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“Bendito o homem que se fia em Deus, cuja confianca € Deus. Ele é como uma
arvore plantada junto da agua, que langa suas raizes para a corrente:

nao teme quando chega o calor, sua folhagem permanece verde;

em ano de seca hao se preocupa e nao para de produzir frutos”

Jeremias 17. 7-8



RESUMO

Silva WN. Caquexia em pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas:
influéncia da aptiddo fisica sobre o prognéstico [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

INTRODUCAO: Pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas
(CPCNP) sao, na maioria dos casos, diagnosticados em estagios avancados. A
caquexia relacionada ao cancer pode ocorrer em elevada frequéncia nesses pacientes
e se associa a prejuizo funcional e prognaéstico ruim. A quimioterapia € uma opc¢éo de
tratamento para estes pacientes e, embora ofereca ganho de sobrevida global em
comparagdo ao melhor cuidado de suporte, apresenta efeitos adversos (toxicidade)
consideraveis, que podem comprometer a qualidade de vida. Assim sendo, adequada
identificacdo dos melhores candidatos a quimioterapia € um aspecto critico na selecéo
de estratégias de tratamento daqueles diagnosticados com CPCNP avancado,
especialmente naqueles diagnosticados com caquexia. Visto que o0s tratamentos
existentes para beneficiar a composi¢cdo corporal ndo melhoram o prognostico dos
pacientes com caquexia, as variaveis funcionais passam a ter importancia prognéstica
neste cenario e se tornam Uteis para a selecao do tratamento. O objetivo deste estudo
foi avaliar o valor progndéstico das variaveis relacionadas a aptidao fisica em pacientes
com CPCNP, bem como os efeitos da quimioterapia sobre estas variaveis.
METODOS: 55 pacientes diagnosticados com CPCNP avancado foram incluidos em
um estudo de coorte prospectivo. A aptiddo aerdbica, a resisténcia muscular, a forca e
a mobilidade foram testadas. Foram avaliadas a composi¢édo corporal, a presenga de
caguexia, marcadores hematolégicos e dominios de qualidade de vida, além do
impacto prognéstico destas varidveis em sobrevida global. A correlagcdo entre as
variaveis foi testada, assim como a associagdo entre as variaveis preditoras de
progndstico com a resposta ao tratamento. Do ponto de vida translacional, o plasma
de alguns pacientes da coorte foi colocado em culturas de células musculares
estriadas para avaliar seu impacto em termos de morfologia e metabolismo celular.
Uma analise de metabolémica destas amostras de plasma foi realizada para identificar
possiveis marcadores de prognéstico e melhor caracterizar o impacto em funcao
muscular. Um segundo estudo foi conduzido comparando as varidveis de interesse
antes e apdés o tratamento e avaliando o impacto da quimioterapia
em células musculares. RESULTADOS: Dos 55 pacientes, 87% eram homens e 75%
tinham alta carga tabagica. A média da idade foi 65 anos, a histologia mais frequente
foi adenocarcinoma (58%), a sobrevida global em um ano foi 29% e o seguimento
médio foi 8 meses. A mobilidade, a resisténcia muscular a aptiddo aerébia foram
capazes de predizer o prognéstico. Contudo, a for¢a, o conteddo muscular e adiposo
ndo foram preditores de prognostico. O metabolismo das células musculares foi
modificado quando incubado com o plasma dos pacientes com menor resisténcia
muscular e apresentou alteracées em metabdlitos relacionados a inflamacao. Apés a
guimioterapia, os pacientes apresentaram perda de massa e funcdo muscular, e
prejuizo nas variaveis hematoldgicas, sem alteracdo no peso e nem em gordura
corporal. Os quimioterpicos causaram disfuncdo metabdlica e alteracdes
morfoldgicas em cultura de células primarias de humanos. CONCLUSAO: A funcéo
muscular possui maior impacto prognostico adverso quando comparada aquele da
composi¢cdo corporal em pacientes portadores de CPCNP avancado. Apds a
quimioterapia 0s pacientes apresentam prejuizo tanto na fungcdo muscular quanto na
composicdo corporal e ha um efeito deletério dos quimioterdpicos no musculo
esquelético destes pacientes.

Descritores: Aptidao fisica; Progndstico; Caquexia; Neoplasias; Musculo esquelético;
Analise de sobrevida; Quimioterapia; Biomarcadores.



ABSTRACT

Silva WN. Cachexia in non-small Lung Cancer cell patients: Influence of physical
fitness on prognosis. [tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Patients with non-small cell lung carcinoma (NSCLC) are
often diagnosed at an advanced stage. Cancer-related cachexia can occur with high
frequency in patients and is associated with functional impairment and poor prognosis.
Chemotherapy is a treatment option for these patients and, although it offers an overall
survival gain compared to better supportive care, it has considerable adverse effects
(toxicity), which can compromise the quality of life. Therefore, proper identification of
the best chemotherapy candidates is a critical aspect in the selection of treatment for
patients diagnosed with advanced NSCLC, especially those diagnosed with cachexia.
Treatments that increase the body composition do not improve the prognosis of the
patients, in a manner, functional variables become prognostically important in this
scenario and become useful for treatment selection. Therefore, this study aimed to
assess the prognostic value of the physical fithess in patients with NSCLC, as well as
the effects of chemotherapy on these variables. METHODS: 55 patients diagnosed
with advanced NSCLC were included in a prospective cohort study. Aerobic fitness,
muscular endurance, strength, and mobility were measured. In addition, body
composition, the presence of cachexia, hematological markers, and quality of life
variables were evaluated. The results were plotted on a survival curve to assess the
prognosis. The correlation between all the variables was tested, as well as the
association between the best mortality predictor and treatment response. The patients'
plasma was placed in muscle cell culture to assess its impact on cell metabolism.
Metabolomic assay of these plasmas was performed to identify possible markers of
prognosis and muscle function. A second study was conducted comparing these
variables before and after treatment and evaluating the impact of chemotherapy on
muscle cells. RESULTS: Of the 55 patients in the cohort, 87% were men, 75% heavy
smokers. The mean age was 65 years, the most frequent histology was
adenocarcinoma (58%), one-year overall survival was 29%, and mean follow-up in
months was 8 months. Mobility, muscular endurance, and aerobic fitness were able to
predict the prognosis. However, strength, muscle, and fat mass were not mortality
predictors. Muscle cell metabolism was impaired when incubated with plasma from
patients with lower muscle endurance. And plasmas from these patients present
changes in inflammation-related metabolites. After chemotherapy, the patients showed
loss of muscle mass and function, impairment of hematological variables without
change in weight and body fat. Chemotherapy drugs caused metabolic dysfunction and
morphological changes in cell cultures. CONCLUSION: Muscle function has a greater
prognostic value when compared to body composition. After chemotherapy, patients
present impairment in both, muscle function and body composition, and there is a
deleterious effect of chemotherapy that directly affects skeletal muscle.

Descriptors: Physical fitness; Prognosis; Cachexia; Neoplasms; Skeletal muscle;
Survival analysis; Chemotherapy; Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP) é a neoplasia
responsavel pelo maior nimero de mortes no mundo. No ano de 2020 o cancer de
pulm&o levou ao Obito aproximadamente 1,8 milhées de pessoas, correspondendo a
mais de 18% do total de 6bitos por cancer em todo o mundo ®. No Brasil o CPCNP é
considerado a segunda maior causa de morte (27929 O6bitos em 2017), sendo o
tabagismo, o principal fator de risco a este tipo de tumor >#. Os pacientes séo
frequentemente diagnosticados em estagios ja avancados, sendo mais de 70% em
estagio IV, com doenca metastatica, e sobrevida inferior a 12 meses (quando tratados
com quimioterapia), demonstrando a gravidade da doenca e o mau prognostico. O
tratamento sistémico € a principal abordagem terapéutica em estagios avangados de
CPCNP. Novos tipos de tratamento como a terapia alvo molecular e a imunoterapia,
tem proporcionado beneficios ao prognostico desta populacéo, todavia a quimioterapia

a base de platina é o tratamento mais utilizado atualmente °.

As drogas a base de platina atuam principalmente no DNA inibindo a replicagéo
e causando toxicidade celular. Essas drogas atuam primariamente em clones de
células neoplasicas que possuem maior fracdo de proliferacdo, todavia, este
tratamento ndo é seletivo, de modo que, outras células do organismo também sé&o
afetadas pela quimioterapia. Assim, a quimioterapia pode causar efeitos adversos
como nausea, vomito, diarreia, e até o comprometimento funcional por
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade que podem levar a necessidade
de diminuicdo de dose e/ou suspensdo do tratamento®’. Além disso, o paciente com
cancer de pulméo em estagios avancados pode apresentar diferentes sintomas como
dor, dispneia, tosse, anorexia e fadiga, jA no momento do diagndstico, 0 que impacta

negativamente a qualidade de vida e o prognéstico destes pacientes®®



Uma sindrome que acomete cerca de 50% dos pacientes com cancer de
pulmdo é a caquexia do cancer. Essa sindrome é multifatorial e caracterizada pela
perda acentuada de massa muscular acompanhada ou ndo de diminuicdo de massa
adiposa’®!!l, De modo geral, com caquexia os pacientes apresentam um desbalanco
entre sintese e degradacdo proteica, que leva a diminuicdo principalmente de
proteinas contrateis'®!!. Esse decréscimo acentuado das proteinas musculares
contrateis leva o paciente a um quadro exacerbado de fadiga, perda de funcéo
muscular e diminuicdo da qualidade de vida'**2. No estudo de Kimura e colaboradores
0s autores demonstram que sobrevida global € menor em pacientes que apresentam
caquexia ao diagnéstico (12 meses versus 34 meses, p<0,0001) quando comparados
com pacientes ndo caquéticos?®, evidenciando a importancia do acompanhamento da
evolugdo da caquexia nesses pacientes. Vale salientar que até o presente momento

nao ha tratamento eficaz para caquexia do cancer.

Independentemente da caquexia do cancer os pacientes com CPCNP
apresentam prejuizo nos parametros relacionados a aptiddo fisica e esses estéo
associados a um pior progndstico. Assim, o controle de variaveis relacionadas a
aptiddo fisica nesta populagdo é de suma importancia para avaliar o valor relativo
dessas, no prognostico e na evolugdo da doenca. Denomina-se aptidéo fisica é a
capacidade de realizar tarefas diarias com alento e estado de alerta, sem cansaco
indevido e com energia para desfrutar as tarefas relacionadas ao lazer e para atender
emergéncias imprevistas!4. A aptiddo fisica apresenta componentes que englobam
diferentes dimensdes, podendo voltar-se as habilidades esportivas ou a satude. Nesse
sentido, a aptiddo fisica relacionada a saude é caracterizada como um conjunto de
variaveis bioldgicas, que envolvem capacidades fisicas como forga, resisténcia aerdbia
e flexibilidade, além da composicédo corporal'*. Tais capacidades estdo associadas a

mortalidade tanto em sujeitos saudaveis quanto em pacientes diagnosticados com

diferentes tipos de doengas!®26,
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No contexto do céncer, variaveis relacionadas a aptidéo fisica como a aptidao
aerdbia, a frequéncia cardiaca de repouso, 0 consumo maximo de oxigénio e o nivel
de atividade fisica estdo associadas a mortalidade!®?-32, Dados do nosso grupo
demonstraram que a forga muscular, outra variavel importante relacionada a aptidéo
fisica, se correlaciona negativamente com mortalidade em um modelo experimental de
caquexia do cancer em ratos®. Entretanto, ainda ndo ha estudos que se propuseram a
avaliar a relacdo entre variaveis relacionadas a aptiddo fisica e o progndstico de
pacientes com CPCNP. Diante do exposto, no presente estudo determinamos a
contribuicdo relativa de diferentes variaveis relacionadas a aptidao fisica (aptiddo
aerdbia, parametros morfofuncionais da musculatura esquelética, nivel de atividade

fisica) sobre o progndstico e sobre a resposta a quimioterapia em pacientes com

CPCNP. Além disso, descrevemos o impacto da quimioterapia sobre estas variaveis.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as variaveis relacionadas a aptidao fisica em pacientes com CPCNP e
sua relagéo com o prognéstico, bem como os efeitos da quimioterapia sobre essas

variaveis.

