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RESUMO

Lima JDCC. Anédlise protedmica do microambiente tumoral de pacientes
caguéticos: Desvendando vias biolégicas e mecanismos moleculares na
caquexia. 2020. 118p [Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sédo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2020.

A caquexia € uma sindrome paraneoplasica (CAC) associada ao mau
prognostico. A caquexia é caracterizada por perda de massa muscular com ou
sem perda de tecido adiposo. A CAC é impulsionada por uma associacao
multipla de alteragdes metabdlicas, incluindo ingestdo reduzida de alimentos,
gasto energético aumentado e inflamacdo. O objetivo do presente estudo foi
caracterizar proteinas alteradas no tumor de pacientes caquéticos e seus
respectivos mecanismos moleculares envolvidos na caquexia. Foram
recrutados 74 pacientes (cancer estavel em peso n = 31; cancer caquético n =
43) com diagnoéstico de cancer colorretal, e biopsias de tumores foram
coletadas durante a cirurgia. A andlise protedmica foi realizada. 71 proteinas
foram estatisticamente significativamente diferentes entre os grupos (valor de p
<0,05). A analise da Ontologia do Gene mostrou que sua maioria das proteinas
estavam relacionadas ao metabolismo energético, estresse oxidativo,
remodelamento extracelular da matriz e manutengéao celular. A fim de aumentar
0 conhecimento dos mecanismos envolvidos na fibrose e no estresse oxidativo,
mostramos a presenca de deposi¢cado de coldgeno no tumor, ativacdo da alfa-
SMA, vimentina e genes relacionados ao estresse oxidativo. Nossos resultados
demonstram a ativagao da via TGFB no tumor, através p38 MAPK. Os dados
sugerem que a resposta inflamatéria intratumoral contribui para o aparecimento
da fibrose. A remodelacdo do tumor, provavelmente pela transdiferenciacao
induzida por TGFB dos fibroblastos para os miofibroblastos, induz um perfil
desequilibrado de citocinas inflamatdrias, angiogénese e elevacdo dos
componentes da matriz extracelular (EMC). Por outro lado, especula-se que
essas alteracbes possam ser alteradas em resposta a hipoxia no
microambiente tumoral de pacientes caquéticos. Além disso, os resultados
fornecem informacdes sobre a adocdo de analises de amostras de tumores

para o diagndstico precoce da sindrome.



Palavras-chave: Tumor; Caquexia; Fibrose; Inflamacdo; Hipoxia;, Estresse
Oxidativo.
ABSTRACT

Lima JDCC. Proteomic analysis in tumor microenvironment of cachectic
patients: Understanding biological pathways and molecular mechanisms
in cachexia. 2020. 118p [Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)].
Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

Cachexia is a paraneoplastic syndrome related with poor prognosis. Cachexia
is characterised by muscle wasting with or without loss of adipose tissue. CAC
Is driven by multiple association of metabolic changes including reduced food
intake, enhanced energy expenditure and inflammation. The aim of the present
study was to characterize proteins altered in the tumour and respective the
molecular mechanisms involved in cachexia. Methods 74 patients (weight
stable cancer n = 31; cachectic cancer n = 43) diagnosed with colorectal cancer
were recruited, and tumour biopsies were collected during surgery. Proteomic
analysis was performed. 71 proteins were statistically significantly different
between the groups (p value<0.05). Gene Ontology analysis showed that their
majority consisted of proteins related with energetic and protein metabolism,
oxidative stress, matrix extracellular remodelling and cellular maintenance. In
order to increase the knowledge of the mechanisms involved in the fibrosis and
oxidative stress, we show the presence of collagen deposition in the tumour,
activation of alfa-SMA, vimentin and genes related to oxidative stress. Our
results demonstrate TGF-B pathway activation in the tumour in cachexia,
through the (non-canonical) mitogen-activated protein kinase pathway. The
results show that during cachexia, intratumoural inflammatory response
contributes to the onset of fibrosis. Tumour remodelling, probably by TGF-3-
induced transdifferentiation of fibroblasts to myofibroblasts, induces unbalanced
inflammatory cytokine profile, angiogenesis, and elevation of extracellular matrix
components (EMC). On the other hand, we speculate that these changes may
be altered in response to hypoxia in tumor microenvironment of cachectic
patients. Furthermore, the results provide insight on the adoption of tumour

sample analysis for precocious diagnosis of the syndrome.
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1. INTRODUCAO

A caquexia € caracterizada como uma sindrome metabdlica que causa
extrema perda de massa corporal, especificamente perda de massa muscular
gue pode estar associada ou ndo a perda de tecido adiposo (FEARON et al.,
2011). E um sintoma que se associa ha inimeras condicdes crénicas, tais
como, insuficiéncia renal cronica, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS - do inglés Acquired Imunnodeficiency Syndrome), doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), esclerose multipla e cancer. De modo geral, o
guadro de caquexia leva ao comprometimento funcional, desempenho fisico
diminuido e, consequentemente, reducao da sobrevida (EVANS et al., 2008;
TISDALE, 2009). A caquexia associada ao cancer € considerada uma doenca
progressiva e as manifestacdes clinicas dos pacientes sdo variaveis, porém,
sempre sendo associadas a perda de massa corporal, presenca ou nao da
anorexia, fadiga, ndusea, saciedade precoce, anemia e presenca marcante da
inflamacéo sistémica (EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011; LAVIANO;
KOVERECH; MARI, 2015; LAVIANO; PALDINO, 2014).

