia neoplasica.

Palavras-chave: Caquexia neoplasica, polifenol, tumor de Ehrlich.



ABSTRACT

Cancer appears in Brazil as the second leading cause of death in recent years. Neoplastic
cachexia is a syndrome that contributes to higher rates of morbidity and mortality, in addition
to reduced quality of life. Previous studies describe that mice with solid Ehrlich tumor showed
muscle loss, evolving to a cachectic condition after 14 days of inoculation, and this in vivo study
model is applicable in the study of drugs with antitumor potential. Resveratrol (RSV) is a
polyphenol found in foods, such as grapes and peanuts, and has been studied in the treatment
of several neoplasms. However, despite promising data on antitumor activity, there are no
studies with this compound in neoplastic cachexia. The objective was to evaluate the effects of
RSV on cachexia in a solid Ehrlich tumor model under treatment associated or not with
chemotherapy. For an assessment of cachexia in the in vivo model, male Swiss mice aged 50 to
60 days were divided into two groups (n = 10): Normal (without treatment and without tumor)
and the negative control group (inoculated with 2x107 tumor cells / mL without foot pad,
without treatment). The results impaired that even maintaining body weight, the increase in the
tumor accompanied a lower consumption of feed, loss of muscle mass and adipose tissue
compared to the control group, suggesting the condition of neoplastic cachexia. To assess the
effect of the treatment, part of the animals were inoculated with a tumor, as previously
described, and divided into: Negative control (without treatment); Positive control (treated
with 25 mg / kg cyclophosphamide, intraperitoneal for 14 days); RSV Group (10mg / kg, per
gavage for 14 days); and RSV and Cyclophosphamide Group (10mg / Kg and 25mg / kg, by
gavage and intraperitoneal, respectively), and a group of animals without tumor and treated
with Resveratrol in the same dosage. The results impaired that RSV reduces tumor growth in
the same way as cyclophosphamide. However, chemotherapy reduces the cellularity of
lymphoid organs and increases serum levels of TNF-a and IL-6 and reduces MCP1, leading to
greater muscle loss, while RSV reduced TNF-a and increases muscle mass without causing
cytokinesis. and hepatotoxicity. Treatment with RSV and cyclophosphamide improves muscle
weight compared to cyclophosphamide, but does not alter the immunosuppressive effects. The
presence of sFasL appears to be a mechanism associated with tumor-mediated inflammation.
The RSV, without tumor inoculation, increases the number of muscle fibers and does not alter
immunological and hepatic parameters, suggesting low toxicity. The results suggest that in
addition to the anti-tumor effect, RSV has anti-inflammatory activity capable of preserving
muscle in neoplastic cachexia, however without effect on the mechanisms of muscle loss
induced by chemotherapy, therefore, the present study ratifies the anti-tumor effect of RSV and
shows its potential in the treatment of neoplastic cachexia.

Keywords: Neoplastic cachexia, polyphenol, Ehrlich tumor.
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1 INTRODUCAO

O céncer no contexto mundial tem se consolidado como um problema de satde publica, sendo
uma das doencgas com maior frequéncia de diagnostico e incidéncia de morte humana, isso se
mostra pelos regimes de tratamento intensos e ou cirurgias necessarias para tratar essa
malignidade. Um diagndstico de cancer representa um estigma social, com grande 6nus

econdmico para a familia envolvida, bem como para a comunidade e a sociedade (INCA, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o cancer hoje é a segunda causa de
morte em paises desenvolvidos, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares, gerando
um impacto de 190 mil mortes por ano (WHO, 2017; SIM, 2009: INCA, 2020). A doenca surge
a partir de células normais que sofrem alteracGes nas sequencias genéticas, podendo gerar
resultados em uma variedade de fatores, como mutacgdes genéticas herdadas ou erros aleatorios
na replicacdo do DNA, ou danos e instabilidade genética induzida por radiacdo, por substancias
quimicas ou por infeccdo viral (SHANMUGAM, 2017; MARELLI et al., 2018).

Além disso, o cancer é uma doenca que se relaciona com o sistema imunoldgico do hospedeiro.
O processo de interacdo do cancer com o sistema imunoldgico ocorre pela atividade supressora
de respostas imunes ou mecanismo de evasdo das células tumorais na expressao das moléculas
inibitérias do checkpoint imunolégico, tais como CTLA-4, PD-1 e o antigeno leucocitario
humano ndo classico (HLA-G), que sdo muito importantes para manter a tolerancia
imunolégica na homeostase (CHEN, 2017).

Para entender os mecanismos envolvidos na resposta imune tumoral, o estudo dos componentes
celulares e citocinas presentes no microambiente tumoral é fundamental. O infiltrado de células
imunes em tumores sélidos é composto de células do sistema imune inato e adaptativo, que
incluem células dendriticas, mastdcitos, célula natural killer (NK), neutréfilos, eosinofilos,
linfécitos T, linfocitos B e macrofagos, que podem estar localizados no centro do tumor, no
front invasivo ou em estruturas linfoides terciarias (FRIDMAN et al., 2012; BREMMES et al.,
2016).
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Deste modo, a presenca de inflamacéo cronica dispde de ummicroambiente pro-tumoral que
pode contribuir para varias caracteristicas chaves da progressdodo cancer, como sobrevivéncia,
angiogénese, invasao e metastase (FELLER et al., 2013, LIPINSKI et al., 2016).

Umas das complicacdes nos estagios avangados do cancer € a caquexia, causada pela ativacao
de citocinas pro-inflamatdrias que tem efeito direto sobre o metabolismo muscular
(MANTOVANI & MADEDDU, 2010). Assim, pacientes com cancer apresentam, dentre as
inimeras alteragdes metabdlicas, intensa perda de massa corporal magra, em particular
musculatura esquelética, que diminui em proporcdo direta aos efeitos da evolugdo
neoplasicaComo consequéncia da perda de tecido muscular, ocorre nesses pacientes fadiga,
fraqueza, atrofia muscular e comprometimento de muitas fungdes, dentre elas, respiratdrias e
cardiovasculares (MULLIGAN & BLOCH, 1998).

As trés formas de tratamento do cancer mais comumente utilizadas sdo: cirurgia, radioterapia e
quimioterapicos (INCA, 2018). No entanto, apesar da eficacia desses tratamentos, 0 uso de
quimioterapicos também promovem diversos efeitos adversos, no quais incluem
mielossupressao, nauseas, vomitos, diarreia e alopecia (MARELLI et al., 2018). Devido aos
efeitos colaterais causados, busca-se por novas alternativas que possam auxiliar no tratamento

ao cancer.

Dentro das diversas alternativas que objetivam prevenir e/ou tratar os casos de cancer, em
conjunto com o tratamento convencional, existe uma escassez de estudos atribuidos a melhora
do quadro da caquexia. A literatura cientifica aponta que o Resveratrol se caracteriza por uma
estratégia eficaz, tanto na prevengdo como na resposta do sistema imune contra o tumor, como
devido a sua atividade moduladora em diversas vias envolvidas no crescimento celular
(MUKHERJEE et al. 2010).

Assim, as informagGes anteriormente mencionadas sugerem a relevancia do Resveratrol como
estratégia para o tratamento da caquexia associada ao cancer, melhoria na perda do tecido
muscular esquelético e diminuicdo de condicdes associadas ao aumento de morbidade e

mortalidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

A cada ano o cancer tem se consolidado como um problema de sadde publica em todo 0 mundo
(FERLAY etal., 2013). Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o cancer é a segunda
causa de morte em paises desenvolvidos, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares,
gerando 190 mil mortes por ano (WHO, 2009; SIM, 2009). Os tipos de canceres mais incidentes
no Brasil nos homens sdo prostata (29,7%), colén e reto (9,1%), pulmédo (7,9%), estbmago
(5,9%) e cavidade oral (5,0%). Em mulheres, as maiores frequéncias sdo encontradas na mama
(29,2%), colon e reto (9,2%), colo do atero (7,4%), pulméo (5,6%), e glandula tireoide (5,4%)
(INCA, 2020).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o nimero de casos novos de cancer de pele
ndo melanoma esperados, para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 83.770 em homens e de
93.160 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 80,12 casos novos a cada 100 mil
homens e 86,65 casos novos a cada 100 mil mulheres, entre os outros tipos o de prostata
(65.840mil), mama (66.280mil), célon e reto (40,990 mil), colo do Gtero (16.370 mil), Pulmdes
(30.200mil) estdbmago (21,230 mil). Ao todo estdo relacionados na publicacdo os 19 tipos de
cancer mais incidentes, sendo 14 na populacdo masculina e 17 na feminina (INCA, 2020)
(Figura 1).

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9.2%
Traqueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do dtero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Tragueia,bronguio e pumao ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esdfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3.0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Gtero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sisterma nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10.

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020

por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA 2020).
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Dados mostram que pacientes com cancer em estagios avancados desenvolvem caquexia, sendo
uma consequéncia de alta incidéncia por afetar mais de 5 milhGes de pessoas, no entanto,
existem poucos estudos publicados envolvendo grandes amostras populacionais pela gravidade
e agilidade na manifestacdo da doenca. Nos principais paises industrializados, a prevaléncia
geral da caquexia de todas as causas € estimada em cerca de 9 milhGes de pacientes (ou seja,
1% de pacientes com qualquer doenca) e a caquexia pode contribuir diretamente para 30% das
mortes por canceres (TEMEL et al., 2010; VON, et al., 2010).

2.2 CANCERE A CARCINOGENESE

O Cancer faz parte de um grupo de doencas que afeta diferentes tecidos no organismo. E
caracterizado por alteracdes na expressdo de multiplos genes, levando a desregulacdo do
programa celular normal para diviséo e diferenciagdo celular (PARSONS, 2003). Isso resulta
em um desequilibrio de replicacdo e morte celular que favorece o crescimento de uma
populacdo de células tumorais. As caracteristicas que diferenciam um tumor maligno de um
benigno séo as habilidades para invadir localmente, espalhando-se para os linfonodos regionais
e gerando metastase para outros 6rgaos (LUCH, 2005).

O processo da carcinogénese ocorre da conversdo de uma célula normal em uma célula
neoplasica, sendo que os agentes indutores desse processo sdo denominados carcin6genos
(LOUVEIRO et al.,, 2002). A exposi¢ao repetida a carcinogenos podem levar ao
desenvolvimento de tumores malignos (GIGLIO, 2001). Esse desenvolvimento ocorre muito
lentamente devido a natureza complexa da carcinogénese, a qual pode ser dividida em trés
estagios: a iniciagdo, a promogdo e a progressdo. No entanto, para que as células se tornem
malignas ndo basta que elas se multipliguem em excesso (NICHOLSON et al., 2008). Elas
precisam ignorar as restricdes da proliferacdo celular (mecanismos de apoptose) impostas pelas
diferentes partes do organismo, em especial por células vizinhas normais, tornando o processo

de morte celular insuficiente para a contencao do cancer (VALKO et al., 2006).

O céancer apresenta diferentes caracteristicas genéticas, dependendo do tipo que instala no
hospedeiro. A maioria dos canceres se desenvolvem a partir de celulas que mostram genes de
susceptibilidade, sdo doencas genéticas moleculares adquirida em um unico ou alguns clones

de células que se acumulam alteracdes genéticas celulares e progridem para o cancer
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desenvolvido. Essas alteracdes levam a proliferacdo celular desregulada, invasdo e metastase
(KLAUSNER, 2002).

Esses mecanismos podem ocorrer através de um problema direto no DNA, como uma mutagdo
genética, translocacédo, amplificacdo, delecdo, perda de heterozigose ou por meio de mecanismo
resultante da transcricdo anormal do gene ou traducédo. O resultado geral € um desequilibrio de
replicacdo e morte celular em uma populacgéo de células tumorais que leva a uma expansdo de
tecido tumoral. Em tecidos normais, proliferagcdo celular e perda celular estdo em estado de
equilibrio (ONUCHIC AC & CHAMMAS, 2010).