2.2 Especificos

Para facilitar a interpretacao dos resultados dividimos a tese em dois estudos,

abaixo apresentaremos o titulo e 0s objetivos especificos de cada um deles.

Estudo 1: Variaveis da aptiddo fisica e seu valor prognéstico em pacientes com

CPCNP.
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e Compreender qual € o nivel de aptidao fisica ao diagnéstico dos pacientes (pré
guimioterapia)

¢ |dentificar as variaveis de aptidao fisica que possuem melhor valor prognéstico
nesta populacdo (mortalidade)

e Correlacionar as variaveis da aptidao fisica com a resposta ao tratamento

e |dentificar os metabdlitos que podem estar associados a aptiddo fisica e

prognéstico inferiores.

Estudo 2: Efeito da quimioterapia sobre as variaveis da aptidao fisica.

e Compreender os efeitos da quimioterapia sobre as variaveis da aptidao fisica
e Comparar as mudancas na aptidao fisica entre pacientes que respondem ao
tratamento e pacientes que tem progressao da doenca

e Verificar qual o efeito da quimioterapia em cultura de células musculares.

3. REVISAO DE LITERATURA

Carcinoma pulmonar de células ndo pequenas

O cancer é a segunda maior causa de morte no mundo, levando ao Obito
aproximadamente 9,9 milhdes de pessoas em 2020. Para o ano de 2040 espera-se
um aumento de 50% no numero de casos de cancer em todo mundo, chegando a um
total de 28,4 milhGes de casos, levando o cancer a se tornar a principal causa de
morte no mundo. No Brasil, no ano de 2018, ocorreram mais de 559 mil novos casos
de céancer, valor esse que representa mais de 4% do total de casos de cancer no
mundo®*. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, os principais fatores de risco
para o cancer no Brasil incluem a inatividade fisica, obesidade e tabagismo**. Nesse

contexto, o tabagismo é o principal fator de risco para o carcinoma pulmonar de
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células ndo pequenas (CPCNP) que € a neoplasia responsavel pelo maior nimero de
mortes no mundo, correspondendo em 2020 a 1,8 milhdes de Gbitos
(aproximadamente 18 % do total de mortes por cancer)®*. No Brasil o CPCNP é
considerado a segunda maior causa de morte por cancer, precedido apenas pelo

cancer de proéstata (14,9%) em homens e do cancer de mama (16,8%) em mulheres 34

Na suspeita diagnostica de CPCNP, exames de imagem, sendo a tomografia
computadorizada de térax o mais importante, sdo as primeiras abordagens para a
confirmacdo diagndstica. A seguir, 0 paciente € encaminhado para a realizacdo de
uma bidpsia da leséo tumoral, a fim de se estabelecer o diagndstico histopatoldgico.
Essa analise é fundamental para o diagndstico, pois além de confirmar a natureza
neoplasica maligna da lesdo em questdo, também permite a classificacdo da
neoplasia, bem como orienta a determinacdo de marcadores moleculares Uteis para a
selecdo do tratamento (marcadores preditivos) e para se estimar o progndstico do

paciente®>3%7,

Em paralelo, o paciente € submetido a exames complementares com a
finalidade de classificar de um modo o mais preciso, o0 estadiamento da neoplasia. O
principal objetivo do estadiamento é avaliar a disseminagdo loco-regional e sistémica
do céncer, fornecendo informacBes essenciais para a sele¢cdo de tratamento,
avaliagdo prognéstica, entre outros. A classificacdo do estadiamento do CPCNP é
detalhada no manual de estadiamento do cancer da American Joint Committee on
Cancer (AJCC) que se encontra na oitava edicdo®. Assim, tomografia
computadorizada de abdome e pelve, ressonancia magnética de cranio, exames de
estadiamento  invasivo do  mediastino  (ultrassonografia ~ endobrénquica,
ultrassonografia endoscoOpica, mediastinoscopia, por exemplo) e tomografia por

emissdo de positrons podem solicitados a depender dos achados clinicos e
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imagenoldgicos, a fim de se adequadamente classificar o estadiamento da neoplasia

em cada paciente.

Os pacientes quando diagnosticados com CPCNP geralmente apresentam a
doenca em estagio avancado, sendo mais de 70% em estagio 1V, com presenca de
metastase a distancia, com sobrevida mediana de 9 a 12 meses®®, o que demonstra a
gravidade da doenca e 0 seu prognostico ominoso. O paciente com cancer de pulméo
pode apresentar diferentes sintomas como dor, dispneia, tosse, anorexia e fadiga ja no

momento do diagndéstico, o que impacta negativamente a qualidade de vida e o

D

prognostico destes pacientes®®. O diagnéstico de caquexia nesta populagdo
frequente, Kimura e colaboradores'® apresentam incidéncia de caquexia superior a
45% em 134 pacientes com CPCNP avancado e sobrevida global menor (12 meses
versus 34 meses, p<0,0001), quando comparados aos pacientes nédo caquéticos®®. Os
pacientes com caquexia S80 menos propensos a apresentar beneficios clinicos
advindos do tratamento multimodal'®. Vale salientar que os pacientes com CPCNP
frequentemente apresentam funcionalidade limitada, sdo acometidos por fadiga ap6s a
cirurgia, e apresentam um decréscimo importante no nivel de atividade fisica

diaria3®°,

Dentre os tratamentos utilizados para o CPCNP, os principais sdo a cirurgia,
radioterapia, além dos tratamentos sistémicos como imunoterapia, terapia de alvo
molecular e quimioterapia citotoxica ou uma combinacgdo entre os tratamentos citados.
A escolha do tratamento depende, principalmente, do estagio da doenca, do tipo
histolégico e das condicdes clinicas do paciente. No entanto, quando o paciente se

encontra em estagio IV (metastatico) o tratamento mais utilizado é o tratamento

sistémico®’.
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Tratamento sistémico

O tratamento para pacientes em estagio IV é um tratamento sem intencao
curativa, que tem por objetivo diminuir os sintomas da doenca, melhorar a qualidade
de vida e prolongar a sobrevida do paciente. Atualmente observamos um grande

avanco nos resultados do tratamento sistémico para o CPCNP.

A quimioterapia citotoxica baseada em derivados de platina foi o primeiro
tratamento sistémico aprovado para o tratamento do CPCNP com impacto em
sobrevida global®!. Cisplatina e carboplatina sédo os agentes mais empregados, sendo
que no tratamento do CPCNP metastatico a carboplatina € amplamente empregada na
pratica clinica, pelo seu perfil de toxicidade mais favoravel, em comparacdo com a
cisplatina*?. Vale salientar que este tratamento geralmente é empregado em conjunto
com outra droga (paclitaxel, gencitabina, docetaxel, viorelbina), administrado de forma
intravenosa em 4 a 6 ciclos a cada 21 dias*®. O resultado deste tratamento ainda é
pobre, com sobrevida global mediana de 7,9 meses e taxa de resposta da ordem de

19% 4.

A guimioterapia a base de platina atua principalmente no DNA da célula,
formando adducts intra e entre as fitas do DNA, levando a citotoxicidade e morte
celular. O paciente, ao utilizar este tratamento pode apresentar beneficios clinicos
como diminuigcdo de sintomas, diminuicdo da massa tumoral, bem como aumento na
sobrevida #4. Por outro lado, o paciente pode manifestar diferentes efeitos colaterais a
depender da dose, da forma de administracdo e da droga utilizada, que podem ou n&o
ser limitantes para a continuidade do tratamento. Os principais efeitos colaterais
decorrentes da quimioterapia incluem, mas ndo sdo restritos a nauseas, vomitos,

toxicidade renal, neurotoxicidade, neutropenia, anemia e alopecia®.

Vale ressaltar que a quimioterapia, mesmo trazendo aumento na sobrevida dos

pacientes, pode agravar o quadro de caquexia, impactando ainda mais no decréscimo
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das variaveis relacionadas a aptidao fisica, culminando em diminui¢éo da qualidade de
vida®. Os efeitos da quimioterapia no musculo esquelético ainda ndo sdo conhecidos,
salientando a importancia do acompanhamento da caquexia em pacientes com

CPCNP.

A terapia alvo molecular trouxe um avanco nesse cenario. Esse tratamento é
utiizado em pacientes que apresentam algumas mutacdes especificas no tumor,
conhecidas como mutacdes condutoras (drivers) da progressao tumoral. Assim,
inibindo as vias de sinalizacao celular criticas para a progressao do tumor, observa-se
maior taxa de resposta e impacto mais pronunciado em termos de aumento de
sobrevida livre de progressao, com perfil de toxicidade mais favoravel. Além disso,
representa um modelo Uutil da Medicina de precisdo, onde cada paciente deve ser
tratado de modo individualizado, dadas as caracteristicas Unicas daquela neoplasia
num paciente especifico. Nesse contexto, aproximadamente 25% dos pacientes no
Brasil apresentam uma mutacdo no gene EGFR (do inglés Epidermal Growth Factor
Receptor)*. O tratamento para pacientes com esse tipo de mutagdo tem o objetivo de
inibir o produto do gene mutado levando a diminuicdo do volume tumoral. Drogas
utilizadas nesse cenario e aprovadas no Brasil incluem o gefitinibe, o erlotinibe, o
afatinibe e o osimertinibe. O tratamento é diario, por via oral e o paciente pode
administrar por conta prépria em casa, com maior conveniéncia. O tratamento é mais
bem tolerado quando comparado a quimioterapia, tem uma taxa de resposta de cerca
de 80% e sobrevida global superior a 30 meses*’“8. Embora esse tipo de tratamento
seja mais bem tolerado, efeitos colaterais como febre, erup¢édo cutanea acneiforme e

paroniquia sdo comuns®®,

Uma das marcas registradas do cancer é a evasdo imune®. Brevemente, a
interacdo através de uma “sinapse imunoldgica” no microambiente tumoral, entre o

receptor PD-1 presente na superficie de linfocitos T citotdxicos e seu ligante PD-L1
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expresso nas células tumorais, leva estes linfocitos a exaustdo com inibicdo da sua
atividade citotéxica. A imunoterapia baseada em anticorpos monoclonais inibidores de
pontos de checagem imunolégica (“immune checkpoints”) atua nessa sinapse e
reestabelece a citotoxicidade dos linfécitos T°1. Ao receberem pembrolizumabe, um
anticorpo monoclonal anti-PD-1, a sobrevida global daqueles pacientes com CPCNP e
expressao de PD-L1 em pelo menos 50% das células tumorais € superior em
comparacado com a quimioterapia citotoxica classica (taxa de sobrevida global em seis
meses: 80% versus 72%, hazard ratio 0,60; p-valor=0.005)%2. Os principais efeitos
adversos sao fadiga, artralgias, inapeténcia e erupc¢des cutaneas, além de eventos de
natureza autoimune. Mesmo apresentando efeitos colaterais, a imunoterapia é
considerada mais bem tolerada quando comparada a quimioterapia. Porém, o alto
custo deste tratamento e a necessidade de exames moleculares prévios dificulta o
acesso para paises e populacdes de baixa renda, de modo que a quimioterapia passa

a ser o tratamento mais utilizado>%2.