Quando associada ao cancer, a prevaléncia geral de caquexia varia de
40%, no diagnéstico do cancer, a 80%, na doenga avancada. E tem sido
considerada a causa de morte direta e principal de 20% a 30% dos pacientes
com tumores solidos, além de reduzir a sobrevida média em até 30%
(BRUERA, 1997; FOX et al., 2009; TISDALE, 2009; VON HAEHLING; ANKER,
2014). A caquexia pode se desenvolver em diversos tipos de tumores, porém,
ja foi demonstrado que a maior incidéncia é no cancer de pancreas (88,9%),
seguido pelo cancer gastrico (76,5%), cancer de coélon e reto (55%) e cancer
de esofago (52,9%) (SUN; QUAN; YU, 2015).

Infortunadamente, € provavel que a incidéncia de caquexia associada ao
cancer aumente nos préximos anos. Uma estimativa recente sugeriu que mais
de 160.000 pessoas nos Estados Unidos se encontram no hospital com um
diagnéstico de caquexia a cada ano (ARTHUR et al., 2014). Apesar de
décadas de pesquisa, ndo existe tratamento padrdo aprovado pela
Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA — do

inglés Food and Drog Administration); o desenvolvimento terapéutico no campo



da caquexia associada ao cancer permanece uma necessidade critica néo
atendida (DUNNE et al., 2019). Além disso, embora a nutricdo seja um
elemento essencial no tratamento do cancer, estudos demonstraram que
embora alguns pacientes apresentem um efeito benéfico para o
aconselhamento nutricional (DE WAELE et al., 2015; RAVASCO, 2015), outros
estudos mostraram que o aconselhamento dietético precoce foi eficiente para
estabilizar a ingestdo alimentar, mas ndo teve efeito benéfico sobre a
mortalidade e outros pardmetros da sindrome (BOURDEL-MARCHASSON et
al.,, 2014) confirmando, portanto, que do ponto de vista clinico, uma vez
estabelecida, a caquexia ndo pode ser revertida com suplementacdo e
estratégias terapéuticas nutricionais (ARGILES et al., 2019; FEARON et al.,
2011).

Fisiologicamente, a caquexia é caracterizada por um balanco energético
negativo, além de alteracbes hormonais e de neuropeptidios associados aos
mecanismos de saciedade, bem como mecanicamente pela contribuicdo do
microambiente tumoral através da criacdo de um ambiente inflamatorio
gerando um caos metabdlico (PETRUZZELLI; WAGNER, 2016; PORPORATO,
2016). Diante disso, a caquexia tem sido abordada como uma sindrome
multifatorial e multiérgdos, que resulta da reprogramacdo sistémica do
metabolismo do hospedeiro em resposta, também, ao crescimento e
progressdo do tumor. De fato, um vasto nimero de artigos na literatura
demonstram que o tumor pode promover e induzir a caquexia secretando
fatores que influenciam diretamente na perda de tecido adiposo e muscular
(HE et al., 2014; LIN; SCOTT, 2012; PETRUZZELLI et al., 2014; ZHANG et al.,
2017) além de promover alteracbes e desbalanco na funcdo de 6Orgéos, tais
como, figado, intestino, cérebro e sistema imunoldgico, sendo considerada
uma sindrome multiorganica (ARGILES et al., 2014; EVANS et al., 2008;
PORPORATO, 2016). Embora o papel do tumor no desenvolvimento da
caquexia tenha sido cada vez mais investigado devido sua extrema
contribuicdo no desenvolvimento da sindrome, a caquexia associada ao cancer
ndo € apenas uma complicagdo da progressdo do tumor como massa, pois as
células tumorais induzem alteracdes sistémicas. Algumas evidéncias cientificas
ja demonstraram que a incidéncia de caquexia ndo € relacionada com a
progressdo e estadiamento tumoral (LIMA et al., 2019a; PETRUZZELLI,



WAGNER, 2016; YOUNES; NOGUCHI, 2000). De certo modo, isso indica a
importancia de entender ativamente a interacao entre o tumor e o hospedeiro
em nivel sisttmico, com um foco particular nas dependéncias metabdlicas dos
tumores em crescimento.

