Universidade
Estadual de LondRrina

{

TATIANA AZEVEDO DA SILVA GUIMARAES

MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER DE COLON PARA
INVESTIGAGAO DA SARCOPENIA EM CAMUNDONGOS

Londrina
2025



TATIANA AZEVEDO DA SILVA GUIMARAES

MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER DE COLON PARA
INVESTIGAGAO DA SARCOPENIA EM CAMUNDONGOS

Trabalho de Defesa do Mestrado apresentado
a Universidade Estadual de Londrina - UEL,
como requisito para a obtengao do titulo de
Mestra em Educacéo Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Deminice.
Coorientador. Profa. Dra. Paolla Sanches
Cella.

Londrina
2025



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracéio

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

G963

Guimaraes, Tatiana Azevedo da Silva.
Modelo experimental de cancer de colon para investigacio da sarcopenia em
camundongos / Tatiana Azevedo da Silva Guimardes. - Londrina, 2025
h&f -l

Orientador: Rafael Deminice.

Coorientador: Paocla Sanches Cella.

Trabalho de Conclusdo Final (Mestrado Profissional em Educacdo Fisica) -
Universidade Estadual de Londrina, Centro de Educacdo Fisica e Esportes,
Programa de Pés-Graduacdo em Educacdo Fisica, 2025.

Inclui bibliografia.

1. Cancer de colon - Tese. 2. Sarcopenia - Tese. 3. Modelo AOM/DSS - Tese.
4. Inflamacao intestinal - Tese. |. Deminice, Rafael. Il. Sanches Cella, Paocla. Il
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Educacdo Fisica e Esportes.
Programa de Pés-Graduacdo em Educacdo Fisica. V. Titulo.

CDU 796




TATIANA AZEVEDO DA SILVA GUIMARAES

MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER DE COLON PARA
INVESTIGAGAO DA SARCOPENIA EM CAMUNDONGOS

Trabalho de Defesa do Mestrado
apresentado a Universidade Estadual de
Londrina - UEL, como requisito para a
obtencéao do titulo de Mestra em Educacao
Fisica.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Rafael Deminice
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Coorientador: Profa. Dra. Paolla Sanches Cella
Universidade Estadual do Norte do Parana-
UENP

Prof. Dra. Patricia Chimin Perandini
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Fernando Tadeu Trevisan Frajacomo
Faculdade de Ciéncias da Saude Albert
Einstein - FCSAE

Londrina, 13 de junho de 2025.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, pelo apoio incondicional e paciéncia ao longo desta
jornada.

Ao meu orientador, Rafael Deminice, pela paciéncia, confianca e
dedicacédo, que foram fundamentais nesse processo.

Aos colegas do laboratério e a todos que, de alguma forma,

contribuiram em cada etapa deste projeto.



RESUMO

GUIMARAES, Tatiana Azevedo da Silva. Modelo experimental de cancer de célon
para investigagcdao da sarcopenia em camundongos. 2025. 58 p. Dissertagao
(Mestrado em Educacéo Fisica) — Centro de Educacéo Fisica e Esporte, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

INTRODUGAO: O agente quimico azoximetano (AOM), em combinacdo com o
dextrano sulfato de sédio (DSS), é amplamente utilizado no estudo da carcinogénese
do cdlon, pois induz inflamacgdes intestinais em um curto periodo de tempo, permitindo
a rapida progressdo do processo tumoral. Embora vastamente utilizado para
investigar drogas antineoplasicas, nao se sabe, até o momento, se este € um modelo
viavel para estudar sarcopenia associada ao cancer de célon. Isso é relevante, pois a
sarcopenia nao tem cura, compromete a eficacia do tratamento oncolégico e aumenta
a mortalidade de pacientes de cancer colorretal. OBJETIVO: Avaliar a efetividade do
modelo AOM/DSS para estudar sarcopenia associada ao cancer de colon.
METODOS: O estudo analisou dezenove camundongos machos C57BL/6, divididos
em dois grupos: controle (C; n=10) e cancer de célon (CC; n=09), que receberam uma
injecao aguda de AOM (i.p. 12,5 mg/kg), seguida por trés ciclos de 5 dias com ingestao
de DSS (2,0%), totalizando 12 semanas. A sarcopenia foi avaliada por meio da perda
de forga muscular (teste de escalada em escada e forga de preensao), atrofia
muscular (area da secgao transversa dos musculos soleo e EDL) e performance fisica
(teste de esfor¢co em esteira rolante) (CEUA n° 032.2023). No pés-intervencgao,
realizou-se analise da expressdao génica no musculo gastrocnémio para detectar
genes associados a sarcopenia. RESULTADOS: Os camundongos do grupo CC
apresentaram colon mais curto em comparagao ao grupo controle (C:9,33 cm + 0,82
vs CC:8,22 cm = 0,87, P<0,05) e grau histopatolégico compativel com células
neoplasicas. A administracdo de AOM/DSS promoveu reducdo de 149% na forga
muscular dindmica (C: 7,67 g vs. CC:- 5,58 g, P<0.05), e estatica de 13% em relagao
ao grupo controle (C:65,6 g vs. CC:57,1 g, P<0.05). O modelo promoveu uma pior
performance fisica do grupo CC de 31,9% (C: 257,8 m vs. CC: 175,4 m, P<0.05) e

atrofia no didmetro das miofibrilas do séleo (14,2%, C:460 pm2 vs CC:394 pm2,

P<0.05) e do EDL (5,67%, C:299 ym?2 vs CC:216 uym2, P<0.05).Foram observadas
alteragdes significativas na expressao de genes associados a inflamacéao e protedlise
muscular (Actb, Mmp9, Bmp4, Adrb2, Tgfb1 e Akt2,P<0,01) incluindo o aumento na
degradagao da matriz extracelular (Mmp9), ativacao de vias inflamatoérias (Tgfb1) e
disfungéo no metabolismo muscular (Akt2). CONCLUSAO: AOM/DSS é um modelo
pré-clinico demonstra ser viavel para estudar sarcopenia associada ao cancer de
colon.

Palavras-chave: atrofia muscular; carcinogénese colorretal; inflamacao intestinal;
modelo AOM/DSS; sarcopenia.



ABSTRACT

GUIMARAES, Tatiana Azevedo da Silva. Experimental model of colon cancer for
the investigation of sarcopenia in mice. 2025. 58 p. Dissertation (Master’s in
Physical Education) — Center for Physical Education and Sport, State University of
Londrina, Londrina, 2025.

INTRODUCTION: The chemical agent azoxymethane (AON), in combination with
dextran sulfate sodium (DSS), is widely used in the study of colon carcinogenesis, as
it induces intestinal inflammation in a short period of time, allowing rapid progression
of tumor development. Although extensively used to investigate antineoplastic drugs,
it is not yet known whether this is a viable model for studying sarcopenia associated
with colon cancer. This is relevant because sarcopenia has no cure, compromises the
effectiveness of cancer treatment, and increases mortality in colorectal cancer patients.
OBJECTIVE: To evaluate the effectiveness of the AOM/DSS model for studying
sarcopenia associated with colon cancer. METHODS: The study analyzed nineteen
male C57BL/6 mice, divided into two groups: control (C; n=10) and colon cancer (CC,;
n=09), which received a single intraperitoneal injection of AON (12.5 mg/kg), followed
by three 5-day cycles of DSS (2.0%) intake, totaling 12 weeks. Sarcopenia was
assessed by loss of muscle strength (ladder-climbing and grip strength tests), muscle
atrophy (cross-sectional area of the soleus and EDL muscles), and physical
performance (treadmill endurance test) (CEUA no. 032.2023). After the intervention,
gene expression analysis was performed in the gastrocnemius muscle to detect genes
associated with sarcopenia. RESULTS: Mice in the CC group presented a shorter
colon compared to the control group (C: 9.33 cm £ 0.82 vs. CC: 8.22 cm + 0.87,
P<0.05), and histopathological findings consistent with neoplastic cells. AON/DSS
administration led to a 149% reduction in dynamic muscle strength (C: 7.67 g vs. CC:-
5.58 g, P<0.05) and a 13% reduction in static strength compared to the control group
(C: 65.6 g vs. CC: 57.1 g, P<0.05). The model resulted in a 31.9% decline in physical
performance in the CC group (C: 257.8 m vs. CC: 175.4 m, P<0.05) and atrophy in the
myofibril diameter of the soleus (14.2%, C: 460 um? vs. CC: 394 uym?, P<0.05) and
EDL muscles (5.67%, C: 299 ym? vs. CC: 216 uym?, P<0.05). Significant changes were
observed in the expression of genes associated with inflammation and muscle
proteolysis (Actb, Mmp9, Bmp4, Adrb2, Tgfb1, and Akt2, P<0.01), including increased
extracellular matrix degradation (Mmp9), activation of inflammatory pathways (Tgfb1),
and impaired muscle metabolism (Akt2). CONCLUSION: The AON/DSS preclinical
model appears to be a viable approach for studying sarcopenia associated with colon
cancer.