A classificacdo histoldgica da malignidade é baseada no grau de diferenciacéo das células e na
estimativa da taxa de crescimento como indicado pelo indice mitético. Acreditava-se que
tumores menos diferenciados fossem mais agressivos e mais metastatico do que os tumores
mais diferenciados. Agora ja se sabe que esta afirmacdo é uma simplificacdo excessiva, ndo
sendo a maneira muito precisa de avaliar a malignidade para certos tipos de tumores. Com base
nesses critérios, e outros semelhantes, os tumores foram classificados como grau | (75% a 100%
de diferenciacdo), grau Il (50% a 75%), grau 11 (25% a 50%) e grau IV (0% a 25%). O valor
da classificacdo fornece para certos tumores um guia geral para o progndstico e indicadores da

eficacia das abordagens terapéuticas (BURKE, 2004).

O comité americano de cancer (AJCC) e a Unido Internacional de Controle do Céancer (UICC)
utilizam o sistema de classificagdo TNM como uma ferramenta para os médicos estadearem
diferentes tipos de cancer com base em determinadas normas. Ele ¢é atualizado a cada 6 a 8 anos

para incluir os avangos na compreensao de uma doenga como o cancer.

No sistema TNM, a cada tipo de cancer € atribuida uma letra ou nimero para descrever o tumor,
linfonodos e metéstases, sendo diferenciado desta forma: (T para o tumor primario), (N para
linfonodos. O céncer que se espalhou para os linfonodos proximos), (M para metastase. O
cancer que se espalhou para partes distantes do organismo). A categoria T fornece informacdes
sobre aspectos do tumor primario, como seu tamanho, quéo profundamente se desenvolveu no
Orgdo em que se originou e quanto invadiu os tecidos adjacentes: (TX significa que o tumor ndo
pode ser avaliado), (TO significa que ndo existe evidéncia de tumor primario, ndo pode ser

encontrado), (Tis significa que as células cancerosas estao se desenvolvendo apenas na camada
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mais superficial do tecido, sem invadir tecidos mais profundos. Também pode ser chamado de
cancer in situ ou pré-cancer). Os nimeros que aparecem ap0s o T (tais como T1, T2, T3 e T4)
podem descrever o tamanho do tumor e/ou a disseminacao da doenca nas proximidades. Quanto
maior o nimero de T, maior o tumor e/ou mais se disseminou pelos tecidos proximos. A
categoria N descreve se o cancer se espalhou para os linfonodos vizinhos: (NX significa que os
linfonodos ndo podem ser avaliados), (NO significa que os linfonodos vizinhos ndo contém
cancer). Os numeros que aparecem ap6s o N (por exemplo, N1, N2 e N3) podem descrever o
tamanho, localizacdo e/ou 0 nimero dos linfonodos com doenca. Quanto maior o nimero, mais
o0 cancer se espalhou para os linfonodos. A categoria M descreve se o cancer se espalhou
(metéstases) para locais distantes do corpo: (MO significa que nenhuma disseminacdo foi
encontrada), (M1 significa que o cancer se espalhou para tecidos e 6rgaos distantes, metastases
a distancia foram encontradas). A maioria dos tipos de cancer tem sua propria versao deste
sistema de classificacdo, logo as letras e 0s nimeros nao significam sempre o mesmo para cada
tipo de cancer. Por exemplo, em alguns tipos, as categorias T descrevem o tamanho do tumor
principal, enquanto em outros, eles descrevem qudo profundamente o tumor se desenvolveu,
ou se 0 tumor cresceu nas estruturas adjacentes (independentemente de seu tamanho),
(BRIERLEY et al., 2016, WITTEKIND, 2014).

Uma vez que o tumor maligno cresce, ele produz um namero de efeitos no hospedeiro, podendo
resultar na mortalidade do mesmo. Os efeitos podem incluir febre, anorexia (perda de apetite),
perda de peso, caquexia, infec¢do, anemia e varios sintomas neuroldgicos , estes podem ocorrer
de proporc¢éo ao tamanho e tipo do tumor. Um tumor relativamente pequeno pode causar muitos
sintomas, enquanto outro tumor pode produzir poucos sintomas e permanecerem ocultos até
estarem muito avangados e metastasiados. Tumores malignos afetam as func¢des do hospedeiro
por compressdo, invasdo e destruicdo de tecidos normais, bem como pela elaboragdo de
substancias que circulam na corrente sanguinea essenciais para diferenciacdo, proliferagéo,
apoptose, transducéo de sinal e inflamagdo (MANTOVANI, 2004).

Como consequéncia do avan¢o da malignidade no tumor, a atrofia dos musculos esqueléticos é
um dos principais sintomas que reflete o agravamento da doenca e reduzindo a qualidade de
vida do paciente (MANTOVANI, 2014)). A caquexia contribui para 0 aumento da debilidade
fisica, fraqueza, perda da capacidade fisica, além da deplecdo de reserva de proteinas que sdo
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usados como substrato para a obtencdo de energia para o crescimento tumoral (JULIENNE et
al., 2012). Nestas situacdes, citocinas: TNFa, IL-1 e I1L-6 sdo liberadas pelo tecido lesionado e
pelos leucdcitos ativados como resultado da estimulacéo da resposta imune inata (FROST 2005;
YEAGLEY & LANG 2010). Os niveis elevados destas estdo relacionados a degradacao
proteica no tecido muscular e consequentemente a instalacéo da fraqueza muscular (KIM et al.,
2012).

2.3 MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético € um dos tecidos mais dinamicos e plasticos do corpo humano,
compreendendo cerca de 40% do peso corporal e contendo de 50-75% de todas as proteinas do
corpo No geral, a massa muscular depende do balanco entre os processos de sintese e
degradacdo de proteinas que € regulado por outros fatores como estado nutricional, balango
hormonal, atividade fisica/exercicio e lesbes ou doenca, entre outros (HOLFE, 2006;
HEYMSFIELD et al., 2014).

A principal funcdo do musculo esquelético € transformar energia quimica em energia mecénica
para gerar forca necessaria para manutencgdo da postura, e movimento, influenciando nédo apenas
na homeostase, mas na autonomia, ocupacao e participacao social (HEYMSFIELD etal., 2014).
Na perspectiva metabdlica, o musculo pode ser considerado como uma reserva de aminoacidos,
contribuindo para a manutencédo da glicemia em momentos de jejum (gliconeogenese muscular)
e na sintese de proteinas orgao-especificas como na pele, cérebro e coracdo (FRONTERA et
al., 2015).

A arquitetura do musculo esquelético é caracterizada com um arranjo bem particular de fibras
musculares, associadas ao tecido conjuntivo. O tamanho do musculo é definido pelo nimero e
tamanho das fibras musculares, embora, em condigdes patologicas, a presenca de infiltrado de
gordura, tecido conjuntivo e/ou celulas inflamatorias, possam alterar essa relacdo de tamanho
(JAVAN et al., 2913: FONTIN et al., 2014). Sem considerar a 4gua, uma fibra muscular é
constituida aproximadamente por 80% de proteinas e 8% de tecido conjuntivo, sarcoplasma
(FRONTERA et al., 2015).
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As fibras musculares sdo multinucleadas, e os nucleos estdo posicionados na extensdo do
sarpolasma . Assim, o musculo é envolto por um tecido conjuntivo chamado de epimisio. O
grupo de fibras no musculo sdo organizadas em fasciculos envolvidas por outra camada de
tecido conjuntivo chamada de perimisio; e uma fibra muscular € delimitada por uma membrana
celular chamada de endomisio, composta por varias fibras, que contém as miofibrilas que sdo
miofilamentos proteicos de actina e miosina. (Figura 1) (FRONTERA et al., 2015; TROVATO
et al., 2016).

ACTINA
MIOSINA

CELULAS .
EPIMISIO

PERIMISIO

ENDOMISIO

FASCICULO

Figura 2: Estruturas do tecido muscular esquelético (Anatomy & Physiology 3D Plataform e

adaptado pela autora da tese, 2021).
24 CAQUEXIA NEOPLASICA

A caquexia é uma sindrome complexa e multifatorial que se caracteriza pela perda de peso, com
predominante perda de massa muscular corpérea com ou sem perda de tecido adiposo.

Normalmente, a caquexia esta presente em algumas doencas em fase terminal, por exemplo:
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infeccdes, AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), insuficiéncia renal cronica, artrite
reumatdide, tuberculose e doenca pulmonar obstrutiva crénica e principalmente no cancer
(MANTOVANI & MADEDDU, 2010). Em pacientes com cancér, a caquexia é considerada o
fator mais importante para a morte prematura dos pacientes com tumores de colon, géastrico e
pancreatico (YOUNES & NOGUCHI, 2000; TISDALE, 2002).

Em torno de 80% dos pacientes com cancer em estagio avancado desenvolvem caquexia e 20%
desses casos vao a 6bito (WEYERMANN etal., 2009). Os efeitos da caquexia sdo severos,
prejudicando grandemente a qualidade de vida e diminuindo a resposta terapéutica (BENNANI-
BAITI & WALSH, 2010). A perda de massa corporal magra, em particular a musculatura
esquelética causada pelo evolugdo cancér, leva o paciente a fadiga, fraqueza, atrofia muscular
e comprometimento de funcgdes vitais, como a respiratéria e cardiovascular (MULLIGAN &
BLOCH, 1998).

Estudos sugerem que o surgimento da caquexia neoplasica pode ser consequéncia de diversos
fatores ligados a evolucdo do cancér, como a ingestdo diminuida de alimentos, consumo
excessivo de nutrientes pelo tecido tumoral, alteracdes no metabolismo energético do individuo,
secre¢do de citocinas tanto pelo sistema imune do hospedeito, quanto pelas células tumorais,
e/ou um somatdrio desses fatores (TISDALE, 2003; TISDALE, 2005). Desta forma, o
catabolismo, como a lipolise e protedlise da massa corpérea promovido pela acdo de
mediadores inflamatorios induzidos presenca do tumor, seria um mecanismo causador da
caquexia. (TISDALE, 2009; BATISTA et al., 2012).

As citocinas inflamatorias (IL-1B), (IL-6) e (TNF-a) sdo produzidas pelo proprio tumor,
desencadeando uma resposta inflamatoria crénica no hospedeiro que colabora para o
emagrecimento e desenvolvimento da anorexia, que culminam na sindrome anorexia caquexia
(GORDON et al., 2005).

Altos niveis circulantes de IL-1B, TNF-o e IL-6 s@o encontrados em alguns pacientes
oncolodgicos e se correlacionam com a progressdao do tumor (MOLDAWER et al., 1992,
NOGUCHI et al., 1996; MATTHYS et al.,1997). A inflamag&o causa dano tecidual, aumenta a
atividade de proliferacdo celular e desenvolvimento tumoral. Estudos revelam uma forte

associacdo entre condigdes inflamatorias cronicas e carcinogénese em varios canceres humanos



22

(WANG et al., 1998; BALKWILL& MANTOVANI, 2001; COUSSENS & WERB, 2002;
PHILIP et al., 2004).

Alguns modelos animais sdo usados para o estudo e compreensdo da caquexia associada ao
cancer. Entre eles se se destaca o tumor solido de Ehrlich, uma neoplasia experimental, que
simula o desenvolvimento da caquexia tanto na forma de tumor solido quanto ascitico
(VIOLATO et al, 2014; SILVA, SANTOS & CASSALL, 2006).

2.5 MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DA CAQUEXIA NEOPLASICA

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia murina originado de um adenocarcinoma mamario,
transplantavel, espécie especifica e que ndo apresenta antigenos de histocompatibilidade, razéo
para sua rapida proliferacdo (DAGLI, 1992). As células asciticas do tumor, ap6s sua inoculagao,
aumentam seu volume rapidamente, assim, em poucos dias, o desenvolvimento do tumor causa
severa diminuicdo no peso corpéreo, no peso do figado, hipertrofia do baco e liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias TNF-o e I1L-18 (KOREANE et al., 2003).

Um estudo do tumor de forma sélida nos membros dos camundongos, observou estado da
caquexia a partir do 10° dia de inoculacéo do tumor e no 14° dia os animais apresentam maior
tolerancia a glicose, menor concentracdo plasmatica de insulina, bem como maior sensibilidade
a este hormonio (VIOLATO et al., 2014).

A resposta anabdlica diminuida gera uma perda na sintese de proteina muscular, caracterizando
0 catabolismo proteico da caquexia com uma reduzida expressdo de reguladores positivos
miogénico e uma expressdo excessiva de reguladores negativos (KUDOU et al., 2017). Com
base no conhecimento de que os mionucleos das fibras musculares maduras sdo considerados
pos-mitoticos (ndo apresentam capacidade de divisdo), a adicdo de novos miondcleos sao
realizadas somente pela atividade das células satélites (CS), que sdo células precursoras com
intensa atividade miogénica. Essas células, proliferam e se diferenciam fornecendo nucleos para
a regeneracio apds uma lesdo muscular (CHARGE E RUDNICKI 2004).

