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RESUMO

Rossini, C.V.T. Avaliagcdo da eficacia do Bj-PRO-10c na prevencédo e
tratamento da caquexia induzida por cancer de pancreas. 2023. 188 p. Tese
(Doutorado) — Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Bioldgicas

(Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA) €é uma neoplasia letal
frequentemente associada a caquexia, uma sindrome caracterizada pela perda
de peso excessiva, desgaste muscular, reducdo do tecido adiposo e
comprometimento fisico, resultando em desnutricdo, anorexia e diminui¢do da
gualidade de vida e sobrevivéncia. A caquexia do cancer € dividida em trés
estagios de relevancia clinica: pré-caquexia ("leve"), caquexia e caquexia
refrataria ("grave"); onde a progressao depende de fatores como inflamacao
sistémica, tipo e estagio do tumor, ingestdo de alimentos e resposta ao
tratamento. Atualmente, ndo ha métodos de prevencao disponiveis para a
caquexia e o tratamento em pacientes caquéticos € paliativo e multimodal, ou
seja, ndo existe uma terapia padréo estabelecida. Tendo em vista esse cenario,
0 presente estudo buscou estabelecer dois modelos de caquexia utilizando
fragmentos de tumores PDA de dois pacientes (P08 e P12) e avaliar o efeito da
administracdo cronica do peptideo Bj-PRO-10c, que atua em duas vias de
sinalizacdo relacionadas a caquexia. Curiosamente, o transplante de PDA
proveniente do paciente 12 causou uma caquexia "leve", enquanto o do paciente
08 resultou em uma forma mais grave da sindrome, alinhando-se aos achados
clinicos dos doadores. O Bj-PRO-10c exibiu efeitos protetores contra a perda de
peso, atrofia muscular, reducdo do tecido adiposo e estresse oxidativo
associados a caquexia induzida pelo PDA. O peptideo reduziu a producédo de
anion superoxido em células tumorais pancreaticas, preservou o peso corporal
em estégios avancados da doenca e atenuou a degradag¢do muscular e adiposa,
sem afetar o crescimento tumoral. Esses resultados destacam a importancia de
pesquisas adicionais para desenvolver terapias eficazes que visem as vias de
sinalizacdo da caquexia, melhorando a sobrevida e a qualidade de vida dos

pacientes com PDA.

Palavras-chave: Caquexia; Cancer de pancreas; Peptideo Potenciador de

Bradicinina 10c; Xenotransplante; Modelo Animal



ABSTRACT

Rossini, C.V.T. Evaluation of the effectiveness of Bj-PRO-10c in the
prevention and treatment of pancreatic cancer-induced cachexia. 2023. 188
p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) is a lethal neoplasm often associated
with cachexia, a syndrome characterized by excessive weight loss, muscle
wasting, reduced adipose tissue and physical impairment, resulting in
malnutrition, anorexia and decreased quality of life and survival. Cancer cachexia
is divided into three clinically relevant stages: pre-cachexia ("mild"), cachexia,
and refractory cachexia ("severe"); where progression depends on factors such
as systemic inflammation, tumor type and stage, food intake, and response to
treatment. Currently, there are no prevention methods available for cachexia and
treatment in cachectic patients is palliative and multimodal, that is, there is no
established standard therapy. In view of this scenario, the present study sought
to establish two models of cachexia using fragments of PDA tumors from two
patients (P08 and P12) and to evaluate the effect of chronic administration of the
peptide Bj-PRO-10c, which acts on two signaling pathways related to cachexia.
Interestingly, the PDA transplant from patient 12 caused "mild" cachexia, while
that from patient 08 resulted in a more severe form of the syndrome, in line with
the clinical findings of the donors. Bj-PRO-10c exhibited protective effects against
weight loss, muscle atrophy, adipose tissue reduction, and oxidative stress
associated with PDA-induced cachexia. The peptide reduced superoxide anion
production in pancreatic tumor cells, preserved body weight in advanced stages
of the disease, and attenuated muscle and adipose degradation, without affecting
tumor growth. These results highlight the importance of further research to
develop effective therapies that target cachexia signaling pathways, improving

survival and quality of life for patients with PDA.

Keywords: Cachexia; Pancreatic cancer; Bradykinin-Potentiating Peptide 10c;

Xenograft; Animal model
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer pancreético: um adversario inflexivel

O péancreas € uma glandula essencial para o controle do consumo de energia
e do metabolismo que se assemelha estruturalmente as glandulas salivares, embora
seja mais flexivel e menos compacta do que esses érgaos (Drake et al., 2005).
Macroscopicamente, possui forma longa e prismatica e divide-se em trés principais
regides: cabeca, corpo e cauda (Figura 1) (Braganza, 1994). Na espécie humana,
situa-se transversalmente através da parede posterior esquerda da cavidade
abdominal, em uma area chamada de retroperitdnio, com comprimento entre 14 e 18
cm e peso de 50 a 100 g (Dolensek et al., 2015). Anatomicamente, 0 pancreas esta
conectado a outros 6rgaos abdominais, incluindo o baco, estémago, duodeno e coélon
(Drake et al., 2005).

O pancreas € composto principalmente de duas partes funcionais: a porcao
exécrina, que corresponde a 98-99% da massa pancredtica total;, e a porcéo
enddcrina, que corresponde a 1-2% (Saisho, 2016). A glandula exdcrina é composta
por células acinares poligonais produtoras de enzimas digestivas (0 tipo de célula
majoritario do 6rgdo) e uma rede de células ductais que produzem bicarbonato e
transportam as enzimas digestivas para o intestino (Murtaugh et al., 2015). A funcao
primaria do pancreas exdcrino € sintetizar e secretar as enzimas hidroliticas, que se
esvaziam no duodeno, responsaveis pela digestdo e absorcdo dos alimentos e,
finalmente, a assimilacdo de nutrientes (Liu et al., 2018). Ja o compartimento
enddcrino, também conhecido como ilhotas de Langerhans (Chen et al., 2018), abriga
cinco tipos celulares que produzem e secretam horménios que estdo diretamente
relacionados com a manutencdo da homeostase (lonescu-Tirgoviste et al., 2015):
células-a secretam glucagon (Janah et al., 2019); células-B secretam insulina, que
junto ao glucagon orquestra uma resposta anabdlica integrada a disponibilidade de
nutrientes (Petersen et al., 2018); células-6 secretam somatostatina, que desempenha
um importante papel ao controlar as células a e B (Rorsman et al., 2018); células-y

secretam polipeptideo pancreético, que suprime a secre¢cdo pancreatica e estimula a
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secrecdo gastrica (Lonovics et al., 1981); e as células-¢ secretam grelina, que afeta
0s circuitos cerebrais envolvidos no balanco energético, bem como na sensacéo de
recompensa que aumenta o incentivo para comportamentos motivados, como a busca

de alimentos (Landgren et al., 2011).

Stomach
J
Liver |
yi / |
Bile ducts ! ‘-\
\ \ f? \ / \
Ay y L Spleen
= i u. | ‘ P ~
Gallbladder | ~Pancreas
Colon =
Small I
intestine d\\ =
l :
U
Bile ' o
duct i‘ H d Y )
Pancreatic
duct

Figura 1: Anatomia do pancreas. O pancreas € um 0rgao retroperitoneal, o que significa que
estd localizado atrds da cavidade peritoneal, no abdbmen. Ele estd posicionado
transversalmente, estendendo-se horizontalmente da regido epigastrica até a regido
hipogastrica. O pancreas esta localizado na parte superior do abdémen, logo atras do
estdmago e em frente a coluna vertebral. Anatomicamente, o pancreas esta dividido em trés
partes principais: a cabeca, o corpo e a cauda. O pancreas desempenha um papel vital no
sistema digestivo e enddcrino, produzindo enzimas digestivas e hormonios, como a insulina e
o glucagon. Fonte: PDQ Adult Treatment Editorial Board (2020).

Considerando o importante papel do pancreas na manutencdo da funcdo
fisiolégica normal, a disfuncdo pancreatica, exocrina ou enddcrina, resulta em
diferentes patologias, entre as quais o cancer. O cancer de pancreas, um dos
canceres mais frequentes no mundo, é um dos tipos mais agressivos de cancer
humano (Felsenstein et al., 2018), com sobrevida média de 3 a 6 meses e uma taxa

de sobrevida em 5 anos inferior a 5% (Lin et al., 2015). O adenocarcinoma ductal
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pancreético (PDA) compreende cerca de 90% de todas as neoplasias pancreéticas
malignas (Hackeng et al., 2016), frequentemente designado na literatura como
sindnimo de cancer pancreatico, e pode ser diagnosticado histologicamente por suas
caracteristicas patolégicas (Kamisawa et al., 2016): células epiteliais neoplasicas que
formam glandulas, invadem o estroma circundante e induzem uma extensa reagao
inflamatoria e desmopléasica (Felsenstein et al., 2018). Exemplos de outras neoplasias
pancreaticas malignas incluem tumores neuroenddcrinos pancreaticos, neoplasia
pseudopapilar sélida, carcinoma de células acinares e pancreatoblastoma, sendo 0s
tumores neuroendocrinos 0s mais comuns, compreendendo aproximadamente 5%

dos tumores malignos do pancreas (Wolfgang et al., 2013; Bond-Smith et al., 2012).

O problema particular do PDA é multifatorial em sua natureza. Devido a falta
de sinais clinicos iniciais, mais de 85% dos pacientes se encontram em estagio
metastatico avancado no momento do diagnostico (Von Hoff et al., 2013; Koutsounas
et al., 2013). Mais de 80% deles terdo tumores irressecaveis no momento do
diagnostico (Stathis et al.,, 2010). O prognéstico desfavoravel dessa entidade
oncoldgica se deve ao diagndstico tardio, a biologia agressiva do tumor e a afeccao
de outros sistemas organicos, devido a funcéo e localizacdo anatdémica do pancreas
(Mueller et al., 2014). Atualmente, as abordagens para o tratamento de PDA incluem
guimioterapia citotoxica, radiacdo ionizante e resseccdo cirurgica (Paulson et al.,

2013), com taxas inevitavelmente elevadas de recorréncia (Oberstein et al., 2013).

Os sintomas clinicos do PDA sao inespecificos, como perda de peso e dor
abdominal e, portanto, na maioria dos casos, 0S primeiros sinais passam
despercebidos. Além disso, ao contrario dos canceres de mama, préstata, pele e
testiculo, ndo existem exames simples que podem elevar o nivel de suspeita, uma vez
gue o pancreas € muito profundo para ser palpado e ndo ha exame de sangue
especifico para PDA. Outros sintomas no diagndéstico podem incluir perda de apetite,
nausea, indigestao, diabetes, ictericia e trombose (Oberstein et al., 2013). Dentre os
fatores de riscos estdo a idade, grupo sanguineo, microbiota intestinal,

susceptibilidade genética, tabagismo, uso de alcool e obesidade (llic et al., 2016).

O cancer pancreatico se manifesta como uma sindrome, ndo apenas uma
massa tumoral, com comorbidades sistémicas que tém impacto profundamente

negativo na qualidade de vida. Na maioria das circunstancias, embora nao
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uniformemente, o PDA avancgado ou metastético é clinicamente caracterizado por um
paciente moribundo, caquético, imunossuprimido, incapaz de tolerar a quimioterapia
convencional e em risco de morte (Hendifar et al., 2018). No entanto, quase um tergo
das mortes por cancer de pancreas nao se deve a carga tumoral (Henderson et al.,
2018), mas sim, a uma enfermidade chamada caquexia.

1.2. Caquexia: aspectos clinicos e epidemioldgicos

A caquexia do cancer € uma sindrome complexa multifatorial, envolvendo
fatores de sinalizacdo derivados do tumor e do hospedeiro e alteracbes no
metabolismo que levam a degradacao das proteinas musculares (Fearon et al., 2012;
Ronga et al., 2014). Ao longo dos anos, varias definicbes foram propostas pelos
pesquisadores para definir a caquexia e evoluiram com o tempo. Em 2011, um painel
de especialistas participou de um processo formal de consenso, formalizando a
seguinte definicdo: “a caquexia é uma sindrome metabodlica complexa definida por
perda continua de massa muscular esquelética (com ou sem perda de massa gorda)
gue nédo pode ser totalmente revertida pelo suporte nutricional convencional e leva ao
comprometimento funcional progressivo do organismo” (Fearon et al., 2011). Essa
condicao destrutiva é responsavel pelo comprometimento da funcao fisica (Moses et
al., 2004); reducado da qualidade de vida e sobrevida (Fearon et al., 2006); astenia;
anemia; e leva ao estado de desnutricdo devido a inducdo de anorexia ou diminuicédo
da ingestdo de alimentos (Bosaeus et al., 2001). Como resultado de todos esses
efeitos negativos, o corpo comeca a se desgastar. A caquexia pode ocorrer também
como doenca subjacente no curso de doencas benignas crénicas, como insuficiéncia
cardiaca cronica ou doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), bem como no curso
de doencas infecciosas, como tuberculose ou infeccao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). No entanto, € mais frequentemente observado concomitantemente
com doencas malignas, especialmente no cancer de pancreas, pulméao, estbmago,
esbfago, colén e reto (Mueller et al., 2014; Santillan-Diaz et al., 2018). Além disso, a
caquexia afeta negativamente a capacidade dos pacientes em combater processos
infecciosos e diminui a tolerancia e resposta ao tratamento antineoplasico (Bachmann
et al., 2008).
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Atualmente, essa sindrome multifatorial que atinge multiplos 6rgéos tém sido
considerada um assassino silencioso, caracteristica mais devastadora e
potencialmente fatal do cancer (Penet et al., 2015). A doenca acomete cerca de 60%
a 80% dos pacientes com cancer terminal, sendo responsavel por cerca de 22% das
mortes de pacientes com cancer (Skipworth et al., 2007). Nesse caso, 0s pacientes
apresentam resposta reduzida a terapia, toleréncia, reducédo da qualidade de vida e
sobrevida inferior a 3 meses (Fearon et al., 2011). Mais especificamente, no que se
refere a caquexia do cancer, que acomete mais criancas e idosos, apresenta maior
prevaléncia nos casos de cancer pancreatico, gastrico e esofagico (Baracos et al.,
2018) (Figura 2). Quanto mais avancada a caquexia, pior sera a resposta ao
tratamento antineoplasico e o resultado clinico, resultando em uma hospitalizagcéo
mais longa, mais frequente e dispendiosa. Usando dados da Amostra de Internagéo
Nacional, estimou-se a prevaléncia anual de admissdes atribuidas a caquexia em
hospitais comunitarios nos EUA em mais de 160.000 casos, com duracdo média da
permanéncia em 6 dias, em comparacdo com 3 dias para internacdes sem
caquexia. Ja o custo médio por hospitalizacao foi superior a US $ 10.000 por caso de
caquexia (US $ 4.000 a mais do que em pacientes ndo caquéticos) (Arthur et al.,
2014). O paciente caquético morre quando a perda corporal total atinge cerca de 25 a
30% (Dhanapal et al., 2011); no entanto, a perda de peso por si S0 ndo pode ser um
fator prognadstico, porque nao reflete 0 escopo completo das alteragdes patologicas

ou o impacto clinico da caquexia.
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Figura 2: Caquexia do cancer por local do tumor. (A) Prevaléncia de caquexia por local
do cancer e (B) porcentagem média de perda de peso por local do cancer. Fonte: Baracos
et al. (2018).

Fearon et al. (2011) propuseram um sistema de estadiamento distinto em trés
niveis de relevancia clinica (Figura 3): pré-caquexia, caquexia e caquexia refratéria,
porém, nem todos os pacientes atravessam todo o espectro. O risco de progressao
depende da presenca de inflamacao sistémica, bem como o tipo e estagio do cancer,
ingestdo de alimentos e resposta ao tratamento antineoplasico. O estagio pré-
caquético é designado por sinais clinicos e metabdlicos precoces, como a anorexia,
intolerancia a glicose, aumento do baco, reducdo da massa de tecido adiposo branco
e perda involuntéria de peso inferior a 5% (Blum et al., 2014). Para ser categorizado
como caquético com base na classificacdo consensual internacional, deve ser
observado um dos trés critérios apresentados: perda de peso superior a 5% durante
os ultimos 6 meses; indice de massa corporal (IMC) inferior a 20 kg / m2 e perda de
peso continua superior a 2%; ou sarcopenia e perda continua de peso superior a 2%
(Fearon et al.,, 2011). Na caquexia refrataria, a caquexia pode ser clinicamente
refrataria devido ao cancer muito avancado (pré-terminal) ou a presenca de cancer
com rapida progressao que ndo responde mais ao tratamento antineoplasico. Esse
estagio esta associado ao catabolismo ativo ou a presenca de fatores que tornam a
manutencao da perda de peso ndo mais possivel ou apropriada. A caquexia refrataria

€ caracterizada por um baixo status de desempenho (score da OMS 3 ou 4) e
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expectativa de vida inferior a 3 meses. Nessa fase, as intervencdes terapéuticas
concentram-se tipicamente em aliviar as consequéncias e complicagfes da caquexia
- por exemplo, controle de sintomas (estimulacéo do apetite e tratamento de naduseas)
e o0 cuidado geral de acordo com as diretrizes de cuidados de fim de vida (Blum et al.,
2014).
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Figura 3: Espectro caquético associado ao cancer. A caguexia € um processo progressivo
gue abrange trés estagios de relevancia clinica. O primeiro estagio é conhecido como pré-
caquexia, onde ocorre perda de peso e diminuicdo do apetite, sem uma perda significativa de
massa muscular. Em seguida, ocorre a transicao para a caquexia propriamente dita, que é
caracterizada pela perda de peso mais acentuada, acompanhada de uma significativa perda
de massa muscular. Nesse estagio, os sintomas se agravam, com a fraqueza e a fadiga se
tornando mais intensas, além de uma diminuigdo ainda maior do apetite. Por fim, quando o
paciente alcanga o estagio da caquexia refrataria, ocorre uma deterioracdo ainda mais severa,
com uma perda de peso grave e uma reduc¢do significativa da massa muscular. Nesta fase, a
resposta aos tratamentos convencionais se torna limitada, e os sintomas sao mais
debilitantes, afetando negativamente a qualidade de vida do paciente. Legenda: IMC — indice

de massa corporal. Adaptado de Fearon et al. (2011).

Um dos problemas associados a caquexia do cancer se deve a dificuldade de
padronizagdo dos critérios diagnosticos e, portanto, a caguexia no paciente com
cancer geralmente ndo é tratada (Vanhoutte et al., 2016). Sendo assim, a fim de
transformar a definicdo de estdgios de caquexia em critérios de diagndstico, os

pesquisadores também desenvolveram um escore de estadiamento da caquexia
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(CSS) para pacientes com cancer avancado que consiste em cinco componentes
principais da caquexia (perda de peso, fungdo muscular, apetite, status de
desempenho e bioquimica anormal) (Zhou et al., 2018):

Perda de peso em 6 meses (faixa de 0 a 3);
Um questionario SARC-F que avalia a funcdo muscular e a sarcopenia (intervalo
de pontuacéo de 0 a 3);
Status de desempenho do Grupo de Oncologia Cooperativa Oriental (ECOG) para
refletir a funcéao fisica (intervalo de pontuacéo, 0-3);
Classificacdo numérica relatada pelo paciente para avaliar a perda de apetite
(intervalo de pontuacao, 0-2);
Bioguimica anormal pela avaliagdo de leucocitos, hemoglobina e albumina
(intervalo de pontuacao, 0-2);

I.  Nao caquexia (escore 0-2);

ii. Pré-caquexia (escore 3-4);

iii.  Caquexia (escore 5-8);

iv.  Caquexia refrataria (escore 9 a 12).

A caguexia é clinicamente evidente em sua fase refrataria (com perda bruta de
gordura e musculo esquelético) e, como tal, tem sido reconhecida como um efeito
adverso do cancer desde a época de Hipocrates (Fearon et al., 2013). No entanto,
nesta fase tardia, a janela de oportunidades para uma reabilitacdo bem-sucedida dos
pacientes ja passou ha muito tempo. Contra esse espectro, haveria mérito em
reconhecer o inicio da caquexia, para que intervencdes para reduzir ou retardar seu
efeito possam ser implementadas (Fearon, 2008). Um estudo prospectivo
multicéntrico de coorte revelou que até 71% dos individuos com diagndstico de cancer
de pancreas apresentaram caquexia no momento do diagndstico, porém apenas 56%
receberam orientacdo nutricional (Latenstein et al., 2020). Assim, é de suma
importancia que o estado nutricional seja cuidadosamente acompanhado para
prevenir o surgimento de caquexia e desnutricao (Emanuel et al., 2022). Detectar
precocemente 0s pacientes em risco de desnutricdo e caquexia associadas ao cancetr,
bem como prover apoio nutricional adequado e imediato, emerge como uma medida
essencial desde as fases iniciais da doenca pancreatica. Essa abordagem pode

repercutir positivamente nos desfechos terapéuticos e na qualidade de vida dos
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pacientes. Contudo, para que issO aconteca, seria necessaria uma definicdo do
escopo completo das alteracdes fisiopatolégicas e o reconhecimento de seus
indicadores de diagndstico (Kaasa et al., 2008).

1.3. Inicio da caquexia por inflamacé&o sistémica crénica

A resposta inflamatéria sistémica € a principal forca motriz das alteracdes
metabdlicas observadas na caquexia (Argilés et al., 2012). Células tumorais e células
imunes ativadas liberam citocinas, quimiocinas e outros mediadores que induzem
alteracoes intracelulares diretamente associadas a inflamacao persistente (Coussens
et al., 2002). Essas moléculas de sinalizacdo séo sintetizadas por células tumorais ou
imunologicas e suas atividades séao suficientes para promover o catabolismo em
orgaos-alvo, como o musculo esquelético. De fato, citocinas pré-inflamatérias, como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); interleucina -1, -6 e -8 (IL-1, IL-6 e IL-8); e 0
interferon gama (IFN-y), sdo comumente classificados como fatores pro-caquéticos e
ajudam a direcionar o fenétipo debilitante associado a essa sindrome (Argiles et al.,
2014).

O TNF-a, denominado inicialmente como “caquectina” (Cerami et al., 1985), é
provavelmente a citocina mais caracterizada na caquexia, pois promove um conjunto
complexo de eventos de sinalizacdo pds-receptor que causam respostas especificas
do tipo celular. Dentre as principais vias mediadas pela resposta ao TNF-a, a
sinalizacdo catabolica induzida pela ativacdo da translocacdo nuclear do fator de
transcricdo citoplasmatico fator nuclear kappa B (NF-kB) desempenha um papel
fundamental na degradacdo de proteinas associada a caquexia. O NF-kB é um
complexo multiproteico inativado no citoplasma por associagédo com seu inibidor IkB,
e apenas se transloca para o nucleo apés a dissociacdo do complexo NF-kB / kB
(Han et al., 1999). Nesta via, o TNF-a se liga ao receptor 1 do fator de necrose tumoral
(TNFR1) e estimula uma cascata de eventos que resulta na degradacao proteassomal
de I-kBa, a proteina que inibe o NF-kB. O TNF-a, portanto, promove a ativacao do NF-
KB e causa sua translocagao para o nucleo (Patel et al., 2017). A ativagdo de NF-kB

regula positivamente a expresséo de citocinas, e um loop de feedback positivo é
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estabelecido (Wang et al., 2002), resultando na super estimulacdo do NF-kB e na
degradacdo das proteinas musculares por meio da producéo incessante de citocinas
catabdlicas (Zhou et al., 2003). Apds se ligar ao receptor TNFR1, o TNF-a promove a
rapida ativagdo de NF-kB em células do musculo esquelético, incluindo miotubos
diferenciaveis (Li et al., 1999) e mioblastos indiferenciaveis (Guttridge et al., 1999). Os
eventos desencadeados pela ligacdo do TNF-a ao receptor também estimula a
producéo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS), processo que parece

ser essencial para a ativagcado do NF-kB no musculo diferenciado (Li et al., 2000).

O NF-kB estimula a degradacgao proteica por meio de efeitos na expresséo do
gene muscular. Os alvos mais provaveis sao 0sS genes que regulam o sistema
ubiquitina-proteassoma (UPS). A via da UPS atua como o principal mecanismo para
o0 catabolismo de proteinas intracelulares, responsavel pela proteolise regulada,
progressdo do ciclo celular, regulacdo da transcricdo, integridade do genoma,
apoptose e respostas imunes (Thibaudeau et al., 2019). No caso do musculo
esquelético, aumentos no UPS estédo associados a perda de massa muscular (Bodine
et al., 2014). Sugere-se que o UPS contribui para a atrofia do musculo em pacientes
com caquexia pelo aumento da expressao de ligases de ubiquitina (Bossola et al.,
2003). Adicionalmente, a quimioterapia também estimula a ativacdo do NF-kB,
induzindo o desperdicio de massa magra (Damrauer et al., 2018). Portanto, mais um
dos efeitos que leva a perda de peso em pacientes com cancer, especialmente
pancreatico, seria a ativacao do NF-kB, promovida pela quimioterapia. No geral, esses
dados indicam que o TNF-a pode promover a degradacéo da proteina por acao direta

no musculo maduro.

Antes que possam ser degradadas pelo UPS, as proteinas devem primeiro ser
direcionadas para a conjugacdo a moléculas de ubiquitina. A rapida conjugacéo da
ubiquitina as proteinas musculares também € desencadeada por sinalizacdo NF-kB
estimulada por TNF-a (Patel et al., 2017). Neste processo, 0s substratos sao
marcados para degradacdo através da ligacdo de uma cadeia de poliubiquitina por
uma série de etapas enzimaticas mediadas pela enzima ativadora de ubiquitina (E1),
a enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e as ligases de proteina ubiquitina (E3).
Primeiramente, a enzima E1 ativa a ubiquitina e, em seguida, € deslocada para o sitio
ativo da proteina E2. As enzimas de conjugacgéo da ubiquitina (E3) sdo reconhecidas

pela E2 ligada, que permite a ocorréncia de reacdes de conjugacao pela formacao da
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cadeia das ubiquitinas ligando-se umas as outras e ao substrato proteico.
Adicionalmente, o proteassoma apenas pode reconhecer uma proteina selecionada
depois de ser direcionada pela ubiquitina e, em seguida, processada em peptideos
menores (Leitner et al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4: Visdo esquematica da via UPS. A via da ubiquitina proteassoma (UPS) é um
sistema intracelular responsavel pela degradacéo de proteinas especificas que sdo marcadas
pela adicdo de moléculas de ubiquitina, atuando como uma "etiqueta" para sinalizar sua
degradacdo. A ubiquitina é ligada as proteinas alvo através de uma série de reactes
enzimaticas que envolvem trés tipos de enzimas: as ubiquitinas ligases (E3), as ubiquitinas
conjugadoras (E2) e as ubiquitinas ativadoras (E1). Uma vez que a proteina € marcada com
varias moléculas de ubiquitina, ela é direcionada para o proteassoma, uma grande estrutura
proteica, onde ocorre a degradacdo. A via UPS desempenha um papel essencial na regulagéo

de muitos processos celulares, como a degradacao de proteinas danificadas, a regulacéo da
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expressao génica e a eliminacao de proteinas desnecessarias ou disfuncionais. Fonte: Leitner
etal. (2017)

Durante a protedlise, o NF-kB regula duas principais ubiquitina ligases E3,
MAFbx / Atrogin-1 (Muscle Atrophy F-box) e MuRF1 (Muscle RING-Finger 1) (de
Palma et al., 2008), do UPS, que séo ativas na atrofia do musculo e desempenham
um papel proeminente no muasculo esquelético degradado na caquexia do céncer.
Ainda que as muitas fun¢des de MURF1 e Atrogin-1 no musculo esquelético continuem
a ser investigadas, acredita-se que envolvam a ligacdo de substratos seletivos para
ubiquitinacdo e subsequente degradacao pelo proteassoma. A descoberta desses
genes rendeu dois marcadores com caracteristicas de reguladores-chave da atrofia
do musculo esquelético: (I) ambos 0s genes sé@o expressos seletivamente no musculo
estriado; (II) ambos os genes séo expressos em niveis relativamente baixos no
musculo esquelético em repouso e (lll) a expressdo de ambos 0s genes aumenta
rapidamente no inicio de uma variedade de estressores e antes do inicio da perda
muscular (Bodine et al., 2014). Essa via foi estimulada tanto em modelos pré-clinicos
guanto em pacientes caquéticos com cancer (Khal et al., 2005; Wyke et al., 2005),
sugerindo que o sistema contribui para a atrofia do musculo em pacientes com
caquexia e tem um papel chave na progressdo da doenca. Estudos iniciais
demonstraram que apOs trés dias de suspensdo unilateral do vasto lateral e
imobilizacdo do membro, aumentos dessas ligases E3 foram identificadas em biopsias
humanas (Gustafsson et al., 2010). Da mesma forma, ap0s a imobilizacdo em
humanos leva a aumentos desses genes no musculo esquelético (Abadi et al.,
2009). Assim, o aumento da expressdo de mRNA de MuRF1 e Atrogin-1 apés um
estressor indutor de atrofia, como por exemplo a caquexia, pode ser um dos
responsaveis pela perturbacao do equilibrio entre sintese e degradacéo de proteinas
e, portanto, os dois genes foram reconhecidos como marcadores-chave de atrofia

muscular.

Outro candidato que pode cooperar com o TNF-a, ou agir sozinho como
impulsionador da inflamacéo sistémica na caquexia do cancer € a IL-6. A IL-6 é
produzida a partir de macréfagos ativados e / ou outras células no microambiente
tumoral e estd amplamente ligada a eventos de caquexia e metastase (Loberg et al.,
2007), e interferir em sua sinalizacdo prejudica tanto a carga tumoral quanto a

caquexia (Miller et al., 2017). Os niveis circulantes de IL-6 mostraram se correlacionar
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com a perda de peso em pacientes com cancer e, mais importante, os niveis de IL-6
se correlacionam com a sobrevivéncia reduzida (Moses et al., 2009). Além de seus
efeitos pré-inflamatérios, a IL-6 junto com outras citocinas, promove a mobilizacao de
lipidios (Payen et al., 2016), induz a perda muscular e atrofia (Baltgalvis et al.,
2014), autofagia sistémica (Pettersen et al., 2017), degradag&o da matriz extracelular,
promocao da invasdo de células tumorais na circulagédo (Grivennikov et al., 2010),
crescimento de células cancerosas em locais secundarios (McAllister et al., 2014) e

estimula o figado a induzir uma resposta de fase aguda (Chasen et al., 2014).

O padrdo de sinalizacdo da IL-6 se da através de seu receptor ligado a
membrana e formacdo de um heterodimero pelo receptor de transducdo de sinal
(gp130). Isso leva a ativagdo da via JAK / STAT com translocacédo de proteinas STAT
ativadas para o nucleo, onde funcionam para aumentar a transcricdo de genes
contendo elementos responsivos a STAT em seus promotores (Heinrich et al., 2003).
IL-6 pode ativar STAT-1 e STAT-3, no entanto, STAT-3 demonstrou ter um papel mais
pronunciado na via de sinalizacdo de IL-6 (Croker et al.,, 2003). Os alvos
transcricionais de STAT-3 estdo envolvidos em varias funcdes celulares, incluindo
funcdo imunologica, proliferacéo e crescimento celular, diferenciacédo e possivelmente
apoptose (Clarkson et al., 2006). O receptor gpl30 € encontrado na maioria dos
tecidos em todo o corpo, permitindo efeitos potentes e diversos da IL-6, especialmente
durante condicbes de expressdo intensificada, incluindo cancer e caquexia.
Adicionalmente, a IL-6 também promove a ativacdo do NF-kB, resultando na
superestimulacdo dessa via e na degradacdo de proteinas musculares por meio da

producéo de citocinas catabdlicas (Zhou et al., 2003).

Outro candidato interessante para caquexia € o interferon-gama (IFN-y). O IFN-
y, originalmente denominado fator ativador de macréfagos, € uma citocina pré-
inflamatoria produzida por células natural killer (NK) e linfocitos (Schroder et al., 2004).
IFN-y tem efeitos sinérgicos com TNF-a na ativacdo de NF-kB em cultura de células
e modelos de camundongos (Paludan et al., 2000). Em um estudo, camundongos
inoculados com tumores produtores de IFN-y desenvolveram caquexia. Apos a
administracdo de um anticorpo monoclonal contra IFN-y, os camundongos pararam
de perder peso (Matthys et al., 1991). Em miotubos, a acdo sinérgica do TNF-a junto

ao IFN-y reduz a expressdo da proteina miosina (responsavel pela contracdo
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muscular) e do mRNA por meio de um mecanismo dependente de RNA (Acharyya et

al., 2004). Esses estudos suportam uma acao pré-catabdlica para IFN-y.

Dada a etiologia heterogénea e multifatorial da caquexia, € provavel que essa
sindrome seja resultado da desregulacdo de multiplas vias de sinalizacdo. Além da
resposta inflamatoéria associada mediada por citocinas, outros mediadores também
identificados na fisiopatologia da caquexia incluem horménios catabdlicos como os
glicocorticoides, fatores de crescimento, componentes do sistema renina-
angiotensina, particularmente a angiotensina Il (Ang Il) e espécies reativas de oxigénio
/ nitrogénio (ROS e RNS) (Leitner et al., 2017; Graul et al., 2016).

