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Resumo

A caquexia muscular associada ao cancro é uma condi¢do paraneoplésica preocupante.
Caquexia, etimologicamente significa “mau estado”, € uma sindrome complexa e multifatorial,
que se caracteriza pela perda de tecido adiposo e posterior consumo do musculo-esquelético.
Sendo o cancro, s6 por si, uma doenga muito grave, quando associado a caquexia a situacdo
complica-se porque a piorar o estado geral dos doentes.

Apesar dos mecanismos subjacentes a caquexia ainda ndo estarem completamente esclarecidos,
julga-se que esta sindrome paraneoplasica esta associada a alteracdes metabdlicas,
imunolégicas e inflamatdrias. No presente trabalho, pretendemos avaliar as alteracdes de
parametros bioquimicos no soro potencialmente sugestivos de caquexia e relacionar com
alteracdes de massa corporal, massa muscular e carateristicas histologicas do tumor, utilizando
um modelo de cancerizacdo urotelial pela administracdo oral da N-butil-N-(4-hidroxibutil)
nitrosamina (BBN), a ratos machos da estirpe Wistar. Neste sentido, constituiram-se dois
grupos experimentais: grupo BBN: (animais expostos & BBN durante 20 semanas) e grupo
controlo. No final do protocolo animal, os animais foram anestesiados e procedeu-se a sua
necropsia. Nas amostras de soro obtidas, a partir do sangue colhido no momento do sacrificio,
foram determinados os seguintes parametros bioquimicos: alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, creatina cinase, fosfatase alcalina, albumina, proteina total, colesterol,
triglicerideos e glucose. Paralelamente, procedeu-se a avaliacdo das lesdes uroteliais em secdes
de tumor coradas com hematoxilina-eosina.

No grupo BBN, 50% dos animais apresentaram uma perda de massa corporal superior a 5%.
Destes, 50% apresentaram perda de massa do musculo gastrocnemius superior a 5%.
Relativamente a percentagem das lesdes uroteliais, no grupo BBN identificaram-se 83,3% de
hiperplasia simples, 50% de hiperplasia nodular, 8,3% de hiperplasia papilar, 50% de papiloma,
41,7% de tumor papilar de baixo potencial maligno, 91,7% de carcinoma papilar de baixo grau,
66,7% de carcinoma papilar de alto grau, 8,3% de carcinoma invasor e 50% de metaplasia
epidermoide com queratinizacdo. No grupo controlo ndo se identificou quaisquer alteracdes
histologicas. O estado de caquexia dos animais expostos a BBN foi corroborado pela
diminuicdo dos niveis séricos da albumina, da proteina total, da atividade da CK, da ALT, da
ALP e da AST. Os resultados sugerem que 0s animais com tumores da bexiga sao suscetiveis
ao desenvolvimento de caquexia devida a perda de massa muscular o que, nos estadios iniciais

se traduz bioquimicamente na alteracdo de parametros séricos.



Palavras chave: Carcinogénese quimica, lesdes uroteliais, massa corporal, musculo

esquelético.



Abstract

Cancer-related muscle wasting associated is a paraneoplastic condition that worsens disease
prognosis and clinical outcomes.

Cachexia, etymologically means "bad state”, is a complex and multifactorial syndrome
characterized by the loss of fat tissue and skeletal muscle.
Although the mechanisms underlying cachexia still not completely understood, it is believed
that this cancer cachexia is associated with metabolic, immunological and inflammatory
alterations.

In this work, we intend to evaluate the changes in serum biochemical parameters potentially
suggestive of cachexia and correlate with changes in body weight, muscle mass and histological
features of the tumor, using a model of urothelial cancerization by oral administration of N -
butyl- N - (4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN) in male rats of the Wistar strain. In this study,
two experimental groups were formed: BBN (animals exposed to BBN for 20 weeks) and
control groups. At the end of the protocol, the animals were anesthetized and proceeded to their
necropsy. Serum samples obtained from the blood collected at the time of sacrifice were uded
for the assay of the following biochemical parameters: alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, creatine kinase, alkaline phosphatase, albumin, total protein, cholesterol,
triglycerides and glucose. In parallel, we proceeded to the evaluation of urothelial lesions in
tumor sections stained with hematoxylin-eosin.
In the BBN group, 50% of the animals showed a loss of body mass over 5%. Of these, 50%
presented more than 5% of gastrocnemius mass loss. Regarding the percentage of urothelial
lesions in the BBN group we identified 83.3 % of simple hyperplasia, 50 % of nodular
hyperplasia, 8.3% of papillary hyperplasia, papilloma 50 %, 41.7 % of papillary tumor of low
potential malignant, 91.7 % of low-grade papillary carcinoma, 66.7 % of high-grade papillary
carcinoma, carcinoma of 8.3% and 50 % of squamous metaplasia with keratinization . In the
control group, no histological changes were identified. The decrease in serum albumin, total
protein and in the activity of CK, ALT, ALP and AST observed in BBN animals seem to
corroborate cachexia. The results suggest that animals with bladder tumors are susceptible to
the development of cancer cachexia reflected in changes of biochemical serum parameters in

disease initial stages.

Keywords: chemical carcinogenesis, urothelial lesions, body weight, skeletal muscle
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1. Revisdo Bibliogréafica
1.1.Caquexia associada ao cancro

A caquexia é uma sindrome paraneoplasica complexa cujo diagnéstico exige um meticuloso
exame clinico do doente. O controlo da perda de massa corporal constitui um desafio para 0s
médicos e ¢ feito com o objetivo de melhorar o estado geral do doente oncoldgico (Muliawati,
etal., 2012).

A caquexia associada ao cancro caracteriza-se por um indice de massa corporal (IMC) <20, 0
que corresponde a uma perda de massa corporal superior a 5%. A diminui¢do da massa corporal
esta associada a um processo de inflamacéo sistémica que induz perda da massa muscular e do
tecido adiposo. Esta situacdo condiciona a qualidade de vida do doente oncoldgico, diminui a
resposta a terapia antineoplésica e, consequentemente reduz a sua sobrevivéncia (Argilés, et al.,
2011).