Caquexia do Cancer

A palavra caquexia significa “condicdo ruim”. A caquexia do cancer é uma
sindrome metabdlica multifatorial responsavel por cerca de 25% de todos os 6bitos de
pacientes com cancer. Essa sindrome é caracterizada pela perda acentuada de massa
muscular, acompanhada ou ndo, pela diminuicdo de massa adiposa!®!l53, A atrofia
muscular induzida pela caquexia esta diretamente relacionada ao desbalanco entre
sintese e degradacéo de proteinas (aumento da protedlise, com diminui¢cdo da sintese
proteica, manutencdo ou até mesmo aumento da mesma) sendo as proteinas
contrateis os principais alvos desta protedlise exacerbadal®!l, Este decréscimo
acentuado das proteinas musculares contrateis leva o paciente a um quadro
exacerbado de fadiga, disfuncdo do musculo esquelético e reducao da qualidade de

vida. Sendo esses prejuizos associados a resposta negativa ao tratamento e mau

prognosticot!2,
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Em alguns casos 0s pacientes com caquexia podem perder até 75% da massa
muscular, com prejuizo funcional exacerbado e evolucdo rapida até o 6bito®. Visto
que é uma sindrome metabdlica, a caquexia do cancer ndo afeta somente o musculo
esquelético, mas também outros tecidos como figado, pancreas, tecido adiposo,
cérebro e coracdo®®®. A prevaléncia de caquexia varia em relacéo ao tipo do tumor e
estagio da doenca, porém 80% dos pacientes com cancer apresentam algum grau de
perda de peso!'®*. No cancer de pulméo a frequéncia da caquexia é alta, variando de
45% a 61%, podendo ser maior em estagios avancados e variar de acordo com o tipo

de diagnéstico utilizado %7

Existem diferentes formas de diagnosticar a caquexia do cancer, contudo todas
as formas baseiam-se, de modo geral, na perda de peso prévia. Para alguns autores,
somente perda de peso é determinante para o diagnéstico de caquexia®®®°. Porém,
outros autores, além de perda de peso, incorporam outras variaveis como forca
muscular, area da secgéo transversa muscular, albumina sérica, anemia, marcadores
inflamatdrios, anorexia e fadiga para determinar a presenca de caquexial®t-62,
Conforme proposto por FEARON et al.,, em 2011, a perda de 5% da massa corporal
nos ultimos 6 meses € suficiente para determinar a presenca de caquexia, além disso,
0s autores também estabeleceram que IMC (indice de massa corpérea) inferior a
20kg/m? e qualquer grau de perda de massa corporal maior que 2%; ou presenca de
sarcopenia associada a qualquer grau de perda de peso corporal maior que 2%, séo
também critérios diagndsticos desta sindrome. Baseando-se nesses critérios, alguns
autores puderam demonstrar que a presenca de caquexia é preditor de mortalidade
em pacientes com cancer de pulmao®%4, Por isso, o diagnéstico e a abordagem das

alteracdes presentes na caquexia sdo de suma importancia clinica em Oncologia.

Visto a complexidade desta sindrome, diferentes estratégias vém sendo

estudadas para mitigar a caquexia em pacientes com cancer. Essas estratégias atuam
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em diferentes desfechos como apetite e a ingestdo cal6rica, massa corpérea,
inflamacdo e massa muscular, porém a maioria delas ndo proporcionam melhorias
nestes desfechos®-"3, O acetato de megestrol e a anamorelina sdo dois tratamentos
potencialmente promissores para o aumento da massa corporal e muscular em
pacientes com caquexia, ambos sdo estimulantes de apetite e estudos tém
demonstrado que pacientes tratados com estes medicamentos apresentam aumento
significativo na massa corporal e na massa muscular. Contudo, esses tratamentos ndo
trazem beneficios funcionais como forgca muscular e nem aumentam a sobrevida
global dos pacientes™2. Além disso, o uso de megestrol pode aumentar o risco de

eventos trombo-embdlicos nessa populagdo™ 7.

O tratamento dessa sindrome deve ser multimodal, envolvendo combinac¢des
que incluam estratégias farmacoldgicas, suporte nutricional, e principalmente a pratica
regular de exercicio fisico'*84+%, Vale salientar que nenhum tratamento para caquexia
demonstrou beneficios em fungdo muscular e sobrevida global. Neste contexto, o
entendimento das variaveis relacionadas a aptiddo fisica e sua relacdo com o
prognostico de pacientes com CPCNP se torna relevante, para uma futura proposicao

de pratica de atividade fisica como parte do tratamento para os pacientes.

Aptidao fisica e mortalidade

A aptidao fisica pode ser definida como a capacidade de realizar tarefas diarias
com alento e estado de alerta, sem cansaco indevido e com energia para desfrutar as
tarefas relacionadas ao lazer e para atender emergéncias imprevistas'®. Pode ser
dividida em dois ambitos principais o esportivo e o da saude. No contexto esportivo, a
aptiddo fisica envolve habilidades de coordenacdo motora, agilidade, velocidade,
equilibrio, poténcia e tempo de reacdo. Ja no contexto da saude, a aptidao fisica esta
relacionada as capacidades fisicas de resisténcia aerébia, forca e resisténcia
muscular, flexibilidade, e composicdo corporal’*. Para predizer desfechos em

pacientes com céancer, as variaveis relacionadas ao ambito da salde sao as mais



19

importantes, de modo que, diferentes formas de mensurar a aptiddo fisica ou

funcionalidade sdo utilizadas nestes pacientes®®®’,

A tomografia € o exame mais utilizado para estadiamento e acompanhamento
do crescimento tumoral na rotina clinica de pacientes com céancer. Utilizando este
exame pesquisadores tém avaliado a composi¢cao corporal (musculo esquelético e
gordura corporal) em pacientes e demonstrando sua relacdo com o progndstico®-°,
De fato, a quantidade de musculo na regido da terceira vértebra lombar (L3) parece
ser um preditor prognéstico em pacientes com cancer. Além disso, Shen e
colaboradores demonstraram que medida da area da seccao transversa do musculo

psoas na altura de L3 tem uma forte correlacdo com a musculatura corporal total®®.

Para avaliar a capacidade aerobia a avaliagdo padrdo-ouro é realizada através
do teste ergoespirométrico, porém o teste de caminhada de seis minutos pode
também ser utilizado para avaliar a capacidade cardiorrespiratéria e apresenta boa
relacdo com a capacidade aerdbia obtida através da ergoespirometria®’. Essas
avaliacdes sdo importantes, pois a aptiddo aerdbia é um dos principais componentes
da aptidéo fisica relaciona a saude, e estudos em diferentes populagdes demonstram
sua relacdo com a mortalidade. Por exemplo, o consumo pico de oxigénio (indice de
poténcia aerébia) é preditor independente de mortalidade em individuos jovens, idosos
e portadores de doencas cronicas®2. De forma similar, o consumo pico de oxigénio e
outras variaveis relacionadas a aptiddo aerdbia como frequéncia cardiaca de
repouso?’?® e o nivel de atividade fisica®?%309 parecem estar associados a

mortalidade no paciente com cancer.

Assim como o consumo de oxigénio, a forca muscular também tem sido
apontada como um bom preditor de mortalidade independentemente da composicao
corporal, em individuos jovens e idosos??;17:2494-%  Ademais, a funcdo da musculatura

esquelética parece melhor predizer a mortalidade quando comparada ao status
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nutricional em pacientes acamados®®, sendo um bom indicativo do risco de morbidade
em pacientes com cancer gastrico®”. O dinamdmetro é a ferramenta mais utilizada na
pratica clinica para avaliar a forca dos pacientes. Podemos acrescentar também testes
simples como se sentar e se levantar e TUG (do inglés timed up and go) que sédo
utilizados, este para avaliacdo de mobilidade, aquele para a avaliacdo da resisténcia

muscular em pacientes.

Apesar da forte associacdo entre variaveis relacionadas a aptidao fisica e a
mortalidade em doengas crdnico degenerativas que incluem o cancer, ndo ha
trabalhos na literatura que investigaram variaveis relacionadas a aptidao fisica que
tenham maior associagdo com o prognéstico em pacientes com cancer de pulméo e
gue tenham levado em consideragéo a presenca de caquexia. Um pressuposto para
ressaltar a importancia desta associacdo deve-se ao fato de a perda de massa

muscular nos quadros de caquexia do cancer estar relacionada a sobrevida®!?,

Pelo exposto acima, a presente tese tem como objetivo determinar a relacdo
entre as variaveis relacionadas a aptidao fisica (aptiddo aerébia, composi¢céo corporal,
parametros morfofuncionais da musculatura esquelética, e nivel de atividade fisica) e o
prognostico da doenca nos pacientes com CPCNP caquéticos ou ndo. Adicionalmente,
avaliamos a contribuicdo relativa dessas variaveis sobre a resposta ao tratamento

convencional do CPCNP, bem como o impacto da quimioterapia na aptidao fisica.

4. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo uni-institucional, tipo coorte, sem intervencéo,
prospectivo. Os critérios de inclusdo foram: pacientes diagnosticados com carcinoma

pulmonar de ndo pequenas ceélulas (CPNPC), com metéstases a distancia, tabagistas,
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ECOG-PS status 0-2 no momento da inclusdo, e que seriam tratados com
quimioterapia. Além disso, os pacientes deveriam ser capazes de realizar os testes
fisicos incluidos no protocolo. O desenho experimental abaixo demonstra o fluxo das

avaliacOes realizadas nos pacientes.

Estudo de coorte prospectivo uni-
[ cenpC | [ Controle | institucional

N=55 N=7

Chegada ao ambulatério do
ICESP

Tomografia e exames
laboratoriais

. Avaliagdo antropométrica

. Avaliagdo da aptidao fisica

To * Questiondrios de qualidade de vida
. Diagndstico de caquexia

. Nivel de atividade fisica

1 Quimioterapia

. Avaliagdo antropométrica
Avaliagdo da aptidao fisica
Questionarios de qualidade de vida
. Resposta ao tratamento

. Eventos adversos

=]

Sobrevida

&
<

Figura 1. Desenho Experimental. As avaliagdes no TO foram realizadas apés o estadiamento
completo dos pacientes e antes do inicio do tratamento. Os testes no T1 foram realizados ao
término da quimioterapia, o nimero de ciclos de quimioterapia era determinado pelo Médico
Oncologista assistente e variou de acordo com as condicdes clinicas e resposta ao tratamento.

4.1. Consideracges éticas e regulatorias

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, e inscrito na plataforma Brasil sob o
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ndamero: 2.286.563. Além disso, este estudo foi inscrito em Clinicaltrials.gov

(NCT03960034)

4.2. Diagndstico por imagem

Estes pacientes sdo submetidos a exames de imagem para estadiamento e
essas imagens foram utilizadas para mensuracdo de area muscular total, do musculo
psoas e da gordura na regido da terceira vértebra lombar (L3). Inicialmente fui treinado
por dois Médicos Radiologistas do servico de Radiologia do ICESP (Dra. Fabiana
Hirata e Dr. Rodrigo Polizio). Através deste treinamento foi identificada a regiéo a ser
analisada, tal imagem foi armazenada e a seguir analisada através do software Slice-

O-Matic (http://www.tomovision.com/products/sliceomatic.html)®®. O software possui

um protocolo pré-determinado (ALBERTA) no qual as éareas especificas sao
determinadas de acordo com a densidade de cada tecido (Unidades Hounsfield). Para
realizar a analise basta selecionar a densidade e entéo colorir o tecido a ser avaliado.

A figura abaixo ilustra a regido analisada e as cores para qual regido.

Tecido adiposo subcutaneo

Tecido adiposo visceral

Area muscular total

da lo

Regiao

Tecido adiposo intramuscular Musculo psoas

Figura 2. Corte tomografico ilustrativo da regido da terceira vértebra lombar (L3) utilizada para
analise da composicdo corporal. O protocolo de avaliacdo e as cores foram determinados
previamente pelo préprio software Slice-O-Matic. As densidades de cada area foram
determinadas de acordo com as unidades Hounsfield de cada tecido, sendo muasculo em
vermelho (-29 até 150 unidades), tecido adiposo visceral em amarelo (-150 até -50 unidades),
tecido adiposo subcutaneo cinza (-190 até -30 unidades), tecido adiposo intramuscular verde (-
190 até -30 unidades). Tecido adiposo total corresponde a soma da area de seccdo transversa
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de toda a gordura identificada. A area de seccéo transversa do musculo psoas foi analisado
isolado e depois somado ao valor total da musculatura.

4.3. Diagnostico de caquexia
O diagndstico de caquexia foi realizado através da perda de peso reportada

pelos pacientes (medida subjetiva). Utilizamos os critérios do consenso publicado por

10

4.4. AvaliagcOes antropométricas

A massa corpoérea e estatura foram avaliadas através da medida em balanga
digital e estadibmetro, usados no ambulatério do ICESP e periodicamente calibradas

pelo fornecedor (Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP).

4.5. Performance status e qualidade de vida

A performance status foi avaliada segundo a escala proposta pelo Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)®¥. A qualidade de vida foi avaliada pelo
guestionario EORTC-QLQ-C30%® em conjunto com o questionario EORTC-QLQ-
CAX24 que avalia dominios da qualidade de vida em pacientes caquéticos'®. O
guestionario de qualidade de vida SF-36'%' também foi utilizado, todos com verséo
validada para a populacdo brasileira. Os questionarios sdo autoaplicaveis e a partir

dos resultados das escalas de Likert os escores de cada dominio foram determinados.