1.4. Papel do estresse oxidativo como regulador-chave da perda muscular

durante a caquexia

“Viver com o risco de estresse oxidativo € um preco que 0s organismos
aerobicos devem pagar por uma bioenergética mais eficiente” (Skulachev, 1996).
Estresse oxidativo € uma expressdo usada para descrever processos deletérios
resultantes de um desequilibrio pré-oxidante-antioxidante em favor do primeiro,
levando a interrupcdo da sinalizacdo e controle redox e / ou dano molecular (Sies,
2015). Os fatores desencadeadores do estresse oxidativo podem ser diversos, desde
defeitos genéticos hereditarios ou adquiridos (muta¢des) ou ambientais (radiacdo ou
toxinas) até disturbios metabdlicos (Andreyev et al., 2005). Evidéncias sugerem que 0
estresse oxidativo pode ser responsavel, em diferentes graus de importancia, pelo
aparecimento e progressdo de doencas como cancer, diabetes, distlrbios

metabdlicos, aterosclerose e doencas cardiovasculares (Taniyama et al., 2003).

Especificamente, o estresse oxidativo surge quando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) supera as defesas antioxidantes
intrinsecas (Burton et al.,, 2011). ROS é um termo usado para descrever uma
variedade de moléculas e radicais livres (espécies quimicas com um elétron
desemparelhado) derivados do oxigénio molecular (Turrens et al., 2003). Da mesma
forma, RNS se refere ndo apenas a radicais centrados em nitrogénio, mas também

inclui derivados néo radicais, onde o centro reativo € o nitrogénio (Powers et al., 2008).
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Processos, como fosforilacdo de proteinas, ativacdo de fatores de transcricéo,
apoptose, imunidade e diferenciacdo, sao todos dependentes de uma producao
adequada de espécies reativas e da presenca dentro das células que precisam ser
mantidas em niveis baixos (Rajendran et al., 2014).

Em condicdes fisiologicas, o radical livre de oxigénio mais comum é o &nion
superoxido (O2). In vivo, o superéxido € produzido enzimaticamente e nao
enzimaticamente. As fontes enzimaticas incluem enzimas nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases, 0xido nitrico sintase (NOS) e xantina oxidase
(XO) (Takimoto et al., 2007). JA a producdo ndo enzimatica ocorre quando a
transferéncia de elétrons ao longo das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial
ndo é totalmente eficiente, e o vazamento de elétrons para o oxigénio molecular
resulta na formacao de superéxido, constituindo a fonte primaria de O2" ha maioria dos
tecidos (Cadenas et al., 2000). A taxa de formacéo é determinada pelo niumero de
elétrons presentes na cadeia, logo, é elevada em condicdes de abundéancia de
oxigénio e glicose. Em contraste, também aumenta em condi¢des de hipoxia, quando
a disponibilidade reduzida de oxigénio para atuar como aceptor final de elétrons faz
com que os elétrons se acumulem. Em condicfes fisiologicas, cerca de 2% do
oxigénio consumido € convertido em superéxido nas mitocéndrias, em vez de ser
reduzido a agua (Burton et al., 2011). Comparado com outros tecidos, o musculo
esquelético possui elevado numero de mitocondrias e, portanto, a contribuicdo dessa
via para o estresse oxidativo € muito relevante (Abrigo et al., 2018). Embora este anion
seja relativamente impermeavel a membrana (devido a carga negativa), em
comparacdo com outros radicais livres, o0 superéxido tem uma meia-vida
moderadamente longa que permite a difusdo dentro da célula e, portanto, aumenta o

namero de potenciais alvos (Powers et al., 2008).

Assim, ainda que a producdo de superdxido (junto das espécies reativas
secundarias que ele gera) se apresente como um processo continuo e fisioldgico,
cumprindo funcdes bioldgicas relevantes em todas as células (incluindo células do
musculo esquelético), dependendo da sua origem, localizacdo, quantidade,
estabilidade e reatividade, a sinalizacdo mediada pelas espécies reativas pode
participar de processos fisiolégicos normais ou contribuir para uma resposta mal
adaptativa que leva a disfuncéo metabolica e sinalizacéo inflamatéria (Forrester et al.,
2018).
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Os efeitos oxidativos do superéxido podem ser diretos ou indiretos.
Normalmente, o nivel de superéxido é mantido baixo porque é desintoxicado pela
enzima superéxido dismutase (SOD) em peréxido de hidrogénio (H202) e,
eventualmente, em oxigénio e 4gua pela catalase ou glutationa peroxidase (Korsager
et al., 2016). No entanto, esses sistemas antioxidantes ndo sdo perfeitos, e 0
superdéxido pode acumular e danificar diretamente (via modificacdo oxidativa)
proteinas, lipidios e DNA. Embora o perdxido de hidrogénio produzido pela SOD seja
relativamente néo reativo, ele pode formar radicais hidroxila altamente reativos que
podem iniciar cascatas de peroxidacdo lipidica nas membranas. Além disso, 0s
produtos da oxidacdo de carboidratos, proteinas e lipidios podem causar danos
secundarios as proteinas, que podem perder a funcao catalitica e sofrer degradacao
seletiva (Brand et al., 2004). Os efeitos indiretos do superoxido se dao por meio da
interacéo entre superoxido e 6xido nitrico (NO). Essa interacéo resulta na perda da
biodisponibilidade do NO (e de suas propriedades reguladoras), bem como na
formacéao de peroxinitrito (ONOO") (Guzik et al., 2003). No caso de aumento dos niveis
plasmaticos de superéxido, a reacédo entre o NO e Oy para formar ONOO" se torna
muito rapida, onde a taxa de producéo é cerca de trés vezes maior que a taxa de
decomposicéo do superoxido pela superoxido dismutase (Korhonen et al., 2005). A
formacao excessiva de peroxinitrito pode provocar inibicdo da respiracao mitocondrial,
disfuncéo proteica, esgotamento da energia celular, danos as membranas celulares e
ao DNA (van der Vliet et al., 1999).

O interesse atual na ligacdo do estresse oxidativo as respostas inflamatérias
tem gerado novas perspectivas, principalmente por causa do seu papel aceito como
um dos principais contribuintes para a etiologia de patologias que levam a
desregulacao do equilibrio anabdlico / catabdlico (Abrigo et al., 2018). Propde-se pelo
menos quatro mecanismos que podem aumentar a taxa de protedlise e atrofia do
musculo esquelético sob condi¢cdes de estresse oxidativo (Mantovani et al., 2008): (I)
reducado da ingestao alimentar devido a sintomas como anorexia, nauseas e vomitos
com fornecimento inadequado de nutrientes, incluindo antioxidantes; (llI) alteracdes
metabdlicas que ndo permitem a sintese adequada de compostos redutores (Maccio
et al., 2009); (Ill) inflamac&o crénica relacionada a ativacdo do sistema imune com
producdo excessiva de citocinas proé-inflamatérias, que levam ao aumento da

producdo de ROS (Mantovani et al., 1998) e (IV) o uso de drogas antineoplasicas



33

(como agentes alquilantes e principalmente cisplatina) que sado capazes de produzir
excesso de ROS (Weijl et al., 1997).

Pacientes caquéticos exibem niveis aumentados de espécies reativas de
oxigénio no musculo esquelético e modificacdes de proteinas suscetiveis a oxidacao,
sugerindo o envolvimento do estresse oxidativo na caquexia (Laviano et al., 2007).
Especificamente, os pacientes com cancer apresentam niveis elevados de ROS e
niveis reduzidos de antioxidantes no soro (Barreiro et al., 2005). Ao avaliar 120
pacientes com cancer e 60 individuos saudaveis, Mantovani et al. (2003) descobriram
gue os niveis de ROS eram significativamente mais elevados e as atividades das
enzimas antioxidantes, em especifico, superoxido dismutase e glutationa peroxidase,
eram significativamente menores em pacientes com cancer avancado do que em
individuos controle. Da mesma forma, Sullivan-Gunn et al. demonstraram um
aumento de 40% dos niveis de superoxido nos musculos de camundongos
caquéticos, atribuido a reducéo da atividade das enzimas antioxidantes enddgenas
(Sullivan-Gunn et al., 2011). Mitocondrias danificadas também estdo presentes no
musculo durante a caquexia do cancer (Fearon et al., 2011) e isso esta associado a
perda da integridade estrutural do musculo esquelético. Na verdade, mitocéndrias
danificadas ndo sdo apenas menos bioenergeticamente eficientes, mas tambéem
interferem nos mecanismos de controle de qualidade celular, apresentam uma
tendéncia maior de desencadear a apoptose dos midcitos e geram maiores
guantidades de ROS, devido ao mecanismo de transferéncia de elétrons deficiente
(Mantovani et al., 2012). Além disso, em uma série de estudos complementares, o
estresse oxidativo mostrou estar associado a altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias envolvidas na patogénese da caquexia, como IL-1, IL-6 e TNF-a (Smith
et al., 2003; Strassmann et al., 1992; Gelin et al., 1991). Por fim, o aumento do
estresse oxidativo é frequentemente acompanhado da estimulacdo do UPS (Gomes-
Marcondes et al., 2002). Experimentos envolvendo miécitos C2C12 mostraram
claramente que ROS induz as ligases E3 (Gomes-Marcondes et al., 2002), sugerindo
degradacdo aumentada de proteinas pelo proteassoma. No entanto, na caquexia,
outro subtipo de proteassoma (20S), que degrada proteinas oxidadas sem
modificacao prévia por ubiquitinacdo, também é regulado positivamente, o que refor¢a
a nocao de que niveis elevados de ROS no musculo caquético estdo envolvidos na

patologia (Nakayama et al., 2016). Deste modo, esses resultados sugerem que 0sS
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sistemas redox do corpo, que incluem defesas antioxidantes, podem estar
desregulados em pacientes com caquexia do cancer, e esse desequilibrio pode
aumentar a progressao da doenca.

1.5. Angiotensina Il como principal mediador da caguexia

Ap6s a descoberta da renina em 1898, o angiotensinogénio e a enzima
conversora da angiotensina (ECA) foram identificados como componentes-chave
adicionais do sistema renina-angiotensina (RAS) (Figura 5) (Corréa et al., 2015). O
angiotensinogénio, precursor da angiotensina, € uma a-glicoproteina produzida
principalmente pelo figado e liberada na circulacdo sistémica, onde é convertida em
angiotensina | (Ang I) sob atividade da renina. Sob acdo da ECA, a Ang | € clivada no
componente ativo angiotensina Il (Ang Il), o principal regulador a montante do cancer

pré-caguexia e caquexia (Yoshida et al., 2015).
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Figura 5: Esquema de funcionamento do sistema renina-angiotensina. Nesse
sistema, a renina liberada pelos rins age sobre o angiotensinogénio, produzido no figado, para
gerar a angiotensina |, uma forma inativa do hormbnio. Posteriormente, a enzima de
conversao da angiotensina (ECA) promove a conversao da angiotensina | em angiotensina I,

que é a forma ativa do hormdnio.

Em humanos, os principais efeitos fisiologicos da Ang Il sdo mediados por
receptores ATiR localizados nos rins, musculo liso vascular, pulméo, coragéo,
cérebro, adrenais, glandula pituitaria e figado. Ao ligar-se a Ang Il, AT1R estimula a
vasoconstricdo, retencdo de sodio, ativacdo nervosa simpatica e geracdo de ROS,
juntamente com efeitos deletérios, incluindo disfuncdo endotelial e inducdo de
processos inflamatérios, trombdéticos, proliferativos e fibroticos (Frantz et al., 2018). Ja

0 receptor AT2R é expresso em células endoteliais vasculares, cérebro, glandulas
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adrenais, ovarios e estruturas cutaneas, renais e cardiacas (Steckelings et al.,
2005). Embora seu nivel de expressdo seja inferior ao dos receptores ATiR, 0S
receptores AT2R desempenham um papel substancial na regeneracao de tecidos e,
em condicbes como isquemia ou lesédo, a expressdo pode ser aumentada. Os
principais efeitos bioldégicos do receptor AT:R sdo regularmente opostos aos
receptores AT:R, com foco na vasodilatacdo, antiproliferacdo e antiinflamacéo. A
estimulacédo dos receptores AT2R confere protecdo contra a superestimulacdo dos
receptores ATiR. A titulo de exemplo, a vasoconstricdo mediada pelos receptores
AT:R pode ser combatida pelos efeitos vasodilatadores da Ang Il ligada ao receptor
AT2R (Carey et al., 2000).

A caquexia e a perda do musculo esquelético induzida por Ang Il pode ser
desencadeada através de diversos mecanismos de relevancia clinica. O catabolismo
da massa muscular induzido pela Ang Il se deve ao aumento da degradacdo de
proteinas através da expressdo aumentada do UPS (Song et al.,, 2005).
Adicionalmente, evidéncias propdem que a Ang Il promove a producdo de TNF-a e
IL-6 em mondcitos periféricos humanos e os inibidores da ECA inibem a producéo de
TNF-a induzida por LPS (Peeters et al., 1998). O aumento da degradacao de proteinas
e da expresséao de ubiquitina ligases induzidas por Ang Il in vivo séo bloqueadas pela
expressao especifica de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) no
musculo, sugerindo que niveis circulatérios elevados de IGF-I podem ser capazes de
suprimir o efeito catabdlico da Ang Il (Song et al., 2005). No entanto, sabe-se que a
desnutricdo associada a caquexia do cancer reduz os niveis de IGF-1 (Pollak et al.,

2004), logo, o efeito catabdlico da Ang Il pode ser maximo no estado caquético.

A Ang Il tem sido relacionada com o aumento do estresse oxidativo por
aumentar a producado celular de ROS via ativacdo da NADPH oxidase, levando a
protedlise muscular (Zhao et al., 2006). Ao se ligar ao AT1R, a Ang Il induz a adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH-NOX) para produzir ROS, como o superoéxido,
abrindo os canais de potassio mitocondriais dependentes de ATP, resultando no
aumento na producao de ROS mitocondriais (mtROS) (Schulz et al., 2014), capazes
de promover a transcricdo de genes que codificam as ubiquitina ligases (MuRF1 e
Atrogin-1) (Leitner et al., 2017).
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A reducéo do apetite induzida pela Ang Il atua diretamente sobre os neurdnios
hipotalamicos para regular a ingestdo alimentar via regulagdo de neuropeptideos
orexigenos / anorexigenos. Camundongos deficientes em AT1iR sdo hiperfagicos e
obesos com aumento da adiposidade (Yamamoto et al., 2011). Em outro estudo, ao
administrar captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), Kloet et
al. (2009) relataram a diminui¢cdo da ingestdo de alimentos, provavelmente devido a
um aumento da Ang Il no cérebro, que foi convertido a partir do aumento da Ang |. O
captopril inibe a conversédo de Ang | em Ang Il, de modo que a concentracao de Ang |
plasmética aumenta. Devido as suas propriedades hidrofilicas, o captopril ndo
atravessa prontamente a barreira hematoencefalica e o aumento de Ang | circulante
leva ao aumento de Ang Il no cérebro. Ao empregar um inibidor da ECA, estudos
denotam que a inibicdo da Ang Il evita a degradacao proteica no musculo esquelético
e melhora a perda de peso (Sanders et al., 2005; Yoshida et al., 2013). Este efeito
sublinha o crosstalk 6rgédo-6rgdo existente por tras das condigcbes caquexia-
patolégicas. De fato, embora o principal tecido afetado pela caquexia seja 0 musculo
esquelético, a caquexia nédo pode ser reduzida a uma sindrome de perda muscular.
Na verdade, varios outros 6rgdos, como figado, baco, coracdo, tecido adiposo e
cérebro sdo afetados, tornando a caquexia uma verdadeira sindrome de mudltiplos

orgaos.

1.6. Caquexia do cancer: mais do que perda de musculo esquelético

Nas ultimas décadas, os pesquisadores tém procurado os mediadores da
caquexia do cancer na expectativa de desenvolver novas terapias para proteger
contra a perda muscular esquelética. No entanto, a caquexia do cancer é cada vez
mais vista como um fendbmeno de natureza sistémica. Metabolicamente, h4 uma
complexa rede que envolve resisténcia aos sinais anabodlicos, um estado catabdlico
geral e um balango energético negativo (Porporato, 2016). Mdultiplos mecanismos
estao envolvidos no desenvolvimento da caquexia, englobando diversas alteragoes,
variacoes fisioloégicas e comportamentais, e como esta frequentemente associada a
uma doenca crénica subjacente, sugere um crosstalk érgdo-6rgdo desencadeando

distarbios em todo o corpo (Leitner et al., 2017) (Figura 6).
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As manifestacdes clinicas na caguexia do cancer incluem efeitos em varios
tecidos. Pacientes caquéticos, juntamente com a perda gradual de massa muscular,
também manifestam uma série de doencas subjacentes, como inflamacéo sistémica
cronica (Dodson et al., 2011); inflamacdo do tecido adiposo (Tsoli et al., 2016);
exacerbacdo metabolica do figado (Narsale et al., 2015); comprometimento da funcao
cardiaca (Kazemi-Bajestani et al.,, 2014); anorexia; esplenomegalia e
hipermetabolismo (Evans et al., 2008). Curiosamente, enquanto na anorexia a perda
de massa visceral ocorra proporcionalmente a perda de massa muscular, na caquexia,
0s Orgaos viscerais, como coracao, baco e figado, mantém massa ou podem até

mesmo hipertrofiar (Tisdale, 2009).

Particularmente em pacientes com cancer de pancreas enfrentam um risco
nutricional elevado devido a fatores que vao além da caquexia ligada a doenca. A
modificacdo anatomica resultante do tumor se traduz em compressao extrinseca e
obstrucdo mecanica do trato gastrointestinal, originando dor e desencadeando
sintomas que interferem na ingestdo e absorcdo de nutrientes, incluindo fadiga,
disfagia, gastroparesia, insuficiéncia pancreatica, ma absorcéo e constipacao (Poulia
et al., 2020). Adicionalmente, a insuficiéncia pancreatica induzida pelo cancer,
resultando em distdrbios exdcrinos (como esteatorreia) e enddcrinos (como diabetes
mellitus), pode desregular o balanco energético. Além disso, a cirurgia de resseccao
do tumor na regido da cabeca do pancreas pode intensificar a insuficiéncia
pancreatica e reduzir a ingestdo oral (Yoshida et al., 2015). Portanto, para fornecer
uma definicdo clara dos determinantes moleculares e metabdlicos da perda de tecido,
€ vital aplicar uma abordagem sistémica na definicdo da contribuicdo de cada érgéo
individual para o processo caquético e compreender o papel do tumor neste processo

e a interacdo entre os dois compartimentos.
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Figura 6: Representacdo esquematica dos multiplos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da caguexia. Na caquexia, multiplos 6rgaos estdo conectados através de
diferentes mecanismos que contribuem para a progressao e manifestacdo da condi¢cdo. Em
linhas gerais, a inflamacdo crénica, as alteragcbes hormonais e os distlrbios metabdlicos
contribuem para a progressao da sindrome, afetando diversos érgéos e sistemas do corpo.
Adaptado de Baracos et al. (2018).

1.6.1. Atrofiado musculo esquelético e cardiaco

Independentemente da definicdo de caquexia, existe um consenso sobre a
perda de massa muscular esquelética, com ou sem reducdo dos reservatorios de
gordura corporal. O musculo esquelético € um tecido altamente plastico com a
capacidade de adaptar sua estrutura e metabolismo em resposta a diferentes
estimulos fisioldgicos. O musculo esquelético é uma fonte de aminoacidos que podem
ser liberados para producédo de energia durante os processos catabodlicos (Bonaldo et
al., 2013). Em individuos saudaveis, a homeostase muscular € mantida por um
equilibrio entre os processos catabdlicos e anabdlicos no musculo esquelético, o que
requer uma renovacdo constante das proteinas musculares para manter a massa
muscular (Porporato et al., 2016). No entanto, quando ocorre degradacéo excessiva
de proteinas e / ou diminuicdo da sintese de proteinas no musculo esquelético, o

desequilibrio pode causar perda muscular e levar a caquexia (Bonaldo et al., 2013). A



39

perda de musculo esquelético envolve varias alteracdes moleculares associadas a
inflamacéo, metabolismo de proteinas, apoptose e diminuicdo da regeneracdo de
tecidos (Argilés et al., 2014).

Como o musculo esquelético representa aproximadamente 40% do peso
corporal, a perda de massa muscular estd relacionada com importantes
caracteristicas clinicas em pacientes caquéticos, incluindo perda de peso, fraqueza e
fadiga (Leitner et al., 2017). Embora alguns estudos relacionem a reducéo da sintese
proteica no musculo esquelético a anorexia, essa diminuicdo também esta presente
em pacientes caquéticos sem anorexia, sugerindo um defeito subjacente na regulacéo
da sintese proteica (Buijs et al., 2012). Da mesma forma, o aumento da quebra de
proteinas resulta em perda muscular relacionada a caquexia. A degradacédo das
proteinas musculares é iniciada por um conjunto de ubiquitina ligases especificas do
musculo (E3), incluindo MuRF1 e Atrogin-1, que tém como alvo proteinas para
degradacéao pelo proteossoma (Cao et al., 2005). A ativacdo desses constituintes
acelera a ubiquitinacdo do substrato, aumenta a degradacdo proteica em
proteossomos e potencializa a atrofia e perda do musculo esquelético, levando a
caquexia do cancer. Particularmente, o estimulo da protedlise da musculatura
esquelética pela ativacdo do UPS ocorre como resposta fisiologica desencadeada
pela doenca subjacente que mobiliza as citocinas pré-inflamatorias, como

interleucinas e TNF-a (Argilés et al., 2009).

Uma nova descoberta em estudos com animais é que a disfuncdo e atrofia
cardiaca sao paralelas a atrofia do musculo esquelético na caquexia do cancer,
porém, vale salientar que poucas pesquisas estao disponiveis sobre os efeitos da
caquexia em 6rgaos vitais de pacientes humanos. As alteracdes cardiacas sao tipicas
em pacientes com cancer (Argilés et al., 2014) e, em muitos casos, resultam em
insuficiéncia cardiaca e arritmia, que sdo duas das causas concomitantes de morte
durante a caquexia (Kalantar-Zadeh et al., 2013). No contexto do céancer, a
insuficiéncia cardiaca é particularmente significativa porque a caquexia predispde a
insuficiéncia cardiaca e a insuficiéncia cardiaca resulta em caquexia e perda de massa
muscular (Johns et al., 2014). Semelhante ao musculo esquelético, o catabolismo do
musculo cardiaco na caquexia foi previamente relacionado a inducdo de autofagia e
ativacdo do turnover de proteinas mediado pelo UPS (Willis et al., 2014), além de

inflamacéo, protedlise e apoptose. Pesquisas em modelos animais relataram atrofia
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cardiaca substancial em diferentes modelos de tumor indutores de caquexia (Kazemi-
Bajestani et al., 2014). Além disso, a insuficiéncia cardiaca crénica foi previamente
associada ao aumento do gasto energético em repouso (Mustafa et al.,, 2001),
fornecendo outra razdo para o0 aumento do gasto energético em pacientes caquéticos.
Este aumento pode estar, pelo menos em parte, diretamente relacionado a um
metabolismo aumentado do tecido cardiaco, uma vez que coracdes ex vivo de ratos

com tumor apresentam uma taxa oxidativa aumentada (Drott et al., 1990).

1.6.2. Figado

Uma das principais funcdes do figado € atuar como uma fabrica biologica. Mais
especificamente, o figado rege a taxa metabdlica sistémica, regulando as vias
envolvidas na utilizacdo, transporte, armazenamento e quebra de glicose e gordura
(Narsale et al., 2015). Ele produz a maioria dos compostos exigidos pelos organismos,
incluindo glicose, aminoacidos, acidos graxos, colesterol e horménios que regulam
varias funcdes complexas, como, IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1), angiotensinogénio (pressao arterial) e varios fatores da cascata da coagulacéo
(Porporato et al., 2016). Em adicao, também é conhecido por produzir as proteinas de
fase aguda (PFA) em resposta a estimulos inflamatérios que podem levar a

degradacédo do musculo em aminodacidos (Bonetto et al., 2011).

O figado € um 6rgao central no gerenciamento do metabolismo sistémico. No
entanto, a natureza e a extensao dos danos ao figado durante a caquexia do cancer
sdo ainda pouco exploradas. As demandas energéticas do figado séo particularmente
substanciais. O figado representa cerca de 2% do peso corporal total em individuos
saudaveis, contudo € um 6rgédo caracterizado por alta taxa metabdlica contribuindo
em aproximadamente 20% do gasto energético em repouso (GER) (Lieffers et al.,
2009). A massa do 6rgao tem sido usada para modelar e prever o GER (Gallagher et
al., 1998), e o tamanho do figado é um preditor significativo da taxa metabdlica em
repouso (lliner et al., 2000). Um pequeno aumento ha massa do figado tem o potencial
de ser responsavel por um acréscimo substancial de gasto de energia em repouso ao

longo do tempo (Lieffers et al., 2009).
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Embora negligenciada (em comparacdo com musculo e gordura), a massa do
figado aumenta substancialmente durante a progressdo da caquexia (Lieffers et al.,
2009), sugerindo fortemente o envolvimento desse 6rgdo na caquexia do cancer.
Especula-se que tanto a hepatomegalia quanto a esplenomegalia (aumento do baco)
poderiam aumentar a perda muscular indiretamente, competindo por aminoécidos,
acidos graxos e outros substratos. A hepatomegalia provavelmente também
representa a proliferacdo de hepatécitos (diferente do aumento do tamanho do 6rgéo
devido a tumores hepéticos ou metastases) (Zimmers et al., 2016). Em modelos
animais, o aumento da massa hepatica € observado na caquexia induzida por
carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) e adenocarcinoma do célon (C26) (Bonetto et al.,
2011). Em ratos com tumores hepaticos, hepatomegalia € observada na caquexia
inicial, seguida por apoptose de hepatocitos e reducédo da massa hepatica em direcéo
a morte (Tessitore et al., 1987; Finnerty et al., 2009). Da mesma maneira,
a administracao sistémica de IL-6 em camundongos portadores de tumores de células
epiteliais derivadas do ovario resulta em hepatomegalia e hiperplasia de hepatécitos
(Zimmers et al., 2003). Em contrapartida, ao estabelecer e caracterizar os efeitos
caquéticos associados ao crescimento do cancer de ovario humano em
camundongos, notavelmente contatou-se a reducdo da massa hepatica e preservacao
do baco (Pin et al., 2018). Portanto, € dificil ser definitivo sobre a extensdo em que
ocorre o crescimento do figado na caquexia do cancer humano. No entanto, todas
essas condi¢cdes compartilham altos niveis de IL-6, e a administracdo de IL-6 sozinha
é suficiente para conduzir a proliferacao de hepatdécitos, hipertrofia hepéatica macica e

a resposta de fase aguda (Zimmers et al., 2003).

1.6.3. Bacgo

A relacdo entre o baco e a caquexia pode ser compreendida por meio do
envolvimento do sistema imunolégico e dos processos inflamatorios. O baco € um
orgao importante do sistema imunoldgico localizado no lado superior esquerdo do
abdémen. Ele desempenha um papel crucial na filtragem do sangue, removendo

glébulos vermelhos velhos ou danificados e produzindo células imunol6gicas, como
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linfécitos (Bronte et al., 2013). No contexto da caquexia, o baco pode contribuir para

o desenvolvimento ou progressao da caquexia por meio de varios mecanismos:

1. Inflamacéo: O baco é um participante ativo na resposta imunoldgica e pode
amplificar os processos inflamatorios. Citocinas inflamatérias e outros fatores
imunoldgicos liberados durante a inflamacéo crénica podem induzir a perda de massa

muscular e a falta de apetite, contribuindo para a caquexia (Argiles et al., 2012).

2. Aumento do gasto energético: A caquexia é caracterizada por um aumento
do gasto energético em repouso (GER) ou taxa metabdlica. O baco, como um 6rgao
metabolicamente ativo, pode contribuir para a elevacdo do GER. Da mesma forma,
processos inflamatoérios e ativacao imunoldgica no bagco podem levar a um aumento
das demandas energéticas, desviando energia das reservas musculares e de gordura

e contribuindo para a perda de peso (Westerterp et al., 2017).

3. Alteracfes na funcdo imunologica: O baco desempenha um papel vital na
funcdo imunoldgica, e alteracdes em sua estrutura e funcédo podem afetar a resposta
imunologica. Na caquexia, a desregulacédo das células imunoldgicas e seus fatores
secretados podem perturbar o equilibrio normal entre processos pré-inflamatorios e
anti-inflamatérios. Essa desregulacéo pode contribuir para a perda de massa muscular

e a falta de apetite observadas na caquexia (Fearon et al., 2011).

4. Esplenomegalia: Em certas condi¢cbes, como cancer avancado ou doenca
hepatica, o baco pode aumentar de tamanho (esplenomegalia). Em geral, a
esplenomegalia € uma manifestacdo de hiperfuncéo, incluindo hiperplasia imune,
hematopoiese extramedular (mecanismo compensatério que ocorre para suprir a
demanda corporal de células sanguineas) e remocédo de hemacias defeituosas (Song
et al., 2018). No entanto, o aumento do baco também pode refletir em sintomas
debilitantes, como saciedade precoce, hipertensdo, diminuicdo da atividade fisica,
além de obstrucao venosa e cancer metastatico (Mesa et al., 2006). A esplenomegalia
€ observada em alguns modelos animais de caquexia (Aulino et al., 2010; Piegari et
al., 2011). Adicionalmente, observou-se que a presenca do tumor LLC em
camundongos induziu a expressao sistémica de citocinas pré-caquéticas pelo bacgo, e
gue essa inducdo acelerou o inicio da caquexia (Barton et al., 2001). A esplenomegalia

pode ser uma consequéncia de processos de doenca subjacentes ou um efeito direto
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da caquexia. O aumento do tamanho do baco pode agravar ainda mais as alteracoes

metabolicas e inflamatdrias associadas a caquexia.

1.6.4. Metabolismo energético

A abordagem clinica das anormalidades do peso corporal humano durante o
cancer € enquadrada no conceito de balanco energético. O gasto energético total &
dividido em gasto energético de repouso, gasto energético induzido pela dieta e gasto
energético da atividade fisica (Fearon et al. 2012). O gasto energético de repouso
(GER) aparece como a alteracdo mais comum em pacientes com cancer em
comparacdo com individuos saudaveis. O GER representa aproximadamente 70% do
gasto energeético total, a atividade fisica voluntaria em torno de 25%, e outros 5%
provenientes do efeito térmico dos alimentos (Bennani-Baiti et al., 2011). A maioria
dos pacientes com cancer diminui significativamente sua atividade fisica e ingestao
de alimento, devido as terapias antitumorais e as comorbidades que as acompanham.
No entanto, cerca de 50% dos pacientes com cancer sao considerados
hipermetabdlicos (GER > 110% do esperado) (Westerterp et al., 2017), especialmente
pacientes com cancer de pancreas e pulmao (Falconer et al., 1994). A desregulacdo
dos processos metabdlicos e do gasto de energia resulta na perda de peso associada
ao cancer, e para alcancar a preservacdo do peso ou reverter a perda, se faz
necessario a compreensao dos mecanismos periféricos de manutencao da energia do

corpo e do tumor.

