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RESUMO | INTRODUGAO: A caquexia associada ao cancer (CAC) é uma
sindrome paraneoplésica que ocorre com individuos com cancer que é ca-
racterizada pela diminuicdo gradual de tecidos muscular esquelética e de
tecido adiposo, promovendo um quadro de consumacdo fisica do individuo.
A ocorréncia de CAC determina de forma significativa a uma pior qualidade
de vida e de sobrevida de individuos com cancer. A CAC ndo pode ser rever-
tida pelo amparo nutricional convencional. Tratamentos ndo-farmacolégicos
empregados para a CAC tem reportado a realizacdo de atividade fisica para
possibilitar adaptacdes neurais e de hipertrofia muscular em individuos com
a sindrome. OBJETIVO: Verificar os efeitos da atividade fisica em ambiente
enriquecido na histomorfometria da musculatura esquelética de camundon-
gos C57BL/6 submetidos ao modelo tumoral murino de caquexia associada
ao cancer (CAC). METODOS: Foram utilizados 38 camundongos C57BL/6 fé-
meas, distribuidos aleatoriamente nos grupos de estudo. Todos os animais
foram submetidos ao modelo tumoral murino singénico de Melanoma
Cutaneo (MTMSMC) com a inoculagdo subcutanea de células B16F10. Os
grupos de estudo sdo animais do experimento diagnostico CRC (n = 12), ani-
mais sedentarios (n = 11) e animais submetidos a pratica de atividade fisica
em ambiente enriquecido (n = 15). O seguimento do estudo ocorreu por um
periodo de dez dias. Ap6s esse momento, todos os animais foram sacrifi-
cados e amostras de tecido muscular esquelético do gastrocnémio foram
submetidas as analises histomorfométricas. RESULTADOS: Os resultados
da andlise inferencial do peso absoluto e relativo muscular esquelético ndo
diferiram entre os grupos do estudo. Todas as comparagdes das variaveis
apresentaram tamanho do efeito pequeno. A analise histomorfométrica
muscular revelou que a area da fibra muscular ndo diferiu entre os grupos
do estudo. Contudo, essa drea muscular, apresentou tamanho do efeito pe-
queno. CONCLUSAO: Os resultados apresentados mostraram que a realiza-
¢do de atividade fisica no ambiente enriquecido ndo influenciou na area da
fibra do musculo do gastrocnémio de camundongos C57BL/6 submetidos ao
MTMSMC, associada a CAC.
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ABSTRACT | INTRODUCTION: Cancer-associated cachexia (CAC) is a
paraneoplastic syndrome that occurs in individuals with cancer, which is
characterized by the gradual decrease in skeletal muscle and fat tissue,
promoting an individual's physical consumption. The occurrence of CAC
significantly determines a worse quality of life and survival for individuals
with cancer. CAC cannot be reversed by conventional nutritional support.
Non-pharmacological treatments used for CAC have reported physical
activity to enable neural adaptations and muscle hypertrophy in individuals
with the syndrome. OBJECTIVE: To verify the effects of physical activity in an
enriched environment on the histomorphometry of skeletal musculature of
C57BL/6 mice submitted to the murine tumor model of cancer-associated
cachexia (CAC). METHODS: 38 female C57BL/6 mice were used, randomly
distributed in groups of study. All animals were subjected to the cutaneous
murine tumor model of Cutaneous Melanoma (MTMSMC) with subcutaneous
inoculation of B16F10 cells. The study groups are CRC diagnostic experiment
animals (n =12), sedentary animals (n = 11) and animals submitted to physical
activity in an enriched environment (n = 15). The study was followed up for
a period of ten days. After that moment, all animals were sacrificed and
samples of skeletal muscle tissue from the gastrocnemius were submitted
to histomorphometric analyzes. RESULTS: The results of inferential analysis
of absolute and relative skeletal muscle weight did not differ between the
study groups. All comparisons of the variables showed a small effect size.
Muscle histomorphometric analysis revealed that the muscle fiber area did
not differ between the study groups. However, this muscular area had a
small effect size. CONCLUSION: The results presented showed that physical
activity in the enriched environment did not influence the fiber area of the
gastrocnemius muscle of C57BL/6 mice submitted to MTMSMC, associated
with CAC.
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Introducao

Um tipo de cancer com alta incidéncia no mundo, é o
Melanoma cutaneo* que segundo Zacharias et al.>,
promove o desenvolvimento acelerado da metasta-
se. Barnhill® afirmou que uma pequena pigmentagao
sobre a pele normal exposta ao sol, pode ser sinal
de um pequeno tumor do melanoma. Um prognos-
tico negativo é o desenvolvimento de uma sindrome
multifatorial que é caracterizada pela perda de teci-
do muscular esquelético e adiposo, chamado de ca-
quexia’. Quando verificado a literatura cientifica, as
possibilidades ndo farmacolégicas para o tratamento
da caquexia associada ao cancer nao possuem infor-
macdes suficientes sobre o assunto.