4.6. Exames laboratoriais

Avaliamos o0 resultado de parametros hematoldgicos (hemoglobina,
hematdcrito, leucdcitos totais, neutrofilos, linfocitos, plaquetas), e creatinina sérica
coletados rotineiramente e imediatamente antes do inicio do tratamento sistémico dos
pacientes incluidos. No momento da coleta, era obtida amostra de sangue e
separacdao de plasma destes pacientes, sendo que em um subgrupo aleatério dos

pacientes, plasma foi congelado para avaliacdes em culturas de células musculares e
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estudo de metaboldmica. Um grupo controle sem céncer conhecido (n=7), de

voluntarios tabagistas também foi estudado ap6s consentimento esclarecido.

4.7. Avaliacao cardiorrespiratoria

A avaliacao cardiorrespiratoria foi realizada através do teste de caminhada de
seis minutos e por ergoespirometria. Ambos foram realizados pelo menos duas horas
apés a ultima refeicdo. Os pacientes foram instruidos a usarem roupas e cal¢cados
confortaveis, além de manter medicacdo usual. Antes da realizacdo do teste, 0s
pacientes fizeram um periodo de repouso de no minimo 10 minutos. Durante esse
periodo, sdo avaliadas as contraindicagfes, dados de pressdo arterial, oximetria de
pulso, nivel de dispneia (Escala de Borg), frequéncia cardiaca e respiratéria. O teste
de seis minutos foi realizado em corredor com comprimento minimo de 30 metros e
livre de circulagdo de pessoas. O avaliador ndo caminhava junto com o paciente. O
teste para a populacdo estudada é um esforco significativo de modo que foi realizado
uma uUnica vez. A distancia percorrida em seis minutos foi anotado. Durante a
realizacdo dos testes, frases de encorajamento foram utilizadas 2. Posteriormente, o
teste cardiopulmonar de esforco progressivo (SensorMedics — Vmax Analyzer
Assembly, Encore 29S - SensorMedics Corp, Yorba Linda, California), em
cicloergbmetro (Ergoline — Via Sprint 150 P, ergoline GmbH -Alemanha) foi aplicado
por mim e pela Dra. Maria Janieire de Nazaré Nunes Alves (InCor — HCFMUSP): os
pacientes foram levados até o esforco maximo e o teste foi aplicado conforme descrito

anteriormente por nossos colaboradores 1%,

4.8. Forcga, Resisténcia e mobilidade

A forca méxima foi avaliada com auxilio de um dinamémetro (PHD, Lafayette,
Medford, MA — USA) com o qual se registrou a forca exercida durante a preensao
manual. Foram realizadas trés tentativas com intervalo de 90 segundos entre elas,

sendo considerado apenas o maior valor alcancado. Para avaliar a resisténcia
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muscular de membros inferiores, utilizamos o “timed-stands test*, no qual se
determina o tempo para se levantar e se sentar em uma cadeira por dez vezes usando
apenas os membros inferiores. JA4 a mobilidade funcional foi avaliada pelo “timed-up-
and-go test”%, no qual se avalia o tempo necessario para que o paciente se levante

de uma cadeira, caminhe trés metros e retorne a posi¢ao inicial.

4.9. Monitoramento da atividade fisica diaria

O nivel de atividade fisica dos pacientes foi medido com o uso do acelerébmetro
triaxial Actigraph GT3x (Actigraph, LLC. Pensacola, FL - USA). O acelerbmetro foi
utilizado por no minimo quatro dias validos (tempo valido de registro maior do que 10
horas por dia), durante todo o tempo em que 0s pacientes estiveram acordados,
exceto durante o banho e em atividades aquaticas. Adicionalmente, os voluntarios
preencheram um diario de uso do aparelho, no qual constava o dia, horario de
colocacdo retirada do equipamento.

Os dados coletados com informacdes em trés planos de movimento (médio-
lateral (X), antero-posterior (Y) e vertical (Z)) foram armazenados no computador
através do software ActiLife versdo 6.6.2. Os sinais coletados pelo aparelho foram
convertidos para “counts” de atividade, os quais s&o registrados a cada 15 segundos,
e posteriormente agrupados a cada 1 minuto para facilitar a descri¢do e analise. Aqui
relatamos os seguintes dados: (1) a atividade diaria, obtida através da razdo entre o
total de counts e o tempo total do uso; (2) o tempo gasto em atividades de intensidade
moderadas para vigorosas (soma do tempo gasto em atividades moderadas e em

atividades vigorosas); e (3) quantidade de passos por dia.

4.10. Avaliagcéo daresposta e da toxicidade do tratamento

A avaliacdo da resposta ao tratamento foi realizada através dos critérios

RECIST 1.1 (do inglés Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) sendo um
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conjunto de recomendacfes baseadas em exames de imagem, que definem quando a
neoplasia diminui (resposta ao tratamento), ndo modifica (estavel), ou aumenta
durante o tratamento (progressdo de doenca)!®. A avaliacdo de toxicidade ao
tratamento foi realizada através dos critérios CTC-AE versdo 5.0 (do inglés Common
Terminology Criteria for Adverse Events)®’. Ambas as avaliagGes foram realizadas

pelo Dr. Marcelo Felizola, Médico Oncologista do ICESP.

4.11. Cultura de células primarias de humanos

Mioblastos de cultura primaria comercial de humanos (Lonza CC-2580 - Lonza
Biologics — Basel - Switzerland) foram utilizados. Os mioblastos foram plaqueados em
meio de crescimento basal SKBMTM-2 (CC-3246) contendo 10 ml de L-Glutamina,
50ml de soro fetal bovino, 0,5 ml de dexametasona, 0,5 ml de EGF (do inglés
Epidermal Growth Factor) humano e 0,5 ml de Gentamicina / Anfotericina B. Para
placas com pogos de 0,32 cm foram plagueados ~17,5 mil células, para placas com
pocos de 3,5 cm foram plagueados ~200 mil células. Para diferenciar os mioblastos
em miotubulos, no dia seguinte ao plagueamento foi adicionado meio de diferenciagédo
contendo DMEM-F12 (Gibco Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA), 2% de
soro equino e 1% de penicilina e estreptomicina.

No estudo 1 as células permaneciam no meio de diferenciagdo por quatro dias,
entdo eram incubadas com meio de crescimento novamente substituindo o soro fetal
bovino pelo plasma de pacientes (10% do meio). Todos 0s experimentos foram
realizados apés 16h de incubacéo.

No estudo 2 o procedimento de diferenciacdo foi 0 mesmo, contudo no quarto
dia as células foram colocadas novamente no meio de crescimento e no quinto dia

iniciou-se o tratamento com carboplatina e cisplatina, perdurando por 8, 24 e 48h.
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4.12. Respiracao mitocondrial e glicolise em células humanas em cultura

Para esta avaliacdo utilizamos o equipamento Seahorse XFe96 (Agilent Santa
Clara, CA, USA) que avalia simultaneamente o pH e as concentracdes de O; e lactado
para fornecer uma estimativa da taxa de consumo de oxigénio (OCR — oxygen
consumption rate) e a taxa de acidificacdo extracelular (ECAR - extracelular

acidifcation rate), indicativos de respiracdo mitocondrial e glicélise, respectivamente.
4.13. Proliferacéo celular em células humanas em cultura

Atividade metabolica dos miotubos foi avaliada utilizado um ensaio
calorimétrico comercial CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). Foi adicionado 20uL do reagente
em cada poco e analisado em espectrofotdmetro a 490nm apo6s ~3h de incubacado a

37°C.

4.14. Anélise morfolégica das células humanas em cultura

As células plaqueadas em placas com parede escura foram fixadas com
paraformoldeido 4% por 15 min em temperatura ambiente, permeabilizadas em 0,1%
de Triton X-100 e 1% albumina sérica bovina diluidos em solug&o tampéao PBS por 15
min. Diluimos em solugdo com PBS 1% albumina sérica bovina o reagente DAPI para
avaliar o nacleo (1:5000) e o reagente feloidina (5:200) para avaliar a estrutura dos
miotubos, os quais foram incubados por ~50min. A quantificacdo das imagens foram

realizadas pelo software ImageJ (NIH, USA).

5. ANALISE ESTATISTICA

Caracteristicas clinicas foram descritas em nimero e percentual. A sobrevida
global foi estimada através do método de Kaplan-Meier e as curvas comparadas por

log-rank. Modelos de risco proporcionais de Cox foram obtidos para estimativas de
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hazard ratio (HRs). Para avaliar a correlagéo entre as variaveis foi utilizado o teste de
Pearson e reportado o intervalo de confianca de 95% e o valor de p. Uma regressao
logistica simples foi utilizada para avaliar a relacdo da caquexia com a sobrevida em
meses. O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a associacdo entre as
variaveis categoricas. Teste ANOVA de uma via ou teste de Kruskal-Wallis foi utilizado
para comparacdes entre 3 ou mais grupos e os pos-testes utilizados foram LSD de
Fisher e o teste de Dunn. As comparacfes entre a mesma medida em diferentes
tempos foram realizadas através do teste T de Student pareado ou Wilcoxon rank test.
O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para verificar a normalidade e o teste de Rout foi
utiizado para identificacdo de outliers. Os valores de p foram considerados
significativos quando p<0,05. Todas as analises foram realizadas através do software

Graph Pad Prism versédo 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
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7. RESULTADOS

Estudo 1: Variaveis da aptidao fisica e seu valor prognéstico em pacientes com
CPCNP.
A figura 3 demonstra o fluxo da coleta de pacientes. Todos os pacientes que

foram admitidos no ambulatério de Oncologia Clinica, grupo de Oncologia Toracica e
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de Cabeca e Pescoco, entre marco de 2017 e setembro de 2020 foram avaliados
como possiveis candidatos. Obtive acesso a uma planilha na qual os novos pacientes
que iriam passar pelo ambulatério deveriam ser adicionado & mesma. Entdo, era
observado a data qual seria a primeira consulta para acompanhar o estadiamento,
diagnéstico, avaliacdo meédica e prescri¢cao de tratamento.

Conforme observado na figura abaixo, 1079 pacientes foram admitidos no
ambulatério, e 80 foram convidados a participar por atenderem o0s critérios e terem

capacidade para realizaram os testes. Cinquenta e cinco pacientes foram incluidos na

coorte e avaliados.

Pacientes com cancer de pulmao
admitidos no ambulatério n=1079

[ Convidados para participar n= 80 ]

Recusaram ou
atendiam critério
para exclusao
n=20

[ Incluidos n=55 ]

Figura 3: Fluxograma de inclusdo. O ndmero total de pacientes que foram admitidos no
ambulatério contempla também os pacientes durante o periodo da pandemia, no qual néo foi
possivel realizar inclusdo de pacientes em estudos clinicos. Um grupo de pacientes significante
ndo pode ser incluido/avaliado nesta fase.

Nossa coorte foi composta predominantemente por homens (87%), a média de

idade foi 65 anos. A histologia mais frequente foi o adenocarcinoma (58%), e 38



30

pacientes (69% da nossa amostra) apresentava caquexia ao diagnostico. Todos 0s
pacientes eram tabagistas e 74% tinham alta carga tabagica (> 25 macos-ano). No
periodo de seguimento mediano de 8 meses, a sobrevida global em um ano foi 29%,
com um total de 41 mortes, e perdemos 0 seguimento de um paciente apenas (Tabela

1).

Tabela 1: Caracteristicas da amostra

Caracteristicas N =55

Idade

Média (DP) 65,5 (9,1)
Sexo

Masculino 48

Feminino 7
Histologia

Adenocarcinoma 32

Carcinoma de células escamosas 21

Carcinoma de células ndo pequenas (NOS) 2
Caquexia

Sim 38

N&ao 16

Desconhecido 1
Tabagismo

< 25 macgos/ano 7

25-50 macos/ano 21

50-75 macgos/ano 10

> 75 macos/ano 10

Desconhecido 7
Desfechos

Morte 41

Sobrevida global em um ano (%) 29

Seguimento médio em meses 8

Perda de seguimento 1




31

Em primeiro lugar avaliamos se os pacientes com diferentes ECOG-PS status
apresentavam diferencas na sobrevida. A figura 4 (painel A) demonstra que ha
diferenca estatisticamente significativa na sobrevida dos pacientes com diferentes
ECOG-PS status. A mesma avaliagdo foi realizada comparando o0s pacientes
caquéticos com 0s nao caguéticos, e o painel B na mesma figura mostra que a
sobrevida mediana dos pacientes caquéticos foi 7 meses versus 13,6 meses para 0S
nao caquéticos (p=0,06). Com o intuito de confirmar esta observacéo foi realizado uma
regressao logistica simples comparando caquéticos e ndo caguéticos com tempo de
sobrevida em meses, da mesma forma, 0s grupos caquéticos e ndo caquéticos ndo
apresentaram diferengas entre si com relagdo ao tempo de sobrevida (figura 4 painel

C).