Durante a progressao do cancer, uma série de eventos observados dentro do
tumor, como inflamacdo e reprogramacdo metabdlica, também ocorrem
sistemicamente. Tumores humanos s&do conhecidos por induzir uma resposta
catabolica no hospedeiro para fornecer nutrientes para o metabolismo anabdlico do
tumor e a progressao do cancer (Figura 7). Esse aumento significativo na exploracéo
de energia pelo cancer pode ser explicado pelo efeito Warburg. O efeito Warburg, em
homenagem ao seu descobridor Otto Warburg, refere-se a observacao de que células
tumorais, mesmo na presenca de oxigénio adequado, utilizam mais glicose e

produzem mais lactato do que as células normais circundantes, um processo que eles
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denominaram de “glicdlise aerdbica” (Warburg, 1956). Para obter energia suficiente
pela glicélise, as células cancerosas superexpressam o0s principais reguladores da
glicolise, como os transportadores de glicose e as enzimas glicoliticas, e usam
preferencialmente a glicolise aerdbica como fonte de energia em vez da via
mitocondrial. Embora a glicélise aerdbica seja 90% menos eficiente que a fosforilagédo
oxidativa mitocondrial na producdo de ATP, ela é 10-100 vezes mais rapida (Wilson
et al., 2019). Mais tarde no processo, 0 gasto energético leva ao desperdicio, pois 0s
tecidos tumorais retiram energia do corpo por metabolizar aproximadamente dez
vezes mais glicose e, entretanto, produzem lactato como residuo (Koppenol et al.,
2011). No figado, o lactato é reciclado em glicose através da gliconeogénese a custo
de energia. Quando a glicose é liberada na circulacéo, a célula cancerosa pode leva-
la para glicolise novamente. Essa via glicose-lactato-glicose é chamada de ciclo de
Cori, que aumenta o gasto de energia e a gliconeogénese hepatica (Waterhouse et
al.,, 1969). Consequentemente, o musculo esquelético passa por metabolismos
catabolicos para mobilizar mais precursores de glicose para a gliconeogénese (Wang
et al., 2018). Quando essas condi¢Oes persistem, o peso corporal diminui. Sob essa
luz, o efeito Warburg em células cancerosas tem sido associado a inducdo da
caquexia do cancer. De acordo com essa hipdtese, quando células de céancer
pancreatico humano foram transplantadas em camundongos em crescimento, 0S
camundongos mostraram ganho de peso corporal reduzido se comparados com o
grupo controle, e quando o gene HIF-1a foi silenciado para inibir o efeito Warburg nas
células cancerosas, 0 peso corporal do grupo portador de tumor foi melhorado (Wang
et al., 2007). A ativacdo do HIF-1a tem sido relacionada a angiogénese, eritropoiese
e modulacdo de enzimas envolvidas na glicélise aerdbica, modulando assim o0s

processos-chave necessarios para o efeito Warburg (Courtnay et al., 2015).
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Figura 7: Principais adaptacdes metabolicas associadas a cargatumoral. O metabolismo
do corpo passa por diversas mudancas para atender as necessidades energéticas do tumor.
Essas alteracGes visam fornecer nutrientes e energia para o crescimento e proliferacdo das
células cancerigenas. Algumas das principais mudancas metabdlicas incluem o aumento da
captacdo da glicose, alteracbes no metabolismo lipidico e degradagdo aumentada de
proteinas. Essas altera¢cdes metabdlicas permitem que as células cancerigenas obtenham os
nutrientes e a energia necessarios para 0 seu crescimento continuo, mesmo as custas do

metabolismo normal do corpo. Fonte: Argilés et al. (2014)

Durante o crescimento do tumor, o tecido hepatico é ativamente recrutado a
realizar a gliconeogénese de alta taxa, usando o lactato derivado da glicdlise
tumoral. No entanto, o papel do lactato vai muito além de ser apenas uma fonte de
energia. O lactato € uma molécula de sinalizacdo que estimula a angiogénese tumoral,
promovendo a inflamacéo e inibindo as respostas imunes adaptativas (Doherty et al.,
2013). Devido a essas caracteristicas, o lactato tem sido associado a ocorréncia de
focos metastaticos em modelos animais, sendo um marcador de mau prognostico em
pacientes (Bonuccelli et al., 2010; Doherty et al., 2013). O figado também pode usar

outras fontes para a gliconeogénese no Ciclo Oncogénico do Cori, como o glicerol
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(liberado pela hidrolise de triglicerideos no tecido adiposo) e os aminoacidos
(formados pela quebra de proteinas miofibrilares no musculo esquelético) (Tisdale,
2009). Em conjunto, a exacerbacdo desses ciclos contribui ndo apenas para a
patogénese da caquexia, mas também para o crescimento tumoral e metastase,
representando até 40% do gasto de energia em pacientes com cancer metastéatico
(Fearon et al., 2012).

Um mecanismo alternativo que pode contribuir para o hipermetabolismo € o
aumento da expressao de proteinas desacopladoras mitocondriais (UCPs). Existem
trés UCPs: UCPL1, proteina mitocondrial expressa principalmente no tecido adiposo
marrom (TAM); UCP2, amplamente expressa na maioria dos tecidos, incluindo
gordura branca, TAM, musculo, coracao e figado; e UCP3, principalmente confinada
a tecidos termogénicos, como musculo esquelético e gordura marrom em roedores;
em humanos, € predominantemente expresso no musculo (Qualliotine-Mann et al.,
1993).

Os UCPs séo portadores de anions mitocondriais da membrana interna que
desempenham papel termogénico e exercem efeitos importantes na oxidacdo de
acidos graxos mitocondriais e na prevencao de danos oxidativos induzidos por ROS
mitocondriais (Busiello et al., 2015). Mais especificamente, a expressdo de UCP1 na
mitocondria do tecido adiposo marrom, onde representa aproximadamente 10% do
conteudo de proteina mitocondrial, promove o vazamento de protons através da
membrana mitocondrial interna, reduzindo o gradiente de prétons, de modo que o
consumo de oxigénio ndo é mais acoplado a sintese de ATP e calor € gerado (Austin
et al., 2012). Ja as expressdes de UCP2 e UCP3 foram propostas como um meio
celular para prevenir o estresse oxidativo excessivo pela inibicdo do sistema de

fosforilacdo oxidativa (Nedergaard et al., 2005).

Dada a sua funcao, tais proteinas foram associadas a um fenétipo magro em
camundongos transgénicos (Busiello et al., 2015). Enquanto o nivel de mRNA de
UCP1 foi observado estar aumentado no TAM de camundongos caquéticos com
cancer (Bing et al., 2008), o gene UCP2 foi superexpresso no musculo esquelético de
ratos caquéticos (Julienne et al., 2012), e os niveis de mMRNA de UCP3 foram mais de
cinco vezes maiores nos musculos esqueléticos de pacientes com cancer caquético

em comparacdo com os controles (Bing et al., 2008). Curiosamente, um modelo de
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camundongo transgénico superexpressando a proteina UCP3 no musculo esquelético
exibiu um fendtipo magro e até mesmo apresentou comportamento hiperfagico, com
aumento de 50% na ingestdo de alimentos em comparacdo com controles nao
transgénicos (Clapham et al., 2000). A vista disso, quer as alteragdes nos niveis de
UCPs causem ativamente o desgaste ou tentem evita-lo, o0 aumento resultante do
vazamento de prétons pode ser responsavel pela ineficiéncia energética tipica da
caquexia, contribuindo para o aumento do gasto energético em repouso evidente em

pacientes caquéticos (Giordano et al., 2003) (Figura 8).
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Figura 8: Envolvimento da ativacdo de UCP-1 na caquexia do cancer. Durante a
caguexia, ocorre um aumento na expressao e atividade da UCP1 em tecidos adiposos,
incluindo o tecido adiposo marrom e branco, promovendo a termogénese. A termogénese
induzida pela UCP1 resulta em uma maior dissipagédo de energia na forma de calor, em vez
de ser armazenada como gordura, levando a reducdo da massa de tecido adiposo e a perda
de peso observada nos pacientes caquéticos. Além disso, 0 aumento da termogénese pode
contribuir para o aumento do gasto energético e desequilibrio metabdlico caracteristicos da

condic&o.
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1.6.5. Cérebro e anorexia

A sindrome de anorexia-caquexia € um processo metabdlico complexo
frequentemente vivenciado por pacientes em estagios avancados de doenca crénica.
Acredita-se que as citocinas implicadas no desenvolvimento da caquexia, incluindo
TNF-q, IL-1 e IL-6, também contribuam para o desenvolvimento da anorexia por meio
da modulacao das vias de sinalizacao que medeiam o equilibrio entre estimular e inibir
a ingestdo de alimentos. Relatos de pacientes com céncer e com evidéncia de
inflamacéo sistémica apresentam ingestéao alimentar reduzida (Wigmore et al., 1997),
sugerindo um possivel papel das citocinas pro-inflamatorias na supresséo do apetite.
Apesar dos sinais periféricos que desencadeiam a ingestdo de alimentos serem
mantidos em algumas condi¢des caquéticas, tem sido observada uma diminuicao da
responsividade do hipotalamo, impedindo uma resposta adequada para aumentar a
ingestdo de alimentos (Ramos et al., 2004). Portanto, pacientes com cancer de
pancreas frequentemente experimentam diminuicdo da ingestdo de alimentos, além
de caquexia, levando a perda de massa corporal. Os fatores subjacentes que
contribuem para a reducao da ingestdo de alimentos incluem diminui¢cdo do impulso
central para comer, distlrbios quimiossensoriais (por exemplo, no paladar e no olfato)
e diminuicdo da motilidade gastrointestinal superior (por exemplo, saciedade precoce

e nausea) (Fearon et al., 2011).

O papel da anorexia e da reducao da ingestéo alimentar varia entre os modelos
animais de caquexia. Em resumo, os modelos animais de anorexia do cancer diferem
no tipo de tumor, caracteristicas (padrao de crescimento e extenséo) e grau de atrofia.
Em alguns, h& pouca evidéncia de reducdo na ingestao de alimentos, enquanto em
outros € um problema importante e aumenta com a progressao do tumor / caquexia
(Bennani-Baiti e Walsh, 2011). Os resultados desses estudos sao dificeis de comparar
e interpretar coletivamente, pelo menos em parte devido a grande diversidade de
modelos de tumor. Além disso, o estagio de progressdo do tumor ho momento do
estudo e sua desnutricdo associada sdo extremamente variaveis entre os estudos.
Em muitos modelos de tumor, a carga tumoral excessiva (entre 1 a 30% do peso
corporal total) exerce efeito sobre o estado nutricional do hospedeiro, simplesmente

devido a sua elevada massa e capacidade de capturar nutrientes (Baracos et al.,
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2000). Este estagio ndo é representativo de tumores humanos que geralmente nao
excedem 1% do peso corporal (Bennani-Baiti e Walsh, 2011). Desse modo, o estado
nutricional do hospedeiro deve ser cuidadosamente definido nas condicdes

experimentais analisadas.

Grande parte da literatura recente sobre os mecanismos cerebrais que
controlam o apetite centrou-se no neuropeptideo Y (NPY), um peptideo de 36
aminoacidos que é amplamente distribuido por todo o sistema nervoso central
(Shende et al.,, 2020). O NPY € um dos neurotransmissores mais abundantes e
extensivamente distribuidos no cérebro de mamiferos, sendo expresso por uma
infinidade de sistemas neuronais em regides que vao desde o tronco cerebral medular
até o cortex cerebral (Sajdyk et al., 2004). Esse peptideo tem demonstrado produzir
diversos efeitos sobre varias funcbes fisioloégicas, como homeostase energética
(Chambers et al., 2021), resposta ao estresse (Hirsch et al., 2021), fisiologia 0ssea
(Lee et al., 2009), neurogénese (Malva et al., 2021) e regulacdo de células imunes
(Dimitrijevic et al., 2013), contudo, seu efeito mais notavel esta associado ao

comportamento alimentar.

O NPY é considerado um sensor e regulador do balanco energético, modulando
a ingestéo alimentar em situacdes de caréncia energética, o que € corroborado pelos
achados de que o NPY é regulado positivamente em condi¢cdes de balanco energético
negativo ou aumento da demanda metabdlica como restricdo alimentar, privacao
alimentar e exercicio (Dwarkasing et al., 2015). Em condic¢@es fisiolégicas, o NPY
produz uma mudanca para o balanco energético positivo aumentando a ingestao de
alimentos, diminuindo o gasto de energia, principalmente por reduzir a termogénese
no tecido adiposo marrom e facilitar a deposicéo de gordura no tecido adiposo branco
parcialmente através do aumento da atividade da insulina (Nilsson et al., 2013).
Estima-se que o efeito estimulador da alimentacdo do NPY seja cerca de 500 vezes
mais potente em uma base molar do que a norepinefrina, um neurotransmissor
aminérgico (Inui, 2000). Injecdes multiplas de NPY no nucleo paraventricular ou no
ventriculo cerebral resultam em obesidade, indicando que o NPY é capaz de anular
poderosos sinais inibitorios na ingestao de alimentos e adiposidade corporal (Patra et
al., 2012). Devido a sua acéo fisioldgica, a via NPYérgica é frequentemente implicada

como uma das vias neurais hipotalamicas cuja atividade € alterada em caquexia do
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cancer, embora seu papel exato no desenvolvimento da perda de peso corporal

induzida pelo tumor ainda n&o tenha sido elucidado.

Relatos anteriores mostraram que camundongos com tuberculose caquética, o
RNA mensageiro do NPY no hipotadlamo esta elevado (Chance et al., 2007; Nara-
ashizawa et al.,, 2001) e que essa elevacdo do mRNA NPY néo reflete o
comportamento da ingestdo alimentar. Por outro lado, roedores portadores de um
tumor de melanoma humano (A375) que ndo desenvolvem caquexia e perda de peso
ndo apresentaram essa elevagdo do mRNA do NPY (Nara-ashizawa et al., 2001),
sugerindo que a caquexia pode ser um importante gatilho na estimulagdo do mRNA
de NPY. Dwarkasing et al. (2015) demonstraram que a expressao génica de NPY esta
aumentada tanto em camundongos com tumores induzidos por células de carcinoma
de pulméo de Lewis (LLC) quanto em modelos de adenocarcinoma de coélon (C26) e
este estava entre os genes mais fortemente induzidos em ambos os modelos.
Curiosamente, esses dois modelos compartilhavam caracteristicas comuns de perda
de massa muscular e perda de gordura, enquanto exibiam efeitos opostos no
comportamento de ingestdo de alimentos. Constatou-se que 0s camundongos
portadores do tumor C26 aumentaram sua ingestdo de alimentos de forma sincrona
com a perda de peso corporal, enquanto os camundongos portadores do LLC
mostraram ingestao alimentar reduzida apds o xenoenxerto do tumor em comparacao
com o grupo controle. Isso sugere que a expressdo de NPY em camundongos
caquéticos é independente do status de ingestdo de alimentos e que outros sinais
orexigenos e/ou anorexigenos podem estar envolvidos na caquexia. Adicionalmente,
a expressdo do gene NPY é geralmente inalterada ou aumentada em modelos
experimentais de inflamacéo crénica. Em um modelo de artrite adjuvante em ratos
(semelhante a artrite reumatdide humana), os niveis de mRNA de NPY foram
elevados apesar da reducédo da ingestdo de alimentos, massa corporal e estoques de
estoques de gordura epididimal em comparacédo com animais de controle (Stofkova et
al., 2009). Em contrapartida, ainda que diversos estudos na literatura tenham
investigado os niveis de NPY em animais, sd0 poucos 0s que avaliam esse
neuropeptideo em pacientes humanos com cancer caquético. Um estudo recente (Bilir
et al., 2015) mostrou que o0s niveis séricos de NPY foram significativamente
diminuidos em 46 pacientes com caquexia do cancer, mas essa queda nao foi

significativa nos pacientes com caquexia refrataria. Ao avaliar 23 criancas
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diagnosticadas com céancer, constatou-se que os niveis de NPY diminuiram
significativamente durante a quimioterapia (Caglar et al., 2005). Em outro estudo
incluindo pacientes com cancer ndo caqueético, os niveis séricos de NPY ndo mudaram
significativamente apds a quimioterapia do cancer (Kowalczuk et al., 2001). Por fim,
embora algum grau de disfuncéo no sistema NPY provavelmente ocorra em humanos
caquéticos, a caquexia ndo parece ser um estado de deficiéncia de NPY e, portanto,
€ improvavel que a reposicdo de NPY previna ou reverta a caguexia em um ambiente

clinico.

1.6.6. Deficiéncias funcionais

7

A avaliacdo do status de desempenho em pacientes com cancer é uma
ferramenta de prognostico para a sobrevida global (Buccheri et al.,, 1996). A
pontuacdo do status de desempenho €, na verdade, uma medida do declinio do
funcionamento fisico que ocorre como uma parte inevitavel da sindrome de caquexia.
Pacientes com caquexia do cancer exibem deficiéncias funcionais, incluindo reducao
na forca e mobilidade do corpo (Dahele et al., 2007), além de fadiga severa (Ahlberg
et al., 2003). Especificamente, a perda da funcdo dos musculos dos membros
prejudica a independéncia funcional e a perda da funcao do diafragma esta implicada
na insuficiéncia respiratoria (Murphy et al., 2011). Pacientes que sofrem de caquexia
do cancer tém mobilidade reduzida e niveis de atividade fisica, dando até 43% menos
passos por dia em comparacdo com controles saudaveis (Dahele et al., 2007;
Fouladiun et al., 2007). Além de reduzir a independéncia funcional, a reducdo nos
niveis de atividade fisica € positivamente correlacionada com a perda de peso
(Fouladiun et al., 2007).

Apesar do principal resultado da caquexia do cancer que afeta a qualidade de
vida e mortalidade do paciente ser o desgaste do musculo esquelético, muitos estudos
de modelagem animal ndo recapitulam o definhamento funcional como desfecho
primario, e 0s ensaios clinicos séo realizados sem esta informacéo crucial (Murphy et
al., 2009). Embora os modelos animais de caquexia imitem de perto a condi¢ao

metabdlica, é imperativo que esses modelos também recapitulem a perda de forga
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muscular, reducdo dos niveis de atividade fisica e aumento da fadiga muscular para

serem adequadamente representativos do quadro clinico.

1.7. Modelagem pré-clinica: a importancia dos xenotransplantes

O uso de modelos pré-clinicos que imitam de perto a biologia do cancer em
pacientes é crucial para a pesquisa translacional do cancer e a medicina de preciséo,
desde prever com confiabilidade os aspectos bioldgicos da doenca até estabelecer de
novos candidatos a medicamentos (Okada et al., 2018). Tais modelos sédo capazes
de produzir resultados de testes de drogas em um curto espaco de tempo para
direcionar a terapia imediata do cancer (Biondi et al.,, 2015; Chan et al., 2016;
Nagasaka et al., 2018; Vreeland et al., 2018). Ainda que 0s ensaios pre-clinicos sejam
bem-sucedidos, menos de 10% dos medicamentos propostos sdo aprovados para o
mercado (Alteri et al., 2018). Ja para medicamentos oncoldgicos, esse numero esta
em aproximadamente 5% (DiMasi et al., 2013). Uma possivel razdo é a falta de

modelos pré-clinicos apropriados de cancer humano.

Ainda que os ensaios in vitro sejam Uteis na determinacdo do mecanismo
biologico e na otimizac&o dos parametros experimentais, a traducao dos resultados in
vitro para a clinica é geralmente dificil. A experimentacdo animal é uma aproximacao
melhor do que os testes in vitro, e o uso de modelos animais para estudar o tratamento
do céncer é essencial para extrapolar os resultados experimentais e responder as
perguntas relacionadas ao método mais eficaz para tratar seres humanos. Ao
selecionar um modelo animal deve-se considerar a disponibilidade do animal, custo,
facilidade de manuseio e cuidados, tamanho do animal, aceitacdo pela sociedade,
resisténcia a cirurgia, infeccao, doenca e propriedades biol6gicas analogas aos seres

humanos (Bigham-Sadegh et al., 2015).

Entre os mais importantes e desafiadores estdo os modelos de camundongos,
gue precisam representar os diferentes estagios da doenca, a populagéo de pacientes
e a referéncia saudavel (Ibarrola-Villava et al., 2019). No inicio dos anos 60, os
primeiros camundongos imunocomprometidos conhecidos foram descobertos pelo Dr.

Noman Grist (Ruchill Hospital, Glasgow, Reino Unido) (Flanagan, 1966). Grist
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observou que alguns camundongos adquiriram espontaneamente uma mutacdo que
levou a auséncia de timo, deficiéncia imunolégica e auséncia de pelos (“nus”) (Okada
et al., 2019). Anos mais tarde, demonstrou-se que camundongos nus abrigam uma
mutac&o no gene Foxnl (Schorpp et al., 1997), que codifica um fator de transcricao
essencial para a funcao epitelial do timo; resultando em crescimento anormal de pélos
e um bloqueio no desenvolvimento de células T devido a deterioracdo no estroma
timico (Nehls et al.,, 1994). A deficiéncia de linfécitos T imunocomprometem os
camundongos e permite 0 enxerto, 0 crescimento e a metastizacdo das células
tumorais apos a implantacéo (Stakleff e Von Gruenigen, 2003; Sun et al., 2014). No
entanto, camundongos imunocompetentes ainda abrigam diversas camadas de
defesa imunologica que limita as op¢des para o transplante de cancer humano; estes
incluem mecanismos inatos (mediados por complemento, macréfagos e neutrofilos),
bem como respostas imunes adaptativas (rejeicdo mediada por anticorpos) (Li et al.,
2019). Além disso, camundongos nus mostram vazamento de células T com a idade
(Giovanella et al., 1985).

Apesar disso, camundongos nus tém sido utilizados como receptores para o
transplante de células tumorais humanas, evoluindo desde camundongos
transplantados com derivados de linhagem celular até camundongos geneticamente
modificados e modelos de xenoenxerto de tecidos (Sharma et al., 2010; Suggit et al.,
2005). Os modelos mais comumente usados sao gerados pela injecao subcutanea de
linhagens celulares cultivadas in vitro a partir de tumores humanos em hospedeiros
imunodeficientes (van Weerden et al., 2000). Os implantes realizados a partir de linhas
celulares estabelecidas sdo chamados de “indiretos”, devido a longos periodos de
crescimento in vitro de células cancerosas (geralmente décadas) desde a aquisicéo
de pacientes e a implantacdo em animais, e podem sofrer implante ortotépico ou
heterotépico (Figura 9A). Os modelos ortotopicos séo tecnicamente mais desafiadores
e demorados. Este método envolve a implantacdo direta no 6rgdo do camundongo
receptor. Em alguns casos, podem ser necessarios estudos adicionais por imagem
para verificar a localizagdo dos enxertos tumorais durante e apds o implante (Siolas
et al., 2013). Ja os modelos heterotopicos envolvem a implantacdo de células tumorais
no flanco subcutadneo do camundongo (Kim et al., 2009). Este modelo é simples de
gerar e mostra crescimento consistente de tumores entre animais, € como O

crescimento muito rapido € a principal marca registrada das linhagens celulares,
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apresentam um forte historico de uso em pesquisas que tém como alvo preferencial a
proliferacdo (Cree et al.,, 2010). Os modelos de enxerto de linhagem celular sé&o
frequentemente usados para entender a genética do cancer e os mecanismos de
resisténcia a medicamentos, além de permitir a validagdo do conceito in vivo nos
estagios relativamente iniciais do desenvolvimento da droga. A popularidade desses
modelos se deve a alta disponibilidade, aos custos reduzidos em comparacao aos

outros modelos e as altas taxas de obtencao (Whittle et al., 2015).

A Modelo Indireto de Xenoenxerto

Tumor

/ Heterotopico
Tumor do == | Linha celular

paciente
\ Tumor

Ortotopico

B Modelo Direto de Xenoenxerto
Tumor
/ Heterotépico
Tumor do
paciente
\ Tumor
Ortotépico

Figura 9: Comparagdo de modelos de xenoenxertos atuais. (A) Xenoenxertos
indiretos sdo criados a partir de linhas celulares estabelecidas e podem sofrer implantacéo
heterotdpica ou ortotdpica. (B) Xenoenxertos diretos sao criados a partir de fragmentos
tumorais de pacientes originais sem um intermediario de linha celular. Adaptado de Kim et al.
(2009).

Embora sejam adequados para pesquisas moleculares e genéticas, bem como
para analises bioquimicas e mecanicistas, as diferencas marcantes entre o ambiente
de cultura celular in vitro e o ambiente de tumor in vivo levantam preocupacdes de que

elas podem nao ser totalmente representativas dos tumores humanos (Ben-David et
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al., 2017). Dentro dos tumores, as células tumorais sdo normalmente capazes de
crescerem com reduzida ligagdo ao substrato (geralmente proteinas da membrana
basal) e a outras células. Por outro lado, ao adaptar as linhagens celulares para
crescer no meio de cultura celular, o que proporciona um microambiente muito
diferente daquele que elas experimentaram no tumor nativo, estas podem se tornar
dependentes de fatores de crescimento fornecidos, como soro ou outros suplementos,
e frascos que incentivam a aderéncia celular (Fernando et al., 2006). Além disso, a
maioria das linhagens celulares tendem a perder as caracteristicas heterogéneas dos
tumores originais pela pressao seletiva na cultura de células in vitro (Khaled et al.,
2014), e assim ineficientemente representam a heterogeneidade intratumoral e o
amplo espectro mutacional existente na doenca (Radiloff et al., 2008; Cree et al.,
2010). Infelizmente, a cultura de longo prazo tende a se refletir em maior instabilidade
genética e importantes alteragdes fenotipicas, convertendo-as em entidades distintas
do tumor original e destituidas de significancia clinica (Radiloff et al., 2008; Cree et al.,
2010). Outra preocupacao com o uso de populacdes homogéneas de células em
linhagens celulares é baixa propor¢cdo de células correspondentes a células-tronco
cancerosas (células iniciadoras de tumor). Tais células in vivo sdo resistentes a muitos
medicamentos e provavelmente sdo responsaveis pela reincidéncia do cancer apés o
tratamento aparentemente bem-sucedido. Em alguns casos, a alteracdo desse
fendtipo pode ser viavel, porém, outras estratégias terapéuticas podem exigir drogas
gue atuem em diferentes alvos (Wurdak et al., 2010). Contudo, vale salientar que a
realizacdo de ensaios de formacédo de tumor, com base na propriedade Unica das
células-tronco de sobreviver e crescer em cultura em suspenséo, sao aplicados com
sucesso para enriquecer células-tronco de amostras de linhagens de células
cancerosas (Pizon et al., 2016). Foi relatado que as tumoresferas superexpressam
fatores neoangiogénicos e citoprotetores, além de genes de pluripoténcia (Liu et al.,
2013; Ponti et al., 2005). Por fim, o desenvolvimento de modelos de pesquisa que
representem melhor a substancial heterogeneidade e complexidade biolégica dos
tumores humanos se coloca como um passo essencial para avancar a oncologia de

precisao.

Em resposta a estas e outras preocupagdes, a modelagem através de enxerto
direto de tecido tumoral humano em camundongos imunodeficientes tém recebido

interesse crescente. Tais modelos diretos de xenoenxerto, gerados diretamente a
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partir de amostras de tumores de pacientes sem linhagem intermediaria (Figura 9B),
foram denominados como “modelos de xenoenxerto derivado de paciente” (PDX,
patient-derived xenograft) (Van Cutsem et al., 2004). Embora os tumores variem na
gravidade de seus sintomas e nas espécies que podem ser usadas para um modelo
especifico de céancer, os modelos mais frequentemente utilizados empregam um
protocolo basico semelhante para a geracao de xenotransplantes (Figura 10). Apés o
paciente ser submetido a resseccéo cirdrgica ou outros procedimentos médicos, uma
parte do tumor da cirurgia é inserido no meio de preservacédo e o tumor é seccionado
em pequenos fragmentos. Os fragmentos frescos sao implantados por via subcuténea
(transplante heterotopico) ou diretamente no 6rgéo (transplante ortotopico) de animais
receptores. A primeira geracdo de camundongos que recebem os fragmentos de
tumor do paciente € frequentemente designada FO. Os tumores que se desenvolvem
com sucesso sdo dissecados e reimplantados varias vezes para gerar grandes
linhagens de camundongos portadores de tumores. Cada geracdo a seguir é
designada F1, F2, F3, ... e Fn (Jung et al., 2018). Para estudos de desenvolvimento
de drogas, o PDX é frequentemente usado a partir da geragédo F3, apos garantir que
o PDX néo tenha divergéncia genética ou histologica do tumor original (Tentler et al.,
2012).
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Colheita na bidpsia ou cirurgia e implantada diretamente
em camundongos imunocomprometidos

Tecido tumoral de Expansao do material tumoral
paciente doador

Poderosa plataforma de pesquisa em
oncologia

Figura 10: Procedimento geral para a geragdo do modelo de xenoenxerto derivado
de paciente (PDX). O modelo de xenotransplante derivado de paciente envolve a coleta da
amostra tumoral de um paciente, transplante de pequenos fragmentos dessa amostra para
um animal receptor, monitoramento do crescimento tumoral e, se necessario, a passagem do
PDX para um novo animal. Neste contexto, os camundongos imunodeficientes s&o
comumente utilizados como modelos receptores, devido a reduzida taxa de rejeicdo do
transplante. O PDX oferece uma plataforma valiosa para estudar o comportamento do tumor
humano, testar tratamentos e investigar respostas individuais a terapias especificas,
contribuindo para o desenvolvimento de terapias personalizadas e medicina de precisao.

Os xenoenxertos derivados do paciente aliviam alguns dos problemas
levantados pelo uso de linhas celulares. Considera-se que os xenotransplantes diretos
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do tumor mimetizam com mais precisédo os tumores humanos do que os transplantes
indiretos de linhagem celular se comparados os perfis histoldgicos e de expresséo
génica de camundongos a pacientes (Rubio-Viqueira et al., 2009). Enquanto as linhas
celulares crescem in vitro sob condicdes especificas de cultura de tecidos, apenas
uma porcentagem destas crescera quando transplantadas como xenoenxertos de
linhagem celular, e um nimero menor formara metéastases (Rottenber et al., 2010).
Em contraste, as linhas PDX s&o, por sua natureza, estabelecidas e mantidas in vivo,
e demonstraram reter um notavel grau de fidelidade bioldgica, histolégica, genémica,
transcriptdmica e de biomarcadores com seus tumores de origem (Dobrolecki et al.,
2016). Eles sédo capazes de replicar com precisdo o0 crescimento tumoral, a
diversidade de células tumorais e progressao tumoral, incluindo potencial metastatico
(Tentler et al., 2012). Provavelmente, isso se deve aos efeitos do microambiente do
tumor. Nos modelos PDX, as células tumorais crescem em microambientes tumorais
fisiologicamente relevantes que imitam os niveis de oxigénio, hormoénio e nutriente
encontrados no local primario do tumor do paciente. A maioria dos xenoenxertos
diretos cresce com elementos estromais consideraveis e recapitula a arquitetura
histolégica do tumor original do paciente apés varias passagens em camundongos
(Rubio-Viqueira et al., 2006). Os xenoenxertos diretos também tém sido utilizados
para identificar e enriquecer subpopulacdes de células distintas, como células
iniciadoras de tumor (células-tronco cancerosas), em uma variedade de sistemas de
orgaos sélidos (Li et al., 2007; Al-Hajj et al., 2003). Quando utilizados adequadamente,
0s modelos de xenoenxerto direto também predizem com confiabilidade a resposta
clinica as intervencdes terapéuticas. Uma associac¢ao significativa foi observada entre
as respostas aos medicamentos em pacientes e os modelos PDX correspondentes
em 87% (112/129) dos resultados terapéuticos (Izumchenko et al., 2017). Além disso,
varios pesquisadores relataram uma alta taxa de concordancia de resposta ao
medicamento em pacientes e seus modelos PDX (Zhang et al., 2013; Stewart et al.,
2015), indicando que esses modelos podem funcionar como modelos “espelho” para
0s pacientes doadores. Assim, os modelos PDX sdo reconhecidos como modelos
precisos e clinicamente relevantes. Em resumo, as principais caracteristicas e
vantagens dos modelos PDX sé&o: () preservacéo do perfil genético do tumor primario
e estabilidade ao longo de passagens em varios animais; (Il) retencdo das

caracteristicas histolégicas e fenotipicas do tumor, como sua arquitetura de tecido, e
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a manutencao dos componentes do estroma e das células-tronco, interacdes célula a
célula e distribuicdo espacial; (Ill) amplificacdo do material tumoral para facilitar a
analise da biologia do cancer, como caracterizagdo tumoral e identificacdo de
biomarcador; (IV) geracdo de uma coorte de camundongos com o0 mesmo tumor que
pode ser usada como modelo pré-clinico para testar e prever a resposta ao

medicamento anticancer (Moiola et al., 2018).

Em contrapartida, embora representem uma das abordagens mais promissoras
para o estudo da biologia do cancer e para o desenvolvimento de novas drogas
anticancer, os PDXs ndo sdo modelos perfeitos e apresentam as suas limitacoes.
Primeiro, para estabelecer um modelo de tumor PDX, o periodo de laténcia pode variar
entre 2 e 12 meses e a taxa de enxerto com sucesso varia entre 23 e 75%,
dependendo do tipo de tumor (Radiloff et al., 2008). Esses niumeros se traduzem como
obstaculo importante a sua eventual aplicagcdo na medicina personalizada, refletindo
em altos custos operacionais, o que torna inviavel o estabelecimento rotineiro de
modelos PDX. Segundoos tumores de PDX sao dificeis de manipular geneticamente,
, uma vez que nao sdo mantidos in vitro, limitando o desempenho de estudos
genéticos e de biologia celular. Terceiro, embora a heterogeneidade e a maioria das
caracteristicas biologicas originais do tumor sejam mantidas, apenas pequenos
pedacos do tumor primario é usado, o que significa que ha potencial perda de
informag6es do tumor (Moiola et al., 2018). Outro inconveniente esta relacionado ao
sistema imunologico comprometido dos camundongos receptores, tornando os PDXs
incapazes de recapitular com precisdo as complexas interacdes entre as células
neoplasicas e as células imunes, restringindo a avaliacdo de terapias com agentes
imunomoduladores (Hidalgo et al., 2014). Em adicdo, o estroma humano do tumor
transplantado no camundongo € substituido por estroma murino ao longo de
diferentes geracdes (Depreeuw et al., 2015). Por fim, a grande variabilidade
metodoldgica, incluindo as linhagens animais utilizadas, com seus diferentes niveis
de imunossupressao e as técnicas de implante (subcutaneo ou ortotopico), limita
significativamente a consisténcia dos dados obtidos para um mesmo tipo de tumor, e
dificulta a comparacdo entre os estudos (Hidalgo et al., 2014). Apesar dessas
limitagbes, o uso dos PDXs emerge como um instrumento com grande potencial para

avancar o conhecimento sobre a patogénese do cancer e de comorbidades
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associadas ao cancer, como a caquexia para permitir o exame de abordagens

inovadoras para o cuidado dos pacientes.