Apesar dos avancos cientificos obtidos até os dias atuais que caracterizam
a caquexia como um processo inflamatério crénico, ainda assim, ndo existem
ferramentas e critérios de diagnostico e tratamento disponiveis nas bases
cientificas e clinicas, tendo em vista complexidade da sindrome. Diante disso, a
importancia no entendimento entre a interacdo complexa do microambiente
tumoral e seu hospedeiro, € de extrema necessidade para definir e caracterizar
o melhor tratamento dos pacientes com caquexia associada ao cancer. A
analise protedmica no tumor de pacientes com caquexia é uma oportunidade
para investigar proteinas que possam servir como biomarcadores, bem como,
entender funcdes e vias bioldgicas alteradas que possam direcionar 0 caminho

para o tratamento da sindrome.



Revisao Bibliografica




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Histéria da caquexia

Historicamente, a caquexia foi descrita ha mais de 3.500 anos em trechos
biblicos pelo rei Davi, considerado o segundo e maior dos reis de Israel, cujo
sofria de um disturbio alimentar. Em suas descricfes, o rei Davi relatou em
uma passagem biblica momentos desde a falta de ingestdo de alimentos,
através da parte“ | forgot to eat my bread/ eu esqueci de comer meu pao”, que
aborda o quadro de anorexia (falta de apetite), como também, demonstra a
perda de peso extrema e involuntaria, associada a fraqueza e fadiga, através
da parte “My knees are weak through fasting; and my flesh failed of fatness; My
strenght failed.../ “Meus joelhos estdo fracos pelo jejum; e minha carne falhou
em gordura; e minha forca falhou...”. (BEN-NOUN, 2004)

Posteriormente, Hipocrates (460 - 377 a.C.), um dos criadores da medicina

grego, escreveu.

“the flesh is consumed and becomes water...the abdomen
fills with water, the feet and legs swell, the shoulders,
clavicles, chest, and thighs melt away... The illness is
fatal/A carne é consumida e se transforma em agua... 0
abdémen se enche de agua, os pés e as pernas incham, os
ombros, as claviculas, o torax e as coxas desaparecem ...

A doenca é fatal.”

Em seus relatos transcritos, a caquexia € considerada uma sindrome que
transforma a carne em &gua, se tornando uma doenca fatal (VAKIL;
GOLWALA, 1951). Sendo assim, o termo caquexia é derivado de palavras
gregas, e resultante da combinacdo das palavras kakos, que significa ma e
hexis, que significa condicdo (DOEHNER; ANKER, 2002).

Em meados de 1860, um médico francés, Charles Mauriac descreveu
pela primeira vez a caqguexia em doencas cardiacas, abordando a perda de
peso involuntaria como um fenbmeno secundario comumente observados em

doencas cardiacas. Mais recentemente, a ganhadora do Prémio Nobel de



Literatura de 2009, Herta Muller, escreveu em seu livro “The Hunger Angel” que
‘uma vez que a carne desaparece do corpo, carregar 0s 0ssos se torna um
fardo; atrai vocé para a terra’(HERTA, 2009). Subsequentemente, a caquexia
foi sendo cada vez mais estudada e descoberta como uma consequéncia e
complicagdo em inumeras doencas, e somente nas Ultimas décadas a
sindrome recebeu uma maior atencdo (DOEHNER; ANKER, 2002). Embora os
avancos obtidos nos ultimos 20 anos, a etiologia da caquexia continua
desconhecida, bem como ainda n&o existem critérios fidedignos para
diagnéstico clinico, o que impede e inviabiliza uma terapia eficaz (ARGILES et
al., 2014; EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011; MADDOCKS et al., 2016)

2. Definicdo clinica

Em linhas gerais, a caguexia tem sido caracterizada como uma sindrome
metabdlica altamente complicada, associada as doencas subjacentes e
primordialmente caracterizada pela perda involuntaria de peso, principalmente
de massa muscular com ou sem perda de massa gordurosa, além de
comumente associada a anorexia e resisténcia a insulina. Além disso, a
caracteristica e manifestacdo mais constante na caquexia € a presenca da
inflamacgéo sistémica. (MORLEY; THOMAS; WILSON, 2006; PORPORATO,
2016; SEELAENDER et al., 2015)

Conforme descrito anteriormente, embora a caquexia ndo seja até o
momento, alvo de uma definicdo exata, precisa e uniforme, muitas definicbes
de caquexia foram publicadas e discutidas na literatura (BLUM et al., 2010;
EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011; MUSCARITOLI et al., 2010). Porém,
apenas nos anos atuais, as diretrizes para o diagndstico da caquexia
associada ao cancer surgiram e seguem aparecendo. Definicbes anteriores
descreveram a caquexia como "uma sindrome envolvendo a perda de muasculo
e gordura diretamente causada diretamente por fatores tumorais, ou
indiretamente através da resposta do hospedeiro a presenca do tumor”
(MACDONALD et al., 2003) Posteriormente, aprimorando essa defini¢cdo, além

da perda de peso, outros parametros foram inseridos, tais como a presenca da



inflamacdo sistémica, pois estudos indicam consistentemente a presenca
desse sintoma (FEARON; VOSS; HUSTEAD, 2006).