A ECOG PS Status B C
1 2

Sobrevida mediana 0

em meses 13,3 7.1 4,5 Caquexia do cancer

Sobrevida mediana
NC Cc
136 7

valor de p = 0.06

=

=1
I

=

=1
I

o
8
1

Caquexia (sim 1/ ndo 0)

Probabilidade de sobrevida

Probabilidade de sobrevida
o
S
1

o

o

0 ssomes we o D
20 30 40 20 30 40 0 10 20 30 40
Meses Meses Sobrevida em meses

valor de p do teste logrank = 0.005 Intervalo de confianga de 95% = 0.2668 - 0.9572 p =0.2307

o
-
=]
o
=Y

Figura 4: Pacientes com melhor ECOG- PS status apresentam maior sobrevida e a
presenca de caquexia ndo foi progndéstica. Curva de sobrevida comparativa entre 0s
pacientes com ECOG-PS 0 (n=10), 1 (n=30) e 2 (n=14) (A) e avaliacdo da sobrevida entre
caquéticos (C; n=15) e ndo caquéticos (NC; n=39) através da curva de Kaplan-Meier (B).
Regresséo logistica entre pacientes caquéticos e ndo caquéticos e a sobrevida em meses(C).

E conhecido que a composicdo corporal apresenta alguma relacdo com a
sobrevida em pacientes com céancer. Visto que n&o observamos diferencas
significativas na sobrevida entre pacientes caquéticos e ndo caquéticos decidimos
explorar outras variaveis relacionadas a composigéo corporal.

Para isso, os pacientes foram divididos em 3 grupos, definidos a partir dos

valores obtidos através dos testes e mensuracdes realizadas no estudo. A divisdo dos
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grupos se deu da seguinte forma: o resultado de cada variavel foi dividido em tercis de
modo que os melhores resultados foram considerados o tercil superior, o tercil do meio
foi denominado intermediario e os piores resultados foram determinados como tercil
inferior. Entdo, cada tercil foi colocado em uma curva de sobrevida e comparado aos
outros tercis.

Deste modo, observamos que para variaveis relacionados a composi¢do
corporal como area de seccédo transversa do muasculo psoas na regido da L3, area
muscular total nesta regido, gordura total, e gordura intramuscular, 0s grupos nao
apresentam diferencas em termos de sobrevida global, ou seja, independentemente
da quantidade de musculo ou tecido adiposo na regido avaliada, ndo h& diferenca na
mortalidade (Figura 5, painéis A, B, C e D), o mesmo ocorre quando avaliadas a
gordura visceral e subcutanea (Tabela 2).

Estes resultados nos levaram entdo a avaliar se valores relacionados a
capacidade fisica dos pacientes séo preditores de mortalidade. Observamos que 0s
valores obtidos através do teste TUG (mobilidade), do teste de se sentar e se levantar
(resisténcia muscular) e do teste de caminhada de seis minutos (aptidao aerobia), sao
preditores de prognéstico, de modo que, 0s pacientes que apresentaram melhor
resultados nestes testes apresentam maior sobrevida (Figura 5, painéis E, F, G). Além
disso, foi possivel realizar o teste ergoespirométrico em uma subamostra de pacientes
(n =24), e mesmo com um nUmero amostral menor, foi possivel determinar através
deste teste padrdo-ouro em avaliacao cardiorrespiratoria que os pacientes com maior
aptiddo aerdbia apresentam maior sobrevida (Figura 5, painel H). Vale salientar que
determinamos uma correlacdo de 67% entre o teste de caminhada de 6 minutos e o
consumo de oxigénio no pico (r = 0,6654; p = 0,002; tabela 3), bem como uma
correlagdo negativa entre o tempo para se sentar e se levantar 10x e o consumo de

oxigénio no pico do esforco (r = - 0,5180; p = 0,0162; tabela 3). Além disso, também
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avaliando uma subamostra ndo observamos diferengas na sobrevida de pacientes

com diferentes niveis de atividade fisica e nimero de passos dados por dia (Tabela 2).

A B C
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Figura 5: Gordura corporal e quantidade de musculo esquelético ndo séo preditores de
prognéstico, e em contrapartida o desempenho fisico prediz a mortalidade dos
pacientes. O tercil foi determinado dentro de cada variavel de modo que o numero de
pacientes pode ser diferente em cada categoria (superior, intermediario e inferior).
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Avaliamos também se a qualidade de vida era capaz de predizer a mortalidade
da nossa populacédo, e observamos que a qualidade de vida global e o estado geral de
saude nao apresentam diferencas entre os tercis avaliados (Tabela 2). Contudo,
dominios coletadas nos questionarios de qualidade de vida que estdo relacionadas
com ao desempenho fisico dos pacientes apresentam relagdo com a mortalidade.
Desta forma, encontramos que a fadiga, o declinio fisico, o papel fisico funcional e a
saulde fisica sdo preditores de progndstico na populacao estudada (Figura 5, painéis I,
J, L e M). Nao encontramos diferengas na sobrevida quando avaliamos o0s escores
relacionados ao apetite como preocupacdo com apetite e aversao a comida (Tabela
2).

Tabela 2. Sobrevida global de acordo com valores de composicao
corporal, numero de plaguetas e concentragcdo de creatinina em sangue
periférico, escores de qualidade de vida e atividade fisica

Variaveis Sobrevida mediana em meses Valor de p*
Superior  Intermediario  Inferior

Gordura visceral 13,1 7 11 0,5251
Gordura subcutanea 10 6,9 8,5 0,4714
Plaguetas 8,5 11 53 0,9503
Creatinina 13,1 6,9 7,5 0,5174
Qualidade de vida global 9 8,2 6,8 0,1243
Estado geral de saude 10 6,1 7,5 0,9993
Preocupacéo com apetite 7 7,5 9 0,4671
Aversao a comida 7 6,1 9,6 0,0680
Vitalidade 6,8 8,9 11 0,3315
MVPA 14,5 6,3 6,8 0,1993
Passos por dia 12,3 7,6 5,7 0,2356

*0 valor de p é o resultado do teste logrank entre as curvas de sobrevida. MVPA =
atividade fisica moderada-vigorosa.

A tabela 3 demonstra que existe uma correlacdo entre a forca, resisténcia
muscular e aptiddo aerdbia, bem como uma correlacdo entre a resisténcia muscular e
as variaveis de desempenho obtidas através do questionario (fadiga, declinio fisico,
resumo da saude fisica). Além disso, a resisténcia muscular também esti

correlacionada com os valores de hematécrito, hemoglobina e neutréfilos.
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Tabela 3: Correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas para

sobrevida
Variaveis Intervalo de confianca de r p
95%
VozPico vs caminhada 6 min 0,2881 to 0,8639 0,6654 0,0026
Vo,Pico vs Sentar e levantar -0,7761t0 -0,1112 -0,5180 0,0162
Sentar e levantar vs Preensao -0.5336 - 0.03253 -0.2741  0.079
manual
Sentar e levantar vs TUG 0.6229 - 0.8606 0.7668 <0.0001
TUG vs caminhada 6 min -0.8936 - -0.6829 -0.8134 <0.0001
TUG vs Preensdo manual -0.6372 - -0.1329 -0.4166 0.0055
Sentar e levantar vs 6MWT -0.7018 - -0.2599 -.5142 0.0003
Caminhada 6 min vs Preensao 0.04327 - 0.6204 0.3666 0.0279
manual
Caminhada 6 min vs Fadiga -0.4860 - 0.1218 -0.2014  0.219
TUG vs Fadiga -0.04147 - 0.5052 0.2519 0.092
Sentar e levantar vs Fadiga 0.2122 - 0.6753 0.4761 0.0009
Sentar e levantar vs Declinio fisico 0.3070 - 0.7269 0.5509 <0.0001
Caminhada 6 min vs Declinio fisico -0.4276 - 0.1939 -0.1295 0.432
TUG vs Declinio fisico -0.01619 - 0.5238 0.2754 0.064
Caminhada 6 min vs Papel fisico -0.1999 - 0.4545 0.1429 0.413
funcional
TUG vs papel fisico funcional -0.4771 - 0.1246 -0.1945 0.229
Sentar e levantar vs papel fisico -0.5138 - 0.07646 -0.2408 0.135
funcional
Caminhada 6 min vs resumo da -0.1901 - 0.4541 0.1476 0.390
saude fisica
TUG vs resumo da saude fisica -0.5027 - 0.08279 -0.2307 0.147
Sentar e levantar vs resumo da -0.5839 - -0.03243 -0.3367 0.032
saude fisica
Caminhada 6 min vs razao -0.4343 - 0.1388 -0.1613 0.289
neutrofilo/linfécito
TUG vs razao neutrdfilo/linfécito -0.1096 - 0.4219 0.1684 0.233
Sentar e levantar vs razao -0.01100 - 0.5041 0.2654 0.059
neutrofilo/linfécito
Sentar e levantar vs hemoglobina -0.5578 - -0.06378 -0.3335 0.0168
Tug vs hemoglobina -0.4429 - 0.08394 -0.1934 0.169
Caminhada 6 min vs hemoglobina -0.1155 - 0.4533 0.1843 0.226
Caminhada 6 min vs hematocrito -0.1403 - 0.4331 0.1598 0.294
TUG vs hemat6crito -0.4083 - 0.1257 -0.1524 0.281
Sentar e levantar vs Hematdcrito -0.5578 - -0.06378 -0.3335 0.0168
Sentar e levantar vs Leucécitos -0.04954 - 0.4748 0.2292 0.106
TUG vs Leucécitos -0.1388 - 0.3971 0.1393 0.325
Caminhada 6 min vs Leucécitos -0.4020 - 0.1769 -0.1230 0.421
Caminhada 6 min vs Linfécitos -0.1083 - 0.4591 0.1913 0.208
Sentar e levantar vs Linfocitos -0.4100 - 0.1294 -0.1516  0.288
Sentar e levantar vs Neutréfilos 0.004825 - 0.5293 0.2886  0.0467
TUG vs Linfocitos -0.4501 - 0.07505 -0.2020 0.151
TUG vs neutrdfilos -0.05284 - 0.4816 0.2318 0.109
Caminhada 6 min vs neutroéfilos -0.4904 - 0.09084 -0.2191  0.163
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Usando a mesma estratégia em estratificacdo em tercis, decidimos avaliar
variaveis hematoldgicas de andlises feitas na rotina do paciente e encontradas no
prontuario eletrdnico. Utilizando os exames realizados antes do tratamento e mais
proximo da data de inclusdo, observamos que quanto mais alto o percentual de
hematdcrito, a quantidade de hemoglobina, e de linfécitos (Figura 6, painéis A, B e C)
maior a sobrevida dos pacientes e o oposto ocorre com relagdo aos neutrdéfilos e a
razao entre neutrofilos por linfécitos, de modo que para esses, quanto mais baixo os
valores, maior é a sobrevida (Figura 6, painéis D e E). Vale salientar que entre todas
as variaveis hematologicas, a razdo de neutréfilo dividido por linfécitos apresentou o
menor valor de p no teste logrank (p = 0,0009). Quando avaliados os dados
relacionados a quantidade de leucécitos, ndo encontramos diferencas significativas
(Figura 6, painel F), o mesmo ocorre com relacdo a quantidade de plaquetas e

creatinina (tabela 2)
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Figura 6. As varidveis hematoldgicas sao preditores
determinado dentro de cada variavel de modo que o nimero de pacientes pode ser diferente

Valor de p do teste logrank = 0.6283

de mortalidade. O tercil foi
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em cada categoria (superior, intermediario e inferior), além disso a disponibilidade do exame
interferiu no ndmero amostral.

