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RESUMO

A sarcopenia, caracterizada pela perda de massa e funcdo muscular, esta associada a pior
progndstico em pacientes com cancer de colon. Com objetivo de investigar 0s mecanismos
dessa condicao, este estudo experimental avaliou a efetividade do modelo de carcinogénese
AOM/DSS em 19 camundongos machos C57BL/6. O grupo cancer de célon induzido (CC;
n=9) recebeu AOM seguido de ciclos de DSS, enquanto o grupo controle (C; n=10) néo
recebeu tratamento. Os animais do grupo CC apresentaram significativa atrofia muscular
(14,2%) no musculo séleo, além de pior desempenho funcional, evidenciado por redugdes na
forca dindmica (72,7%), forca estatica (13%) e performance fisica (31,9%). A analise da
expressao génica no musculo gastrocnémio demonstrou alteracfes em genes relacionados a
inflamacdo e a protedlise (Mmp9, Tgfbl, Akt2), sugerindo alteracbes metabdlicas e
degradacdo da matriz extracelular. Conclui-se que o modelo AOM/DSS é valido para
reproduzir alteracbes musculares e moleculares caracteristicas da sarcopenia associada ao
cancer de colon.

Palavras-chave: Atrofia muscular; Carcinogénese colorretal; Inflamacéo intestinal; Modelo
AOM/DSS; Sarcopenia.

1. INTRODUCAO

O cancer de cdlon pode ter como precursor mutacdes em proto-oncogenes ou em genes
supressores de tumor, que podem ser adquiridos no decorrer da vida ou herdadas
geneticamente (BERGSTROM et al., 2016). Em geral, inicia-se por um acumulo de células
epiteliais ndo cancerosas na mucosa, que promovem o crescimento e a proliferacéo celular, que
podem crescer lentamente ao longo de 10 a 20 anos antes de se tornarem cancer.
(KHEIRELSEID et al., 2013; KUIPERS et al., 2015; RAWLA, et al., 2019).

Embora a predisposic¢ao genética desempenhe um papel na carcinogénese colorretal, a
maioria dos casos esporadicos estd associada a fatores ambientais e modificaveis, como
padrdes dietéticos inadequados, sedentarismo, obesidade, consumo de alcool, tabaco e disbiose
da microbiota intestinal (BOARDMAN et al. 2020), 0s quais exercem um impacto significativo
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sobre o risco populacional e estdo associados a desfechos clinicos adversos, incluindo maior
incidéncia e mortalidade do cancer de célon (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022;
CLINTON, et al.2020).

Uma condicdo que impacta o CC € a sarcopenia, caracterizada pela perda progressiva
e generalizada de massa muscular esquelética, confirmada pela reducgdo da forca, quantidade
muscular e do desempenho fisico (CRUZ-JENTOFT, et al., 2019). A prevaléncia de
sarcopenia durante a terapia neoadjuvante em pacientes com cancer de colon € de cerca de
50% (LUO et al., 2024). Pacientes pré-operatorios sarcopénicos apresentam risco 30% a 40%
maior de complicacBGes graves e recuperacdo pés-operatéria mais lenta, incluindo maior
morbidade, infeccdes, internacdes prolongadas e mortalidade elevada (SIMONSEN et al.
2018). A longo prazo, a sarcopenia constitui um fator prognéstico negativo para a sobrevida.
(SUN et al. 2018).

Para investigar os mecanismos fisiopatologicos e moleculares relacionados a perda muscular
associados a inflamacdo e a progressao tumoral, modelos pré-clinicos sdo amplamente
utilizados. O modelo AOM/DSS é o mais utilizado para estudos de cancer associado a
inflamacéo intestinal, devido a sua semelhanca com caracteristicas histologicas e moleculares
humanas, sendo um método barato, facil e simples de reproduzir (DZHALILOVA, et al.
2023). O azoximetano (AOM) é um procarcinogénico que induz mutaces no epitélio
intestinal, enquanto o dextrano sulfato de sddio (DSS) é um pro-inflamatério utilizado para
induzir colite aguda e crénica. (PARANG, et al. 2016).

