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CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores [B-adrenérgicos e
canabinoides na aceleracdo do esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-
130 em ratos [dissertacdo]. Piaui: Programa de Pos-graduagdo em Farmacologia,
Universidade Federal do Piaui; 2019.

RESUMO

INTRODUCAO: A caquexia associada ao cancer é caracterizada por uma reducéo significativa do
peso corporal em decorréncia da atrofia do musculo esquelético, a qual apresenta alteracbes nos
sistemas cardiovascular e gastrintestinal, como ativacdo do sistema nervoso simpatico, constipacao
decorrente de obstrucdo gastrintestinal, e elevacdo paradoxal nas concentracbes de grelina.
OBJETIVO: Investigar o envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides nas
alteracbes gastrintestinais de ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.
MATERIAL E METODOS: O modelo experimental de caquexia (CQX) foi induzido por meio da
inoculagdo intraperitoneal de células (10%) de Yoshida AH-130, em ratos Wistar. Foram analisadas
alteragOes fisiologicas gerais e gastricas. Para a elucida¢do dos mecanismos envolvidos, investigou-se
a participacdo da sinalizacdo adrenérgica em receptores 1, no qual os animais com caquexia foram
submetidos a administracdo diaria de atenolol (ATN) (20 mg/kg, v.0.). Em seguida, investigou-se o
envolvimento das vias neurais parassimpaticas, no qual os animais com caquexia foram previamente
submetidos a vagotomia troncular subdiafragmatica (VGX). Por fim, investigou-se o papel das vias
endocanabinoides, no qual os animais com caquexia foram submetidos a administracdo diaria de win
55,212-2 (WIN) (2 mg/kg, s.c.). RESULTADOS: Em comparacdo ao grupo Controle, o grupo CQX
apresentou, de forma significativa (p<0,05), uma diminui¢do no ganho do peso corporal (11,2 + 1,3 g
vs. -27,3 = 3,5 g), aumento no indice de caquexia (0,1 + 0,5% vs. 38,5 + 2,1%), e redu¢cdo no consumo
alimentar no 5° dia (25,1 + 0,7 gvs. 15,0+ 0,7 g), 6° dia (25,0 + 2,1 gvs. 159+ 1,2 g), e 7°dia (27,7 £
1,2 gvs. 12,9 £ 0,9 g), juntamente com um aumento no esvaziamento gastrico (AUC 12349,8 + 890,5
pg x min/mL vs. 20.360,17 = 1.970,9 pg x min/mL), aumento na porcentagem de contracéo de tiras de
fundo gastrico, na concentracdo de carbacol de -6 M (43,2 + 6,3% vs. 63,2 + 5,5%), e uma diminuicao
na CE50 de carbacol: -5,8 M [(-6,0 M) — (-5,6 M)] vs. -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)]. Em comparagéo
ao grupo CQX, o grupo CQX+ATN apresentou, de forma significativa (p<0,05), uma reducdo no
ganho de peso (-27,3 £ 3,5 g vs. -43,3 + 6,2 @), juntamente com uma diminuigdo no esvaziamento
gastrico (AUC 20.360,17 + 1.970,9 ug x min/mL vs. 12.579,2 £+ 785,4 pug x min/mL), reducdo na
porcentagem de contracdo de tiras de fundo gastrico, na concentracdo de carbacol de -6 M (63,2 +
5,5% vs. 46,5 + 5,7%), e um aumento na CE50 de carbacol: -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)] vs. -5,7 M
[(-5,8 M) — (-5,7 M)]. Em comparacdo ao grupo CQX, o grupo VGX+CQX mostrou, de forma
significativa (p<0,05), uma diminui¢do no indice de caquexia (38,5 + 2,1% vs. 32,4 + 1,7%),
juntamente com uma diminui¢@o no esvaziamento gastrico (AUC 20.360,17 £+ 1.970,9 ug x min/mL
vs. 13.414,0 £1.112,9 ug x min/mL), reducdo na porcentagem de contracéo de tiras isoladas de fundo
géstrico, na concentragdo de carbacol de -6 M (63,2 + 5,5% vs. 31,2 + 4,7%), e um aumento na CE50
de carbacol: -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)] vs. -5,7 M [(-5,8 M) — (-5,3 M)]. Em comparacdo ao grupo
CQX, o grupo CQX+WIN apresentou, de forma significativa (p<0,05), uma reducdo no indice de
caquexia (38,5 £ 2,1% vs. 25,8 + 2,7%), juntamente com uma diminui¢do no esvaziamento gastrico
(AUC 20.360,17 +£1.970,9 pg x min/mL vs. 10.965,4 + 1.392,3 pug x min/mL), redugédo na porcentagem
de contracdo de tiras isoladas de fundo gastrico, na concentracdo de carbacol de -6 M (63,2 + 5,5% vs.
38,2 £ 3,9%), e um aumento na CE50 de carbacol: -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)] vs. -5,6 M [(-5,9 M) —
(-5,5 M)]. CONCLUSOES: Concluiu-se, portanto, que a sinalizacio simpética em receptores p1 esta
envolvida na dismotilidade géastrica, enquanto que o nervo vago e a via endocanabinoide estdo
relacionados com a regulacdo do indice de caquexia e da dismotilidade gastrica de ratos com caquexia
induzida por células AH-130.

Palavras-chave: Caquexia associada ao cancer; Motilidade gastrintestinal; Bl-adrenérgico; Nervo
vago; Sistema endocanabinoide.



CAVALCANTE, M. L. de S. Vagal and B-adrenergic and cannabinoid receptor involvement
in the acceleration of gastric emptying induced by Yoshida AH-130 cells in rats [dissertacao].
Piaui: Programa de Pos-graduacdo em Farmacologia, Universidade Federal do Piaui; 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer-associated cachexia is characterized by a significant reduction in body
weight as a result of skeletal muscle atrophy, which presents alterations in the cardiovascular and
gastrointestinal systems, such as activation of the sympathetic nervous system, constipation due to
gastrointestinal obstruction, and paradoxical elevation in concentrations of ghrelin. AIM: to
investigate the vagal and B-adrenergic and cannabinoid receptors involvement in the gastrointestinal
alterations of rats with cachexia, induced by Yoshida AH-130 cells. MATERIAL AND METHODS:
The experimental model of cachexia (CQX) was induced by intraperitoneal inoculation of Yoshida
AH-130 cells (10%) in Wistar rats. General physiological and gastric alterations were analyzed. In
order to elucidate the mechanisms involved, it was investigated the role of adrenergic signaling in 1-
receptors, in which the animals with cachexia were dosed daily with atenolol (ATN) (20 mg/kg, v.0.).
Next, the involvement of the parasympathetic neural pathways was investigated, in which the animals
with cachexia were previously submitted to subdiaphragmatic truncal vagotomy (VGX). Finally, we
investigated the role of endocannabinoid pathways, in which the animals with cachexia were dosed
daily with win 55,212-2 (WIN) (2 mg/kg, s.c.). RESULTS: Compared to the Control group, the CQX
group had a significant (p<0.05) reduction in body weight gain (11.2 + 1.3 g vs. -27.3 + 3.5 g),
increase in cachexia index (0.1 + 0.5% vs. 38.5 *+ 2.1%), and reduction in food intake on 5™ day (25.1
+0.7gvs. 15.0 £ 0.7 g), 6th day (25.0 £ 2.1 g vs. 15.9 £ 1.2 g), and 7th day (27.7 £ 1.2 g vs. 12.9 +
0.9 g), together with an increased gastric emptying (AUC 12349.8 + 890.5 ug x min / mL vs. 20360.17
+ 1970.9 pug x min / mL), increased contraction percentage of gastric fundus strips at the carbachol
concentration of -6 M (43.2 £ 6.3% vs. 63.2 + 5.5%), and decrease in carbachol EC50: -5.8 M [(-6.0
M)—(-5.6 M)] vs. -6.3 M [(-6.5 M)—(-6.1 M)]. Compared to the CQX group, the CQX + ATN group
showed a significant (p<0.05) decrease in weight gain (-27.3 + 3.5 g vs. -43.3 £ 6.2 @), together with a
decrease in gastric emptying (AUC 20360.17 £ 1970.9 ug x min / mL vs. 12579.2 + 785.4 ug x min /
mL), reduction in the percentage of contraction of gastric fundus strips at the carbachol concentration
of -6 M (63.2 + 5.5% vs. 46.5 £ 5.7%), and increase in carbachol EC50: -6.3 M [(-6.5 M)—(-6.1 M)]
vs. -5.7 M [(-5.8 M)—(-5.7 M)]. Compared to the CQX group, the VGX + CQX group showed a
significant (p<0.05) reduction in the cachexia index (38.5 = 2.1% vs. 32.4 £ 1.7%), along with a
decrease in gastric emptying (AUC 20360.17 + 1970.9 pg x min / mL vs. 13,414.0 + 1,112.9 pug X min
/ mL), reduction in the percentage contraction of gastric fundus strips at the carbachol concentration of
-6 M (63.2 £ 5.5% vs. 31.2 + 4.7%) and increase in carbachol EC50: -6.3 M [(-6.5 M)—(-6.1 M)] vs.
-5.7 M [(-5.8 M)—(-5.3 M)]. Compared to the CQX group, the CQX + WIN group had a significant
(p<0.05) reduction in the cachexia index (38.5 £ 2.1% vs. 25.8 £ 2.7%), along with a decrease in
gastric emptying (AUC 20360.17 £ 1970.9 pg x min / mL vs. 10965.4 + 1392.3 pug X min / mL),
reduction in the percentage of contraction of gastric fundus strips at the carbachol concentration of
-6 M (63.2 £ 5.5% vs. 38.2 £ 3.9%), and increase in carbachol EC50: -6.3 M [(-6.5 M)—(-6.1 M)] vs.
-5.6 M [(5.9 M)—(-5.5 M)]. CONCLUSIONS: It was concluded, therefore, that sympathetic signaling
at Bl receptors is involved in gastric dysmotility, whereas the vagus nerve and endocannabinoid
pathway are related to the regulation of cachexia index and gastric dysmotility of rats with cachexia
induced by AH-130 cells.

Keywords: Cancer cachexia; Gastrointestinal motility; p1-adrenergic; Vagus nerve; Endocannabinoid
system.
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1 INTRODUCAO
1.1 Problematizacéo

O termo “caquexia”, etimologicamente, originou-se do grego “kakos” e “hexia”
(ARGILES et al., 2014), e refere-se a uma sindrome complexa, caracterizada por perda de
peso e de massa muscular, assim como um desgaste de tecido adiposo, o0 que resulta em um
mal prognostico (VON HAEHLING; ANKER; ANKER, 2016; AOYAGI et al., 2015).

Aproximadamente 80% dos pacientes com cancer avangado desenvolvem caquexia
(SCOTT et al., 2016), porém essa porcentagem € variavel dependendo do tipo de neoplasia
(IWATA et al., 2016). Em associa¢do com cancer, a caquexia é a causa de morte de cerca de
1/3 dos pacientes (ONESTI; GUTTRIDGE, 2014). Nestes casos, a atrofia muscular pode
ocasionar complicagdes no tratamento antitumoral e 6&bito (KAZEMI-BAJESTANI,
MAZURAK; BARACQOS, 2016). Em idosos, as apresentacdes clinicas dessa relacdo sdo
preditores para a ocorréncia de mortalidade (BOURDEL-MARCHASSON et al., 2016).

Apesar de o tecido muscular esquelético ser o principal acometido no estado
caquético, a sindrome também acomete outros érgdos e sistemas (PORPORATO, 2016).
Dentre as complicacdes caracteristicas da caquexia neoplasica, que diminuem a qualidade de
vida, destacam-se aquelas que acometem os sistemas respiratorio e cardiovascular (CAILLET
et al., 2016), a exemplo da insuficiéncia cardiaca cronica, que apresenta-se como um distarbio
que afeta os sistemas renal, neuroenddcrino e imunoldgico (OKOSHI et al., 2017).

Na caquexia ocorre uma liberacdo anormal de citocinas pré-inflamatérias e uma
ativacdo do sistema nervoso simpético (SNS), os quais séo fatores que contribuem para o
balanco energético negativo patoldgico observado (COLLDEN; TSCHOP; MULLER, 2017),
bem como para a ocorréncia de uma disfungéo sistémica (NARSALE; CARSON, 2014).

Nesse contexto, a funcdo gastrintestinal também encontra-se bastante comprometida
(ZIMMERS; FISHEL; BONETTO, 2016). Em relacdo ao trato gastrintestinal (TGlI),
observam-se problemas como congestdo (VALENTOVA et al., 2016) e redugdo do fluxo
sanguineo intestinal (SANDEK et al., 2014), os quais limitam suas funces vitais.

Dentre as alteracbes no TGI, ocorrem desordens da digestdio e da motilidade
associadas com cancer, tais como anorexia, constipagao, dor abdominal e obstrucao intestinal,
de modo que, nesses casos, 0 sistema nervoso entérico (SNE) apresenta algum grau de

comprometimento, o que pode resultar em neuropatia (GODLEWSKI, 2010). E sabido que
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mudancas nas células intersticiais de Cajal (ICC) sdo parcialmente responsaveis pela
dismotilidade gastrintestinal induzida por tumores abdominais malignos (LI et al., 2015a).

Os casos de cancer em regides do TGI superior, como o estdmago, sdo caracterizados
por uma elevada incidéncia de caquexia (FUJITSUKA; UEZONO, 2014), e a dismotilidade
usualmente manifesta-se com um esvaziamento gastrico diminuido, que pode ser avaliado por
métodos como: cintilografia, teste de absorcdo de carboidratos, ultrassonografia, ressonancia
magnética (RMI), teste de isdtopos expirados, recuperacao de corante marcado, determinacao
de volume géstrico residual, biossuceptometria (BAC), e teste de absorcdo de acetaminofeno
(VAZQUEZ-SANDOVAL; GHAMANDE; SURANI, 2017; ALABRESI et al., 2015).