Perez-Leighton, et al.® realizaram a juncdo da ativida-
de fisica espontanea com o ambiente enriquecido,
metodologia pensada para roedores, permitindo a
movimentagao involuntaria sem controle severo da
intensidade da atividade. Varios sao os exemplos so-
bre ambiente enriquecido, podendo destacar, a uti-
lizacdo de objetos como forma de brinquedos, para
possibilitar a exploragdo do lugar, importante salien-
tar que essa jungao traz melhoria na neurogénese e
fatores neurotroéficos?.

No estudo realizado por Rodrigues, et al.’t relata
melhora expressiva na forca muscular e volume do
membro traseiro direito, utilizando o modelo de ati-
vidade fisica com animais, fato que aponta uma pos-
sibilidade metodoldgica de atividade fisica com expe-
rimentacdo utilizando modelo animal.

Apesar dessa possibilidade metodoldgica de ativida-
de fisica, ndo tem na literatura estudos que mostrem
efeitos dessa atividade no quadro caquético associa-
do ao cancer. Desta forma o objetivo deste estudo
foi verificar os efeitos da atividade fisica em ambiente
enriquecido na histomorfometria do musculo gas-
trocnémio de camundongos C57BL/6 com caquexia
associada ao modelo tumoral singénico de melano-
ma cutaneo.

Material e métodos
Aspectos éticos

O presente estudo foi analitico, prospectivo e de
abordagem quantitativa. Ocorreu inducdo tumoral
de células B16-F10 da linhagem de melanoma cuta-
neo em todos os animais desse estudo. O trabalho foi
submetido para analise por um comité de ética em
experimentacdo animal e bem-estar e teve parecer
favoravel para execuc¢do. Importante salientar que
todos os experimentos ocorreram apoés sistematica
preparacao da equipe de pesquisa para ocorrer con-
trole total das a¢des que envolvem um estudo expe-
rimental. 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 execucdo (131/2017).

Grupos de estudos

Foram utilizados 38 camundongos C57BL/6 fémeas, os
quais foram distribuidos aleatoriamente em trés gru-
pos com duas fases distintas do estudo. Na primeira
fase do estudo, utilizou 12 animais para caracteriza-
¢ao do quadro caquético. Posteriormente iniciou a se-
gunda fase do estudo com o grupo sedentario (CRC)
(n=11), ndo realizou nenhum tipo de intervencao (per-
manecia na caixa de alojamento), o grupo experimen-
tal (CRC-ATF) (n=15), realizou atividade fisica em am-
biente enriquecido. O grupo CRC teve uma quantidade
de animais menor, pois ocorreu 6bito de 4 roedores
durante o experimento. O quantitativo de animais
teve com base para arbitrariedade no quantitativo es-
colhido o estudo realizado por Rodrigues, et al.™.

Modelo tumoral murino singénico

Os animais foram submetidos ao modelo tumoral
murino singénico de Melanoma cutaneo (MTMSMCQ).
Brevemente, os animais foram inoculados no sub-
cutaneo com 5x105 células de células murinas de
melanoma cutaneo B16-F10, ressuspensas em 50pL,
na regido subcutanea dorsal, préxima a base do pes-
coco (flanco). A inoculacdo dessa quantidade de célu-
las vidveis na regido subcutanea tem a capacidade de
concluir um ciclo mitético em 24h e de desenvolver o
tumor no prazo de 3-4 dias™'2.
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Ambiente enriquecido para atividade fisica

Com a finalidade de familiarizar os animais a inter-
vencdo com o ambiente enriquecido, previamen-
te a inducdo tumoral, ocorreram duas sessdes de
30 minutos de atividade fisica (AF) nesse contexto.
Importante salientar que ndo foi controlado as varia-
veis estruturais (velocidade, tempo em movimento,
entre outras) durante o experimento.

