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RESUMO | OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da
atividade fisica em ambiente enriquecido sobre histomorfometria do
musculo quadriceps femoral de camundongos C57BL/6 com caquexia as-
sociada ao modelo tumoral singénico de melanoma cutaneo. METODOS:
Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 que foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: controle CRC (n=11), que
ndo realizou nenhum tipo de intervencdo, o segundo grupo foi o experi-
mental (CRC-ATF) (n=15), que realizou atividade fisica organizada em am-
biente enriquecido de 60 cm de comprimento, 30 cm de largura e 45 cm
de altura. Ocorreu indugdo tumoral de células B16-F10 da linhagem de
melanoma cutaneo em todos os animais desse estudo. Apés dez dias da
inducdo tumoral, todos os animais ja apresentavam quadro de caquexia,
assim o grupo experimental iniciou a atividade fisica em ambiente enri-
quecido com duragdo de 30 minutos com intervalos de 48 horas. Ap6s 26
dias do inicio da interveng¢do, os animais sobreviventes foram eutanasia-
dos e foi realizada a coleta do musculo quadriceps femoral para analise
histomorfométrica. RESULTADOS: Analisando a intervengdo realizada,
percebemos que o grupo CRC-ATF apresentou a area da fibra muscular
maior que o grupo CRC, mas esse resultado ndo mostrou diferenca signi-
ficativa (p<0,05) entre os grupos. CONCLUSAO: Os resultados mostram
que é possivel preservar a estrutura muscular, pois os melhores resulta-
dos foram encontrados com os animais que participaram da atividade
fisica em ambiente enriquecido.

PALAVRAS-CHAVE: Aptiddo fisica. Tecido muscular esquelético.
Roedores. Cancer. Neoplasia.
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ABSTRACT | OBJECTIVE: The objective of this study was to verify
the effects of physical activity in an enriched environment on
histomorphometry of the quadriceps femoris muscle of C57BL / 6 mice
with cachexia associated with the cutaneous melanoma tumor model.
METHODS: Female mice of the C57BL / 6 strain were used and were
randomly assigned to two groups: CRC control (n = 11), which did not
performanytype ofintervention, the second group was the experimental
one (CRC-ATF) (n = 15), who performed organized physical activity in an
enriched environment 60 cm long, 30 cm wide and 45 c¢cm high. Tumor
induction of B16-F10 cells of the cutaneous melanoma lineage occurred
in all animals in this study. After ten days of tumor induction, all animals
already presented with cachexia, so the experimental group started
physical activity in an enriched environment lasting 30 minutes with
intervals of 48 hours. 26 days after the beginning of the intervention, the
surviving animals were euthanized and the quadriceps femoris muscle
was collected for histomorphometric analysis. RESULTS: Analyzing
the intervention performed, we noticed that the CRC-ATF group had a
larger muscle fiber area than the CRC group, but this result showed no
significant difference (p<0.05) between the groups. CONCLUSION: The
results show that it is possible to preserve the muscular structure, as
the best results were found with animals that participated in physical
activity in an enriched environment.

KEYWORDS: Physical fitness. Skeletal muscle tissue. Rodents. Cancer.
Neoplastic.
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Introducao

O melanoma é uma neoplasia maligna que se origina
a partir dos melandcitos, células que produzem mela-
ninal. O melanoma representa cerca de 4% de todos
os tumores da pele, e apesar dessa baixa represen-
tatividade é considerado o cancer de pele de maior
importancia médica, devido a taxa de incidéncia e
mortalidade, podendo se mostrar muito agressivo,
pois possui alta capacidade de realizar metastases
linfatica e hematogénica?. Um progndstico negativo
do cancer é a manifestacdo da caquexia, uma sindro-
me multifatorial que é caracterizada pela perda de
tecido muscular esquelético e tecido adiposoZ.

A caquexia associada ao cancer é uma sindrome com-
plexa, caracterizada por um estado debilitante, onde
ocorre a perda involuntaria de peso corporal, perda
muscular e altera¢des metabdlicas que ocorrem em
50-80% dos tumores malignos avancados, represen-
tando cerca de 20% das mortes de pacientes com
cancer”. Esses fatores beneficiam o tecido tumoral na
disputa das fontes energéticas com as demais células
do corpo®t. Nesse mesmo aspecto, o nivel de gordu-
ra corporal sofre consideravel reducdo decorrente do
aumento da lipdlise e oxidagao de lipideos com baixa
na quantidade de lipideos circulantes, supostamente
devido ao aumento da utiliza¢do de acidos graxos para
o fornecimento de energia e crescimento tumoral”.