Na caquexia as alteracdes metabolicas sdo diferentes das observadas no jejum prolongado, no
primeiro caso hé interferéncia simultanea em todas as vias metabolicas. No individuo normal,
mesmo que a ingestdo calorica esteja diminuida, observa-se uma reducdo na producdo de
energia ou na taxa metabdlica. J&4 num doente oncoldgico esta adaptacdo fisioldgica ndo ocorre,
pois com a reducdo na ingestdo calorica, por perda de apetite, 0 organismo mantém ou aumenta
a producdo de energia e a taxa metabolica, em funcdo do metabolismo das células tumorais,
contribuindo para diminuir as reservas energéticas (Argiles, et al., 2005; Fearon, et al., 2011).
Recentemente foi sugerido que a disfungdo mitocondrial no musculo-esquelético de doentes
com cancro contribui para a perda de massa muscular (Shum, et al., 2012). Em resposta a
diferenciacdo das células tumorais, sdo libertadas determinadas citocinas, como o fator de
necrose tumoral (TNFa). A agdo do TNFa, além de outras fungdes, induz o aumento dos niveis
de triglicéridos circulantes, através da inibicdo da lipoproteina lipase. Este aumento de
triglicéridos vai levar a que as mitocondrias aumentem a oxidacgao lipidica, levando a um
aumento, exagerado, de espécies reativas de oxigénio. Estas, por sua vez, podem causar danos
irreversiveis ao DNA da mitocondria e, posteriormente, morte celular. Estas modificacdes
podem ser a base ndo so da perda da qualidade do muasculo-esquelético como também de outras
patologias (Zhou, et al., 2000; Peterson, et al., 2012).



1.2. Etiologia da caquexia

A caquexia pode estar associada ao cancro, a presenca de doencas que provocam infecédo
cronica, a SIDA, a insuficiéncia cardiaca, a artrite reumatoide, a doenca pulmonar obstrutiva
cronica, a doenca renal crénica, a fibrose cistica e a doenca de Alzheimer (Von Haehling, et al.,
2010).

1.3.Classificacédo da caquexia

A caquexia tumoral é classificada em dois tipos: caquexia primaria e secundaria (Matignoni,
et al., 2003; Hopkinson, et al., 2008).

A caquexia primaria é provocada pelas alteracbes metabolicas induzidas pelo tumor em
crescimento. As células tumorais sintetizam substancias que perturbam a reparacdo normal dos
tecidos. No doente oncoldgico, o catabolismo fica acelerado, enquanto o anabolismo abranda,
favorecendo a perda de tecido muscular. O cancro provoca ainda uma resposta inflamatéria
sistémica, que induz uma taxa metabdlica elevada e a libertacdo de determinados compostos
(citocinas, por exemplo), que suprimem o apetite e causam uma sensacgdo de saciedade precoce,
resultando numa fase inicial em anorexia, seguindo-se a degradacdo dos tecidos adiposo e
muscular (Hopkinson, et al., 2008).

A caguexia secundaria é causada por diversos fatores associados a utilizacdo de farmacos
antineoplasicos e que comprometem a ingestdo de alimento, favorecendo a desnutricdo, de entre
0s quais se destacam as nauseas, 0s vomitos, a estomatite e as alteracdes do paladar e do olfato.
Quanto ao grau de desenvolvimento, a caquexia pode ser classificada em: pré-caquexia, quando
0 doente tem uma perda de massa corporal inferior a 5% mas sem complicacfes sérias;
caquexia, quando a sindrome é progressiva, com perda de massa corporal superior a 5% mas
reversivel; caguexia refrataria, quando o organismo ja ndo responde ao tratamento ou quando

os beneficios do tratamento sdo superados pelos efeitos negativos e riscos (Fearon, et al., 2011).

1.4.Fisiopatologia da caquexia associada ao cancro

A regulacdo da massa muscular esquelética envolve um equilibrio dindmico entre as reacfes de
sintese e de degradacdo proteica (protedlise). O desequilibrio entre estas vias a favor da
proteolise, ou seja, da degradacdo proteica do musculo-esquelético culmina na perda de massa
e diminuicdo da forca muscular (Stevenson, et al., 2003).

As condigdes de elevada protedlise muscular, estdo associadas a disfuncdo a mitocondrial

(Julienne, et al., 2012). A ativacdo do fator nuclear kappa B, pela citocina pro-inflamatéria
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TNF-a induz a diminuicdo da expressdo de fatores que regulam a biogénese mitocondrial com
consequente compromisso da capacidade oxidativa do musculo-esquelético (Wang, et al., 2012;
Julienne, et al., 2012). Segundo Lundholm e os seus colaboradores (1982), a perda de massa
muscular em doentes com cancro da bexiga ndo é dependente do aumento da degradacao das
proteinas do musculo-esquelético mas, parece estar associada a uma diminuicdo da sintese
proteica.

As alteracdes metabolicas descritas em doentes com caquexia associada ao cancro ocorrem ao
nivel do metabolismo dos hidratos de carbono, dos lipidos e das proteinas (Escott-Stump, et al.,
2004; Van Cutsem, et al., 2005; Caro, et al., 2007).

1.5.Alterac6es metabolicas e inflamatorias subjacentes a caquexia associada ao
cancro

Em funcdo do grau de malignidade, o consumo de glucose pelo tumor, varia. A glucose é o
principal substrato energético das células tumorais, consumindo as mesmas 10 a 50 vezes mais
do que as células normais (Seelaender, et al., 1994). Este consumo excessivo de glucose por
parte do tumor estimula a gluconeogénese, no figado, a partir do lactato e dos aminoacidos
resultantes da proteolise muscular (Van Cutsem, et al., 2005; Marin Caro, et al., 2007; Caro, et
al., 2007).
Num individuo saudavel, 90% das reservas energéticas encontram-se no tecido adiposo. No
entanto, num doente com caquexia associada ao cancro, ocorre perda de tecido adiposo com
consequente perda de massa corporal. A lipdlise parece ser induzida por citocinas pro-
inflamatorias ou catabdlicas (Tisdale, 2003).
As citocinas que desempenham um papel importante na caquexia incluem o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e a proteina C-reativa (CRP)
(Escott-Stump, et al., 2004; Van Cutsem, et al., 2005; Fauci, et al., 2008).
O TNF-a, também conhecido por caquexina, é uma das citocinas secretadas pelos macréfagos
em resposta a diferenciacdo tumoral das células. Esta citocina inibe a sintese da lipoproteina
lipase, levando a uma menor captacdo de lipidos exdgenos e a um aumento os niveis de
triacilglicerideos circulantes (Tisdale, 1997; Younes, et al., 2000; Tisdale, 2003).
A IL-1 é uma citocina inflamatoria secretada pelos macrofagos, com capacidade de induzir
caquexia. Atua diretamente sobre o centro de regulacdo do apetite, induzindo saciedade, o que
provoca uma menor ingestdo de alimentos e de agua (Tisdale, 2003). Também induz a sintese

de IL- 6 que aumenta a lipolise contribuindo para a perda de massa corporal (Tijerina, 2004).



A IL-6 é sintetizada pelos macrdéfagos, mondcitos e fibroblastos, exercendo vérias atividades
bioldgicas, algumas das quais semelhantes ao TNF-a. e a IL-1.

Juntamente com outras citocinas reduz a ingestdo de alimento e interfere no balango energético
(Younes, et al., 2000).