A atividade fisica foi organizada em um ambiente
enriquecido de 60 cm de comprimento, 30 cm de
largura e 45 cm de altura. Esse ambiente continha
gangorra, rodas, bolas e tuneis (10). A intervencdo foi
composta por 7 sessdes de exposicao por 30 minu-
tos, com intervalos de 48 horas, totalizando 14 dias
de experimentacdo. A intervenc¢do com atividade fisi-
ca no ambiente enriquecido ocorreu ap6s diagnosti-
co de caquexia.

Diagnéstico da caquexia associada ao cancer

O diagnostico de caquexia foi estabelecido assim que
os camundongos submetidos ao MTMSC mostraram
uma perda de pelo menos 5% do peso corporal, des-
considerando-se o peso do tumor, durante a progres-
sdo do tumor®. Uma equacao de regressao linear foi
usada para definir a relagdo entre o volume do tumor
e o0 peso do tumor. As medi¢des foram realizadas em
12 dias ap6s a inoculacao 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 sacrificado e o volume do tumor
(mm3) e a massa (g) foram medidos para se obter a
caracterizacdo e progressao dos tumores™., Ao final
do experimento, os dados foram obtidos de diferen-
tes estagios tumorais e a relagdo entre massa e volu-
me foi definida na equacao linear (R2 = 0,9892). Uma
vez definida a medida do peso do tumor, esses valo-
res foram subtraidos da medida do peso corporal de
cada animal por dia. Dessa forma, ap6s realizacdo do
experimento de diagnéstico da caquexia, foi estabe-
lecido o décimo dia para o diagnéstico de caquexia
apo6s a inducdo tumoral para todos os animais, as-
sim, o grupo experimental iniciou a intervencdo, a
cada sessdo eles tinham 48 horas de intervalo para
a préxima sessdo. Apos a sétima sessdo os animais
sobreviventes foram submetidos a eutanasia®''2.

Amostras biolégicas

Ap6s 26 dias do inicio do experimento todos os 26 ani-
mais do grupo controle e experimental foram aneste-
siados com cetamina/xilazina (75 mg/kg e 5 mg/kg,
respectivamente) e submetidos a eutanasia por luxa-
¢do cervical'*'4 para realizar a coleta de tecidos mus-
culares esqueléticos do gastrocnémio. Os tecidos co-
letados foram pesados usando uma balanca digital
de precisao analitica (A. Cientifica EEQ9003E)'%13,

Amostras bioldgicas colhidas (musculo gastrocnémio)
foram pesados individualmente, seccionados e colo-
cados parte em solucdo fixadora de paraformaldeido
4% (p:v), tempo de fixa¢do de 4h, a temperatura am-
biente e parte em RNA holder e tissue tek para con-
gelamento a -80° C. As amostras fixadas em solugdo
de formalina tamponada a 4% foram blocadas em
parafina e submetidas a cortes microscopicos para a
realizacdo dos estudos morfométricos.

Analise histomorfométrica muscular

Os musculos gastrocnémicos traseiros direito foram
blocados em parafina e microsseccionados a 7pm
e marcados com Hematoxilina-Eosina (HE). Secc¢des
dos musculos esqueléticos foram feitas a 900 e 1800
para o eixo longitudinal das fibras musculares. Trés
distintos locais (laminas histolégicas) do tecido mus-
cular esquelético indicados aleatoriamente na visua-
lizagdo foram fotografados. Sec¢des do tecido foram
fotografados usando um microscépio Olympus BX50
(Olympus Corp., JAP). A drea da fibra muscular trans-
versal foi medida usando o software Image J (image;.
nih.gov). Todos os dados foram expressos como a
média + SEM.

Andlises estatisticas

Os dados coletados foram analisados estatistica-
mente no software SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) versdo 20.0. O nivel de confianca
adotado em todas as analises foi fixado em 95% (p <
0,05). Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para veri-
ficacdo da normalidade, posteriormente foi selecio-
nado o teste T de Student independente para anali-
se inferencial das variaveis dependentes. Também
foi calculado o tamanho do efeito e classificado de
acordo com Cohen'>,
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Resultados

Os resultados da tabela 1 mostram a analise inferencial do peso absoluto e relativo do musculo gastrocnémio,
ndo apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos. Além disso, todas as comparac¢des das variaveis
apresentaram tamanho do efeito pequeno de acordo com Cohen'>. As médias dos grupos foram comparadas
usando o teste T de Student independente.