As células musculares quando formadas séo alongadas, por isso sdo também chamadas fibras
musculares. Elas sdo ricas nos filamentos de actina e de miosina, responsaveis pela sua

contracdo. A actina compdem filamentos de cerca de 7nm de diametro, os filamentos finos,
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enquanto a miosina Il forma filamentos com 15nm de diametro, os filamentos espessos. As
células do tecido muscular esquelético sdo originadas da fusdo de centenas de células
precursoras, 0s mioblastos, 0 que as tornam grandes e alongadas, de formato cilindrico, com
um didmetro de 10 a 100um e até 30cm de comprimento, e multinucleadas, sendo que os
nucleos ficam em posicdo periférica (JUNQUEIRA, 2013).0s fatores postulados como
mediadores da caquexia no cancer podem exercer seus efeitos diretamente sobre o catabolismo
do hospedeiro, por exemplo as citocinas, que afetam o metabolismo do hospedeiro
indiretamente (TISDALE, 1993). Entre as citocinas, estdo o Fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), a Interleucina-1 e -6 (IL-1 e IL-6), o Interferon gama (INF-y) ¢ o Fator inibitorio de
leucemia (LIF) (TISDALE, 1993; TISDALE, 2000). Estas substancias, liberadas
principalmente pelas celulas do sistema imune, exercem efeitos sobre indmeras células do
organismo (células da medula déssea, midcitos, hepatdcitos, adipdcitos, células endoteliais e
neurénios), onde produzem uma complexa cascata de respostas bioldgicas, responsaveis pela
maioria das alteracGes metabolicas associadas a caquexia. Desta forma, doses progressivamente
altas de TNF-a ¢ IL-6 colaboram para o quadro caquético e perda de tecido muscular
esquelético (ARGILES., 2005).

2.6 RESVERATROL

Na busca de uma alternativa efetiva na modulacéo da resposta do hospedeiro que proporcione
beneficios bioldgicos e consequentemente clinicos, sem causar efeitos colaterais danosos no
organismo, aliado a baixo custo, os fitoterapicos passaram a ser investigados. Dentre as
substancias com potencial imunomodulador esta o Resveratrol (MUKHERJEE et al., 2010).

O Resveratrol - 3,5,4°-trihidroxi-droxi- estilbeno (RSV) é um fitoalexinapolifenol encontrado
em muitas plantas de forma natural e alguns produtos como o vinho tinto e amendoim
(SVAJGER & JERAS, 2012; BAUR & SINCLAIR 2006) que apresenta muitos beneficios ao
organismo. Este € composto quimicamente por dois anéis fendlicos que sdo ligados por uma
dupla ligac&o de estireno para gerar a estrutura de estilbeno, que pode existir como um isémero
cis ou trans. Conforme Svajger & Jeras (2012), os efeitos farmacoldgicos de trans-
resveratrol, tanto in vitro como in vivo, tém sido intensivamente estudados e atribuidas maior

potencial do que cis-resveratrol.
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O RSV ¢é um dos estilbeno naturais mais importantes e tem sido amplamente estudado. Foi
demonstrado que a substancia possui propriedades de promogdo da salde, dentre as quais
destacam-se as atividades antitumoral (WANG et al., 2010), anti-inflamatéria (PATEL, et al.,
2011), antienvelhecimento (SOARES-FILHO, CASTRO e STAHLSCHMIDT, 2011).

A literatura sugere que o RSV exerce efeitos fisiologicos em todas as fases da inflamacéo: desde
0 inicio, com o recrutamento de Leucdécitos polimorfonucleares (PMN) e sua ativacao até a
subsequente liberagdo de mediadores (ORSU et al., 2013, XUZHU et al, 2012).

O RSV atua em receptores de membrana e receptores intracelulares, sinalizacdo de moléculas,
enzimas biogénicas (PERVALZ & HOLME 2009), sistema oxidativo, mecanismos de
reparacdo do DNA e fatores de transcricdo (ALARCON et al., 2007), incluindo a proliferacéo
celular, diferenciacéo e até na morte celular (FRANCINE et al, 2009).

No musculo esquelético, 0 RSV esta envolvido na regulacdo do metabolismo do musculo,
catabolismo e funcdo da proteina muscular, e é capaz de conferir resisténcia contra o estresse
oxidativo, lesdo e a morte das células do musculo esquelético (ALARCON et al., 2007). Além
disso, 0 RSV tem sido mostrado na melhora da forca e resisténcia do musculo esquelético.
Evidéncias sugerem que o RSV tem um papel ativo na diferenciacdo musculo esquelético
(PERVALZ & HOLME 2009; DIRKS, 2009; KAMINSKI et al., 2012).

Montessano (2013) mostrou que celulas musculares C2C12 em diferenciagdo como o RSV
foram capazes de promover o processos: 1) induzir a determinacdo do fendtipo do musculo pela
expressao precoce como (Myf-5, MyoD e miogenina), proteinas marcadoras muscular (MyHC)
e proteinas estruturais do esqueleto chave ( N-caderina, p120, alfa Actinina); 2) ativando vias
de sinalizacdo importantes, incluindo a AKT e MAP quinase; 3) causando alteracGes
morfologicas como alongamento de mioblastos, com 0 aumento no comprimento, diametro, e

da tendéncia de fusdo de midcitos em miotubos multinucleados.

Neste contexto, o presente trabalho hipotetiza que os efeitos mioprotetores do RSV podem
modular a caquexia induzida pela inflamacédo associada ao tumor e regular a resposta imune

antitumoral, atuando como um potencial adjuvante no tratamento do cancer.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Resveratrol no tecido muscular ap6s inducéo in

vivo da caquexia em modelo de tumor de Ehrlich murinho.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar o peso, consumo alimentar, fibras musculares, area das fibras e glicogénio

muscular em camundongos controles e inoculados com tumor sélido de Ehrlich;

« Avaliar o desenvolvimento do tumor sélido em animais tratados com Resveratrol;

» Verificar o efeito do Resveratrol sobre a musculatura esquelética no modelo de caquexia

neoplasica.

» Analisar a celularidade de 6rgdos linfoides em animais tratados com Resveratrol;

» Analisar o perfil das citocinas séricas em animais tratados com Resveratrol;

* Avaliar parametros bioguimicos no desenvolvimento do tumor sélido em animais

tratados com Resveratrol;
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Imunologia Aplicada ao Céancer, em parceria com
o0 Laboratorio de Imunofisiologa, Laboratério de Odontologia e Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

4.1 ANIMAIS

Os experimentos em animais foram realizados de acordo com os padrdes éticos estabelecidos
pelo Registro do CEUA: 02/16 com o N° do Protocolo: 23115001364/2016-91. Camundongos
Swiss machos (n= 60), com 45 dias de idade foram mantidos em caixas de polipropileno,
forradas com maravalha estéril e tampadas com grades inoxidadas. A sala mantinha-se
climatizada com temperatura constante de 26 + 2°C e ciclos de claro-escuro de 12h. A adaptagéo
foi feita no biotério setorial no Prédio da Pés-Graduacdo/ Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
salde- CCBS/UFMA 15 dias antes do inicio dos ensaios e inocula¢do do tumor, diariamente
foi realizado o controle de consumo de racdo e peso dos animais, além de mensuracdo do
volume do tumor com paquimetro digital. O estudo experimental comecou quando 0s
camundongos atingiram 60 dias, uma vez que nesta idade ja apresentam peso e musculatura
estriada esquelética definida (VIOLATO et al, 2014).

4.2 MANUTENCAO DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

As células do Tumor de Ehrlich foram mantidas na forma ascitico em camundongos da
linhagem Swiss por uma semana (7 dias). Apos esse intervalo, o volume de 200ul do liquido
ascitico do peritdnio foi retirado de camundongos doadores e a viabilidade das células tumorais
determinadas através da contagem por exclusao do corante azul-tripan em camara de Neubauer
(NASCIMENTO et al.,, 2006; REIS et al., 2012; FORTES, 2009; SERRA, 2016;
NASCIMENTO, 2018).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais, com 60 dias de vida, foram submetidos a inoculagdo do tumor de Ehrlich
2x10°ul/ml no coxim do membro posterior direito, em seguida, foram tratados por 14 dias

(Figura 3). O Resveratrol foi administrado por gavagem no volume de 0,5ml de solugéo de
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Resveratrol na concentracdo (10mg/kg) (R5010-500MG - Sigma-Aldrich Brasil Ltda.)
diariamente (CASATI et al, 2013) e ciclofosfamida por injecdo intraperitoneal 50uL na
concentragdo de 25 mg/Kg (BHATTACHARIJEE et al., 2017). O tratamento foi realizado
diariamente por 14 dias e os grupos foram divididos conforme a Tabela 1. Ao final do
experimento os animais foram eutanasiados com uma superdose de anestésico (Ketamina
30mg/kg e Xilasina 300mg/Kg) e as carcacas destinadas ao descarte conforme as orientacGes
do Biotério Central da UFMA.

L3 LS

Dia 1 Dia
14

Inoculagao do tumor de Eutanasia

Ehrlich 2x10° ul/mi « Tratamento diario
(coxim plantar)
Inicio tratamento (v.0.)

« Medicao da pata (intervalo de 3 dias)
» Controle diario de consumo de racao

Figura 3. Esquema experimental.
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Tabela 1: Grupos experimentais do ensaio in vivo:

Normal: Animais sadios sem inoculacdo do tumor e sem

Sem inoculacgéo tratamento.

do tumor Resveratrol (RSV): Animais sadios tratados com Resveratrol na

concentracdo de 10mg/kg.

Controle negativo (CTL-): Animais com tumor sem tratamento.

Controle positivo (CTL+): Animais tratados com ciclofosfamida

na concentracao de 25mg/kg, por via intraperitoneal.

Inoculados com Resveratrol (RSV): Animais tratados com Resveratrol na

tumor concentracdo de 10mg/kg, através de gavagem.

Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP): Animais tratados com
Ciclofosfamida (25mg/kg) por via intraperitoneal e Resveratrol

(10mg/kg) por gavagem.

Durante todo o tratamento a cada 24 horas foi realizado controle de racdo das gaiolas e 0s
animais foram pesados. Apds a eutanasia, as patas, o tecido muscular e os 6rgdos linfoides
foram dissecados, pesados e avaliados atraves da contagem das celulas do baco, medula 6ssea

e linfonodos.
4.4 PREPARO DAS CELULAS PARA INOCULA(;AO

No dia da inoculagéo a ascite foi coletada dos animais usados para a manutencdo do tumor e
centrifugada por 10 minutos a 1.200 rpm/min a temperatura de 18°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi ressuspenso em Solucdo Tamponada de Fosfato (PBS). A
lavagem foi repetida mais duas vezes ou até a obtencdo de um sobrenadante limpido. Para ajuste
da concentracéo, as células tumorais foram resuspensas em 10mL de PBS, retirada uma aliquota
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10ul, adicionada 10ul do corante azul de Tripan 0,4% e contadas em camara de Neubauer com
auxilio de microscépio 6tico, considerando as células vidveis as que ndo estavam coradas em

azul e as inviaveis as células coradas em azul.

Para o experimento foi considerado para inoculacdo a viabilidade minima de 90%. Para o
inoculo foram utilizados 50pL da suspencio celular na concentracdo de 2x10’células/ml que
foram administradas no coxim plantar do membro posterior esquerdo para obtengéo do tumor
na forma solida (DAGLI,1992, VIOLATO et al., 2014).

45 AVALIACAO DO TUMOR

O crescimento do volume tumoral foi acompanhado por meio paquimetro digital Vonder® apds
o terceiro dia de tratamento, o tumor se tornou mensuravel em todos os animais dos grupos
inoculados, até o décimo quarto dia (Eutanasia). Para calcular o volume tumoral (mm3) foi

utilizada a seguinte formula:

Volume do tumor (mm3) = (LxXWxH), onde, o comprimento (L) foi multiplicado pela largura
(W) e pela altura (H) (POSADA, 2004).