Esses inUmeros e importantes avancos na comunidade cientifica que
estuda caquexia, houve um consenso internacional com critérios para
diagnostico da caquexia. Desse modo, em 2008, Evans e colaboradores,
propuseram uma definicdo de caquexia baseado nas descobertas até o
presente momento, utilizando critérios especificos de diagndstico que consistia
na perda de peso involuntaria acrescidas de importantes alteracbes em
parametros fisicos e bioquimicos (EVANS et al., 2008). Nesse consenso,
alguns parametros foram estabelecidos como critérios de definicdo, nos quais
incluem-se a perda involuntaria de peso corporal nos ultimos 12 meses, que
significa uma percentagem de perda de peso menor/igual a 5% do peso
corporal anterior relatado ou indice de massa corporal (IMC) menor que
20kg/m?, acrescidos de mais trés das cinco alteracdes, a saber: diminuigdo da
forca muscular, fadiga, anorexia, diminuicdo da massa livre de gordura e
alteracbes bioquimicas caracterizadas pela anemia, através dos valores de
hemoglobina menor que 12g/dL; alteracdes nas concentracdes séricas da
albumina (<3,2g/dL) e aumento de marcadores inflamatérios, que podem ser
mensurados tanto pelo aumento de proteinas de fase aguda, quanto pelo
aumento de proteina C-reativa (PCR) e também, um aumento em citocinas
inflamatdrias, conforme descrito através do aumento da interleucina-6, como

pode ser observado abaixo na figura 1.

DIAGNOSTICO DA CAQUEXIA

*Perda de massa muscular
* Fadiga
Perda de peso maior que 5% + Anorexia
nos ultimos 6 meses ou 2menos 3de 5 + Indice de massamagrabaixo
(ou IMC < 20 kg/m") * Parametros bioquimicos alterados:

- Aumento de marcadores inflamatérios
(PCR, IL-6)

- Anemia (Hb < 12 g/dL)

- Diminuicéo de albumina sérica (<3,2 gldL)

Figura 1 Critérios para diagndéstico da Caquexia
(adaptado de EVANS et al., 2008).



Posteriormente, em 2009, o grupo de trabalho Triagem do Estado
Nutricional em Oncologia (SCRINO) definiu caguexia como perda de peso
superior a 10% e estabeleceu classes de caquexia com base em anorexia,
saciedade precoce e fadiga(BOZZETTI; MARIANI, 2009).

Em 2011, uma outra classificagdo e definicdo do consenso internacional
propds mediante os dados publicados na literatura, que a caguexia ainda pode
ser subdividida e observada em fases de relevancia clinica: pré-caquexia,
caquexia e caquexia refrataria, conforme ilustrado na Figura 2. De acordo com
Fearon e colaboradores, na fase inicial, chamada de pré-caquexia, foi incluido
0S pacientes que apresentavam uma perda de peso corporal < 5%, presenga
de anorexia e alteragbes metabdlicas; a fase posterior, chamada de caquexia
propriamente dita, foi definida como presenca da perda de peso involuntaria e
> 5% durante um periodo de 6 meses, ou também pelo IMC <20 kg/mz?; e, a
ultima fase, denominada de caquexia refrataria, inclui os pacientes que néo

respondem mais as terapias anticancer.(FEARON et al., 2011)

EstAcios DA CAQUEXIA (ADAPTADO DE FeaRoN ET AL, 2011)

Precaquexia ,  Caquexia Caquexia
! Refrataria
i
NORMAL [
i
i
. Perda de peso <5% | .Perdadepeso>5%ou | . Catabolismo
! IMC<20eperda 1 .Nioresponsivoao MORTE
.Anorexia e 1 de peso>2% 0U | tratamento anticancer
alteracoes metabolicas |  sarcopeniaeperdade | . Baixo score de
| peso >2% : desempenho
I .Redugiodaingestio 1 .Expectativadevida
| alimentar inflamacio : < 3 meses
I I

sistémica

Figura 2 Estagios da caquexia associada ao cancer no Consenso
Brasileiro de Caquexia
(adaptado de FEARON et al., 2011).

Atualmente, uma década ap0s a definicio do primeiro consenso
internacional de caquexia, a comunidade e sociedade cientifica tém discutido

em conferéncias internacionais a necessidade da atualizacdo da definicao de



caquexia. As descobertas atuais permitem uma andlise precisa de
guantificacdo de perda de massa muscular, através de analises secundarias de
imagens oncoldgicas padrdo (BARACOS; MAZURAK; BHULLAR, 2019) bem
bem como, j& foi demonstrado mecanismos relacionados com a expressao de
horménios que regulam o peso corporal, ingestdo de alimentos e a homeostase
energética (VANHOUTTE et al., 2016). Diante disso, existe uma necessidade
atual das definicdes de caquexia serem atualizadas para garantir uma melhora
no diagnostico precoce da sindrome além de guiar e direcionar novos alvos e

estratégias terapéuticas.