Curiosamente, ao nivel de estbmago, também € possivel observar, de modo paradoxal,
uma alta producdo de grelina, 0 que pode ser analisado como um mecanismo compensatério
para conter ou “tamponar” os sintomas da caquexia (PORPORATO, 2016). Esta proteina é
principalmente secretada durante os estados de jejum, pelo estdmago (BORNER et al., 2016)
e exerce atividades que resultam, por exemplo, em um aumento da adiposidade (HEPPNER et
al., 2014), bem como uma modulacdo positiva da motilidade gastrintestinal, o que diminui
potencialmente a ocorréncia de nauseas e vomitos (ROBERTS et al., 2013).

N&o ha tratamentos estabelecidos para a caquexia neoplasica (CHEN et al., 2015;
STEWART COATS et al., 2016), embora estudos pré-clinicos e clinicos tenham mostrado os
efeitos promissores de agentes, como os canabinoides, que tem um papel Util no controle dos
sintomas associados ao cancer, como dor, nauseas e atrofia muscular, porém ndo como parte
de um tratamento primario (KENYON; LIU; DALGLEISH, 2018). E notdrio, portanto, que
0s estudos, em sua maioria, sdo voltados para a elucidacdo dos mecanismos subjacentes as
alterac6es no musculo esquelético, caracteristicas da caquexia.

Contudo, o impacto sobre O6rgdos, como o estdbmago, necessita de maiores
investigacBes, uma vez que varios mecanismos fisiopatoldgicos tém sido propostos, tais como
inflamacéo, desregulacdo de componentes neuro-humorais, alteragdes da permeabilidade
intestinal e microbiota, e perturbacdes no eixo cerebro-TGlI (KOUTOURATSAS et al., 2019).
H& evidéncias de que o sistema nervoso autdnomo esta envolvido na fisiopatogénese da
caguexia, pois este componente envia, ao sistema nervoso central, alteragdes periféricas, e
medeia parte das respostas metabolicas que ocorrem nos 6rgédos (LAVIANO et al., 2008).

Face as consideracfes expostas, 0 presente estudo foi desenvolvido com o intuito de
investigar o envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides nas alteragdes
gastrintestinais de ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 28

1.2 Modelo de caquexia induzida por células de Yoshida AH-130

O uso de modelos experimentais, que assemelham-se ao quadro clinico apresentado na
doenca humana, tem sido uma ferramenta muito benéfica, pois possibilita o estudo da
caquexia associada ao cancer em animais, através do transplante de células, agentes
carcindgenos, ou por meio de técnicas de modificacdo genética que resultam em uma maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer em ratos (BONETTO et al., 2016).

A maioria dos estudos envolvendo terapias anti-caquexia sdo realizadas em animais
com um processo tumoral em desenvolvimento, tal como o modelo baseado em células de
hepatoma-ascite de Yoshida (AH-130), o que facilita a traducdo dos resultados para 0s
individuos acometidos, uma vez que na pratica clinica, o tratamento anticancer é realizado
assim quando o cancer é diagnosticado (TOLEDO et al., 2016).

Inicialmente, os tumores AH-130 foram considerados um modelo bem estabelecido de
hepatoma sélido, induzido através da adicdo de p-dimetilamino-azo-benzeno (DAB) na dieta
de ratos, durante 5 meses aproximadamente (YOSHIDA, 1951). Anos depois, a conversao das
formas sélidas em um tumor ascitico liquido foi descrita por Yoshida (1956). A associacdo
deste tumor com o desenvolvimento de caquexia foi, posteriormente, estabelecida por meio
dos estudos de Tessitore, Bonelli e Baccino (1987), os quais apontaram uma perda
pronunciada de massa muscular, por volta do oitavo e décimo dia, ap6s a indugao.

As células de Yoshida AH-130 correspondem a uma linhagem capaz de ocasionar o
desenvolvimento rapido e agressivo do tumor (TSCHIRNER et al., 2011). Conforme
evidenciado por trabalhos de pesquisa, estas células apresentam um crescimento tipico em
ratos, no entanto, as mesmas podem também ser inoculadas e mantidas em camundongos
(MINERO et al., 2015).

O modelo celular de hepatoma-ascite é caracterizado pelo ndo surgimento de
metastase, mas pela formagdo de um fluido ascitico no peritonio, no qual as células tumorais
se desenvolvem de forma livre sem adesdo aos 6rgéaos, e multiplicam-se de modo linear até o
sétimo dia, quando, entdo, a taxa de crescimento tumoral € reduzida e alcanca um platé por
volta do décimo segundo dia (PALUS et al., 2013).

Com sete dias decorridos da inoculacdo das células AH-130 é possivel observar uma
reducdo significativa na ingestdo de alimentos e uma perda de peso, 0 que indica o inicio do

desenvolvimento do fendtipo caquético (OHBUCHI et al., 2015). Apos a etapa de
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crescimento exponencial, que se inicia a partir do segundo dia, as células tumorais causam a
morte dos animais ap6s o decimo segundo dia da inoculagio (MARZABAL et al., 1993).

No entanto, com o decorrer da proliferacdo das células tumorais, outras complicagdes
tornam-se perceptiveis, tais como o0 desenvolvimento de anorexia, dismotilidade
gastrintestinal, e diminuicdo da sobrevida (FUJITSUKA et al., 2011). Em animais submetidos
ao modelo de caquexia associada ao cancer através de células de Yoshida, a perda de peso
também estd associada com uma reducdo significativa das concentracGes plasmaticas de
vitamina D, abaixo dos valores normais, e um aumento na expressdo de receptores para o
composto citado (CAMPERI et al., 2017; DEV et al., 2011).

Alteracdes em biomarcadores de vias catabdlicas bem reconhecidas tém sido
demonstradas em ratos inoculados com as células de Yoshida, as quais podem ser
caracterizadas por uma ativacdo de autofagia, associada com modificacdes na massa e fungédo
cardiaca (MUSOLINO et al., 2016). Pesquisas cientificas tém apontado a presenca aumentada
de p62, um marcador de autofagossomos, no masculo gastrocnemius de ratos infectados com
células AH-130, sete dias ap0s a inoculacdo (PENNA et al., 2013).

1.3 Aspectos fisiopatoldgicos e clinicos gerais da caquexia

A caquexia associada ao cancer é definida, de modo consensual, como uma sindrome,
caracterizada por atrofia muscular, com ou sem perda de tecido adiposo, que ndo pode ser
completamente revertida pelo suporte nutricional convencional (FEARON et al., 2011). Na
caquexia relacionada ao cancer, dados obtidos de pesquisas enfatizam a etiologia multifatorial
envolvida e destacam que a combinacdo de citocinas e/ou mediadores adicionais é
responsavel pelo fenotipo caquético (SCHAEFER et al., 2016).

Fatores pro-inflamatorios produzidos pelo hospedeiro, e fatores pro-caquéticos
provenientes das células tumorais, como a dermicidina (ou fator indutor de proteolise, PIF),
uma glicoproteina sulfatada encontrada na urina de pacientes com cancer de pancreas, mama,
ovario, pulméo, figado e retal, e com uma perda de peso substancial, contribuem para a
inflamacdo sistémica e o hipercatabolismo (ANANDAVADIVELAN; LAGERGREN, 2016).

Os mediadores inflamatorios circulantes induzidos pelo cancer incluem o TNF, IL-6,
IFN e IL-2, assim como aqueles que apresentam uma correlagdo com a caquexia bem
estabelecida: IL-6, e 0s membros da superfamilia do fator § de crescimento e transformagéo
(activina A e o fator de diferenciacao e crescimento, GDF-15) (LERNER et al., 2016).
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Em modelo animal mostrou-se que a expressdo de proteinas indutoras de apoptose,
relacionadas com o TNF, pelas células tumorais pode causar caquexia (JOHNSTON et al.,
2015). O TNF-a presente na caquexia pode ativar o fator de transcricdo NF-kB no musculo
esquelético e levar a degradacdo de proteinas através da transcricdo de genes que codificam os
componentes envolvidos na via proteolitica ubiquitina-proteossomo (PATEL; PATEL, 2017).

Decorrente da acdo das citocinas formadas durante os eventos inflamatorios, o &cido
araquidénico, um componente das membranas celulares, é produzido a partir da clivagem dos
fosfolipidios, e resulta na formacao de eicosanoides com agdo pro-inflamatdria que contribui
para o desenvolvimento da caquexia (WERNER et al., 2017).

Além dos fatores pro-caquéticos e citocinas pré-inflamatdrias, evidéncias indicam que
0s componentes da maquinaria proteolitica, como a via da calpaina, proteossomos e
lisossomos, também sdo bastante expressos na caquexia neoplasica, enquanto os sistemas
envolvidos no controle endégeno do turnover proteico, como a calpastatina e as enzimas de
desubiquitinacédo estdo regulados negativamente (WING, 2016).

A caquexia, além dos casos de céancer, também pode ocorrer na sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, esclerose maultipla, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
tuberculose, insuficiéncia cardiaca cronica, deficiéncia hormonal, polineuropatia amiloidética
familiar e envenenamento por mercurio (FEARON; ARENDS; BARACOS, 2013).

Usualmente, porém nem sempre, observa-se um diminuido indice de massa corporal
(body mass index, BMI) na caquexia (RENFRO et al., 2016). Porém, em alguns casos o0 BMI
ndo é um fator prognostico adequado, pois 40 a 60% dos casos de caquexia sdo caracterizados
pela presenca de sobrepeso, mesmo com tumores avangados (RYAN et al., 2016). Neste
sentido, em um estudo clinico o diagnostico de caquexia foi subestimado em 77% dos casos
avaliados, por conta do bom status de performance e BMI normal (SUN; QUAN; YU, 2015).

Nesse sentido, estudos propuseram um sistema de classificacdo da caquexia baseado
na incorporagdo de um prognostico independente tanto do BMI quanto da porcentagem da
perda de peso (MARTIN et al., 2015), ou relacionado diretamente com a ingestdo alimentar,
perda de peso, status de performance e altera¢fes bioquimicas, com altas concentragdes de
proteina C reativa, leucocitose, hipoalbuminemia ou anemia (VIGANO et al., 2016).

De acordo com especialistas, a caquexia associada ao cancer pode envolver trés
estagios de relevancia clinica, como apresentado na Figura 1: a pré-caquexia, caquexia e
caquexia refrataria (AVERSA; COSTELI; MUSCARITOLI et al.,, 2017). Essa doenca
envolve uma inflamacgédo sistémica e anorexia, as quais juntas levam a uma incapacidade

fisica, reduzida qualidade de vida e sobrevivéncia diminuida (NAING et al., 2015).
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Figura 1 — Estagios da caquexia associada ao cancer e as respectivas alteracoes.

NORMAL PRE-CAQUEXIA CAQUEXIA CAQUEXIA REFRATARIA OBITO

Perda de peso > 5%,
ou
Perda de peso > 2% e
IMC < 20%;
ou
Perda de peso > 2% ¢
sarcopenia;
Ingestao alimentar
reduzida;
Inflamacdo.

Graus varidaveis de caquexia;
Neoplasia associada com
catabolismo ¢ resisténcia ao
tratamento quimioterapico;
Sobrevida < 3 mescs.

Perda de peso < 5%;
Anorexia;
Alteragdes metabolicas.

Fonte: Adaptado de Fearon et al. (2011).

Em modelos experimentais, observou-se que a caquexia, quando associada as
neoplasias, induziu disfungdo cardiaca e alteragdes moleculares caracteristicas de um processo
patoldgico de remodelacdo com uma via anabdlica de sinalizacdo reduzida (SPRINGER et al.,
2014), o que pode, consequentemente, prejudicar o coracdo e ocasionar insuficiéncia cardiaca
(OKOSHI et al., 2017). Estudos também destacaram uma correlagdo entre a massa de
ventriculo esquerdo e a massa corporal magra, de forma que o coracdo esta sujeito as
consequéncias similares (MOLFINO et al., 2014).

No figado, o processo inflamatorio assume a forma de hipertrofia e ativacdo de
respostas de fase aguda (NARSALE et al., 2015). Também sdo observadas desregulacfes da
hematopoese, anemia, trombocitose e imunossupressdo (KALANTAR-ZADEH et al., 2013).

Dentre as alteragdes que ocorrem no tecido adiposo, destaca-se a lipolise funcional
(TSOLI; SWARBRICK; ROBERTSON, 2016). Em modelos pré-clinicos, com a progressao
da caquexia neoplasica, as células adiposas brancas convertem-se em células semelhantes ao
tecido adiposo marrom, em um processo referido como “browning” (KIR et al., 2014).
Estudos tém demonstrado que estas alteracGes estdo relacionadas com uma ativagdo do
sistema nervoso simpatico (BRITO et al., 2007).

Tais células apresentam um elevado contetdo mitocondrial e expressdo aumentada de
proteina de desacoplamento tipo 1 (UCP-1), responsavel pelo aumento da termogénese
(NEDERGAARD; CANNON, 2014). Diferentemente da obesidade e da sindrome metabdlica,
nas quais o aumento da termogénese representaria um potencial terapéutico, o “browning” no
contexto do céncer exacerba a disfuncdo metabdlica, aumenta a dissipacdo de energia e

contribui para a progressdo da caquexia relacionada ao cancer (PETRUZZELLI et al., 2014).
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14 Repercussdes da caquexia sobre a funcdo do trato gastrintestinal e a ingestdo
alimentar

De modo geral, o consumo alimentar pode ser modulado perifericamente por fatores
estimulatorios (orexigénicos) e inibitorios (anorexigénicos ou de saciedade), os quais ativam
terminais neurais no trato gastrintestinal (ORIO et al., 2011). Ao curto prazo, essa modulagéo
pode envolver peptideos gastrintestinais sinalizadores (DOCKRAY, 2014), ou o grau de
distensdo gastrica, mediado por vias vagais aferentes (GUARINO et al., 2017).