Key-words: muscle atrophy; colorectal carcinogenesis; intestinal inflammation;
AON/DSS model; sarcopenia
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1 INTRODUGAO

A progresséo de tumores benignos para carcinomas, resultado de uma série
de alteragcbes genéticas e epigenéticas, caracteriza a patologia do cancer de célon
(REACCT COLLABORATIVE, 2021). Cerca de 60-65% dos casos de cancer colorretal
(CCR) sao adenocarcinomas de origem nao hereditaria, desenvolvendo-se de forma
esporadica e sendo principalmente associados aos fatores de risco modificaveis
(KEUM, 2019). Aproximadamente 12% a 35% dos casos tém origem em
predisposi¢cées gendmicas (DEKKER et al., 2019), enquanto 2% a 5% resultam de
sindromes hereditarias, como a sindrome de Lynch (cancer colorretal hereditario sem
polipose) e a polipose adenomatosa familiar (FAP) (REACCT COLLABORATIVE,
2021). Ao longo da evolugao da doenga, cerca de 50% dos pacientes desenvolveréao
metastases (KEUM, 2019).

Diante da alta prevaléncia e do impacto crescente do CC, este se destaca como
uma das principais causas de mortalidade e morbidade global, ocupando a terceira
posicdo em incidéncia mundial e a segunda em numero de mortes relacionadas ao
cancer, conforme estimativas do Globocan 2022 (BRAY et al., 2024). No Brasil, o CC
€ o0 segundo mais diagnosticado e a terceira principal causa de obitos por cancer,
conforme estimativas para o periodo de 2020-2022. A taxa de incidéncia tem mostrado
um aumento progressivo, especialmente entre 2010 e 2020, quando os novos
diagnosticos cresceram 68,54%, totalizando 41.010 casos em 2020 (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2022).

Para o triénio de 2023 a 2025, espera-se que o CC se mantenha na terceira
posicdo em termos de novos casos (46 mil) e na mesma posi¢ao em frequéncia entre
os tipos de cancer em homens (22 mil) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).
Em virtude do aumento da incidéncia, os dados do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS), apontam um crescimento da mortalidade por
cancer de colon no Brasil. Entre os anos de 2020 e 2023, foram registrados 55.355
obitos (BRASIL, 2025).

Esse aumento reflete, em grande parte, a combinagao de fatores genéticos e
ambientais. Estudos epidemioldgicos indicam que 0 sexo masculino e a idade igual ou
superior a 45 anos estao fortemente associados ao aumento da taxa de diagndstico
do CC (WONG et al.,2021). Evidéncias recentes sugerem que essa associagao pode

estar relacionada as interagdes do eixo horménio sexual-microbioma intestinal, no
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qual os esteroides sexuais masculino modulam a composi¢cédo e a funcionalidade da
microbiota intestinal, enquanto esta influéncia a biodisponibilidade hormonal (WU et
al., 2024). A diminuicdo da agao protetora dos estrogénios pode provocar alteragbes
tanto na composicdo do microbiota quanto na producdo de seus metabdlitos,
contribuindo para o aumento da suscetibilidade ao CC (BANIBAKSH et al., 2023).

Somado a isso, os fatores ambientais e comportamentais, como dieta rica em
calorias, consumo de carne processada, baixa ingestdo de fibras, alimentos
ultraprocessados, etilismo, tabagismo, obesidade e sedentarismo (BOARDMAN et al.,
2020), exercem um impacto significativo sobre o risco populacional, contribuindo para o
aumento da incidéncia e para desfechos clinicos adversos relacionados ao cancer de
célon (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022; CLINTON, et al.,2020).

A sarcopenia, cuja prevaléncia em pacientes com cancer de colon vai de 12% a
60% (VERGARA-FERNANDEZ et al., 2020), impacta negativamente os efeitos toxicos
da quimioterapia, retarda o tratamento e diminui as taxas de sobrevida global,
aumentando a mortalidade (TREJO-AVILA etal., 2021). No Brasil, estudos indicam que,
nesses pacientes, a prevaléncia de sarcopenia se encontra entre 15% a 46 % , essa
diferenca nos dados se deve ao método de avaliagcdo - que pode incluir a forca de
preensdo manual e a analise da composi¢ao corporal por tomografia computadoriza -
e ao momento da avalicdo em relagcédo ao estadiamento do cancer. (SILVA et al., 2024;
QUEIROZ et al., 2018).

Caracterizada pela perda progressiva de massa muscular esquelética, forga
muscular e capacidade funcional, a sarcopenia pode ocorrer espontaneamente, como
um processo natural do envelhecimento, ou estar associada ao cancer e seu tratamento
(CRUZ-JENTOFT et al., 2019; TREJO-AVILA et al., 2021). Alguns tipos de tumores
localizados no trato gastrointestinal apresentam uma associagao significativa com a ocorréncia
de sarcopenia, como os canceres de esbdfago, estdmago, pancreas, figado e o CCR, que
impactam em uma série de alteragdes adversas, incluindo o comprometimento das fungdes
relacionadas a digestao, absorcao de nutrientes e ao agravamento do estado inflamatério
sistémico (LUO et al., 2024; LIU et al., 2023; BOSSINI et al., 2024). Em especial, o cancer de
pancreas apresenta taxas de sarcopenia que variam aproximadamente entre 30% a 65% dos
pacientes, a depender do estagio clinico da neoplasia e dos critérios metodoldgicos
empregados (CHAN; CHOK, 2019)

Devido a perda de forca e massa muscular, os pacientes sarcopénicos
apresentam maior probabilidade de desfechos negativos durante o tratamento
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(SOUZA et al., 2020), incluindo menor tolerancia a terapia oncologica, maior
toxicidade do tratamento e, como resultado, a necessidade de ajustes nas dosagens
ou nos ciclos de administracdo (BOZZETTI, 2017). No pds-operatorio, esta associada
a um risco aumentado de complicacdes, como infecgdes e vazamento anastomaotico
(WU etal., 2024), o que pode comprometer a recuperacao do paciente e reduzir a taxa
de sobrevivéncia (CESPEDES et al., 2018). Essas complicagbes prolongam a
recuperagao, exigem cuidados intensivos por mais tempo e aumentam o periodo de
internagao hospitalar (NAKANISHI et al., 2018; LIEFFERS et al., 2012).

Nesse contexto, o modelo murino amplamente utilizado nas ultimas décadas
para estudar a carcinogénese do cdlon é a indugdo por meio do agente quimico
Azoximetano (AOM), associado ao Dextran Sulfato de Sédio (DSS) (PARANG et al.,
2016). Esse modelo se destaca pela facil reprodutibilidade e pela rapida progressao
do tumor em um curto intervalo de tempo. Esse método experimental € amplamente
empregado devido a sua capacidade de mimetizar as fases iniciais da colite ulcerativa
- uma doenca inflamatéria crénica e de causa desconhecida que acomete o cdlon e
reto, limitando-se as camadas da mucosa e submucosa (WU, et al., 2021), e que esta
associada a um risco significativamente aumentado de desenvolvimento do CCR (Li,
et al.,, 2023). O modelo AOM/DSS reproduzir os mecanismos de inflamagéao
persistente e a progressao neoplasica do tipo adenoma-carcinomas observada em
humanos, caracterizada pela perda de peso, hematoquezia e desenvolvimento de
tumores ao longo do célon (MATSUMOTO et al., 2023).

Além do modelo quimico AOM/DSS, outros sao utilizados para investigar a sarcopenia
associada ao cancer de colon. A 1,2-dometilhidrazina (DMH), é convertida no organismo em
AOM e possui um mecanismo semelhantes para induzir tumores em camundongos
(VENKATACHALAM, et al., 2020). Outro modelo € o N-metil-N-nitrosourea (MNU), um potente
agente alquilante do DNA, utilizado para induzir tumores em diferentes 6rgaos e estudar
alteragcdes metabdlicas e musculares associadas ao cancer (ROCHA, et al., 2015; FIGUEIRA,
et al.,2023).Esses modelos sao importantes para compreender a progressao tumoral e
possibilitam a investigacdo de tratamentos, respostas imunoldgicas, além do
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e nutricionais com o objetivo de
preservar a massa muscular e melhorar o progndstico dos pacientes
(SCHEPELMANN et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a efetividade do modelo AOM/DSS para estudar sarcopenia associada a

carcinogénese do célon.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o impacto do protocolo AOM/DSS sobre a incidéncia e progressao
de tumores no codlon;

¢ Quantificar parametros de massa corporal, o indice de bem-estar, a area de seccao
transversa e o perfil histopatoldgico do tecido muscular;

e Determinar os efeitos do protocolo no desenvolvimento da sarcopenia em modelo
animal;

e Analisar a expressao de genes e proteinas especificas envolvidas na sarcopenia
induzida pelo CC, com énfase em vias moleculares relacionadas a degradacao e

sintese proteica.
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3. HIPOTESE

O modelo experimental AOM/DSS é adequado para o estudo da sarcopenia
associada a carcinogénese do colon, pois mimetiza as alteragbes musculares e
inflamatorias observadas na fisiopatologia humana. Essa condi¢ao é caracterizada por
um estado de inflamacao sistémica cronica, através do aumento da expressao de
citocinas inflamatdrias, como o IL-6 e TNF- a, e que desencadeiam a ativagao de vias
catabdlicas musculares mediadas pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Este
processo de degradacéo e reducdo da sintese proteica, resulta na atrofia das fibras
musculares dos tipos | e Il. Desta forma, o modelo oferece ferramentas para investigar
0os mecanismos moleculares e morfofuncionais da sarcopenia, permitindo o

desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CANCER DE COLON

O céancer de colon pode ter como precursor mutagées em proto-oncogenes ou
em genes supressores de tumor, que podem ser adquiridos no decorrer da vida ou
herdadas geneticamente (BERGSTROM et al., 2016). O célon é composto por uma
unica camada de células epiteliais organizadas em estruturas invaginadas chamadas
criptas. As células-tronco, localizadas na base dessas criptas, sdo responsaveis pela
proliferacéo celular continua (SIRIO; BARRIO, 2017). A medida que essas células
migram em direcdo a superficie luminal do epitélio intestinal, elas passam por um
processo de diferenciagao, originando tipos celulares especializados, como as células
caliciformes, (responsaveis pela secre¢gdo de muco), os enterécitos (que atuam na
absorcao de nutrientes), as células enteroendécrinas (produtoras de horménios), e as
células Tuft, que estdo envolvidas na resposta imune e na deteccdo de estimulos
quimicos no lumen intestinal) (BARKER, 2014; CLEVERS, 2013).