3. Fisiopatologia da caquexia

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na caquexia sdo complexos. A
caquexia € caracterizada por aumento da taxa metabodlica basal que nao é
compensada pelo aumento da ingestdo caldrica. Acredita-se que, no caso da
caquexia, 0 aumento do gasto energético em repouso € uma possivel causa da
sindrome(POEHLMAN et al., 1994; SOMERVILLE; KOORNNEEF, 2002). Em
adicdo, estudos demonstram um desbalango entre sintese protéica e
degradacdo proteica, levando para um quadro de perda de musculo
esquelético (BHOGAL; LORITE; TISDALE, 2006; HARDEE; MONTALVO;
CARSON, 2017; SMITH; TISDALE, 1993).

Baseado nas alteracdes metabdlicas observadas na caquexia, percebe-se
gue essas questdes sao resultados da interacdo de fatores tumorais, fatores do
hospedeiro e também da interacdo entre eles(DONOHOE; RYAN; REYNOLDS,
2011) Nesse contexto, o papel do tumor é diretamente relacionado pela
producdo de fatores pro-inflamatérios, que resultam e iniciam a resposta
inflamatéria sistémica, bem como os fatores pro-caquéticos que estdo
relacionados com os efeitos catabdlicos dos tecidos periféricos.(M.J., 2010;
SKIPWORTH et al., 2007). Estudos realizados na urina de pacientes com
caquexia associada ao cancer, demonstraram a presenca de uma glicoproteina
denominada fator indutor de protedlise (PIF) (TODOROV et al., 1996) que atua
diretamente na deplecdo de musculo esquelético, bem como, recentemente foi

identificado o fator de mobilizacdo de lipideos (LMF) que atua diretamente na



perda de massa adiposa (RUSSELL; TISDALE, 2010). Além desses fatores, 0
resultado da interacdo entre tumor e hospedeiro culminam em uma producao
excessiva de citocinas inflamatorias que acarretam em sintomas da caquexia
(Figura 3). As citocinas regulam as vias de sintese e degradacao proteica,
atuam no metabolismo lipidico na caquexia, bem como, influencia na producéo
de proteinas de fase aguda no figado (FALCONER et al., 1995; GORDON;
GREEN; GOGGIN, 2005; YOUNG-HEE et al., 2008).

O papel central das citocinas é funcionar como mediadores intercelulares
paracrinos. Assim, as citocinas desenvolvem um papel importante na
imunomodulacgéo e tém sido implicadas na etiologia da caquexia. Além de atuar
na interacdo célula-a-célula as citocinas podem modular na resposta
antitumoral; todavia, durante a inflamacdo crbnica, elas podem induzir a
transformacdo celular e malignidade(ARGILES et al., 2009; MANTOVANI;
MADEDDU, 2007) bem como, mediar o perfil de infiltrado inflamatério no tumor
(DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011). Estudos em pacientes ja
caracterizam diferencas no perfil de macréfagos infiltrados no tumor de
pacientes com caquexia (DE MATOS-NETO et al., 2015a). Nao se sabe até o
presente momento se a producdo de citocinas inicia-se a partir de células
inflamatérias tumorais ou hospedeiras. Acredita-se que independente da fonte
de producéao inicial, ocorre uma producdo no tumor (local), bem como em
tecidos periféricos, pela resposta do hospedeiro, e essa producdo excessiva
atua como gatilho da resposta proteica da fase aguda (APPR) observada na
caquexia (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011).

Estudos cientificos descreveram o aumento sérico de varias citocinas pro-
inflamatérias promovendo a caquexia em pacientes, entre elas, fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1) e
interferon gama (IFNy) (M.J., 2010; MANTOVANI et al., 2000; STRASSMANN
et al., 1992; TISDALE, 1997). Em adicdo, estudos recentes analisando a
inflamacéo local no tumor de pacientes caquéticos mostraram alteracdes na
expressao génica e proteica de citocinas inflamatérias (DE MATOS-NETO et
al.,, 2015a; LIMA et al., 2019b), bem como, a presenca de inflamagdo em
tecidos periféricos, tais como, tecido adiposo (ALVES et al., 2017a; CAMARGO
et al., 2015a) e musculo (DE CASTRO et al.,, 2019). Recentemente, estudos