A CRP é uma proteina de fase aguda cujos niveis plasmaticos sdo indicadores de inflamagéo.
O aumento da resposta inflamatoria associada ao cancro tem sido relacionado com o aumento

da perda de massa corporal nos doentes oncoldgicos (Fearon, et al., 1999; Argilés, et al., 2009).

2. Cancro da Bexiga

O cancro é uma doenca conhecida had milénios e caracteriza-se pelo crescimento celular
descontrolado com origem em alteracdes na normal expressdo genética. Estas alteraces
genéticas surgem por interacdo de varios fatores intrinsecos e/ou extrinsecos ao individuo com
0 DNA, que favorecem o risco de desenvolvimento do tumor (Guttierrez, et al., 2001; Fauci, et
al., 2008).

A incidéncia do cancro da bexiga é cada vez mais elevada. Estima-se que terdo ocorrido em
2008, em todo o0 mundo, 386300 novos casos e 150200 mortes por cancro da bexiga (Jemal, et
al., 2011), tendo sido a incidéncia mais alta identificada no Egito, com 37 casos por 100000
habitantes. No Egito a elevada incidéncia de cancro da bexiga esta associada a infecdo pelo
parasita Shistosoma haematobium, ao contrério dos casos observados nos paises desenvolvidos
onde esta doenca esta associada, para além dos fatores genéticos, a exposicdo a compostos
guimicos existentes no meio ambiente, no local de trabalho e no tabaco, bem como a exposicédo
ao farmaco antineoplasico ciclofosfamida (Pelucchi, et al., 2006; Rathkopf, et al., 2007).

O cancro da bexiga tem uma prevaléncia superior nos homens tendo uma relacdo género
masculino/feminino de 3:1, representando, desta forma, o sétimo cancro mais comum nos
homens (Jemal, et al., 2011).

Trabalhos desenvolvidos por Koebnick e seus colaboradores (2012), na tentativa de
encontrarem uma associacao entre a obsedidade e o desenvolvimento de cancro da bexiga

foram inconclusivos.

2.1.Classificacdo dos tumores da bexiga

A maioria dos casos de tumores de bexiga em humanos (90%) tem origem nas celulas uroteliais,
conhecidas também como células de transicdo, sendo por essa razdo classificados como

carcinomas das células de transigdo (Eble, et al., 2004).



Existem duas vias biologicas diferentes no desenvolvimento do cancro da bexiga humano,
conduzindo a dois subtipos principais de cancro: carcinomas papilares e carcinomas invasores
(McConkey, et al., 2010).

O carcinoma papilar é diagnosticado em mais de 70% dos doentes (Knowles, 2006). Em
contrapartida, o carcinoma invasor surge apenas em 20% dos doentes com cancro da bexiga e
estd associado & metastizacdo (Parkin, et al., 2005). A sequéncia de lesbes uroteliais
identificadas durante o desenvolvimento dos tumores papilares e dos tumores invasores €

variavel (figura 1) (Knowles, 2006; Vasconcelos-Ndbrega, et al., 2012).

Hiperplasia » Papiloma

Hiperplasia /' nodular

simples

h J

Hiperplasia papilar Carcinoma ndo-invasivo de

alto grau

Urotélio normal ——» Displasia =~ ——» (IS —» Carcinoma invasivo
Figura 1: Vias de evolugdo das lesfes uroteliais papilares e invasoras (adaptado de (Oliveira,
2006))

2.2.Modelo animal de cancro da bexiga

Em experimentacdo animal, os animais sdo utilizados para substituir o Homem e, por essa
razdo, denominam-se de modelos animais. Com os modelos animais é possivel estudar e
investigar 0s mecanismos patoldgicos associados ao desenvolvimento da doenca e avaliar a
eficacia de diversos tipos de tratamentos. Os modelos animais podem classificar-se em vérios
tipos nomeadamente: modelos espontaneos, induzidos, negativos e érfaos. Para o estudo do
cancro da bexiga utilizam-se os modelos induzidos, com recurso a varios agentes

carcinogénicos quimicos, e roedores de laboratério (Van Zutphen, et al., 1993).

2.3.Inducéo experimental de tumores da bexiga

A carcinogénese quimica consiste na indugdo, por compostos quimicos, do desenvolvimento
de neoplasias que ndo sdo normalmente observadas na espécie animal utilizada, num periodo
de tempo curto (Butterworth, et al., 1992).

Os estudos ja realizados em modelos animais permitiram concluir, de entre outros factos, que

o0 desenvolvimento neopléasico decorre através de um processo complexo que, pode ser dividido



em trés etapas distintas: iniciacdo, promocdo e progressdo (Fould, 1954; Cohen, 1991,
Hasegawa, et al., 1998).

Na iniciacdo e na progressao tumoral ocorrem alteracfes na estrutura do genoma enquanto na
promocao ocorre uma alteracdo na expressao dos genes, com a proliferacao seletiva das células
iniciadas pelo agente carcinogénico e o aparecimento de células pré-neoplésicas. A apoptose e
a proliferagdo celular, nas duas etapas iniciais, mantém-se em equilibrio, por sua vez na Gltima
etapa esse equilibrio é alterado a favor da proliferacdo celular e surge a neoplasia (Simons,
1995; Pilot, 2001; Kanojia, et al., 2006).

Para estudar a carcinogénese quimica experimental do urotélio podem utilizar-se c&es, coelhos,
cobaios, hamsters, ratos e murganhos (Oliveira, 2006). No entanto, pela facilidade de
manipulacdo e caracteristicas bioldgicas, na maioria dos trabalhos sdo utilizados ratos ou
murganhos. Estes animais sdo os escolhidos devido as suas carateristicas: tamanho reduzido,
custo, ciclo reprodutivo curto, adaptacdo as condi¢bes de biotério, manipulacdo facil,
sociabilidade e semelhanga fisiolégica com o Homem (Maronpot, 1996).

Varios compostos quimicos podem ser utilizados para, induzir o desenvolvimento de cancro da
bexiga em animais de laboratorio, nomeadamente: a N-[4-(5-nitro-2-furil)-2-tiazolil]
formamida, a N-butil-N-(4-hidroxipropil) nitrosamina (BBN) e a N-metil-N-nitrosureia
(Butterworth, et al., 1992; Vasconcelos-Ndbrega, et al., 2012).

Tendo em consideracdo que dos trés compostos atras referidos o mais utilizado é a BBN, apenas
iremos aprofundar a descricdo da BBN.

A BBN apenas induz o desenvolvimento neoplasico na bexiga (Shirai, et al., 1977; Tsujihashi,
etal., 1990). E uma substancia oleosa, de cor amarela, pouco volatil e devido & sua hidroxilagdo
terminal é soltvel na agua, também é uma substancia fotossensivel (Kunze, et al., 1976).