1.8.Modelo animal de caquexia induzida por xenotransplante de

adenocarcinoma pancreatico humano

A pesquisa do cancer se baseia em investigar sistemas-modelo que espelham
a biologia de tumores humanos. Historicamente, a pesquisa da caquexia murina tém
predominantemente utilizado linhagens celulares tumorais implantadas, como
carcinoma de pulmdo de Lewis (Marks et al., 2003; Marks et al.,, 2001),
adenocarcinoma colorretal (Joppa et al., 2007; Vos et al., 2004), sarcomas singénicos
(Marks et al., 2001; DeBoer et al., 2007) e outros tipos de neoplasias estaveis. Ainda
gue esses tumores demonstrem ser semelhantes, de muitas maneiras, as neoplasias
causadoras de caquexia em humanos e sejam capazes de reproduzir as
caracteristicas-chave da caquexia do cancer, incluindo anorexia, perda de peso, perda
de massa magra e gorda e aumento do gasto energético (Marks et al., 2003), as
linhagens celulares implantadas ndo apresentam metastase significativa - uma
diferenca fundamental das neoplasias causadoras de caquexia em humanos. No que
diz respeito a etiologia da caquexia, as linhas tumorais comumente usadas induzem
a caquexia através da liberacdo de fatores indutores de caquexia (citocinas e
prostaglandinas) e estimulacdo das interacdes tumor-hospedeiro (Deboer, 2009).
Embora esses modelos tenham proporcionado a maior parte do conhecimento atual
sobre caquexia, eles ndo representam totalmente a complexidade da caquexia do
cancer humano. Portanto, € imperativo que 0os modelos animais para estudos pré-
clinicos imitem de perto a condicdo humana para maximizar a traducdo dos

resultados.

Outro ponto que as linhagens celulares ndo conseguem reproduzir € a
heterogeneidade caquética. Embora certos tipos de tumores sejam mais comumente
associados a caquexia, mesmo com 0 mesmo tipo de tumor, h& variagcdes na extenséo
em que os pacientes apresentam caquexia. Por exemplo, no cancer de pancreas, 85%

dos pacientes se tornam caquéticos, mas 15% nédo (Tisdale et al., 2009). Essa
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heterogeneidade pode resultar de alteragcbes genéticas, transcriptbmicas,
epigenéticas e fenotipicas do tumor ou do hospedeiro que contribuem para o
desenvolvimento da caquexia. A heterogeneidade do tumor pode ser dividida em
heterogeneidade intertumoral e intratumoral. Acredita-se que a heterogeneidade
intertumoral, que se refere a heterogeneidade entre pacientes que abrigam tumores
do mesmo tipo histoldgico, resulte de fatores especificos do paciente, incluindo
variacdes genéticas da linha germinativa, diferencas no perfil de mutacao somatica e
fatores ambientais. J4 a heterogeneidade intratumoral pode se manifestar como uma
distribuicdo desigual de subpopula¢des tumorais geneticamente diversas dentro do
préprio tumor, além de apresentar variagdes dinamicas na diversidade genética ao
longo do tempo (Dagogo-Jack et al., 2018). Apesar da proliferacdo de estudos de
heterogeneidade tumoral na literatura, inclusive no PDA, questdes fundamentais
relacionadas a caquexia do cancer permanecem inexploradas. Desse modo, a
compreensao mecanicista da dinamica tumoral associada a caquexia é essencial para

elucidar a forgca motriz por tras de cada padréo de debilidade.

Ainda que seja dificil postular os mecanismos especificos que levam a
heterogeneidade caquética, propde-se que diferencas nos drivers moleculares podem
estar envolvidas. Por exemplo, os tumores expressam niveis variaveis de citocinas
pré-inflamatérias, uma fonte potencial de variacdo (Gerber et al., 2018). Em uma era
da medicina de precisdo, esses perfis de citocinas podem ter valor como uma
ferramenta de diagndstico e progndstico, no sentido de compreender o potencial
metastatico e prevenir a caquexia do cancer. Além disso, polimorfismos de
nucleotideos germinativos em genes ligados as taxas de producéo de citocinas estéao
associados ao desenvolvimento de caquexia (Tan et al., 2010), especificamente em
relacdo a IL-6 no cenario de cancer pancreatico (Zhang et al., 2008), sugerindo que a
genética do paciente pode estar na raiz do fenétipo da caquexia. Curiosamente, o grau
de caguexia parece nao estar relacionado a carga tumoral. Em vez disso, pode estar
relacionado a interacdo imunologica do hospedeiro com o tumor em nivel local e
sistémico. E provavel que algumas citocinas apenas atuem localmente e causem a
regulacdo positiva de outras citocinas que tém um efeito sistémico. Essas citocinas
podem conduzir a expressdo de genes relacionados a atrofia no musculo, levando a
caquexia (Gerber et al., 2018). Dada a heterogeneidade do céncer e as diferencas

entre pacientes, estudos recentes destacaram a necessidade de expandir e
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caracterizar rigorosamente métodos experimentais para modelar a caquexia humana
(Michaelis et al., 2017).

Dentro de um contexto sistémico metabdlico complexo, o uso de modelos PDX
permite entender melhor os perfis das citocinas no microambiente tumoral e na
circulacdo sistémica e a relacdo com a caquexia do cancer. Os modelos PDX
preservam a heterogeneidade caquética encontrada em pacientes e estao associados
a perfis exclusivos de citocinas entre diferentes PDX, afetando o fenétipo caquético
(Gerber et al., 2018). Além disso, o modelo PDX oferece a capacidade de avaliar o
tecido de cancer humano e citocinas humanas. Ao avaliar 53 pacientes com PDA
avancado, Kays et al. (2018) identificaram trés fenotipos distintos de caquexia. A
maioria dos pacientes (64%) teve perda de massa muscular e gordura, enquanto 17%
tiveram perda somente de gordura e 19% nao apresentaram perda de massa
muscular. Consequentemente, o fato de mudltiplos fenotipos emergirem nesta
populacdo uniforme levanta a suspeita de que a heterogeneidade molecular e / ou
genética esta presente nos tumores ou nos hospedeiros. Em uma era de crescente
interesse na medicina personalizada, modelos PDX permitem a implantacéo de tecido
tumoral de varios pacientes para fornecer diversidade genética e, além disso, elucidar
essas diferencas poderia levar a terapias mais direcionadas. As diferencas genéticas
entre os individuos contribuem para a suscetibilidade diferencial ao cancer e, sem
duvida, a eficacia e toxicidade variaveis da terapéutica farmacologica (Radiloff et al.,
2008). Dessa forma, o desenvolvimento e a padronizacado de modelos animais podem
aumentar a previsibilidade da resposta a terapia anticaguética e ser utilizada como

ferramenta para otimizar o cuidado de pacientes com caquexia.

Estabelecer modelos adequados é uma das pedras angulares da pesquisa
sobre a caquexia. Para projetar uma terapia que aborda as causas e manifestacdes
da caquexia, se faz necessario expandir a compreensao da fisiopatologia da caquexia
por meio de modelagem pré-clinica. Como a caquexia esta, por definicdo, ligada aos
processos subjacentes as doencas, um modelo de caquexia deve ser capaz de
atender a trés critérios: (i) o processo subjacente a doenca é conhecido por causar
caquexia nos humanos; (ii) o processo da doenca e a caquexia resultante podem ser
induzidos de forma reproduzivel e consistente em um organismo modelo; e (iii)) o
modelo recapitula um nimero maximo de sistemas e processos implicados na

caquexia (Michaelis et al., 2017).



63

Com esses critérios em mente, uma estrutura fisiopatolégica ideal para a
pesquisa de caquexia é o adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA). Dentre todas as
formas de malignidade, pacientes com PDA tém a maior prevaléncia e frequentemente
desenvolvem o0s graus mais graves de caquexia, manifestando-se em
aproximadamente 83% dos casos (Wingmore et al., 1997). Ainda que a resisténcia as
terapias atuais e o dificil diagnéstico da malignidade em estagio inicial sejam
importantes fatores para a alta taxa de mortalidade de pacientes com PDA, a sindrome
da caquexia também contribui para a baixa sobrevida dessa doenca, estimando-se
gue seja a causa direta da morte em 33% de todos os pacientes com cancer de
pancreas (Bachmann et al., 2009), e muitos outros tornam-se incapazes de tolerar
tratamentos de quimioterapia ou cirurgia devido a diminuicdo do status de
desempenho associado a caquexia (Prado et al., 2007; Ross et al., 2004). Em
pacientes com cancer de pancreas, a perda de peso é um sintoma de apresentacéo
com perda de peso média de 14,2% entre os individuos. Essa perda € progressiva
nos 6 meses seguintes, aumentando para aproximadamente 24,5% na dultima
avaliacdo antes da morte (Khaled et al., 2014). A perda de peso é um importante fator
prognaostico no cancer; portanto, quanto maior a extensao da perda de peso, menor o
tempo de sobrevivéncia. Uma possivel razdo para as abordagens atuais ndo terem
sucesso na sobrevivéncia a longo prazo é que elas néo tratam a caquexia, que € uma
das principais causas subjacentes da mortalidade por PDA (Aoyagi et al., 2015).
Assim, a medida que a pesquisa continua a diagnosticar e tratar o PDA de maneira
mais eficaz, o gerenciamento da caquexia fornece uma estratégia adicional para

diminuir a morbimortalidade do paciente.

Nas ultimas décadas, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento
de modelos de camundongos que reproduzem de perto a condicdo humana. No
entanto, devido a escassez de modelos que recapitulem os diferentes fenétipos da
caquexia em uma populacdo homogénea de doencas, pesquisas que buscam
esclarecer as diferencas clinicas, moleculares e genéticas entre 0s mesmos tipos de
tumores de pacientes distintos sao indicadas, pois as terapias que visam a causa
precisa da caquexia sdo essenciais para alcangar resultados ideais. De fato, uma das
razdes para a alta taxa de falhas de novos agentes nos estudos clinicos de fase lll, é
a falta de modelos pré-clinicos que capturam a heterogeneidade dos tumores nos

pacientes (Siolas et al., 2013). Em contrapartida, estudos recentes indicam que 0s
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xenoenxertos de cancer pancredtico direto podem ser utilizados para rastrear
efetivamente agentes terapéuticos quando implantados heterotopicamente em
camundongos nus (Rubio-Viqueira et al., 2006). Esses sistemas sdo Uteis para
modelar a condicdo humana, contornar as restricdes e lidar com problemas de

estudos clinicos e explorar diferentes estratégias para fins terapéuticos.

1.9.Modulacédo controlada de 6xido nitrico para terapia da caquexia do

cancer

A modulacdo do estresse oxidativo pode ser uma abordagem plausivel para
reduzir o hipermetabolismo e as perdas de proteina do musculo esquelético
associadas a caquexia. Um obstaculo a essa abordagem € a necessidade de
desenvolver um sistema antioxidante que seja capaz de penetrar na matriz
mitocondrial para ajudar a reduzir diretamente o excesso de ROS mitocondriais.
Recentemente, um crescente corpo de evidéncias tem sugerido o 6xido nitrico (NO)
como um sistema de defesa antioxidante essencial para a manutencdo da

homeostase oxidativa celular (Tousoulis et al., 2012).

O NO é uma molécula de gas hidrofébico com alto coeficiente de difuséo, capaz
de interagir com diversos alvos intracelulares para regular uma série de processos
fisiologicos, como vasodilatacdo, permeabilidade vascular, broncodilatacéo,
inflamacédo, angiogénese, agregacdo plaquetaria, expressdo génica, comunicacao
neuronal, secrecdo hormonal, mobilidade gastrointestinal e cicatrizacdo de feridas
(Alimoradi et al., 2019). Especificamente, o papel do NO na regulacdo da atividade
fisiologica do musculo esquelético, inclui o acoplamento excitacdo-contracao,
autorregulacao do fluxo sanguineo, homeostase do calcio, bioenergética, miogénese

e reparacdo muscular (De Palma et al., 2012).

O NO é gerado no ciclo citrulina-NO pela atividade enzimética da NO sintase
(NOS) (Figura 11), uma familia de enzimas NADPH-dependentes presentes na
maioria das células e tecidos (Stuehr et al., 2019). S&o conhecidas trés isoformas de
NOS, codificadas por diferentes genes: a NOS endotelial (eNOS) que esta presente

principalmente no endotélio vascular e é codificada pelo gene NOS3; a NOS neuronal
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(nNOS), codificada pelo gene NOS1, é expressa predominantemente no tecido
nervoso e no musculo esquelético; e por fim, a NOS induzivel (iNOS) codificada pelo
gene NOS2 que exerce um papel no sistema imunoldgico e cardiovascular (Zhou et
al., 2018). Dentre as trés isoformas de NOS, a nNOS e a eNOS séo consideradas
cNOS, ou seja, sao expressas constitutivamente. Por outro lado, a INOS é expressa

em resposta a estimulos inflamatérios (Guimarées et al., 2021).

L-Citrulina
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Figura 11: Representacao esquematica do ciclo citrulina-NO. A via da citrulina-NO é uma
importante rota bioquimica que envolve a producéo de éxido nitrico a partir da arginina. Nessa
via, a arginina é convertida em citrulina pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A
NOS catalisa a oxidacdo da arginina e a producdo de citrulina, simultaneamente liberando
uma molécula de éxido nitrico. A via da citrulina-NO desempenha um papel fundamental na
homeostase e na fun¢do normal do organismo, sendo alvo de estudos e pesquisas devido as
suas implicacdes em varias condices fisioldgicas e patoldgicas. Legenda: NOS - Oxido nitrico

sintase; ASS - argininosuccinato sintase; ASL - argininosuccinato liase.

Todas as trés isoformas da NOS sdo expressas no musculo esquelético. A
NNOS foi detectada em varios musculos humanos, incluindo os musculos
gastrocnémio e tibial anterior. A NOS neuronal é abundante na superficie das fibras
do tipo Il (contracdo rapida), enquanto € menos representada nas fibras do tipo |
(contracéo lenta) (Kapur et al., 1997). Da mesma forma, a eNOS foi descrita em varios
musculos como uma proteina da membrana periférica. Em contrapartida, o RNA

mensageiro da iINOS esté ausente ou presente em niveis muito baixos nos musculos
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esqueléticos em condi¢des fisiologicas (De Palma et al., 2012). Ambos nNOS e eNOS
produzem NO em niveis fisiol6gicos baixos por curtos periodos. Por outro lado, aiNOS
€ expressa no musculo esquelético principalmente sob condi¢des inflamatérias
graves. Sua ativacdo € induzida por varios agentes, incluindo lipopolissacarideos e
citocinas, como interferon-g, IL-1 ou TNF-a, e produz um excesso temporario de NO
(Coleman, 2001). Adicionalmente, estudos demonstram que a iINOS tem preferéncia
pela utilizacdo da L-arginina citosolica para a producdo de NO (Xia et al., 1997),
enquanto a cNOS depende de um reservatdrio compartimentalizado de L-arginina que
€ produzido a partir da reciclagem da L-citrulina pelo ciclo citrulina-NO (Flam et al.,
2007). Nesse sentido, a enzima arginossuccinato sintase (ASS), que € a enzima
limitante desse ciclo (Lameu et al., 2010), controla estritamente a producdo de NO
pela cNOS. Por outro lado, aiNOS é capaz de produzir altos niveis de NO por periodos
prolongados, uma vez que a concentracdo citosodlica de L-arginina ndo é limitada
(Guimarées et al., 2021; Coleman, 2001). Contudo, se o NO desempenha um papel
protetor ou prejudicial na regulagdo da massa muscular depende de seu efeito

guantitativo, precursor e distribuicdo nas células do musculo esquelético.

A perda muscular especifica do tipo de fibra pode ser devido a diferencas
intrinsecas no sistema oxidante / antioxidante. Como ja comentado, os musculos
oxidativos (predominantemente fibras do tipo | e / ou lla) sdo mais resistentes a atrofia
do que os musculos glicoliticos (predominantemente fibras do tipo lix e / ou llb)
(Acharyya et al., 2005). Ainda que a relacdo entre os mecanismos moleculares e a
perda muscular especifica do tipo de fibra permaneca pouco elucidada, foi
demonstrado que os musculos oxidativos tém expressao e atividade mais robustas de
enzimas antioxidantes do que os musculos glicoliticos (Hollander et al., 1999), e ha
menos producdo de superdxido mitocondrial nas miofibras oxidativas do que nas
miofibras glicoliticas (Anderson et al., 2006), sugerindo que um sistema antioxidante
fornece protecdo adicional contra o catabolismo muscular (Figura 12). A propdsito,
sob condicdes de estresse oxidativo excessivo, 0 NO é descrito como uma importante
defesa antioxidante, pois neutraliza rapidamente radicais, especialmente o
superoxido, neutralizando-o e protegendo as células contra a inducdo de processos
oxidativos (Soneja et al. 2005, Toledo et al. 2012, Lira et al. 2007). Em suas pesquisas,
Yu et al. (2008) apresentaram trés principais descobertas: (I) a oxidacdo de proteinas

e a expressao de ligases E3 foram menores nos musculos oxidativos do que nos
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glicoliticos em resposta a estimulos caquéticos; (1) a producdo de NO e a expresséo
de genes antioxidantes foram maiores nos musculos oxidativos do que nos
glicoliticos; e (Ill) doadores de NO atenuaram as respostas musculares atroficas
tanto in vitro quanto in vivo. A vista disso, levanta-se a possibilidade da relacéo de
causa-efeito entre as defesas antioxidantes dependentes de NO e a protecao
muscular, devido a maior producédo de NO por musculos oxidativos em comparacao

com musculos glicoliticos.
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Figura 12: Representacdo esquematica de protecdo associada ao fenotipo oxidativo
contra a perda de massa muscular. Os musculos oxidativos possuem uma maior
capacidade de utilizacdo de gorduras como fonte de energia, 0 que 0s torna menos propensos
a degradacéo proteica para suprir as necessidades energéticas do organismo. Além disso, 0s
musculos oxidativos apresentam uma maior expressao de enzimas antioxidantes, que
auxiliam na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio, prevenindo danos oxidativos e
inflamac&o cronica, que séo fatores importantes na progresséo da caquexia. Adaptado de Yu
et al. (2008).

A interacdo entre NO e ROS modula o ténus vascular. A isoforma eNOS

mantém o ténus vascular por meio da sintese intrinseca de NO, inibindo a adesé&o de
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leucocitos e plaquetas ao endotélio impedindo o estado pré-inflamatério. Sugere-se
gue o aumento da producdo de ROS esteja relacionado a supressdo da expresséo e
funcdo da eNOS (Farrow et al., 2008). Além disso, o peroxinitrito resultante da
eliminacdo de NO por ROS, ndo apenas oxida o DNA, proteinas e lipidios, mas
também induz a apoptose e interfere em importantes vias de sinalizacao vascular.
Assim, o aumento de ROS e subsequente aumento de peroxinitrito sdo conhecidos
por reduzir a biodisponibilidade do NO e causar disfuncao endotelial (Matsubara et al.,
2015). Em contrapartida, uma vez que o endotélio desempenha um papel fundamental
na regulacdo do recrutamento de células do sangue durante a inflamacao (Dimmeler
et al., 1997), a funcdo do NO em atuar como mecanismo de controle intracelular para
proteger as células endoteliais de serem levadas a apoptose sob estimulacédo de
espécies reativas e citocinas pode contribuir para a integridade de células endoteliais.

Por mais que o NO exer¢ca uma ampla gama de efeitos no contexto tumoral
(Coutinho et al., 2023), vale salientar que seus efeitos variam entre pro-tumorais e
anti-tumorais, bem como pré-metastaticos e anti-metastaticos, dependendo das
concentracbes celulares. Em concentracdes baixas, o NO pode promover a
angiogénese, estimular a proliferacdo celular, oferecer protecdo celular, proteger
contra a morte celular programada, porém, também pode aumentar a capacidade
invasiva das células tumorais e favorecer a metastase (Alimoradi et al., 2019). Por
outro lado, em concentracdes elevadas, o NO tem potencial para causar danos no
DNA, intensificar o estresse oxidativo devido a excessiva producdo de éxido nitrico,
promovendo a citotoxicidade e estimular a apoptose. Essa dualidade de efeitos é
frequentemente evidenciada em estudos recentes (Alimoradi et al., 2019; Guimaréaes
et al., 2021; Stuehr et al., 2019).

Além do status antioxidante, o NO tem implicacbes no equilibrio pré-
inflamato6rio das citocinas e nos mecanismos apoptoéticos. Conforme citado, a
liberacdo de citocinas e a regulacéo positiva dos genes inflamatérios dependem em
grande parte da ativacao intracelular do fator de transcricdo NF-kB. Estudos sugerem
gue o NO pode ser importante na regulacéo da intensidade e duracdo da ativacao de
citocinas proé-inflamatérias por estabilizar o IkB, a proteina principal responsavel pelo
controle da ativacdo do NF-kB (Peng et al., 1995). Além disso, o NO é um fator
angiogénico potente, e a angiogénese também pode contribuir significativamente para

0 reparo muscular (Schgoer et al., 2009). Esses argumentos reforcam a alegacéo
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sobre a importancia primaria do NO como um potencial protetor e modulador dos

danos promovidos pela caquexia.

1.10. Peptideo Potenciador de Bradicinina 10c (Bj-PRO-10c)

A caquexia é reconhecida ha muito tempo como um efeito adverso do cancer.
Além de ndo existirem métodos de prevencao existentes, o tratamento atual em
pacientes com neoplasia maligna é paliativo e multimodal, ou seja, ndo héa terapia
padrdao. Embora algumas drogas isoladas aparentemente melhorem os desfechos
clinicos, as abordagens mais efetivas ainda sdo terapias combinacionais direcionadas
aos diferentes mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da caquexia.
Apesar dos esforcos, a busca sistematica por uma terapia para prevenir ou
efetivamente reverter a sindrome de caquexia tem sido infrutifera e decepcionante até
agora. Diante disso, novas pesquisas Sao extremamente necessarias nesta area, a
fim de encontrar terapias eficazes e melhorar a qualidade de vida do paciente. De fato,
a possibilidade de prevenir a caquexia do cancer também pode ser considerada, de
modo que o0s pacientes possam responder melhor ao tratamento antitumoral e,

espera-se, serem curados.

Na ultima década, tem-se demonstrado que alguns peptideos bioativos
isolados da peconha da serpente Bothrops jararaca, os BPPs (peptideos
potenciadores da bradicinina), podem modular a producdo de NO via regulacédo do
ciclo citrulina-NO (Guerreiro et al., 2009). Esses oligopeptideos sdo compostos por 5-
14 residuos de aminoacidos com um piruglutamato e um residuo de prolina nas
posicdes N- e C- terminais, respectivamente (Ferreira et al., 1970; Ondetti et al., 1984).
Essas caracteristicas quimicas conferem a esses peptideos uma atratividade
significativa no ambito da investigacdo e desenvolvimento de medicamentos. Devido
ao notavel conteddo de prolina, estes peptideos demonstram capacidade de
atravessar as membranas celulares e manter sua estrutura intacta por horas (Liu et
al., 2018), além de serem resistentes contra a degradacdo por enzimas como
aminopeptidases, carboxipeptidases e endopeptidases (Cheung et al. 1973). Esses

peptideos bioativos exibem diversas caracteristicas vantajosas para servirem como
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candidatos iniciais no desenvolvimento de medicamentos, alinhando-se com as
abordagens contemporaneas de criacdo de farmacos baseados em toxinas e de
formulacéo de terapias direcionadas a multiplos alvos para doengas complexas, como

€ 0 caso da caquexia.

O primeiro alvo identificado desses peptideos foi a enzima conversora de
angiotensina | (ECA). Devido a acdo como inibidores da ECA, esses peptideos
serviram como modelo estrutural e levaram ao desenvolvimento do primeiro inibidor
nao-peptidico dirigido a essa enzima, o captopril, um dos medicamentos mais bem-
sucedidos para o tratamento da hipertensédo (Georgopapadakou et al., 1981). Além de
ter como alvo molecular a ECA, alguns desses oligopeptideos, assim como o Bj-PRO-
10c (ou BPP-10c, <pENWPHPQIPP>), interagem também com a argininosuccinato
sintase (ASS), promovendo o aumento da atividade in vitro e in vivo, um mecanismo
importante para controlar e manter os niveis de NO (Guerreiro et al., 2009). Os
compostos que aumentam a atividade da ASS e que sustentam a producédo de NO
(evitando a producéo excessiva) podem garantir a biodisponibilidade adequada dessa
molécula para o funcionamento fisiolégico adequado. Relatos demonstram que 0s
niveis de expressdo da ASS estdo alterados numa ampla variedade de tecidos
tumorais comparado ao tecido normal correspondente, que séo elevados em canceres
gastricos e colorretais, mas sdo frequentemente regulados negativamente em
carcinomas hepatocelulares, melanomas e mesoteliomas (Huang et al., 2013). Além
disso, a ASS é uma enzima biomarcador preditivo para o desenvolvimento de
metastase e estd associada com prognostico clinico ruim (Nicholson et al., 2009;
Huang et al., 2013). Adicionalmente, a producdo de NO sustentada pela L-arginina no
ciclo citrulina-NO, preserva a L-arginina intracelular a outras funcfes metabdlicas
(Flam et al., 2007), além de aumentar sua disponibilidade para o uso de células do
sistema imunoldgico, reduzindo as taxas de infeccéo, especialmente em situacdes
gue comprometem a funcdo imunoldgica. Notavelmente, no caso de limitacdo de L-
arginina, como em condi¢cbes fisiopatoldégicas, a NOS também pode produzir

superoéxido (Westphal et al., 2008).

Além disso, as propriedades quimicas desses peptideos os tornam compostos
atrativos para o desenvolvimento de drogas. Por exemplo, o Bj-PRO-10c é um
decapeptideo rico em prolina, caracteristica que |he confere propriedades de

penetracdo celular e resisténcia a protedlise (Gilio et al., 2013). Adicionalmente, o Bj-
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PRO-10c diminui a peroxidacgéo lipidica, protege contra o estresse oxidativo e ainda

mantém o potencial de membrana mitocondrial (Querobino et al. 2018).

Outro possivel alvo para o Bj-PRO-10c é o sistema nervoso central (SNC), uma
vez que o decapeptideo identificado acima também foi encontrado no cérebro de
camundongos apos administracéo sistémica (Silva et al., 2008), sugerindo que o Bj-
PRO-10c pode atravessar a barreira hematoencefalica, provocando efeitos mediados
centralmente. De fato, in vitro, o Bj-PRO-10c altera a liberacdo dos
neurotransmissores GABA e glutamato (Lameu et al., 2010), além de potencializar o
ciclo da citrulina-NO (Oliveira et al., 2010). Em conjunto, esses efeitos neuronais
podem realizar modulacéo de diversas funcbes como autondmica, comportamental e

outras.

Visto que o Bj-PRO-10c apresenta inumeras caracteristicas vantajosas,
consistentes com as tendéncias atuais do desenvolvimento de farmacos inspirados
em toxinas, investigar a eficiéncia desse peptideo em caquexia induzida por
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA) abre oportunidades para o
desenvolvimento de drogas que combinem a ECA e ASS como alvos moleculares,
inibindo a formacédo de Ang Il e induzindo a reciclagem de L-arginina / NO, e assim,

bloqueando as vias de transducao de sinal de caquexia (Figura 13).
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Figura 13: Representagcdo esquematica do potencial terapéutico do Bj-PRO-10c como

modulador da caquexia. O oligopeptideo Bj-PRO-10c apresenta efeito inibitério sobre a
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enzima conversora de angiotensina (ECA), impedindo a formacéo de angiotensina Il (Ang II).
Além disso, ele interage com a argininosuccinato sintase (ASS), aumentando sua atividade
tanto em testes in vitro quanto in vivo, promovendo o controle dos niveis de 6xido nitrico (NO).
Ao investigar sua eficiéncia na caquexia induzida pelo adenocarcinoma ductal pancreatico,
abrem-se novas oportunidades de desenvolver medicamentos que combinem ECA e ASS
como alvos moleculares. Essa combinagdo inibiria a formacédo de Ang Il e estimularia a
reciclagem de L-arginina / NO, bloqueando assim as vias de sinalizacdo da caquexia.
Legenda: NOS - Oxido nitrico sintase; ASS - argininosuccinato sintase; ASL -

argininosuccinato liase.

Considerando que a pesquisa sobre os mecanismos da caquexia e terapéutica
tem o potencial de fornecer beneficios clinicos e até de sobrevivéncia para pacientes
com cancer, o presente trabalho teve como um de seus objetivos estabelecer as
caracteristicas principais de dois modelos animais de caquexia associada ao PDA,
criando plataformas poderosas para estudos futuros que exploram os sistemas
fisiologicos envolvidos na caquexia e para novas intervencgdes que impedem, retardam
ou revertem esse fendbmeno. Postulamos que esses modelos pré-clinicos devem ser
comparados com a caquexia do cancer em humanos principalmente em termos de
carga tumoral, efeitos na ingestdo de alimentos, peso e composi¢cdo corporal,
atividade locomotora, estado inflamatério e tendéncia a metastase. Adicionalmente,
esses modelos foram submetidos a uma nova abordagem terapéutica multimodal que
possui acdes sinérgicas em diferentes vias relacionadas ao desenvolvimento da
caquexia. Finalmente, e acima de tudo, o desenvolvimento de um droga anti-caquética
para a prevencdo e tratamento da caquexia do cancer se faz extremamente
impactante na clinica médica para combater essa doenca silenciosa, pois pode
melhorar a qualidade de vida e aumentar a expectativa de vida dos pacientes, além
de diminuir custos com hospitalizacbes, complicacbes secundarias e, o0 mais

importante, casos de mortes em todo o mundo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

(I) Estabelecer e caracterizar um modelo animal de caquexia induzida por
xenotransplante de adenocarcinoma pancreatico humano a partir de bidépsias de dois
pacientes e; (lI) avaliar o potencial do Bj-PRO-10c em aliviar sintomas e alteragdes
metabdlicas provocados pela caquexia induzida por PDA nos modelos animais.

2.2. Objetivos especificos

- Mimetizar a perda de massa muscular e tecido adiposo observada em pacientes com

cancer pancreatico em camundongos por meio do xenotransplante de PDA;

- Avaliar a ingestéo de alimentos ao longo do tempo através da medi¢do da quantidade

de alimentos consumida a cada 72h;

- Monitorar o desempenho comportamental dos animais, incluindo atividade
locomotora, niveis de ansiedade e forca sustentada, por meio de testes

comportamentais realizados no teste de campo aberto.

- Avaliar as manifestacdes locais da caquexia em varios tecidos, incluindo musculos
esqueléticos, tecido adiposo, coracao, figado, baco, rim, pulméo e cérebro, por meio

de medicOes e pesagens;

- Analisar a expressdao de genes catabdlicos e termogénicos nos musculos

esqueléticos e tecido adiposo utilizando a técnica de gRT-PCR;

- Avaliar os efeitos da administracdo crénica do Bj-PRO-10c nos modelos in vivo

comparando camundongos tratados com camundongos nao tratados;

- Avaliar os efeitos do Bj-PRO-10c in vitro contra o estresse oxidativo em mioblastos,

medindo a producgéo de superoxido ao longo do tempo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Metodologia in vitro

3.1.1 Sintese e Purificacao

A sintese de Bj-PRO-10c (\ENWPHPQIPP) foi realizada em um sintetizador
automatizado de peptideos PSSM-8 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japao) por um metodo
de fase solida passo a passo usando a quimica de N-9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc)
(Novabiochem-EMD Chemicals, San Diego, CA). A clivagem do péptido da resina foi
realizada por tratamento com uma mistura de acido trifluoroacético (TFA)/1,2-
etanoditiol/sulfureto de etilmetilo durante 2 h a temperatura ambiente. Ap0s a remocao
da resina por filtracéo e lavagem com TFA, o peptideo sintético bruto foi purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa preparativa (Shimadzu
Corp) em uma coluna YMC-Pack ODS (20 mm 3 150 mm (YMC, Kyoto, Japéo),
usando um gradiente linear de 3 a 20% de CH3CN em 0,1% de TFA, a uma taxa de
fluxo de 7 ml/min. Tanto a pureza quanto a estrutura primaria de cada peptideo
sintético foram confirmadas por HPLC analitica e Espectrometria de massa MALDI-
TOF (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e depois liofilizadas (Edwards Freeze Dryer Super Modulyo Pirani
1001, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) por 48h a — 50°C sob vacuo.

3.1.2 Linhagem e cultivo celular

- (C2C12 ATCC ® CRL-1772™) — Mioblastos murinos

Os mioblastos C2C12 foram cultivados a baixa densidade celular para evitar a
diferenciacdo no meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 ug / mL de
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estreptomicina, 100 U / mL de penicilina e 1,5 g / L bicarbonato de s6dio a 5% de CO-
e 37°C.

- MIA PaCa-2 - Linhagem celular de cancer de pancreas humano

As células MIA PaCa-2 foram mantidas em meio DMEM (Invitrogen, Carlsbad,
CA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2,5% de soro de cavalo, 100
Hg / mL de estreptomicina, 100 U / mL de penicilina e 1,5 g / L bicarbonato de sédio a
5% de CO2 e 37°C.