A protecao fisica entre o epitélio intestinal e lumen é fornecida por uma camada
de muco, por meio da sinalizacdo imune inata, que atua como barreira contra
moléculas e microrganismos potencialmente nocivos, protegendo o tecido subjacente
(BIRCHENOUGH et al., 2016 ). Sua estrutura, € semelhante a um gel, € composta
por peptideos antimicrobianos, proteinas essenciais — como as mucinas,
principalmente MUC2 — e imunoglobulina A (IgA) (MA, 2023). A homeostase da
mucosa depende da microbiota intestinal, que regula as espécies anaerodbias
presentes na mucosa e 0s aerobios no lumen, além de desempenhar fungdes
importantes, como absorgao de nutrientes, biotransformacao de xenobiéticos, inibigao
da proliferacdo de patdégenos e manutencdo da integridade da barreira epitelial
(CHATTOPADHYAY, 2021). Esse muco é renovado a cada 2-3 dias em camundongos
e a cada 3-5 dias em humanos (SIRIO; BARRIO, 2017).

A patogénese do CC é multifatorial, envolvendo alteragdes na homeostase dos
fatores de crescimento (YUAN, et al. 2024). Nesse processo as células-tronco
presentes na base das criptas geram hiperproliferagdo na metade inferior da cripta,

além de um movimento descendente de células em direcao a base da cripta em fase
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S, que é a etapa de sintese do DNA, onde ocorre a duplicagdo do material genético
(SIRIO; BARRIO, 2017).

Em geral, o CC inicia-se por um acumulo de células epiteliais ndo cancerosas
na mucosa, que promovem o crescimento e a proliferagao celular. Esse processo pode
ser desencadeado por mutagbes em genes supressores de tumor, resultando na
formacéao de pdlipos, que podem crescer lentamente ao longo de 10 a 20 anos antes
de se tornarem cancer. Os adenomas de origem granular, ou polipos adenomatosos,
sdo responsaveis pela produgdo de muco, e apenas 10% deles progridem para
adenomas avangados antes de evoluirem para um cancer (KHEIRELSEID et al., 2013;
KUIPERS et al., 2015; RAWLA, et al., 2019).

A predisposi¢cao genética para o CC esta associada a mutagdes hereditarias
em genes de alto risco, responsaveis por cerca de 2 a 8% de todos os casos
diagnosticados. Entre as condigbes hereditarias de risco elevado, destacam-se
sindromes familiares, como a doencga de Chron e a polipose adenomatosa familiar
(PAF) (VALLE, et al., 2019).

A doenca de Chron é uma doenca intestinal crénica caracterizada por uma
inflamacgao que pode acometer qualquer segmento do trato gastrointestinal, desde da
boca ao anus (SERRANO, et al., 2023). O diagndstico pode ser desafiador devido as
diversas manifestacdes clinicas, como diarreia, dor abdominal, deficiéncia nutricional,
anemia, febre, perda de peso e reducdo da densidade éssea (AGRAWAL, et al.,
2021). Embora sua causa ainda nao seja totalmente esclarecida, diversos fatores
influenciam seu surgimento, entre eles fatores genéticos e imunolégicos - como
alteracdes em genes como NOD2, ATG16L1 e IL23R, além de niveis elevados
de TNF, IL-1 8, IFN- y e IL-23/Th17 - , fatores relacionados a microbiota intestinal,
incluindo a influéncia de microrganismos comensais e patogénicos, e, por fim, fatores
ambientais, como a reducdo do consumo de fibras, o aumento do consumo de
alimentos ultraprocessados, o tabagismo e o estresse psicolégico (GUAN, 2019).

A polipose adenomatosa familiar (PAF) é caracterizada pela presenca de
polipos adenomatosos no coélon e reto, com origem germinativa autossémica
dominante. Quando nao tratada, pode levar ao desenvolvimento do CCR em idade
precoce, sendo responsavel por cerca de 1% de todos os casos (JANSEN, et al., 2020;
JOO et al., 2025).
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Essa condicdo é causada por mutagbes patogénicas no gene APC
(Adenomatous Polyposis Coli), um gene supressor tumoral que regula a vias de
sinalizacao Wnt/ B-catenina, responsavel pelo controle da proliferacao e diferenciagéo
celular, alteragbes nesse gene permite o acumulo de B-catenina, levando a ativagao
de genes pro-proliferativos e a promogéo da tumorigénese.(YANG et al., 2025). As
diretrizes da Sociedade Britdnica de Gastroenterologia e da Associagdo de
Coloproctologia da Gra-Bretanha e Irlanda recomendam a vigilancia colénica a partir
dos 12 a 14 anos apo6s confirmagéo genética, e endoscopia do trato gastrointestinal
superior a partir dos 25 anos. (MONAHAN, et al.,2019).

Embora a predisposi¢do genética desempenhe um papel na carcinogénese
colorretal, a maioria dos casos esporadicos esta associada a fatores ambientais e
modificaveis, como padrdes dietéticos inadequados, sedentarismo, obesidade, alcool,
tabaco e disbiose da microbiota intestinal. Uma revisdo sistematica e meta-analise
sobre a associagao entre o consumo de carne vermelha e processada e o risco de CC
revelou que o consumo de carne vermelha (100 g/dia) ndo apresentou uma
associacao significativa com o aumento do risco de CC (RR: 1,12; IC 95%: 1,04-1,20).
No entanto, observou-se uma associagao significativa com o risco de cancer de cdélon
proximal (RR: 1,11; IC 95%: 1,02-1,20). No que se refere ao consumo de carne
processada (50 g/dia), embora tenha sido observada uma associagao significativa com
oriscode CCdistal (RR: 1,34;1C95%: 1,15— 1,56), ndo houve um aumento significativo
no risco de CC (RR: 1,21; IC 95%: 1,13-1,31) (ZHAO et al., 2017). Outro estudo
apontou que o consumo de 50 g/dia de carne processada esta associado a um
aumento no risco de CC (HR: 1,18; IC 95%: 1,10-1,28), com uma relagdo também
significativa com o CC (HR: 1,19; IC 95%: 1,09-1,31). Ao realizar a estratificagéo por
sexo, observou-se que o risco € maior entre os homens (HR: 1,23; IC 95%: 1,13—-1,34)
(HANDEL et al., 2020).

Por outro lado, o consumo regular de 10 g/dia de fibras provenientes de cereais
esta associado a uma redugao de 9% no risco de CC (RR: 0,95; IC de 95%: 0,87 -
1,03), o que indica que possuem um efeito protetor. No entanto, fibras de frutas e
vegetais, embora proporcionem beneficios, nado apresentaram resultados
estatisticamente significativos (OH, et al., 2019). Apenas o consumo de fibras
alimentares pode reduzir aproximadamente 30% o risco de adenomas colorretais,
sendo o risco ainda menor quando a ingestao de fibras é igual ou superior a 26 g/dia

(NUCCI et al., 2021) valor que se encontra dentro das diretrizes de internacionais para
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um adulto. Esse efeito protetor esta relacionado a redugdo do tempo de transito
intestinal, e a diminuigdo do pH do luminal, mediada pela fermentagdo bacteriana.
Esse processo resulta na produgéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o
butirato e acetato, que favorecem o aumento da diversidade da microbiota intestinal
(GIANFREDI, et al., 2019).

Outro fator de risco € a obesidade, uma condigdo multifatorial, definida pelo
excesso de tecido adiposo branco (TA) e esta associada a um estado inflamatério
cronico de baixo grau, iniciado pelo aumento da TA e hipoxia. Enquanto 6rgéo
endocrino, o TA participa da sintese e secrecdo de mediadores lipidicos e
inflamatdrios, no qual ha liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6), bem como de adipocinas
(leptina, resistina, adiponectina) e quimosinas. Esses mediadores inflamatoérios e
metabdlicos exercem papéis centrais na promogao da carcinogénese (TARASIUK, et
al., 2018; DEL CORNO, et al., 2019). Fatores de crescimento semelhantes a insulina,
produzidos principalmente pelo figado e células tumorais, ativam o receptor tipo | (IGF-
IR), uma tirosina quinase que desencadeia vias de sinalizagdo intracelular
responsaveis por promover proliferagdo, migragao, invasao, sobrevivéncia celular e
resisténcia a terapias anticancer (HUA et al., 2020).