Como tratamento alternativo na preserva¢ao dessas
funcBes, diversos estudos relatam a atividade fisica a
fim de auxiliar na manutencao do peso e das fun¢des
neuromusculares e no combate de estados de fadiga e
caquexia. Pois, de acordo com Al-Majid e McCarthy?, a
atividade fisica possui a capacidade de induzir mudan-
¢as tanto na via de sintese, quanto na de degradacao
proteica, ambas as vias estao relacionadas a perda de
tecido muscular em individuos oncolégicos.

A atividade fisica é capaz de alterar a funcionalidade
imunitaria de individuos saudaveis, possivelmente,
devido as alteracdes nas concentra¢des de algumas
citocinas. Como a caquexia é causada predominante-
mente, por citocinas produzidas pelo sistema imuni-
tario do hospedeiro ou pelo tumor, a atividade fisica
pode ser um tipo de intervenc¢do a ser utilizada no
tratamento do cancer'.

Pensando em melhores estratégias experimentais de
exercicio ou atividade fisica com camundongos para

intervencdo do quadro caquético, Aguiar Jr e Pinho™,
relatam que estudos com modelos de atividade fisica
em ambiente enriquecido tém resultados importantes
na saude em geral dos roedores, mas ainda, ndo tém
modelos experimentais com caquexia associadas ao
cancer que mostram tais beneficios, principalmente,
em funcdo da estrutura musculo esquelética. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo, verificar
os efeitos da atividade fisica em ambiente enriquecido
sobre histomorfometria do musculo quadriceps femo-
ral de camundongos C57BL/6 com caquexia associada
ao modelo tumoral singénico de melanoma cutaneo.

Material e métodos
Caracteriza¢des do estudo e cuidados éticos

O presente estudo foi analitico, prospectivo e de
abordagem quantitativa. O trabalho foi submetido
a analise por um comité de ética em experimenta-
¢do animal e bem-estar (CEEBEA / Unimontes) e teve
parecer favoravel para execuc¢do (131/2017). Foram
utilizados 38 camundongos C57BL/6 fémeas, foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos. O pri-
meiro grupo foi o controle (CRC) (n=11), ndo realizou
nenhum tipo de interven¢do, o segundo grupo foi o
experimental (CRC-ATF) (n=15), realizou atividade fi-
sica em ambiente enriquecido. Ocorreu inducdo tu-
moral de células B16-F10 da linhagem de melanoma
cutaneo em todos os animais desse estudo.

Antes, foi realizado um experimento para definicdo
da caracterizacdo da caquexia no modelo singénico
de melanoma cutédneo com uso de linhagem de me-
lanoma murino B16-F10, para este ensaio foram utili-
zados 12 animais'2.

Indugdo tumoral

Os animais C57BI/6 sdo indicados em experimen-
tos para implante de tumores, com destaque para
o modelo singénico de melanoma cutaneo com
uso de linhagem de melanoma murino B16-F10.
Primeiramente, o camundongo C57BI/6 foi imobiliza-
do e submetido a tricotomia da regido dorsal, proxima
ao pescoco. Em seguida, foi verificada a auséncia de
sensibilidade dolorosa reflexa. Apds assepsia com al-
cool iodado, os animais foram inoculados com 5x105
células de melanoma murino B16-F10, ressuspensas
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em 50pL, na regido subcutanea dorsal, préxima a base
do pescoco (flanco). A inoculacdo dessa quantidade de
células viaveis na regido subcutanea tem a capacidade
de concluir um ciclo mitético em 24h e de desenvolver
0 tumor no prazo de 3-4 dias'2,

Formato experimental da atividade fisica

Para evitar comprometer os protocolos experimen-
tais, ocorreram duas sessdes de 30 minutos de ati-
vidade fisica (AF) em ambiente enriquecido antes da
inducdo tumoral com objetivo de familiarizacao dos
camundongos do grupo experimental.