Apos a eutanasia, 0 membro foi seccionado na articulagéo do tornozelo e os 30 membros (5 por
grupo) foram pesados, sendo o controle como referéncia sem tumor e 0s demais grupos com o
tumor e seus tratamentos, apos a sec¢do, imediatamente os membros foram pesados em balanca
semi-analitica (Balanca Semi-Analitica Bel 0,001g, 210g S203H) (ARAUJO, 2009).

46 AVALIACAO DO TECIDO MUSCULAR

Apbs o periodo experimental, foi realizada a eutanasia dos animais € o musculo gastrocnémio,
30 masculos (5 por grupo) foram para analise do peso umido e peso seco, para a obtengdo do
indice de hidratacdo e do peso seco, imediatamente ap6s a retirada do musculo, o0 mesmo foi
pesado em balanca semi-analitica e em seguida colocado em uma estufa a 60°C.
Subsequentemente, o musculo foi pesado apds 24 horas até permanecer com peso constante
(em mg). Assim, pela diferenca entre o peso inicial (peso Umido) e o peso final, foi determinado
0 peso seco (em mg) pela (Balanca Semi-Analitica Bel 0,001g, 210g S203H) (KIM., 2007).
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Para analise histologica, 30 musculos (5por grupo) foram seccionado transversalmente no terco
médio de seu ventre, posicionado em bloco de madeira e conservados em formaldeido. Os
musculos foram corados em Hematoxilina por 15 minutos e Eosina por 3 minutos (PETTE,
2000).

Os cortes transversais das fibras musculares foram foto registradas com auxilio do microscopio
optico invertido Nikon®, no modelo do programa NIS- Elements advanced research na
objetiva de aumento de 200x definida em quatro campos (Superior e inferior, direito e esquerdo)
e as imagens foram adquiridas com medida de referéncia em 200um. Para analise das fibras
musculares, as imagens foram avaliadas utilizando o software Image J. Inicialmente, as
imagens foram divididas em quadrante para melhor delimitacdo manual das fibras, com
aumento de 50x. Em seguida foi realizada a calibragdo da imagem em mm e a conversdo da
imagem (Image-> Type ->8bit) para os tons de cinza, retirando os ruidos da imagem, e a
correcdo de brilho e cor (Adjust- Brightness/contraste, minimo 86 e maximo 166)(VENTER &
NIESLER 2020) (Figura 4). O valor do numero de fibras por campo e a area das fibras foram

comparados entre 0s grupos para analise estatistica.

Figura 4. Imagem histoldgica transversal do musculo apés a calibragdo da imagem para analise

no software Image J.

Para a determinac&o do glicogénio, as amostras dos musculos foram digeridas em KOH 30% a
100°C e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol em alta temperatura. Entre
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uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm durante 10 minutos. O
glicogénio precipitado foi submetido a hidrélise &cida na presenca de fenol, segundo a proposta
de SIU et al. 1970, estando os valores expressos em mg/100mg de peso imido (SIU et al, 1970).

4.7 AVALIACAO DOS ORGAOS LINFOIDES

Os linfonodos popliteos das patas esquerdas foram retirados, pesados e triturados em 1 mL de
PBS e as suspensdes celulares diluidas 100x em PBS para a realizacdo das contagens. Os bagos
foram retirados, pesados e triturados em 5 mL de PBS e as suspensodes celulares foram mantidas
em banho de gelo e diluidas 50x em PBS para contagem. Para obtencdo das células da medula
0ssea, 0 fémur do membro esquerdo que ndo tinha tumor, foi perfundido com 1 mL de PBS.
Foram retirados 90 pL das suspensdes celulares obtidas dos respectivos 6rgdos. As células
foram fixadas e coradas em 10 pL de cristal violeta (0,05%) dissolvido em acido acético 30%.
As contagens celulares foram realizadas em camara de Neubauer, com auxilio de microscopio
optico de luz comum (ARAUJO et al, 2010).

4.8 DOSAGEM DE CITOCINAS PLASMATICAS

Apos a obtencdo do plasma, como descrito anteriormente, os niveis de IL-6, TNF-a, sFasL e
MIP-1a, no plasma foram determinados por meio da tecnologia Luminex/MAGpix, a qual
permite determinar a presenca e quantificar de forma absoluta a concentracdo de diferentes
marcadores em uma mesma amostra. Para tanto, as analises foram realizadas em placas de 96
pocos, com o auxilio de painéis de alta sensibilidade RCYTOMAG-80K (Millipore Corporation,

Billerica, MA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante.
49 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os animais foram anestesiados com Xilasina e Ketamina e a coleta de sangue foi realizada por
puncdo pelo plexo retro orbital, obtendo aproximadamente 800ul de sangue total/animal. As
amostras foram acondicionadas em microtubos com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tretra-acético) na concentracéo de 10 g/dL. O plasma foi separado por processo
de centrifugacdo (EPPENDORF, 5804) a 2.500 rpm/minuto por 10 minutos, obtendo-se plasma
livre de hemolise. Os processos das analises bioquimicas constaram das dosagens de: LDH e

TGO e TGP. Os ensaios foram realizados por sistema de identificacdo-espectrofotométrica em



32

analisador bioguimico semi-automatizado (COBAS MIRA-ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEM),
com utilizagdo de Kits comerciais Bioclin /Biosystems e Labtest (DANTAS et al., 2006).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em Excel. Foi verificado a normalidade da distribuicdo dos dados.
Para comparacdo entre os Grupos Normais e Controle negativo (inoculado com tumor sem
tratamento) foi utilizado o t Teste ndo pareado ou Mann-Whitney. Para os grupos inoculados
com tumor que foram tratados foi aplicado o teste ANOVA com pos-teste Kruskall Wallis, de
acordo com avaliacdo de normalidade. Para todos os testes estatisticos foi considerado
significante o (p<0.05). Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism (La Jolla,

CA, EUA) e expressos como média + erro padréo da media.
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5 RESULTADOS
5.1 MODELO EXPERIMENTAL DA CAQUEXIA NEOPLASICA

Para verificar se 0 modelo de tumor sélido de Ehrlich seria capaz de induzir a caquexia, foi
avaliado o peso do membro com tumor, o consumo alimentar, gordura intraperitoneal, peso

corporal e o tecido muscular dos animais.

O grupo dos animais inoculados com tumor mostraram aumento no membro posterior direito
(0,43mg+0,05) em relacdo ao membro posterior direito dos animais do grupo normal
(0,21mg+0,028) (Figura 5A), indicando o estabelecimento da neoplasia. Em seguida, foi
observado que o grupo inoculado com tumor de Ehrlich apresentou menor consumo alimentar
(26,019+3,7) comparado com o grupo sem tumor (31,63g+3) (Figura 5B). Na avaliacdo do peso
da gordura intraperitoneal (Figura 5C) o grupo com tumor apresentou diminuigédo
(591,8+149,3) em comparacdo ao normal (897,4mg+221,75), por outro lado, o peso corporal
(Figura 5D) ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos (tumor 38,16g+0,8767 vs Normal
37,3g+0,65). Um dado relevante para o modelo foi a perda significativa do musculo esquelético
dos camundongos portadores de tumor (Figura 5 E e F), tanto no peso imido, como no seco
respectivamente, grupo tumoral peso: (103,7mg+16,71 umido e 23,2mg+5,3 seco) quando
comparados com o grupo normal (177,3mg+43 umido e 48,15mg+9,3 seco), mostrando uma

perda de massa muscular isolada e, consequentemente, um estado caquético.
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Figura 5. Efeito da inoculacéo do tumor solido de Ehrlich no peso do membro com tumor,
consumo alimentar, peso da gordura intraperitoneal, peso corporal e peso do musculo
(Umido e seco) no modelo de caquexia. Peso do membro inoculada dos camundongos controle
e portadores de tumores apds a eutanasia no 15° dia (A), representando o crescimento do tumor.
A ingestdo de alimentos pelos camundongos controle e portadores do tumor de Ehrlich no
decorrer dos 14 dias (B). Peso da gordura intraperitoneal dos camundongos controle e
portadores de tumores apds a eutanasia (C). Peso corporal dos camundongos controle e
portadores de tumores por 14 dias (D). Peso do masculo umido/seco em camundongos controle
e portadores de tumores apds a eutandsia (E e F). Os gréaficos de barra representam a média £

desvio padrdo com valor de p <0.0001 pelo teste T-Student.
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5.2 O RESVERATROL REDUZ O DESENVOLVIMENTO DO TUMOR SOLIDO DE
EHRLICH.

Para avaliar o efeito do Resveratrol no crescimento do tumor. O volume do membro inoculada
foi aferido ao longo dos 14 dias de tratamento. Os resultados na figura 6 mostram que a partir
do 5° dia, 0 grupo sem tratamento (CTL-) mostrou um aumento do volume, seguindo esse
comportamento ascendente até o 14° dia (343,3mm3#100,1). O grupo tratado com
ciclofosfamida (CTL+) apresentou uma reducdo significativa do volume apds o 14° dia
(253,1mm?3+3,11), sugerindo que o tratamento foi eficaz em conter o crescimento do tumor. Da
mesma forma, o tratamento do animal inoculado com Resveratrol (RSV) também se mostrou
eficaz com reducdo no volume do membro inoculada com tumor (213,7mm3+13,46), bem como

o tratamento associado do Resveratrol e Ciclofosfamida (RSV+CP) (244,4mm?3+0) (Figura 6).

Os resultados mostraram que o grupo normal (0,20+0,02) apresentou um menor peso do
membro em comparagdo com 0 grupo com tumor sem tratamento (0,43mg+0,05) e um maior
valor do peso do membro do animal inoculado com tumor sem tratamento (0,43mg+0,05) em
relacdo aos grupos tratados: com Ciclofosfamida (0,23mg+0,01), RSV com tumor
(0,23mg+0,08) bem como o tratamento associado do RSV e Ciclofosfamida (0,20mg+ 0,02)
(Figura 7). Como um dado suplementar, a comparagdo entre 0s animais que ndo foram
inoculados com tumor do grupo Normal (0,20+0,02) e do grupo tratado Rsv (0,19+0,05) nédo

apresentaram alteracdo no peso do membro posterior (Figura 7s).
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Figura 6. Cinética do volume no membro inoculada com tumor. O grafico de linha
representa os pontos médios no desenvolvimento do volume do membro com o tumor sélido
de Ehrlich comparando o grupo sem tratamento (CTL-: controle negativo), tratado com
ciclofosfamida (CTL+: controle positivo), tratado com Resveratrol (RSV) e tratado com a
associacdo da Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP). Os grupos (n=10) foram comparados
entre si, em cada tempo. O gréafico de linha representa a média + desvio padréo, * significa o
valor de p <0.0001 do grupo controle negativo comparado aos demais grupos pelo teste
ANOVA seguido de pds teste Kruskall-Wallis.
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Figura 7. Efeito do Resveratrol no peso do membro inoculado com tumor. O grafico barra
representa 0 peso médio do grupo normal e do membro com o tumor sélido de Ehrlich
comparando o grupo com tratamento (CTL-: controle negativo), tratado com ciclofosfamida
(CTL+: controle positivo), tratado com Resveratrol (RSV) e tratado com a associagdo da
Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP). O grafico suplementar (figura 6s) representa o grupo
sem tumor (Normal) e o grupo tratado com Resveratrol sem tumor (RSV). Para a comparagao
entre o Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste t ndo pareado com o valor de
****p <0.0001. Os demais grupos (n=10) foram comparados entre si através da média + desvio
padrdo com **p <0.01, ***p <0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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53 RSV NA MANUTENCAO DO MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO NO
MODELO DE CAQUEXIA COM TUMOR DE EHRLICH

Apos a analise do efeito do Resveratrol no desenvolvimento do tumor, segui-se o estudo para

verificar seus efeitos na caquexia neoplasica avaliando o peso do musculo esquelético.

O peso umido do musculo gastrocnémio apresentou uma reducdo significativa no grupo
controle negativo (103,7mg+16,71) e no grupo controle positivo (94,39mg+21,99) quando
comparado ao grupo sem tumor (177,3mg+43), representando uma perda aproximada de 40%
do peso. O grupo controle negativo também mostrou uma perda em relacdo ao grupo dos
animais com tumor tratado com RSV (199mg+25,14). O grupo com tumor que recebeu o
tratamento associado, RSV e Ciclofosfamida (153,2mg+23,26) mostrou peso médio do
musculo maior que o controle positivo, tratado apenas com ciclofosfamida (Figura 8).