tem descrito IL-8 como um importante biomarcador na caguexia associada ao



cancer. Um estudo realizado com 110 pacientes com cancer pancreatico,
encontrou IL-8 aumentado nos individuos com caquexia, além de apresentar
um aumento gradual com a progressdo da doenca, através da relacdo com a
perda de peso (HOU et al., 2018). Recentemente, uma andlise de
transcriptoma no tumor de pacientes com cancer de pulmdo de células
pequenas revela uma alta expressdo de IL-8 correlacionada com pior
prognoéstico, além de induzir atrofia muscular (CURY et al., 2019). Estudos
pioneiros na caquexia em modelos animais, demonstraram que a
administracao crbénica dessas citocinas, isoladamente ou em combinacgéo, €
capaz de reduzir a ingestdo de alimentos e induzir a caquexia do cancer
(GELIN et al., 2014; NOGUCHI et al.,, 1996). Em paralelo, estudos que
utilizaram anticorpos especificamente anti-IL-6, anti-IL.-1 e anti-IFN-y,
demonstraram efeitos positivos na reducdo da manifestacdo da caquexia,
muito embora, nenhum anticorpo isolado tenha comprovadamente revertido
todas as caracteristicas da sindrome (NOGUCHI et al., 1996). Mais recente,
estudos usando anticorpos neutralizantes contra o TNFa n&o mostraram
beneficio, sugerindo que atingir apenas o TNFa nao é suficiente para prevenir
a caquexia (JATOI et al., 2010).
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Figura 3 Fisiopatologia da caquexia



Baseado no papel central do microambiente tumoral na contribuicdo do
desenvolvimento da caquexia, é de extrema importancia entender os
mecanismos moleculares relacionados entre a interacdo tumor-hospedeiro na
génese desta sindrome. Por ser considerada uma patologia multifatorial,
estudos anteriores do nosso grupo demonstrou que o tumor contribui
efetivamente para o processo de inflamacéo sistémica na caquexia (DE
MATOS-NETO et al., 2015a; LIMA et al., 2019b). Mediante essa extrema
importancia do tumor na caquexia, € necessario investigar outras possiveis
alteracoes e fungdes moleculares que podem estar induzindo a caquexia, a fim
de auxiliar na busca de biomarcadores para diagndstico, bem como, possiveis
vias metabdlicas que possam ser investigadas para desenvolvimento de

estratégias terapéuticas na caquexia.

4. Cancer colorretal e o0 microambiente tumoral

O cancer colorretal (CRC) é considerado a terceira principal causa de morte
por cancer no mundo, e sua incidéncia estd aumentando constantemente nos
paises em desenvolvimento (RAWLA; SUNKARA; BARSOUK, 2019) e é
associado com o desenvolvimento de caquexia em até 55% dos casos (SUN;
QUAN; YU, 2015). Os fatores de risco hereditarios e ambientais desempenham
um papel no desenvolvimento do cancer colorretal. O CRC se origina de lesGes
benignas conhecidas como adenomas que podem acumular mutagdes nas vias
de sinalizacdo criticas para a manutengcdo de células-tronco, proliferagdo e
supressao tumoral (FEARON, 2011; FEARON; VOGELSTEIN, 1990) e podem
evoluir para CRCs invasivos que podem, finalmente, se espalhar para 6rgaos
distantes, caracterizando a metéastase.

Os CRCs na verdade compreendem um grupo muito heterogéneo de
doencas causadas por uma vasta gama de mutacbes e mutagénicos.
Globalmente, existem duas principais vias de lesdo no cancer colorretal: a via
tradicional de adenoma-carcinoma, que acomete 70-90% dos canceres
colorretais e a via de neoplasia serrilhada (10-20 % de cancer colorretal). Os

fendtipos de instabilidade cromoss6mica geralmente se desenvolvem por uma



mutacdo APC, seguidos pela ativacdo do RAS ou perda de funcdo do TP53.
Por outro lado, a via de neoplasia serrilhada esta associada a mutacdes RAS e
RAF e instabilidade epigenética (DEKKER et al., 2019). O tratamento primordial
para o cancer colorretal continua sendo o principal curso de tratamento nos
casos de diagndstico precoce, porém ndo € um tratamento eficaz nos casos
avancados. (TAURIELLO; BATLLE, 2016).

O microambiente tumoral é fator determinante e dominante do
comportamento das células tumorais e da progressdo do cancer. O
microambiente tumoral € composto por células tumorais, células do tecido de
origem, fibroblastos, células que formam os vasos sanguineos, componentes
estruturais da matriz extracelular, fatores de crescimento e células do sistema
iImune que se infiltram no tumor (WANG et al., 2017). Durante a evolugao do
tumor, ocorrem alteracées na composicao do estroma do tumor. Os fibroblastos
tornam-se fibroblastos ativados chamados CAFs e o contetdo geral da matriz
extracelular (MEC) é remodelado. Numerosos pesquisadores apoiaram que 0
estroma associado a tumores participa da progressao do tumor, metastase e
resposta a quimioterapia(SANDBERG et al., 2019).