A segquir, verificamos se 0s principais preditores de progndstico apresentavam
também uma relacdo com a resposta ao tratamento. No grupo com pacientes que
apresentavam melhor resisténcia muscular e maior percentual de hematdcrito,
encontramos com maior frequéncia pacientes que responderam ao tratamento
(p=0,0198 para ambos os testes; Tabela 4), demonstrando que para ambas as

variaveis, guanto maiores seus valores, melhor é a resposta ao tratamento.

Tabela 4. Associacdo entre resposta e progressao ao tratamento com principais
preditores de mortalidade.

Resposta Progresséao Valor
' Total
parcial da doenca dep

Superior 8 2 10 0.1618*
Desempenho teste TUG

Inferior 3 4 7

Superior 9 1 10 0.0198*
Desempenho teste se
sentar e se levantar Inferior 3 6 9

Superior 7 2 9 0.3348*
Desempenho teste de
caminhada Inferior 4 4 8

Superior 7 1 8 0.0198*
Hematdcrito

Inferior 3 8 11

Superior 5 3 8 0.3698*
Razao neutrdfilo:
linfocitos Inferior 4 7 11

*Teste exato de Fisher.

Com o intuito de verificar a presenca de algum fator no sangue dos pacientes
poderia estar relacionado com a fungdo muscular ou aptidao fisica dos pacientes,
decidimos realizar experimentos in vitro com células musculares de cultura primaria de
humanos. Ap6s um periodo de diferenciacdo em miotubos, incubamos as células por

16 horas em meio basal contendo 10% de plasma dos pacientes (Figura 7). Entao,
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realizamos experimentos para verificar se o plasma dos pacientes poderia modificar o
metabolismo desses miotubos, além disso, acrescentamos amostras de um grupo

controle tabagista sem cancer conhecido.

Dia 0 Dia1 Dia 4 Dia 5
9 [ j
Celuas plaqueadas ,; Meio de diferenciacio Incubagio Andlises \ t
T I/ T = = J

I
16h

7~
- Taxa de consumo de oxigénio (TCO) i I

- Taxa de acidificagdo extracelular (TAE)
- Proliferagéo celular
- Contetido proteico -———

Figura 7. Desenho experimental cultura de células e incubagdo com plasma dos
pacientes. Aproximadamente 17 mil células foram plaqueadas. Na noite do dia 4 apds a
diferenciagdo as células foram incubadas e na manh& do dia 5 os experimentos foram
realizados.

Quando observamos os dados de consumo de oxigénio e acidificagdo do meio
celular, percebemos que um grupo de pacientes apresenta as duas variaveis
diminuidas em relacao ao grupo controle (Figura 8, painel A). Para identificar a relagéo
entre o0 observado neste experimento e 0s tercis avaliados anteriormente, separamos
esta subamostra em tercis utilizando a resisténcia muscular como parametro.
Verificamos que o grupo de pacientes com pior performance no teste apresentou
menor consumo de oxigénio e menor acidificacdo no meio celular (Figura 8, painel B e
C), e mesma diminuicéo foi observada no resultado da proliferacéo celular (Figura 8,
painel D). Vale salientar que estes valores foram normalizados pela quantidade de
proteina a qual foi menor no grupo com performance inferior quando comparados com

0s outros pacientes com cancer (Figura 8, painel E).
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Figura 8: Células tratadas com plasma de pacientes com menor desempenho fisico
apresentam metabolismo prejudicado e diminui¢do no conteldo proteico. Avaliacdo do
apos incubacao de 16h com meio de cultura contendo 10% de plasma dos pacientes. O grafico
do painel A é uma imagem representativa contendo os experimentos do painel B e C, por isso
nao foi realizada analise estatistica. Quanto mais proximos do 0 no grafico, mais baixo o
metabolismo celular. Os testes estatisticos utilizado para os painéis B, C, D e E foram Anova
de uma via ou teste de Kruskal-Wallis quando a distribuicdo n&o foi normal. Como pés teste de
foi utilizado teste de Fisher LSD e teste de Dunn. * = p<0.05; ** = p<0.01; **** = p<0.0001.
Todos os experimentos foram realizados com triplicatas técnicas e ao menos trés experimentos
independentes.

Observamos que 6 pacientes sempre apresentavam pior metabolismo celular.
Deste modo, para explorar o que havia no plasma dos pacientes que poderia estar
relacionado com esses achados, realizamos uma andlise de metaboldmica e
comparamos os metabdlitos entre o grupo controle os cinco pacientes (0 sexto nao foi
possivel devido a disponibilidade de amostra) que prejudicaram o metabolismo das

células.
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Assim, 46942 metabolitos foram encontrados e 931 foram identificados: 43 estao
relacionados ao ciclo do &cido tri carboxilico e a glicélise, 420 sdo aminoacidos ou
acilcarnitinas, 117 sao acidos graxos livres ou mediadores de lipidios e 351 sado
lipideos (Figura 9, painel A). Comparamos a presenca dos metabdlitos entre o grupo
controle e cancer. Através do heat map demonstramos que existe diferencas entre os
grupos nos diferentes metabdlitos analisados (Figura 9, painel B), porém ao realizar
um teste estatistico para corrigir os dados encontrados para taxa de descoberta falsa
(FDR < 1%), 12 aminoacidos se mostraram diferentes entre 0s grupos controle e
cancer sendo que oito foram encontrados em concentragcdes mais baixas e 4 em
concentragdes mais altas no grupo cancer (Figura 9, painel C). Quando realizamos um
teste para determinar quais as principais vias relacionadas a estes aminoacidos
identificamos que as vias relacionadas ao metabolismo de metil histidina sdo as
principais, em conjunto com a biossintese de fosfatidiletanolamina e a sintese de
horménio da tiroide (Figura 9, painel D).

Realizamos também a comparagdo entre o grupo controle e o grupo de plasma
dos pacientes com cancer com pior performance e que apresentaram piora no
metabolismo das células musculares quando colocados em cultura de células. Embora
o heat map demonstre que a composi¢cdo dos metabdlitos entre os grupos sao bem
distintas (Figura 9, painel E), ao realizar o teste para diminuir a taxa de descoberta
falsa, identificamos que somente os aminoacidos serina se encontra diminuido no
grupo com performance inferior (Figura 9, painel F) e o N2,N? dimetilguanosina se

encontra aumentado.
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Figura 9. Diferentes metabdlitos estdo alterados na comparacédo entre o grupo controle e
cancer e serina e N2, N2-Dimetilguanosina estdo alterados na comparacdo entre grupo
controle grupo N?, N2-Dimetilguanosina com cancer e performance inferior. (A) Fluxo e
divisdo dos dados da metabolémica. (B) Heat map comparando grupo controle (n=7) contra o
grupo de pacientes com céncer (n=16), a comparacao foi realizada através do teste T de
student ndo pareado. (C) Aumento (fold change) dos metabdlitos dos pacientes com cancer
com relagdo ao grupo controle, apds o teste T de student os valores foram corrigidos com FDR
< 1% (do inglés false discovery rate). (D) Vias enriquecidas com os metabdlitos que foram
significativos e estéo na figura C. (E) Heat map comparando todos os metabdlitos do grupo
controle com os pacientes com cancer com desempenho inferior (n=4). (F) Mudanga do
aminoacido serina apos teste T de student realizado entre os metabolitos do grafico E apos
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correcdo com FDR <1%. (G) Mudanca do aminoacido N2, N2-Dimetilguanosina apos teste T de
student realizado entre os metabolitos do grafico E apds corregdo com FDR <1%. Somente os
aminoé&cidos serina e N2, N?-dimetilguanosina foram diferentes significativamente quando com
paramos o grupo controle com os quatro pacientes com performance inferior.

Estudo 2: Efeito da quimioterapia sobre as variaveis da aptidao fisica.

Dos 55 pacientes iniciais, ap6s o tratamento 39 pacientes apresentavam
tomografia para com imagens da L3 disponiveis para analise. (Figura 9, painel A).
Utilizando essa amostra avaliamos o impacto da quimioterapia nas diferentes variaveis
analisadas em nosso estudo. E sabido que a quimioterapia causa diferentes efeitos
adversos que estdo relacionados a toxicidade. A tabela 5 demonstra que a anemia foi
o efeito adverso mais frequente (93,2%), seguida de ndusea e neutropenia (47,7%) e
astenia (38,6%). Outros 50 efeitos adversos em menor incidéncia foram apresentados

pelos pacientes durante a quimioterapia.

Tabela 5. Efeitos adversos relacionados ao tratamento

Total %
Alargamento de INR 2 45
Alopecia 14 31,8
Anemia 41 93,2
Arritmia 1 2,3
Artralgia 3 6,8
Astenia 17 38,6
Aumento de amilase 1 2,3
Caibras 1 2,3
Choque séptico por COVID 1 2,3
Constipacao 9 20,5
Diarreia 9 20,5
Disgeusia 1 2,3
Elevacdo de amilase 1 2,3
Elevagéo de BT 3 6,8
Elevacéo de Crn 4 9,1
Elevacdo de Fa 3 6,8
Elevacao de GGT 3 6,8
Elevacdo de TGO 9 20,5
Elevagéo de TGP 11 25,0
Emese 2 45
Epigastralgia 1 2,3
Fadiga 3 6,8
Faléncia Hepatica 1 2,3
Flebite 1 2,3
Hepatite 1 2,3
Hiperpotassemia 5 11,4
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Hiperglicemia 1 2,3
Hipopotassemia 2 4,5
Hipomagnesemia 7 15,9
Hipocalcemia 1 2,3
Hiponatremia 14 31,8
Hiporexia 1 2,3
Insuficiéncia cardiaca congestiva 1 2,3
Inapeténcia 5 11,4
Infecgc&o pulmonar 1 2,3
Lesdo renal aguda 5 11,4
Mialgia 6 13,6
Mucosite 3 6,8
Nausea 21 47,7
Neuropatia 8 18,2
Neutropenia 21 47,7
Obstipacéao 1 2,3
Plaguetopenia 20 45,5
Prurido 4 9,1
Rash cutaneo 1 2,3
Reacao infusional de hipersensibilidade 3 6,8
Sepse Abdominal 1 2,3
Sepse Pulmonar 2 4,5
Sepse urinaria 1 2,3
Vertigem 1 2,3
VOmitos 6 13,6
Zumbido 1 2,3

A figura (Figura 10, painel B) demonstra que ndo ocorre alteracdo na massa
corporal dos pacientes quando comparados antes e ao término do tratamento.
Podemos perceber que apos o tratamento ha uma diminuicdo no nimero de pacientes
com ECOG-PS status 0, com um aumento no percentual de pacientes que se
encontram com ECOG-PS status 1,2 e 4 (Figura 10, painel C). Visto que o ECOG-PS
status é uma forma subjetiva de avaliar a aptidao fisica dos pacientes, utilizando uma
subamostra de 12 pacientes avaliamos a mobilidade através do teste TUG, a
resisténcia e a forca muscular através do teste de se sentar e se levantar, e do
dinambémetro de méo. Os pacientes apresentam diminuicdo na mobilidade, diminuicdo

na forca, sem alterag&o na resisténcia muscular (Figura 10, painéis D, E e F).
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Figura 10: A quimioterapia néo altera o peso corporal, mas muda o ECOG-PS status e
diminui a performance fisica dos pacientes. O painel A ilustra o nimero de pacientes
disponiveis para analise pds quimioterapia. O painel C ndo apresenta andlise estatistica,
demonstra a alteracdo no ECOG-PS status dos pacientes apds a quimioterapia. As
comparacdes foram realizadas através do test T de student pareado. Para a realizagéo do teste
pareado é necessario que o mesmo paciente tenha realizado o teste antes e apods a
quimioterapia de modo que os testes de desempenho foi realizado uma avaliacdo em uma sub-
coorte com namero menor de pacientes sendo painel D n=11, painel E n=9, e painel F n=11.

Quando avaliada a composicao corporal antes e ap0s a quimioterapia
verificamos que ocorre diminuicdo do musculo esquelético, tanto do muasculo psoas
(Figura 11, painel A), quanto da area muscular total (Figura 11, painel B), além disso
ocorre um aumento na quantidade de gordura intramuscular (Figura 11, painel C), sem
que ocorra alteracdes significativas na quantidade de gordura total, subcutdnea e

visceral (Figura 11, painéis D, E e F).
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Figura 11. O musculo esquelético diminui e o tecido adiposo intramuscular aumenta
apods a quimioterapia. Avaliagdo do musculo esquelético e da gordura corporal antes e apds a
quimioterapia. Os 39 pacientes foram avaliados. Foi realizado o teste para identificagdo e
remoc¢do de outliers: ndo houve outliers nos dados do musculo esquelético e adiposo total e
adiposo subcutaneo. Foi realizado um test T de Student pareado de duas vias.