Durante e imediatamente ap6s a ingestdo alimentar, o estbmago proximal sofre um
relaxamento ocasionado por vias ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas, e 0 volume gastrico
sofre um aumento, porém sem elevacdo concomitante na pressdo intralumial
(VERSCHUEREN et al., 2014). Durante o estado de jejum, as fibras eferentes do nervo vago
mantem a atividade tonica das células musculares lisas do estdmago proximal, e
consequentemente o ténus do fundo gastrico (CAVALCANTE et al., 2018).

Nos casos de caquexia associada ao cancer, um efeito especifico do tumor corresponde
ao impacto mecanico sobre o trato digestivo, o qual pode reduzir a ingestdo de alimento, o
qgue, por sua vez, promove anorexia e um peso corporal diminuido (SCHCOLNIK-
CABRERA et al., 2017). Além do efeito sobre o TGI, a ingestdo alimentar diminuida também
pode ser desencadeada pelos sinais da inflamacdo sistémica, no cérebro e hipotalamo,
decorrentes da caquexia (BURFEIND; MICHAELIS; MARKS, 2016).

Uma alta incidéncia de perda de peso também pode ser encontrada em tumores do
trato gastrintestinal superior, tais como os canceres de es6fago, pescoco, cabeca (com uma
incidéncia de 70%) e, particularmente, do pancreas e do estbmago (com uma frequéncia
acima de 80%) (TSOLI; ROBERTSON, 2013). Nos casos de cancer no pancreas, a invasao
tumoral pode obstruir o ducto pancreatico e a segunda parte do duodeno, e resultar em
sintomas como dor, estenose duodenal e constipacdo (TAN et al., 2014).

Além disso, altera¢fes da funcdo do TGI inferior contribuem com a severidade da
caquexia, e tal fato e particularmente relevante em tumores do TGI, como provado em um
modelo murino de cancer de colon, com a cepa transgénica APC*™" na qual a barreira
intestinal foi desregulada juntamente com o crescimento do tumor, que resultou em aumento
da inflamagdo sistémica e da endotoxemia (KLEIN et al., 2013a). As manifestacdes da
inflamacdo sistémica envolvem efeitos, tais como prejuizos de absorcdo intestinal
(ZIMMERS; FISHEL; BONETTO, 2016), como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 — AlteragGes funcionais no trato gastrintestinal decorrentes da caquexia.

TGI: \\,
* Disfung¢do na barreira intestinal;
* Produgio alterada de grelina;
* Liberagdo de mediadores inflamatorios.
PREJUIZO NA ABSORCAO DE
NUTRIENTES J
/

Fonte: Adaptado de Argilés et al. (2014).

Além do cancer de célon, um impacto mais amplo do intestino na caquexia esta
relacionado a microbiota intestinal (BINDELS; DELZENNE, 2013). Interessantemente, a
severidade e a progressdo da caquexia, em modelos murinos, podem ser moduladas pela
colonizacdo intestinal por diferentes cepas bacterianas (SCHIEBER et al., 2015).

O intestino humano contém cerca de trilhGes de microrganismos, e prejuizos na
diversidade da microbiota intestinal pode ocasionar disbiose e resultar em doencas complexas
(ARYA; HU, 2018), caracterizadas, por exemplo, por um aumento no transito intestinal e
atividade neuronal desregulada (MCVEY NEUFELD et al., 2013).

A relacdo entre microbiota intestinal e cancer tem sido investigada ao longo dos anos
(DZUTSEV et al., 2017), porém somente em anos recentes estudos apontaram a existéncia de
uma relacdo mutua entre a microbiota intestinal e alteracBes decorrentes, por exemplo, da
caquexia associada ao cancer (BINDELS et al., 2018).

Estudos demonstraram que, em modelos pré-clinicos de caquexia associada ao cancer,
tem sido observada a presenca aumentada de bactérias do género Enterobacteriaceae,
juntamente com um aumento da permeabilidade e diminui¢cdo na imunidade e renovacao
celular (BINDELS et al., 2016). Tais alteragbes foram correlacionadas com sinais e sintomas
da caquexia, e, como consequéncia, foram observadas perturbac¢Ges acentuadas na funcéo e na
morfologia da barreira intestinal (POTGENS et al., 2018).

Tem sido demonstrado também que injecfes de endotoxinas, em baixas doses,
ocasiona perda de peso, ao longo dos dias (HATTER et al., 2018), o que permitiu inferir que o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas direcionadas a microbiota intestinal pode
representar uma alternativa promissora (ROY; TRINCHIERI, 2017).
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1.5 Regulacao da motilidade gastrica pelo eixo cérebro-TGI

O trato gastrintestinal recebe, através do sistema nervoso autbnomo, uma inervacgao
extrinseca dupla, que inclui uma divisdo colinérgica (parassimpatica), representada pelos
nervos vagais e pélvicos, e uma divisdo noradrenérgica (simpatica), associada aos nervos
esplancnicos (KONTUREK et al., 2004).

O nervo vago desempenha um papel importante na mediacdo da interacdo entre o
sistema nervoso central e o trato gastrintestinal, uma vez que este componente neural
transmite, de forma coordenada, informacdes provenientes do TGI, ao nucleo do trato
solitario (NTS), no tronco cerebral, e consequentemente, sinais eferentes, provenientes do
nacleo motor dorsal do nervo vago (DMV), sdo emitidos, primariamente ao terco inferior do
esofago e ao estbmago, para modular suas fungdes (TRAVAGLI; ANSELMI, 2016).

As fibras eferentes vagais transmitem estimulos tanto excitatorios, quanto inibitorios,
ao musculo liso do TGI, e ao esfincter pildrico, de forma que quando uma via excitatéria é
ativada, ocorre liberacdo de neurotransmissores, como acetilcolina e substancia P (SP), dos
terminais neurais vagais ao plexo mioentérico, no SNE, o que resulta em despolarizacdo e
producdo de fortes contracdes (LU et al., 2018). De forma oposta, quando uma via inibitoria é
ativada, ocorre a liberacdo de neurotransmissores, como peptideo intestinal vasoativo (VIP) e
Oxido nitrico, que causam relaxamento do musculo liso (TAKAHASHI; OWYANG, 1995).

A acetilcolina € um importante neurotransmissor envolvido em func¢des no sistema
nervoso central e periférico (PETER et al., 2016), as quais sdo mediadas por receptores
nicotinicos e muscarinicos, nomeados segundo seus ligantes exdgenos: nicotina e muscarina,
respectivamente (DOROSTKAR; BOEHM, 2008).

Os receptores nicotinicos sdo canais i6nicos, formados por cinco subunidades, que
medeiam uma rapida despolarizacdo da membrana plasmatica de células pos-sinapticas
(COPPOLA,; DISNEY, 2018), enquanto que, em células pré-sinapticas, atuam na regulacéo da
liberacdo de neurotransmissores (PEDERSEN; BERGQVIST; LARHAMMAR, 2019).

Os receptores muscarinicos sdo receptores acoplados a proteina G (GPCR’s),
presentes no SNC e oOrgdos periféricos, e compreendem cinco sub-tipos (M1 a M5)
(PEDERSEN; BERGQVIST; LARHAMMAR, 2018). Dentre estes, o subtipo M3 medeia
funcdes fisioldgicas importantes, como a contragdo do musculo liso (GAUTAM et al., 2009).
Este receptor conjuga-se a proteina G da familia Gqg e ativa segundos mensageiros que

modulam func¢des em orgaos perifericos (JIANG et al., 2015).



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 35

No mausculo liso gastrintestinal, a ativacdo de receptores muscarinicos M3 pela
acetilcolina aumenta a atividade da enzima fosfolipase C beta 1 (PLC-B1), a qual resulta na
formacao de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), liberacio de Ca?*, ativacdo da proteina quinase da
cadeia leve de miosina (MLCK) dependente de Ca?*/calmodulina (CaM), e fosforilagdo do
aminoacido serina (Ser'®) na cadeia leve de miosina (MLC), que causa uma contragio
muscular inicial MAHAVADI et al., 2018), conforme mostrado na Figura 3.

Figura 3 — Sinalizacdo colinérgica de contragdo do musculo liso gastrintestinal.

Receptor muscarinico M3

fosfolipase C

ativada

* € Ca
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Legenda: ACh M3: receptor muscarinico de acetilcolina do tipo m3. Gy, Gp, Ga: subunidades da proteina G.
DAG: diacilglicerol. GDP: difosfato de guanosina. GTP: trifosfato de guanosina. PIP,: fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato. IPs: inositol-1,4,5-trifosfato. PKC: proteina quinase C. ER: reticulo endoplasmatico. Ca?*: fons

calcio. P: fosforo. CaM: calmodulina. MLC: cadeia leve de miosina. MLCK: quinase da cadeia leve de miosina.
MLCP: fosfatase da cadeia leve de miosina. Fonte: Adaptado de Kim et al. (2016).

As contragdes iniciais sdo sucedidas por contragdes sustentadas, as quais sao mediadas
por vias distintas reguladas pelas enzimas RhoA e Rho quinase, de modo que a RhoA, sob a
forma ativa ligada a GTP, resulta na ativagdo das enzimas Rho quinase 1 e 2 (HE et al., 2018),
que inibem a fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP) (DE GODOY; RATTAN, 2011).
Esta inibicdo reduz a atividade de fosfatase da MLCP e interfere na sua ligacao a cadeia leve
de miosina, o que resulta em uma contragdo sustentada (TOUYZ et al., 2018). Outras vias
relacionadas envolvem a inibicdo da MLCP pela proteina quinase C (PKC), que mantem a
contracdo, mediada pela fosforilagdo da MLC (HU; MAHAVADI; MURTHY, 2007).
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Os neurdnios do NTS também projetam-se para regides do tronco cerebral envolvidas
na regulacdo da atividade neuronal simpética, tais como a medula ventrolateral caudal
(CVLM) e medula ventrolateral rostral (RVLM), cujos neurénios desempenham um papel
importante no ténus simpatico periférico (BULBUL; SINEN, 2018).

As fibras na RVLM, juntamente com um subgrupo de neurdnios no nucleo
paraventricular do hipotadlamo (PVN), projetam-se diretamente para neurdnios pré-
ganglionares simpaticos dentro da coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal, a qual
inerva células noradrenérgicas no ganglio celiaco que inibem a motilidade do musculo liso
gastrico (BROWNING; TRAVAGLI, 2014).

Os nervos simpaticos podem exercer suas agfes na sinapse neuronal de duas formas:
através da inibicdo da liberacdo de acetilcolina, por exemplo, em um plexo intramural, ou por
meio da liberacdo direta de noradrenalina dos neurdnios simpaticos, a qual hiperpolariza a

membrana dos neurdnios pos-sinapticos (LUNDGREN, 2000).

1.6 Envolvimento de componentes neuroendécrinos durante a caquexia

Uma ativagdo do sistema nervoso simpatico esta associada com o desenvolvimento de
caquexia em pacientes com cancer (QUANJUN et al., 2013; RANPURIA et al., 2008), e
alteracdes na sua atividade influenciam a secrecdo de peptideos, a exemplo da grelina
(HOSODA; KANGAWA, 2008), a qual é capaz de ligar-se em receptores no nervo vago
(UENO; NAKAZATO, 2016).

A grelina é um peptideo de 28 aminoacidos (ANDREWS, 2011), produzida e liberada
por células oxinticas no estdmago, chamadas de células tipo X/A em roedores, as quais sao
semelhantes as células tipo P/D1 em humanos, e correspondem a principal fonte responsavel
pelas concentragBes plasmaticas de grelina circulante (MULLER et al., 2015). Este peptideo
desempenha um papel estimulatério no consumo alimentar por meio de a¢Ges no sistema
nervoso central e em tecidos periféricos (MOLFINO; GIOIA; MUSCARITOLLI, 2013).

No cérebro, a grelina liga-se em receptores tipo la do secretagogo do hormdnio do
crescimento (GHSR1a), posteriormente renomeados para receptores de grelina, e designados
pela sigla GRLN-R (DAVENPORT, et al., 2005), os quais sdo reguladores da ingestdo
alimentar, pois aumentam a expressdo de neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado a
Agouti no hipotdlamo, e melhoram o apetite através da agdo em receptores presentes em
neurdnios melanocortinégicos (STEINMAN; DEBOER, 2013).
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Embora os mecanismos que causam uma elevacdo das concentragdes de grelina, nos
casos de caquexia associada ao cancer, ndo estejam totalmente elucidados, este fato pode visto
COmo um mecanismo compensatdrio em resposta a perda de peso e prejuizos no balanco
energético, mas que ndo ocasiona um aumento na ingestao alimentar (KHATIB et al., 2018a).

Estudos sugerem que a liberacdo periférica de grelina é controlada por vias de
sinalizacdo parassimpatica e simpética (DAVIS, 2018). Em pesquisa desenvolvida por
Williams et al. (2003), mostrou-se que lesdes induzidas a porcéo subdiafragmatica do nervo
vago eliminaram a liberacdo de grelina durante o estado de restricdo alimentar. Outro
trabalho, desenvolvido por Mundinger et al. (2006), reportou que o estimulo elétrico ou
quimico do sistema nervoso simpético estimulou a liberagcdo de grelina em ratos anestesiados.

Em condicdes de jejum, e antes das refei¢fes, as concentracdes plasmaticas de grelina
elevam-se em decorréncia da ativacdo de receptores 1 adrenérgicos (MANI et al., 2016), tal

como representado na Figura 4.

Figura 4 — Liberacdo de grelina por meio da ativacdo de receptores adrenérgicos 1.
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Legenda: B1R: receptor beta-1 adrenérgico. cCAMP: monofosfato ciclico de adenosina. PKA: proteina quinase
A. IR: receptor de insulina. PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase. AKT: proteina quinase B. GLUT 1/4/5:
transportador tipo 1, 4 e 5 de glicose. Fonte: Adaptado de Dong e Brubaker (2012).
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Além dos estimulos colinérgicos e adrenérgicos, tem sido reportado na literatura que a
secrecdo de grelina também é favorecida pela vasopressina (IWAKURA et al., 2011),
secretina (DE LA COUR; NORLEN; HAKANSON, 2007), endotelina 1 e 3 (THANTHAN et
al., 2010), polipeptideo gastrico inibitorio (GIP) (ENGELSTOFT et al., 2013) oxitocina,
dopamina e glucagon (GAGNON; ANINI, 2013).