O grafico suplementar mostra os grupos sem tumor indicando que o tratamento com RSV, por
si, ndo mostrou diferenca do peso muscular tmido em relacdo ao grupo normal, (Normal: 177,
3mg+43 vs RSV: 191,5mg+32,72) (Figura 8s).

Para melhor avaliar a massa proteica muscular, foi determinado o peso seco do gastrocnémio.
Os resultados foram semelhantes ao peso imido, havendo uma reducao no peso Seco Nos grupos
com tumor sem tratamento (23,2mg+5,325) e no grupo tratado com com Ciclofosfamida
(16,82mg+4,06), quando comparado ao grupo normal (48,15mg+9,36). Por outro lado, o grupo
com tumor tratado com RSV mostrou um peso muscular seco (67,34mg+6,26)
significativamente maior em comparagdo com todos os grupos inoculados com tumor. O
tratamento com RSV associado com a Ciclofosfamida (29,78mg+6,45) teve uma melhora no
peso comparado ao grupo tratado com ciclofosfamida, mas sem significancia (Figura 9). Na
figura suplementar, os dados mostram que o tratamento com RSV (67,44mg+20,82) ndo alterou

0 peso seco do musculo em relacéo ao controle (48,15mg+9,36) (Figura 9s).
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Figura 8. Peso umido do musculo estriado esquelético no modelo de caquexia com tumor
solido de Ehrlich. O grafico barra representa o peso médio do musculo Umido do grupo sem
tumor e sem tratamento (Normal) e dos animais com o tumor sélido de Ehrlich comparando o
grupo com tratamento (CTL-: controle negativo), tratado com ciclofosfamida (CTL+: controle
positivo), tratado com Resveratrol (RSV) e tratado com a associa¢do da Ciclofosfamida e
Resveratrol (RSV+CP). O grafico suplementar (7s) representa o grupo sem tumor (Normal) e
0 grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparagéo entre o Grupo Normal e Controle
negativo foi aplicado o teste Mann-Whitney com o valor de ****p <0.0001. Os demais grupos
(grupos (n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com *p <0.05,
**p<0.01 e ***p<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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Figura 9. Peso seco do musculo estriado esquelético no modelo de caquexia com tumor
solido de Ehrlich O grafico barra representa o peso médio do musculo seco do grupo sem
tumor e sem tratamento (Normal) e dos animais com o tumor sélido de Ehrlich comparando o
grupo com tratamento (CTL-: controle negativo), tratado com ciclofosfamida (CTL+: controle
positivo), tratado com Resveratrol (RSV) e tratado com a associacdo da Ciclofosfamida e
Resveratrol (RSV+CP). O grafico suplementar (7s) representa o grupo sem tumor (Normal) e
0 grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparagéo entre o Grupo Normal e Controle
negativo foi aplicado o teste t ndo pareado com o valor de ****p <0.0001. Os demais grupos
(n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com **p<0.01 e
***n<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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Seguindo a avaliacdo do tratamento no tecido muscular, foram realizadas as analises qualitativa

e quantitativa das fibras musculares.

A avaliagdo morfologica das fibras musculares obtidas dos animais sem tumor apresentou uma
aparéncia normal com tamanho, contornos poligonais e sarcoplasma bem definido (Figura 10
A), da mesma forma que o tratamento com o RSV, preservando os parametros morfologicos
(Figura 10 B) e sugerindo ndo alterar a morfologia da musculatura. No entanto, no contexto do
tumor, foi observado que o musculo gastrocnémio nos grupos: controle negativo (figura 10C)
e controle positivo (figura 10D) apresentaram o endomisio espessado, sugestivo de edema,
afastamento das fibras musculares, reacdo inflamatéria, aumento do namero de nucleos,
fagocitose com perda de fibras musculares e polimorfismo de fibras. Na avaliagéo do tratamento
com RSV (Figura 10E) foi observado a manutencdo da musculatura esquelética como descrito
para o0 animal saudavel. Entretanto o tratamento associado do RSV e ciclofosfamida (Figura
10F) mostrou perda da caracteristica muscular, sugerindo que o RSV ndo impediu a

degeneragdo muscular causada pela ciclofosfamida.
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Figura 10. Micrografia do corte transversal do musculo gastrocnémio. O musculo

gastrocnémio do grupo normal (10A) e tratados com RSV sem tumor (9B) apresentaram fibras
com aspectos normais e endomisio normal. Nos grupos inoculados com tumor de Ehrlich foi
observado que os Grupos controle negativo, sem tratamento (10C), e controle positivo, tratado
com ciclofosfamida (10D), mostraram o endomisio espessado, sugestivo de edema, afastamento
de fibras musculares, reacdo inflamatéria (Seta) e polimorfismo de fibras (letra A). Os grupos
inoculados com tumor tratado com RSV (10E) apresenta uma arquitetura muscular normal e
tratado com Resveratrol e ciclofosfamida (L0F) mostraram alteracGes sugestivas de inflamacao
(Seta) e polimorfismo de fibras (letra A). HE 200x / Barra = 200 pum.
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Avaliando o nimero de fibras musculares no modelo de caquexia neoplésica, os animais com
tumor (CTL-) (89,25+1,5) apresentaram uma reducdo no nimero de fibras quando comparado
com o grupo normal (103,5,3+1,9). Os animais com tumor e tratados com Ciclofosfamida
(51,75+2,0) apresentaram uma reducdo ainda maior no nimero de fibras, comparado tanto com
0 grupo normal como o controle negativo. O grupo com tumor tratado com RSV (93,5£1,19)
apresentou um maior nimero de fibras comparado ao controle positivo, mas nao diferindo do
controle negativo. Por outro lado, o tratamento associado do RSV e Ciclofosfamida (37,5+0,5)
mostrou o menor valor médio de numero de fibras, se diferindo do grupo RSV (Figura 11). Na
condicdo sem a inducgéo do tumor, o grupo dos animais sem tumor tratados com RSV apresentou
uma significativa elevacdo no nimero médio de fibras (232,5+1,9) em comparacdo com 0S
animais normais (103,5,3£1,9) (figura 115s).
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Figura 11. Namero das fibras do musculo gastrocnémio por unidade de area obtidas de
camundongos no modelo de caquexia com tumor solido de Ehrlich (HE 200x). O grafico
barra representa o niumero das fibras do masculo determinadas com auxilio do software Image
J. As imagens de corte transversal do musculo dos grupos: sem tumor e sem tratamento
(Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado com tumor, sem tratamento; Controle positivo
(CTL+) inoculado com tumor e tratado com ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com
tumor e tratado com Resveratrol; e Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com
tumor e tratado com a associacao. O gréfico suplementar (10s) representa o grupo sem tumor
(Normal) e o grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparacédo entre o Grupo Normal
e Controle negativo foi aplicado o teste t ndo pareado com o valor de ****p <0.0001. Os demais
grupos (n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com **p<0.01 e
***n<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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Na analise da &rea das fibras, os animais com tumor (CTL-) (0,4316+0,001) apresentaram uma
reducdo na &rea quando comparado com o grupo normal (0,9481+0,01), mostrando a perda de
massa muscular induzida pelo tumor. Por outro lado, os animais com tumor e tratados com RSV
apresentaram um aumento na area, diferindo dos demais grupos inoculados com tumor. A area
da fibrass ndo foi diferente entre os grupos controle negativo, controle positivo (0,6902+0,01)
e o tratado com RSV e Ciclofosfamida (0,6914+0,001) (Figura 12). Nos grupos sem tumor, o

RSV ndo alterou a area da fibra muscular quando comparado com o grupo normal (Figura 12s).
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Figura 12. Analise da area das fibras do musculo gastrocnémio obtidas de camundongos
no modelo de caquexia com tumor sélido de Ehrlich (HE 200x). O grafico barra representa
0 numero da area das fibras do muasculo determinadas com auxilio do software Image J. As
imagens de corte transversal do musculo dos grupos: sem tumor e sem tratamento (Normal);
Controle negativo (CTL-) inoculado com tumor, sem tratamento; Controle positivo (CTL+)
inoculado com tumor e tratado com ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e
tratado com Resveratrol; e Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e
tratado com a associacao. O gréfico suplementar (12s) representa o grupo sem tumor (Normal)
e 0 grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparacéo entre o Grupo Normal e Controle
negativo foi aplicado o teste Mann-Whitney com o valor de ***p =0.0002. Os demais grupos
(n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com **p <0.01 e
****n<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pds teste Kruskall-Wallis.
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5.4 AVALIACAO DO RESVERATROL NA CELULARIDADE DE ORGAOS DO
SISTEMA IMUNE NO MODELO DE CAQUEXIA COM TUMOR SOLIDO DE
EHRLICH

Até 0 momento, os resultados mostraram que o tratamento com RSV ndo s6 controlou o
desenvolvimento do tumor, como também apresentou uma melhora na analise qualitativa e
quantitativa do tecido muscular esquelético. Com o objetivo de estudar os fatores que podem
afetar a plasticidade do musculo na doenca neoplésica, a resposta inflamatéria esta associada a
caquexia, por outro lado, trabalhos relatam o efeito anti-inflamatorio do RSV. Assim, se
investigou a participacdo do sistema imune no modelo de caquexia induzido pelo tumor de
Ehrlich.

Inicialmente foi realizado a contagem de células da medula 6ssea, por ser um 6rgéo primario
produtor de leucécitos. A inducdo do tumor de Ehrlich aumentou a Celularidade da medula
6ssea quando comparado ao animal normal (CTL-: 1832x10% 28,7 vs Normal:
1174x10%+335,1). Por outro lado, o tratamento com ciclofosfamida (450,2x10*+132,9)

apresentou uma reducdo na contagem das células.

O grupo tratado com RSV (2030x10%+400,4) mostrou uma Celularidade da medula 6ssea
semelhante ao grupo controle negativo, enguanto que o grupo tratado com RSV e
Ciclofosfamida (627,1x10*+159,8) apresentou uma reducdo significativa comparado aos
grupos controle negativo e tratado com RSV (Figura 13).

O Gréfico suplementar evidencia que 0 RSV ndo altera a producédo de células da medula 6ssea,

ndo mostrando diferenca na contagem de células com o grupo normal (Figura 13s).
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Figura 13. Celularidade da Medula 6ssea no modelo de caquexia com tumor sélido de
Ehrlich. O gréafico barra representa a Celularidade média da medula 6ssea dos grupos: sem
tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado com tumor, sem
tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com ciclofosfamida;
Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e Ciclofosfamida e
Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associacao. O grafico suplementar
(10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a
comparagao entre o Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste t ndo pareado com
o valor de ***p <0.0001. Os demais grupos (n=5) foram comparados entre si através da média
+ desvio padrdo com **p<0.01 e ***p<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de pos teste
Kruskall-Wallis.
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A contagem das células do baco também foram realizadas, por ser um orgdo secundario
importante na producdo e maturacéo de leucécitos. O resultado na figura 14 mostra que o grupo
controle negativo apresentou maior Celularidade (8286x10%+34) em relagéo grupo tratado com
Ciclofosfamida (1159x10*+322,4) bem como o tratamento associado do RSV e Ciclofosfamida
(1837 x10*+ 170,5). O grupo de animais inoculados com tumor e tratados com RSV (6763
x10%+ 20) aumentaram significativamente em relagéo ao controle positivo (1159x10*+924), ndo
diferindo do grupo controle negativo (Figura 14). O Grafico suplementar (Figura 14s) mostra
que nos grupos sem tumor o RSV (5708x10%+10,07) ndo mostrou alteragdo quando comparado
ao grupo normal (7091x10%+10,07).
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Figura 14. Celularidade do Ba¢o no modelo de caquexia com tumor sélido de Ehrlich. O
grafico barra representa a Celularidade média do bago com tumor sélido de Ehrlich dos grupos:
sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado com tumor, sem
tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com ciclofosfamida;
Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e Ciclofosfamida e
Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associagéo. O grafico suplementar
(10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com Resveratrol (RSV) para a
comparacéo entre o Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste Mann-Whitney com
o valor de *p =0.01. Os demais grupos (n=5) foram comparados entre si através da média *
desvio padrédo com **p<0.01 e ***p<0.0001 pelo teste ANOVA seguido de p0s teste Kruskall-
Wallis.
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No modelo de tumor sélido induzido no membro dos animais, o linfonodo popliteo encontra-
se proximo ao sitio tumoral sendo um 6rgdo imune que sofre influéncia do microambiente e
esta associado a infiltracdo de células tumorais (linfonodo sentinela). O resultado da contagem
de células do linfonodo nos grupos com tumor mostrou um aumento significativo no grupo
controle negativo (159x10*+87,01) comparado com o grupo normal (104x10%+0,2), tratado com
Ciclofosfamida (2,1x10*+0,87) bem como no tratamento associado do RSV e Ciclofosfamida
(3,4x10%+.1,17). Os animais tratados com RSV (208,4x10%+138) apresentaram uma contagem
semelhante ao controle negativo e maior Celularidade comparados ao controle positivo e 0
tratamento associado do Resveratrol e Ciclofosfamida (Figurals). O Gréafico suplementar
evidencia que o RSV ndo altera o nimero de células do linfonodo popliteo, ndo mostrando
diferenga na contagem de células com o grupo controle (figura 15s).
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Figura 15. Celularidade do linfonodo popliteo no modelo de caquexia com tumor soélido
de Ehrlich. O gréfico barra representa a Celularidade media do linfonodo popliteo com o tumor
solido de Ehrlich dos grupos: sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL)
inoculado com tumor, sem tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e
tratado com ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com
Resveratrol; e Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a
associacao. O gréafico suplementar (10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo
tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparacao entre o Grupo Normal e Controle negativo
foi aplicado o teste Mann-Whitney com o valor de **p =0.001. Os demais grupos (n=5) foram
comparados entre si através da media £ desvio padrdo com **p<0.01 pelo teste ANOVA

seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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55 AVALIACAO DO RESVERATROL EM MEDIADORES INFLAMATORIOS NO
MODELO DE CAQUEXIA COM TUMOR SOLIDO DE EHRLICH