- PDAO8 — Cultura priméria de células PDX (células de adenocarcinoma ductal

pancreatico)

A linhagem celular PDAO8 foi isolada a partir do tumor sdlido derivado do
paciente 08 com adenocarcinoma ductal pancreativo, conforme realizado e descrito
pelo colaborador Moraes (2018). Para a realizacdo desse procedimento, o xenotumor
foi separado, submetido a uma lavagem com RPMI-1640 sem soro e posteriormente
transferido para uma placa de cultura de 60 mm. Utilizando um bisturi, coagulos
sanguineos e tecido conjuntivo provenientes do animal hospedeiro foram removidos
e a amostra foi lavada novamente com PBS. Pequenas por¢cdes do tumor, pesando
aproximadamente 100 mg, foram entdo transferidas para novas placas de cultura de
60 mm contendo um meio completo composto por RPMI-1640 suplementado com soro
bovino fetal (10%), fator de crescimento epidérmico (20 ng/mL; Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e toxina colérica (100 ng/mL; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA. Essas
porcdes foram dissociadas utilizando um bisturi até formarem uma suspensao
composta por células isoladas e pequenos fragmentos de tecido tumoral. As células
foram mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37°C

em atmosfera 5% de COg, originando a linhagem imortal PDAOS.
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3.1.3. Preparagao do meio condicionado

Para preparar o meio condicionado de adenocarcinoma de pancreas, as células
PDAO08 e MIA PaCa-2 foram semeadas a uma densidade de 0,3 x 108 células por poco
em placas de multiplos pocos. Uma vez atingida a fase de subconfluéncia, os pocos
foram lavados com PBS e o meio celular foi substituido por meio novo, e as células
permaneceram em cultivo por mais 24h. Em seguida, o meio condicionado foi
recolhido, centrifugado (1000xg durante 10 min) e o conteudo foi transferido para

novos tubos e armazenado a -80°C até a sua utilizagao.

3.1.4. Ensaio MTT = Viabilidade Celular

Apbs o periodo de tratamento com o peptideo as células foram utilizadas para
o teste colorimétrico de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]}. Para a realizacdo do teste de viabilidade, as células C2C12 em
diferentes condi¢Bes (Tabela 1) foram incubadas em placas de 96 pocos em meio de
cultura com 10 pl de solucdo MTT por poco para obter uma concentracéao final de 0,5
mg / ml, durante 3 horas a 37°C. Feito isto, as células foram coletadas e os cristais de
formazan resultantes da reducéo do MTT, foram dissolvidos huma solu¢cdo de DMSO
por 30 minutos com agitacdo suave e a absorbancia foi medida no comprimento de
onda de 570 nm em leitor de microplacas (Flexstation, Molecular Devices). Os valores
da viabilidade celular foram expressos em porcentagem relativamente a absorbancia

determinada nas células do grupo controle.

Tabela 1 — Grupos experimentais utilizados no ensaio de viabilidade celular.

Tipo celular Meio condicionado Tratamento com Bj-PRO-10c (10 puM)

C2C12 Meio comum Nao
C2C12 Meio comum Sim

C2C12 PDAOS Nao
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C2C12 PDAQOS8 Sim
C2C12 MIA PaCa-2 Nao
C2C12 MIA PaCa-2 Sim

3.1.5. Deteccédo da producédo de superéxido

A producdo de superoxido pelas células foi quantificada por método
fluorimétrico utilizando o reagente dihidroetidio (DHE, D11347 Invitrogen) que reage
com superoxido gerando o produto fluorescente 2-hidroxietidio. Apos o tratamento das
células com o peptideo foi adicionado o corante azul fluorescente DHE com
concentracgéo final de 75uM ao meio de cultura e alojadas em uma camara fechada
protegida contraluz a 37° C por 30 min. O produto fluorescente formado pela oxidac&o
do dihidroetidio na presenca de radicais de superéxido foi visualizado via microscopia
de fluorescéncia (A excitacdo = 520 nm; A emissdo = 610 nm) durante 2 horas em leitor
de placas (Flexstation, Molecular Devices). Os valores obtidos foram usados para
tracar curvas de fluorescéncia de mioblastos nédo diferenciados submetidos a

diferencias condi¢cdes de meio condicionado (Tabela 1).
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3.2. Metodologia in vivo

P08 P12

Cancer Pancreatico Cancer Pancreatico
l Xenotransplante do 1 1 Xenotransplante do 1
tecido tumoral tecido tumoral

Nao tratado Tratado Nao tratado Tratado

PDXO08 - NT PDXO08 - T PDX12 - NT PDX12-T

Figura 14: Representacdo esquematica do planejamento experimental in vivo.

3.2.1. Aspectos éticos e normativos

A coleta e utilizacdo de amostras humanas de adenocarcinoma ductal pancreatico
foi realizada com a aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEPesq) do Hospital
Sirio Libanés (Parecer n° 834.279) (Apéndice A), e o processo esta devidamente
registrado na Plataforma Brasil do Ministério da Saude. Todas as amostras foram
obtidas com consentimento esclarecido dos pacientes. A paciente 08 (doadora do
PDX08) era do sexo feminino, diabética, apresentou emagrecimento acentuado e
faleceu com carcinomatose avancada (adenocarcinoma ductal moderadamente
diferenciado; TNM = pT3pN1MO0). O exame histopatoldgico do paciente 08 identificou
um tumor com 4,5 cm de comprimento maximo, histologicamente classificado como
adenocarcinoma ductal com margem de ressecc¢do cirlrgica pancreatica livre e
metastase para um (01) de um total de trinta e quatro (34) linfonodos regionais
dissecados (01/34). O paciente 12 (doador de PDX12) era do sexo masculino, sem

histérico de emagrecimento, e faleceu logo apdés o inicio da quimioterapia
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(adenocarcinoma ductal pouco diferenciado; TNM = pT3pN1MO0). O laudo
histopatologico do paciente 12 identificou um tumor com 4,0 cm no maior eixo,
histologicamente classificado como adenocarcinoma ductal com margens de
resseccao cirargica proximal e circunferencial livres de neoplasia e metastase para

cinco (05) de um total de vinte e sete (27) linfonodos regionais dissecados (05/27).

Apl6s a coleta, as amostras cirdrgicas foram transportadas para o biotério de
producdo e experimentacao animal do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo (IQ-USP), onde foram processadas e xenoenxertadas no espacgo subcutaneo
de camundongos nus atimicos (BALB/c nus). Nas semanas seguintes aos implantes,
PDXs e camundongos de controle (n = 6 por grupo) foram monitorados para verificar
0 crescimento do tumor, bem como sua saude geral. Os experimentos envolvendo
animais foram realizados de acordo com as normas éticas de pesquisa com animais
adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA),
sob protocolo aprovado (Certificado n° 132/2019) (Apéndice B) pela Comissédo de
Etica em Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo (IQ-USP).

3.2.2. Animais

Foram utilizados camundongos atimicos nude (BALB/c nude) fornecidos pelo
biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo (FMUSP). Durante
todo o periodo experimental, os animais foram mantidos sob condi¢cdes SPF (specific
pathogen-free) com temperatura ambiente controlada entre 20 a 24°C e, ciclo claro-
escuro invertido 12-12h, com inicio da fase escura as 6h e inicio da fase clara as 18h.

Agua e racéo foram administradas ad libitum.

3.2.3. Tratamento

Os camundongos que receberam tratamento foram inoculados por via

intraperitoneal com uma solucéo de 1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso corporal
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a cada 72h, enquanto os controles receberam solucdo salina no mesmo volume. A
dose de Bj-PRO-10c foi escolhida com base em nossos estudos anteriores em
animais com caquexia induzida por neuroblastoma, que foi bem tolerada e
desencadeou efeito anticatabdlico, sendo, portanto, considerada adequada para a

traducao.

3.2.4. Xenotransplantes

Amostras de tecido fresco de adenocarcinoma ductal pancreatico, concedidos
com consentimento esclarecido de pacientes submetidos a pancreatectomia,
duodenopancreatectomia ou extirpacao de metastases, foram obtidos por intermédio
do colaborador do projeto, Prof. Dr. Eduardo Reis do 1Q-USP, professor do Instituto
de Quimica da Universidade de S&o Paulo (IQ-USP) e que realiza procedimentos
cirargicos nas instituicdes coparticipantes do projeto. Apds a coleta, cada amostra
cirargica foi transportada até o Biotério de Producdo e Experimentacéo do 1Q-USP,
onde foi processada e enxertada no espaco subcutaneo de camundongos nude, de
acordo com procedimentos descritos na literatura (Morton e Houghton, 2007; Kim et
al., 2009; Calles et al., 2013). As cirurgias foram realizadas em condi¢des assépticas,
em camara de fluxo laminar e com instrumentos cirdrgicos autoclavados. Para
aumentar as chances de sucesso, cada tumor foi implantado em multiplos receptores
(3 animais, em geral). Para a implantacdo do tumor, cada camundongo foi pesado e
anestesiado com um coquetel de cetamina / xilazina na dose de 100 mg / kg e 20 mg
/ kg, respectivamente. Ja sob o efeito da anestesia, o animal foi colocado em decubito
lateral e o lado direito do corpo, da base do pescoco até a cauda, foi limpo com uma
gaze embebida em etanol a 70%. Com uma tesoura pequena, foi feita na pele do
flanco uma incisdo de cerca de 1 cm. Utilizando as pontas da tesoura, introduzida no
espaco subcutaneo, a pele foi gentilmente divulsionada até a formacdo de um
pequeno “bolso”, sendo entdo depositados nesse espacgo, sobre o tecido muscular
subjacente, 5 a 10 fragmentos de tumor (quantidade variavel em fung¢éo do tamanho
da peca recebida), com 1 a 3 mm?3 cada um. Por fim, a pele foi suturada e desinfectada
com uma solucdo antisséptica de iodopovidona, e o animal colocado sob uma

lampada de aquecimento para impedir a hipotermia durante o periodo de recuperagéo
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do efeito anestésico. Ao longo das semanas subsequentes aos implantes, o0s
camundongos foram monitorados para a verificacdo do crescimento dos tumores,

assim como de suas condi¢des gerais de saude.

3.2.5. Manutenc¢éo dos xenotransplantes

Para as amostras de PDA em que o xenotransplante foi bem-sucedido, os
tumores expandidos foram removidos e reimplantados em sucessivas geracdes de
camundongos receptores (F1, F2, F3...), de modo a permitir sua manutencéo e
expansdo. Para o reimplante, quando o nédulo subcutaneo atingiu um diametro
maximo de 2 cm, o animal portador foi eutanasiado sob anestesia geral seguida de
deslocamento cervical e transferido para uma cabine de fluxo laminar, onde o
xenotumor foi dissecado, lavado em RPMI-1640 sem soro e, com 0 auxilio de um
bisturi, dividido em pequenos fragmentos (1 a 3 mm3). Conforme descrito
anteriormente, os fragmentos foram reimplantados em novos camundongos nude (3
animais, em geral). O tecido tumoral excedente, ndo utilizado no transplante, foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em

freezer a -80°C.

3.2.6. Monitoramento animal

1. O peso corporal dos camundongos e o tamanho do tumor foram monitorados a cada
72h. Além da evolucdo do peso corporal, foi calculado o ganho de peso corporal
através da diferenca entre o peso corporal final e 0 peso corporal inicial (variacdo do
peso corporal). O crescimento dos tumores foi acompanhado através de medicdes
com paquimetro, utilizando a férmula elipsoidal modificada (Euhus et al., 1986;

Tomayko e Reynolds, 1989) (Equacgéo 1):

Volume = 1/2 (comprimento X largura?)
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2. O consumo de alimentos foi avaliado pela quantidade de comida consumida,

dividida pelo nimero de animais na gaiola e o niumero de dias (Jourdain et al., 2018).

3. Os camundongos foram examinados em teste de campo aberto (Open Field Test -
OFT) para medicdo da atividade de locomogdo. A cada duas semanas, 0S
camundongos foram gentilmente transferidos para um novo ambiente (caixa de
poliestireno branco, 50 cm de largura x 50 cm de comprimento) e seu comportamento
espontaneo foi filmado durante um ensaio de 5 minutos usando uma camera
posicionada acima da caixa. Os dados comportamentais da atividade locomotora, que
incluiram distancia total percorrida, tempo total imovel, percurso percorrido e tempo
gasto em cada regido da caixa, foram analisados a partir dos arquivos de video
através de um software de rastreamento de video (ANY-maze Version 6.33, Stoelting,
CO, EUA).

3.2.7. Teste de suspenséo de quatro membros

Os camundongos foram colocados sobre a superficie de uma malha
guadriculada (1x1 cm) de aluminio e colocada a 35 cm de altura de uma cama macia
para garantir uma aterrissagem suave. Adicionalmente, foi permitido que os
camundongos se acomodassem a este ambiente por 5 segundos antes que a malha
fosse invertida. Em cada periodo de suspensédo, o experimento se iniciava quando o
animal apresentava todas as quatro patas segurando a tela. Foi permitido aos
camundongos que ficassem pendurados por tempo ilimitado até o0 momento que as

guatro patas se soltassem da grade. O experimento foi realizado a cada 15 dias.

O tempo de suspenséo (TS) foi definido como a quantidade de tempo que o
camundongo leva para cair da tela invertida. Posto que o tempo de espera foi medido
a partir do momento em que a tela € invertida até o0 momento em que o animal cai da
grade (determinado visualmente e mensurado através de um crondmetro). De forma
complementar, foi calculado o impulso de retencdo (IR) associado ao teste de
retencdo como sendo igual ao tempo de espera multiplicado pelo peso corporal obtido
pouco antes do teste (gm.segundo ou Newtons.segundo; fator de converséo - 9.806

x 103 Newtons/gm) (Equacéo 2):
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Impulso de Retencéo = Massa Corporal xTempo de Suspensao

3.2.8. Eutanasia e coletas

Ao final do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados sob
anestesia geral seguida de deslocamento cervical com posterior pesagem em balanca
digital. Para as analises histolégicas, os tecidos (figado, coracao, baco, rins, pulmdes
e cérebro) foram coletados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C. Os musculos esqueléticos gastrocnémio e tibial anterior foram dissecados para
analisar a expressdo das proteinas relacionadas a degeneracdo muscular. Os
tumores também foram coletados para comparar camundongos caquéticos e néao-
caquéticos. Apos o procedimento de coleta, as carcacas foram congeladas e
armazenadas no biotério para posterior incineracdo realizada por empresa

especializada.

3.2.8. Real Time PCR

A expresséao génica foi determinada por PCR quantitativo em tempo real (QRT-
PCR). Os tecidos foram homogeneizados em TRIzol (15596026, Invitrogen) e 0 RNA
total foi isolado. O cDNA foi sintetizado usando o kit de sintese de cDNA de fita Unica
RevertAid (K1622, Thermo Fisher Scientific). O gqRT-PCR foi realizado usando o Fast
SYBR™ Green Master Mix (4385614, Applied Biosystems) e o sistema de PCR em
tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems). Os genes de catabolismo muscular
(Muscle Atrophy F-box, MAFbx/Atrogin-1 e Muscle-specific RING finger 1, MuRF-1) e
genes termogénicos de tecido adiposo (proteina desacopladora 1, Ucpl) foram
comparados entre camundongos com tumor e controles livres de tumor por gRT-PCR
e normalizados ao genes de controle. Os dados foram obtidos a partir de tecidos
coletados de pelo menos 4 animais diferentes de cada grupo, medidos em triplicata.

Os resultados foram analisados utilizando o método 2-AACT para quantificagcao
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relativa entre grupos e expressos como a meédia e o desvio padrao (Livak et al., 2001).

As sequéncias dos primers aparecem na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados na analise qRT - PCR.

Gene Espécie Forward Reverse
RLP-19 Mouse GCATAGGGAAGAGGAAGGGT GGCTGTGATACATATGGCGG
MuRF1 Mouse CATCAAGAGCATTGTAGAAGCC GCGTGTCTCACTCATCTCCT

Atrogin-1 Mouse GTTCACAAAGGAAGTACGAAGGA GGTCTTCAAGAACTTTCAGTACC

UCP1 Mouse AGCAGACATCATCACCTTCC TTCGGCAATCCTTCTGTCTT

3.2.9. Andlise estatistica

As diferencas estatisticas foram realizadas utilizando o método apropriado para
cada experimento seguidos de testes post-hoc, conforme especificado em cada figura,
sendo considerado significativo quando P <0,05, utilizando o software GraphPad

Prism v.9.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do Bj-PRO-10c na viabilidade de mioblastos

A avaliacdo do efeito do Bj-PRO-10c na viabilidade celular foi realizada por
meio do ensaio de reducéo de MTT. O principio do ensaio MTT € a reducéo do sal de
tetrazolio amarelo pelas desidrogenases mitocondriais em cristais de formazan azul
(Karakas et al., 2017). Desta forma, a concentracdo de cristais de formazan pode ser
guantificada usando um espectrofotdmetro e esta diretamente relacionado com o
namero de células metabolicamente ativas (Wang et al., 2010), sendo assim um bom
indicador redox da funcionalidade e viabilidade mitocondrial e celular. Sendo assim,
avaliamos se os meios condicionados de células tumorais (PDAO8 e MIA PaCa-2) e o
tratamento com o Bj-PRO-10c afetam a capacidade de reducdo do MTT e
consequentemente a homeostase mitocondrial dos mioblastos. Como previsto, 0s
meios condicionados das células tumorais resultaram em uma diminuicéo de cerca de
20% na viabilidade celular em todos os grupos, o que indica uma reducdo no nimero
de células metabolicamente ativas (P <0,01) (Figura 15). Demonstramos também que
o tratamento com Bj-PRO-10c ndo afeta a viabilidade em nenhuma das condicdes se
comparado com o respectivo grupo que nao foi exposto ao peptideo, indicando que a
producdo de NO e/ou inibicdo da formacao de angiotensina Il induzida pelo Bj-PRO-
10c nédo foi capaz de inibir a morte de células musculares induzida pelo meio

condicionado de células de cancer pancreatico.
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Figura 15: Avaliacdo da viabilidade celular de mioblastos néo diferenciados apo6s o
tratamento com Bj-PRO-10c. As células C2C12 foram semeadas em placas para adesao e
acompanhadas até que contivessem a quantidade ideal de células em cada colbénia para a
coloracgéo fosse atingida. As barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos com
meio condicionado foram comparados com 0 grupo controle em meio comum utilizando two-
way ANOVA seguida pelo teste Tukey para compara¢cdes mdltiplas. Os valores séo
estatisticamente diferentes do grupo controle em meio comum para * P <0,05; ** P <0,01 (n =
3).
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4.2. Efeito do Bj-PRO-10c na producao de superoxido

Dado que as espécies reativas desempenham um papel importante no estresse
oxidativo, desregulacdo do equilibrio anabdlico / catabdlico, progressao tumoral e na
caquexia do céancer, quantificamos a producdo de superdéxido em mioblastos ndo
diferenciados expostos ao meio comum e meio condicionado de PDAO8 ou MIA PaCa-
2 na presenca ou auséncia de Bj-PRO-10c. Foi demonstrado que o Bj-PRO-10c
exerce um efeito protetivo contra o estresse oxidativo via reducdo da expressao de
NF-kB, aléem de atenuar o dano oxidativo em células de neuroblastoma quando
submetidas a exposicédo de perédxido de hidrogénio (Querobino et al. 2018). Assim,
analisamos o potencial antioxidante do Bj-PRO-10c em reduzir a producdo de
superéxido em células de mioblastos néao diferenciados. Ainda que o tratamento néo
tenha sido eficaz na reducdo do superéxido de mioblastos que se encontram em
condi¢Bes normais (Figura 16A), como demonstrado nas Figuras 16B-C, o tratamento
com Bj-PRO-10c foi capaz de reduzir significativamente a producéo de superéxido em
células precursoras de mioblastos submetidas ao meio condicionado de células
cancerosas. Esses resultados indicam que o Bj-PRO-10c pode ter efeitos protetores
contra o estresse oxidativo induzido pelo desenvolvimento da caquexia associada ao

cancer de pancreas.
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Figura 16: Producédo de superdoxido em células precursoras de mioblastos expostas ao
Bj-PRO-10c. (A) Mioblastos n&o diferenciados em meio comum, (B) mioblastos néo
diferenciados em meio condicionado de PDAOS8 e (C) mioblastos néo diferenciados em meio
condicionado de MIA PaCa-2 e (D) média de todos os valores ao final de 120 min. As barras
representam a média + S.E. Os dados foram analisados utilizando two-way ANOVA seguida
pelo teste Tukey para comparagfes mdultiplas. * representa diferencas estatisticamente
significativas comparado ao grupo controle; # representa diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo PDAO8 e o grupo PDAOS8 + Bj-PRO-10c e A representa diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo MIA PaCa-2 e o grupo MIA PaCa-2 + Bj-PRO-
10c. Os valores sdo estatisticamente diferentes do controle para * P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001. Os valores séo estatisticamente diferentes do grupo PDA para # P <0,05. Os valores

séo estatisticamente diferentes do grupo MIA PaCa-2 para A P <0,05 (n = 3).

4.3. Geracao de xenotransplantes

Entre 2015 e 2017, através do grupo de pesquisa do colaborador do projeto,
Prof. Dr. Eduardo Reis; professor do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo (IQ-USP), foram coletadas amostras de 18 pacientes com adenocarcinoma
ductal pancreatico (PDA), sendo 16 provenientes de tumores primarios e 2 de
metastases hepaticas (Tabela 3). De 17 amostras de tumor implantadas em
camundongos imunodeficientes, 7 cresceram nos camundongos receptores,
representando uma taxa de sucesso de 41% (7/17). Os PDXs estabelecidos foram
mantidos por passagens sucessivas em novos camundongos receptores, com tempo
de laténcia para a formacdo de nodulos palpaveis variando entre 2 e 4 meses,

atingindo a geracéo F11.
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Tabela 3 — Amostras de PDA coletadas para a geracdo de PDXs.

Paciente Sexo Idade Tipo de tumor
PO1 M 83 Metéastase hepatica
P02 F 62 Tumor primario
PO3 F 44 Metéastase hepatica
P04 F 67 Tumor primario
PO5 F 69 Tumor primario
P06 F 71 Tumor primario
PO7 M 73 Tumor primario
PO8 F 74 Tumor primario
P09 M 61 Tumor primario
P10 F 64 Tumor primario
P11 F 74 Tumor primario
P12 M 45 Tumor primario
P13 F 69 Tumor primario
P14 M 68 Tumor primario
P15 F 78 Tumor primario
P16 F 67 Tumor primario
P17 M 67 Tumor primario
P18 F 80 Tumor primario

Dentre os tumores que foram transplantados com sucesso, constatamos que
alguns camundongos apresentavam perda de peso significativa (P04, PO7 e P08)
durante o periodo de laténcia do tumor, sugerindo o desenvolvimento de um estado
caquético. Contudo, outros camundongos apresentaram variagdo positiva no peso

final (P02, P09, P12 e P17). Esses dados sugeriram que a perda de peso ndo se devia
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a fisiologia dos animais utilizados, mas sim a caracteristicas intrinsecas ao PDX.

Adicionalmente, os dados propdem que a variacdo de peso ndo se correlacionada

com o tamanho do tumor (Figura 17).
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Figura 17: Heterogeneidade clinica em camundongos transplantados com PDA

oriundos de pacientes diferentes. (A) Variagdo total do peso corporal e (B) peso final do

tumor no dia da necropsia. Os dados apresentados, referentes ao periodo de 2015 a 2017,

foram compilados pelo grupo de pesquisa liderado pelo colaborador do projeto, o Prof. Dr.

Eduardo Reis, docente no Instituto de Quimica da Universidade de Sado Paulo (IQ-USP).

Nesse estudo, foram coletadas amostras de tecido de 18 pacientes diagnosticados com

adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA), sendo 16 destas provenientes de tumores

primérios e 2 de metéstases hepéticas, como documentado na Tabela 3. Dados né&o

publicados.
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Como abordado na introducdo, a heterogeneidade da caquexia do cancer
pancreatico pode resultar de diferengas entre tumores que induzem as mesmas
neoplasias. Dessa forma, com o objetivo de mimetizar a heterogeneidade caquética,
selecionamentos dois tumores de PDA humanos provenientes dos pacientes 08 (P08)
(n = 32) e paciente 12 (P12) (n = 31) e transplantamos subcutaneamente em
camundongos nude. Os camundongos foram separados em 4 grupos, de acordo com
a origem do tumor e submetidos ou ndo ao tratamento com Bj-PRO-10c (1pg de Bj-
PRO-10c por grama de peso corporal a cada 72h). Também foram empregados
grupos de animais controle (ndo portadores de tumor) para que os dados dos animais
com tumor fossem comparados aos parametros de animais saudaveis. A

nomenclatura de cada grupo experimental esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 — Grupos experimentais para caracterizacdo do modelo de caquexia baseado

em PDX e avaliacdo do potencial terapéutico do Bj-PRO-10c.

Tratamento com Bj-PRO-

Origem do tumor Nomenclatura
10c
N&o portador N&o Controle
Paciente 08 Nao PDX08 - NT
Paciente 08 Sim PDX08 - T
Paciente 12 Nao PDX12 - NT
Paciente 12 Sim PDX12 - T

4.4. Peso corporal

A fim de avaliar o papel do PDA na indugao da caquexia in vivo, 0 peso corporal
dos animais foi monitorado a cada 72h desde a inoculagdo dos xenotumores até
sexageésimo dia ap6s o transplante. Adicionalmente, foi calculado o ganho de peso

corporal através da diferenca entre o peso corporal aferido no dia da medicéo e o peso
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corporal inicial (variagdo do peso corporal). Da mesma forma, o crescimento dos

tumores foi acompanhado a cada 72h através de medi¢gbes com paquimetro.

Os dois modelos de camundongos transplantados com PDA exibiram
diferencas expressivas quanto a evolugdo do peso corporal. Ao final de 60 dias,
enquanto grupo controle ganhou 5,05 + 0,66 g de peso corporal total, os camundongos
do grupo PDX08 - NT praticamente mantiveram seu peso inicial. Os camundongos
PDX08 - T que receberam tratamento cronico com Bj-PRO-10c, via intraperitoneal
com uma solucao de lug de Bj-PRO-10c por grama de peso corporal a cada 72h,
apresentaram um aumento inicial do peso corporal e o mantiveram praticamente
estavel durante todo o restante do periodo experimental, com ganho final de 1,73 +
0,34 g (Figura 18A). Surpreendentemente, os camundongos PDX12 exibiram ganho
de peso corporal similar ao grupo controle, com ganhos de 6,63 = 0,88 para o0 grupo
PDX12 - NT e 6,00 £ 0,82 g para o PDX12 - T, contudo, o tratamento com o peptideo
nesses animais nao demonstrou alterar significativamente esse comportamento
(Figura 18B). Em linhas gerais, os camundongos PDXO08 ficaram muito mais
debilitados apds 60 dias de experimento do que se comparados com o grupo PDX12,

gue nao demonstrou nenhuma deplecao visual aparente (Figura 19 e Figura 20).

Dado que os animais transplantados com PDA ganham peso com o
crescimento do tumor enquanto perdem peso com o catabolismo do tecido, o
desenvolvimento do tumor pode camuflar o definhamento progressivo nos estagios
iniciais e intermediarios da caquexia. Para monitorar a evolucdo do peso corporal
progressivo livre de tumor, o volume do tumor de cada animal foi estimado através da
férmula elipsoidal modificada (Equacao 1) e subtraido do peso corporal total que o
animal apresentava no dia da respectiva medicdo (Figura 21A e Figura 21B). Em
contraste com os dados anteriores, os camundongos transplantados com PDX08 - NT
exibiram declinio progressivo do peso corporal livre de tumor. Além de apresentar
menor variacao de peso corporal, a perda de peso dos animais PDX08 - T apenas se
torna negativa a partir do 44° dia de experimento, em contraste com os camundongos
PDX08 - NT que apresentam reducgéo pronunciada e que se torna negativa a partir do
19° dia.

Embora os pacientes possam apresentar caguexia ao longo do curso de sua

doenca, a incidéncia de caquexia tende a ser mais pronunciada no estagio refratario.
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A variacdo do peso corporal final livre de tumor é definida como a medicdo do peso
corporal final menos a massa tumoral na necropsia. Enquanto o grupo controle
ganhou 5,05 £ 0,66 g de peso corporal ao longo de 60 dias, os camundongos do grupo
PDO08 - NT e PDXO08 - T perderam 3,70 £ 0,90 e 0,95 = 0,16 g de peso corporal livre
de tumor (P <0,01), respectivamente. J& o modelo PDX12 exibiu ganho de peso
corporal livre de tumor de 4,85 + 0,41 para o grupo PDX12 - NT e 3,62 + 0,31 para o
PDX12 - T (P <0,05) (Figura 22).

Tendo em vista que os camundongos dos grupos PDX08 apresentaram pesos
corporais inferiores em relacdo aos seus controles de ninhada, avaliamos o
comprimento da tibia para determinar se o peso reduzido € devido a uma falha no
crescimento. Demonstramos que todos os grupos de camundongos portadores de
PDA apresentaram comprimentos de tibia semelhantes em relagdo ao seu controle
de ninhada (Figura 23A-B) (P >0,05).
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Figura 18: Efeito sistémico dos tumores xenograficos na variagdo do peso
corporal. (A) Variacdo do peso corporal no grupo PDX08 e (B) variagdo do peso corporal no
grupo PDX12. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo
tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam
tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao
transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por
grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos
grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando two-way ANOVA seguida pelo
teste Tukey para comparagcdes mdltiplas. * representa diferengcas estatisticamente
significativas comparado ao grupo controle. Os valores sdo estatisticamente diferentes para *
P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 (n = 4-6 por grupo).
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Controle PDX08 - NT PDX08-T

Figura 19: Comparacéo de animais transplantados com PDX08 em relagcdo ao controle
no momento da eutanasia. No grupo PDX08 - NT, os camundongos mostraram evidente
deplecéo visual, com diminui¢cdo de tamanho, massa magra e tecido adiposo empobrecidos.
Embora o grupo PDX08 - T também tenha exibido deple¢édo corporal em relacdo ao grupo
controle saudavel, os camundongos tratados apresentaram uma condicdo estética

visualmente superior em comparac¢ao ao grupo nao tratado correspondente.
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Controle PDX12 - NT PDX12-T

Figura 20: Comparacdo de animais transplantados com PDX12 em relag&o ao controle
no momento da eutandsia. Ao contrario dos camundongos do grupo PDX08, os animais dos
grupos PDX12, tanto tratados quanto néo tratados, exibiram uma condi¢éo estética saudavel

e semelhante ao grupo controle de ninhada.
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Figura 21: Efeito sistémico dos tumores xenograficos na variagdo do peso corporal
progressivo livre de tumor. (A) Variagdo do peso corporal progressivo livre de tumor no
grupo PDX08 e (B) variacdo do peso corporal progressivo livre de tumor no grupo PDX12.
Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam tratamento
com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA
e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1pg de Bj-PRO-10c por grama de peso
corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos PDX foram
comparados com o grupo controle utilizando two-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para
comparacgfes multiplas. Os valores sao estatisticamente diferentes do controle para * P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 (n = 4-6 por grupo).
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Figura 22: Variacdo do peso corporal final livre de tumor. Os camundongos foram
eutanasiados no dia 60 e, apds a remocéo do tecido tumoral, as carcacas dos animais foram
pesadas em balanca digital. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor;
NT (ndo tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que néo
receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos
ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por
grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados
dos grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA
seguida pelo teste Tukey para comparagdes multiplas. * representa diferengas
estatisticamente significativas comparado ao grupo controle, # representa diferengas
estatisticamente significativas entre o grupo PDX08 - NT e o grupo PDX08 - T e &
representa diferencgas estatisticamente significativas entre o grupo PDX12 - NT e o
grupo PDX12 — T. Os valores sao estatisticamente para * P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; **** P <0,0001. Os valores sao estatisticamente diferentes para # P <0,05; #

# P <0,01. Os valores sao estatisticamente para & P <0,05 (n = 4-6 por grupo).
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Figura 23: Comprimento de tibia dos camundongos no momento da eutandsia. (A)
Comparacao do comprimento da tibia dos camundongos transplantados com PDA em relacéo
ao grupo controle e (B) representacao visual da tibia de animais controle e transplantados
com PDA. Os camundongos foram eutanasiados no dia 60 e, ap0s a remocao da tibia, o
comprimento foi determinado com paquimetro. Legenda: Controle — camundongos saudaveis
livres de tumor; NT (ndo tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de
PDA e que nao receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que
foram submetidos ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug
de Bj-PRO-10c por grama de peso corporal a cada 72h). Os dados dos grupos PDX foram
comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para

comparacg@es multiplas (n = 4-6 por grupo).
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4.5. Anorexia e ingestao de alimentos

Dado que pacientes caquéticos frequentemente apresentam anorexia
progressiva, o consumo acumulado de alimentos foi avaliado pela quantidade de
comida consumida, dividida pelo peso dos animais em cada gaiola. Os dados
revelaram que os animais transplantados com PDA n&o apresentaram reducao
alimentar significativa em relacdo ao controle (P >0,05) em nenhum dos periodos
analisados (Figura 24).
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Figura 24: A perda de peso ndo estd associada a diminuicdo da ingestdo de alimentos
em animais xenoenxertados com PDA. Ingestdo acumulada de alimentos entre os dias (A)

1-20,(B)21-40¢€ (C) 41 -60. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor;
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NT (nédo tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que néo
receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos
ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por
grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos
grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo
teste Tukey para compara¢fes multiplas (n = 4-6 por grupo).