De maneira semelhante a obesidade, a sindrome metabdlica (SM) tem sido
associada a um risco aumentado para o desenvolvimento de CC, principalmente
devido as alteragbes que a caracterizam, como obesidade central, hiperglicemia,
hipertensao arterial e dislipidemia (TRAN, et al., 2022). Uma metanalise demostrou
que, em mulheres com sindrome metabdlica (SM), o risco de cancer de colon foi 34%
maior (RR 1,34; IC 95%: 1,19-1,52), com destaque para fatores como indice de massa
corporal (IMC) elevado, hiperglicemia e baixos niveis de HDL-C. Em homens, o risco
foi 33% maior (RR 1,33; IC 95%: 1,21-1,47), principalmente relacionado ao IMC e a
circunferéncia da cintura elevados, hiperglicemia e hipertensao arterial (SHEN et al.,
2021). De forma complementar, um estudo com mais de 33.403 participantes
identificou que aspectos relacionados ao estilo de vida, como o que o comportamento
sedentario (CS) e a baixa atividade fisica (PA), estdo associados a disfungdes
metabdlicas, incluindo resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e hiperglicemia
(AN, et al.,, 2022). Outras alteragbes observadas referem-se a marcadores
inflamatorios, como niveis aumentados de proteina C reativa e IL-6, reducdo da

adiponectina e aumento da leptina (PARK, et al., 2020). Por outro lado, a pratica
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regular de atividade fisica pode atenuar esses efeitos adversos através da redugéo da
inflamacéo sistémica, da liberagao de citocinas anti-inflamatérias (como IL-6 e IL-10),
da diminuigdo de mondcitos pro-inflamatorios, da regulagdo do metabolismo tumoral
e da influéncia do gasto enérgico no crescimento neoplasico (AN, et al., 2022).

O tabagismo aumenta o risco de CC em aproximadamente 15% a 20%, em
ambos 0s sexos, sendo o risco maior para tumores do colon proximal, influenciados
por fatores ambientais e comportamentais (BOTTERI, et al., 2020). A nicotina,
componente do tabaco, pode estimular mutagdes genéticas, através da proliferagao
de células cancerigenas e promover a angiogénese tumoral, por meio de instabilidade
cromossOmica e alteracbes no mecanismo de reparo de DNA (FERRARI, et al., 2007).
Adicionalmente, a literatura evidencia uma associagao significativa entre o consumo
de diferentes tipos de alcool e a indugdo de lesbes na mucosa, bem como a
proliferagao de células regenerativas, processo atribuido a metabolizagdo do etanol em
acetaldeido e sua subsequente difusdo no lumen intestinal (JIN, et al., 2023)

Evidéncias atuais sugerem que alteragées na microbiota podem contribuir para
o desenvolvimento e a progressao da patogénese do CC, no entanto, os mecanismos
envolvidos ainda nado estdo completamente esclarecidos (ALRAHAWY, et al., 2022).
Dentre os estudos atuais, Wong e Yu (2019), destacam que alteragdes ecoldgicas e
na composi¢cao da microbiota de pacientes com CCR, possivelmente causadas por
interagdes entre fatores genéticos e ambientais, podem ser utilizadas como um
biomarcador da doencga. Através do sequenciamento de RNA ribossémico (rRNA) em
amostras fecais e da mucosa, observaram-se diferengcas em relacdo ao grupo
controle, identificando-se um aumento de bactérias associadas ao CCR, incluindo:
Bacteroides fragilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Sterptococcus
gallolyticus, Fusobacterium  nucleatum,  Paryimonas  Peptostreptococcus,
Porphyromonas e Prevotella. (CHATTOPADHYAY,2021).
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4.1.1 Sarcopenia: Diagnostico, Mecanismos e Impactos no Cancer de Coélon

A sarcopenia € uma sindrome caracterizada pela perda progressiva e
generalizada de massa muscular esquelética, confirmada pela redugcéo da forga,
quantidade muscular e do desempenho fisico (CRUZ-JENTOFT, et al., 2019). A
sarcopenia primaria refere-se a um processo fisioldgico associado ao envelhecimento
e pode preceder o inicio da sindrome da fragilidade. A sarcopenia secundaria ocorre
devido a condigbes patoldgicas especificas, quando ha perda de massa e fungao
muscular (VERGARA- FERNANDEZ, et al., 2020).

O consenso de 2019 do European Working Group on Sarcopenia in Older
People (EWGSOP2), propdée uma abordagem em trés etapas para o diagndstico:
identificacdo de for¢ca muscular reduzida (sarcopenia provavel), confirmagao pela
presenga de baixa massa muscular (sarcopenia confirmada) e, na presenca de um
desempenho fisico comprometido, classificacdo como sarcopenia severa. Para
avaliagdo da massa e da qualidade muscular, sdo descritos métodos como a
absorciometria por raio-X de dupla energia (DXA), a tomografia computadorizada (TC),
a ressonancia magnética e a analise de impedancia bioelétrica (BIA). Testes de
desempenho fisico, como a velocidade da marcha, o teste de sentar e levantar e a
forca de preensao manual, também sao utilizados (CRUZ-JENTOFT, et al., 2019). No
contexto oncolégico, a tomografia computadorizada, ja é realizada como parte do
estadiamento pré-operatorio (SCHNEIDER, et al., 2021).

A prevaléncia média de sarcopenia durante a terapia neoadjuvante em
pacientes com CC é estimada em cerca de 50% (LUO, et al., 2024). Pacientes pré-
operatérios com sarcopenia apresentam um risco 40% maior de desenvolver
complicagdes graves em comparagao com aqueles sem sarcopenia. Sobretudo, o
risco de complicagbes maiores e totais apds ressecgao de tumor gastrointestinal é
aproximadamente 30% a 40% superior (SIMONSEN, et al., 2018). Uma metanalise
demonstrou que pacientes sarcopénicos apresentam uma recuperagao pos-operatoria
mais lenta, com maior incidéncia de internagdes prolongadas, morbidade, infec¢des e
mortalidade elevada. A longo prazo, a sarcopenia € um fator progndstico negativo para
a sobrevida (SUN, et al.,, 2018). Em termos de sobrevida global, os pacientes
sarcopénicos apresentam um pior prognostico (HR = 1,83; IC 95% = 1,57-2,14) em
comparagao com pacientes nao sarcopénicos (HR = 1,55; IC 95% = 1,29-1,88)
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(TREJO-AVILA, et al., 2021).

Em outra meta-analise que reuniu 5.337 pacientes sem metastases, apontou
que as alteracbes musculares podem ser atribuidas a ativacdo de processos
inflamataorios, disfungéo mitocondrial, disturbios do metabolismo nutricional, efeitos da
quimioterapia e alteragdes hormonais (LUO, et al., 2024). Adicionalmente, efeitos
adversos comuns da terapia oncolégica, como a inapeténcia, nausea, vomito e fadiga,
podem induzir sarcopenia. Esses eventos favorecem o catabolismo proteico e
consequentemente perda de massa muscular (BOZZETTI, 2020). Reforgando essa
ideia, estudos indicam que a sarcopenia, especialmente em pacientes com IMC
elevado (>28,5 kg/m?) , ndo apenas aumenta o risco de desenvolvimento do cancer,
mas esta diretamente ligada a piores desfechos apds a cirurgica, essa condigéo
representa um desafio tanto no diagnostico quanto no prognéstico (LIEFFERS, et al.,
2012). De maneira similar ao estado pré-operatorio, a perda de massa muscular no
pos-operatorio também é um indicador de relevancia. Essa perda, desencadeada por
um estado de hipercatabolismo, deficiéncia nutricional e progressao tumoral, pode ser
um fator de prognéstico mais significativo do que a condigdo do paciente antes do
tratamento (MAYANAGI, et al., 2017).

No nivel molecular, a ativagao de vias inflamatérias, mediadas por citocinas
como o IL-6 e TNF-a, promovem disfungdo mitocondrial, reduzindo a capacidade de
sintese de ATP (VANDERVEEN, et al., 2017). O TNF-a estimula a expressao da 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), levando a produgao excessiva de 6xido nitrico (NO),
que inibe a expressao do gene JUN-D, reduzindo a sintese de creatina quinase,
essencial para regenerar ATP e manter a reserva de energia muscular, o que
compromete a forca e fungdo muscular. Ja o IL-6 atua inibindo atividades
antioxidantes no musculo esquelético e induzindo o aumento de fibras musculares
rapidas, estruturalmente mais vulnerais a atrofia. Essa via envolve a fosforilacdo do
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), e compromete a
proteostase e promove o desequilibrio entre sinais anabdlicos e catabdlicos (MALLA,
et al., 2022; VANDERVEEN, et al., 2017).

Para investigar esses mecanismos moleculares de perda muscular associados
a inflamacao, modelos pré-clinicos sdo amplamente utilizados. O modelo murino de
sarcopenia, em especial, € amplamente utilizado em pesquisas devido a varios
fatores, incluindo as semelhancgas na biologia celular e de tecidual entre humanos e

camundongos. Aproximadamente 99% dos genes humanos possuem homaologos nos
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camundongos, e cerca de 93% da sequéncia genética regional do genoma do murino
€ idéntica a humana (XIE, et al., 2021). A via de degradagdo proteica, mediada
principalmente pela ativacao do fator de transcricdo NF-kB, € essencial para a inducao
da expressdo da E3 ligase MuRF1, proteina envolvida na ubiquitinacdo e na
degradacgéao de proteinas musculares. Outra E3 ligase associada a esse processo € a
Atrogin-1/MAFbx, também responsavel pela degradacao proteassomal. A elevagao
dos niveis de MuRF1 e Atrogin-1/MAFbx resulta em maior ubiquitinagdo de proteinas
estruturais do musculo esquelético, resultando na sua degradacédo e na perda de
massa muscular (SAUL; KOSINSKY, 2020). No entanto, algumas limitagdes
desse modelo murino incluem diferengas na composi¢cao e no tamanho das fibras
musculares, uma vez que, em camundongos, ha predominancia de fibras do tipo Il
(musculo de contracgao rapida) em relagao as do tipo |, mais resistentes a fadiga. Essa
diferenga pode influenciar na velocidade de perda muscular observadas nos estudos,
além dos camundongos apresentarem caracteristicas préprias em seu sistema
imunoldgico, na fungdo metabdlica e na resposta ao estresse, que podem modificar a
progressao da sarcopenia e a resposta inflamatoéria associada ao cancer (XIE et al.,
2021).