Nos anos 2000, Hanahan e Weinberg (HANAHAN; WEINBERG, 2000)
publicaram um trabalho descrevendo capacidades das células tumorais, que
consistiam principalmente no crescimento e proliferacdo, mecanismos de
evasdo do sistema imunoldgico e apoptose, sustentacdo da angiogénese e
consequentemente, capacidade de invasdo e metastase, e além disso, a
inflamagé&o promovida pelo tumor (Figura 4) (HANAHAN; WEINBERG, 2011)
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Entre as marcas do cancer descritas por Hanahan e Weinberg, esta o
processo de proliferacdo celular descontrolado. Esse processo € mediado por
estimulos autdcrinos, entre as proprias células tumorais, através da interagado
de fatores de crescimento e receptores de superficie tumorais, bem como,
estimulo paracrinos, que ocorrem entre células tumorais e outros componentes
do microambiente (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Em determinadas
situagdes, as células tumorais se adaptam e estimulam o remodelamento do
microambiente tumoral para sobreviver as condi¢cbes adversas, como por
exemplo, na auséncia de oxigénio (hipoxia) e falta de nutrientes, por meio da
ativacdo do processo de angiogénese (FOLKMAN, 1972; WYCKOFF et al.,
2004), além de recrutar células inflamatdrias (ativagdo do sistema imunoldgico)
e fibroblastos e também ocorre um processo de remodelamento da matriz
extracelular (KYRIAKIDES et al., 2001; QUINTERO-FABIAN et al., 2019)

Um evento crucial que inicia o processo angiogénese € a estabilizacdo
do fator induzivel por hipdxia l-alfa (HIF-1a)(COLEMAN; RATCLIFFE, 2009;
MAXWELL; RATCLIFFE, 2002; PUGH; RATCLIFFE, 2003). No microambiente
tumoral sabe-se que a citocina inflamatoria, IL-13, pode regular a expresséo do

HIF-1a e consequentemente ativar fatores proé-angiogénicos, tais como, o fator



de crescimento endotelial vascular (VEGF). Esse processo demonstra que a
inflamagdo atua como um fator chave no desenvolvimento do
tumor(FORSYTHE et al., 1996; JUNG et al., 2003; VORONOV et al., 2002). A
importancia de entender o processo de angiogénese no tumor ocorre devido ao
fato de ser o caminho mecéanico de conexdao com todos os outros 6rgdos do
individuo, causando os efeitos sistémicos.

Outro hallmark descrito por Hanahan e Weinberg, foi a capacidade de
invasdo das células tumorais. Essa aquisicdo de motilidade das células
tumorais pode ocorrer principalmente pelo processo conhecido como transicéo
epitelial-mesenquimal (EMT), que pode ser induzido pelos processos de
inflamacdo e fibrose, evento no qual as células tumorais adquirem
caracteristicas de fibroblastos, aumentando a motilidade até alcancgar os vasos
sanguineos(LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016; ROCHE, 2018).
A caracteristica principal da EMT € perda da expressdo de marcadores
epiteliais (E-caderina) e, em muitos tumores, o aumento da expressao de
fatores mesenquimais, tais como, N-caderina and vimentina (LOH et al., 2019;
RASLAND et al., 2019; THIERY, 2003; THIERY et al., 2009). Estudos mostram
gue fibrose no tumor é associada com o aumento da expressdo de MEC,
incluindo colageno, actina do musculo liso (SMA) e vimentina, bem como esses
fatores sédo descritos por serem mediados pelo fator de crescimento
transformador beta (TGFB) (GRELET et al.,, 2017; NISSEN; KARSDAL;
WILLUMSEN, 2019).

Em uma anélise critica ao artigo publicado Hanahan e Weinberg (2011),
Fiaschi and Chiarugi (2012) demonstram que espécies reativas de oxigénio
(ERO) exercem um papel fundamental que afeta varias caracteristicas do
cancer discutidas por Hanahan e Weinberg (2011), considerando estudos que
demonstraram que 0s principais componentes do estresse oxidativo s&o
altamente expressos em tumores, além de contribuirem diretamente para
proliferacéo, resisténcia apoptose e induzindo o processo de angiogénese.
(FIASCHI; CHIARUGI, 2012). Além da contribuicdo regulatéria do
microambiente tumoral, o estresse oxidativo atua também no estroma,
conforme descrito anteriormente, induzindo o processo de fibrose tumoral. Ja
foi de fato demonstrado a ativacéo dos fibroblastos é profundamente afetada

pelo estresse oxidativo no cancer (TOULLEC et al.,, 2010). Os fibroblastos



associados ao cancer (CAFs) contribuem na promocdo de um ambiente pro-
oxidante e j& foi identificado em diversos tipos de tumores, onde exercem seus
efeitos por diferentes mecanismos, incluindo a secrecdo de fatores pré-
inflamatérios (ARCUCCI et al., 2016; CHAN et al.,, 2017; GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN, 2010; QIAN; POLLARD, 2010) (Figura 5).