Em adigdo ao seu efeito sobre a ingestdo alimentar, a grelina € um potente estimulador
do esvaziamento gastrico e da motilidade gastrintestinal, pois contribui com a iniciacdo das
contracbes gastricas de fase Il do complexo motor migratério (MMC) (SANGER;
FURNESS, 2016), mediada pelo nervo vago, conforme apresentado na Figura 05-A. De
modo geral, o MMC, consiste em trés fases: fase | de quiescéncia motora, fase Il de
contracdes irregulares, e fase 111 de potentes contracdes agrupadas (FUJITSUKA et al., 2012).

Além do cérebro, glandula pituitaria, adrenais, tireoide, baco, pancreas, tecido adiposo
e miocardio, os receptores de grelina também sdo expressos em neurbnios mioentéricos
gastricos (XU et al., 2005). Estes ultimos sugerem a existéncia de um mecanismo de ativacdo
direta do SNE, como mostrado na Figura 5-B, uma vez que, em ratos e camundongos, 0

efeito gastrocinético da grelina tem sido observado in vitro (MONDAL et al., 2013).

Figura 5 — Vias diretas e indiretas de contracdo do musculo liso gastrintestinal reguladas pela
grelina e outros peptideos sinalizadores, como a motilina.
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acetilcolina Fonte: Em A: Adaptado de Miyano et al. (2013). Em B: Adaptado de Mondal et al. (2013).
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Além da grelina, concentragdes hipotalamicas aumentadas de serotonina, assim como
a expressdo de receptores 5-HT’s, tém sido relacionados com o inicio da caquexia-anorexia
associada ao cancer em modelos experimentais in vivo (MOLFINO et al., 2015). Neste
sentido, os efeitos catabdlicos caracteristicos podem ser consequéncia do acumulo cerebral de
triptofano, precursor da serotonina, durante a sindrome da caquexia (LAVIANO et al., 2007).

A serotonina produzida no cérebro apresenta uma relagdo direta com a perda de peso
corporal (OH; PARK; KIM, 2016), enquanto que as suas concentracfes aumentadas,
perifericamente, sdo associados com ganho de peso (KIM et al., 2011). A serotonina é um
regulador importante da motilidade gastrintestinal, por sua acdo em neurdnios sensoriais
intrinsecos e extrinsecos, e cerca de 95% é sintetizado pelas células enterocromafins
(BERTRAND; BERTRAND, 2010).

1.7 Modulacéo de funcdes fisioldgicas pelo sistema endocanabinoide

Além dos fatores elencados anteriormente, os efeitos estimulatorios sobre a secrecéo
de grelina também tem sido observados com os canabinoides enddgenos, a exemplo da
anandamida, e sintéticos, como o CPP0540, os quais, conforme apontado em pesquisas,
estimularam, por meio da ativacdo de receptores endocanabinoides (CBR’s), a secrecdo de
grelina (DAVIS, 2018; ZBUCKI et al., 2008).

Estudos reportaram que o receptor CB1 pode formar heterodimeros com o receptor de
grelina (SCHELLEKENS; DINAN; CRYAN, 2010). Em razdo desta interacdo, pesquisas tém
sugerido os efeitos potenciais dos canabinoides sobre o apetite e o peso corporal, nos casos de
caquexia associada ao cancer (TURGEMAN; BAR-SELA, 2017).

Os canabinoides endogenos ou sintéticos estimulam receptores canabinoides tipo 1
(CB1), tipo 2 (CB2), e também atuam no receptor vaniloide de potencial transiente (TRPV)
(MACCARRONE et al., 2015). Os receptores canabinoides do tipo CB1 sdao amplamente
expressos nos neurdnios, tais como 0s GABAGérgicos, glutamatérgicos, serotoninérgicos,
noradrenérgicos e dopaminergicos (KATONA; FREUND, 2012), enquanto os receptores CB2
sdo primariamente localizados em células do sistema imune (ATWOOD; MACKIE, 2010).

Os receptores CB1 e CB2 sdo acoplados a proteina G (GPCR’s), ¢ parecem funcionar
em vias fisioldgicas unicas, apesar de serem expressos em distintos locais (WHYTE et al.,
2010). Os receptores CB1 podem se acoplar as classes de proteinas Gs, Gi e Gq, as quais

iniciam um conjunto Unico de mecanismos de sinalizacdo (BRYANT et al., 2018).
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Na visdo classica, a ativacdo de receptores CB1 e CB2 ocasiona uma inibicdo da
enzima adenilil ciclase, mediada pela proteina Gi, com subsequente fechamento dos canais de
Ca" e abertura dos canais de K*, o que pode justificar o modo retrégrado da sinalizacéo
endocanabinoide no SNC, o qual enuncia que neurdnios pés-sinapticos ativados liberam
endocanabinoides, que diminuem o Ca®*" intracelular e inibem a liberagdo de
neurotransmissores de neurdnios pre-sinapticos (HORN et al., 2018), como visto na Figura 6.

Figura 6 — Sinalizacdo endocanabinoide em neurdnios pré-sinapticos e pos-sinapticos.
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Legenda: ATP: trifosfato de adenosina. cAMP: monofosfato ciclico de adenosina. PKA: proteina quinase A. AC:
adenilil ciclase. MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno. CB1/CB2: receptor canabinoide tipo 1 e tipo 2.
Ca?*: ions célcio. mGIuR: receptor metabotrdpico de glutamato. Fonte: Em A: Adaptado de Marzo, Bifulco e
Petrocellis (2004). Em B: Adaptado de Wilson (2002).
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A ativagéo do receptor CB1 pode desencadear outros mecanismos intracelulares, tais
como, ativagdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), proteina quinase
relacionada a sinais extracelulares (ERK) e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) (OWEN;
SUTTER; ALBERTSON, 2014).

Os endocanabinoides estdo fisiologicamente envolvidos na regulacdo da motilidade
gastrintestinal, de modo que os musculos longitudinais e circulares sdo responsivos a agdo
inibitdria dos agonistas canabinoides, que decorre principalmente da reducédo da liberacéo de
acetilcolina de nervos pré-juncionais (1ZZO; SHARKEY, 2010).

1.8 Avaliacdo do esvaziamento gastrico pelo acetaminofeno

O acetaminofeno, como mostrado na Figura 7, é um farmaco solivel em agua, e
comumente utilizado como analgésico e antipirético (BURGSTALLER; WITTEK; SMITH,
2017). Também chamado de paracetamol, ambos os termos sdo derivados da nomenclatura
quimica: n-acetil-para-aminofenol (JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK, 2014). Este
composto possui uma estrutura fendlica com um substituinte na posicdo “para” relativa ao

grupamento hidroxil (SHERTZER et al., 2008).

Figura 7 — Estrutura quimica do acetaminofeno.
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Fonte: Adaptado de Souri et al. (2015).

Além disso, € um exemplo classico de substancia com alta permeabilidade (LEVITT,
2013), e que possui uma absorcéo intestinal rapida, a qual ocorre instantaneamente conforme
0 processo de esvaziamento gastrico (NGHR et al., 2014). O acetaminofeno é um &cido fraco,
com um pKa de 9,5, a 25 °C, o que faz com que, em meio &cido, esta substancia sofra uma
extensa ionizacdo e, portanto, ndo seja absorvido ao nivel do esttmago (MARZUILLO;
GUARINO; BARBI, 2014).
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Dessa forma, 0 esvaziamento géastrico corresponde a etapa limitante que determina o
aparecimento do farmaco na circulacdo, decorrente de sua rapida absorcdo no intestino
delgado (HOLWERDA et al., 2016). Embora todo o trato gastrintestinal seja capaz de realizar
a absorcdo de substancias, o principal local onde este processo ocorre envolve a porcao
proximal do intestino delgado, correspondente ao duodeno (ELBADAWY et al, 2015).
Quando administrado oralmente, a absor¢do do acetaminofeno na barreira do intestino
delgado ocorre por difusdo, através de vias paracelulares e transcelulares (LU et al., 1992).

Sob uma cinética farmacoldgica, as concentra¢bes plasmaticas de acetaminofeno
refletem o esvaziamento gastrico ao longo do tempo (MARTINEZ et al., 2017). Essas
observacdes foram iniciadas por estudos pioneiros como o de Heading et al. (1973), no qual
foi investigada a relacdo entre o tempo de metade do esvaziamento gastrico (Ti2,ce), as
concentracdes maximas (Cmax) € 0S respectivos tempos maximos (Tmax), €m humanos.

Geralmente, a taxa, na qual o conteudo do estbmago é esvaziado para o duodeno,
controla a porcentagem pela qual os farmacos sdo absorvidos, como determinado pelos
valores de tempo maximo (Tmax) € concentragdo maxima (Cmax) (JOHNSON et al., 2018).
Tem sido reportado que os valores de Tmax do acetaminofeno podem ser utilizados como
marcadores do tempo de esvaziamento gastrico (AMEKYEH et al., 2015).

O pico das concentragdes plasmaticas de acetaminofeno é tipicamente alcancado em
30 a 60 minutos, ap6s a ingestdio do mesmo, com um tempo de meia-vida de
aproximadamente 2 horas (VAN CAN et al., 2014). Este farmaco possui biodisponibilidade
de cerca 88% (HODGMAN; GARRARD, 2012), e um metabolismo hepatico, que resulta em
conjugados glicuronados (52-57%), e sulfatados (30-44%) (MARIN et al., 2018).

O tempo de esvaziamento gastrico total, em minutos, pode ser derivado da curva de
concentragdo de acetaminofeno vs. tempo, de modo que o ponto de tempo, em que a
concentracdo do farmaco no estbmago é zero, indica a completa passagem para o duodeno e
representa um esvaziamento completo do estdmago (SALDEN et al., 2015).

Neste sentido, o acetaminofeno pode ser usado como ferramenta para a investigagéo
de alteragBes na motilidade géstrica ocasionadas, por exemplo, por substancias que afetam o
esvaziamento gastrico (SRINIVAS, 2015). Contudo, em pacientes criticamente doentes, o
teste de absorcéo de acetaminofeno pode ser dificil de interpretar, por conta da necessidade do
uso desse medicamento para propdsitos clinicos, bem como de variagdes nos efeitos do
metabolismo hepatico de primeira passagem que tais individuos apresentam (CHAPMAN et
al., 2016).
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1.9 Efeitos da caquexia sobre componentes do sistema nervoso entérico

O sistema nervoso entérico origina-se da crista neural, a partir dos segmentos sacrais e
vagais do tubo neural (LAKE; HEUCKEROTH, 2013), cujas células, na presenca de
estimulos intrinsecos e extracelulares, diferenciam-se em neurdnios entéricos (ROY-
CARSON et al., 2017). O SNE é constituido por cerca de 500 milhdes de neurdnios, mais do
que o numero de células neurais no sistema nervoso auténomo periférico (FURNESS, 2016).

O SNE consiste em dois plexos: o plexo nervoso mioentérico, situado entre as
camadas musculares longitudinais e circulares, e o plexo submucoso, situado na camada
submucosa profunda (OHLSSON, 2017). Todos os tipos de neurotransmissores no sistema
nervoso central podem ser detectados no SNE, de forma que, engquanto, o plexo submucoso
regula principalmente as fungdes secretoras e sensoriais do intestino, o plexo mioentérico
regula a motilidade através de neurdnios excitatdrios e inibitorios (FURNESS et al., 2014),

conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8 — Arquitetura neuronal do sistema nervoso entérico e controle da motilidade.
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interneurdnio descendente. Fonte: Adaptado de Vera, Fichna e Abalo (2017).
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No plexo mioentérico do intestino delgado, os neurénios colinérgicos constituem a
maior subpopulagdo, dentre as células neuronais, e compreendem cerca de 75% do total
(KURNIK et al,, 2015). Outros componentes correspondem as células gliais entéricas,
homologas aos astrocitos do sistema nervoso central, que garantem suporte estrutural e
funcional aos neurdnios entéricos (NEUNLIST et al., 2014), e também estdo envolvidas na
motilidade gastrintestinal, neurotransmissao, fun¢es imunes e manutencdo da integridade da
barreira epitelial intestinal (MCCLAIN et al., 2014).

As contracdes do fundo e do antro do estbmago juntamente com o relaxamento do
esfincter pildrico sdo coordenadas por musculo liso, nervos autondmicos e células intersticiais
de Cajal (ICC), de forma que perdas nessa conexao resultam em uma série de mudangas
histologicas (ANGELI et al., 2015). Nesse sentido, a restaura¢do dos componentes do sistema
nervoso entérico representa uma alternativa terapéutica para o tratamento de desordens da
motilidade gastrintestinal (BURNS et al., 2016).

As células intersticiais de Cajal sdo tipos celulares que interagem com nervos entéricos
para produzir sinais excitatorios e inibitorios, e que atuam na regulacdo da contratilidade do
musculo liso através da progressdo de ondas lentas que resultam em despolarizacdo de canais
de célcio tipo L, de forma semelhante a um marca-passo (LI1U; ABELL, 2017). No processo
de contracdo do musculo liso e esvaziamento gastrico, como mostrado na Figura 9, um
componente-chave envolve a fosforilacdo da cadeia leve de miosina por proteinas quinases
(LEMBO et al., 2016).

Figura 9 — InteracOes das células intersticiais de Cajal e neurdnios nitrérgicos com células de
musculo liso do trato gastrintestinal.
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Legenda: ICC: células intersticiais de Cajal. nNOS: 6xido nitrico sintase neuronal. NO: éxido nitrico. GE:
esvaziamento gastrico. Fonte: Adaptado de Liu e Abell (2017).
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As ICC’s sdo classificadas em subtipos de acordo com as suas localizagcbes nas
camadas tissulares do trato gastrintestinal, bem como suas caracteristicas morfoldgicas e
funcionais (GFROERER; ROLE, 2013). Estudos tem demonstrado que nas células de Cajal
existem canais de potassio controlados por nucleotideos ciclicos e ativados por
hiperpolarizacio (HCN’s), os quais sdo reguladores importantes da excitabilidade e da
atividade de marca-passo dessas células (O’DONNELL; COYLE; PURI, 2015).