4.1.1.1 Modelo experimental de indugdo com AOM/DSS

O modelo AOM/DSS ¢é o mais utilizado para estudos de cancer associado a
colite (CAC), devido a sua semelhanga com caracteristicas histolégicas e moleculares
humanas, sendo um método barato, facil e simples de reproduzir (DZHALILOVA, et
al., 2023). E amplamente utilizado para avaliar agentes quimiopreventivos e fatores
de risco para o CCR (DE ROBERTIS, et al., 2011).

O azoximetano (AOM) é um procarcinogénico, um intermediario quimico e
metabdlico do metilazoximetanol (MAM) e ativado no figado (PARANG, et al., 2016).
A conversao do AOM em MAM requer a hidroxilagdo do grupo metil (-CH,),
especialmente na fungao distal envolvendo o nitrogénio e oxigénio N(O), ou seja, esse
processo consiste na adigao de uma hidroxila (—OH) ao carbono metil. O MAM é um
composto instavel, com duragdo de meia-vida em 12 horas, e se decompde em
formaldeido e no ion metildiazénio, responsavel pela alquilagdo da guanina e da timina
do DNA, formando 7-MeG, O8-MeG e O*-metiltimina, que na auséncia de mecanismos de
reparos antes da replicacdo podem favorecer no desenvolvimento tumoral (SOHN,
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FIALA, REQUEIJO, 2001).0 dextrano sulfato de sodio (DSS) é um polissacarideo,
pré-inflamatério utilizado para induzir colite aguda e crénica, pois compromete a
integridade da barreira epitelial do colon, causando danos a sua fungdo (PARANG, et
al., 2016; DZHALILOVA, et al., 2023).

A combinagdo entre AOM e DSS tem como objetivo reduzir o tempo de
desenvolvimento da doenca para aproximadamente 12 semanas. O protocolo pode
variar um pouco, mas, de forma geral, consiste na aplicagao intraperitoneal de AOM,
seguida pela administragéo oral de uma solugao de DSS (dissolvida na agua de beber)
em ciclos. Os tumores sao observados na porcao distal do colon, de maneira similar
ao CCR espontaneo em seres humanos, iniciando-se em pélipos com caracteristicas
histologicas semelhantes (DE ROBERTIS, et al., 2011). A administracao exclusiva de
AOM, distribuida em seis doses ao longo do protocolo, prolonga para 24 semanas 0
desenvolvimento de tumores no colon (LI, et al., 2022).

Camundongos da linhagem C57BL/6J (B6) apresentam maior resisténcia a
inducédo de CCR por AOM, mas sao mais predispostos a inflamacgao induzida por DSS,
quando comparados a outras linhagens, como a A/J (ARNESEN et al., 2021). Nos
camundongos tratados com AOM/DSS, os tumores foram localizados nas regides
média e distal do coélon. Esses animais apresentavam colite, caracterizada
clinicamente por diarreia e sangramento intestinal. A analise histologica revelou
alteracbes estruturais das criptas, inflamacdao da lamina prépria e alteragdes
regenerativas da mucosa. Adicionalmente, foi observada a presenga de tumores
infiltrando a submucosa e a camada muscular propria, uma camada espessa localizada abaixo
dasubmucosa (LI et al., 2022). No entanto, esses tumores apresentam uma tendéncia a
nao se tornar metastatico (NETO, ROCHA, REIS, 2023).
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais e tratamento

Camundongos machos C57/BL/6, com peso entre 20 e 30 g (~60 dias de idade),
foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com um ciclo
de luz/escuro de 12/12 horas, temperatura controlada de 23 °C e acesso irrestrito a
racao (Nuvilab CR-1, Nuvital, Brasil) e agua. Um total de dezenove animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: controle (C, n = 10) e cancer de colén
(CC, n = 09). Todos os procedimentos foram conduzidos conforme as normas do
Conselho Nacional de Controle da Experimentacédo Animal (CONCEA) e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de
Londrina, Brasil (Protocolo n° 032.2023) (Apéndice A).

5.2 Desenho experimental

O cancer de colén foi induzido utilizando o modelo AOM/DSS adaptado de
Parang et al. (2016). O protocolo consiste na injecdo de AOM (Sigma) seguido de
ciclos de 5 dias de DSS por 15 dias de agua potavel. Uma injecao unica de AOM (i.p.
12,5 mg/kg) foi realizada nos animais do grupo CC. Depois de uma semana, foi
iniciado o protocolo com DSS (Polydex Pharmaceuticals LTDA, CA, peso molecular
de 40000 dalton), que consiste em adicionar na agua de beber o0 DSS na concentragao
de 2,0%, durante um periodo de cinco dias ininterruptos. Os animais foram submetidos
a trés ciclos consecutivos, com um intervalo de 15 dias sem administragao de DSS
para recuperacao. O grupo controle recebeu injecdo de solugao salina e agua potavel
durante todo periodo. O esquema do protocolo é apresentado na Figura 1. Ao final de

12 semanas, todos os animais foram eutanasiados.
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Figura 1 - Representacéo do protocolo de indugao do cancer de colon.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
Fase de Fase de Fase de
indugéo indugéo indugéo
[125mghkg| DSS20% | H20 |Dss20% | H2o [Dss20%| H20
AOM (i p) Fase de Fase de Fase de
recuperagao recuperacéo recuperagao
Semanas I ‘ } I i Eutanasia
1 2 3/4 5 6/7 3 9/12

Fonte: Elaboragédo propria. Cada animal recebe uma injecao intraperitoneal (i.p.) de azoximetano
(AOM) na dosagem de 12,5 mg/kg para iniciar o protocolo. Em seguida, inicia-se a indugdo com dextran
sulfato de sodio (DSS) a 2,0% (w/v) durante cinco dias consecutivos. Apds esse periodo, os animais
passam por uma recuperagao de quinze dias com agua potavel, completando um total de trés ciclos.
Decorridas doze semanas da administragdo do AOM, é realizada a eutanasia dos animais.

5.3 Determinacao das capacidades fisicas

Os animais foram avaliados em dois momentos distintos: inicialmente, uma
semana antes da inje¢cdo de AOM, para determinar as capacidades fisicas prévias; e
por ultimo, uma semana antes da eutanasia, para avaliar a presenca de alteragdes ao
final do protocolo. A forgca muscular foi medida de duas formas: forca dinadmica e
estatica. A forga estatica foi medida utilizando o teste de tragdo. Um dinamdmetro para
animais Grip Strength Meter (Insight®, Ribeirdao Preto, SP, Brasil) foi utilizado. O teste
consistiu em posicionar o animal na barra de medida e tracionar suavemente os
animais pela cauda até que este solte a barra de teste. O equipamento registra a
maxima forca de tragao aplicada. A forca de traco foi determinada correspondente a
média de trés tentativas realizadas.

A forca dindmica foi determinada utilizando um aparato de escalada como
descrito previamente por Padilha et al. (2019). Apos a familiarizagao dos animais com
o aparato (escada de escalada e 0,55 m de comprimento, 0,18 m de largura, grade de
0,7 cm e inclinacao de 80°), que consistiu em quatro sessdes ao longo de uma semana
e meia, durante as quais os animais subiam sem nenhum peso. No dia do teste, os
animais foram submetidos a escaladas consecutivas com peso atado a cauda. O teste
foi iniciado com carga correspondente a 50% da massa corporal de cada animal. O
sucesso na escalada foi seguido por adicdo de carga com 75%, 90% e 100% da massa
corporal de cada animal, respectivamente. Apds atingir a carga de 100%, 5 g foram
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adicionados nas proximas subidas, até que o animal fracassasse apos o incentivo de
duas tentativas. A forca maxima foi considerada a carga da ultima subida com sucesso.

A capacidade cardiorrespiratoria foi avaliada por meio de um teste de
velocidade em esteira. Apds um periodo de adaptacao, que consistiu em trés sessdes
realizadas em apenas uma semana, nas qual os animais correram a 10 m/min, sem
inclinagao, por 10 minutos, foi realizado o teste propriamente dito. O protocolo de teste
teve inicio com a velocidade de 1- m/min, seguida de incrementos de 3 m/min a cada 2
minutos, até que o animal atingisse o ponto de exaustao ou alcangasse a velocidade
maxima de 28 m/min, valor considerado como 100% da capacidade maxima de corrida.
O critério adotado para definir a exaustio foi a permanéncia continua do animal por 10

segundo abaixo de uma linha pré-determinada na esteira.

5.4 Eutanasia e preparacao dos tecidos

A eutanasia ocorreu dois dias apdés a finalizacdo do dultimo teste. Os
camundongos foram anestesiados com isoflurano a 5% (Instituto Biochimico IND.
Farm. LTDA-RJ) e eutanasiados por exsanguinagdo. Os musculos esqueléticos
extensor longo dos dedos (EDL) e séleo do membro posterior direito foram
dissecados, pesados, rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados
a -80 °C para analises futuras. A escolha desses musculos se justifica devido a sia
composigao distintas de fibras musculares- o EDL sendo de contragao rapida (fibras
do tipo Il) e o0 séleo predominantemente de contracao lenta (fibras do tipo I), somado
a isso, em nossos resultados, também apresentaram diferencas estatisticamente
significativas no peso seco entre os grupos. Os musculos EDL e séleo do membro
posterior esquerdo foram imersos em uma solucado de paraformaldeido tamponado
em PBS a 4% (p/v) para anadlise histolégica. O osso da tibia foi removido e medido
para corregdes quando necessario. O peso total dos musculos esqueléticos séleo e
EDL foi utilizado como pardmetro de massa muscular. Os depdésitos de gordura

epididimal foram removidos e pesados.