Apos a quimioterapia verificamos que ocorre uma diminuigdo no percentual de
hematdécritos, na quantidade de hemoglobina, leucdcitos, neutréfilos, linfocitos e
plaquetas, sem alteracdo na raz&o neutrofilos por linfocitos e na quantidade de

creatinina (Figura 12).
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Figura 12. O tratamento leva a diminuicdo de diferentes variaveis hematoldgicas. Nao
havia exames de sangue pdés quimioterapia disponiveis de quatro pacientes. Neste painel
encontra-se a analise de 35 pacientes. O teste para identificacdo e remocédo de outliers foi
realizado, entéo foi realizado o Test T de Student pareado.

E sabido que a taxa de resposta tumoral & quimioterapia é baixa, de modo que
em nosso estudo a taxa de resposta foi 34,8% (n=16), o percentual de pacientes que
apresentaram doenca estavel foi 23,9%(n=11) e em 41,3% (n=19) ocorreu a
progressao tumoral. Desta forma, decidimos avaliar somente o0s pacientes que
responderam ao tratamento, ou seja, apresentavam uma diminuicdo de pelo menos
30% na soma dos maiores didmetros de lesé@o alvo (exemplo na figura 13, painel A),
para entender se o a perda de musculo e fungdo muscular poderia ser somente
atribuido a progressao tumoral ou se era um efeito da quimioterapia nessas variaveis.

O grupo de pacientes que responderam a quimioterapia apresentam sobrevida
global superior quando comparados aos pacientes que nao responderam (14,5 meses
versus 6,3 meses respectivamente; Figura 13, painel B). A sobrevida mediana de
ambos os grupos em conjunto foi 10 meses (Figura 13, painel C). Os pacientes que

responderam ao tratamento ndo apresentam alteracdes no peso corporal antes e apos
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a quimioterapia (Figura 13, painel D). Ocorreu uma alteragdo na distribuicdo ECOG—
PS status dos pacientes de modo que diminuiu o percentual de pacientes com ECOG-

PS 0 (Figura 13, painel E).
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Figura 13. A gquimioterapia aumenta a sobrevida dos pacientes que respondem ao
tratamento, sem alterar o peso corporal e causa mudanca no ECOG- PS status. O painel
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A é uma figura ilustrativa que demonstra um paciente que teve resposta ao tratamento
(reducdo de mais de 30% no volume da doencga). No painel B realizamos a comparacdo das
curvas de sobrevida dos pacientes que responderam ou ndo ao tratamento. O painel C
apresenta a curva de sobrevida combinada de ambos os grupos. No painel D o peso corporal
antes e depois da quimioterapia. O painel E demonstra a mudanga no perfil do ECOG-PS
status dos pacientes que responderam ao tratamento.

Em relacdo a composi¢ao corporal dos pacientes com resposta ao tratamento,
verificamos que a quantidade de muasculo diminui (psoas: Figura 14 painel A; area
muscular total Figura 14, painel B) e ocorre um aumento na gordura intramuscular
(Figura 14, painel C), sem alteracdo na quantidade de gordura total (Figura 14, painel

D) subcutanea e visceral (Figura 14, painéis E e F).
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Figura 14. Pacientes que respondem ao tratamento apresentam diminuicdo da area total
de masculo, aumento de gordura intramuscular, sem alteracdo na gordura total. 15
pacientes foram avaliados. Realizamos teste para identificacdo e remocao de outliers. 2 outliers
foram identificados nos dados de adiposo intramuscular (painel C). Foi realizado o Teste T de
Student pareado.
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Da mesma forma, avaliamos as variaveis hematologicas dos pacientes que
responderam ao tratamento. Observamos diminuicdo no percentual de hematécritos e
na quantidade de hemoglobina, leucdcitos, neutréfilos e razdo neutroéfilos por linfécitos

(Figura 15, painéis A - E). Sem alteracdes nas concentragdes de linfécitos, plaguetas e

creatinina.
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Figura 15. A quimioterapia diminui variaveis hematolégicas em pacientes que
responderam ao tratamento. Dos 15 pacientes que responderam ao tratamento, trés nao
apresentavam exame de sangue disponivel apés a quimioterapia e foram removidos desta
andlise. N&o foi identificado nenhum outliers entre os avaliados, entéo foi realizado o Teste T
de Student pareado.

Com o intuito de testar se a quimioterapia isolada poderia causar prejuizos no
musculo esquelético, foi realizado um ensaio com culturas de células priméarias de
humanos. O mesmo desenho experimental apresentado na Figura 7 foi utilizado neste
ensaio. Porém, a incubacao foi realizada com cisplatina e carboplatina que sdo dois

guimioterapicos. Incubamos as células de cultura primaria de humanos por 8h, 24h e
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48h. Além dos experimentos apresentados na Figura 7, incluimos a analise histologica
das células por imunofluorescéncia.

Primeiro realizamos um tratamento com diferentes dosagens de quimioterapia
e avaliamos qualitativamente as células. A Figura 16 demonstra que o tratamento

causou alteracdes na estrutura celular apos 48 horas.

Controle

125uM 250uM 500uM

Carboplatina Cisplatina

Figura 16. Diferentes concentragdes de quimioterapia causam alteracdes morfolégicas
em células musculares em cultura. Os experimentos foram realizados com triplicatas
técnicas. Nao foi realizado nenhum procedimento estatistico.

Apbés 8 horas de incubacdo com cisplatina e carboplatina as células
apresentam um consumo de oxigénio maior quando comparadas ao grupo controle
(Figura 17, painel A), e este valor se manteve aumentado mesmo quando normalizado
pelo conteddo proteico (Figura 17, painel B). Houve um aumento na proliferacao
celular nas células incubadas com cisplatina apés 8 horas de incubag&o sem diferenga
para as células incubadas por 8h com carboplatina, porém apés 24 e 48h de
incubacgdo, ambas as drogas levaram a diminuicdo da proliferacdo celular (Figura 17,
painel C). Quando observamos os valores de proliferagéo celular normalizados pelo

contetdo proteico, percebemos que nas primeiras horas (8h) ambas as drogas
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levaram a um aumento na proliferagé@o celular, voltando aos valores normais apés 24h
e diminuindo significativamente ap6s 48h de incubacédo (Figura 17, painel D).
Independentemente do tempo de exposi¢do aos quimioterapicos ocorreu uma
diminui¢cdo no conteldo proteico (Figura 17, painel E), e apés 48h horas de incubacédo
houve uma diminuicdo no conteddo estrutural da célula (alfa actinina; Figura 17, painel
F), porém ao normalizar estes valores pela quantidade de nucleos, embora com
valores mais baixos, 0s grupos tratados com quimioterpicos nao apresentam
diferencas significativas entre o grupo controle (Figura 17, painel G). O numero de
nucleos apds 48h de incubacgédo néo foi diferente entre os grupos (Figura 17, painel H).
A figura 17 (painel ) apresenta imagens representativas dos resultados da

imunofluorescéncia.
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Figura 17- O tratamento com quimioterapia diminui o metabolismo celular, o contetdo
proteico e altera a morfologia de células musculares primarias. A quimioterapia foi
adicionada ao meio de cultura e o grupo controle foi mantido com o mesmo meio sem adicdo
de drogas. Os grupos tratados foram comparados ao controle. Anova de uma via foi utilizada
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com pos teste de Fisher LSD. * = p<0.05. Os experimentos dos painéis A e B foram realizados
com cinco replicadas técnicas em um Unico ensaio e normalizados pelo conteddo proteico das
placas deste mesmo experimento. Os experimentos C, D e E foram realizados com triplicatas
técnicas no mesmo experimento e com ao menos trés de experimentos independentes. Os
experimentos F, G e H foram realizados com triplicatas técnicas entre o experimento com dois
experimentos independentes. O grupo controle sempre teve maior nimero de replicatas dentro
do mesmo experimento.

8. DISCUSSAO

Estudo 1: Variaveis da aptidao fisica e seu valor progndstico em pacientes com
CPCNP.

O impacto de variaveis relacionadas a aptiddo fisica como forga, resisténcia
muscular, aptidao aerébia e composicao corporal tem sido relacionado com a
mortalidade em populacdo saudavel e em populacdes com diferentes tipos de
patologias. Em pacientes com cancer, escalas de performance sdo comumente
utilizadas na pratica clinica, como ferramentas para auxiliar nas decisdes terapéuticas.
Embora essas escalas apresentem relagdo com mortalidade e resposta ao tratamento,
pacientes com boa performance, determinada segundo estas escalas, nem sempre
sdo capazes de completar o tratamento, e ainda, a subjetividade destas escalas e a
variabilidade entre os observadores enfatizam a necessidade do desenvolvimento de
ferramentas que apresentem maior acuricia na avaliacdo da performance de
pacientes com cancer.

Esta tese apresenta evidéncias de que, testes funcionais simples, que avaliam
resisténcia muscular (teste de se sentar e se levantar), aptidao aerébia (caminhada de
6 minutos) e mobilidade (timed up and go) s@o excelentes ferramentas objetivas para
predizer a mortalidade. Além disso, medidas objetivas como as variaveis
hematoldgicas (hematdcrito, hemoglobina, linfécitos, neutréfilos e razdo neutrdfilos por
linfécitos) também séo preditoras de prognéstico.

Esta tese também sugere que a resisténcia muscular esta correlacionada com

a forca, a aptidao aerdbia e com a mobilidade, além de estar correlacionada tanto com
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as varidveis hematolégicas quanto com variaveis relacionadas a performance
avaliadas através de questionarios de qualidade de vida. Ainda, demonstramos que
maior resisténcia muscular esta associada a melhor resposta a quimioterapia.
Utilizamos também o plasma de pacientes com resisténcia muscular inferior
para desafiar cultura de células musculares primarias de humanos. Demonstramos
que as células desafiadas com estes plasmas apresentaram prejuizo no metabolismo
celular. Além as vias relacionadas ao metabolismo de histidina e os aminoacidos
serina e N2, N2-Dimetilguanosina sdo diferentes em pacientes com cancer quando
comparados a um grupo controle. De modo que, esta tese demonstra que a
resisténcia muscular é a variavel mais importante na predicdo do progndstico para a
populacdo estudada e que esta variavel pode apresentar relagdo com metabolismo.
Em nosso estudo demonstramos que a presenga de caguexia nao influencia o
prognostico dos pacientes, porém de acordo com a literatura a caquexia esta
diretamente relacionada a sobrevida de pacientes com cancer'®!!, De fato, 80% dos
pacientes experimentam a perda de peso no curso da doenga e 25% das mortes em
pacientes com cancer sao atribuidas diretamente a caquexia!?®1%-111 Contudo, sera
gue a caguexia ndo € somente consequéncia do agravamento da doencga, e 0 que 0s
estudos tém demonstrado ndo seria uma “fotografia” de pacientes que apresentam
perda de peso, mas que tem estagios agravados de céncer e por isso menor
sobrevida? Suportando esta hipotese, em 1980, Dewys ja demonstrava que a
frequéncia de caquexia era maior em pacientes com pior ECOG-PS status®’. Além
disso, nenhum dos estudos intervencionistas focados no tratamento de caquexia e que
apresentaram aumento da massa corporal e da massa muscular em pacientes
caquéticos, apresentou algum beneficio no prognéstico desses pacientes’#23,
Demonstramos também que a composicao corporal ndo foi capaz de predizer o
progndstico dos pacientes. Colaborando com nossos achados, Srdic e colaboradores

avaliaram pacientes com CPCNP em estagio Il e IV e observaram que a caquexia nao
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€ marcador de toxicidade do tratamento, de progressao tumoral e nem de sobrevida
112 Com relacdo ao musculo esquelético, Stene e colaboradores demonstraram que a
area muscular avaliada pela tomografia ao diagnéstico, ndo prediz o progndéstico em
pacientes com cancer de pulméo em estagios avancados, todavia os autores também
demonstraram que o aumento da massa muscular durante o tratamento & um fator
prognostico significante!'®., Ademais, analisando 734 pacientes com CPCNP em
estagio avancado, oriundos de trés ensaios clinicos randomizados multicéntricos, foi
possivel observar que a area muscular total analisada pela tomografia ndo teve
impacto prognostico!4,