A via de administracdo mais frequente da BBN e também a mais eficaz é a oral (na dgua de
bebida ou por gavage), contudo também pode ser administrada por instilacdo intravesical ou
por via subcutanea. O tempo de exposi¢cdo dos animais a BBN determina o espetro de lesdes
uroteliais induzidas (Cohen, et al., 1982; Kunze, et al., 1990).

Depois de ser absorvida, a BBN é biotransformada pelas desidrogenases hepaticas em N-butil-
N- (3-carboxibutil) nitrosamina (BCPN), este composto, por sua vez, é um forte carcinogénico
e € eliminado exclusivamente pela urina. Desta forma, devido ao armazenamento da BCPN na
urina € induzido o desenvolvimento de neoplasias uroteliais (Airoldi, et al., 1990). O espetro
de lesdes uroteliais induzidas pela BBN ¢é idéntico as identificadas no Homem, dependendo da

espécie de animal de laboratdrio utilizado. Caso sejam utilizados ratos desenvolvem-se tumores



do tipo papilar e no caso de serem os murganhos desenvolvem-se carcinomas invasores. Assim
a escolha do modelo animal esta dependente dos objetivos propostos para o trabalho (Kunze, et
al., 1976; Cohen, et al., 1982)

3. Objetivos

Tendo em conta que o desenvolvimento tumoral esta associado a ocorréncia de caquexia, 0
nosso trabalho teve como objetivo estudar a caquexia associada ao desenvolvimento de tumores

papilares uroteliais quimicamente induzidos em ratos machos da estirpe Wistar.

4. Materiais e Métodos
4.1.Consideragoes

Neste trabalho experimental foram seguidas as indicagdes da Diretiva n. 86/609/CEE, no que
diz respeito ao bem-estar animal. Os animais foram colocados no biotério do Departamento de
Ciéncias Veterinarias da Universidade de Tras os Montes e Alto Douro (UTAD), com controlo
do fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, temperatura de 22°C+2°C, humidade

relativa de 60% e sistema de renovacdo e filtracdo de ar e de odores de 75 ventilagbes por hora.

4.2.Animais

Neste estudo foram utilizados 21 ratos machos, da espécie Rattus norvergicus, da estirpe
Wistar. Os animais foram adquiridos a empresa Harlan (Interfauna, Iberica, S.L.Barcelona)
com 4 semanas de idade. Apds a chegada, foram distribuidos, aleatoriamente, por gaiolas de

policarbonato duro e submetidos a um periodo de quarentena de uma semana.

4.3.Condicdes experimentais

Durante o ensaio experimental, os animais foram colocados em gaiolas de policarbonato duro
revestidas com cama de carolo de milho e foi feito enriquecimento ambiental com tubos de
plastico duro e pedagos de madeira.

Todas as gaiolas foram identificadas com o grupo e o niumero de animais. A limpeza das gaiolas
e a substituicdo da cama foi feita uma vez por semana.

A agua e a comida foram disponibilizadas ad libitum, sendo contabilizado o0 consumo semanal

por grupo e por rato. A racgdo utilizada foi adquirida a empresa Teklad Global Diet® (Espanha).



4.4 .Marcacao, determinacao da massa corporal e ganho ponderal

De maneira a poderem identificar-se os animais facilmente, os mesmos foram marcados nas
orelhas com pequenos cortes (figura 2).

A massa corporal dos animais foi determinada mensalmente e foi calculado o ganho ponderal,
no final do trabalho experimental, segundo a formula: Ganho ponderal= [(massa final - massa

inicial)/massa final]x100.

Vista por tras

Figura 2: Identificacdo dos animais

4.5.Grupos experimentais

Imediatamente apds a chegada dos animais foi efetuada a sua distribui¢do, de forma aleatoria,

em 2 grupos experimentais como mencionado a seguir:

v Grupo BBN - ratos que foram expostos a BBN (n=12);
v Grupo controlo - ratos controlo (n=9);

4.6.1nducéo experimental de tumores da bexiga

A concentracdo de BBN (0,05%) foi selecionada de acordo com estudos realizados
anteriormente (Oliveira, 2006).

O carcinogénico foi misturado com a agua de bebida e administrado semanalmente de acordo
com a agua ingerida diariamente, ao longo de 20 semanas. Devido a fotossensibilidade deste

agente carcinogeénico, a solugéo foi preparada em biberdes opacos (figura 3).



Figura 3: Preparacdo da solucéo de BBN

4.7.Colheita de urina e sangue

A colheita de urina foi efetuada no estado basal e, posteriormente, mensalmente. Por estado
basal entende-se o estado inicial dos ratos, nos diversos pardmetros, antes de comecar a ser feita
qualquer administracdo ou tratamento.

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas durante 24 horas e, posteriormente,
recolhida a urina (figura 4a). Nesta foi medido o seu volume e depois procedeu-se a sua
centrifugacdo a 3000 rpm durante vinte minutos a 4°C. ApoOs a centrifugagdo mediu-se a
densidade.

Tal como na colheita de urina, foi efetuada a colheita de sangue no estado basal, com o objetivo
de avaliar o estado geral dos animais, e posteriormente foi efetuada mensalmente. Os animais
foram enrolados numa toalha (figura 4b). Em seguida com uma tesoura cortou-se a extremidade
da cauda e recolheu-se o sangue para tubos capilares de vidro heparinizados, num total de 8
tubos por animal. No final, as caudas dos animais foram devidamente limpas e desinfetadas.
Apos a colheita, os tubos capilares foram centrifugados a 9000 rpm (rotagdes por minuto)
durante 5 minutos, para obter os valores do hematocrito. O plasma colhido foi transferido para
um eppendorf devidamente identificado e congelado a -20°C, para estudos posteriores.

Figura 4a: Método de colheita de urina - Figura 4b: Método de colheita de sangue
metabolica



4.8.Sacrificio dos animais

No final do periodo experimental, ou seja ao fim de 35 semanas, os animais foram eutanasiados
(figura 5) pela administracéo intraperitoneal de uma overdose de pentobarbital sodico (Eutasil®,
BAYER. Foi efetuada uma necropsia completa a todos os animais sacrificados. No momento
do sacrificio dos animais foi recolhido sangue por puncéo intracardiaca, técnica permitida pela
FELASA. Logo de seguida, uma pequena parte do sangue, foi colocada em microtubos para se
proceder a sua centrifugacdo a 9000 rpm (rotacGes por minuto) durante 5minutos, de forma a
obter os valores do hematdcrito. O soro foi utilizado para determinar os varios parametros
bioquimicos.