A AF foi organizada em um ambiente enriquecido de
60 cm de comprimento, 30 cm de largura e 45 cm de
altura. Esse ambiente foi combinante com gangorra,
rodas, bolas e tuneis, todos os animais ficaram juntos
durante 30 minutos por sessdo. Ocorreram sete ses-
sdes com intervalos de 48 horas. Durante as sessdes
nao foram controlados a movimentacao, velocidade
e deslocamento do animal’3. Os animais tiveram livre
acesso a agua filtrada e ra¢do balanceada (Purina-
Labina®) no local de alojamento no bioterio.

Diagnéstico da caquexia

A caquexia relacionada a melanoma cuténeo (MC) foi
estabelecida assim que os camundongos portado-
res do modelo MC singénico mostraram uma perda
de pelo menos 5-10% do peso corporal (desconsi-
derando o peso do tumor) durante a progressao do
tumor™. Uma equacao de regressao linear foi usada
para definir a relacdo entre o volume do tumor e o
peso do tumor. As medi¢des foram realizadas em 12
dias ap6s a inoculagdo de células tumorais em uma
amostra de 12 animais, a fim de calcular o peso do
tumor durante todo o experimento. A cada dia, um
camundongo foi eutanasiados e o volume do tumor
(mm3) e a massa (g) foram medidos para se obter
tumores com volume diferente’. Ao final do experi-
mento, os dados foram obtidos de diferentes esta-
gios tumorais e a relagdo entre massa e volume foi
definida na equacdo linear (R2 = 0,9892). Uma vez
definida, a medida do peso do tumor, esses valores
foram subtraidos da medida do peso corporal de
cada animal por dia. Dessa forma, apos realizacdo do
experimento de diagnéstico da caquexia, foi estabe-
lecido o décimo dia para o diagnéstico de caquexia
apo6s ainducdo tumoral para todos os animais, assim,
0 grupo experimental iniciou a intervencao da AF, a
cada sessdo eles tinham 48 horas de intervalo para a

proxima sessdo. Apds 48 horas da sétima sessdo os
animais sobreviventes foram eutanasiados.

Instrumentos e procedimentos para avaliagdo da
composicao corporal

Apds 26 dias do inicio do experimento, todos os 26
animais do grupo controle e experimental foram anes-
tesiados com cetamina/xilazina (75 mg/kg e 5 mg/kg
peso, respectivamente) e eutanasiados por luxagao
cervical'®, para realizar a coleta de tecidos musculares
esqueléticos do quadriceps femoral. Os tecidos cole-
tados foram pesados usando uma balanca digital de
precisdo analitica (A. Cientifica EEQ9003E)",

Instrumento e procedimentos da analise histol6-
gica do musculo quadriceps femoral

Amostras bioldgicas colhidas (mUsculo quadriceps fe-
moral) foram pesados individualmente, seccionados e
colocados parte em soluc¢ao fixadora de paraformal-
deido 4% (p:v), tempo de fixacdo de 4h, a temperatura
ambiente e parte em RNA holder e tissue tek para con-
gelamento a -80 °C. As amostras fixadas em solugao
de formalina tamponada a 4% foram emblocadas em
parafina e foram submetidas a cortes microscopicos
para a realizacdo dos estudos morfométricos.

Tecidos musculares esqueléticos fixados em formol
e implantados em parafina dos membros traseiros
direito (quadriceps femoral) foram submetidos a
cortes de 7 pm e marcado em Hematoxilina-Eosina
(HE). Se¢des dos musculos esqueléticos foram feitas
a 900 e 1800 para o eixo longitudinal das fibras mus-
culares. Pelo menos trés distintos indicados, aleato-
riamente, campos microscépicos dos tecidos mus-
culares esqueléticos por animal foram fotografados.
Seccdes do musculo foram fotografadas usando um
microscopio Olympus BX50 (Olympus Corp., JAP). A
area da fibra muscular transversal foi medida usando
o software Image ] (imagej.nih.gov). Todos os dados
sdo expressos como a média + SEM. Foram analisa-
das e fotografadas 3 laminas do tecido muscular de
cada animal, na mesma lamina, foram fotografados 5
locais distintos.