Nesse contexto, ainda existem lacunas sobre como a sarcopenia influencia a progressao
tumoral no CC. Portanto, compreender a interacao entre sarcopenia e carcinogénese intestinal
é essencial para desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a efetividade do modelo AOM/DSS para estudar sarcopenia associada ao CC,
com enfoque na andlise de alteracbes musculares e na expressdo de genes relacionados a

inflamacdo e a degradacéo muscular.

2. MATERIAIS E METODOS

Dezenove camundongos machos C57/BL/6, foram mantidos em condicOes
controladas, incluindo um ciclo de luz/escuro de 12/12 horas, temperatura de 23 °C e acesso
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irrestrito & racdo e agua. Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos: controle
(C, n = 10) e cancer de colon (CC, n = 09). Todos os procedimentos foram realizados em
conformidade com as diretrizes e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (n° 032.2023).

O protocolo para o grupo cancer de célon consistiu em uma Unica injecdo de AOM
(i.p. 12,5 mg/kg), seguida, apds uma semana, pela administracdo de DSS (2,0%) na agua de
beber por cinco dias consecutivos. Este ciclo de DSS foi repetido por trés vezes, com um
intervalo de 15 dias entre eles. O grupo controle, por sua vez, recebeu apenas dgua potavel
durante todo periodo de 12 semanas, ao final, todos os animais foram eutanasiados.

As capacidades fisicas dos camundongos foram avaliadas por meio de trés testes
especificos. A forca estatica foi mensurada usando um dinamometro, através do teste de tragdo.
A forca dinamica, determinada por um teste de escalada em escada, onde 0s animais
realizavam escaladas consecutivas carregando um peso preso a cauda. Por dltimo, a
capacidade cardiorrespiratoria foi avaliada por um teste de velocidade em esteira. Este teste
se iniciava a 10 m/min, com incrementos de 3 m/min a cada 2 minutos, até que o animal
atingisse a exaustdo ou a velocidade maxima de 28 m/min. A exaustdo foi definida como a
permanéncia do animal por 10 segundos abaixo de uma linha pré-determinada na esteira.

Analisamos os masculos EDL e s6leo para determinacdo da area de seccéo transversa.
Segmentos do colon, corados com hematoxilina e eosina para a identificacdo de alteracGes em
relacdo a forma do limen e espessamento epitelial.

A determinacdo da expressao de mRNA, foi a partir de 50 mg de musculo
gastrocnémio, por meio da técnica de gPCR utilizando um card customizado contendo 96
ensaios de expressdo génica TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
customizado foi utilizado para determinacao de genes relacionados a miopatias.

As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 8®. A normalidade dos
dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. Para dados paramétricos, utilizou-se o teste
t Student; ja para dados ndo normais, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. O nivel de

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

A Figura 1 retne os achados relacionados ao impacto da inducdo da doenga no peso
corporal dos animais. A indugcdo com AOM/DSS resultou em reducdo do comprimento do
cblon (C: 9,33 cm £ 0,82 vs. CC: 8,22 cm + 0,87; P<0,05; Fig. 1A e B), presenca de lesdes
histopatoldgicas compativeis com células neoplésicas e inflamacdo (1C). Em relacdo ao
peso corporal, embora o grupo CC tenha apresentado menor ganho em comparagdo ao
controle, ndo foi observada perda significativa de peso (Fig. 1D e E). O consumo de racéo
foi maior no grupo CC em comparacao ao grupo controle (C:3,34 g + 0,20 vs CC: 7,64 cm
+ 1,02 P<0,05) (1F e G).
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Figura 1. Avaliacdo do Peso, Composicéo Corporal e Morfologia do colén. (A) Tamanho do célon. (B) Fotografia
mostrando o célon de ambos os grupos. (C) Lesdo pré-neoplésica. (D) Variacdo de peso ao longo do protocolo.
(E) Diferenca de peso dos animais. (F) Consumo de racdo ao longo do protocolo. (G) Diferenca do consumo de
racao.