Apos avaliar a Celularidade dos 6rgéos linfoides, foi avaliado o perfil de resposta imune através

de producéo de citocinas inflamatorias.

O resultado mostrou que a presenca do tumor de Ehrlich ndo altera a concentragcdo plasmatica
de IL-6 (5,4pg/mL £0,46), da mesma forma o tratamento com RSV (6,2pg/mL +1,33) quando
comparados com o grupo normal (5,3pg/mL +1,8). Entretanto o tratamento com a
Ciclofosfamida aumentou a producdo de IL-6 quando comparado com o controle negativo,
tanto no tratamento isolado (10,84pg/mL+4,066) quanto associado com RSV (10,84pg/mL
+3,312) (Figura 16). O Grafico suplementar mostra que o RSV (8.441pg/mL+2,91) ndo altera
a concentracdo de I1L-6 comparados ao animal controle (6,8pg/mL +£3,12) (Figura 16s).
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Figura 16. Concentragédo plasmatica de IL-6 no modelo de caquexia com tumor solido de
Ehrlich. O gréafico barra representa a concentracdo média dos grupos com tumor solido de
Ehrlich dos grupos: sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado
com tumor, sem tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com
ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e
Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associagao. O
grafico suplementar (10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com
Resveratrol (RSV). Os grupos (n=5) foram comparados entre si através da média + desvio

padrdo com**p<0.01 pelo teste ANOVA seguido de poés teste Kruskall-Wallis.
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Os animais inoculados com o tumor de Ehrlich CTL- (12,8pg/mL+2,8) mostraram um
aumento na concentracdo plasmatica de TNF-a quando comparado ao animal sem tumor e sem
tratamento (8,7pg/mL+2,7). O tratamento com RSV (8,40pg/mL+2,91) reduziu de forma
significativa a concentracdo desta citocina quando comparado ao grupo tratado com
Ciclofosfamida (14,71pg/mL+3,39) e Ciclofosfamida e RSV (12,9pg/mL£2,1), entretanto
apresentando valores proximos ao grupo normal. (Figural7). A concentragdo média do TNF-a
nos animais que ndo foram inoculados com tumor sem tratamento (8,75g/mL+2,78) ou sem
tumor tratados com RSV (9,13pg/mL+3,12) ndo foi diferente. (Figural7s).
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Figura 17. Concentracdo plasmatica de TNF-a no modelo de caquexia com tumor sélido
de Ehrlich. O grafico barra representa a concentracdo média dos grupos com tumor soélido de
Ehrlich dos grupos: sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado
com tumor, sem tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com
ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e
Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associagdo. O
grafico suplementar (10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com
Resveratrol (RSV). Para a comparacdo entre o Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado
0 teste t ndo pareado com o valor de **p =0.005. Os demais grupos (n=5) foram comparados
entre si através da média + desvio padrdo com**p<0.01 pelo teste ANOVA seguido de pos teste

Kruskall-wallis.
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Outra citocina pesquisada foi a proteina inflamatoria de macréfago (MIP-1a). Os
resultados demostraram que a presenca do tumor de Ehrlich ndo induz a producgédo de MIP-1a,
entretanto o tratamento com RSV aumentou significativamente (89,19pg/mL+26,06) quando
comparado com o tratado com Ciclofosfamida (53,15,354pg/mL+18,18). Os demais grupos ndo
mostraram diferenca significativa entre si (Figura 18). Nos grupos sem a inoculacdo do tumor,
0 tratamento com RSV (69,08pg/mL+32,42) ndo difere do grupo normal (59,56pg/mL+20)
(Figura 18s).
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Figura 18. Concentracdo plasmatica de MIP-1a no modelo de caquexia com tumor solido
de Ehrlich. O gréafico barra representa a concentracdo média dos grupos com tumor sélido de
Ehrlich dos grupos: sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado
com tumor, sem tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com
ciclofosfamida; Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e
Ciclofosfamida e Resveratrol (RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associacgdo. O
grafico suplementar (10s) representa o grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com
Resveratrol (RSV). Os grupos (n=5) foram comparados entre si através da média = desvio
padrdo com **p<0.01 pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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5.6 AVALIACAO DO RESVERATROL NA INDUCAO DE MEDIADOR PRO-
APOPTOTICO NO MODELO DE CAQUEXIA COM TUMOR SOLIDO DE
EHRLICH

Considerando o perfil inflamatéria modulado pelo RSV avaliamos a concentracdo da forma
soltvel do Ligante do Fator Relacionado Apoptose (sFasL) por participar do mecanismo da
progressdo do tumor associado a regulagdo do TNF-a. A figura 19 mostra que 0s animais com
tumor de Ehrlich que ndo receberam tratamento apresentaram concentracdes plasmaticas
elevadas de sFasL. com parado aos demais grupos : Normal (59,98pg/mL+17,29), tratado com
Ciclofosfamida (66,1pg/mL+11,08), tratado com RSV (97,23pg/mL+51,21) e com o
tratamento associado com RSV e Ciclofosfamida (67,63pg/mL+13,84) (Figura 19). No
contexto fisioldgico, sem tumor, o RSV (64,6pg/mL+17,33) ndo modifica a concentracdo de

sFasL comparado grupo normal (59,98pg/mL+17,29) (Figura 19s).
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Figura 19. Concentracdo de sFasL no modelo de caquexia com tumor sélido de Ehrlich. O
gréfico barra representa a concentracdo media dos grupos com tumor sélido de Ehrlich dos grupos:
sem tumor e sem tratamento (Normal); Controle negativo (CTL-) inoculado com tumor, sem
tratamento; Controle positivo (CTL+) inoculado com tumor e tratado com ciclofosfamida;
Resveratrol (RSV) inoculado com tumor e tratado com Resveratrol; e Ciclofosfamida e Resveratrol
(RSV+CP) inoculado com tumor e tratado com a associacgdo. O grafico suplementar (10s) representa
0 grupo sem tumor (Normal) e o grupo tratado com Resveratrol (RSV). Para a comparacao entre o
Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste Mann-Whitney com o valor de ****p <0.0001.
Os demais grupos (n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com **p<0.01
pelo teste ANOVA seguido de pos teste Kruskall-Wallis.
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5.7 EFEITO DO RESVERATROL EM PARAMETROS BIOQUIMICOS NO MODELO
DE CAQUEXIA COM TUMOR DE EHRLICH

A partir dos resultados das citocinas e com o aumento do sFasL, como possivel mecanismo de
escape do tumor de Ehrlich, foi avaliado os pardmetros de Lactato desidrogenase (LDH) para
citotoxidade e os marcadores Transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e Transaminase

glutdmico piravica (TGP) para hepatotoxidade.

O grupo inoculado com tumor de Ehrlich CTL-: (2474pg/mL+400,5) e 0 grupo com tumor e
tratado com ciclofosfamida CTL+: (2691pg/mL+382,6): apresentaram um aumento da
concentracdo da enzima LDH quando comparado ao grupo normal (187,5pg/mL+10,82) e ao
grupo tratado com RSV, sugerindo uma citotoxidade. (Figura 20).
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Figura 20. Concentracdo do LDH no nivel plasmético no modelo de caquexia com tumor
solido de Ehrlich. O gréfico barra representa a concentragcdo média no tumor solido de Ehrlich
comparando o grupo sem tumor e sem tratamento (Normal) sem tratamento (CTL-: controle
negativo), tratado com ciclofosfamida (CTL+: controle positivo), tratado com Resveratrol
(RSV). Para a comparagéo entre o Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste néo
pareado com o valor de ****p<0.0001. Os demais grupos (n=5) foram comparados entre si
através da média * desvio padrdo com **p<0.001pelo teste ANOVA seguido de pds Kruskall-
Wallis.
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Considerando a citotoxidade avaliada pela LDH, foi investigado possiveis efeitos hepatotoxicos

devido aos tratamentos, através das concentra¢fes plasmaticas das enzimas TGO e TGP.

Na concentragdo de TGO os resultados mostraram um aumento significativo no tratamento com
Ciclofosfamida (653,7pg/mL£32,23) em comparagdo com grupo normal (214,5pg/mL£75,04),
e tratado com RSV (252,1pg/mL+49,63) (Figura 21).

De forma semelhante a concentracdo de TGP foi elevada no grupo tratado com Ciclofosfamida
(103,5pg/mL+10,1) comparado ao grupo normal (44,27pg/mL+3,1), com tumor sem tratamento
CTL-: (45,4pg/mL+3,1) e tratado com RSV (55,83pg/mL+3,48) (Figura 22). Destaca-se que
neste estudo o modelo do tumor de Ehrlich ndo foi capaz de alterar de forma significativa as

concentrag0es fisioldgicas de TGO e TGP
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Figura 21. Concentragdo do TGO no nivel plasmatico no modelo de caquexia com tumor
solido de Ehrlich. O gréfico barra representa a concentragcdo média no tumor solido de Ehrlich
comparando o grupo sem tumor e sem tratamento (Normal) sem tratamento (CTL-: controle
negativo), tratado com ciclofosfamida (CTL+: controle positivo), tratado com Resveratrol
(RSV). Para a comparacéo entre o0 Grupo Normal e Controle negativo foi aplicado o teste ndo
pareado com o valor de ****p<0.0001. Os demais grupos (n=5) foram comparados entre si
através da média + desvio padrdo com **p<0.001pelo teste ANOVA seguido de p6s Kruskall-
Wallis.
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Figura 22. Concentracdo do TGP no nivel plasmatico no modelo de caquexia com tumor
solido de Ehrlich. O gréafico barra representa a concentragdo média no tumor sélido de Ehrlich
comparando o grupo sem tumor e sem tratamento (Normal) sem tratamento (CTL-: controle
negativo), tratado com ciclofosfamida (CTL+: controle positivo), tratado com Resveratrol
(RSV). Os grupos (n=5) foram comparados entre si através da média + desvio padrdo com

**p<0.001pelo teste ANOVA seguido de pds Kruskall-Wallis.
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6 DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento neoplédsico a caquexia apresenta-se como um quadro de
agravamento da doenca, podendo comprometer o paciente em varios aspectos fisicos e
emocionais (LOUMAYE & THISSEN, 2017). Estudos em pacientes com caguexia neoplasica
ndo sdo comuns pela debilidade e fragilidade do paciente que muitas vezes se encontram em
fase avancada da doenga. Assim, modelos animais vém sendo estudados para melhorar o
tratamento e qualidade de vida nos pacientes oncolégicos. Neste trabalho propusemos estudar
o potencial do Resveratrol como uma droga adjuvante, avaliando seus efeitos no

desenvolvimento do tumor e nos mecanismos inflamatorios associados a caquexia.