Semanas
0 20 35

Administracdo da BBN Eutanasia

Figura 5: Protocolo experimental

4.9.Analises séricas

A determinacdo da concentracdo serica de albumina, proteina total, colesterol, glucose,
triglicerideos, creatina cinase (CK), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP)
e aspartato aminotransferase (AST) foi efetuada em duplicado no Autoanalisador
PRESTIGE 24i (Cormay PZ). Os niveis de IL-6 e CRP foram determinados por imunobloting.
As amostras de soro (n=4) foram diluidas 30 vezes em TBS (100 mM Tris, 1,5 mM NaCl, pH
8.0), tendo-se aplicado 100 uL numa membrana de nitrocelulose (Millipore, Irlanda),
previamente ativada em solucdo de metanol 10%, sob vécuo. Para o efeito utilizou-se um
sistema de slot blot (Hybri-SlotTM, Life Technologies, USA). A membrana foi posteriormente
incubada com uma solucédo de blogueamento contendo 5% leite em p6 magro em TBS-T (TBS
com 0,05% Tween 20) durante 1 hora com agitacdo. Posteriormente incubou-se a membrana
com anticorpo primario diluido 1:1000 em solu¢do de blogueamento (rabbit monoclonal anti-
CRP antibody (ab32412) ou rabbit polyclonal anti-IL-6 (ab6672) da Abcam) durante 1 hora
em agitacdo constante. Apdés trés lavagens de 10 minutos cada com TBS-T, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario diluido 1:1000 em solugéo de bloqueamento (anti-rabbit,
GE Healthcare, UK). Apds 1 hora, a membrana foi lavada com TBS-T, ao que se seguiu a
detecdo das proteinas ligadas aos anticorpos por quimiluminescéncia com ECL (Amersham

Pharmacia Biotech, UK) de acordo com as instrucdes do fabricante (GE Healthcare, Japao).
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Apos a exposicdo da membrana a um filme Raio-X (GE Healthcare), procedeu-se a revelagdo
do mesmo. O filme obtido foi digitalizado no Molecular Imager Gel Doc XR+ System (Bio-
Rad) e analisado com o software Image Lab (Bio-Rad, versdo 3.0). Paralelamente corou-se a

membrana com Ponceaus para controlo da quantidade de proteina aplicada.

4.10. Analise histologica das bexigas

A bexiga foi fixada e distendida in situ de acordo com a técnica descrita por Teixeira et al.
(2013). De seguida, todos os 6rgdos foram recolhidos, pesados e fixados em formol tamponado
a 10%, durante 24h, para posteriores estudos histologicos.

As bexigas foram seccionadas longitudinalmente e os tumores desenvolvidos foram avaliados
macroscopicamente, fotografados e contabilizados.

Apos este processo, as amostras foram embebidas em parafina, realizaram-se varios cortes de
2 um de espessura e foram coradas com a coloragéo de rotina, hematoxilina e eosina (H&E).

As lesdes uroteliais foram classificadas de acordo com a classificacdo de Epstein (1998).

4.11. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS® (Statistical Pachage for the Social
Sciences, versdao 17 para Windows, SPSS Inc, Chicago, I, EUA). Foram calculadas as médias
e os desvios padrdo da massa corporal, da massa dos consumos de agua e comida, dos valores
de hematdcrito, das massas e massas relativos dos érgdos dos animais e dos parametros
bioquimicos. Para as lesdes do urotélio foram calculadas as suas percentagens. Para detetarmos
as diferencas estatisticamente significativas utilizamos o teste t-independente de Student.

Os valores obtidos foram considerados como significativos para valores de p<0,05.

5. Resultados
5.1. Comportamento dos animais e primeiros sinais clinicos

Ao longo do ensaio, os animais foram observados diariamente de forma a avaliar o seu
comportamento e a sua condicdo clinica. N&o se observaram comportamentos de agressividade
ou qualquer outro comportamento menos comum nesta estirpe. O primeiro sinal clinico da
doenca foi a hematuria visivel na urina. Os animais do grupo BBN manifestaram hematdria 15
semanas apos o inicio do protocolo experimental que se agravou com o decorrer do tempo. Os
animais do grupo controlo tiveram atividade fisica normal e ndo manifestaram sinais clinicos

de doenca durante todo o protocolo experimental.
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5.2. Massa corporal dos animais

Na tabela 1 estd representada a média dos valores da massa corporal dos dois grupos
experimentais no inicio e no final do trabalho. A massa corporal inicial foi homogénea entre os
dois grupos. Ao longo do trabalho experimental, os animais foram aumentando gradualmente

de massa corporal embora esta tenha sido mais heterogénea entre os animais do grupo BBN

(tabela 1).

Tabela 1: Média da massa corporal dos animais
Grupo BBN Controlo

Média da massa corporal inicial () 134,967+ 7,206 136,467 + 6,232
Média da massa corporal final (g) 473,515 + 48,898 477,238 + 39,894

Ganho ponderal de massa corporal (%) 71,241 71,269

Né&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre grupos (p>0,05)

A comparacdo da massa corporal dos animais do grupo BBN com a média da massa corporal
do grupo controlo evidenciou que 50% (6/12) dos animais apresentaram mais de 5% de perda

de massa corporal (tabela 2).
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Tabela 2: Comparacao da massa corporal dos animais do grupo BBN com a média da massa corporal
do grupo controlo

N° de animais do Massa corporal final dos Diferenca de massas Perda de massa

grupo BBN animais do grupo BBN (g) corporais (g) corporal (%)
1 525,96 48,12 0
2 4274 -49,84 10,4
3 472,36 -4,88 1,0
4 436,5 -40,74 8,5
5 466,7 -10,54 2,2
6 562,7 85,46 0
7 454,16 - 23,08 4,8
8 513,18 +35,94 0
9 454,76 -22,48 4,7
10 411,34 - 65,9 13,8
11 424,54 -52,7 11,0
12 532,58 55,34 0

Média da massa corporal do grupo controlo: 477,249

5.3.Avaliacéo do consumo de agua e de racéo

A média das massas dos consumos de agua e racdo, no inicio e no final do trabalho, esta
sumariada na tabela 3. O consumo de racao, nos dois grupos, foi semelhante tanto no inicio
como no final do trabalho. O consumo de &gua inicial foi semelhante, para os dois grupos.
No entanto, no final do trabalho, o grupo controlo teve um consumo ligeiramente inferior
em compara¢do com o grupo exposto a BBN. Contudo, estas diferencas ndo sao

estatisticamente significativas (p>0,05).