4.6. Testes comportamentais para desempenho locomotor espontaneo

Fadiga e letargia estdo entre as manifestacées de caquexia mais significativas
e menos tratadas terapeuticamente e, portanto, € importante que os modelos de
caquexia recapitulem essas caracteristicas. Em alinhamento com este aspecto da
caquexia em pacientes com cancer de pancreas, o desempenho locomotor diminuido
€ uma manifestacdo da caquexia induzida por PDA. Os camundongos foram
rastreados no teste de campo aberto em blocos de 5 minutos para medir a distancia
total percorrida, periodos de imobilidade e perfil exploratorio. Os resultados da
avaliacdo da atividade locomotora de camundongos portadores de PDA mostraram
gue nao houve diferenca significativa na distancia total percorrida e nem na duracéo
do tempo imovel em relagéo ao grupo controle nas cinco primeiras semanas (P >0,05).
Contudo, na sétima semana tanto os camundongos enxertados com PDA do paciente
08 (PDX08) como do 12 (PDX12) mostraram reducdo na distancia total percorrida
(Figura 25A) e aumento do tempo imével (Figura 25B) quando comparados com o
controle. Consistente com isso, 0s graficos de rastreamento representativos que
mostram o caminho percorrido pelos camundongos indicam diminuicdo no
desempenho locomotor motivado pela progresséo do cancer (Figura 25C). Na semana
final do experimento, o tratamento se mostrou em aumentar significativamente a

distancia percorrida apenas no grupo PDX08 - T (P <0,05).

Tendo em vista que o comportamento e tomada de decisdo sao fatores
adicionais envolvidos na progressao da caquexia, os camundongos foram avaliados
guanto ao tempo gasto no centro da caixa do campo aberto e tempo gasto na periferia
(Figura 26A). Nos modelos comportamentais, 0s animais sdo expostos a estimulos

externos que podem desencadear comportamentos defensivos e ansioliticos, sendo
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a ansiedade uma resposta ao sentimento de aversdo. Nessa avaliacdo, a
permanéncia em diferentes regides da caixa esta relacionada ao carater exploratdrio
e automotivado, onde passar mais tempo nas regides periféricas indica um
comportamento defensivo e ansioso. Nas primeiras semanas, ndo se apresentou
efeito significativo em relacdo ao tempo de permanéncia no centro e periferia em
nenhum dos grupos (P >0,05). Ja na semana 7, os camundongos PDX08 e PDX12
comecaram a passar mais tempo nas regioes laterais da caixa em comparagcao com
0s camundongos controle que permaneciam nas areas centrais da caixa com
frequéncia muito maior (Figura 26B-C). No entanto, semelhante ao que foi observado
nos testes de distancia percorrida, o tratamento crénico com o Bj-PRO-10c ao longo
dos 60 dias de experimento ndo foi capaz de promover alteragdes significativas no
comportamento defensivo nos grupos tratados, em nenhum dos periodos analisados
(P >0,05).
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Figura 25: Desempenho locomotor progressivo de camundongos controle e
transplantados com PDA na arena de campo aberto durante o teste de 5 min. (A)
Distancia total percorrida, (B) periodo total imovel e (C) tragados representativos do percurso
percorrido. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (n&o tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam tratamento
com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA
e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso
corporal a cada 72h). Os dados dos grupos PDX foram comparados com o0 grupo controle
utilizando two-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para compara¢des multiplas. Nos
gréficos A e B, os valores sdo estatisticamente diferentes do controle para * P <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001. Nos gréficos A e B, os valores séo estatisticamente

diferentes para # P <0,05 (n = 4-6 por grupo).
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Figura 26: Efeitos de xenotumores PDA em comportamentos ansioliticos. (A)
Representacao visual da divisdo (zonas de centro e periferia) da caixa utilizada para o teste
de campo aberto; (B) tempo total gasto na zona central da caixa e (C) tempo total gasto na
zona periférica da caixa. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT
(ndo tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que néo
receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos
ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por
grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos
grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando two-way ANOVA seguida pelo
teste Tukey para comparacdes multiplas. Nos gréaficos B e C, os valores sao estatisticamente
diferentes do controle para * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 (n = 4-6 por
grupo).

4.7. Teste de suspenséo de quatro membros

Com intuito de investigar o comprometimento funcional muscular induzido por
PDA, mediu-se o tempo de suspensao de quatro membros. Resumidamente, este
teste se baseia em um sistema de grade suspensa para medir de forma nao invasiva
a capacidade dos camundongos de exibir tensao sustentada nos membros para se
opor a forga gravitacional (Figura 27). Em comparagao com os camundongos controle,
o grupo PDX08 - NT exibem uma capacidade significativamente reduzida de se opor
a forga gravitacional ao final de 60 dias, apresentando pico médio do tempo de
execucgao de 490 s com idade de seis semanas (ou seja, apos duas semanas do inicio
do experimento). A partir de entao, seu desempenho diminuiu progressivamente para
um tempo médio de execugao de cerca de 250s. Apesar de nao terem variagao de
peso, camundongos PDX12 - NT, também exibiram redugao consistente no tempo de
retencdo em comparagao com camundongos controle, atingindo um tempo médio de
sustentagdo de 236 s na ultima semana de teste. Entretanto, o tratamento com Bj-
PRO-10c alterou o tempo de médio de sustentagao ao longo do tempo em nenhum
dos grupos (Figura 28A).

Dado que o tempo de suspensao (TS) ndo leva em consideragdao a massa
corporal do animal, correlacionamos o peso corporal e 0 TS de todos os camundongos

na ultima semana para avaliar a influéncia potencial da massa corporal no impulso de
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retencao (IR) (Equacgao 2). O teste de TS ndo é uma medida de geragéo de tensao
fisica, pois envolve a manutencdo da forca minima necessaria para se opor a forga
gravitacional. Dessa forma, o impulso de retencédo se apresenta como uma medida
dessa forca sustentada. Essa correlacéo é relevante, pois pode fornecer informacoes
cruciais sobre a progressao da caquexia e sua relagdo com a capacidade de produzir
tenséo nos flexores dos membros. Os dados informam que tanto os grupos PDX08
guanto os PDX12 apresentaram baixos valores de impulso de retencao (valores se
concentram na metade inferior do gréafico) ainda que apresentem grandes diferencas
no peso corporal total (diferenca de 6,0 g aproximadamente) (Figura 28B). Contudo,
em concordancia com o0s outros resultados comportamentais apresentados, o
tratamento com o peptideo ndo promoveu aumento significativo da forca sustentada
nos camundongos tratados (P >0,05).

Figura 27: Teste de suspensdao de quatro membros em tela invertida
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desenvolvimento da

caguexia. (A) Tempo medio de retencdo e (B) forca sustentada de impulso de retengéo.

Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor;

NT (ndo tratados) —

camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que néo receberam tratamento

com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA

e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1pg de Bj-PRO-10c por grama de peso

corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos PDX foram

comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para
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comparagdes multiplas. * representa diferencas estatisticamente significativas comparado ao
grupo controle. Os valores séo estatisticamente para * P <0,05 (n = 4-6 por grupo).

4.8. Catabolismo do musculo esquelético e cardiaco

Dois subconjuntos principais de tecido muscular, esquelético e cardiaco, foram
examinados em camundongos transplantados com PDA ao término do periodo
experimental de 60 dias. A carga tumoral PDA resultou na atrofia do gastrocnémio,
musculo predominantemente glicolitico, que pesou 40% menos em camundongos do
grupo PDX08 - NT em relac&o ao controle (13,44 + 1,02 vs 8,26 £ 0,30 mg / g de peso
corporal inicial) (P <0,001), e 25% menos em camundongos PDX08 - T (13,44 + 1,02
vs 10,22 + 0,29 mg / g de peso corporal inicial) (P <0,001) (Figura 29A). Ainda que em
menor proporcao, o grupo PDX12 - NT também apresentou reducao de 15% na massa
do gastrocnémio em relacédo ao grupo controle (13,44 + 1,02 vs 11,47 £ 0,28 mg/ g
de peso corporal inicial) (P <0,05), contudo, o tratamento n&o foi capaz de reverter
essa perda no grupo PDX12 - T (P >0,05) (Figura 29A). Da mesma forma, o musculo
glicolitico tibial anterior também foi atrofiado no grupo PDX08 - NT, e atenuado pelo
tratamento crénico com o Bj-PRO-10c no grupo PDX08 - T (2,50 + 0,14 vs 4,23 £ 0,23
mg / g de peso corporal inicial) (P <0,001) (Figura 29B). Os musculos tibiais anteriores
de ambos os grupos PDX12 ndo apresentaram reducdo significativa em relacdo ao
controle (P >0,05) (Figura 29B).

Quanto a massa cardiaca, apenas 0s animais PDX08 - NT apresentaram
reducao significativa na massa do cora¢do em relacdo ao grupo de referéncia de 7,59
+ 0,31 para 5,57 + 0,24 mg / g de peso corporal inicial (P <0,001) (Figura 29C). No
entanto, a administracdo crénica de Bj-PRO-10c nos animais PDX08 - T atenuou a
atrofia cardiaca nesse modelo, aumentando a massa em torno de 29% em relacdo ao
grupo nao tratado (7,21 + 0,08 vs 5,57 + 0,24 mg / g de peso corporal inicial) (P <0,001).
Ao avaliar os efeitos do xenotransplante de PDA no tecido cardiaco dos dois modelos
NT, percebe-se que apenas o tumor derivado do paciente 08 induz atrofia cardiaca,
uma vez que o grupo PDX12 - NT nao apresentou reducéo tecidual significativa (5,57

+ 0,24 vs 7,00 £ 0,29 mg / g de peso corporal inicial) (P <0,01).
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Figura 29: Os xenoenxertos PDA induzem atrofia do musculo esquelético e cardiaco.
(A) Massa do musculo gastrocnémio, (B) massa do musculo tibial anterior e (C) massa do
coracdo. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (n&o
tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao
receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram
submetidos ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug
de Bj-PRO-10c por grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média
+ S.E. Os dados dos grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando
one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para comparacdes multiplas. * representa
diferencgas estatisticamente significativas comparado ao grupo controle e # representa
diferengas estatisticamente significativas entre o grupo PDX08 - NT e o grupo PDX08
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- T. Os valores séo estatisticamente para * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; *** P
<0,0001. Os valores sao estatisticamente diferentes para # P <0,05; ## P <0,01; # #
# P <0,001 (n = 4-6 por grupo).

O catabolismo do gastrocnémio (musculo misto com fibras de contracéo rapida
e lenta) em animais controle vs PDX08 - NT coincidiu com um aumento relativo de 5,1
vezes na expressao génica da ligase catabolica Atrogin-1 (Figura 30A) e um aumento
de 4,2 vezes em MuRF1 (Figura 30B) (P <0,0001), indicando que o catabolismo do
musculo esquelético foi impulsionado pela inducdo dessas ubiquitina E3 ligases.
Curiosamente, ainda que o grupo PDX12 - NT né&o tenha apresentado reducédo da
massa do musculo gastrocnémio, este apresentou aumento de aproximadamente 2,2
vezes na expressao génica em Atrogin-1 (Figura 30A) e um aumento de 4,4 vezes
em MuRF1 em relacdo ao controle (Figura 30B) (P <0,01). Em consonancia com
esses achados, os marcadores de catabolismo (Atrogin-1 e MuRF1) do musculo tibial
anterior (musculo predominantemente glicolitico) também foram induzidos nos grupos
PDX08 - NT e PDX12 - NT (Figura 30C-D). Adicionalmente, a administracéo cronica
de Bj-PRO-10c nos animais PDX08 - T reduziu significativamente a expressao de
Atrogin-1 (reducdo de 25%) e MuRF1 (reducédo de 26%) no musculo gastrocnémio
desses animais em relacdo ao grupo nao tratado. No entanto, os niveis de expressao
dos dois genes de atrofia muscular no musculo tibial anterior ndo se mostraram
significativamente diferentes entre os modelos PDX12 - NT e PDX12 - T (P >0,05)
(Figura 30C-D). Da mesma forma, a expressdo de Atrogin-1 e MuRF1 no musculo
cardiaco de animais nos grupos PDX08 - NT e PDX12 - NT aumentou
significativamente em relacdo ao grupo controle, porém, ndo apresentaram reducéo

nos grupos tratados (Figura 30E-F) (P >0,05).
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Figura 30: O desgaste muscular esta diretamente relacionado com o aumento de genes

reguladores da atrofia do musculo esquelético. Expressdo génica de (A) Atrogin-1 no
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gastrocnémio, (B) MuRF1 no gastrocnémio, (C) Atrogin-1 no tibial anterior, (D) MuRF1 no
tibial anterior, (E) Atrogin-1 no coragdo e (F) MuRF1 no coracdo. Legenda: Controle —
camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) — camundongos que foram
submetidos ao transplante de PDA e que nado receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T
(tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que receberam
tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso corporal a cada 72h). As
barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos PDX foram comparados com o grupo
controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para comparacdes mdultiplas. *
representa diferencas estatisticamente significativas comparado ao grupo controle e #
representa diferencas estatisticamente significativas entre o grupo PDX08 - NT e o grupo
PDXO08 - T. Os valores sao estatisticamente para * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** p
<0,0001. Os valores sao estatisticamente diferentes para # P <0,05; # # P <0,01; # # # P
<0,001 (n = 4-6 por grupo).

4.9. Tecido adiposo

Para investigar se a perda de tecido adiposo induzida por PDA seguiu as
manifestacdes clinicas da caquexia associada ao cancer, avaliou-se a massa de
tecido adiposo branco (TAB) e marrom (TAM). A carga tumoral PDA oriunda do
paciente 08 resultou no desgaste acentuado do TAB, que pesou aproximadamente
93% menos em camundongos do grupo PDX08 - NT em relacdo ao controle (18,99 +
0,93 vs 1,26 + 0,24 mg / g de peso corporal inicial) (P <0,0001), e 70% menos em
camundongos PDX08 - T (18,99 + 0,93 vs 5,78 £ 0,79 mg / g de peso corporal inicial)
(P <0,001). Ambos os grupos PDX12 nédo apresentaram empobrecimento do tecido

adiposo branco visceral (Figura 31A).

Ainda que em menor proporcdo, o tecido adiposo marrom interescapular
também foi desgastado no grupo PDX08 - NT, e atenuado pelo tratamento crénico
com o Bj-PRO-10c no grupo PDX08 - T (4,14 + 0,36 vs 5,85 + 0,33 mg / g de peso
corporal inicial) (P <0,01) (Figura 31B). Em contraste com o tecido adiposo branco, o
TAM de ambos os grupos PDX12 apresentaram reducao de aproximadamente 25%
em relagédo ao controle, diminuicado de 10,22 + 0,63 para 7,65 + 0,34 mg / g de peso
corporal inicial no grupo PDX12 - NT (P <0,01) e 10,22 + 0,63 a 7,81 + 0,48 mg no
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grupo PDX12 - T (P <0,05). Os dois grupos PDX12 nao apresentaram diferencas

significativas entre si (Figura 31B).
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Figura 31: Tumores PDA induzem empobrecimento do tecido adiposo. (A) Massa do
tecido adiposo branco visceral e (B) massa do tecido adiposo marrom interescapular.
Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam tratamento
com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA
e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso
corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos PDX foram
comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para
comparagfes multiplas. * representa diferencas estatisticamente significativas comparado ao
grupo controle e # representa diferencas estatisticamente significativas entre o grupo PDX08
- NT e o grupo PDX08 - T. Os valores séo estatisticamente para * P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; **** P <0,0001. Os valores sédo estatisticamente diferentes para # P <0,05; # # P <0,01,;
# # # P <0,001 (n = 4-6 por grupo).

O empobrecimento de tecido adiposo nos animais transplantados com PDA foi
acompanhado pelo aumento da expressao da proteina desacopladora mitocondrial
UCP1. Demonstramos o0 aumento de 8,8 vezes da expressao do gene Ucpl no TAB
(Figura 32A) e 7,5 vezes no TAM dos camundongos PDX08 - NT (P <0,05) (Figura
32B). Da mesma forma, o grupo PDX12 - NT apresentou aumento do gene Ucpl de

3,4 vezes no TAB (Figura 32A) e 7,4 vezes no TAM em relagdo ao controle
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(P <0,0001) (Figura 32B). Os niveis de Ucpl de animais PDX08 - T foram
significativamente menores em TAB (reducdo de 10%) e TAM (reducéo de 17%) em
relacdo ao grupo PDX08 - NT (P <0,01). Os niveis de expressado de Ucpl entre 0s
dois grupos PDX12 nao apresentaram diferencas significativas entre si (P >0,05)
(Figura 32A-B).
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Figura 32: O empobrecimento do tecido adiposo estd associado ao aumento da
expressao de UCP1. (A) Expresséo génica de Ucpl no TAB e (B) expresséao génica de Ucpl
no TAM. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam tratamento
com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA
e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso
corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos grupos PDX foram
comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para
comparagfes multiplas. * representa diferencas estatisticamente significativas comparado ao
grupo controle e # representa diferencas estatisticamente significativas entre o grupo PDX08
- NT e o grupo PDX08 - T. Os valores séo estatisticamente para * P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,001; **** P <0,0001. Os valores sao estatisticamente diferentes para # P <0,05; # # P <0,01
(n = 4-6 por grupo).

4.10. Inflamacéo e resposta imune

Tendo em vista que alteracdes teciduais sdo frequentemente observadas em

pacientes caquéticos, avaliamos as caracteristicas macroscoépicas do figado e do
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baco em necrépsia (Figura 33). Dado que o figado estd amplamente envolvido nas
respostas inflamatérias sistémicas a estimulos agudos e crénicos, contribuindo para
a caguexia ao regular as principais vias metabdlicas do corpo e produzir sinais pro-
inflamatdrios. Apenas os animais enxertados com PDA oriundo do paciente 08
demonstraram diminuicdo na massa hepética de 78,08 + 3,24 para 64,23 + 3,53 mg /
g de peso corporal inicial no grupo PDX08 - NT (P <0,05) e 78,08 + 3,24 a 63,78 +
2,00 mg no grupo PDX08 - T (P <0,05). Os dois grupos nao apresentaram diferencas
entre si (P >0,05) (Figura 34A).

Alteracdes teciduais no baco também sdo observadas com o crescimento do
tumor, juntamente com a ativacédo da resposta imune. Curiosamente, 0os bacgos dos
camundongos PDX12 demonstraram aumento consistente, com peso médio de 12,92
+ 0,69 mg / g de peso corporal inicial nos camundongos do grupo PDX12 - NT (P
<0,0001) e 14,27 + 0,69 mg / g de peso corporal inicial para o grupo PDX12 - T (P
<0,0001), hiperplasias que correspondem a 131% e 161% em relagdo ao controle,
respectivamente. Contudo, o tratamento cronico com peptideo nédo se mostrou eficaz

em reverter essa hiperplasia no grupo PDX12 - T (P >0,05) (Figura 34B).

Controle PDX08 -NT PDX12-NT

4
Figado ]

Baco - ’ -

0 cm 1 2 3 4 5 6

Figura 33: Aspecto macroscopico do figado e do bago de camundongos nude controle,
sem xenoenxerto; PDX08 - NT, animais transplantados com PDA do paciente 08 n&o

tratados e PDX12 - NT, animais transplantados com PDA do paciente 12 n&o tratados.
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Figura 34: Esplenomegalia e alteracdo da massa hepética associada ao PDA. (A) Massa
do figado e (B) massa do baco. Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor;
NT (ndo tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que néo
receberam tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos
ao transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por
grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os dados dos
grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando one-way ANOVA seguida pelo
teste Tukey para comparacdes mdltiplas. * representa diferencas estatisticamente
significativas comparado ao grupo controle. Os valores sdo estatisticamente diferentes para *
P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 (n = 4-6 por grupo).

4.11. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos tumores

A fim de relacionar os efeitos observados com a carga tumoral, também
avaliamos as caracteristicas macroscopicas dos tumores dos camundongos PDX08
(Figura 35) e PDX12 (Figura 36). De acordo com os resultados, os camundongos
PDXO08 - NT apresentaram tumores maiores do que os camundongos PDX12 - NT no
dia da necropsia (2910 % 186,2 mg vs 1769 + 173,0 mg) (P <0,01) (Figura 35A).
Levando em consideracdo os efeitos do peptideo, constatamos que as massas

normalizadas dos tumores ndo foram significativamente diferentes entre os grupos
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PDX08 - NT e PDX08 - T na necropsia (2910 = 186,2 mg vs 2685 + 164,2 mg) (P
>0,05) (Figura 35A). Adicionalmente, em relagdo ao modelo PDX12, os camundongos
PDX12 - NT apresentaram massa tumoral final inferior, porém, sem diferencas
significativas em relagéo ao grupo tratado PDX12 - T (1769 + 173,0 mg vs 2375 +
222,2 mg) (P >0,05) (Figura 35A).

Considerando que em modelos animais a caquexia € por vezes intensificada
de acordo com a evolucdo do tumor (De Lerma, 2015), avaliamos a variacdo do
volume tumoral calculado através da Equacdo 1 (3.2.6). Ao avaliar o crescimento
progressivo dos tumores, notamos que a diferenca de tamanho do tumor entre os
grupos PDX08 - NT e PDX12 - NT s0 se tornou significativa a partir do 44° dia do
periodo experimental (Figura 35B). Por fim, também avaliamos a progressdo do
volume tumoral ao longo do tempo em relacdo ao tratamento com Bj-PRO-10c e
denotamos que o tratamento ndo mostrou alterar o tamanho do tumor dos grupos

PDX08 e PDX12 em nenhum momento do periodo experimental (Figura 37C-D).

O grau de diferenciacéo histoldgica (H&E) e as caracteristicas estromais foram
examinados em ambos 0s grupos nao tratados. O status histopatolégico dos tumores
oriundos dos camundongos PDX08 - NT foram classificados como carcinoma
moderadamente diferenciado (Figura 38A), enquanto os tumores do grupo PDX12 -
NT foram classificados como pouco diferenciados (Figura 38B). De modo geral, o
exame de cortes histologicos obtidos a partir de amostras dos xenotumores indicou
gue estes retém o perfil histolégico caracteristico de tumores humanos, com a

formacao de ductos e a presenca de abundante estroma peritumoral.
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Figura 35: Aspecto macroscoépico do tumor sélido do PDX08 em necrépsia. (A) Foto
representativa de tumores de animais transplantados com PDA do paciente 08 nao tratados
(PDXO08 - NT) e (B) animais transplantados com PDA do paciente 08 tratados (PDX08 - T).
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Figura 36: Aspecto macroscopico do tumor solido do PDX12 em necrépsia. (A) Foto
representativa de tumores de animais transplantados com PDA do paciente 12 néo tratados
(PDX12 - NT) e (B) animais transplantados com PDA do paciente 12 tratados (PDX12 - T).
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Figura 37: Carga tumoral em camundongos xenotransplantados com PDA. (A) Massa
tumoral na necrépsia; (B) variacdo do volume tumoral dos grupos nao tratados; (C) variacdo
do volume tumoral dos grupos PDX08 e (D) variacdo do volume tumoral dos grupos PDX12.
Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que ndo receberam
tratamento com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao
transplante de PDA e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-
10c por grama de peso corporal a cada 72h). As barras representam a média + S.E. Os
dados dos grupos PDX foram comparados com o grupo controle utilizando one-way
ANOVA seguida pelo teste Tukey para comparacdées multiplas. A representa diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos PDX08 - NT e PDX12 - NT. Os valores sao
estatisticamente diferentes para A P <0,05; AA P <0,01; AAA P <0,001; AAAA P
<0,0001 (n = 4-6 por grupo).
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Figura 38: Caracteristicas histopatologicas dos xenoenxertos de PDA. (A) Os tumores
implantados nos camundongos PDX08 - NT apresentam grau de diferenciacdo classificada
como moderadamente diferenciados e (B) os tumores implantados nos camundongos PDX12
- NT foram classificados como pouco diferenciados. Os cortes sdo corados com hematoxilina

e eosina e fotografados com aumento de x200. A barra de escala é de 100 ym.

4.12. Avaliacao toxicolégica

Durante os testes toxicologicos de uma droga em desenvolvimento, varios
orgaos podem fornecer informacgdes cruciais sobre seus efeitos toxicos. Os pulmdes
podem ser afetados por drogas absorvidas pelo sistema respiratério, e os testes
podem detectar danos teciduais e alteracdes na funcédo pulmonar. Especificamente,
algumas drogas experimentais podem causar fibrose pulmonar, inflamacdo aguda e
obstrucao cronica do fluxo de ar. Essas condicfes podem resultar em enrijecimento e
reducado da capacidade de expanséo pulmonar, afetando diretamente o tamanho dos
pulmbes, O sistema nervoso central também é frequentemente analisado para
detectar toxicidade de drogas que afetam principalmente o cérebro, envolvendo testes
de funcdo cognitiva, comportamental e morfolégica. Algumas substancias podem
estimular o crescimento neuronal, promover a neurogénese e afetar outros processos
cerebrais que levam a alteragbes no tamanho e estrutura cerebral. Os rins,
responsaveis pela excrecdo de substancias toxicas, sdo examinados quanto a danos
e mudancas na funcao renal. A nefrotoxicidade, obstrucdo renal, cicatrizes geradas
por les@es e reducéo do fluxo sanguineo renal afetam diretamente o tamanho dos rins,

podendo levar a morte celular e atrofia renal. Esses 0rgdos, juntamente com outros
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tecidos e sistemas relevantes, séo selecionados com base no perfil de toxicidade da
droga, fornecendo informagdes abrangentes sobre os efeitos toxicos potenciais (Patel
et al., 2020; Bugrim et al., 2004). A fim caracterizar o perfil toxicolégico da
administracdo crénica de Bj-PRO-10c, érgaos como pulméao, cérebro e rim foram
excisados e analisados. Macroscopicamente, os O6rgaos coletados apresentaram
aspecto, coloracédo, tamanho, e consisténcia normais. N&o ocorreram alteracoes
significativas no peso dos érgdos internos em nenhum dos grupos tratados com o
peptideo (Figura 39A-C). Quanto as alteracdes histopatoldgicas induzidas pelo tumor
na auséncia de tratamento, apenas o0 modelo PDX08 - NT apresentou reducao
significativa da massa dos rins em relacao ao controle de 19,34 + 0,68 para 15,00
0,78 mg / g de peso corporal inicial (P <0,01) (Figura 39C).
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Figura 39: Avaliacéo toxicol6gica da administragdo cronica de Bj-PRO-10c. (A) massa
do pulméo, (B) massa do cérebro e (C) massa do rim. As barras representam a média + S.E.
Legenda: Controle — camundongos saudaveis livres de tumor; NT (ndo tratados) —
camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA e que nao receberam tratamento
com Bj-PRO-10c; T (tratados) — camundongos que foram submetidos ao transplante de PDA
e que receberam tratamento com Bj-PRO-10c (1ug de Bj-PRO-10c por grama de peso
corporal a cada 72h). Os dados dos grupos PDX foram comparados com o grupo controle
utilizando one-way ANOVA seguida pelo teste Tukey para comparac¢des multiplas. Os valores

séo estatisticamente diferentes para * P <0,05; ** P <0,01 (n = 4-6 por grupo).
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5. DISCUSSAO

5.1. Parte 1: Modelos animais de caquexia induzida por xenoenxerto de
cancer pancreatico derivado de paciente

O céancer de pancreas € uma das doencas malignas mais letais, com sobrevida
inferior a 5% em 5 anos (Lin et al., 2015). Um dos principais contribuintes para a baixa
taxa de sobrevivéncia é a presenca de caquexia, observada em mais de 80% dos
pacientes com cancer pancreatico (Ronga et al., 2014). Entre as complicacdes mais
graves do cancer, a caquexia € uma sindrome multissistémica que envolve distarbios
metabdlicos; perda da imunocompeténcia; perda de habilidades fisicas e motoras; e
alteracdes comportamentais, incluindo anorexia, fadiga e ansiedade. Embora a
compreensao da base molecular da caquexia tenha avancado significativamente na
ultima década, a traducédo desses avancos em melhores resultados no cuidado dos
pacientes ainda é um desafio. Como os estudos mecanisticos da caquexia do cancer
sdo dificeis de completar em pacientes humanos, o conhecimento atual dos
mecanismos que levam ao desgaste induzido pelo cancer deriva principalmente de
modelos animais. No entanto, esforcos extensos tém sido feitos para estabelecer e
caracterizar xenoenxertos feitos com linhagens de células. Infelizmente, esses
modelos ndo representam fielmente a condicdo humana, e tendem a perder as
caracteristicas heterogéneas dos tumores originais. Portanto, o desenvolvimento de
modelos de pesquisa que representem melhor a substancial heterogeneidade e
complexidade biologica dos tumores humanos serd importante para recapitular e
compreender com precisdo esta doenca, bem como promover o desenvolvimento
bem-sucedido de novas abordagens terapéuticas. Com esse cenario em mente, o
objetivo primario deste trabalho foi gerar e estabelecer as caracteristicas clinicas
principais de dois modelos experimentais de caquexia do cancer que incorporam o

mesmo tipo de tumor humano (PDA), contudo, oriundos de pacientes distintos.

Os xenoenxertos de tumor derivados do paciente sédo Uteis por sua capacidade
de testar casos unicos de tumor, bem como investigar as correlacfes entre o fenétipo

do paciente e os resultados de caquexia murina, mas requerem imunossupressao e
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provavelmente seréo incapazes de recapitular com precisdo as complexas interagdes
entre as ceélulas neoplasicas e as células imunes. Porém, ainda que tenha sido
utiizado um protocolo de xenoenxerto em camundongos com a imunidade
comprometida, devido a deficiéncia em células T, estes ainda retém a capacidade de
desenvolver uma resposta imune, como por exemplo, através de células natural killer
(NK) que constituem a primeira linha de defesa contra o desenvolvimento de cancer e
metastase (Kim et al.,, 2019). Além disso, 0s protocolos experimentais podem
desencadear diferentes respostas de estresse nas células cancerosas que facilitam o
reconhecimento das células NK. Por fim, o uso de camundongos imunodeficientes é
um aspecto chave nesse contexto, pois somente com o0 uso de tais modelos é possivel
recapitular diversas interacdes tumor / microambiente e que frequentemente
desenvolvem metastases a distancia (Kim et al., 2009), fornecendo um meio coerente

e reprodutivel para analises experimentais.

Como diferentes fontes de xenotransplante de PDA podem produzir varios
graus de caquexia, foi importante que inicialmente caracterizassemos os dois modelos
de caquexia. Curiosamente, cada xenoenxerto induziu um perfil inico de aspectos
clinicos associados a caquexia humana. Em linhas gerais, descobrimos que o
transplante de PDA obtido a partir do paciente 12 induziu caquexia “leve”, sem
alteracao significativa na massa corporal livre de tumor, pequena diminuicdo da massa
muscular do gastrocnémio e do tecido adiposo marrom (normalizada pela massa
corporal inicial), reducao da atividade locomotora espontdnea e nenhuma mudanca
na ingestdo de alimentos. Por outro lado, o transplante proveniente do paciente 08
induziu caquexia grave, com grande perda de massa corporal livre de tumor, musculo,
coracdo e massa gorda, além de reducdo do desempenho locomotor. Essas
descobertas também ndo foram devidas a anorexia, porque ndo houve diferencas
significativas na maioria desses parametros entre os grupos PDX08 - NT e os
camundongos controles alimentados ad libitum. Notavelmente, esses achados estédo
em consonancia com os resultados clinicos observados nos pacientes que doaram as
amostras tumorais. O paciente 08 (PDX08) era do sexo feminino, diabética,
apresentava acentuada perda de peso e faleceu com presenca de carcinomatose
avancada. Ja o paciente 12 (PDX12) era do sexo masculino, sem histérico de perda
de peso e veio a 6bito pouco tempo apds o inicio da quimioterapia. Como comentado

anteriormente, os modelos PDX mimetizam com elevada precisdo o0s tumores
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humanos e sao capazes de replicar com precisao o crescimento e progressao tumoral,

incluindo potencial metastatico (Tentler et al., 2012).

De acordo com o0 consenso internacional, a caguexia € caracterizada pela
perda continua e involuntaria de peso e massa muscular, com ou sem perda de massa
gorda (Fearon et al., 2011). Os primeiros sintomas percebidos pelo paciente incluem
perda de peso e de apetite (Brown, 2002). Durante o periodo experimental, constatou-
se que alguns camundongos perderam peso corporal livre de tumor (PDX08 - NT)
enquanto outros apresentaram variacdo positiva (PDX12 - NT) do peso final,
sugerindo que a perda de peso nao se deve aos animais utilizados e sim ao PDX.
Além disso, demonstramos que todos os grupos de camundongos portadores de PDA
apresentaram comprimentos de tibia semelhantes ao grupo controle, sugerindo que
0S pesos corporais reduzidos dos camundongos PDX08 - NT néo se devem a uma
falha no crescimento. Por fim, vale salientar que os camundongos foram levados até
o ponto final humanitario para limitar a dor e o sofrimento. As abordagens para a
avaliacdo de endpoint humanitario foram baseadas em parametros fisiolégicos, como
peso corporal, aparéncia geral (incluindo pele, orificios e postura), movimentacao,
consumo de alimentos e tamanho do tumor (Mei et al., 2019). Caso o experimento
fosse levado adiante, os resultados poderiam ser mais expressivos, e até mesmo
novos resultados seriam observados no grupo PDX12 - NT, como sera discutido

posteriormente.