Entre os modelos tumorais, o tumor de Ehrlich € um método bastante utilizado no nosso grupo
de pesquisa (NASCIMENTO et al., 2006; REIS et al., 2012; FORTES, 2009; SERRA, 2016;
NASCIMENTO, 2018). Dagli (1989) e Nery (2004) descreveram o tumor de Ehrlich como
detentor de alta capacidade imunogénica, crescimento acelerado e agressivo, que promove
rapida invasédo tecidual. Além disso, tem sido aplicado em modelos para estudo da caquexia
neoplésica (VIOLATO et al., 2014).

Neste trabalho, os resultados mostraram que houve o tumor sélido de Ehrlich concomitante ao
desenvolvimento do quadro caquético no animal, apresentando uma resposta inflamatéria
sistémica e ativando 6rgdos linfoides primérios, secundarios, além de depreciar o tecido
muscular esquelético e diminuir a reserva de adipdcitos. Por essa razdo, o referido modelo tem
sido utilizado para estudo de agéo terapéutica de componentes quimicos, fisicos e bioldgicos
sobre o crescimento, patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de células tumorais
(SEGURA et al., 2000; MADY, 2002; PALERMO-NETO et al., 2003; SILVA, 2003).

O desenvolvimento da caquexia desvelou no 14° (décimo quarto) dia do desenvolvimento do
tumor sélido de Ehrlich, apresentando caracteristicas inflamatdrias sistémicas. Estudos
realizados com o modelo de tumor sélido de Ehrlich, mostraram que o estado caquético se
instala a partir do décimo dia da inoculacdo, gerando nas células tumorais alteragdes
imunologicas, teciduais (FRAJACOMO et al., 2016) e metabdlicas (VIOLATO et al., 2014).
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O consumo alimentar foi avaliado como outro indicativo da caquexia, mostrando-se diminuido
no grupo com tumor, podendo representar efeitos estabelecidos na sindrome anorexia-caquexia,
tal fato indica que este disturbio pode ser associado ao modelo. Segundo Muscaritoli et al.
(2010), a anorexia ¢ um sintoma muito comum nas neoplasias, inicialmente relacionada ao
processo natural da doenca ou, mais tardiamente, a progressdo do crescimento tumoral e

presenca de metéstases levando a perda de peso.

Os animais do presente estudo ndo apresentaram perda de peso no grupo inoculado com tumor
guando comparados aos animais sadios. No entanto, uma revisdo de literatura apontou que a
relacdo entre a progressdo da caquexia, a perda do peso ao longo do tempo e que o indice de
massa corporea (IMC) em pacientes com cancer precisa de uma definicdo mais clara e concisa,

por ndo mostrarem padrdes bem estabelecidos (GREENLEE et al., (2017).

Em contrapartida, outro estudo destaca que as alteracbes no tecido adiposo tém sido
documentadas pelo aumento do metabolismo dos carboidratos e lipidios no modelo de caquexia
no cancer (VIOLATO et al., 2014). Os resultados apresentaram uma diminui¢cdo da gordura
intraperitoneal nos camundongos neoplasicos comparados ao grupo Normal, sugerindo um
aumento da lipdlise dos adipocitos. Agustsson et al., (2007) demonstraram que a perda da
gordura intraperitoneal ¢ atribuida ao aumento da lip6lise e processos inflamatorios que podem
favorecer a progressdo tumoral com uma maior perda na gordura abdominal, corroborando com

os resultados.

A progressao do tumor, produzindo alteragdes sistémicas, resultam em modifica¢Ges do tecido
muscular com aumento do catabolismo e inflamacdo cronica (VAGNILDHAUG 2018;
TISTALE 2002; HAEHLING 2010). Tal resposta clinica de perda no musculo estriado
esquelético esta associada a um prognostico de evolucdo do cancer, com a consequente
diminuicdo da atividade fisica, aumento da fadiga, diminuicdo da qualidade de vida e ocorréncia
de anorexia, resultando na reducdo da tolerancia a tratamentos medicamentosos e decréscimo
da sobrevida dos pacientes (FEARON et al., 2005; DEWS 1980).

O musculo estriado esquelético foi avaliado na progressdo do tumor de Ehrlich e os dados
mostraram um estado caquético caracterizado pelo desgaste muscular e diminui¢édo da gordura

intraperitoneal no grupo com tumor. O desgaste do tecido muscular foi verificado pelo peso do
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musculo gastrocnémio e reducdo da area média da fibra muscular apos 14 dias de
desenvolvimento do tumor. Nesse ponto, 0os musculos secos e desidratados, sinalizaram um
estado catabdlico e uma maior prote6lise do tecido muscular no grupo com tumor, sugerindo a
presenca de caquexia, além da associacdo na diminuicdo da gordura intraperitoneal e anorexia,
semelhante a outros modelos de caquexia no cancer (FRAJACOMO et al., 2016; VIOLATO et
al., 2014, NETO, 1996; REBECA et al., 2008).

Silva, et al (2006) mostrou que a gravidade da caquexia no cancer encontra-se diretamente
relacionada com a progressdo do tumor mostrando-se prevalente em estagios mais avancados
mesmo em modelos experimentais. Outros estudos apontam a perda muscular como a
caracteristica negativa mais importante em pacientes com caquexia, por gerar consequéncias
como a fadiga, diminuicdo da qualidade de vida e aumento da mortalidade (DEWS, 1980;
SILVA et al., 2008: SCHMIDT et al., 2018). Mostrando, dessa forma, que nosso modelo foi

uma escolha adequada para o estudo.

O tratamento da caquexia no cancer envolve varias fases e diferentes objetivos, podendo ser
curativo, paliativo ou de suporte. Embora evidéncias tem sido divulgada para revelar os
mecanismos moleculares da perda da massa muscular, apenas alguns tratamentos, incluindo
fatores de crescimento especificos e esteroides anabdlicos, estdo disponiveis na pratica clinica

para caquexia e condigdes debilitantes (GULLETT et al., 2010).

Nesse contexto, ainda ndo ha na literatura um padrdo definido de tratamento efetivo para
neutralizar a perda progressiva do tecido muscular, apesar da importancia do tratamento da
caguexia neopléasica e consequentemente modulacdo da resposta inflamatdria cronica causada
pelo tumor. No entanto os esforgos cientificos tém buscado definir terapias contra a caquexia
relacionada ao céncer, combinando diferentes intervengdes farmacologicas (BATH et al.,
2011).

Na busca de estudar alternativa aos tratamentos anticancer convencionais, novas drogas tém
sido criadas a partir de metabolitos secundarios obtidos de plantas (MARELLI et al., 2018).
Esses atributos tém estimulado o interesse em identificar agentes antitumorais derivados de
fontes naturais, e no nosso trabalho escolhemos o0 RSV por ser um flavonoide com efeitos bem

estabelecidos no cancer.
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O RSV ¢ um dos flavonoides naturais mais importantes e tem sido objeto de amplos estudos.
Foi demonstrado que a substancia possui propriedades de promogdo da saude, dentre as quais
destacam-se as atividades antitumoral (WANG et al., 2010) e anti-inflamatoria (PATEL et al.,
2011).

Nossos dados com o uso do RSV se mostrou benéfico para a diminuic¢do do tumor de Ehrlich,
contendo o desenvolvimento do volume tumoral a partir do 5° dia de inoculagdo comparado ao
grupo tumor sem tratamento. O Resveratrol ndo deixou que houvesse a expansdo do volume
tumoral nos animais, esses dados colaboram com a diminuicdo do peso da pata que estava
inoculada com tumor da forma sélida dos animais tratados com RSV. Estudos apontam que 0
RSV tem a capacidade de inibir a proliferacdo de uma ampla variedade de células tumorais
humanas in vitro (SHUKLA et al., 2011). Estudos pré-clinicos em animais mostraram o
potencial do RSV na quimio-intervencdo. Modelos de adenocarcinoma mamario em
camundongos e ratos demonstraram que o RSV induziu uma reducéo acentuada do crescimento
do tumor e angiogénese (BHAT et al., 2011; MONDAL et al., 2011).

Jang et al. (1997) demonstraram, pela primeira vez, os efeitos quimiopreventivos do RSV na
inibicdo da carcinogénese multiestagio. Desde entdo variados estudos vem evidenciando a a¢éo
deste composto em diversos tipos de cancer em diferentes estagios de desenvolvimento, como
por exemplo o estudo de Kraft et al, (2019) que mostrou como o RSV afeta todos 0s estagios
distintos da carcinogénese (iniciagdo, promocao e progressao) por meio da modulacao das vias
de transducdo de sinal que controlam a divisdo e crescimento celular, apoptose, inflamacéo,
angiogénese e metéstase. Outros estudos demonstraram a diminuicdo do tumor em cancer de
mama (LEE et al., 2012), pele (KALRA et al., 2008), prostata GANAPATHY et al., 2010) colo
retal (SAUD et al., 2014), figado (LIN et al., 2012), pancreas (KUROIWA et al., 2006), pulméo
(LEE et al., 2006), cancer de ovario (LEE et al., 2009), bexiga (BAI et al., 2010) estdmago
(ZHOU et al., 2005) e cabeca e pescogo (HU et al., 2012). Todos esses dados colaboram com
o efeito antitumoral do nosso estudo com RSV no modelo de tumor de Ehrlich.

Considerando que a perda progressiva do tecido muscular € um sintoma de evolugédo do cancer

e que a complexidade da caquexia tem fornecido uma barreira para o desenvolvimento de
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terapias bem-sucedidas para prevenir ou tratar a doencga, estratégias terapéuticas com o uso do

RSV para prevenir a perda do tecido muscular vém sendo estudadas.

Sobre este enfoque, nossos resultados mostraram que 0 RSV impediu a perda do peso do tecido
muscular causado pelo tumor de Ehrlich. Além disso, 0 RSV induziu uma melhora na area da
secdo transversal das fibras dos muasculos colaborando com a diminuicéo da atrofia das fibras
musculares. Quando observamos qualitativamente as fibras musculares dos animais tratados
com RSV verifica-se que estas estdo em melhores condi¢bes morfolégicas, ou seja, com
contornos poligonais bem definidos, nudcleos localizados perifericamente, sarcoplasma
homogéneo em comparagao com o grupo que tem tumor e com o grupo com tumor tratamento

quimioterapicos.

Mesmo ndo sendo no contexto tumoral, Benette, (2013) demostrou o aumento de células
precursoras no tratamento com RSV no musculo plantar de ratos idosos. Stephen (2017)
também mostrou melhora na funcdo mitocondrial que foi associada a uma melhor via de
sinalizacdo anabdlica levando a hipertrofia dos tamanhos das fibras pela célula satélite. Esses
estudos colaboram com o potencial do RSV em reduzir ou reverter a perda muscular. Nossos
dados de atenuacdo de atrofia usando RSV 10mg/Kg sdo semelhantes aos dados de HORI

(2011) que demonstrou que camundongos exibiram menor atrofia muscular ao receberem RSV.

O grupo tratado com ciclofosfamida apresentou maior prejuizo no peso Umido do tecido
muscular semelhante ao grupo tumor, apontando que as intervencfes terapéuticas para o
tratamento do cancer podem caracterizar desequilibrios e prejuizos distintos para 0 muasculo,
impostos pelos fatores patoldgicos da caquexia (BARRETO et al., 2016). Até o momento,
poucos estudos investigaram diretamente o efeito do cancer e da quimioterapia no musculo

esquelético associado a caquexia.

No nosso modelo experimental de acordo com os achados histolégicos mostraram que 0s
animais tratados com Ciclofosfamida tanto qualitativamente quanto quantitativamente,
apresentaram maior incidéncia de alteragcbes musculares, mesmo quando associado com RSV.
Barreto et al. (2016) identificaram que as vias metabdlicas comuns ativadas pela caquexia
induzida por quimioterapico conseguem mostrar uma regulacdo negativa na producdo das

proteinas musculares. Evidéncias revelaram uma correlagdo entre a caquexia no cancer e a
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toxicidade quimioterdpica gerando um impacto negativo na protedlise muscular, perda da
gordura e anorexia. (JUNG, 2015; PRADO, 2009). Outro estudo mostrou que conforme o
avanco da idade do hospedeiro, o tratamento quimioterapico pode gerar um impacto negativo
no tecido muscular esquelético entre 40% até 91,6% dos pacientes (CAILLET, 2016).