Essa familia de canais HCN compreende 04 membros, designados HCN1-4, que sdo
permeaveis a0 Na“ e K* (DI FRANCESCO; DI FRANCESCO, 2015). Esses canais ativam
canais de Ca®* tipo T, dependentes de voltagem, por meio de despolarizagdes de membrana,
que altera as concentrac@es intracelulares de calcio (BERNARD et al., 2014).

Em um estudo realizado com o modelo experimental de tumor de Walker 256 em
ratos, os quais desenvolveram caquexia, observou se uma diminui¢do quantitativa de ICC’s,
porém acompanhada da preservacdo na rede estrutural dessas células decorrente de uma
sintese proteica aumentada (FRACARO et al., 2016). Resultados de estudos prévios também
destacaram que a manutencdo da rede das células intersticiais e da funcdo intestinal ndo foi
resultante de aumento na proliferagdo das ICC’s (KLEIN et al., 2013b).

Outro estudo desenvolvido com o modelo de caquexia, associada a tumor do tipo
Walker 256, demonstrou uma reducdo em parametros como a densidade neuronal total, e
subpopulacdes especificas de neurdnios imunorreativos para a enzima colina-acetiltransferase
(ChAT) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP), bem como uma atrofia somatica subsequente,
o que foi justificado pelos efeitos sistémicos da caquexia mediados pelo estresse oxidativo
(VICENTINI et al., 2016). Essas alteragdes neuronais também podem ser observadas em
condicBes patolégicas marcadas por injdria tecidual decorrente de estresse oxidativo
(SOARES et al., 2015).

Conforme apresentado ao longo dos topicos anteriores, a caquexia apresenta uma série
de repercussdes sistémicas, assim como no trato gastrointestinal. Contudo poucos s@o 0s
estudos voltados para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos nas alteragbes em
componentes reguladores da motilidade géstrica, associadas com as alteracfes fisioldgicas
decorrentes da caquexia, o que faz com o que o desenvolvimento desta pesquisa seja de
grande importancia cientifica.

Neste sentido, o presente estudo foi desenvolvido com o intuito de investigar o
envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides nas alteraces
gastrintestinais de ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

2.2

Investigar o envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides
nas alteragdes gastrintestinais de ratos com caquexia induzida por células de
Yoshida AH-130.

Objetivos especificos

Verificar possiveis alteracdes no consumo alimentar, peso corporal e indice de
caquexia de ratos com caquexia induzida;

Caracterizar o teste de absorcdo de acetaminofeno como ferramenta para estudo
do processo de esvaziamento gastrico de ratos, com relacdo a sensibilidade,
hepatotoxicidade, e viabilidade de coletas seriadas de sangue;

Avaliar o esvaziamento gastrico in vivo e a responsividade, via contratilidade in
vitro, de tiras isoladas de fundo gastrico e segmentos de duodeno de ratos com
caquexia induzida;

Quantificar as concentra¢des de citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a
em fundo gastrico de ratos caquéticos;

Estudar a participacdo de receptores pl-adrenérgicos nas possiveis alteracdes de
motilidade gastrica em ratos com caquexia;

Caracterizar a participacdo parassimpatica, via nervo vago, sobre alteracGes de
motilidade gastrica em ratos com caquexia;

Investigar o papel da via endocanabinoide sobre as alteragbes de motilidade

gastrica em ratos com caquexia.



Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos machos albinos, da espécie Rattus norvegicus, linhagem
Wistar, com peso de 280 + 10 g, e 8 semanas de idade, provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Em modelos animais de caquexia induzida, o género sexual € um fator critico para a
interpretagdo correta dos resultados experimentais e, nesse sentido, observagdes de estudos
demonstraram que os machos, em relacdo as fémeas, sdo mais adversamente afetados pela
caquexia, especialmente no que se refere a perda de peso, massa e forca muscular
(MICHAELIS et al.,, 2017), os quais sdo parametros determinantes para a sobrevida de
pacientes com cancer (DI SEBASTIANO et al., 2013).

Como reportado por um estudo de meta-anélise, os animais do sexo feminino néo
apresentam variacfes excessivas nos tracos fisiolégicos, em comparacdo aqueles do sexo
masculino (PRENDERGAST; ONISH; ZUCKER, 2014), no entanto devem ser consideradas
as flutuacbes hormonais associadas com o ciclo reprodutivo das fémeas (BECKER,;
PRENDERGAST; LIANG, 2016). Portanto, contabilizar o sexo do animal experimental como
uma variavel nas pesquisas biomédicas é um fator considerado fundamental para o aumento
do rigor e da reprodutibilidade da pesquisa pré-clinica (CLAYTON, 2016).

Todos os animais, portanto, foram mantidos em gaiolas grandes, modelo padrdo, com
dimensdes totais de 30 x 50 x 25 cm3, devidamente identificadas, por um periodo de
adaptacdo de 1 semana, sob condic¢des controladas de temperatura, equivalente a 25 £ 1 °C, e
umidade 50-55%, com livre acesso a racao tipo pellets (Purina®) e &gua filtrada, mantidos em

ciclo claro/escuro de 12 horas, com a fase clara de 6:00 horas as 18:00 horas.

3.2 Aspectos éticos e legais da pesquisa

Todos os protocolos experimentais elencados e descritos adiante foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
mediante emissdo de certificado de n° 432/18 (Anexo B). Ademais, os métodos foram
executados de acordo com as determinagdes previstas na Lei de Uso e Experimentacao
Animal n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008.
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3.3 Modelo experimental de caquexia induzida por células de yoshida AH-130

Neste estudo, realizou-se a indugdo de caquexia por meio da inoculacao intraperitoneal
de células tumorais de Yoshida AH-130, pois este € um modelo bem descrito de caquexia
associada ao cancer, no qual é possivel observar um atrofia muscular esquelética nos ratos,
bem como uma grande ativagdo de vias proteoliticas (MASTROCOLA et al., 2008), o que
resulta em uma perda de peso corporal evidente (BONETTO et al., 2009).

3.3.1 Melhoramento da viabilidade das células de Yoshida AH-130

Os frascos criogénicos que continham as células foram cuidadosamente retirados do
recipiente com nitrogénio. Estes foram expostos aos ambientes com uma variacdo gradativa
de temperatura (freezer, geladeira, e temperatura ambiente), a fim de promover a passagem do
contetdo celular, do estado sélido congelado para o estado liquido, com a garantia da
preservacdo das células contra um possivel choque térmico, durante o descongelamento.

As células, ja no estado liquido, foram inoculadas em 2 ratos, previamente escolhidos.
Com uma seringa, desprovida de agulha, foram coletados 2 mL do contetudo liquido no
interior dos frascos. Logo ap6s, uma agulha foi acoplada a seringa, € o volume coletado foi
administrado em cada rato, por via intraperitoneal, o qual, ap6s o término da injecdo, foi
colocado nas suas respectivas gaiolas, identificadas e equipadas com &gua filtrada e racéo.

Apbs 7 dias, com o crescimento do tumor comprovado pelo aumento no volume
abdominal, cada rato portador das células inoculadas foi anestesiado com a administracdo da
solugdo unica do anestésico geral, cetamina e xilazina, na dose de 100 mg/kg e 5 mg/kg, por
via intramuscular, respectivamente. Com o efeito da substancia anestésica, puncionou-se a
regido abdominal lateral para a coleta de 2 mL do volume formado.

A seringa com o volume foi desacoplada da agulha, e esta permaneceu puncionada no
rato, com o intuito de “tamponar” a pungdo realizada, evitar o extravasamento do liquido
formado, bem como impedir a entrada de agentes bioldgicos dispersos no ambiente, 0s quais
poderiam promover infec¢es no animal e comprometer a viabilidade das células em processo
de coleta, que sdo essenciais para o estabelecimento do modelo experimental de caquexia.

Para receber as células foram utilizados dois ratos previamente selecionados. Foi
acoplada uma nova agulha a seringa e o contetdo coletado foi administrado, por via
intraperitoneal, ao rato selecionado, o qual foi, em seguida, colocado nas gaiolas, devidamente

identificadas e providas de agua filtrada e ragdo. O mesmo foi realizado para o segundo rato.
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Ao término da inoculagdo das células AH-130, os ratos, sobre os quais foi coletado o
liquido tumoral, foram sacrificados com a administracdo de lidocaina, a 10 mg/kg, por via
intraperitoneal, e tiopental sédico, a uma dose letal de 150 mg/kg de peso corporal, por via
intraperitoneal. Em seguida foi feita uma pequena incisdo abdominal, e o volume restante foi
coletado em um béquer para o descarte adequado.

Os animais sacrificados, dos quais o liquido abdominal foi coletado, foram
acondicionados adequadamente em sacos plasticos, devidamente identificados, e
encaminhados ao equipamento de refrigeracdo para animais, segundo as determinacdes de
biosseguranca. Apos um periodo de 7 dias, 0 mesmo procedimento descrito foi repetido, até
um total de 5 inoculagdes sucessivas, durante 5 semanas.

Este procedimento, conforme apresentado na Figura 10, foi realizado com o intuito de
aumentar a viabilidade das células tumorais AH-130, e manté-las disponiveis para uso, tal
como recomendado no estudo de Cinosi (2011), no qual foram feitas as referidas inoculagoes

semanais consecutivas. Apos as 5 semanas, realizou-se a inducdo de caquexia.

Figura 10 — Procedimento para melhora da viabilidade das células tumorais AH-130

Células AH-130 Inoculagao (i.p.) 7 dias apos

Legenda: i.p.: intraperitoneal. Fonte: Prépria.

3.3.2  Inducdo de caquexia através de inoculacdo das células tumorais viaveis

A inducdo de caquexia foi realizada, de forma adaptada, conforme Ohbuchi et al.
(2015). Apos a etapa de melhoria da viabilidade das células AH-130, foram selecionados ratos
portadores, com células tumorais viaveis, para a inducdo de caquexia. Inicialmente, foram
colocados 10 mL de tampdo salina fosfato (PBS) em um béquer de vidro, o qual foi incubado

em banho-maria, na temperatura de 35° + 2 °C.
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Em cada animal portador das células tumorais AH-130 foi administrada a solugéo
Unica do anestésico geral, cetamina e xilazina, na dose de 100 mg/kg e 5 mg/kg, por via
intramuscular, respectivamente. Logo em seguida, com uma agulha acoplada em uma seringa,
a regido abdominal lateral foi puncionada para a coleta de 10 mL do volume formado. A
seringa com o volume foi desacoplada da agulha, e esta permaneceu puncionada no rato. O
contetdo coletado foi colocado cuidadosamente no béquer incubado no banho-maria. Esse
procedimento foi repetido 3 vezes para a coleta de 30 mL do liquido abdominal.

Em seguida, com uma seringa desprovida de agulha, foram coletados 2 mL da solu¢éo
final presente no béquer. Uma agulha foi acoplada a seringa com o volume coletado e o
contetdo foi inoculado em cada animal dos grupos experimentais, por via intraperitoneal, 0
qual, logo apds, foi colocado nas respectivas gaiolas, munidas de racdo e agua filtrada.

Segundo Toledo et al. (2016), o volume, obtido de um animal portador de um tumor
abdominal em crescimento exponencial, permite a inoculagio de um total de 10 células de
Yoshida necessarias para a indugdo de caquexia, conforme apresentado na Figura 11. Todas
as inducdes foram realizadas no final da manhd e inicio do periodo vespertino. Os ratos do
grupo “Controle” foram administrados com solucdo salina (0,9%), em um volume de

0,1mL/100g de peso corporal (i.p.), e acondicionados em gaiolas, com racédo e agua filtrada.

Figura 11 — Modelo experimental de inducéo de caquexia.

30 mL de

‘ liquido tumoral
+

10 mL de PBS

Coleta Células AH-130 Inducio Inoculacio (i.p.)

Legenda: i.p.: intraperitoneal. Fonte: Propria.

Ao fim da inducdo, os ratos ja anestesiados, dos quais coletou-se o volume abdominal,
foram sacrificados com a administracdo de lidocaina, 10 mg/kg (i.p.), e do anestésico
tiopental sodico, a uma dose letal de 150 mg/kg de peso (i.p.). Logo apos, foi realizada uma
incisdo abdominal, e o conteudo liquido foi coletado em um béquer para o descarte adequado.
Os ratos sacrificados foram acondicionados em sacos plasticos, identificados, e encaminhados
ao equipamento de refrigeracdo, conforme determinagdes de biosseguranca.
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34 Delineamento e abordagens experimentais

3.4.1 Investigacdo de alteracbes fisioldgicas e gastrintestinais de ratos com caquexia

induzida por células AH-130

A Figura 12 mostra o delineamento dos experimentos realizados para a caracterizacao
dos grupos “Controle” ¢ “Caquexia” quanto ao peso corporal, consumo alimentar, indice de
caguexia, esvaziamento gastrico in vivo, contratilidade in vitro, e dosagem de citocinas em

fundo gastrico de ratos com caquexia.

Figura 12 — Delineamento experimental para os grupos “Controle” ¢ “Caquexia”.

% 1°-6° DIA 7° DIA 8° DIA 9° DIA
1. Consumo alimentar | 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Dosagem
(basal); corporal; corporal; corporal; de citocinas,
2. Grupo Caquexia 2. Consumo alimentar. | 2. Consumo alimentar; | 2. Esvaziamento
(CQX) - inoculacdo gastrico in vivo /
das células AH-130; 3. Jejum de 12h. Contratilidade in vitro;
3. Grupo Controle - 3. Registro do peso do
administra¢do de tumor - {ndice de
salina 0,9%; caguexia;
4. Registro do peso 4. Coleta de tecidos
corporal. gastrintestinais.

Legenda: O asterisco (*) representa o dia em que foi realizada a inducéo de caquexia. Fonte: Propria.