Tabela 3: Média da massa dos consumos de dgua e ragéo

Consumo de comida (g) Consumo de agua (g)
el Semana 1 Semana 35 Semana 1 Semana 35
BBN 16,885 + 0,898 21,950 £ 0,368 25,655 + 1,506 40,745 + 1,520
Controlo 17,105 £ 0,318 22,020 £ 2,814 28,270 £ 2,715 34,075 5,141

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre grupos (p>0,05)
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5.4. Evolugdo do numero de ratos com hematuria

O numero de ratos com hematdria, que foram aparecendo ao longo do trabalho experimental,
esta descrito na tabela 4. O primeiro animal com hematdria apareceu a décima quinta semana

e, no final do protocolo experimental, todos os animais apresentavam hematuria.

Tabela 4: Evolugao do nimero de ratos com hematuria

Semanas apods o inicio do trabalho Nurero de animais com Nurero de animais sem
experimental hematuaria hematuria
1-14 0 (Nenhum) 12
15 1 11
20 5 7
23 11 1
35 12 (Todos) 0

5.5. Massas e massas relativas dos 6rgdos dos animais

Na tabela 5 encontram-se descritos as massas e massas relativas dos 6rgaos dos animais. Os
animais do grupo BBN néo apresentaram diferencas estatisticamente significativas da massa
média dos 6rgdos comparativamente com o grupo controlo, exceto a bexiga. A massa média
das bexigas dos animais pertencentes ao grupo BBN foram significativamente superiores as

do grupo controlo.

Tabela 5: Média das massas (g) e massas relativas dos 6rgédos dos animais

BBN (n=12) Controlo (n=9)
Pulméo 2,158+0,499 2,022+0,341
x 1,388+0,195 1,257+0,189
Coracao
. 13,543+1,894 13,095+1,401
Figado
1,436+0,742 1,250+0,189
Baco
. 1,403+0,195 1,372+0,158
Rim esquerdo
Rim direito 1,423+0,216 1,363+0,194
. 2,972+2,730" 1,120+0,449
Bexiga

*p<0,05 diferenca estatisticamente significativa
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A comparacdo da massa muscular dos animais do grupo BBN, que perderam mais de 5% de
massa corporal, com a média da massa muscular do grupo controlo evidenciou que 83,3% (5/6)

dos animais apresentaram perda de massa muscular (tabela 6).

Tabela 6: Comparacao da massa muscular dos animais do grupo BBN que perderam mais de 5% de

massa corporal com a média da massa muscular do grupo controlo

N° dos animais que Massa muscular final Diferenca de
] o Perda de massa
perderam mais de 5% de dos animais do grupo massas muscular
muscular (%o)

massa corporal BBN (g) )
2 4,587 - 0,266 55
4 4,840 - 0,013 0,3
7 4,648 -0,205 4,2
9 5,233 + 0,380 0
10 4,267 - 0,586 12,1
11 4,296 - 0,557 115

Média da massa muscular do grupo controlo: 4,853

5.6. Percentagem das lesdes uroteliais identificadas entre os dois grupos
experimentais
As lesdes uroteliais macroscépicas identificadas nos dois grupos estdo representadas na figura
6 (a e b). Macroscopicamente observaram-se massas branco-acinzentadas pedunculadas, com
superficies irregulares, areas de necrose, hemorragias e ulceracdes focais. A sua dimenséo era
variavel, as mais pequenas com cerca de 1mm e as maiores preenchendo o limen da bexiga.

Néao foram identificados urélitos em nenhum dos ratos.

!IIIIIII|III|IHII‘I Hll!ll
6 7 8 9 10 11 12

Figura 6a: Bexigas dos ratos do grupo controlo
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Figura 6b: LesGes uroteliais das bexigas dos ratos do grupo BBN

A incidéncia de lesdes histopatoldgicas, em cada grupo, pode ser consultada na tabela 7.
No grupo controlo ndo foram identificadas alteracGes uroteliais. A lesdo urotelial mais

frequente foi o carcinoma papilar de baixo grau (91,7%).

Tabela 7: Percentagem das les6es uroteliais identificadas entre os dois grupos experimentais

Grupo BBN (n=12)  Grupo controlo (n=9)

Urotélio normal 0 100%
Hiperplasia simples 83,3% (10/12) 0
Hiperplasia nodular 50%(6/12) 0
Hiperplasia papilar 8,3%(1/12) 0
Papiloma 50%(6/12) 0
Tumor papilar de baixo potencial maligno 41,7%(5/12) 0
Carcinoma papilar de baixo grau 91,7%(11/12) 0
Carcinoma papilar de alto grau 66,7%(8/12) 0
Carcinoma invasor 8,3%(1/12) 0
Metaplasia epidermoide com queratinizacdo 50% (6/12) 0
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5.7. Analise do hematocrito

Os valores medios do hematocrito estdo apresentados na tabela 8. O grupo BBN evidenciou
valores de hematdcrito estatisticamente inferiores (p<0,05) em relagdo ao grupo controlo,
no inicio e no final do trabalho.

Tabela 8: Média dos valores do hematdcrito

Hematdcrito (%)

Grupo
Semana 1 Semana 35
BBN 476+29° 489+26°
Controlo 43,3+2,3 516+1,6

2 Estatisticamente significativo do grupo controlo na semana 1 (p<0,05); b Estatisticamente
significativo do grupo controlo na semana 35 (p<0,05).

5.8. Analise dos parametros bioquimicos determinados no soro

Os valores dos parametros bioquimicos determinados no soro estao apresentados na tabela

9. Os animais dos diferentes grupos apresentaram diferengas estatisticamente

significativas da atividade da fosfatase alcalina (ALP) e da aspartato aminotransferase

(AST).

Tabela 9: Valores dos parametros bioquimicos determinados no soro (apresentados como média +

desvio padréo

Grupo BBN Grupo Controlo
Albumina (g/l) 19,291+4,153 23,869+6,349
Proteinas totais (g/l) 29,643+6,948 36,814+9,259
Colesterol (mg/dl) 38,922+13,094 37,211+£11,942
Glucose (mg/dl) 101,344+30,238 120,700+33,607
Triglicéridos (mg/dl) 75,411+29,411 77,711+38,555
ALT (U/L) 26,533+£7,991 42,856+26,514
ALP (U/L) 23,556*+8,601 49,322+29,074
AST (U/L) 47,411*%+12,460 111,100£74,318
CK (U/L) 339,378+237,243 493,911+215,693

*p<0,05 diferenca estatisticamente significativa
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Os valores séricos da Proteina C- reativa e da Interleucina 6 obtidos por imunoblotting
encontram-se apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Valores de CRP e IL-6 determinadas no soro por imunoblotting (valores correspondem a

média + desvio padrao de densidade dtica expressa em unidades arbitrarias)

Grupo BBN Grupo Controlo
CRP 1980,699+259,589 2207,376+384,648
IL-6 263,145+26,564 273,816+28,992

Como se pode constatar pela analise da tabela, os animais dos diferentes grupos nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas para estes dois marcadores

inflamatérios doseados no soro.