Tabela 1. Andlise inferencial do peso absoluto e relativo do musculo gastrocnémio do membro traseiro direito dos camundongos C57BL/6 do modelo tumoral
singénico murino de melanoma cutaneo e com ocorréncia de caquexia

Variaveis CRC (n=11) CRC-ATF(n=15) Valordep TE
Peso corporal (g) 20,22 £1,72 19,82+ 2,70 0,666 P (0,01)
Peso do mus. gastrocnémio (g) 0,13+0,05 0,13+ 0,04 0,529 P (0,02)
Peso do mus. gastrocnémio (%) 0,68 £0,19 0,66 £0,13 0,565 P (0,01)

*TE=Tamanho do efeito ** P = Pequeno

Os resultados da figura 1 mostram a analise histomorfométrica da area da fibra do musculo gastrocnémio, na
analise inferencial ndo apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos, entretanto, foi verificado
o tamanho do efeito pequeno de acordo com Cohen (15). A analise inferencial utilizando o teste T de Student
independente nao mostra diferenca significativa entre os grupos, além disso, foi verificado o tamanho do efeito
pequeno (0,21).

Figura 1. Analise hismorfometrica da area da fibra do musculo gastrocnémio do membro traseiro direito de camundongos C57BL/6 do modelo tumoral
singénico murino de melanoma cutaneo e com ocorréncia de caguexia submetidos a atividade fisica em ambiente enriquecido e controles
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Discussao

Os achados desse estudo mostram que a atividade
fisica em ambiente enriquecido nos camundongos
C57BL/6 com caquexia associada ao modelo tumo-
ral singénico murino de melanoma cutaneo ndo tem
contribuicdo nas varidveis morfoldgicas e histomor-
fometricas analisadas.

No estudo realizado por Rodrigues, et al. (2019)10 foi
demonstrado que o modelo de atividade fisica em am-
biente enriquecido utilizando camundongos C57BL/6
saudaveis apresentou melhoras, expressivas, na for-
¢a muscular e volume do membro traseiro direito, tal
pesquisa, apresenta uma possibilidade metodolégica
de atividade fisica com camundongos C57BL/6.

A atrofia muscular na caquexia associada ao cancer
ocorre em fun¢do do quadro inflamatério’, provoca-
do pela indu¢do e aumento da producdo de citocinas
proinflamatérias (TNF-a e IL-6)'¢17, isso promove uma
ampliacdo do estresse oxidativo®® e aumento do ca-
tabolismo proteico em fun¢do do sistema ubiquitina
proteassoma®.

O desfecho do nosso estudo ndo resultou em impli-
cagbes expressivas, ndo significativas, possivelmen-
te devido a pouca quantidade de sess8es realizadas
apd6s o quadro caquético, importante salientar que
as caracteristicas treinaveis, quando nao controladas
adequadamente, podem impactar negativamente
nas adaptac¢des morfoldgicas®.

Os resultados possiveis com mais sessfes da ativida-
de fisica em ambiente enriquecido poderiam mostrar
possibilidade de protecdo da estrutura muscular,
provavelmente, em funcdo da atividade fisica promo-
ver o aumento de enzimas antioxidantes (Glutationa
peroxidase, Mn-SOD mitocondrial e Superoéxido), fa-
vorecendo antagonicamente no quadro de atrofia
muscular2-2,

Pensando na preservac¢ao do tecido muscular, o tra-
balho de Ballaro, et al. (2019)#* apresenta a investi-
gacdo em fung¢do do estresse oxidativo na presenca
e auséncia de treinamento aer6bio moderado em
camundongos caquéticos albinos Balb/c com carci-
noma colorretal, assim, o exercicio moderado utili-
zado na interveng¢ao experimental mostrou capaz de
amenizar a diminui¢do da massa muscular e evitar a

perda de forca muscular, tal situacdo foi associada a
reducdo niveis de espécies reativas de oxigénio.

O projeto na qual esse estudo pertence sao os pri-
meiros passos para entender os efeitos da atividade
fisica em ambiente enriquecido nos camundongos
C57BL/6 submetidos ao MTMSMC associado a CAC.
Porém, esse estudo apresentou limitacdo (falta de
um grupo controle com a pratica da atividade fisica
em ambiente enriquecido) que podem ter influencia-
do nos resultados, e no potencial que a tematica pode
ainda contribuir para o entendimento do assunto.

Conclusoes

Os resultados desse estudo demonstram que a reali-
zac¢ao de atividade fisica no ambiente enriquecido nao
influenciou no peso corporal (g), peso do mus. gas-
trocnémio (g), peso do mus. gastrocnémio (%) e area
da fibra do musculo gastrocnémio.de camundongos
C57BL/6 submetidos ao MTMSMC, associada a CAC.
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