Apos a inducdo de caquexia, determinou-se um periodo fixo de 7 dias, necessarios
para o desenvolvimento da doencga, conforme recomendado no estudo de Salazar-Degracia et
al. (2017), de modo que no 8° dia, com os animais em jejum, foram realizados os protocolos

elencados na figura acima, tal como realizado no estudo de Fontes-Oliveira et al. (2013).



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 54

3.4.2 Investigacdo da participacdo de receptores Pl-adrenérgicos sobre alteracBes
fisiolOgicas e gastricas de ratos com caquexia induzida

Estudos na literatura ressaltam a presenca de concentracdes plasmaticas elevadas de
grelina na caquexia, durante o estado de jejum (SOLOMOU; KORBONITS, 2014). Portanto,
decidiu-se investigar a possivel participacdo deste componente sobre as alteraces fisioldgicas
e gastricas de ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130, através da
administracdo farmacologica de atenolol, um antagonista fl-adrenérgico, denominado 4-(2-

hidroxi-3isopropilamino propoxi) fenilacetamida (EL-ALFY et al., 2019).
3.4.2.1 Administragéo de atenolol

O farmaco atenolol, obtido sob a forma de pd, foi pesado diariamente, 1h antes da
administracdo, com o auxilio de uma balanca analitica. Apds a pesagem, o po foi dissolvido
em &gua destilada, para a obtencdo de uma solucdo na concentracdo de 2 mg/mL. Esta foi
administrada por via oral, na dose de 20 mg/kg (MANI et al., 2016), em um volume de
1mL/100g de peso corporal de cada animal. O desenho experimental encontra-se apresentado

na Figura 13.

Figura 13 — Delineamento experimental para o grupo “Atenolol” e “Caquexia + Atenolol”.

| ’ Sm—)

% 1°-6° DIA 7° DIA 8° DIA 9° DIA

1. Consumo alimentar | 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Dosagem
(basal); corporal; corporal; corporal; de citocinas.

2. Grupo Caquexia + | 2. Consumo alimentar; | 2. Consumo alimentar; | 2. Administragio de

Atenolol (CQX+ATN) atenolol (20 mg/kg, oral);

- inoculagdo das célulag 3. Administragdo de 3. Administracao de

AH-130; atenolol atenolo! (20 mg/kg, 3. Esvaziamento gdstrico
(20 mg/kg, oral). oral); in vive /

3. Grupo Atenolol Contratilidade in vitro;

(ATN) - administragio 4. Jejum de 12h.

de salina 0,9%; 4. Registro do peso do

tumor - Indice de caquexia;
4. Registro do peso
corporal; 5. Coleta de tecidos
gastrintestinais,

5. Administragao
de atenolol

(20 mg/kg, oral).

Legenda: O asterisco (*) representa o dia em que foi realizada a inducdo de caquexia. Fonte: Prépria.
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Todas as administracfes foram realizadas diariamente, no final da manha e inicio do
periodo vespertino, a fim de manter concordancia com o horario definido para as inducdes de
caquexia (descrito na secdo 3.3.2). Estas iniciaram-se no dia da inducdo de caquexia, durante
0s 7 dias apds a inducdo, e no dia da realizacdo dos protocolos experimentais. A Ultima

administragdo foi realizada 1h antes do inicio do protocolo.

3.4.3 Investigagdo do envolvimento parassimpatico via nervo vago sobre alteracGes
fisiolOgicas e gastricas de ratos com caquexia induzida

Em prosseguimento, decidiu-se investigar a possivel participacdo de componentes
neurais, como as vias vagais, sobre alteragdes fisiologicas e gastricas de ratos com caquexia
induzida por células AH-130, visto que em condi¢des normais, os estimulos promovidos pela
grelina sobre o peso corporal (KHATIB et al., 2018b) e consumo alimentar (ALI; CHEN;
GARCIA, 2013) convergem nas vias vagais aferentes (SAKATA et al., 2003).

A Figura 14 mostra o desenho experimental utilizado para a avaliacdo da participacédo
do nervo vago sobre o peso corporal, indice de caquexia, consumo alimentar, esvaziamento
gastrico in vivo, contratilidade in vitro, e dosagem de citocinas em fundo gastrico de ratos

com caquexia.

Figura 14 — Desenho experimental para o grupo “Vagotomia” e “Vagotomia + Caquexia”.

R 9 B g 1)

# i 72h % 1°~7°DIA 8° DIA 9° DIA
1. Jejum |1. Cirurgia de 1. Consumo | 1. Grupo 1. Registro do | 1. Registro do 1. Dosagem
de 12h.  |vagotomia alimentar Vagotomia + peso corporal; | peso corporal; de citocinas.
subdiafragmatica. | (basal); Caquexia
(VGX+CQX) - | 2. Consumo 2. Esvaziamento
2. Repouso inoculagdo das alimentar,; gastrico in vivo /
pos-cirurgico | células AH-130; Contratilidade
3. Jejum de in vitro;
2. Grupo 12h (13° dia).
Vagotomia 3. Registro do
(VGX) - peso do tumor —
administragio Indice de
de salina 0,9%,; caquexia;
3. Registro do 4, Coleta de
peso corporal. tecidos
gastrintestinais,

Legenda: A chave (#) representa o periodo pré-cirdrgico e cirdrgico. O asterisco (*) representa o dia em que foi
realizada a inducdo de caquexia. Fonte: Prdpria.
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3.4.3.1 Protocolo cirurgico de vagotomia troncular subdiafragmatica.

O procedimento cirurgico de vagotomia troncular subdiafragmatica foi realizado, de
forma adaptada, conforme Mordes, Herrera e Silen (1977). Os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas, para jejum noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00
horas.

No dia seguinte, apds as 12 horas, foi administrada a solucdo Unica do anestésico
geral, cetamina e xilazina (100 mg/kg e 5 mg/kg, por via intramuscular). O procedimento
cirargico, conforme representado na Figura 15, foi iniciado com o efeito da anestesia,
evidenciado pela perca da estabilidade postural e sensorial do animal experimental.

Figura 15 — Representacao anatdbmica do procedimento de vagotomia subdiafragmatica

diafragma Z

ramo dorsal subdiafragmitico do
NETvo vago

ramo ventral subdiafragmitico
do nervo vago

1

ramo hepitico

\

Legenda: X: pontos de seccdo do nervo vago na regido subdiafragmaética. 1 — ramificacdo vagal ventral. 2 —
ramificagdo vagal dorsal. 3 — ramificacdo hepatica. 4 — ramificacdo celiaca acessoria. 5 — ramificagdo gastrica
ventral. 6 — ramificacdo celiaca. 7 — ramificacdo gastrica dorsal. Fonte: Adaptado de Dixon et al. (2000).

Cada animal foi submetido a uma laparotomia mediana, com o auxilio de uma tesoura
cirurgica, para a exposi¢cdo do esdfago abdominal. Com lentes binoculares de aumento,
identificou-se 0 nervo vago, na regido subdiafragmatica do eséfago, 1,0 a 1,5 cm acima do
esfincter cardico, o qual foi separado dos anexos tissulares com o uso de pingas. A vagotomia
troncular subdiafragmatica foi executada através da seccdo do nervo vago, na regido citada
anteriormente, e posterior instilagdo com 1 mL de alcool 70%. O procedimento de vagotomia

foi confirmado visualmente por meio de uma inspec¢do com lente de aumento (10x).
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Ao final do procedimento, a camada muscular da regido cirargica foi adequadamente
suturada, através do ponteio consecutivo, com fios de sutura de polipropileno, acoplados em
um clipe de aco estéril. Em seguida, foi feito o ponteio da pele, de forma semelhante. Apos o
fechamento das incis@es, toda a sujidade da regido foi removida com um algoddo embebido
com 1 mL de solugdo salina estéril. Ao término, foi administrado o farmaco pentabidtico, na
dose de 200 mg/kg, por via subcuténea, para evitar infeccbes bacterianas no pos-operatorio.

Cada animal foi colocado em gaiola individual, com racdo e dgua. Apos 72 horas da
realizacdo da vagotomia subdiafragmatica, com a cicatrizacdo da incisdo cirdrgica, cada rato
foi submetido ao protocolo de inducdo de caquexia, conforme descrito na se¢do 3.3.2, ou ao
tratamento com solucgéo salina (0,9%), em um volume de 0,1mL/100g (i.p.).

3.4.4 Investigacdo do papel das vias endocanabinoides sobre alteracdes fisiologicas e

gastricas de ratos com caquexia induzida

Em continuidade, decidiu-se averiguar, o possivel papel das vias endocanabinoides
sobre alteracdes fisioldgicas e gastricas de ratos com caquexia induzida por células AH-130,
pois o sistema canabinoide é um potente modulador do comportamento alimentar (ORIO et
al., 2011) e da motilidade gastrica, em condicGes fisioldgicas e fisiopatoldgicas (1ZZO;
SHARKEY, 2010).

A investigacdo do papel das vias endocanabinoides foi realizada por meio da
administracdo de win 55,212-2, um agonista de receptores CB1 e CB2 (ABALO et al., 2011),
cuja estrutura quimica encontra-se apresentada na Figura 16. Optou-se pela administracdo
diéria, pois o efeito desta abordagem, com canabinoides, tem sido pouco estudado em
roedores (URANGA; VERA; ABALO, 2018).

Figura 16 — Estrutura quimica do win 55,212-2.

Fonte: Adaptado de Bow e Rimoldi (2016).
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3.4.4.1 Administracgdo de win 55,212-2

Inicialmente reparou-se uma solucdo-estoque do win 55,212-2, o qual foi pesado em
uma balanca analitica e dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO), para a obtencdo de uma
solucdo na concentracdo de 2 mg/mL. A solucdo foi administrada na dose de 2 mg/kg
(ABALDO et al., 2010), em um volume de 100uL/100g de peso corporal, por via subcuténea,
tal como apresentado no delineamento experimental na Figura 17.

Figura 17 — Delineamento experimental para o grupo “Win” e “Caquexia + Win”.

% 1-6° DIA 7° DIA 8" DIA 9° DIA
1. Consumo 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Registro do peso 1. Dosagem
alimentar (basal); corporal; corporal; corporal; de citocinas.

2. Grupo Caquexia
+ Win 55,212-2

2. Consumo alimentar;

2. Consumo alimentar;

2, Administragio de Win
55,212-2 (2 mg/kg, sc.);

(CQX+WIN) -
inoculagdo das
células AH-130;

3. Administragdo de
Win 55,212-2
(2 mg/kg, sc.);

3. Administragdo de Win
55212-2. (2 mg/kg, sc.). 3. Esvaziamento gastrico
in vivo /

Contratilidade in vitro;
3. Grupo Win
55,212-2 (WIN) -
administragio de
salina 0,9%;

4. Jejum de 12h,
4. Registro do peso do
tumor - indice de caquexia;

5. Coleta de tecidos
4. Registro do peso gastrintestinais.

corporal;

5. Administragio de
Win §5,212-2.
(2 mg/kg, s¢.).

Legenda: O asterisco (*) representa o dia em que foi realizada a inducéo de caquexia. Fonte: Prépria.

A via de administracdo exerce um efeito significativo na farmacocinetica,
biodisponibilidade e efetividade dos canabinoides (YASMIN-KARIM et al., 2018). Portanto,
optou-se pela via subcutanea, em detrimento da intraperitoneal, pois o rato com caquexia €
portador de um tumor liquido abdominal, que poderia, em hipotese, ocasionar interferéncias
na cinética e dindmica da substancia. No estudo de Pin et al. (2017) e Moore-Carrasco et al.
(2009), também foram administradas substancias por via subcutanea, em ratos com caquexia
induzida por celulas AH-130.

O win 55,212-2 foi administrado no final da manha e inicio do periodo vespertino,
para manter concordancia com o horério definido para as induc6es de caquexia. Foram feitas

administracdes no dia da inducéo de caquexia, nos 7 dias seguintes, e 1h antes dos protocolos.
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35 Protocolos experimentais

3.5.1  Anélise do perfil de consumo alimentar

O consumo alimentar foi realizado, de forma adaptada, conforme Sun et al. (2016),
antes (denominado Consumo basal) e apds a inducéo de caquexia (durante 7 dias), no final da
manhd e inicio do periodo vespertino, afim de manter concordancia com o horario definido
para as indugdes de caquexia, conforme descrito anteriormente na secao 3.3.2.

Inicialmente, cada animal foi alojado em uma gaiola individual, e foram ofertados 80g
de racéo tipo pellets (Purina®), juntamente com agua filtrada, ambos para acesso ad libitum.
A racdo foi pesada com o auxilio de uma balanga semi-analitica, e o peso final de 80 g foi
ajustado com um bisturi, para o corte fino das bolas de racéo.

No dia seguinte realizou-se a pesagem de toda a sobra de racdo presente na gaiola, a
qual foi trocada por um novo pool de bolas de ragdo, ofertado no peso de 80 g. De acordo com
as formulas | e 11, presentes no Quadro 1, foi determinado tanto o consumo alimentar diério,

guanto a variacdo (A) de consumo alimentar, e ambos foram expressos em gramas (g).

Quadro 1 — Formulas utilizadas para a determinac¢do do consumo alimentar.

I CA_diario = of erta de racao — sobra de ragdo

1 ACA = ca_final — ca_basal

Legenda: CA_diario: consumo alimentar didrio. ACA: variagcdo de consumo alimentar. ca_final: consumo
alimentar no 7° dia ap0s a inducdo de caquexia. ca_basal: consumo alimentar basal. Fonte: Propria.

3.5.2  Auvaliacdo da variacdo de peso corporal

O peso corporal dos animais foi determinado, com o uso de uma balancga digital, no
dia da inducdo de caguexia ou tratamento com solucdo salina (0,9%), denominado de peso
corporal inicial, e no 8° dia ap0s a inducdo de caquexia, apos a retirada do liquido tumoral,
denominado de peso corporal final (sem tumor). Dessa forma, a variacdo de peso corporal foi
determinada pela diferenca entre o peso corporal final (sem tumor) e o peso corporal inicial.