A Figura 2 detalha os efeitos da administracdo de AOM/DSS, mostrando o
desenvolvimento de sarcopenia e a reducdo na aptiddo fisica dos animais. Observou-se uma
reducéo significativa na forca muscular dindmica de 149% (C: 8,87 g vs. CC: -4,34 g, P<0.05)
2 A), e estatica de 13% em relagdo ao grupo controle (C:65,6 g vs. CC:57,1 g, P<0.05) (2 B).
O modelo também promoveu reducdo da performance fisica do grupo CC demonstrada pelo
teste de esforco em esteira rolante de 31,9% (C: 257,8 m vs. CC: 175,4 m, P<0.05) (2 C). O
grupo CC também apresentou e atrofia no diametro das miofibrilas do musculo EDL (5,67%,
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C:299 um2 vs CC:216 um2, P<0.05) (2 D) e 0 slleo (14,2%, C:460 pum2 vs CC:394 um?2,
P<0.05) (2 E). Houve um aumento na degradagdo da matriz celular (Mmp9), na ativagdo de
vias inflamatoérias (Tgfbl) e na alteragdo metabdlica muscular (AKT2) (2 F).
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Figura 2. Impacto do modelo de cancer de célon nos parametros de sarcopenia. (A) Redugdo da forga de escalada.
(B) Reducéo da forga de preensdo. (C) Diminuicdo da distancia percorrida na esteira. (D) Atrofia das fibras do
masculo séleo. (E) Atrofia das fibras do masculo EDL (F). Alteragdes na expressdo de genes associados a
inflamacéo e protedlise.

AST Séleo (gm?)

j

4. DISCUSSAO

Os nossos resultados evidenciam uma reducéo significativa na resisténcia muscular
e na capacidade cardiorrespiratéria, avaliadas pelos testes de 1RM, forca de pressdo e
desempenho em esteira. Estudos com modelos murinos também descrevem achados
semelhantes, incluindo reducdo na é&rea das fibras musculares dos tipos | e Il
respectivamente nos musculos soleo e EDL — alteracéo igualmente observada em pacientes
com sarcopenia (CICILIOT, et al.,2013).

A analise de expressdo génica no musculo gastrocnémio dos animais do grupo CC
por meio de gPCR, a qual revelou alteragdes compativeis com o quadro observado de perda
muscular. A andlise relevou dois eixos principais de resposta muscular. O eixo inflamatério
(IL-1 1B/TGF-B1/MMP-9) indica um microambiente pro-inflamatério e pro-fibrotico, no
qual a ativagdo de citocinas estimula fibrose, degradacdo da matriz extracelular e
comprometimento da regeneracdo, resultando em atrofia muscular (GARG et al., 2010 ;
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HUANG, et al., 2017; KANAI, et al., 2024). Em contrapartida, o eixo adaptativo/anabélico
(ADRB2/AKT2) é um mecanismo compensatorio, com ativacdo de vias que estimulam
sintese proteica, hipertrofia e inibicdo de proteolise, possivelmente como forma de preservar
a massa e funcdo muscular (YANG, et al., 2020; SASAKO, et al., 2022 KANAI, et al., 2024).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental AOM/DSS, mostrou-se eficaz na indugéo de sarcopenia,
resultando em perda funcional, através da reducdo da forca e da capacidade
cardiorrespiratoria, e atrofia muscular. A analise molecular confirmou um estado catabolico,
caracterizado por alteracfes nas vias de protedlise, inflamacdo e anabolismo muscular,
similar a sarcopenia em contextos inflamat6rios como o cancer de colon.
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