6. Discussao

A utilizacdo de modelos animais é de enorme importancia para o estudo dos tumores da bexiga,
uma vez que, permite estudar os mecanismos fisiopatoldgicos e desenvolver novas estratégias
terapéuticas. O animal escolhido para este estudo foi o rato macho Wistar, uma vez que as
caracteristicas fisiopatoldgicas dos tumores da bexiga, induzidos quimicamente, sdo muito
semelhantes as humanas, ap6s a exposicdo ao agente carcinogénico BBN estes animais
desenvolvem tumores do tipo papilar morfologicamente semelhantes aos identificados no
Homem (Kunze, 1979; Fukushima, et al., 1982). Por outro lado, nesta estirpe de animais de
laboratério, o cancro da bexiga ndo se desenvolve de forma espontanea. Outra vantagem € a
grande disponibilidade de informacé&o cientifica sobre as caracteristicas bioldgicas desta espécie
(Clayson, et al., 1995; Oliveira, et al., 2006; Arentsen, et al., 2009).

Neste trabalho experimental, o cancro da bexiga foi induzido através da administracdo da BBN
na 4gua de bebida, durante 20 semanas consecutivas, a ratos machos da estirpe Wistar, com o
objetivo de avaliar o desenvolvimento de caquexia muscular associada ao crescimento tumoral.
A aplicabilidade deste modelo animal de cancro da bexiga ao estudo da caquexia foi
demonstrada previamente por Padréo e colaboradores (2013). Efetivamente, no presente estudo
50% dos animais do grupo BBN manifestaram uma massa corporal 5% mais baixa do que 0s
animais controlo ao fim de 20 semanas de exposicdo a BBN, o que sugere a ocorréncia de

caquexia. Esta perda de massa corporal foi acompanhada por perda de massa muscular em
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83,3% dos animais do grupo exposto a BBN, apesar de ndo se terem observado alterac6es do
consumo de alimento nem de &gua.

No nosso trabalho, a partir da décima quinta semana de administracdo oral da BBN surgiram
0s primeiros ratos com hematuria. Até ao final do ensaio experimental o nimero de casos de
hematdria foi aumentando. No final do ensaio experimental, obtivemos um valor de
hematdcritos significativamente inferior no grupo BBN. O cancro da bexiga est associado ao
desenvolvimento de anemia, sendo a sua etiologia, o crescimento do tumor. Shephard e os seus
colaboradores (2012) estudaram as carateristicas clinicas dos doentes com cancro da bexiga e
uma delas era hematuria, o que suporta 0s nossos resultados.

A massa dos 6rgdos pode dizer muito sobre o bem-estar dos animais, porque em funcgéo do seu
estado fisioldgico ou patoldgico a mesma poder ter variacdes. No nosso trabalho, todos os
Orgaos, exceto a bexiga e 0 musculo gastrocnemius, tiveram a mesma massa corporal, entre 0s
dois grupos. As alteragdes observadas ao nivel da massa dos 6rgédos séo idénticas ao descrito
por Okajima e os seus colaboradores (1997), num estudo do efeito quimiopreventivo do
Piroxicam, Licopeno ¢ do [-Caroteno em animais com cancro da bexiga induzido
qguimicamente pela BBN. As bexigas dos animais do grupo expostos a BBN apresentaram uma
maior massa, explicada através dos tumores nelas existentes, demostrado também por
Wanibuchi e colaboradores (1996) num estudo realizado para perceber o efeito do acido
dimetilarsinico na evolucdo dos cancros induzidos pela BBN em ratos. Alguns animais do grupo
BBN apresentaram uma diminuicdo de massa muscular, explicada pelo estado caquético dos
animais tal como demostra White e os seus colaboradores (2011) num estudo efetuado para
perceber a regulacdo do musculo-esquelético durante a progressdo da caquexia associada ao
cancro. A resposta dos animais ao BBN néo foi uniforme em termos de perda de massa corporal,
em que 33,3% ndo manifestou perda de massa mas tal pode ser justificado por fatores genéticos
inerentes a cada sujeito (Fearon, et al., 2012). O menor nimero de animais com evidéncias de
caquexia associada ao cancro da bexiga comparativamente ao estudo de Padréo e colaboradores
(2013) pode ser explicado pelo fato de termos analisado estadios mais iniciais da doenca.

Com as amostras de soro recolhidas no final do ensaio experimental foram determinados varios
parametros bioquimicos para avaliar o estado geral e o potencial grau de caquexia dos animais
com tumores da bexiga. Para tal procedeu-se a determinacao dos niveis de albumina, da proteina
total, da alanina aminotransferase, da creatina cinase, da fosfatase alcalina e da aspartato

aminotransferase.
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A albumina é uma proteina sintetizada exclusivamente no figado, tem uma semivida de cerca
de 20 dias e é a principal constituinte das proteinas do plasma. Esta proteina € um importante
transportador de triglicéridos que afeta a cinética de muitos farmacos. A albumina constitui um
biomarcador importante de muitas doencas, incluindo o cancro, a artrite reumatoide, a isquemia
e a obesidade pds -menopausa. Os baixos niveis plasmaticos desta proteina tém sido
relacionados com a manifestacdo de inflamacéo e tem sido associada a caquexia (Yang, et al.,
2007; Ascenzi, et al., 2010; Sbarouni, et al., 2011) . Neste trabalho experimental, os niveis de
albumina foram tendencialmente menores nos animais expostos a BBN em comparagdo com o
grupo controlo. Este resultado estd de acordo com os resultados obtidos por Padrdo e
colaboradores (2013). Os resultados do colesterol e dos triglicerideos observados entre os
grupos experimentais ndo sugerem a ocorréncia da sua degradacdo, um evento geralmente
subjacente a caquexia associada ao cancro (Tisdale, 2003).

A AST apresenta uma elevada atividade ndo s6 no figado, mas também no musculo-esquelético,
no musculo cardiaco, células cerebrais, rins e nos eritrocitos, localiza-se no citoplasma e nas
mitocondrias do hepatdcito, sendo no rato 80% mitocondrial. A atividade da AST pode
aumentar em quase todos os tipos de doencas hepaticas, no enfarte do miocardio, na pancreatite
aguda, na anemia hemolitica aguda, queimaduras graves, doenca renal aguda e doencas do
musculo-esquelético (Pratt, et al., 2000). Segundo Warnock e os seus colaboradores (1974), 0s
niveis de AST podem estar diminuidos em doentes urémicos. No nosso trabalho experimental
obtivemos valores de AST significativamente mais baixos no grupo exposto a BBN do que no
grupo controlo. Este resultado pode sugerir que o0s rins dos animais estavam com o0
funcionamento comprometido mas também pode ser devido a contribuicdo do musculo-
esquelético, devido ao catabolismo celular.