Para a retirada do liquido tumoral procedeu-se com a administracdo de lidocaina, na
dose de 10 mg/kg, por via intraperitoneal, e do anestésico tiopental sodico, a uma dose letal de
150 mg/kg de peso, por via intraperitoneal. Realizou-se uma pequena incisdo na regido
abdominal, por meio da qual o liquido tumoral foi retirado e colocado em um béquer, e

registrou-se o peso do animal, em gramas (g), conforme apresentado na Figura 18.
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Figura 18 — Procedimento para a retirada do liquido tumoral e pesagem dos animais

Rato com tumor Orificio para retirada Liguide ascitice
abdominal do tumor tumoral

Fonte: Prépria.

Em alguns casos, a perda de peso ndo necessariamente reflete a severidade da
caquexia associada ao cancer, durante os estagios de progressdo tumoral (ENGELEN; VAN
DER MEIJ; DEUTZ, 2016), o que faz com que pardmetros, como o indice de caquexia,
tenham uma maior especificidade (TROMBINI et al., 2015). Portanto, no presente estudo, a
afericdo do peso corporal foi determinada conjuntamente com o indice de caquexia (IC%),

descrito no topico a seguir.

3.5.3  Determinacdo do indice de caquexia (IC%)

O liquido tumoral, colocado no béquer, foi devidamente pesado, e, juntamente com 0s
pesos corporais iniciais e finais, com e sem o tumor, foi utilizado para o calculo do indice de
caquexia (IC), o qual foi expresso em porcentagem %. O indice de caquexia foi determinado
de acordo com a férmula apresentada no Quadro 2, de modo que foram considerados
caquéticos, 0s animais experimentais que apresentaram um indice de caquexia maior que 10%
(GUARNIER et al., 2010).

Quadro 2 — Férmula empregada para o calculo do indice de caquexia (IC).

. ) pcl — pc2 + pt + Ap_controle
Indice de caquexia (%) = X 100%
pcl + Ap_controle

Legenda: pcl: peso corporal inicial. pc2: peso corporal final sem tumor. pt: peso do tumor. 4p_controle: ganho
de peso dos animais do grupo Controle. Fonte: Adaptado de Martins et al. (2017).
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3.5.4 Validacdo do teste de absor¢do de acetaminofeno como método de estudo do

esvaziamento gastrico

No presente estudo, utilizou-se o teste de absor¢cdo de acetaminofeno, para avaliacao
do processo de esvaziamento gastrico de ratos, descrito no subtépico 3.5.5. Contudo, o
mesmo foi previamente submetido as etapas de validacdo, quanto a sensibilidade,

hepatotoxicidade e viabilidade de coletas seriadas de sangue.

3.5.4.1 Investigacdo do efeito de variagcBes volumétricas nas amostras-testes sobre a
sensibilidade do teste de absorcéo de acetaminofeno.

Usualmente o teste de absorcao de acetaminofeno é realizado com um volume total de
200 pL de soro. Portanto, investigou-se a sensibilidade do teste mediante o emprego de
amostras de soro nos volumes de: 125 pL, 100 uL, 75 pL, 50 pL e 25 pL. Os ratos foram
postos em gaiolas metabdlicas, para jejum noturno, por 12 horas, com inicio as 18:00 horas.

No dia seguinte, preparou-se a solucdo teste de acetaminofeno na concentracdo final
de 10 mg/mL, a qual foi administrada na dose de 100 mg/kg (MARD et al., 2016), em um
volume de 1mL/100g de peso. Imediatamente apds, cada rato foi anestesiado com a solugédo
do anestesico, cetamina e xilazina, na dose de 100 mg/kg e 5 mg/kg, por via intramuscular.

Acionou-se um crondmetro, e aos 10 minutos realizou-se a coleta de sangue da regido
do plexo retro-orbital. Para garantir a ndo justaposi¢cdo dos tempos destinados a coleta de
sangue, determinou-se um intervalo de 5 minutos entre as administracdes. O procedimento de
coleta de sangue foi realizado, de forma adaptada, segundo Fernandéz et al. (2010), no qual
foram utilizados capilares de vidro divididos em trés partes iguais. As extremidades foram
polidas para remog&o de resquicios pontiagudos, para evitar danos oculares severos ao animal.

O capilar foi introduzido cuidadosamente no canto da cavidade ocular, para a coleta de
aproximadamente 700 uL de sangue, em microtubos sem anticoagulante, que permaneceram
em repouso por 30 minutos, para a retracdo do codgulo. Logo apds, foram acoplados em uma
centrifuga, programada para um perfil de rotagdo de 1.500 rcf por 12 minutos.

Ao fim das centrifugacgdes, o soro foi separado, com uma micropipeta, e colocado em
outros microtubos identificados. De cada rato, foram utilizados os volumes: 200 pL, 125 pL,
100 pL, 75 pL, 50 pL e 25 pL de soro para a determinacdo das concentragOes de
acetaminofeno. Em cada caso, o volume dos reagentes foi ajustado proporcionalmente (EX.:

3mL do Reagente de cor para 200uL de soro; 1,5mL do Reagente de cor para 100uL de soro).
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3.5.4.2 Investigacdo do efeito da administracéo da solucéo teste de acetaminofeno sobre os
marcadores bioquimicos de funcdo hepética de ratos

A andlise de possiveis interferéncias da dose de acetaminofeno sobre a funcéo hepatica
foi realizada por meio da dosagem das concentracGes séricas de aminotransferases (TGO/AST
e TGP/ALT) e albumina. Inicialmente, ratos normais foram colocados em gaiolas
metabolicas, para jejum noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00 horas.

No dia seguinte, os animais foram divididos em dois grupos: o primeiro foi tratado
com veiculo (agua destilada), e o segundo com a solucéo teste de acetaminofeno, preparada
na concentracdo de 10 mg/mL, e administrada na dose de 100 mg/kg (MARD et al., 2016),
em um volume de 1mL/100g de peso corporal. Imediatamente apos, cada rato foi anestesiado
com a solucdo Unica do anestésico, cetamina e xilazina, na dose de 100 mg/kg e 5 mg/kg, por
via intramuscular.

Acionou-se um crondmetro para a contagem do tempo, e aos 30 minutos realizou-se a
coleta de amostra de sangue da regido do plexo retro-orbital. Para garantir a ndo justaposicdo
dos tempos destinados a coleta de sangue, determinou-se um intervalo de 10 minutos entre a
administracdo da solugéo de acetaminofeno a um animal e outro.

O procedimento de coleta de amostras de sangue foi realizado, de forma adaptada,
com base em Fernandéz et al. (2010), no qual foram utilizados capilares de vidro. Cada
capilar foi dividido em trés partes iguais, e as extremidades obtidas foram polidas para a
remocao de resquicios pontiagudos, a fim de evitar danos oculares severos ao animal.

O capilar foi introduzido cuidadosamente no canto da cavidade ocular, na regido do
plexo retro-orbital, para a obtencdo de aproximadamente 700 pL de sangue. O sangue
coletado foi acondicionado em microtubos, sem anticoagulantes, e previamente identificados.
Todos 0s microtubos com o sangue coletado permaneceram em repouso por um tempo de 30
minutos, necessario para a retracdo do coagulo.

Ap0s esse tempo, os mesmos foram acoplados em uma centrifuga, programada para
um perfil de rotacdo de 1.500 rcf por 12 minutos. Ao fim das centrifugagdes, com o auxilio de
uma micropipeta, o soro obtido foi separado do coagulo e colocado em outros microtubos
plasticos com a mesma identificacdo. O soro foi entdo utilizado para a dosagem das
concentragOes de aminotransferases e albumina, as quais foram determinadas com o uso de

Kits bioquimicos comerciais.
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3.5.4.3 Investigacdo do efeito de modificacbes negativas prévias da volemia sobre o

esvaziamento gastrico de ratos normais

O protocolo de esvaziamento gastrico com acetaminofeno, descrito na se¢do 3.5.5, foi
realizado mediante a coleta de amostras com aproximadamente 700 uL de sangue do plexo
retro-orbital dos ratos, em um total de seis pontos de tempo. Desse modo, decidiu-se
investigar se as sucessivas coletas de sangue poderiam ocasionar alteracdes no esvaziamento
gastrico.

De inicio, os animais experimentais foram colocados em gaiolas metabolicas, para
jejum noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00 horas. No dia seguinte, 0s
mesmos foram divididos em dois grupos. Naqueles do primeiro grupo néo foi feita qualquer
retirada prévia de sangue.

Aqueles do segundo grupo foram submetidos a alteracdo da volemia, com uma coleta
prévia de 4 mL de sangue, da regido do plexo retro-orbital, com base em Fernandéz et al.
(2010). Este valor corresponde ao volume aproximadamente coletado, para cada animal, ao
final das seis coletas de sangue, na etapa pré-analitica do protocolo de esvaziamento gastrico
(6 x 700 uL ou 0,7 mL = 4,2 mL).

Em seguida, cada animal foi administrado com a solugdo teste de acetaminofeno,
preparada na concentracdo de 10 mg/mL, e administrada na dose de 100 mg/kg (MARD et al.,
2016), em um volume de 1mL/100g de peso corporal, e imediatamente anestesiado com a
administracdo, por via intramuscular, da solucdo Unica do anestésico geral, cetamina e
xilazina, na dose de 100 mg/kg e 5 mg/kg.

Um cronémetro foi acionado, e ao tempo de 10 minutos, foi coletada uma amostra de
aproximadamente 700 uL. de sangue da regido do plexo retro-orbital para a determinagéo das
concentracdes de acetaminofeno. Os resultados foram calculados conforme descrito na se¢édo
3.5.5.4.
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3.5.,5  Avaliacdo in vivo do processo de esvaziamento gastrico

Ap0s a etapa de validacdo, o protocolo foi executado com 0s animais experimentais
com caquexia induzida. O protocolo de esvaziamento gastrico com solucdo teste de
acetaminofeno foi realizado conforme Afshari e Liu (1988). No sétimo dia ap6s a inducao de
caquexia, ou tratamento com solugdo salina 0,9%, os ratos foram alojados em gaiolas

metabolicas, para jejum noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00 horas.

3.5.,5.1 Etapa pré-analitica: administracdo de acetaminofeno e coletas de sangue

No dia seguinte, apds as 12 horas, realizou-se a contensdo do primeiro rato do grupo
experimental, o qual foi administrado, por via oral, com a solugédo-teste de acetaminofeno,
preparada na concentracdo de 10 mg/mL, e administrada na dose de 100 mg/kg (MARD et al.,
2016), em um volume de 1mL/100g de peso corporal. Imediatamente ap6s, 0 mesmo foi
administrado com a solugdo do anestésico geral, cetamina e xilazina, na dose de 100 mg/kg e
5 mg/kg, por via intramuscular, respectivamente.

Apds a administracdo de acetaminofeno, foi acionado um crondémetro para a contagem
do tempo total de 240 minutos, destinado a coleta das amostras de sangue, e, em seguida,
procedeu-se prontamente com a primeira coleta, no tempo 0, de aproximadamente 700 pL de
sangue. O intervalo entre as administracdes de acetaminofeno aos demais ratos do grupo
experimental correspondeu a 10 minutos. As demais coletas foram realizadas nos tempos 15,
30, 60, 120 e 240 minutos apds a administracdo da solucdo de acetaminofeno. O mapa dos
tempos encontra-se no Anexo A.

O procedimento de coleta de amostras de sangue foi realizado, de forma adaptada,
com base em Fernandéz et al. (2010), conforme descrito anteriormente. O sangue coletado foi
acondicionado em microtubos, previamente marcados com a identificacdo do animal e o
respectivo tempo da coleta. Apés cada coleta de sangue, a regido ocular foi higienizada com
uma gaze umedecida com 1 mL de solucéo salina estéril.

Apols o término de todas as coletas, realizou-se a aplicacdo da pomada oftalmica
keravit®, com acdo anti-inflamatdria e antibidtica, para a preservacao da integridade visual do
animal. Também foi administrado o farmaco anti-inflamatério e analgésico, carprofeno, a
uma dose de 5 mg/kg, por via subcutanea, com o intuito de promover a analgesia no periodo

pos-coleta. Cada rato foi colocado em gaiola individual equipada com agua filtrada.
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3.5.5.2 Etapa analitica: processamento das amostras

Todos os microtubos com o sangue coletado permaneceram em repouso por um tempo
de 30 minutos, necessario para a retracdo do coagulo. Apés esse tempo, 0s mesmos foram
acoplados em uma centrifuga, a qual foi programada para um perfil de rotacdo de 1.500 rcf
por 12 minutos. Ao fim das centrifugacfes, com o auxilio de uma micropipeta, o soro obtido
foi separado do coagulo e colocado em outros microtubos plasticos com a mesma
identificacéo.

Para a obtencéo de melhores resultados, o soro separado foi submetido a uma segunda
centrifugacdo para a deposicdo de componentes celulares interferentes. Em seguida, foram
separados outros tubos de ensaio, 0s quais receberam a mesma identificacdo daqueles
utilizados para a coleta de sangue. Nestes tubos foi acrescentado, com o auxilio de uma
espéatula e balanga analitica, um total de 100 mg (0,1 g) de cloreto de sédio (NaCl).

Com uma micropipeta, foram colocados, nos respectivos tubos com NaCl, 200 pL de
soro. Realizou-se uma leve homogeneizagdo por 10 segundos, e foram acrescentados 500 uL
de acetato de etila. Logo apds, o conteudo dos tubos foi homogeneizado em um agitador
magnético tipo vortex, durante 30 segundos, e os mesmos ficaram em repouso por 5 minutos.

Ao fim do tempo de repouso, de cada tubo de ensaio foram retirados 200 pL do
sobrenadante formado, e colocados em outros tubos de ensaio com a mesma identificagdo. Em
sequida, foram adicionados 100 pL de acido cloridrico (HCI 6N) ao sobrenadante. Os tubos
foram colocados em uma estante de ferro e incubados em banho-maria, a uma temperatura de
100° £ 2° C, por 10 minutos.