Analise Estatistica

Todos os dados coletados foram analisados estatis-
ticamente no software SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) versao 20.0. O nivel de confian-
ca adotado em todas as andlises foi fixado em 95%
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(p<0.05). Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade, posteriormente, foi selecionado o
teste T de Student independente para andlise inferencial das varidveis dependentes.

Resultados

Os resultados da Fig. 1 mostram a andlise histomorfométrica da area da fibra do musculo quadriceps femoral do
membro traseiro direito de camundongos C57BL/6 do modelo tumoral singénico murino de melanoma cutaneo,
a analise inferencial utilizando o teste T de Student independente nao mostra diferenca significativa (p<0,05) en-
tre os grupos, mas a area média da fibra muscular do CRC-ATF foi maior que do grupo controle.

Figura 1. Andlise da area da fibra do musculo quadriceps femoral do membro traseiro direito de camundongos C57BL/6 do modelo tumoral singénico murino
de melanoma cutaneo e com ocorréncia de caquexia submetidos a atividade fisica em ambiente enriquecido e controles

Controle (n = 11) 'V‘&%’
;%1&!;1
ONiv 9 @
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o d

Area do tecido (um?)
B

Controle Atividade fisica

Discussao

Em estudo realizado por Rodrigues et al.’® utilizando diversos modelos, dentre eles o modelo de atividade fisica
em ambiente enriquecido com camundongos fémeas C57BL/6 saudaveis, os resultados mostraram que ocorre-
ram contribui¢8es na for¢a muscular, composicdo corporal, e na histomorfometria. Porém, essa diferenca nao foi
significativa comparado com o grupo controle.

O estado de atrofia muscular na caquexia associada ao cancer ocorre pela intensa atividade de catabolismo no
corpo do “hospedeiro” do tumor provocando uma resposta inflamatéria causada pelo aumento das citocinas
(TNF-a e IL-6). Essa inflamacdo estabelece uma nova priorizagdo no metabolismo de macronutrientes, promoven-
do o aumento do estresse oxidativo e do sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma, ambas responsaveis pela
degradacao de proteinas, causando assim a diminui¢do da sintese proteica, utilizada como fonte para atender as
demandas metabdlicas aumentadas no hospedeiro causada pela presenca do tumor>1863,
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O tamanho médio da fibra muscular dos animais
do grupo inervagdo foi maior que no grupo sem in-
tervencdo, apesar da nao diferenca significativa, os
resultados sdo expressivos, os resultados mostram
que provavelmente é possivel preservar a estrutura
muscular, pois os melhores resultados foram encon-
trados com os animais que participaram da atividade
fisica em ambiente enriquecido, provavelmente em
funcdo de reduzir a acdo do TNFa e IL-6 e aumentar a
atividade das enzimas superéxido de mustase (SOD),
glutationa perioxidase (GPx) e Mn-SOD mitocondrial,
causando uma ag¢do protetora contra o dano celular
de espécies reativa de oxigénio (ROS) e aumentando a
taxa de sintese proteica'®. Corroborando com Ballaro
et al.?, o exercicio moderado é capaz de amenizar a
diminuicdo da massa muscular e evitar a perda de
forca muscular, pois tal situacdo foi associada a re-
ducdo niveis de espécies reativas de oxigénio, nesse
trabalho foi investigado o estresse oxidativo na pre-
senca e auséncia de treinamento aerébio moderado
em camundongos caquéticos albinos Balb/c com car-
cinoma colorretal.

Achados de necropsia de seres humanos, em varios
musculos revelaram, que apds casos de caquexia,
as fibras apresentavam atrofia predominantemente
Il com fibras angulares ocasionais; apresentando-se
em grupos extensos, maior em membros inferiores?.,

Apesar dos achados serem interessantes, a auséncia
grupo controle e o tamanho amostral pequeno sdo li-
mitadores para outras indagacées, porém, é de gran-
de importancia cientifica os resultados aqui apresen-
tados. Torna-se necessario propor novas pesquisas
para elucidar as lacunas aqui deixadas.

Conclusoes

Os resultados deste presente estudo, mostram que
ndo houve alteracdes significativas na area da fibra
do musculo quadriceps femoral, em camundongos
caquéticos, que realizaram atividade fisica em am-
biente enriquecido, quando comparados com o gru-
po controle.
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