A ALT é uma enzima encontrada principalmente no figado, mas também nos rins, no coracéo,
nos musculos e no pancreas, em menores quantidades. Pode estar aumentada na obesidade e
leucemia linfoblastica aguda, em contrapartida, pode estar diminuida na infecdo do trato génito-
urinario e em varias doencas malignas (Ramaiah, 2007). No nosso protocolo experimental
obtivemos valores de ALT tendencialmente mais baixos no grupo exposto a BBN em
comparagao com o grupo controlo. Estes resultados sdo sugestivos de alteracdes no trato génito-
urinario.

A CK é uma enzima presente em varios tecidos e tipos de celulas, como por exemplo, no
coragdo, no cérebro e no musculo, intervindo no processo de producdo de energia a nivel

muscular. Niveis altos de CK podem ser um importante biomarcador de lesdo do musculo-
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esquelético, de enfarte do miocardio e de acidente vascular cerebral. Niveis baixos de CK no
soro podem indicar reducéo da atividade fisica, causada por doenca ou idade avangada, por
massa muscular reduzida acompanha de perda de massa muscular ou estado caquético (Naniji,
et al., 1981; Barnert, et al., 1985). No nosso trabalho obtivemos valores tendencialmente mais
baixos de CK no grupo exposto a BBN, o que sugere predisposi¢do destes animais a caquexia.
Os valores de AST, ALT e CK foram inferiores no grupo exposto a BBN em comparacéo com
0 grupo controlo. Sendo que, para a AST os valores foram estatisticamente significativos. Os
niveis baixos de AST, ALT e CK, obtidos no nosso trabalho experimental, estdo de acordo com
os resultados obtidos também por Fouladiun e os seus colaboradores (2007), num estudo para
avaliar o metabolismo do organismo e a qualidade de vida em pacientes com cancro e com uma
evolucdo progressiva de caquexia. De uma forma geral, valores de AST, ALT e CK mais baixo
no grupo BBN sugerem perda de musculo e evolucdo do estado caquético dos animais. Os
resultados obtidos através da analise do perda de massa corporal e da perda de massa muscular,
de cada animal exposto a BBN, também confirmam a evolucdo do estado de caquexia destes
animais. Verificamos que 66,6% dos animais expostos a BBN apresentaram perda de massa
corporal, sendo que 50% teve uma perda superior a 5%, 0 que € sugestivo de caquexia.
Relativamente a perda de massa muscular, obtivemos que 83,3% dos animais, que perderam
mais de 5% de massa corporal, apresentaram perda de massa muscular, sendo que 50% destes
animais perderam mais de 5% de massa muscular.

A ALP ¢é um grupo de enzimas encontradas principalmente no figado e no 0sso e em menor
guantidade no intestino, placenta e rim. O aumento da ALP no soro pode ter muitas causas
como doengas do figado ou 0ssos enquanto o seu decréscimo pode ser devido a deficiéncia de
zinco, hipotireoidismo, deficiéncia de vitamina C, deficiéncia de acido folico, excesso de
ingestdo de vitamina D, baixos niveis de fdsforo, doenca celiaca, desnutricdo, anemia
perniciosa, insuficiéncia de vitamina B6 (Bolean, et al., 2011).

Estudos anteriores sugerem que os niveis de ALP se correlacionam com a massa corporal. No
nosso trabalho experimental obtivemos valores de ALP significativamente mais baixos no
grupo exposto a BBN, comparativamente ao grupo controlo. Estes resultados, analisados em
conjunto com o hematdcrito, sugerem que 0s animais estavam anémicos devido ao avancado
estado do cancro da bexiga.

A CRP é uma proteina de fase aguda, sintetizada pelo figado, em resposta a fatores libertados
por macrofagos e pelos adipdcitos. O aumento dos niveis deste marcador inflamatorio esta

associado a uma menor sobrevida dos doentes oncolégicos (McMillan, et al., 2003; Saito, et
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al., 2007). Yoshida e os seus colaboradores (2007) verificaram que a CRP poderia ser um
marcador Util para doentes com cancro da bexiga musculo-invasivo apesar de apenas 11% dos
doentes ter apresentado niveis altos de CRP. No presente estudo, a associa¢do da CRP ao cancro
da bexiga e, particularmente, a caquexia nao foi evidente o que pode ser justificado, em parte,
pelo reduzido numero de animais analisados (n=4), que se espera aumentar no futuro. O mesmo
se verificou para a IL-6, uma citocina multifuncional sintetizada pelos macréfagos, mondcitos
e fibroblastos. Varios estudos sugerem que a IL-6 esta associada a proliferacdo celular e a
inflamacdo no cancro da bexiga (Li, et al.,, 2010). Tsui e os seus colaboradores (2013)
relacionaram os niveis mais elevados de IL-6 nos doentes oncoldgicos com a tumorigénese em

células de cancro da bexiga em Humanos.

7. Conclusao

No presente trabalho induziram-se lesdes uroteliais, por exposicdo a BBN durante 20 semanas,
o que foi demostrado pela analise macroscopica e histologica das bexigas. No grupo controlo
100% dos animais apresentaram urotélio normal. Nos animais expostos a BBN obtivemos
83,3% de hiperplasia simples, 50% de hiperplasia nodular, 8,3% de hiperplasia papilar, 50% de
papiloma, 41,7% de tumor papilar de baixo potencial maligno, 91,7% de carcinoma papilar de
baixo grau, 66,7% de carcinoma papilar de alto grau, 8,3% de carcinoma invasor e 50% e
metaplasia epidermoide com queratinizagao.

O estado de caquexia associada ao cancro, dos animais expostos a BBN, foi demonstrado pela
perda de mais de 5% de massa corporal em 50% dos animais. Os animais deste grupo
evidenciaram diminuicdo dos niveis séricos da albumina, da proteina total, da CK, da ALT, da
ALP e da AST. No entanto, ndo se observaram alteracdes sugestivas de lipolise, nem dos
marcadores inflamatdrios, CRP e IL-6.

Neste trabalho experimental demostrou-se que 0s animais com cancro da bexiga, induzido por
exposicdo a BBN sdo suscetiveis a desenvolveram caquexia, que nos estadios iniciais da doenca
se relaciona com a alteracdo de parametros sericos sugestivos de catabolismo muscular.

O modelo animal de cancro da bexiga induzido quimicamente pela exposi¢édo a BBN parece ser
adequado ao estudo da caquexia associada ao cancro podendo, no futuro ser aplicado ao estudo
dos mecanismos moleculares subjacentes e a abordagens terapéuticas que permitam tratar este

sindrome paraneoplasico.
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