Esses achados sugerem que utilizar a performance ao invés da composi¢do
corporal como preditor de prognéstico € uma boa estratégia. Se olharmos para
estudos longitudinais que avaliaram preditores de mortalidade em populac¢éo saudavel,
e acompanharam mais de 6000 individuos por de 10 a 30 anos, observamos que a
forca muscular esta mais bem associada ao risco de mortalidade quando comparada a
massa muscular, sindrome metabdlica, tempo sedentario, atividade fisica e
IMC?2115116 - Ademais, a capacidade aerébia também é mais bem associada a
mortalidade quando comparada a adiposidade abdominal em idosos com mais de 60
anost'’. E o IMC e percentual de gordura ndo é bom preditor de mortalidade por
cancer, por outro lado, quanto maior a forca muscular menor é a mortalidade por esta
doencal’®,

Pouco se sabe sobre o papel progndstico da resisténcia muscular avaliada pelo
teste de se sentar e se levantar na populagédo geral e em pacientes com cancer. No
entanto, pacientes com melhor performance em testes funcionais foram capazes de
completar mais ciclos de quimioterapia, ou seja, a fungdo muscular foi mais eficiente
em permitir a adequada administracdo de tratamento (adequada dose-intensidade) do
gue o ECOG-PS status e do que a massa corporal''®. O que poderia explicar uma

melhor capacidade prognostica do teste de se sentar e se levantar comparado a forca
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de preensdo manual, € sua sensibilidade para determinar o enfraquecimento dos
pacientes, pois 0s valores nos testes de se sentar e se levantar comecam a diminuir
em homens e mulheres ja a partir dos 50 anos, enquanto a forca de preensdo manual
somente a partir dos 70 anos*?, Além disso, a forca de membros inferiores apresenta
maior associacdo com a performance funcional e traz informacbes adicionais como
desfecho na avaliagéo e no tratamento da sarcopenia®?!,

Além da facil execucédo e o baixo custo serem vantagens para explorar o teste
de caminhada e outras variaveis funcionais no prognéstico de pacientes, sabemos
também que intervencdes com treinamento fisico sdo capazes de modificar sua
performance, de modo que o treinamento de for¢a é capaz de melhorar o desempenho
em testes funcionais, mesmo sem aumentar a massa muscular'?2123, O que faz com
que, possivelmente, o prognéstico de pacientes possa ser modificado por uma
intervencdo de treinamento fisico, mesmo que o treinamento ndo traga aumento na
massa muscular e/ou modificagdes na composigéo corporal.

O percentual de hematécrito e a quantidade de hemoglobina também foram
preditores de progndstico. Esses dois dados estéo relacionados entre si, visto que 0s
hematdcritos sdo compostos basicamente por células vermelhas e a hemoglobina é a
mais abundante delas. Baixa concentracdo de hemoglobina é um fator limitante para a
administracdo de quimioterapia, de modo que, pacientes anémicos ndo sao tratados
ou tém seu tratamento suspenso. Nenhum dos pacientes em nossa coorte apresentou
anemia na avaliacao inicial. A literatura apresenta evidéncias de que os niveis de
hemoglobina estéo relacionados com a resisténcia e forga muscular e com a aptidéo
aerébial?*126, Ainda, que o treinamento fisico aumenta tanto a aptidao fisica quanto as
concentracdes de hematdcrito e hemoglobina®?’.

Os neutrofilos tem um papel ambiguo em relagcdo ao progndstico no cancer, de
modo que podem estar associados a maior sobrevida, contudo a maioria dos estudos

demonstra que quanto mais neutrofilos associados ao tumor, maior é sua
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agressividade'?-1%°, Por outro lado, o aumento da contagem de linfécitos apresenta
relacdo positiva com o prognoéstico em pacientes com cancer de pulméo®®. Nossos
dados demonstraram que maiores contagem de linfocitos estdo associados a maior
sobrevida. Além disso, a razdo de neutréfilos por linfécitos esta associada
negativamente a mortalidade, de modo quanto menor esta razao, maior € a sobrevida
dos pacientes em nosso estudo, e esses dados colaboram com o que ja € descrito na
literatural?®130.132.133 - As adaptacdes ao exercicio fisico sdo mediadas pela resposta
imune, porém, a relacéo entre aptidao fisica e essas variaveis do sistema imune ainda
ndo esta esclarecida®*1%,

Quando incubamos as células musculares em cultura com o plasma dos
pacientes identificamos um metabolismo prejudicado nas células incubadas com
plasma de pacientes com pior resisténcia muscular. Também encontramos no plasma
dos pacientes com pior desempenho, uma diminuicdo do aminoacido Serina e um
aumento de N?, N?-Dimetilguanosina.

Serina é um aminoacido ndo essencial que estd envolvido em diferentes
funcdes no organismo. No céncer este aminoacido € essencial para a sintese de
nucleotideos de alguns tumores e o0s niveis de Serina podem ser regulados tanto por
oncogenes quanto por genes supressores de tumores, sendo que niveis baixos desse
aminoacido podem levar ao aumento de estresse oxidativo®. No musculo
esquelético, a falta de serina pode também levar ao aumento do estresse oxidativo,
levando a diminuigcéo da proliferacédo de células musculares e consequentemente a um
prejuizo no processo regenerativo do misculo®®, contudo seu papel na performance
ainda precisa ser esclarecido.

J4 a N2, N2-Dimetilguanosina é um nucleosideo que atua como RNA de
transferéncia e RNA ribossomal, de modo a participar diretamente do processo de
sintese proteica. Este metabdlito pode ser considerado um biomarcador em pacientes

com leucemia aguda e estd aumentado na circulagdo sanguinea de pacientes com
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cancer em estagio avancado'#®14!, Além disso, Nierenberg e colaboradores (2020)
avaliaram 1239 sujeitos saudaveis e determinaram que 0 aumento desse aminoacido
na circulacdo esti associado a menor velocidade de caminhada e for¢a de preenséo
manual'#?, todavia a associacdo entre este aminoacido e a performance em pacientes
com cancer ainda precisa ser mais bem investigada.

Assim, é importante salientar que a relacdo entre esses marcadores, a
inflamacdo, e o prognostico em pacientes com céncer ainda precisa mais bem
esclarecida. O refinamento de varidveis prognésticas e preditivas de resposta
precisam incluir além de variaveis relacionadas a neoplasia em questdo, aspectos

funcionais e variaveis inflamatérias, relacionadas ao hospedeiro.

Estudo 2: Efeito da quimioterapia sobre as variaveis da aptidao fisica.

A quimioterapia é o tratamento mais utilizado para pacientes com cancer de
pulm&do em estagio IV. Sabemos que a quimioterapia aumenta a sobrevida e diminui
os sintomas dos pacientes que respondem ao tratamento. Contudo a taxa de resposta
a quimioterapia isolada ainda é baixa e este tratamento causa diferentes efeitos
adversos em todo o organismo do individuo.

Demonstramos nesta tese que a quimioterapia causa perda de massa
muscular, prejuizo na for¢a, na mobilidade e diminuicdo no conteddo de células
hematoldgicas dos pacientes. lIdentificamos que pacientes que respondem ao
tratamento apresentam sobrevida maior quando comparados aos pacientes com
progressao da doencga, porém, apesar disso, estes pacientes perdem massa muscular,
apresentam reducdo no percentual de hematdécrito, na quantidade de hemoglobina, e
de contagem de neutrofilos e linfocitos em sangue periférico, sem alteragdes no tecido
adiposo. Além disso, demonstramos que a quimioterapia prejudica o metabolismo de

células musculares e afeta a estrutura e o contetdo proteico em cultura de células.
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Nosso estudo ndo é o primeiro a demonstrar o efeito prejudicial da
quimioterapia na massa e funcdo muscular. Contudo, ndo temos conhecimento de
estudos que avaliaram a perda de muasculo em pacientes que respondem ao
tratamento. A literatura também suporta nossa hipétese de que a perda de funcéo
muscular apds tratamento esta associada a perda de massa muscular em pacientes
com CPCNP. Em um estudo com 30 pacientes com CPCNP em estagio avancado,
Naito e colaboradores demonstram que a perda de massa muscular € acompanhada a
perda de forca e de desempenho no teste de caminhada'®®. Uma ressalva a este
estudo é que a média de idade da populacdo estudada foi de 70 anos, ou seja,
superior & média de idade de nossa coorte (65 anos). Ressalto que nesse estudo néo
foram avaliados de forma isolada, pacientes que responderam ao tratamento, ou seja,
0s autores ndo demostraram se 0s pacientes responsivos a quimioterapia, além de
apresentarem prejuizo na composi¢ao corporal, também apresentam na aptidao fisica.
Novos estudos precisar ser conduzidos para confirmar tal hipétese.

Temos que destacar dois fatos que, embora parecam semelhantes, podem néo
ter o mesmo significado clinico. O primeiro € o conteldo de massa muscular ao
diagnéstico, que foi avaliado no primeiro estudo desta tese e ndo teve impacto
prognostico. O segundo é a perda de muasculo durante o tratamento, qual ocorreu em
toda populagéo investigada nesta tese e que parece ter relacdo com pior prognostico.
A perda de massa muscular durante a quimioterapia paliativa esta associada a um pior
prognoéstico em pacientes com cancer colorretal e cancer gastrico'3144145  Pacientes
gue perdem mais de 9% de massa muscular durante o tratamento apresentam pior
prognéstico quando com parados aos que perdem menos de 9%*%. N&o estratificamos
nossa amostra em grupos com graus de perda de massa muscular diferentes para
avaliar o prognostico, bem como, ndo avaliamos individualmente para determinar

pacientes que ganharam ou tiveram a massa muscular preservada. De fato, pacientes
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gue ganham massa muscular, ou exibem a massa muscular preservada durante a
guimioterapia dispde-se de maior sobrevida medianal*?,

Além da musculatura esquelética e da funcdo muscular, as células
hematolégicas também foram prejudicadas pela quimioterapia. Uma baixa nas células
do sangue é esperada ap0s o tratamento, visto que a citotoxicidade da quimioterapia
afeta principalmente células com maior fracdo de proliferacdo®. A questédo é que isto
também causa um impacto no prognéstico dos pacientes. Por exemplo, a diminuicdo
da hemoglobina apds o tratamento, esta associada a menor qualidade de vida e
menor sobrevida em pacientes com cancer de pulmdo'. A diminuicdo de
hemoglobina pode estar também ligada ao prejuizo na fun¢cdo muscular, visto que,
Tsai e colaboradores avaliaram 3666 jovens militares e identificaram que, aqueles que
apresentavam menor contetdo de hemoglobina (h=343; Hb=10-13,9g/dL) traziam uma
performance fisica 10% inferior quando comparados ao grupo com hemoglobina em
concentragcdes maiores'?’. Todavia, isto ndo explica em tudo o prejuizo na funcédo
muscular apds o tratamento, pois demonstramos aqui, que a quimioterapia afeta
diretamente o metabolismo das células musculares quando avaliamos em cultura de
células.

Ao que temos conhecimento, nosso estudo foi o primeiro a demonstrar que a
quimioterapia afeta diretamente o metabolismo de células musculares, modificando
também sua estrutura. Foi dito que a quimioterapia afeta mormente células que
possuem maior fracdo de proliferacdo, o que ndo é o caso das células musculares,
ficando a duvida de quais sé@o as vias e 0s mecanismos pelo quais 0s quimioterapicos
a base de platina afetam o0 mudsculo esquelético. Mais estudos precisam ser

conduzidos para avaliar tais mecanismos e identificar possiveis terapias.
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9. CONCLUSAO

Concluo que a performance em testes de aptidao fisica € melhor preditor de
mortalidade do que a composi¢cao corporal; e que a resisténcia muscular além de ser
bom preditor de mortalidade se correlaciona tanto com outras variaveis de
desempenho, quanto com variaveis hematoldgicas, e aquelas relacionadas a
qualidade de vida. Além disso, pacientes tratados com quimioterapia, mesmo com
resposta ao tratamento apresentam perda de musculo sem mudanga no contetdo de
gordura e que a quimioterapia afeta de forma direta o musculo esquelético. Os

mecanismos por tras destes eventos necessitam ser investigados.
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