Outro aspecto que pode explicar a variacdo positiva de peso do grupo PDX12 -
NT envolve a agressividade intrinseca do tumor. O desenvolvimento de um tumor é
um processo complexo, comecando com a expansédo clonal de células atipicas que
deixam de ser reconhecidas pelo sistema de defesa do organismo (Hanahan et al.,
2000). Posteriormente, o gasto energético leva ao desperdicio, pois os tecidos
tumorais metabolizam aproximadamente dez vezes mais glicose a acido latico do que
tecido normais, mesmo em condi¢des aerdbias, um fenémeno conhecido como efeito
de Warburg (Koppenol et al., 2011). A vista disso, a perda de peso no cancer é
frequentemente atribuida a uma combinagéo de diminuicdo da ingestdo de alimentos
e hipermetabolismo. Contudo, o feedback metabdlico no cancer é heterogéneo.
Alguns pacientes mostram um aumento no gasto energético de repouso, enquanto
outros mostram nenhuma mudanca ou sdo hipometabdlicos. Tem sido demonstrado

gue, em pacientes caquéticos com cancer de pulmao, ainda que o gasto em repouso
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se encontre aumentado, o gasto energético total permanece reduzido (Gibney et al.,
1997). Tal heterogeneidade pode sugerir justificativas para os fendmenos observados
no periodo experimental. Embora o grupo PDX12 tenha exposto aumento do peso
corporal livre de tumor, a ingestdo de alimentos foi estavel durante todo o periodo
experimental. Esses resultados sugerem que provavelmente o xenotumor esteja
induzindo um comportamento hipometabdlico, por reduzir o gasto energético de total
desses animais, além de induzir um comportamento menos ativo por modular

respostas neuroenddécrinas.

O papel da anorexia no processo fisiopatoldgico da caquexia € controverso. No
entanto, ha uma tendéncia a considerar que, embora a anorexia seja um componente
importante do processo, ndo deve ser tomada como regra. Diferentes estudos
mostram que ndo ha diferencas significantes na ingestdo energética quando se
avaliam pacientes caquéticos e se comparam estes com pacientes de peso estavel
(Bosaeus et al., 2001). No presente estudo, a ingestao alimentar esteve de acordo
com essas observacfes. Embora a ingestdo alimentar apresentou variacdo, em
nenhum grupo foi significativamente diferente de controles saudaveis, demonstrando

gue os nossos modelos PDA né&o induzem anorexia em camundongos.

Também foram avaliados o0s potenciais tumorigénicos dos xenotumores
derivados de paciente pela inoculacéo subcutanea de pequenos fragmentos de tumor
(1 a 3 mm3) em camundongos nude. Os xenotransplantes induziram a formacéo de
tumores em todos os animais, com tamanho médio crescente. Os xenotumores
derivados do paciente 08 (PDX08 - NT) apresentaram massa média final de 2910 mg,
enquanto os xenotumores provenientes do paciente 12 (PDX12 - NT) apresentaram
1769 mg no mesmo periodo. Contudo, o grau de caquexia ndo estd associadoao

tamanho da massa tumoral.

Até a década de 1980, a caquexia era geralmente considerada como resultado
da deficiéncia de energia causada pela combinacdo do aumento de consumo
energético do tumor em crescimento e diminuicdo da ingestdo de alimentos devido a
fatores por esse secretados (Bruera et al., 2000). A inadequacédo dessa hipotese se
torna evidente quando se comparam as necessidades energéticas de um tumor
aqueles de um feto em desenvolvimento, que, embora superiores, ndo induzem no

organismo materno qualquer resposta semelhante a caquexia (Melo et al., 2011).



129

Adicionalmente, tentativas de reverter a caquexia do cancer por meio da
administracdo de suplementacdo de forma enteral ou parenteral ndo mostraram
melhora significativa na maioria dos desfechos clinicos (Klein et al., 1994; Apelgren et
al., 1984). Em nossos resultados, ainda que os xenotumores PDX08 - NT sejam
maiores que os do grupo PDX12 - NT, mostramos que os tumores s6 se tornam
estatisticamente diferentes a partir do 44° dia do experimento, contudo, a variagao do
peso corporal entre os dois grupos € distinta desde o inicio, se tornando
estatisticamente diferente a partir do 19° dia, muito antes dos tumores tomarem
proporc¢des dessemelhantes.

A graduacéo histopatoldgica do PDA é um importante fator prognéstico para a
sobrevida ao cancer (Hartwig et al., 2011) e é realizada de acordo com os critérios
definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo o grau de diferenciacéo
do epitélio ductal o principal parametro utilizado para a classificacdo histologica do
tumor. Os tumores pouco diferenciados sdo compostos por menos de 50% de ductos,
enquanto em tumores moderadamente diferenciados essa extenséo € de 50 a 95% e,
em amostras bem diferenciadas, acima a 95% (Torres et al., 2013). De maneira geral,
o PDA consiste em glandulas tubulares atipicas que se assemelham a ductos
pancreaticos de tamanho médio ou menor (Haeberle et al.,, 2019). No entanto, os
padrdes de crescimento sdo frequentemente heterogéneos entre e dentro dos
tumores. Embora a maioria compartilhe uma patogénese molecular semelhante, o
comportamento bioldgico e progndstico pode divergir entre os tumores e pacientes,
estando diretamente relacionado com a heterogeneidade caquética. Ao analisar o
perfil de expressdo de PDA primérios e linhagens de células PDA humanas e de
camundongos, Collisson et al. (2011) identificou que os subtipos moleculares de PDA
divergiam em resultado clinico e resposta a medicamentos. Em consonancia com
essas afirmacbes, nossos dados histopatolégicos demonstram claramente a
diversidade fenotipica (classificados como moderadamente e pouco diferenciados),
além de denotar que os xenotransplantes mantém as caracteristicas histologicas e
microambientais representativas do PDA humano. Tendo esses resultados em vista,
0 proximo passo deve ser uma avaliagdo abrangente de seus perfis de expressao
génica, bem como a analise molecular quanto ao status mutacional desses

xenotumores.
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Em alinhamento com outros modelos de caquexia, demonstramos que 0
catabolismo muscular € um aspecto chave da caquexia induzida por PDA. Dado que
musculos com alta preponderancia de fibras de contracéo rapida sdo particularmente
suscetiveis a perda em estados inflamatérios (Braun et al., 2011), selecionamos o
gastrocnémio e tibial anterior para analise do muasculo esquelético. De fato, o
crescimento dos tumores PDA induziu atrofia do tecido muscular, com maior
proporcdo no grupo PDX08. Além disso, o presente estudo confirma que os animais
PDX12 - NT tiveram perda muscular mesmo sem perder peso. Isso aponta para o
aumento da atrofia em animais PDA e corrobora com os achados de fraqueza

muscular e niveis mais baixos de atividade fisica.

O aumento da quebra de proteinas resulta em perda muscular relacionada a
caquexia. A perda da homeostase entre a degradacdo e a sintese de proteinas
musculares é iniciada por um conjunto de ligases de ubiquitina especificas do
musculo, incluindo MuRF1 e Atrogin-1, que tém como alvo proteinas para degradacao
pelo proteassoma. A ativacdo desses constituintes acelera a ubiquitinacdo do
substrato, aumenta a degradacao proteica em proteossomos e potencializa a atrofia
e perda do musculo esquelético, levando a caquexia do cancer (de Palma et al., 2008).
Nosso estudo demonstra que o catabolismo do musculo esquelético de animais
transplantados com PDA corresponde a altos niveis de expressdo das ligases de
ubiquitina MuRF1 e Atrogin-1. Descobrimos ainda que a inducdo desses genes
também estd presente nos animais que nao apresentaram atrofia muscular
exacerbada (PDX12) no periodo experimental. Esse achado denota que importantes
alteracdes metabdlicas podem preceder os sintomas clinicos que sdo mais evidentes
na fase refrataria da caquexia. No entanto, reconhecer essas alteracdes bioquimicas
presentes no inicio da sindrome pode ser a chave para a implementacdo antecipada

de intervencdes que reduzem ou retardem o desenvolvimento da doenca.

Além do musculo esquelético, o masculo cardiaco costuma ser profundamente
catabolico e funcionalmente comprometido pela caquexia do cancer. A disfuncéo
cardiaca esta independentemente associada com morbidade e mortalidade
substanciais na caquexia, e seus fundamentos mecanisticos sdo, portanto, um
importante topico de investigacdo. O catabolismo do musculo cardiaco na caquexia
foi previamente relacionado a inducdo de autofagia e variavelmente a expresséo de

ubiquitina ligases associadas a atrofia (Cosper et al., 2011; Hinch et al., 2013). Nossos



131

dados estabelecem que o modelo PDX08 - NT é semelhante a outros modelos de
caquexia, produzindo catabolismo do musculo cardiaco. Ao estabelecer e caracterizar
um modelo murino de caquexia induzida por células tumorais de PDA, Michaelis et al.
(2017) indicaram o catabolismo do musculo esquelético pela ativacao de ligases E3 e
catabolismo do musculo cardiaco via autofagia, mas que ambas as vias sao ativas em

ambos os subconjuntos de tecido.

A perda de gordura do tecido adiposo na caquexia do cancer é parcialmente o
resultado do aumento da lipolise (Rydén et al., 2008). Taxas elevadas de lipélise na
caquexia contribuiriam para a perda de gordura corporal total apenas se a utilizacao
de lipidios também aumentasse. Estudos clinicos relataram taxas elevadas de
oxidacdo de acidos graxos (Dahlman et al., 2010; Zuijdgeest-van et al., 2000) e
ativacdo da termogénese (isto €, aumento do desacoplamento mitocondrial da
fosforilagao oxidativa e elevada B-oxidacao de acido graxo) no tecido adiposo marrom
(Tsoli et al.,, 2012; Arruda et al., 2010), contribuindo para a utilizacdo elevada de
lipidios, pelo menos nas fases avancadas da caquexia. Além disso, estudos
relacionaram o estimulo da lipélise no tecido adiposo branco com o aumento da
oxidacdo de acidos graxos e desacoplamento em depdsitos de gordura branca
(Jaworski et al.,2009). Este fendtipo semelhante ao tecido adiposo marrom também
pode contribuir para a utilizacdo elevada de lipidios na caguexia e, portanto, deplecéo
do tecido adiposo. Consistente com esses estudos, hossos modelos demonstram de
forma significativa que a perda de tecido adiposo € um evento definidor na progresséo

da caquexia PDA.

Entre os diferentes 6rgaos associados a caquexia, 0S mecanismos por tras da
comunicacdo entre o tecido adiposo e o tumor estdo sob extensa investigacdo. Em
humanos, o tecido adiposo branco (TAB) possui fungdes endocrinas e paracrinas,
além de armazenar energia na forma de triglicerideos (Daas et al., 2018). Em
comparacao, o tecido adiposo marrom (TAM) é particularmente rico em mitocéndrias
e goticulas citoplasmaticas dispersas (Sun et al., 2020). A assinatura mais distinta no
TAM é a expressado de niveis elevados de UCP1 mitocondrial, que é a chave para a
oxidacao lipidica e termogénese. Contudo, o TAM né&o € o Unico tecido termogénico
em camundongos e humanos. Outro tipo de adipécito, o adipécito "bege", originado
pelo escurecimento de uma populacdo precursora de adipdcitos maduros brancos,

mas também expressa UCP1, contribui para o aumento do gasto energético e da
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mobilizag&o de lipidios (Kaisanlahti et al., 2019). Clinicamente, a ativacdo do TAM e o
escurecimento do TAB sao considerados métodos promissores no combate as
sindromes metabdlicas. No entanto, tem-se demonstrado que o escurecimento do
TAB é deletério no contexto do cancer, contribuindo para a dissipa¢cdo de energia e
progresséo para a caquexia (Petruzzelli et al., 2014). O "escurecimento” do TAB ou
aumento da atividade do TAM podem se dar por meio do aumento da expressao de
genes como Ucpl (Kir et al., 2014). UCP1 atua como um desacoplador do transporte
de elétrons mitocondrial, que modula o metabolismo dos adipdcitos para aumentar a
termogénese sem a sintese concomitante de ATP, aumentando o gasto energético e
a mobilizagéo lipidica (Petruzzelli et al., 2014). Em consonancia com os modelos
atuais, nés demostramos que a adiposidade reduzida esta diretamente relacionada a
elevados niveis de expressdo de Ucpl em camundongos transplantados com PDA.
Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que o aumento da expressao de Ucpl
no tecido adiposo de pacientes com caquexia induzida por PDA indica que a atrofia
dos adipécitos pode estar associada ao aumento da atividade termogénica e
diminuicdo dos lipideos séricos. Esses dados sugerem que a modulacdo do
metabolismo do tecido adiposo representa uma abordagem promissora para melhorar

a gravidade da caquexia em pacientes com cancer.

Aléem da perda de massa muscular e tecido adiposo, nossos dados
estabelecem que o PDA é uma doenca altamente inflamatéria que abrange varios
orgaos. Em pacientes com doenca metastatica, a organomegalia pode exercer efeito
catabolico quantitativamente importante em virtude de seu tamanho e consumo de
energia. Apoiado por estimativas baseadas em um modelo computacional do
metabolismo humano, sugere-se que uma influéncia catabdlica consideravel
subjacente a caquexia do cancer colorretal é exercida pelas demandas energéticas
do figado e metastases e, em menor grau, do baco (Lieffers et al., 2009).
Curiosamente, observamos reducdo da massa hepatica do grupo PDX08 - NT. Uma
vez que a hepatomegalia contribui para 0 aumento do gasto energético em repouso;
a reducdo da massa hepética, e consequentemente atenuagédo de GER, parece nado
explicar, por si s6, a perda de peso acentuada nesses camundongos. Ja para o grupo
PDX12 - NT, suspeitamos que o0 aumento da massa esplénica se deve ao estimulo da
resposta imune devido a inflamacdo, onde o bacgo praticamente dobrou de tamanho

em relacdo ao controle. A arquitetura Unica do bago permite interacdes entre 0s
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sistemas circulatério, imunologico e reticuloendotelial (Fang et al., 2014). Logo, a
esplenomegalia é considerada uma manifestacdo de hiperfuncdo, incluindo
hiperplasia imune, remocao de glébulos vermelhos defeituosos e hematopoiese
extramedular, e pode refletir como hipertensdo portal secundéria, insuficiéncia
hepatica ou obstrucdo venosa e infiltragdo em doengas como céancer metastatico
(Zhang et al., 2020; Zimmers et al., 2016). Em concordancia com nossos achados, o
aumento do baco é uma caracteristica tanto de PDA quanto de caquexia (Bonetto et
al., 2016; Michaelis et al., 2017; Talbert et al.,, 2014). Além disso, o laudo
anatomopatoldgico (Apéndice D) aponta que o paciente doador 12 apresentava o
baco duas vezes maior se comparado ao baco de um humano saudavel, confirmando
mais uma vez que o0s modelos animais sdo capazes de reproduzir os efeitos
caquéticos encontrados em humanos. Por fim, avaliamos as alteragcdes anatomicas
de tecidos que séo tipicos locais de metastases no cancer de pancreas, incluindo
pulméo, cérebro e rim (Saif et al., 2010). Contudo, ndo observamos grandes

diferencas de tamanho nesses 0rgaos.

Outra limitacdo dos modelos pré-clinicos de caquexia atuais, que restringe o
desenvolvimento de tratamentos eficazes, esta relacionada a falta de avaliacdo da
funcdo muscular. Pacientes com caquexia do cancer exibem deficiéncias funcionais,
incluindo reducdo da mobilidade e dos niveis de atividade fisica. No presente estudo,
descrevemos uma variedade de testes realizados em modelos murinos de caquexia
do cancer que avaliam de forma abrangente as mesmas deficiéncias funcionais
experimentadas por pacientes caquéticos, incluindo o desempenho locomotor
progressivo e o carater exploratério. Como nas trés primeiras semanas 0s grupos nao
apresentaram diferenca estatistica na distancia percorrida, € fundamentada a
auséncia de comprometimento motor dos animais, e 0s resultados dos testes
comportamentais realizados podem ser considerados validos. Ja na dltima semana,
verificamos que camundongos PDX08 - NT gravemente caquéticos exibiram reducéo
de 48% na distancia total percorrida e aumento de 123% na duracdo do tempo imével
em comparacao com os controles. Curiosamente, ainda que o grupo PDX12 - NT néo
tenha apresentado perda de peso e elevada atrofia muscular, a reduc&o na atividade
locomotora e 0 aumento do tempo imovel foram significativamente diferentes dos

controles na semana 7 (35% e 82%, respectivamente).
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Junto com a massa muscular, a fadiga é um forte preditor de sobrevivéncia em
pacientes com cancer. A fadiga € geralmente conceituada em termos de 'percepc¢ao’
ou 'declinio no desempenho’. A fadiga é desencadeada por (l) fatores que afetam o
desempenho (por exemplo, contracdo de musculos e ativacao voluntéria) e por (I1)
fatores que modulam as percepcdes de fadiga (por exemplo, fatores afetivos como
humor e excitagdo, mas também fatores homeostaticos como estado de energia e
hidratacdo) (Kluger et al., 2013). Fadiga, fraqueza e intolerancia ao exercicio foram
relatadas em mais de 70% dos pacientes com cancer (Curt et al., 2000). De fato, a
perda de peso associada ao desgaste muscular nos camundongos PDX08 - NT,
refletem no aumento da fadiga e consequentemente, reducdo da mobilidade. O
presente estudo fornece evidéncias para apoiar o papel direto do desgaste muscular
no desenvolvimento da fadiga. No entanto, os dados deste estudo estendem ainda
mais este resultado, mostrando que a fadiga pode preceder o desgaste muscular. A
diminuicdo da atividade locomotora do grupo PDX12 - NT (semelhante ao grupo
PDX08 - NT), denota que a associacéo entre reducéo da atividade fisica e fadiga pode
levar a perda de funcéo muscular que, por sua vez, pode acelerar a perda progressiva
de massa muscular com aumento do risco de desenvolver caquexia (Montero-
Fernandez et al.,, 2013). A atrofia muscular induzida por desuso tem sido
extensivamente explorada e tem se mostrado estar diretamente relacionado a perda
de massa muscular e inflamacéo de baixo grau (Rudrappa et al., 2016). Além disso,
breves periodos de inatividade podem alterar a sinalizacdo muscular que regula o
metabolismo e o turnover proteico (Jackman et al., 2004). Sendo assim, postulamos
gue a reducdo prévia da atividade fisica contribui para a diminuicdo da funcéo

muscular, conduzindo a progresséo da caquexia.

Dada a natureza complexa da fadiga na caquexia do cancer, € apropriado
utilizar diferentes abordagens para medir as deficiéncias do musculo esquelético em
estudos pré-clinicos, incluindo o engajamento ou motivagédo voluntaria (Clark et al.,
2015). Interessantemente, um estudo relatou que camundongos com tumor nao
demonstraram "fadiga" avaliada pelos niveis de atividade locomotora em campo
aberto, mas demonstraram "fadiga" avaliada pelo tempo gasto imoével durante um
teste de suspensao da cauda usado para imitar o comportamento depressivo (Yang
et al., 2014). Em consonancia com esses estudos, nossos resultados sugerem que 0

aumento do tempo imoOvel e a atenuacdo do carater exploratério podem estar
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associados ao comportamento desmotivado, depressivo e desempenho prejudicado
no teste de campo aberto. Quanto ao comportamento depressivo, ele pode se
apresentar como depressao reativa, que ocorre em resposta a um acontecimento
desfavoravel, ou depressao enddgena, quando se trata de um transtorno psiquiatrico
(Berton et al., 2021). A depresséo e o estresse tém sido associados a progressao do
tumor em estudos clinicos (Sanzo et al., 2010). Neste teste, a imobilidade é
interpretada como comportamento de desesperanca, sintoma depressivo comum em
pacientes, além do fato de que a maioria dos antidepressivos reduz a imobilidade,
estimulando o comportamento ativo (Berton et al., 2021). Uma vez que a fadiga
relacionada ao cancer pode estar associada ao humor deprimido, esses achados
destacam a importancia da combinacdo de testes funcionais para avaliar de forma
abrangente os aspectos centrais e periféricos da fadiga muscular em modelos animais

de caquexia do cancer.

O comportamento € um fator adicional envolvido na progressdo da caquexia.
Em humanos, depressao, ansiedade e arrependimento na tomada de decisdo estao
presentes na maioria dos pacientes com tumores, necessitando tratamento
medicamentoso para 25% desses pacientes (Schuermeyer et al., 2016). Muitos
estudos investigaram a ocorréncia de sintomas fisicos em pacientes caquéticos e
compararam suas diferencas com pacientes com cancer ndo caquético, contudo,
pouco se sabe sobre as diferencas nos problemas psicologicos entre pacientes com
caquexia e sem caquexia. Um estudo recente coletou dados de pacientes
hospitalizados com céancer que foram diagnosticados com caquexia e encontrou
prevaléncia de depresséo (30,2%), ansiedade (18,6%), depressédo grave (6,7%) e
ansiedade grave (8,4%) em comparacdo com pacientes com cancer ndo caquético
(15,2%; 11,1%; 0,8% e 1,6%) (Sun H et al., 2020). A ansiedade pode ocorrer de forma
independente ou coexistir com a depressédo, e esses disturbios psicologicos estédo
fortemente associados a pior qualidade de vida e prognéstico do cancer, podendo
levar a maior risco de mortalidade (Grotmol et al., 2017). Em camundongos com
caquexia, por meio de observacdes qualitativas, h4 a percepcdo de que eles se
comportam de forma diferente dos animais saudaveis, gerando interesse em aplicar
testes comportamentais para mensurar esses comportamentos. Nos modelos
comportamentais, 0s animais sao expostos a estimulos externos capazes de provocar

comportamentos defensivos e ansioliticos, onde a ansiedade pode ser medida uma
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resposta ao sentimento de aversdo, um comportamento incontrolavel (Berton et al.,
2021). Ainda que medir a ansiedade em modelos animais seja muito mais complexo
do que usar um Unico parametro em um Unico ambiente, 0 comportamento de se
aproximar da parede € observado na maioria das espécies de roedores e esta
associado a comportamentos relacionados a ansiedade. Na realidade, € mais
provavel que esteja ligado a propensao subjacente de evitar grandes areas abertas
ou areas de perigo (Seibenhener et al., 2015). Portanto, a identificacdo e o manejo
dos problemas psicoldgicos na caquexia sao extremamente importantes mesmo em
modelos animais. Em consonancia com esses achados, realizamos um teste para
mensurar 0 tempo gasto no centro e na periferia do campo aberto, com intuito de
avaliar comportamentos ansioliticos. Neste teste constatamos que os camundongos
saudaveis atravessam as areas centrais do campo aberto com uma frequéncia muito
maior do que os camundongos portadores de PDA que passam mais tempo nas
regides  periféricas, indicando um  comportamento  mais  defensivo.
Consequentemente, concluimos que os camundongos com caquexia induzida por

PDA exibem comportamento associado a ansiedade.

Além de apresentar reducdo na massa muscular e niveis reduzidos de atividade
fisica, os modelos animais também devem demonstrar perda de forca muscular para
serem adequadamente representativos da condicao clinica. O teste de suspenséo de
guatro membros representa um método para avaliar a forca muscular usando todos
0S quatro membros e determinar a condicdo geral ao longo do tempo (Deacon, 2013).
O teste tem como proposito demonstrar o comprometimento neuromuscular e
coordenacao motora de modelos de camundongos com disturbios heuromusculares.
Contudo, vale salientar que devido a natureza do teste, ndo € possivel relacionar o
resultado a um unico efeito. J& a realizagéo recorrente desse teste se faz interessante
pois pode ser usado para determinar o curso natural da doenca neuromuscular ou a
eficacia das abordagens de tratamento farmacoldgico (Carlson et al., 2010). No teste
de suspensdo, em contraste com o grupo controle, os resultados demonstram que
camundongos PDX08 - NT apresentam pico médio de sustentacdo em 6 semanas,
com posterior redugcdo progressiva ao longo dos 60 dias de experimento.
Curiosamente, os camundongos PDX12 - NT também apresentam reducao

progressiva acentuada do tempo médio de sustentacdo em comparacdo com
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camundongos saudaveis, atingindo valores semelhantes ao grupo PDX08 - NT na

tltima semana.

Comportamento, equilibrio e peso podem influenciar o teste de suspensao.
Apesar da condicéo fisica debilitada de alguns animais devido a progressédo da
caquexia, 0s resultados indicam que os camundongos estavam claramente dispostos
arealizar o teste, pois 0 comportamento indica que ndo ha intencdo de se desprender
da grade. Contudo, como o tempo de suspenséao (TS) ndo leva em consideracao a
massa corporal do animal, torna-se interessante correlacionar o peso corporale o TS
para avaliar a influéncia potencial da massa corporal no impulso de retencéo (IR) (IR
= Peso corporal x TS). O teste de tempo de suspensao ndao é uma medida de geracao
de tenséo fisica, pois envolve a manutencéo da forca minima necessaria para se opor
a forca gravitacional (van Putten et al., 2010), logo, o impulso de retencdo € uma
medida dessa forca sustentada. Essa correlagcdo se faz interessante, pois pode
fornecer informacbes importantes sobre a evolucdo caquexia e sua relacdo com a
capacidade de produzir tenséo sustentada nos flexores dos membros. Curiosamente,
tanto os camundongos PDX08 - NT quanto os PDX12 - NT apresentaram baixos
valores de impulso de retencdo ainda que apresentem grandes diferencas no peso
corporal total (diferenca de 6,5 g aproximadamente), ou seja, os camundongos dos
dois grupos sao igualmente capazes de se opor a forca gravitacional, sugerindo que
0 peso corporal ndo é fator decisivo na manutencdo da forca durante o teste de

suspensao.

Em associacdo com os resultados de campo aberto, acreditamos que o
comprometimento muscular ocasionado pelo avanco natural da doenca
neuromuscular (até mesmo no PDX12) é um fator preditivo do desfecho clinico de
pacientes caquéticos e destaca a importancia da utilizacdo deste teste para avaliar o
declinio na funcdo muscular ao longo do tempo em modelos animais de caquexia do
cancer, mesmo em estagios precoces, onde a perda de peso ainda ndo € evidente.
Neste contexto, o teste de suspenséao torna-se interessante devido a facil realizagéo,
pela aplicabilidade em camundongos de diferentes idades e por permitir a indugéo de
tensao fisica sem influenciar o curso natural da caquexia. Contudo, salienta-se a
importancia do uso de uma combinacdo de varios testes para obter um panorama
mais completo e, assim, uma melhor percepcado da funcdo muscular dos grupos

experimentais.
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Embora a perda muscular induzida por fragmentos de tumor PDA em
camundongos pareca modelar de forma fiel a caquexia observada em pacientes
humanos, este modelo ndo é isento de limitacdes. Uma primeira limitacdo se deve ao
estudo ter sido realizado com PDXs gerados a partir de pacientes falecidos; portanto,
ndo foi possivel obter informagBes adicionais de acompanhamento clinico para
corroborar ainda mais os dados obtidos nos animais. Segundo, € possivel que as
caracteristicas observadas nos camundongos sejam seletivas para PDA e, portanto,
tenham menos aplicabilidade para estudar outros tipos de tumores que também
promovem a caquexia. Apesar dessas limitacdes, o presente estudo é, até onde
sabemos, o primeiro estudo a gerar modelos animas de caquexia com fragmentos
sélidos do mesmo tipo de tumor, contudo, oriundos de pacientes diferentes. Além
disso, juntamente aos dados bioquimicos, foram realizados testes de funcao
muscular. Esses resultados tém uma importancia significativa, uma vez que 0s
pacientes com caquexia do cancer frequentemente apresentam Serios
comprometimentos funcionais, incluindo reducédo da mobilidade e atividade fisica. No
presente estudo, descrevemos uma variedade de testes que abrangem 0S mesmos
comprometimentos funcionais vivenciados por pacientes com caquexia, incluindo
avaliacbes de forca sustentada, desempenho locomotor e comportamento
exploratorio. Por fim, destacamos o modelo de camundongo com PDA como um
avanco em relacdo aos modelos animais existentes de caquexia, e antecipamos que
esse modelo se mostrara uma ferramenta Gtil para aprimorar a compreensado dos
mecanismos subjacentes a perda de tecido e traduzir esse conhecimento em novas

terapias anti-caquéticas.
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5.2. Parte 2: Perspectivas para prevencéo e tratamento da caguexia com Bj-
PRO-10c

Os avancos na compreensao da caquexia do cancer, em particular a
patogénese da caquexia induzida pelo cancer pancreético, nos dao informacdes
prognésticas e mecanisticas importantes na identificacdo de potenciais alvos
terapéuticos; no entanto, as opcdes farmacoldgicas atuais para caquexia s&o
limitadas. Contudo, um numero limitado de estudos pré-clinicos tentou investigar a
fisiopatologia da caquexia induzida por PDA e a eficacia de intervengdes
anticaquéticas em modelos com tumor. O elevado numero de grupos experimentais
necessarios por esta abordagem limita o potencial de tais estudos projetados para
investigar em detalhes o fendtipo caquético induzido por cancer. O presente estudo
foi projetado para superar essas limitacdes e a impossibilidade inerente de administrar
agentes bioativos em humanos, fornecendo uma caracterizagcdo multimodal
abrangente de dois modelos caquéticos induzidos pelo mesmo tipo de tumor humano.
Portanto, como segundo objetivo principal deste estudo, examinamos a trajetéria da
caquexia ao longo do tempo, e sua relacdo com o tratamento crénico com Bj-PRO-
10c.

Para investigar o suposto efeito anti-caquético do peptideo na homeostase
muscular, uma investigacdo dos efeitos dessa droga no catabolismo muscular foi
conduzida. Os dados apresentados demonstram que o Bj-PRO-10c tem efeitos
protetores contra varios componentes da fisiopatologia da caquexia induzida por PDA,
incluindo perda de peso, atrofia muscular, empobrecimento do tecido adiposo e
estresse oxidativo. Em linhas gerais, demonstramos in vitro que o decapeptideo Bj-
PRO-10c (10 uM) foi capaz de reduzir significativamente a producdo do anion
superéxido em células precursoras de mioblastos em meios condicionados de células
tumorais humanas de cancer de pancreas (PDA0O8 e MIA PaCa-2), sem alterar a
viabilidade das células C2C12. In vivo, o peptideo exerceu um efeito protetivo robusto
contra a perda de peso corporal total e evitou que essa perda se agravasse na fase
mais avancada da doenca. Aqui, mostramos que o Bj-PRO-10c (1pg de Bj-PRO-10c
por grama de peso corporal a cada 72h) atenua em aproximadamente 5% a perda de

peso corporal no modelo de caquexia grave, PDX08, sem afetar o crescimento do
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tumor. Tracando um paralelo com a realidade humana, caso estivéssemos falando de
um paciente com 80kg, tal diferenca representa 4kg a mais em relacdo ao paciente
ndo tratado. Além disso, o tratamento crénico com o Bj-PRO-10c foi capaz de
aumentar a distancia percorrida no grupo PDX08 na ultima semana do periodo
experimental. Todos esses achados se apresentam como possiveis efeitos protetores
do Bj-PRO-10c contra caquexia, sendo capaz de atenuar a perda de peso,
degradacdo da massa muscular e tecido adiposo, reducdo de mobilidade e

termogénese de camundongos xenoenxertados com PDA humano.

Ainda que a patogénese exata da caquexia ndo tenha sido completamente
elucidada, evidéncias crescentes indicam de que o estresse oxidativo desempenha
um papel crucial no desenvolvimento da condi¢do. O estresse oxidativo ocorre quando
h&a um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
capacidade das células de neutraliza-las. Dentro deste contexto, &€ amplamente
conhecido que as ROS regulam uma variedade de processos celulares associados ao
cancer, incluindo resposta ao dano do DNA, proliferacéo celular, adesao, migracao e
sinalizacdo de morte celular. No entanto, a producdo excessiva de ROS,
especialmente do anion superéxido, pode levar ao estresse oxidativo e a instabilidade
genbmica, promovendo o crescimento e a progressdo do tumor. Dentre os ROS, a
superproducdo do superoxido é fortemente induzida pela caquexia, implicado na
disfuncdo mitocondrial e a ativacdo do sistema ubiquitina-proteassoma, que resulta
em degradacédo excessiva de proteinas musculares. Portanto, um equilibrio adequado
entre a producdo e a degradacdo de ROS é essencial para a manutencdo da
homeostase celular e para evitar danos celulares e genémicos. Estudos anteriores,
como os de Kate et al. (2006) e Lopez-Lazaro (2007), destacaram a importancia de
uma regulacéo fina das taxas de producédo e degradacédo de ROS, especialmente do
anion superoxido, para modular o destino e a plasticidade das células tumorais. Em
linha com esses resultados, demonstramos o potencial antioxidante do Bj-PRO-10c
por reduzir a producdo de superdoxido em mioblastos quando submetidos ao meio
condicionado de células de cancer pancreatico. Ainda que o tratamento ndo tenha
alterado a producéo de superdxido de mioblastos que se encontram em condi¢des
normais, nossos dados indicam que o Bj-PRO-10c pode ter efeitos protetores contra

0 estresse oxidativo induzido pelo desenvolvimento da caquexia associada ao PDA.
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Como a inflamacédo é a principal forca motriz por tras das alteracoes
metabdlicas no paciente caquético, investigamos o potencial dos efeitos anti-
inflamatdrios do peptideo Bj-PRO-10c. Postulamos que os mecanismos relacionados
com os dois alvos moleculares do Bj-PRO-10c, ECA e ASS, podem estar envolvidos
com a protecdo induzida pelo peptideo contra os efeitos sistémicos da caquexia.
Primeiro, a atenuacdo da caquexia e a perda do musculo esquelético nos
camundongos tratados pode ser parcialmente explicada pela redugao da producgéo de
angiotensina Il (Ang Il). Desde a descoberta do Captopril no século passado, diversos
estudos demonstraram o potencial dos peptideos potenciadores da bradicinina em
inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), que é responsavel pela converséo
da angiotensina | no vasoconstritor ativo angiotensina Il (Lameu et al., 2010). Multiplos
mecanismos complexos estdo associados a producéo exacerbada de Ang I, incluindo
a intensificacédo da producéo de citocinas pro-inflamatorias (especialmente IL-6 e TNF-
a), aumento do estresse oxidativo (via ROS), interrup¢éo da sinalizacao de insulina,
reducdo dos niveis de ATP, elevacdo da degradacdo de proteinas (via UPS) e
modulacdo da sensacéo de apetite e saciedade (Yoshida et al., 2013). Tracando um
paralelo com clinica, pacientes humanos com caquexia cardiaca também apresentam
niveis elevados de angiotensina Il, aumentando os niveis das citocinas pro-
inflamatorias (Zhang et al., 2009; Brink et al., 2001). Por reduzir os efeitos dos
mecanismos supracitados, a inibicdo da ECA e consequentemente, reducdo de Ang

Il, se apresenta como estratégia importante no tratamento da caquexia.