O célon também foi removido do ceco até o anus. Em seguida, o tecido foi
higienizado com PBS 1X utilizando uma seringa de 10 mL. O cdélon dos animais foi
disposto longitudinalmente, com o ceco formando um angulo de 90°. O comprimento

total do colon de cada animal foi mensurado e registrado em centimetros. Em seguida,
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o colon foi dividido em parte proximal e dial. A porgao distal foi cortada em segmentos

circulares de 1 cm, e fixados em formalina para analise histologica.

5.5. Histologia do musculo esquelético para determinag¢ao da area de secgao transversal

Para a analise em microscopia 6ptica, os musculos EDL e séleo foram fixados
em paraformaldeido (4%) por 24 horas, posteriormente desidratados com etanol em
concentragdes crescentes (70%, 90% e 100%), diafanizados e embebidos em blocos
de parafina, seguindo o protocolo de Terry e Wells (2016). Foram realizadas secgdes
semifinas de 5 ym, coradas com hematoxilina e eosina (LIU, et al., 2013).

A area de seccao transversal (CSA) das fibras musculares esqueléticas foi
determinada a partir de imagens capturadas por microscopio déptico com ampliagéo de
40x%. Aproximadamente 150 fibras por camundongo e cerca de 900 fibras por grupo
foram quantificadas. As imagens foram processadas utilizando o software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).

5.6. Histologia e histopatologia do célon

Os segmentos circulares do colon foram fixados em formaldeido a 4% por 24
horas, subsequentemente clarificado em xilol, emblocados em parafina e seccionado
em cortes de 5 ym de espessura, sendo corados com hematoxilina e eosina. A
avaliacao histopatoldgica foi realizada com base no protocolo descrito por Suzui et al.
(2013), para a identificagao de focos de criptas aberrantes (ACF), através da analise
morfolégica da mucosa coldnica. As lesdes foram identificadas com base no aumento
do tamanho das criptas, alteracbes na forma do lumen e espessamento epitelial. A
quantificacado foi realizada a microscopia éptica com objetiva de 4x, considerando

positivos os focos que apresentavam caracteristicas tipicas de ACF.

5.7. Atividade clinica

Os camundongos de ambos os grupos foram avaliados segundo uma ficha de
monitoramento de saude, conforme o protocolo descrito por Hermann e Flecknell

(2018) (Anexo 1). Em sintese, essa ficha contem parédmetros como perda de peso,
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frequéncia respiratoria, mobilidade e reagdes a estimulos, postura, pelagem,
consisténcia das fezes e orificios. Cada variavel foi pontuada de 0 a 4, sendo os
escores mais elevado indicavam maior gravidade clinica. Complementarmente,
utilizamos uma escala de avaliagao facial associada a dor (Anexo 2), proposta por
Langford et al. (2010), que analisa caracteristicas como estreitamento orbital,
protuberancia nasal e da bochecha, posigdo da orelha e movimento dos bigodes.
Cada parametro € pontuado em uma escala de 0 a 2 pontos, possibilitando uma
quantificacdo do desconforto ou dor dos animais através das expressdes faciais.
Ambos os monitoramentos contribuiram para uma terceira avaliacéo, referente
ao grau de inflamacéo intestinal - indice de Atividade da doenca (IAD) (Anexo 3) - que
avalia especificamente a perda de peso, a consisténcia fecal e a presenga de sangue
nas fezes. Cada critérios recebeu uma pontuacédo de 0 a 4, totalizando um escore
maximo de 12 pontos, sendo que os valores mais altos indicam maior severidade da

inflamacéao, conforme descrito por Stevceva et al. (2003) e Zhang et al. (2014).

5.8 Determinagao da Expressao de mRNA

O RNA foi isolado a partir de 50 mg de musculo gastrocnémio congelado
utilizando o Kit RiboPure (numero de pega AM 1924; Ambion, Austin, TX, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado por
espectrofotometria na densidade Ooptica de 260/280 (NanoDrop 2000c; Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA). Um tratamento adicional com DNase | (kit DNA-free,
numero de peca AM1906; Ambion, Austin, TX, EUA) foi realizado para remover o DNA
gendmico contaminante do RNA isolado. Posteriormente, o DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado a partir de 1000 ng de RNA total utilizando um kit de transcri¢cao
reversa de alta capacidade para cDNA (numero de peca 4374966; Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacao quantitativa em cadeia da polimerase foi
realizada utilizando o sistema ViiA7 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). Um card contendo 96 ensaios de expressao génica TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) customizado foi utilizado para determinacéo de
genes relacionados a miopatias (TagMan™ Array, Format 96a MouseSkeletalMuscle
Catalog number: 4342259).

Os ciclos de gPCR seguiram o seguinte protocolo: um ciclo a 50 °C por 2
minutos, um ciclo a 95 °C por 20 segundos, seguido de 40 ciclos de 1 segundo a 95
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°C e 20 segundos a 60 °C. A express3o relativa foi determinada pelo método 2 -24CT,
em que AACT representa a diferenga entre os valore do ciclo limiar (CT) da amostra-
alvo e do controle, normalizada pelos genes de referéncia das reagdes isomerase

peptidilprolil A e beta-actina.

5.9 Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A normalidade dos dados foi verificada
por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados com distribuicdo normal (paramétricos)
foram expressos com a média + desvio padrao e analisados utilizando o teste t Student
para comparagdes entre dois grupos. Para os dados que nao apresentaram
normalidade, foi aplicado o teste ndo equivalente de Mann-Whitney. O nivel de

significancia estatistica foi definido em p < 0,05.
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6 RESULTADOS

O tratamento com AOM/DSS causou redugdes pontuais nas semanas
posteriores ao tratamento com DSS (semanas 3, 6 e 9), promovendo com que o ganho
no peso corporal dos animais do grupo CC fosse mais lento que os animais do grupo
controle. Apesar disso, ndo houve diferenca significativa no ganho peso corporal
semanal ou total dos animais do grupo CC em comparag¢ado com o grupo C (Figura 2
A e B). O mesmo ocorreu com a ingestdo de agua dos animais, onde nao foi
encontrada diferencga significativa ao longo o experimento (Figura 2C). No entanto, as
variagdes na ingestao alimentar causadas pelo tratamento com DSS resultaram em
uma ingestdo alimentar significativamente maior nos animais do grupo CC
comparados ao controle (C:3,34 g + 0,20 vs CC: 7,64 cm £ 1,02) (Figura 2 D e E). Nao
foram observadas diferengas no coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), calculado
como a razao entre o ganho de peso corporal e o consumo alimentar ao longo de todo

protocolo, conforme descrito por Rathod et al. (2021).

Figura 2. Dados gerais sobre o protocolo AOM/DSS
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Fonte: Elaboragao propria. Tratamento com AOM/DSS nao causou mudangas no peso corporal total
na ingestédo de agua, mas aumentou a ingestao alimentar. Mudangas no peso corporal nas 12 semanas
de experimento (A), ganho de peso total (B), ingestdo de liquido (C) e alimentar durante o periodo 11
semanas de experimento (D) e total (E). * p<0.05, comparado com o grupo controle, com teste { student.
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Os animais submetidos ao tratamento de 5 dias com DSS a 2,0% apresentaram
um aumento no indice de atividade da doenca, caracterizado por perda de peso, fezes
com sangue e consisténcia fecal. O escore no grupo induzido foi significativamente
maior do que no grupo controle nas semanas 3 (1 + 1,08 vs 01 0,21, respectivamente,
p<0,05) e 9 (1,55 +£1,18 vs 0,2 + 0,25, respectivamente, p<0,05), indicando a presencga
de sangue oculto e alteracdo na consisténcia fecal. Na semana 6, houve melhora no
grupo CC, sem diferencga significativa quando comparado ao grupo controle (0,61 +
0,78 v ,05 £ 0,15, respectivamente) (Fig. 3A). Durante o protocolo, nosso modelo n&o
apresentou sangramento intestinal.

Além disso, o comprimento do célon foi medido, e os camundongos do grupo
induzido apresentaram um colon mais curto em comparagao ao grupo controle (9,33
+ 0,82 vs 8,22 + 0,87, respectivamente, p<0,05) (Fig. 3B, C). O célon distal dos
camundongos induzidos apresentou um numero maior de lesdes pré-neoplasicas,
com focos de criptas aberrantes, em comparagao ao grupo controle (p<0,05) (Fig. 3D).
O protocolo de 12 semanas foi suficiente para o surgimento de alteragdes
morfolégicas distintas, como criptas displasicas, em alguns animais.
Aproximadamente 78% dos camundongos do grupo induzido apresentaram pelo

menos uma alteragao, associada a um aumento do didmetro das criptas (Fig. 3E, F).