Nossos resultados colaboram com a literatura e demonstram que embora o tratamento
quimioterapico consiga controlar o crescimento tumoral, pode ocorrer uma maior perda do
tecido muscular, porque o masculo esquelético responde a uma infinidade de sinais sistémicos.
Desta forma, a resposta inflamatdria sistémica e a mediadores metab6licos que podem ser
alterados com o cancer e a quimioterapia influenciam os mecanismos de formacéo, manutencéo
e regeneracdo do musculo (ATHERTON et al., 2016).

Diante disso, o presente trabalho focou o estudo nos mediadores inflamatorios e no sistema
imunoldgico para compreender 0 mecanismo da caquexia induzida pelo tumor. O sistema
imune do hospedeiro influencia e é influenciado pelo microambiente tumoral (HANAHAN &
WEINBERG, 2011), desempenhando um papel critico na vigilancia de tumores (SCHREIBER
et al., 2011; TENG et al., 2015). Evidéncias sugerem que 0s mesmos tipos de células imunes
infiltrantes de tumores as vezes tém efeitos diferentes no hospedeiro (FRIDMAN et al., 2012,
REMARK et al., 2013).

Os dados mostraram que a presenca do tumor Ehrlich induziu a proliferacdo das células da
medula dssea, baco e linfonodo, no entanto os animais tratados com RSV ndo mostraram
alteracdo na celularidade. Na avaliacdo do tratamento quimioterapico, a droga mostrou diminuir
as células da medula 6ssea (6rgdo primario), bago (6rgdo secundario) e linfonodo (6rgéo
secundario drenante, préximo ao tumor) nos animais tratados com Ciclofosfamida associado
ou ndo ao RSV. Estudos apontam que o tratamento com os quimioterapicos atua principalmente
no bloqueio do ciclo de divisdo celular em células tumorais, mas afetam também tecidos
normais como os 6rgdos linfoides, causando uma imunossupressdao (BHATTACHARJEE et al.,
2017; SZATROWSKI, 1991; ANGULO et al., 2000). A Ciclofosfamida é bem estabelecida na
imunossupressao do hospedeiro (HANDOLIAS et al., 2013; NAWATA et al., 2017). Assim,

apresar do quimioterapico controlar o desenvolvimento do tumor, seus efeitos nos orgaos
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linfoides reduzem a geracdo e maturacéo dos leucdcitos, por outro lado o RSV teve 0 mesmo

efeito antitumoral, sem induzir imunossupresséo.

Diante da resposta dos 6rgdos linfoides, foram avaliadas as citocinas inflamatdrias, verificando
que o perfil do tratamento com RSV se diferencia do tumor sélido de Ehrlich sem tratamento.
Estudos demonstram que a resposta inflamatodria produz alguns fatores pelas células tumorais
e possuem um papel importante no mecanismo da patogénese da caquexia (SARMA et al.,
2011; FINN, 2012). Citocinas pro-inflamatérias sdo expressas pelo microambiente tumoral e

também como resposta a inflamacéo sistémica (PATEL, 2017).

Foi observado que o controle negativo produziu TNF-o e IL-6, em contrapartida a
Ciclofosfamida mesmo sendo imunossupressora, manteve o perfil inflamatério das citocinas,
com elevacao significativa de IL6 comparado ao controle negativo. Estudos com camundongos
inoculados com outro tipo tumoral mostraram uma perda de musculo esquelético acentuada
guando comparados ao aumento da expressao de IL-6 durante a caquexia no cancer (WHITE,
2013, BONETTO, 2012). Outras evidéncias mostraram que a exposi¢do crénica a IL-6 também
resultou na inducdo da perda de massa muscular esquelética, tanto pela ativacéo direta como
indireta de vias envolvidas no metabolismo que podem gerar inflamacdo e catabolismo
muscular (WHITE 2013, BONETTO, 2011).

O tratamento com RSV diminuiu 0 TNF-a e aumentou MIP-1a, modulando a inflamagdo. A
reducdo do TNF-a e a elevacdo do MIP-1a sugerem uma regulacdo mais eficiente na indugéo
do reconhecimento e imunovigilancia, regulando a inflamag&o e ativando linfocitos efetores. O
TNF-a é uma citocina que apresenta um papel paradoxal na carcinogénese, mesmo sendo
identificada pela primeira vez induzindo necrose hemorragica em canceres experimentais, as
evidéncias que relacionam inflamagdo e cancer mostram que o TNF-a também tem um papel
promotor (BALKWILL, 2009; QU et al, 2018). A ativacdo do Fator Nuclear kappa B (NFkB)
induzida pelo TNF-a ativa vias de inducdo e promocdo do cancer, em estudo com células
epidérmicas JB6 de camundongo, o tratamento com TNF-o aumentou a atividade de NF-xB de
uma maneira dose-dependente e a ativacdo de NF-xB induzida por TNF-a foi essencial para a

transformac&o neoplésica dessas células (HSU et al. 2001).
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Além disso, 0 aumento do TNF-a tem um efeito catabdlico direto no musculo esquelético
(PATEL, 2017). Reid (2001) demonstrou que a via de sinalizacdo catabolica do TNF-a ¢é
induzida pela ativagdo de outros fatores envolvidos na inflamagdo, desempenhando um papel
na degradacdo proteica associada a caquexia. Nosso estudo mostrou a modulacdo desta citocina
pré-inflamatoria pelo RSV de forma positiva quando comparada com tratamento

quimioterapico.

Por outro lado, 0 aumento da quimiocina MIP-1a no grupo tratado com RSV em comparacéo
com o controle positivo, sugere regular a inflamacao e a resposta imune antitumoral, reduzindo
0 tamanho do tumor e preservando o tecido muscular. A MIP-1a tem um papel importante na
regulacdo do homing de linfonodos e células dendriticas no sitio tumoral, induzindo a respostas
de células T antigeno especificas, determinante para resposta imune antitumoral (SCHALLER
etal. 2017).

Diante dos resultados sobre as citocinas, foi avaliado se o sFasL, no perfil inflamatorio, reflete
na preservacao do tecido normal e/ou destruicdo do tecido tumoral. O sFasL é uma molécula
solGvel que induz a apoptose de células imunes associadas ao escape do tumor. Tem sido
proposto que as células cancerigenas que expressam sFasL tém uma vantagem para escapar da
vigilancia imunoldgica induzindo apoptose nos linfécitos infiltrantes que expressam Fas
(AKHMEDKHANOQV et al., 2003).

Os dados mostraram que 0s niveis de sFasL no grupo com tumor sem tratamento (CTL) foram
maiores que nos grupos tratados com ciclofosfamida e/ou RSV, sugerindo uma relagao direta
do sFasL e a presenga do tumor. Um estudo com linfoma n&o-Hodgkin mostrou que o nivel do
sFasl pode ser atil como um marcador da progressédo da doenca. Pode tambeém ser importante
para a previsdo do prognostico clinico, uma vez que o sFasL pode contribuir ndo apenas para o

dano tecidual, mas também para o privilégio imunolégico do tumor (KANDA et al., 1999).

Entretanto o comportamento do sFasL sérico em pacientes com cancer é controverso. Enjoji et
al. (2004) mostraram que os niveis de sFasL ndo eram detectaveis em pacientes com carcinoma
biliar. J& Murakami et al. (2004) mostrou os niveis séricos de sFasL foram significativamente

menores em pacientes com carcinoma biliar do que em individuos saudaveis.
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Destaca-se que este € o primeiro trabalho que mostra a relacéo da forma soltvel do FasL
(sFasL) com o tumor sélido de Ehrlich. Apesar de ndo existir estudos com RSV como
tratamento do Tumor de Ehrlich com caquexia, Akabatake (2005) mostrou aumento dos niveis
circulantes de sFasL em pacientes caquéticos com doenca pulmonar crénica em comparagao
com pacientes saudaveis, sugerindo que 0 mesmo ocorre no tumor de Ehrlich. O efeito do RSV
reduziu o desenvolvimento do tumor e manteve o tecido muscular, podendo indicar que o efeito
na modulacdo inflamatoria e na reducdo dos sFasL podem ser sinérgicos. Diferente do que
ocorreu com a ciclofosfamida que reduziu o sFasL, mas intensificou a inflamacéo, causando
reducdo do tumor com perda da massa muscular, os resultados revelam a importancia da

modulacgéo da inflamagéo na caquexia muscular.

A partir desses resultados, como uma avaliacdo complementar, foi determinado a
citotoxidade (LDH) e a hepatotoxidade (TGO e TGP).

O grupo com tumor de Ehrlich e a ciclofosfamida mostraram aumento do LDH
sugerindo um maior dano tecidual em comparacdo ao tratado com RSV. O lactato
desidrogenase (LDH) se refere a outro marcador de morte celular, sendo uma enzima que esta
presente em quase todos os tecidos do nosso corpo, ela participa do processo de producdo de
energia, mas sua dosagem elevada pode indicar a existéncia de uma severidade aguda e danos
teciduais (GALLO etal., 2015, JIA et al., 2018).

Bilir et al (2015) avaliaram a relagdo entre alguns parametros e a sobrevida global
mediana em pacientes com caquexia associada ao cancer, mostrando um aumento da LDH no
grupo com caquexia. Outro estudo demonstrou a elevagdo da LDH como um marcador de
imunossupressao no cancer, mostrando que a elevacdo € um prenuncio de resultados negativos
em neoplasias solidas (DING, 2017). Sendo assim, de acordo com nosso estudo, 0 RSV mostrou
um efeito positivo em protecdo dos danos teciduais quando correlacionado com outros

resultados e com o controle negativo e positivo.

Os resultados das concentracfes plasmaticas das enzimas TGO e TGP estavam maiores

nos grupos tratados com Ciclofosfamida. Os resultados sugerem que a ciclofosfamida pode ter
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gerado lesdes dos hepatdcitos por ser um quimioterapico de grandes repercussdes sistémicas.
As lesdes hepéticas associadas ao uso de quimioterapicos abrangem desde alteracGes
bioquimicas e estruturais adaptativas até lesdo morfolégica com danos muitas vezes
irreversiveis do metabolismo ou da estrutura celular (BONASSA, 2005). Um dos efeitos
colaterais dos quimioterapicos é a hepatotoxicidade, a qual é diagnosticada atraves da elevacéo
transitoria das enzimas hepéticas (TGO, TGP) durante o tratamento. (BRASIL, 2002).
Observamos que o quimioterapico em nosso estudo para tratamento do tumor solido de Erlich
ofereceu risco a funcdo hepatica, colaborando com a literatura. Em contrapartida 0 RSV néo

aumentou 0 TGO e TGP, sugerindo gue ndo houve hepatotoxicidade.

A etiologia da caquexia do cancer é multifatorial e, portanto, as muitas moléculas
envolvidas no processo de desgaste representam varios candidatos a biomarcadores de
caquexia. Violato et al (2014) demonstrou que animais desenvolviam caquexia com 14 dias
pela perda de gordura, aumento de triglicerideos, acidos graxos livres, albumina, diminuicdo
do glicogénio, hipoinsulinemia e hipoglicemia. Diante disso, estudamos o tumor de Ehrlich no
modelo de caquexia, avaliando os mecanismos de desenvolvimento do tumor pela concentracéo
de sFasL, evitando a imunidade hospedeiro de trabalhar contra o tumor, com isso, a resposta

tumoral potencializava a inflamacgdo que causou prejuizos para o tecido muscular.

Por fim, o RSV mostrou-se uma alternativa positiva para tratamento no modelo sélido
de tumor de Ehrlich, sendo uma ferramenta promissora de potencial terapéutico associada as

terapias ja feitas na cagquexia do cancer.
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7 CONCLUSAO
Diante dos resultados expostos podemos concluir que:

e O tumor solido de Ehrlich realmente € um modelo promissor para estudar a caquexia
neoplésica;

e Que o tratamento com RSV mostrou-se eficiente na redugéo da carga tumoral,

e Que o tratamento com RSV foi tdo eficiente quanto a terapia padrdo, entretanto ele
mostrou-se menos supressor da celularidade de 6rgédos linfoides, modulando a resposta
inflamatoria;

e O trabalho propde como mecanismo de escape do tumor de Ehrlich da resposta imune do
hospedeiro através da liberacdo de sFasL.

e E pode ser um excelente tratamento para melhorar as condi¢des de desgaste muscular na

caquexia oncoldgica.
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