Segundo, além de ter como alvo molecular a ECA, o Bj-PRO-10c também é
conhecido por aumentar a atividade da ASS e sustentar a producédo controlada de
oxido nitrico, garantindo a biodisponibilidade adequada dessa molécula para o
funcionamento fisiolégico adequado. Nesse cenario, estudos do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que o peptideo é capaz de promover a ativacdo da ASS,
resultando no aumento da producdo do metabdlito 6xido nitrico e concentracao
plasmatica de arginina (Guerreiro et al., 2009; Lameu et al., 2012; de Oliveira et al.,
2010). Em adicao, diversas evidéncias tém sugerido o 6xido nitrico como um sistema
de defesa antioxidante essencial para a manutencdo da homeostase oxidativa celular.
Interessantemente, demonstrou-se que a oxidacdo de proteinas e expressdo de
ligases foram menores nos musculos oxidativos e que estes musculos apresentam

maior producdo de NO e expresséo de genes oxidantes, tornando-0s mais resistentes
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a degradacdo muscular promovida pela caquexia (Yu et al., 2008). A vista desses
mecanismos, esses argumentos reforgcam a importancia do NO como um potencial
protetor e modulador dos danos promovidos pela caquexia, devido a maior producéo
de NO por musculos oxidativos em comparagcdo com musculos glicoliticos. Além do
status antioxidante, o 6xido nitrico também apresenta implica¢cées no equilibrio pré-
inflamatorio das citocinas. Conforme discutido anteriormente, a regulacdo positiva dos
genes inflamatdrios e a liberagdo de citocinas esta intimamente relacionada com a
ativacao intracelular do fator de transcricdo NF-kB. Estudos sugerem que o NO pode
ser importante na regulacdo da intensidade e duracdo da ativacao de citocinas pro-
inflamatorias por estabilizar o IkB, a proteina principal responsavel pelo controle da
ativacao do NF-kB (Arias et al., 2011). Esse pode ser um aspecto importante protecéo
da mediada pelo NO e reforca a importancia do NO como potencial mediador e
modulador de danos induzidos pela caquexia do cancer.

Demonstramos que o0 tratamento com Bj-PRO-10c aumentou
significativamente a massa lipidica com concomitante reducéo da expressao do gene
Ucpl, diminuindo o gasto energético e a mobilizacéo de lipidios. Postula-se que Bj-
PRO-10c previna o dano oxidativo nas goticulas lipidicas dos adipocitos por meio de
sua atividade antioxidante, reduzindo o desgaste acentuado dos adipoécitos. O
estimulo da atividade lipolitica, provocada pela progressdo da caquexia, induz a
producdo de quantidades excessivas de superoxido e peroxido de hidrogénio,
gerando ROS altamente toxicos. Adicionalmente, a angiotensina Il também esta
documentada por estimular a NADPH oxidase, levando ao aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio, que podem ativar a via do NF-kB e a produgao de
citocinas pro-inflamatorias (Wei et al.,, 2008). Logo, considera-se que o0 peptideo
suprime a sinalizacao inflamatdéria, como a via NF-kB, por reduzir esses tipos de ROS
no tecido adiposo através do estimulo da producdao de NO com concomitante inibicéo
da formacéo de Ang Il, o que poderia explicar por que o tratamento aumenta a massa
do tecido adiposo, além de reduzir a expressao de marcadores termogénicos em

camundongos caquéticos com PDA.

Em linhas gerais, o PDA causou perda substancial de massa muscular
esquelética, consistente com a superexpressao de genes catabdlicos, todavia, o
tratamento crénico com o peptideo melhorou a perda de massa magra nos musculos

dominantes de fibra de contracdo rapida em praticamente 25%, reduziu a expressao
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dos marcadores de catabolismo e reverteu complemente a atrofia cardiaca no modelo
PDX08. Supbe-se que a caquexia induzida por PDA causa estresse oxidativo ao
tecido normal e afeta diretamente os musculos esqueléticos e a fadiga. Algumas vias
possiveis incluem a geracdo de ROS que estimula a regulacdo ascendente de
proteinas musculares especificas (ubiquitina E3 ligases) por meio da via do
proteassoma e a formacéo de espécies reativas de oxigénio no musculo estimulando
a apoptose de miocitos esqueléticos (Egerman et al., 2014). A vista disso, a prote¢éo
do tecido muscular exercida pelo tratamento com Bj-PRO-10c deve-se a sua agdo em
atenuar o estresse oxidativo, pela reducao da producédo de ROS, e, por conseguinte
suprime a ativacao da sinalizacao a partir de fatores de transcricdo como NF-kB, que
tem como alvos os genes que regulam o sistema ubiquitina-proteassoma, Atrogin-1 e
MuRF1. Uma vez que existem processos hipoanabdlicos e hipercatabolicos em acgéo
na caquexia de forma multifatorial, acreditamos que seja prudente estudar os efeitos
da combinacdo de um agente anabdlico juntamente com efeitos anti-catabdlicos do
Bj-PRO-10c para promover a qualidade de vida e aumentar a expectativa de vida dos

pacientes.

O BJj-PRO-10c, por si s, pode ser um composto natural altamente promissor
com potencial terapéutico para prevenir o desenvolvimento da caquexia induzida por
cancer, com base em descobertas recentes em roedores. Resultados empolgantes do
nosso laboratorio com o Bj-PRO-10c, mostraram um efeito do peptideo na prevencéao
da caquexia induzida por neuroblastoma em modelo animal. Resumidamente,
camundongos atimicos BALB/c nude foram injetados subcutaneamente com
tumoresferas de neuroblastoma presenca ou auséncia do tratamento com Bj-PRO-
10c. O tamanho do tumor e o peso corporal foram monitorados por 90 dias a cada 2
dias. Apés o periodo experimental, o grupo controle perdeu cerca de 25% do peso
corporal total e massa muscular esquelética, enquanto os animais que receberam
tumoresferas tratadas com o peptideo, mantiveram seu peso corporal e massa
muscular durante todo o ciclo. Observou-se também que o tamanho e o volume dos
tumores nao foram significativamente diferentes entre os grupos, indicando que o
mecanismo de acdo subjacente a protecdo dos animais contra a sindrome de
emagrecimento muscular ndo esté relacionada ao crescimento do tumor. Esses dados
foram consistentes e reprodutiveis nesses modelos animais de caquexia do cancer

infantil, sugerindo fortemente que, quando em contato com tumores precoces, 0 Bj-
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PRO-10c induz um mecanismo de agédo que tem uma maneira eficaz de proteger os
animais contra a sindrome de emagrecimento muscular. Contudo, uma vez que essas
tumoresferas foram primeiramente tratadas com o peptideo para posterior aplicacéo
subcutanea, torna dificil relacionar os efeitos do composto nos casos em que as
células sao previamente tratadas (modelo neuroblastoma) e quando o Bj-PRO-10c é
inoculado sistemicamente via intraperitoneal apds o xenotransplante (modelo PDA).
Em vista disso, os dados apresentados demonstram que a biodisponibilidade local
pode né&o refletir adequadamente a biodisponibilidade sistémica, portanto o
aprimoramento da formulacédo e de drug delivery do peptideo Bj-PRO-10c constitui
uma excelente estratégia que visa melhorar o desempenho do peptideo, bem como
abre caminho para o patenteamento para eventuais usos comerciais futuros. No
entanto, apesar da heterogeneidade e do estagio avancado da doencga, o tratamento
com Bj-PRO-10c resultou em beneficio clinico, conforme demonstrado por melhorias
estatisticamente significativas na composicdo corporal magra e marcadores

bioquimicos.

A dose adequada e a frequéncia correta de administracdo do tratamento
também desempenham um papel fundamental na influéncia dos efeitos terapéuticos
observados. Se a dose for muito baixa ou a frequéncia for inadequada, pode resultar
em uma resposta terapéutica insuficiente, levando a resultados negativos ou auséncia
de beneficios clinicos significativos. Por outro lado, doses muito altas ou frequéncia
excessiva podem levar a efeitos colaterais indesejados ou até mesmo toxicidade,
afetando a validade dos resultados (Powell et al., 2021). Além disso, também podem
afetar a farmacocinética (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo do
medicamento) e a farmacodindmica (mecanismos de acao e efeitos no organismo).
Alteracbes nesses parametros podem levar a variacbes na concentracdo do
medicamento no corpo, na sua eficacia e na sua interacdo com o alvo biolégico (Mager
et al., 2003). Isso pode resultar em diferentes resultados clinicos e afetar a
interpretacdo dos dados obtidos na pesquisa. A vista disso, é essencial definir
cuidadosamente a dose e frequéncia do tratamento a ser investigado, levando em
consideracdo fatores como a eficacia esperada, seguranca, farmacocinética e

farmacodindmica. A padronizacdo desses parametros é crucial para garantir a

validade dos resultados obtidos na pesquisa e sua relevancia clinica.
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Ainda que “qualidade de vida” seja dificil de definir, uma vez que depende do
desenho, conducéo e analise de um ensaio, sua relevancia clinica e a qualidade dos
relatérios, este estudo revelou que o tratamento crénico pode resultar em sobrevida
prolongada e melhorias clinicamente significativas na qualidade de vida de pacientes
com caquexia induzida por PDA. Nossos dados, portanto, apoiam o desenvolvimento
ou implementacéo de interveng¢des que visam diminuir ou reverter as perdas induzidas
pelo PDA, com o objetivo de atrasar ou prevenir a progressdo da caguexia e 0S
resultados clinicos ruins associados. Esta recomendacao esta de acordo com varios
estudos anteriores, que descreveram que 0s pacientes durante o curso inicial da
doenca metastatica ainda podem ter potencial anabolico exploravel (Prado et al.,
2013; Kurk et al., 2018; Winter et al., 2012). Por fim, todos os dados apresentados
mostraram-se interessantes e exibem potencial de serem mais aprofundados a vista
de compreendermos 0s motivos que sustentam a maior agressividade de alguns
tumores em relacdo a outros. Estas informacdes dao suporte para o uso de modelos
PDX como uma estratégia para estudar o perfil Unico de cada xenotumor e assim,
abrindo oportunidades para investigar a eficacia de compostos, como o Bj-PRO-10c,
gue apresentam potencial como agente preventivo ou terapéutico para caquexia,

avaliando a reverséao dos efeitos sistémicos observados nessa patologia.
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6. CONCLUSOES

Em concluséo, nossos resultados sugerem que o uso de modelos PDX é uma
estratégia relevante para investigar as peculiaridades envolvidas na etiologia e
fisiopatologia do PDA que levam a caquexia. Além de ampliar a compreensdo dos
mecanismos moleculares subjacentes ao crescimento tumoral, ele também fornece
um recurso valioso para uma ampla variedade de abordagens béasicas e translacionais
em estudos futuros. Nossos dados mostram que os camundongos portadores de PDA
humano imitaram as deficiéncias metabdlicas e funcionais observadas em pacientes
com a doenca, destacando sua adequacdo como modelos animais apropriados de
caquexia do cancer. Os camundongos portadores de tumor PDA podem ser usados
para delinear a relacdo entre caquexia e tumores e estudar estagios distintos da
caquexia do cancer. A utilizacdo de avaliacdes funcionais e metabdlicas melhorara a
traducao dos resultados para a clinica e ajudara a encontrar intervencoes terapéuticas
para a caquexia do cancer que melhorem a qualidade de vida do paciente e reduzam

a mortalidade.

Em adicado, no presente trabalho apresentamos o Bj-PRO-10c como uma nova
molécula com potencial terapéutico para prevenir e tratar a caquexia do cancer
induzida por PDA. Esse estudo fornece dados valiosos sobre os niveis de exposi¢cao
do peptideo e alteracdes metabdlicas da administracdo crbnica, abrindo caminho para
novas investigacoes, visto que a caguexia € uma sindrome muito debilitante para
pacientes com cancer e ainda ndo ha nenhuma terapia em uso clinico com efeitos
comprovados. Os resultados deste estudo, que demonstram a eficacia de uma
abordagem de tratamento com multiplos alvos, parecem confirmar a hipotese
fundamental de que o tratamento da caquexia do cancer, uma sindrome multifatorial,
tem maior probabilidade de ser bem-sucedido com uma abordagem multidimensional.
Finalmente, e acima de tudo, o desenvolvimento do Bj-PRO-10c como uma droga para
o tratamento da caquexia do cancer sera extremamente impactante na clinica médica
para combater essa doenca silenciosa, pois pode melhorar a qualidade de vida e
aumentar a expectativa de vida dos pacientes, além de diminuir custos com
hospitaliza¢des, complicacbes secundarias e, 0 mais importante, casos de mortes em

todo o mundo.
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essenciais para a

sobrevivéncia do PDAC empregando uma estratégia de silenciamento génico com short hairpin RNAs
(shRNAs), uma classe de RNA de interferéncia (RNAI). Células tumorais obltidas de pacientes com PDAC
serdo expandidas in vivo por meio de xenotransplantes em camundongos severamente imunodeficientes.
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Projeto envolvendo o uso de participantes com cancer de pancreas que serdo submetidos a cirurgia. Apds
obtencio de TCLE, o tumor extraido sera transportado para o biotério do IQ/USP e enxertados em roedores.

O pesquisador possui apoio financeiro da FAPESP e o HSL sera a instituicio co-participante.

Continuacdo do Parecer 834279

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar se o silenciamento do conjunto conhecido de genes codificadores de proteinas com fungdo de
“escrita”, "leitura” ou “limpeza” de marcas epigenéticas em células derivadas de tumores de pancreas
podera revelar genes essenciais para a sobrevivéncia do tumor.

Esta informacdo sera relevante para o desenvolvimento de novas terapias para a doencga, por exemplo
através da identificacdo de farmacos que interfiram com a fung3o destas proteinas.

Identificar alvos terapéuticos no PDAC através do rastreamento por RNA de interferéncia em
xenotransplantes de tumores utilizando bibliotecas de short hairpin RNAs.
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apresantado, o primeairo relatoro parcial esla previsto para ser enlregue em 09-04-2015. Caso haja
alteragies no prolocolo, cronograma do estudo, ou em gualquer oulro documento do estudo por favor,
submeter atualizacio.

Situagio do Parecer:
Aprovado
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SAO PAULO, 16 de Outubro de 2014
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10. APENDICE B - Certificado CEUA (IQ-USP)

’ P qb Universidade de Sao Paulo

Instituto de Quimica

BT

CERTIFICADO N° 132/2019

Certifico que o Projeto “Estudo de potenciais farmacos para prevengdo e tratamento da metdstase e
caquexia induzida por cancer de pancreas” desenvolvido sob responsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a).
Claudiana Lameu, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissao de
Etica em Uso de Animais (CEUA), do 1Q-USP, em 08/08/2019.

We attest that the project entitled “Estudo de potenciais farmacos para prevencgao e tratamento da
metdstase e caquexia induzida por cancer de pancreas”, developed under the responsibility of Dr(a).
Claudiana Lameu, follows the regulations established by the National Council for Control of Animal
Experimentation and has been approved by the Internal Animal Care and Use Committee of the
Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, on 08/08/2019.

Sao Paulo, 17 de Novembro de 2020.

A idd D —

ProfaMnieMez Basseres
Presidente CEUA
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11. APENDICE C - Laudo Anatomopatolégico do paciente 08

v Nome:
éc:“( H'OSPITAL - Data de nascimento: Idade: Sexo: F
{2 SIRIO-LIBANES '\ aendimento: 6069068 Data: 03/11/2015

EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Material ID: AP15-029488

Topografia: Pancreas e Bago

MACROSCOPIA - Pancreatectomia corpo-caudal e esplenectomia:

Fixador: Formol tamponado a 10%

Recebido espécime cirirgico em monobloco constituido por pancreatectomia parcial (segmento de corpo e cauda de
Péancreas) e Baco.

O segmento pancreatico mede 13,7 x 4,1 x 2,0 cm, com superficie externa lobulada, com discretas areas de tecido adiposo
aderido. A face anterior foi tingida de marrom, a posterior de preto e a margem pancreatica de azul. O baco mede 10,5 x 7,5
x 3,0 cm, com superficie externa acinzentada e rugosa, exibindo tecido adiposo peri- esplénico. Aos cortes, nota-se na
porcdo de colo/corpo pancreatico, lesdo mal delimitada medindo 4,5 x 3,0 x 2,5 cm, constituida por tecido pardo-claro e
firme. A lesdo dista 0,6 cm da margem pancreatica, 0,2 cm da parede posterior e 0,2 cm da anterior. No restante o
parénquima pancreatico & acastanhado, lobulado, ora firme, ora elastico, sendo observada na por¢do caudal dilatacdo
intensa do ducto pancreatico principal, medindo 0,7 x 0,6 cm nas maiores dimensdes. O parénguima esplénico &
castanho-avermelhado e macio, sem particularidades. Os vasos do hilo esplénico encontram-se preservados.

Do tecido adiposo peri-pancreatico anterior, foram dissecados treze (13) linfonodos acastanhados e elasticos, que medem
entre 0,2 cm e 0,8 cm.

Do tecido adiposo peri-pancreatico posterior, foram dissecados seis (06) linfonodos acastanhados e elasticos, que medem
entre 0,2cme 1,2 cm.

Do tecido adiposo periesplénico, foram dissecados quinze (15) linfonodos acastanhados e elasticos, que medem entre 0,2
cme 0,7 cm.

Apenso ao pancreas e o baco, observa-se tecido adiposo amarelado com areas vinhosas, que mede 155x12,3x 1,5 cm,
onde ndo foram observados nddulos ou areas de implante tumoral.

Toda leséo foi representada, sendo divida em quinze fatias, sequencialmente representadas do colo para cauda do
pancreas.

No restante fragmentos representativos foram submetidos a exame histolégico, conforme designacdes:

1-A - Margem pancreética (congelada); 1-B - Lesdo (congelada); 1-C - Fatia 1; 1-D - Fatia 2; 1-E - Fatia 3; 1-F - Fatia 4A; 1-G - Fatia
4B;1-H - Fatia &; 1-1 - Fatia 6;1-J - Fatia 7A; 1-K - Fatia 7B; 1-L - Fatia 8A; 1-M - Fatia 8B;1-N - Fatia 9;1-O - Fatia 10.1-F - Fatia 11; 1-Q -
Fatia 12; 1-R - Fatia 13; 1-S - Fatia 14;1-T - Fatia 15; 1-U - Estrutura cistica; 1-V - Outras areas (pancreas); 1-W - Outras areas (pancreas);
1-X - Outras areas (pancreas); 1-Y - Vasos do hile esplénico; 1-Z - Outras areas (bago); 1-AA - Outras areas (baco); 1-AB - Trés nodulos
(anterior); 1-AC - Um nodulo (anterior); 1-AD - Um nodulo (anterior); 1-AE - Um nédulo (anterior); 1-AF - Um nodulo (anterior); 1-AG - Um
nodulo (anterior); 1-AH - Um nodulo (anterior); 1-Al - Um nédulo (anterior); 1-AJ - Um nodulo (anterior); 1-AK - Um nodulo (anterior); 1-AL -
Um nédulo (anterior); 1-AM - Um nédulo (anterior); 1-AN - Cinco nodulos (periesplénicos); 1-AO - Cinco nodulos (periesplénicos); 1-AP -
Um nodulo (periesplénicos); 1-AQ - Um nddulo (periesplénicos); 1-AR - Um nodulo (periesplénicos); 1-AS ao 1-AV - Tecido adiposo (apenso
a0 pancreas e baco)

DIAGNOSTICO: - Produto de Pancreatectomia corpo-caudal e esplenectomia:

- Adenocarcinoma ductal invasivo com as seguintes caracteristicas:
- Topografia da leséo: corpo/cauda de Pancreas.

- Tamanho da lesao: 45x30x25cm.

- Tipo histolégico (OMS, 2010): adenocarcinoma ductal.

Emnitido em: 0411172015
Patologista Responsdvel: CRM 21285 DRA LUCIANA RODRIGUES MEIRELLES

BATHOK, - Teal Imagings £

Rua Dona Adma Jafet, 91 Sdo Paulo - SP CEP 01308-050 Tel :(11) 3155-0200
www_hospitalsiriolibanes.org.br
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- Grau histologico 2 (moderadamente diferenciado), com area focais de padrao pouco diferenciado.

- Extenséo tumoral: a neoplasia infiltra o tecido adiposo peripancreatico -pT3.

- Invaséo carcinomatosa perineural e intraneural presentes.

- Invas&o carcinomatosa angiolinfatica presente.

- Invaséo mural de ramos vascular arterial intraparenquimatoso presente.

- Necrose tumoral presente (em cerca de 15% da area tumoral total amostrada).

- Limites anterior e posterior do parénguima pancreatico coincidentes com a neoplasia.

- Margem de ressecgéo cirurgica pancreatica livre (dista microscopicamente 0,3 cm da neoplasia).

- Metastase para um (01) de um total de seis (06) linfonodos peri-pancreaticos posteriores dissecados (01/06).
- Treze (13) linfonodos peri-pancreaticos anteriores dissecados livres de neoplasia (00/13).

- Quinze (15) linfonodos periesplénicos dissecados livres de neoplasia (00/15).

- Sumario dos linfonodos dissecados: metastase para um (01) de um total de trinta e quatro (34) linfonodos
regionais dissecados (01/34) - pN1.

- Achados morfologicos adicionais:

- Dilatacéo ductal pos-obstrutiva envolvendo ducto pancreatico principal e ductos secundarios.

- Pancreatite crénica com extensas areas de atrofia acinar, fibrose parenquimatosa e focos de neoplasia
intraepitelial pancreatica de alto grau (Pan-IN 3). Atividade inflamatoria focal (exsudato fibrinoleucocitario na luz
de ductos dilatados).

- Hiperplasia fibrocongestiva leve da polpa vermelha esplénica.

- Achados morfologicos adicionais:

- Dilatac&o ductal pos-obstrutiva envolvendo ducto pancreatico principal e ductos secundéarios.

- Pancreatite crénica com extensas areas de atrofia acinar, fibrose parenquimatosa e focos de neoplasia
intraepitelial pancreatica de alto grau (Pan-IN 3). Atividade inflamatoria focal (exsudato fibrinoleucocitario na luz
de ductos dilatados).

- Hiperplasia fibrocongestiva leve da polpa vermelha esplénica.

NOTAS:
1- Estadiamento patoldgico (TNM sétima edigdo / AJCC / UICC): pT3 pN1, estadio minimo IIB.

2- Protocolo de exame macro & microscopico de espécimes com neoplasia em pancreas exocrino proposto pelo
CAP (Colegio Americano de Patologistas, 2013).

Emitido em: 0411172015
Patologista Responsvel: GRM 21265 DRA LUCIANA RODRIGUES MEIRELLES
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12. APENDICE D - Laudo Anatomopatolégico do paciente 12
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LAUDO ANATOMOPATOLOGICO

DADOS CLINICOS
Tumor de pancreas. Colelitiase. Ver laudo intra- operatério: I016-000207.

PECA(S):

1- PANCREAS - SEGMENTO CORPO/CAUDAL
2 - LINFONODOS PERIPANCREATICOS
3-BACO

4 - LINFONODOS PERIESPLENICOS

5 - LINFONODO DE ARTERIA HEPATICA

6 - VESICULA BILIAR

EXAME MACROSCOPICO

O espécime, previamente fixado em formaldeido 4% tamponado com fosfato basico de sédio ph7.2-7 4. consta de:

1- Segmento corpo/caudal de pancreas em monobloco com o bago e gordura penipancreatica, submetido a exame intra- operatono de
congelagio, medindo 8,0x4.5%2.5cm. A superficie externa fo1 1dentificada com tinta nanquim sendo a anterior em azul e a posterior em
preta. Aos cortes, observa-se lesio nodular esbranquicada de limites imprecisos, envolvendo o ducto pancredtico medindo 4.0x2.5x2 4cm.
distando 4.0cm da margem pancredtica e estendendo-se para o tecido adiposo penipancreatico. O restante do parénquima pancreatico
apresenta perda da lobulagio e indefinicio dos limites com a gordura, de consisténcia firme e coloragio esbranquigada.

2- No tecido adiposo peripancreatico foram dissecadas 12 estruturas nodulares, medindo de 0.1 a 0,6cm.

3- Bago pesando 295.0 gramas ¢ medindo 16,5x10,0x3.5cm, recoberto por capsula acmzentada e rugosa. Aos cortes observa-se
parénquima castanho-vinhoso. com textura habitual.

4- No tecido adiposo peri-esplénico foram dissecadas 8 estruturas nodulares, medindo de 0,2 a 1.0cm.

5- Identifica-se estrutura nodular, acastanhada e elastica. medindo 2.0x1_3x1.3cm no maior e1xo.

6- Vesicula biliar, recebida fechada. medindo 5.7em de comprimento, apresentando perimetro de 3.5cm no fundo e 0,5cm no colo.
Apresenta serosa lisa e brilhante, com mucosa granulosa, castanho-esverdeada. A parede tem estratificaco preservada, com espessura
maxmma de 0. 4cm.

* Fragmentos representativos sio submetidos a exame histolégico assim designado:
1 PANCREAS - SEGMENTO CORPO CAUDAL
1-A - congelagio lesio e linfonodo peripancreatico (1ft1) 1-A-1 - H-E
1-B - congelacio margem (1ft1) 1-B-1-H-E
1-C - lesdo (1fr) 1-C-1 - H-E
1-D- (2ft) 1-D-1 -H-E / 1-E - (1fr) 1-E-1 -H-E/ 1.F - (2f) 1.F-1 - H-E / 1-G - (1) 1-G-1 - H-E / 1-H - (1) 1-H-1 - H-E/ 11 - (1))
1-11-HE/1J-(1f) 19-1-HE/1-K - 2f) 1-’K-1 -HE
2 LINFONODOS PERIPANCREATICOS
2°A-(12f)2-A-1-HE
2-B - remanescente (3f1 2-B-1 - H-E
3BACO
3-A - (2fr) 3-A-1-H-E / 3-B - (2r) 3-B-1 - H-E
4 LINFONODOS PERI-ESPLENICOS
4-A - (3fr)4-A-1-HE
4-B - remanescente (2ft1) 4-B-1 - H-E
5 LINFONODO DE ARTERIA HEPATICA
5-A - (3f) 5-A-1 -H-E / 5-B - (3fti) 5-B-1 - H-E
6 VESICULA BILIAR
6-A - (4ff) 6-A-1 -H.E

Médico(s) patologista(s) responsaveis:

T e S

Laudo lido/validado por: -
. Dra. Paula Martinez Vianna - CRM 151.948 Dra. Mana Regina Vianna - CRM. 45.383
Dra. Maria Regina Vianna - CRM. 45383

PRTHON - Teal Imaging a.r.

Pagina 1 7 3



CICAP - CENTRO DE IMUNO-HISTOQUIMICA, CITOPATOLOGIA E ANATOMIA PATOLOGICA
p Praf. Dr. Venincie A. F, Alves - CRM 34,238 Dra. Maria Regina Vianna - CRM 45,383
Dra. Yara de Menezes - CRM 45,279 Dr. Evandro Sobroza de Mello - CRM 95.539
Dy. Celso di Loreto - CRM 39.831 Dr. Ryan Yulimatsu Tanigawa - CRM 131.446
Dra Juliana Naves Ravanini - CRM 125,307 Dra. Paula Martinez Vianna - CRM 151.948
OSWALD‘O CRUZ Dra. Livia Barreiva Cavalcante - CRM 151.998 Dra. Rafaela Brito Bezerva Pinheiro - CRM 158.666

Dra. Marcela Arruda P. 5. Vasconcelos - CRM 143.913
Rua Joio Julifo, 331 - Paraiso - CEP 01323020 - Sio Paulo - SP - Fone/Fax: 3288-2421 / 35490971 / 3549-0072

*AP1E&-004748¢*

Nome do paciente: SexorM Dt Nasc.:

Meédico(s) solicitante(s): PROF. DR. JOSE JUKEMURA

Instituicio: HAOC - CENTRO CIRURGICO

Convénio: SUL AMERICA

Numero Exame: AP16-004748 N® Same: 120026865 Recebido: 27/02/2016 Emitido: 03/03/2016 11:42

1186582 * 1186582 *

EXAME MICROSCOPICO

O exame histologico revela:

1- Cortes da les3o de pancreas exibindo neoplasia de padrio ductal pouco diferenciada, com dreas de células claras, notando-se ainda
células 1soladas ou formando pequenos agrupamentos. Ha mfiltracio neoplasica vascular linfitica e perineural. com intensa desmoplasia e
extensio para a gordura pertpancredtica, com moderado mfiltrado inflamatério infocitirio formando foliculos linfoides. Nio se identifica
permeacio vascular sanguinea pela neoplasia. As margens de resseccio pancredtica e circunferencial estio livres de neoplasia. O
parénquma adjacente 3 neoplasia tem focos de atrofia. Presenca amda de ductos ectisicos com epitélio proliferado. por vezes formando
projegdes papiliformes, com focos de displasia de bamxo grau.

2- Cinco dos linfonodos peripancreaticos, que incluem os 12 dissecados e 6 imersos na gordura peripancredtica. identificados a
microscopia, estio acometidos pela neoplasia.

3- Cortes de baco com arquitetura geral preservada. notando-se fibrose dos seios medulares associada a mntensa ectasia sinusoidal. Sdo
vistas numerosas hemacias falcizadas nos espagos smusoidais. Presenca de proliferagio vascular de padrio cavemoso em regido
subcapsular.

4- Linfonodos preservados livres de neoplasia.

5- Linfonodo com arquitetura preservada, livre de neoplasia.

6- Cortes de vesicula biliar apresentando graus variados de hiperplasia mucosa e fibrose transmural. S3o vistos alguns seios de Rokitansky
e Aschoff e infiltrado linfo-histiocitario disereto multifocal. Presenca ainda de focos com agregados de histibeitos xantomatosos em
posigio subepitelial.

CONCLUSAQO

1- ADENOCARCINOMA DUCTAL POUCO DIFERENCIADO DE SEGMENTO CORPO/CAUDAL DE PANCREAS MEDINDO
4.0 CM NO MAIOR EIXO, INFILTRANDO GORDURA PERIPANCREATICA.

PRESENCA DE INFILTRACAO NEOPLASICA VASCULAR LINFATICA E PERINEURAL.

INFILTRACAO NEOPLASICA VASCULAR SANGUINEA NAO IDENTIFICADA.

MARGENS DE RESSECCAOQ CIRURGICA PROXIMAL E CIRCUNFERENCIAL LIVRES DE NEOPLASIA.

NEOPLASIA INTRADUCTAL PANCREATICA DE BATXO GRAU (PanIN 1) E PANCREATITE CRONICA OBSTRUTIVA
ADJACENTES.

ESTADIAMENTO ANATOMOPATOLOGICO: pT3 pN1.

2- METASTASE PARA 5 DE 18 LINFONODOS PERIPANCREATICOS.
3- BACO ESCLEROCONGESTIVO COM HEMANGIOMA SUBCAPSULAR MICROSCOPICO.
4- LINFONODOS PERI-ESPLENICOS LIVRES DE NEOPLASIA (0/8).

5- LINFONODO DE ARTERIA HEPATICA LIVRE DE NEOPLASIA (0/1).

Médico(s) patologista(s) responsaveis:
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6- COLECISTITE CRONICA COM COLESTEROLOSE.

CHECKLIST DE CARCINOMA DE PANCREAS
[Espécime Produto de pancreatectonma parcial, corpo-caudal
[Localizagio do tumor Corpo pancredtico
Tamanho do tumor 40x2.5x%2 4 cm
[Tipo histolégico |Adenocarcinoma ductal
\Grau histolégico IG3. pouco diferenciado
[Extensao microscopica tumor [Tumor mvade os tecidos moles penipancreaticos
Margens (proximal e circunferencial [Livres de neoplasia (0,2cm da margem mass proxima)
Invasio vascular linfatica [Presente, focal
Invasio vascular sanguinea [Nio identificada
Invasio perineural [Presente, extensa
Sumirio dos linfonodos Metdstases em 5 de 27 linfonodos examinados
[Estadiamento (pTINM) T3 pN1
[Outros achados [PanIN 1
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