Figura 3. Caracterizacao da inflamacéo e lesdes coldnicas
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Fonte: Elaboragdo prépria. indice de desenvolvimento da doenga nas semanas de DSS(A),
Comprimento médio do célon (B), Imagem do célon (C) Numero de criptas aberrantes (D) Criptas
displasticas (E) imagem de microscopio optico 40x de alteragdes do cdlon. (F) * p < 0.05, comparado
com o grupo controle.
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A administracdo de AOM/DSS promoveu uma reducgao significativa na forga
muscular em uma repeticdo maxima (p < 0,05), correspondendo a 149% (C: 7,67 vs.
CC: - 5,58) (Fig. 4A). Na comparagao da forga de preensdo média dos animais ao
longo das 12 semanas, o grupo induzido apresentou uma diminuigdo em relagdo ao
grupo controle (-13%, 57,1 vs. 65,6, respectivamente) (Fig. 4B). Notavelmente, houve
uma diferenga na distancia percorrida na esteira rolante: os camundongos do grupo
controle realizaram um percurso maior em comparag¢ao ao grupo induzido (31,9%;
C:257,8 vs. CC: 175,4) (Fig. 4C). Nao encontramos diferenga significativa no peso

seco do figado normalizado pelo comprimento da tibia (C: 0,03 vs. CC: 0,06 mg/mm).

Figura 4. Parametros de desempenho fisico e alteracbes morfométricas musculares
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Fonte: Elaboracgao prépria. Dados referentes ao final do protocolo. Ganho de forca pelo teste de escada (A), Hand grip (B),
Distéancia percorrida em esteira rolante (C) AST do musculo séleo (D) AST do miusculo EDL(E) EDL dividido
pelo comprimento da tibia (F) Séleo dividido pela tibia (G) Plantar dividido pela tibia (H) e gordura pela tibia (I).
* p <0.05, comparado com o grupo controle.

O protocolo induziu hipotrofia de 14,2% no didametro das miofibras musculares
no musculo séleo do grupo CC em comparagao ao controle (C 460 um? vs CC 394
um?, P<0.05) (Fig. 4D, F). No musculo EDL, observou-se uma redugéo de 5,67% na
area das fibras musculares (C:299 um? vs CC:216 um?, P<0.05) (Fig.4 E, G), indicando
uma diminui¢do menos acentuada quando comparada a do soéleo. Na analise de peso
dos musculos, corrigidos pelo comprimento da tibia, o musculo séleo do grupo CC
apresentou uma diferengca em comparacéao ao controle, (-13,6%, C 0,44 vs CC 0,38),
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0 mesmo ocorreu no musculo plantar (-11,4%, C: 0,96 vs. CC: 0,85) (Fig. 4 H).
Entretanto, o EDL ndo mostrou diferenga entre os grupos (6,77%, C 0,59 vs CC 0,63).
De maneira semelhante em relagdo ao peso da gordura, nenhuma variagéao entre os
grupos foi observada ( -25,4%, C 22,0 vs 16,4) (Fig. 4 I).

A anadlise de expressao génica identificou alteragdes estatisticamente
significativas (p < 0,01) em um painel de seis genes especificos: Mmp9, Tgfb1, Akt2,
Bmp4, Adrb2, Actb. Esses genes estdo envolvidos em processos relacionados a
respostas inflamatérias, remodelamento da matriz extracelular e regulagdo do
metabolismo muscular. A superexpressdo de Mmp9 sugere aumento da atividade
proteolitica, caracteristico de um estado catabdlico. A elevacédo de Tgfb1 indica a
ativagdo de vias proé-inflamatérias e fibrogénicas, ambas associadas a disfungdes
residuais. A aumento nos niveis de Akt2, componente da via PI3K/AKT, sugere o
comprometimento das sinalizagdes anabdlicas e da manutencdo da homeostase
celular. Alteragdes na expressao de Bmp4 podem indicar prejuizo nos mecanismos de
regeneragao muscular, dados seu papel na diferenciacdo e reparo tecidual. A
modulagdo da resposta ao estresse e da mobilizagado energética esta relacionada a
atividade do gene Adrb2, que codifica um receptor adrenérgico 2. Por ultimo, Actb,
pode apresentar variagdes em contexto de estresse celular, resultando em alteracdes

estruturais (fig. 5)
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Figura 5. Variagdo da expressao de genes no musculo gastrocnémio
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Fonte: Painel de expresséo génica obtido por gPCR. Os genes Mmp9, Tgfb1, Akt2, Bmp4, Adrb2, Actb
apresentaram alteragbes significativas (p<0,01), sugerindo a modulagdo de vias relacionadas a
inflamacgéo, remodelamento da matriz extracelular, metabolismo e regeneragédo muscular.
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicabilidade do modelo AOM/DSS
para investigar a sarcopenia associada ao cancer de célon, partindo da hipotese de que
esse modelo experimental mimetiza as alteragbes musculares e fisiolégicas observadas
na fisiopatologia humana. Nossos resultados demostram que o protocolo AOM/DSS,
com duracdo de 12 semanas, promoveu alteragdes morfométricas no célon,
caracteristicas do cancer, como a presenca de lesdes pré-neoplasicas e displasicas.
Nossa pesquisa apontou que o modelo se mostrou eficaz na indugcéo de sarcopenia em
camundongos C57BL/6J, evidenciada pela redugao da forga muscular, da capacidade
cardiorrespiratoria, pela atrofia de miofibrilas do musculo esquelético, e alteracdes no
perfil de expressao génica, que confirmam o estado catabdlico e inflamatdrio observado
nesse modelo.

Portanto, os principais achados deste estudo foram: 1) Um modelo com atrofia
muscular especifica, na auséncia de caquexia; 2) O comprometimento funcional do
musculo esquelético como indicador de sarcopenia; 3) Um perfil molecular consistente
com o desequilibrio entre vias catabdlicas e anabdlicas, inflamagao sistémica e
comprometimento da regeneragao muscular.

Durante o protocolo, observou-se perda de peso nas semanas seguintes a
administragcao de DSS. No entanto, os animais recuperavam o peso antes do inicio de
cada novo ciclo. Ao final do experimento, nao foi detectada perda de peso corporal
compativel com caquexia associada ao cancer, mas sim um ganho de peso mais lento
em comparagao ao grupo controle. Esses dados sdo diferentemente de outras
pesquisas que relatam perda de peso corporal em modelos AOM/DSS, associada a
processos de caquexia (SUN, et al., 2023), nossos dados indicam uma resposta
distinta, sem evolugao para um quadro de perda severa e progressiva de peso corporal.

Este estudo demonstrou que a ingestdo alimentar significativamente maior
observada no CC, em comparagao ao grupo controle (C), na presenga de um quadro
inflamatorio induzido pelo AOM/DSS, pode estar relacionada a alteracbes na
sinalizagcdo de hormdnios envolvidos na regulagao da saciedade e do apetite, com a
leptina e a grelina. Estudos tem demonstrado que a leptina, além de atuar como
hormdnio anorexigeno, exerce efeitos metabdlicos no musculo esquelético. Dullo et al.
(2002) evidenciaram que sua acao sobre a termogénese depende da ativagao da via
de sinalizacao PI3K/Akt, o que indica que a leptina atua de forma interdependente com
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o metabolismo energético da massa.

A presenca de inibidores dessa via, ou disfungdes nos receptores de leptina
(LepR), pode comprometer esses efeitos, sugerindo um estado de resisténcia a leptina.
Complementarmente, Wang e Hong (2025) descreveram que a leptina protege os
adipdcitos da lipotoxicidade através da inibicdo da lipogénese e do estimulo da
oxidagao de acidos graxos, mecanismo que possibilita a manutengéo do peso corporal
mesmo com o0 aumento da ingestao caldrica. No entanto, a grelina, conhecida por sua
acgao orexigénica, também participa de processo metabdlicos nos tecidos periféricos.

Segundo Kasprzak (2022), a grelina participa da via dos receptores GHS-R e da
subsequente sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR, afetando a regulagdo do apetite quanto a
sintese proteica e 0 e 0 metabolismo energético, inclusive no musculo esquelético. Em
nosso modelo, a combinagao entre um aumento da ingestao alimentar sem ganho de
peso e com uma atrofia muscular sugere uma possivel resisténcia a leptina e/ou
elevacao nos niveis de grelina circulante, ou ainda uma maior sensibilidade periférica a
esse horménio. Essa hipotese € corroborada por achados de Kawaguchi et al. (2015),
que, ao investigarem a grelina em um modelo murino de AOM/DSS, também
observaram auséncia de alteragdes significativas no peso corporal médio dos animais.

Os resultados referentes ao comprometimento do musculo esquelético sao
caracterizados na literatura como um marcador de sarcopenia (CRUZ- JENTOFT et a.,
2019). Observamos uma reducgao significativa na resisténcia muscular e na capacidade
cardiorrespiratoria por meio das avaliagcbes de 1RM, da forca de presséo e do
desempenho na esteira rolante. Achados semelhantes foram relatados em outros
estudos com modelos murinos experimentais de DII, Puleo et al. (2010), observaram
que a inflamacédo intestinal resultou no aumento da degradacdo de proteinas
musculares, mediadas por vias catabdlicas associadas a um ambiente inflamatério
sistémico mediados, envolvendo citocinas como TNF-a, IL-6 e NOS2.

Em outro estudo, utilizando o modelo de inflamacgao intestinal induzido apenas
com DSS, foram realizados testes de forca de preenséo, rotarod e teste de marcha. Os
autores relataram uma reducdo no desempenho dos animais com DI, além de niveis
elevados de TNF-a e IL-6 no cdélon (KISHIMOTO, et al.,2019). Notavelmente,
observamos resultados semelhantes, incluindo a redugcdo na area das fibras
musculares dos tipos | e Il, respectivamente nos musculos s6leo e EDL — alteracéo
também descrita em pacientes com sarcopenia, que apresentaram uma reducao na

area das fibras do tipo | e Il (CICILIOT, et al.,2013). Além disso, quando o cancer de



40

célon é associado a inflamacéao, presenca de sarcopenia praticamente dobra o risco de
mortalidade geral em pacientes n&o metastaticos (CESPEDES, et al., 2018).