Curiosamente, estudos demonstram que a hipoxia € diretamente
relacionada ao aumento de ERO e promovem a progressao do tumor (TAFANI
et al.,, 2016; WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019). A ativacdo de HIF
ocorre em resposta ao estresse. Em um ambiente hipoxico, a hidroxilacdo de
HIF a é inviabilizada e consequentemente induz a estabilizacdo desse fator e
translocacdo para o nucleo, o que induz a transcricdo de genes e fatores
inflamatérios(SCHODEL; RATCLIFFE, 2019; SEMENZA, 2013). No
microambiente tumoral, 0 estresse oxidativo e a producdo de ERO servem de
substrato e fonte para estabilizar HIF-1a durante a hipdxia, produzindo efeitos
gque variam desde reprogramacdo metabdlica ao fendtipo (glicolitico,
aumentando a capacidade de tumorigénese e resisténcia a apoptose e
tratamentos quimioterapicos(AL TAMEEMI et al., 2019; JING et al., 2019)
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(Adaptado Fiaschi e Chiarugi, 2012)

O processo de reprogramacao metabdlica sofrido no tumor em resposta
ao ambiente hipoxico e mediado pelas espécies reativas de oxigénio €
principalmente caracterizada pelo aumento da atividade da via glicolitica e pela
desregulacdo do metabolismo lipidico, definido pelo efeito Warburg.
(AVAGLIANO et al., 2018; O. WARBURG, 1956; W et al.,, 2018). Essa
correlacdo positiva entre hipdxia, estresse oxidativo e CAFS, induzem as
células tumorais a carregar o lactato, produzido pelas células hipdxicas ou
CAFs e nutrem as células tumorais mais oxidativas através da respiracéo e das
fungBes anabolicas (PAVLIDES et al.,, 2009, 2010). Sabe-se que as células
tumorais com altos niveis de ERO podem causar uma disfungdo mitocondrial,
atividade oncogene, atividade peroxissdbmica, atividade aumentada de
oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases (LIOU; STORZ, 2010). Além disso, ja

foi demonstrado que as células tumorais usam essa relacdo entre o



metabolismo e estresse oxidativo para induzir o crescimento e proliferacao
celular, de modo que, ao utilizar substratos e intermediarios metabdlicos nas
vias bioquimicas que levam a producado das principais moléculas antioxidantes,
as células tumorais apoiam diretamente os mecanismos de desintoxicacdo de
ERO [14,19]. Recentemente foi demonstrado que o estresse oxidativo leva a
limitacdo da fosforilacdo oxidativa (KUMARI et al., 2018) e além disso, regula a
atividade da piruvato quinase 2 (PKM2), enzima que regula a etapa final da
glicolise (GHANBARI MOVAHED et al.,, 2019). Essas inumeras alteracdes
metabodlicas tém efeito no transcriptoma da célula tumoral, permitindo a
adaptacdo para lidar com altos niveis de ROS, regulando positivamente os
sistemas de defesa anti-oxidante e ajudando as células cancerigenas a
reprogramacdo da atividade metabdlica para 0 aumento da capacidade de
sobreviver em um ambiente hostil.

Na caquexia, o papel do estresse oxidativo ainda permanece obscuro,
porém inumeros estudos definem como um dos mecanismos mais comuns de
diferentes causas de caquexia (ABRIGO et al., 2018a). Essas definicbes sdo
baseadas devido ao aumento de EROs no musculo em pacientes caquéticos e
modificacdes de proteinas dependentes de oxidacdo (LAVIANO et al., 2007; LI
et al., 1998). Estudos recentes com pacientes com caquexia associada ao
cancer demonstraram oxidacdo de proteinas no musculo esquelético e uma
diminuicdo dos niveis de antioxidantes no soro (BARREIRO et al., 2005;
MANTOVANI et al., 2003). Acredita-se, portanto, que o estresse oxidativo pode
modular outros mecanismos envolvidos na caquexia, incluindo aumento dos
niveis de ROS e a falha dos sistemas antioxidantes que operam nas células

musculares.
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3. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Avaliar alteragdes protedmicas em tumores colorretais de pacientes sem
caquexia e com caquexia e identificar proteinas e vias de sinalizagéo

relevantes que possam contribuir para o gatilho e progresséo da caquexia

2. Objetivos especificos

= Caracterizar o proteoma dos tumores de pacientes com caquexia e
respectivos controles, de peso estavel e identificar proteinas e vias

alteradas;

= Validar as proteinas alteradas segundo a analise protedmica por ensaios

de biologia molecular;

= Sugerir proteinas e vias de sinaliza¢cdes como alvos de diagndstico.
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