Para avaliar a sarcopenia em nivel molecular, realizamos a analise da expressao
génica no tecido muscular dos animais do grupo CC por meio de gPCR, a qual revelou
alteracdes compativeis com o quadro observado de perda muscular. A superexpressao
de IL-1B e TGF- B1 no musculo gastroecnémio indica um processo inflamatorio e pro-
fibrotico localizado. A relevancia dessas alteracdes é corroborada por estudos prévios;
por exemplo, modificacdo em IL-1B em midcitos foram demonstradas em modelos de
sepse e inflamacgado. Essa alteragédo eleva a expressao de IL-6, e a sua inibicdo (via
NLrp3 dependente) atenua a atrofia muscular tanto in vitro quanto in vitro (em um
modelo de sepse), conforme demonstrado por HUANG, et al. (2017). A suprexpressao
de TGF- B1, estudos em modelos animais de inflamagao crénica mostram que essa
citocina induz atrofia muscular por meio da ativacdo das vias da quinase TAK1,
estimuladas por citocinas como IL-13, TNF-a e o proprio TGF-1. Essa cascata leva a
fibrose tecidual, reduzindo a regeneracdo muscular e aumentando a deposigdo de
colageno, comprometendo de forma significa a fungdo muscular (KANAI, et al., 2024).

A metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9) desempenha um papel fundamental
na degradagao de proteinas da matriz extracelular (MEC) e no remodelamento tecidual
em processos fisioldgicos. Sua atividade é regulada por citocinas inflamatérias, como
IL-18 e TGF-B (Li et al., 2009). Em contextos patoldgicos, no entanto, a MMP-9 costuma
estar desregulada. Estudos demonstram que sua expressdo esta aumentada em
condi¢gdes como a doenga inflamatéria intestinal (DIl) e o cancer de célon (Garg et al.,
2010), o que é consistente com os achados do presente estudo. Em conjunto, esses
resultados indicam que o eixo IL-1B3/ TGF-B1/ MMP9 pode estar envolvido na mediagao
da sarcopenia por mecanismos locais de inflamagao, degradagao da matriz extraceluar
(MEC) e fibrose muscular, mesmo na auséncia de caquexia sistémica. Essa distincéo
€ importante, pois sugere que a funcional do musculo esquelético pode se iniciar
precocemente.

No musculo esquelético, o principal receptor (- adrenérgico é o [(2-AR,
codificado pelo gene ADRB2 e acoplado a proteina G do tipo Gas (JOASSARD et al.,
2013). Esse receptor pode ser ativado por catecolaminas endégenas, tanto pela via
circulagao sistémica quanto por inervagao noradrenérgica direta do musculo, estando
associado a ativagao de vias anabdlicas e a inibigcado de processos catabdlicos (SILVA,

et al.,, 2024). A ativagcdo de ADBR2 leva a produgdo de monofosfato de adenosina



41

ciclico (AMP ciclico ou cAMP), promovendo efeito adaptativo no musculo esquelético,
como hipertrofia, melhora da fungdo muscular e atenuagdo da atrofia, por meio da
reducdo da degradacédo de proteinas musculares (BERDEAUX; STEWART, 2012).
Dessa forma, a suprexpressao observada em nosso estudo pode refletir um mecanismo
adaptativo local, possivelmente acionada para prevenir a integridade muscular.
Adicionalmente, a sinalizagdo de B2-AR pode atuar como antagonista das vias
inflamatdrias ativadas por citocinas como IL-1B e TGF-B1, frequentemente associados
a atrofia muscular (KANAI, et al., 2024). Esses resultados sugerem que a
suprexpressao de ADRB2 pode estar envolvida em uma resposta compensatéria com
potencial efeito protetor sobre a massa muscular.

A proteina quinase B B (PKBp), codificada pelo gene AKT2, é um transdutor-
chave na sinalizagdo de insulina/IGF-1, essencial para regulagdo do metabolismo
celular, crescimento e sobrevivéncia, desempenhando um papel central na manutencao
da massa muscular esquelética, promovendo a sintese proteica e inibindo a
degradacao proteica através da via PIBK/AKT/mTOR (SASAKO, et al., 2022). Essa
ativacao resulta na fosforilagao do fator de transcricdo FoxO3, que suprime a expressao
de genes catabdlicos como Astrogin-1 e MuRf-1, ambos ligases de ubiquitina
envolvidas na protedlise muscular (YE, et al., 2024). Estudos em modelos animais de
caquexia associada ao cancer demonstram redugdo na sintese e aumento na
degradacdo de proteinas musculares, resultando em atrofia muscular quando ha
desregulagao das vias de sinalizagao que envolvem a ativagao da AKT (YANG, et al.,
2020).
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8 CONCLUSAO

Em conclusdo, o modelo experimental AOM/DSS mostrou-se eficaz na inducéo
de sarcopenia com alteragdes musculoesqueléticas. Dentre os principais achados,
destaca-se a perda funcional, evidenciada pela reducdo da forca muscular e da
capacidade cardiorrespiratéria, que ocorreu em conjunto com a atrofia das fibras
musculares. Adicionalmente, o perfil molecular caracterizado por alteragdes nas vias
relacionadas a protedlise, inflamagédo e anabolismo muscular demonstrou um estado
catabdlico tipico da sarcopenia associada a processos inflamatorios, como os que
ocorrem no cancer de célon.

Tais dados reforcam a aplicabilidade do modelo AOM/DSS como uma
ferramenta translacional para o estudo dos mecanismos da sarcopenia no contexto
oncolégico, possibilitando a investigacdo de processos mecanismos moleculares
envolvidos no comprometimento muscular e oferendo subsidios para futuras

intervencgoes terapéuticas.
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APENDICE A
Instrumento de pesquisa utilizado na coleta de dados

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 076/2023
Londrina, 23 de junho de 2023.

Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Exercicio resistido como tratamento da caquexia do
cancer: um estudo dos mecanismos envolvidos usando abordagem translacional” protocolo
CEUA n° 032.2023 sob a responsabilidade de Rafael Deminice que envolve a produgdo, manutengdo
e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em 23/06/2023.

Este projeto tem por objetivos principais: 1) estudar os mecanismos subjacentes aos efeitos
anti-atrofico do exercicio resistido na caquexia do cancer usando terapia celular em modelos animais.
Grau de invasividade: GI3.

Finalidade ( ) Ensino (X)) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizacao 01/08/2023 a 30/12/2025

Espécie/ linhagem/ raca Camundongo heterogénico/C57BL/6

N¢° de animais 120

Peso/ Idade 20g/ 6 a 8 semanas

Sexo Machos

Origem Biotério Central da UEL

Amostras a serem coletadas | Musculo soleo, misculo EDL, muisculo gastrocnémio, colon e baco

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o nove protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente a execugao
das modificagoes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até 30 dias da finalizacdo do
projeto de pesquisa ou extensiao envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia
expresso neste oficio), é necessdrio encaminhar relatério da descricio de uso de animais
para cena@uel.br, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposigao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para o momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof* Dr‘/ﬁ@é&ﬁ:‘ﬁ’ﬂéramm

Coordenadora da CEUA/UEL

Imo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Rafael Deminice

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Educacéo Fisica/CEFE
C/C para a Direcdo do Centro de Educacdo Fisica e Esporte/CEFE
C/C para o Biotério Central/ CCB

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 33714000 PABX - Fax3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:/mwww.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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ANEXO A

Escala de monitoramento corporal

Table 4: The checkpoints featured on a health monitoring sheet for use with mice and rats
with tumours located in the abdomen and thoracic cavity, when undergoing
therapeutic experiments

Clinical sign

Degree of appearance

Dateltimen

Body weightt

Mormal
< 10%
10-15%,
15-20%
> 20%%

R - -

Breathing

MNormal
Shghtly elevated
hstinctly elevated

fapa

Mobility and reaction
to stimmuli

MNormal
Diecre ased
Mo mobility, barely mohility after stimulus

Coat

Normal
Ruffled coat
Ruffled and not clean

(=]

Posture and social
behaviour

MNormal

Hunched back

Hunched and stilted gait

Hunched and separated from group
Apathetic

(O -8 I -

Faeces

Normal

Soft
Dharrhoes

(=]

Orifices

MNormal
Crusted

(-]

Sum*®

The contents of this Table were direcily translated from German into English.

aThe monttoring frequency as once a day, and this column wonld be completed accordingly, fallowing each
mmaesament. "The body weight was assessed once a weak, lnstruction tas given on how to proceed: from scom
I =inform principal investigator, to > 4 perform humaone euthanasia.
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ANEXO B
Escala de caretas dos camundongos

Not present Moderate Severe

Whisker change }



] ANEXO C
Indice de desenvolvimento da doenca

The DAl scores

Weight Stool

loss (%)= consistency” Occult blood® Score
0 Normal Negative 0

]~k 1
5~10 Loose Occult blood- 2

positive

10~~20 3
=20 Diarrhea Gross bleeding 4

* Five grades of weight loss (0, no loss or weight gain; 1, 1-5% loss; 2, 5-10% loss;
3, 10-20% loss; 4, =>20% loss).

¥ Three grades of stool consistency (0, normal; 2, loose; and 4, diarrhea).

“ Three grades of occult blood (0, negative; 2, occult blood-positive; and 4, gross

bleeding).