Apobs o tempo marcado, os tubos foram retirados e deixados em temperatura ambiente
para resfriamento. Em seguida, foram adicionados em cada tubo, com uma pipeta de vidro
graduada, 3 mL do Reagente de Cor, que foi preparado pela dissolucéo de 82 mg (0,082 g) de
2,5-dimetilfenol e 32 mg (0,032 g) de metaperiodato de sodio, em uma solucéo de hidroxido
de potéassio (KOH) a 0,4 M (2,24 g de KOH e 100 mL de &gua destilada).

Em seguida, duas aliquotas de 300 pL foram coletadas da solugdo em cada tubo, com
uma micropipeta, e colocadas em duas caselas de uma placa multi-pocos. A leitura das

absorbéancias foi feita em espectrofotobmetro, a um comprimento de onda de 635 nm.
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3.5.5.3 Curva de calibragédo da solucéo padréo

O Branco e a solugdo Padrdo foram preparados mediante a obtengdo de uma amostra
de 5 mL de sangue total de um animal, previamente colocado em jejum, por 12 horas, com
livre acesso a agua, e ndo submetido ao tratamento com farmacos que podem causar
interferéncias durante a etapa analitica, tais como: procainamida, acetaminofeno ou fenacetina
(PRESCOTT, 1980).

A amostra coletada foi centrifugada para a obtencéo do soro. Deste, foram utilizados
200 pL para o Branco do teste. O volume restante de soro foi empregado no preparo das
solugdes-padrao, conforme apresentado no Quadro 3, no qual foi utilizada uma solugédo

estoque de acetaminofeno na concentragéo de 10 mg/mL.

Quadro 3 — DiluicGes da solucao padrédo para a construcdo da curva de calibracéo.

Solucédo padréo Preparo Concentracao final

| 04puL da sol. de acetaminofeno + 396uL de soro 0,1 mg/mL

I O8uL da sol. de acetaminofeno + 392uL de soro 0,2 mg/mL

i 12uL da sol. de acetaminofeno + 388uL de soro 0,3 mg/mL

AV 16uL da sol. de acetaminofeno + 384uL de soro 0,4 mg/mL

\ 20uL da sol. de acetaminofeno + 380uL de soro 0,5 mg/mL

Vi 24uL da sol. de acetaminofeno + 376uL de soro 0,6 mg/mL

VII 40uL da sol. de acetaminofeno + 360uL de soro 1,0 mg/mL

Vi 80uL da sol. de acetaminofeno + 320uL de soro 2,0 mg/mL

Legenda: sol.: solugdo. pL: microlitros. mg: miligramas. mL: mililitros. Fonte: Prépria.

Tanto o Branco do teste quando as solucGes-padréo diluidas foram submetidos aos
mesmos procedimentos descritos na etapa analitica para as amostras-testes. Em seguida,
foram determinadas as absorbancias médias, das quais foi subtraida a absorbancia do Branco.
Ao final, com o uso do software GraphPad Prism (versdo 6.01), foi construida a curva de

calibracdo (absorbancia vs. concentracdo de acetaminofeno), apresentada na Figura 19.
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Figura 19 — Curva de regresséo linear (absorbancia vs. concentracdo) das solu¢fes-padréo de

acetaminofeno.
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Legenda: Valores da abdorbancia (varidvel dependente representada no eixo y) em funcdo das concentragdes
das solucBes-padrdo de acetaminofeno (varidvel independente representada no eixo x). Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). R% coeficiente de correlagdo. Fonte: Propria.

De acordo com a figura acima, foram obtidas as seguintes absorbancias médias para
cada concentracdo da solucdo-padrdo: 0,113 + 0,011 (para 0,1 mg/mL); 0,194 £ 0,004 (para
0,2 mg/mL); 0,303 + 0,002 (para 0,3 mg/mL); 0,344 + 0,021 (para 0,4 mg/mL); 0,370 £ 0,018
(para 0,5 mg/mL); 0,459 £ 0,021 (para 0,6 mg/mL); 0,773 £ 0,094 (para 1,0 mg/mL); e 1,612
+ 0,002 (para 2,0 mg/mL).

Devido & linearidade, evidenciada pelo valor de R?, entre os pontos representados na
curva de regressdo, optou-se por escolher um ponto Unico da curva de regresséo linear. Os
resultados foram, portanto calculados por meio do fator de calibragdo (FC), equivalente a
razdo entre a concentracdo do padrdo [0,4 mg/mL] e a respectiva absorbancia (0,344),

conforme descrito adiante.
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3.5.5.4 Etapa pos-analitica: determinagdo dos resultados

As concentragdes de acetaminofeno (ug/mL) nas amostras-teste foram obtidas pelas

formulas | e 11, apresentadas no Quadro 4:

Quadro 4 — Férmulas empregadas para a determinacdo das concentracGes de acetaminofeno

nas amostras-teste.

I AbSpedia = [(Abs1 + Abs2) / 2] — AbSpranco

1 [Acetaminofeno] = AbSpyeqiq X FC x 1000

Legenda: Abs_media: Absorbancia média da amostra-teste; Absl: Primeira absorbancia lida da amostra-teste;
Abs2: Segunda absorbancia lida da amostra-teste; Abs_Branco: Absorbancia do Branco (Valor: 0,049);
[Acetaminofeno]: Concentracdo de Acetaminofeno na amostra-teste, em pg/mL; FC: Fator de Calibracdo da
Solucéo Padrdo (Valor: 1,162790); e 1000: produto de conversao de unidades de mg/mL para pg/mL. Fonte:
Propria.

Com os resultados calculados, construiu-se, com o uso do software GraphPad Prism
(versdo 6.01), o gréafico das concentracfes de acetaminofeno (em pg / mL) vs. tempo (em
minutos). Em seguida, a partir do grafico construido, obteve-se a Area sob a Curva (AUC)

para cada grupo experimental, a qual foi expressa em pg X min / mL. A Figura 20 apresenta

de forma sintética os procedimentos realizados para a analise do esvaziamento gastrico.

Figura 20 — Representacao das etapas realizadas para analise do esvaziamento gastrico

A
, J‘»

Acetaminofeno Coleta de sangue do plexo  Separagio Adicao do Leitura em
100 mg/kg, v.o. retro-orbital do Soro  Reagente de cor 635 nm

Legenda: mg/kg: miligrama por quilo. v.o.: via oral. nm: nanémetro. Fonte: Propria.
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3.5.6  Avaliagdo in vitro da responsividade de 6rgdos gastrintestinais ao carbacol

O protocolo de responsividade ao carbacol foi realizado, de forma adaptada, segundo
Croci et al. (1998), e Dick et al. (2000). No sétimo dia apds a inducdo de caquexia, ou
tratamento com solugdo salina a 0,9%, os ratos foram alojados em gaiolas metabdlicas, para
jejum noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00 horas.

3.5.6.1 Obtencao de tiras longitudinais de fundo de estbmago

No dia seguinte, ap6s as 12 horas, em cada animal administrou-se o anestésico local,
lidocaina, a uma dose de 10 mg/kg, por via intraperitoneal, e, em seguida, 0 anestésico
tiopental sddico, a uma dose letal de 150 mg/kg de peso, por via intraperitoneal. Com o
auxilio de uma tesoura cirurgica, foi feita uma laparotomia.

Em seguida, as regides dos esfincteres cardico e pilérico foram pincadas, e realizou-se
uma sec¢do, com uma tesoura cirdrgica, de modo que o estébmago foi separado do canal do
esdfago e do intestino delgado, e colocado em uma placa de Petri com solucdo de Tyrode, de

composicao exibida no Quadro 5, e aerada com mistura carbogénica (O2, 95%; CO2, 5%).

Quadro 5 — Compostos utilizados no preparo da solucao nutritiva de Tyrode.

Componente Formula quimica Concentracédo (mM)

Cloreto de sodio NaCl 136,0
Cloreto de potassio KCI 5,0
Cloreto de magnésio MgCl> 0,98
Cloreto de célcio CaCl; 2,0
Fosfato de sodio monobasico NaH2PO4 0,36
Bicarbonato de sodio NaHCOs 11,9
Glicose C6H1206 3,5

Legenda: mM: milimolar. Fonte: Magalh&es et al. (1998).

O estbmago colocado na placa foi disposto, com auxilio de uma ping¢a ndo-dentada,
em sua posi¢do anatbmica, e com uma pequena tesoura cirdrgica, realizou-se uma secgao
longitudinal ao longo da curvatura menor. O mesmo foi colocado em uma placa com parafina,
também preenchida com solucdo nutritiva de Tyrode, aerada com mistura carbogénica, e, em

seguida, fixado pelas extremidades, com o uso de pequenas agulhas.
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Logo apos, realizou-se uma seccdo na regido limitrofe do corpo e fundo do estbmago.
O corpo do estomago foi descartado e o fundo foi devidamente fixado na placa de Petri com
parafina. As extremidades, proximas as pequenas agulhas, foram cortadas de forma retilinea,
e descartadas, visto que essa regido pode apresentar certo grau comprometimento tecidual,
devido a constante manipulacéo.

ApoGs a secgdo das extremidades, foi obtido um formato ligeiramente retangular do
fundo estdmago, sobre o qual foram realizados cortes longitudinais, e obtidas quatro tiras de
fundo de estbmago, conforme apresentado na Figura 22-A. As tiras foram mantidas

momentaneamente na placa de Petri com solugéo nutritiva.

3.5.6.2 Obtencao de segmentos de duodeno

O estdmago foi coletado da cavidade abdominal juntamente com a regido proximal do
intestino delgado, correspondente ao duodeno, em um tamanho de aproximadamente 5 cm.
Apbs a obtencdo das tiras isoladas de fundo gastrico, iniciou-se o preparo dos segmentos de
duodeno, previamente disposto em uma placa de Petri, preenchida com solugdo nutritiva de
Tyrode, e aerada com mistura carbogénica (O2, 95%; CO», 5%).

Com uma pequena tesoura cirdrgica, foram realizadas sec¢des transversais, de modo
que foram obtidos segmentos de duodeno, de aproximadamente 2 cm, com formato
preservado, tal como representado na Figura 21-B, os quais foram mantidos

momentaneamente na placa até a montagem no equipamento de aquisicdo de dados.

Figura 21 — Procedimento para obtencdo das tiras de fundo gastrico e segmentos de duodeno.

A) B)
Estémago
- ’-‘ 2
Duodeno 1 1
e
RV LV LD RD Segmentos cilindricos
! de duodeno

Tiras de fundo de estomago

Legenda: RV: tira ventral direita. LV: tira ventral esquerda. LD: tira dorsal esquerda. RD: tira dorsal direita.
Fonte: Adaptado de Riazi-Farzad, Nicholls e Sewell (1996).
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3.5.6.3 Montagem das tiras de fundo géstrico e segmentos de duodeno no sistema

Com o uso de uma linha de algoddo e agulha, foi feita uma pequena argola na
extremidade inferior de cada tira de fundo gastrico e segmento do duodeno. Na extremidade
superior foi amarrada uma linha, em tamanho médio. Cada 6rgdo foi fixado, pela argola na
extremidade inferior, em uma haste de pléastico, a qual foi acoplada verticalmente na cuba do
banho de 6rgaos.

Em seguida, cada orgdo foi conectado ao transdutor de forca, pela linha na
extremidade superior. Cada cuba foi preenchida com 5 mL da solucdo de Tyrode, e mantida a
uma temperatura de 37 °C, com circulagdo de ar (O2, 95%; CO2, 5%) e pH 7,4, conforme
Magalhaes et al. (1998).

O registro das contracdes foi realizado por meio de um sistema digital de aquisi¢éo de
sinais bioldgicos (software AQCAD®, versdo 2.3.6, AVS Projetos, SP) conectado a cada
transdutor de forca, através de um amplificador de sinal, conforme apresentado na Figura 22.
As tiras e segmentos montados no sistema foram mantidos em estado de equilibrio, sob uma

tenséo estavel de repouso de 1,0 £ 0,2 gf (grama-forga).

Figura 22 — Sistema empregado no estudo da resposta contratil de 6rgaos isolados.

Legenda: Imagem geral dos equipamentos utilizados para o estudo da contratilidade in vitro de 6rgaos isolados.
1 — Chave geral do banho de érgdos. 2 — Termostato controlador da temperatura. 3 — Cuba com o 6rgao isolado
preenchida com solucgdo de Tyrode. 4 — Transdutor de forca. 5 — Regulador da tensdo basal dos 6rgdos isolados.
6 — Botdo regulador da entrada da mistura carbogénica. 7 — Botdo regulador da entrada na solucdo de Tyrode na
cuba. 8 — Botdo regulador da saida da solu¢cdo de Tyrode da cuba. 9 — Cabos acoplados ao amplificador de sinal.
10 — Chave geral do amplificador de sinal. 11 — Bot&o utilizado para a calibragdo inicial do transdutor de forca.
12 — Computador com software para aquisi¢do de sinais biolégicos. Fonte: Prdpria.
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Em seguida, foram realizadas 4 lavagens, as quais consistiram na retirada, seguida da
reposicdo da solucdo nutritiva de Tyrode, intercaladas por um tempo de 15 minutos. Apds a
quarta lavagem, o volume final de 5 mL foi adicionado na cuba, e aguardou-se um tempo de
estabilizacdo de 15 minutos.

Ap0s o tempo de estabilizacdo dos 6rgéos, a viabilidade dos mesmos foi avaliada com
a adicdo de 100 uL de uma solugdo de cloreto de potassio, preparada na concentracdo de 2 M
(concentracdo na cuba: 40 mM), o qual é capaz de ocasionar contra¢@es tdnicas no musculo
liso, atraves de um estimulo eletromecanico (OLIVEIRA et al., 2006). Foram considerados
Orgdos vidveis aqueles que apresentaram aumento imediato na tensdo basal resultante da
contragéo.

Aguardou-se um tempo de 10 minutos, e foram realizadas trés lavagens com a solugéo
de Tyrode, intercaladas por um tempo de 15 minutos, para o retorno das tiras de fundo
gastrico e segmentos de duodeno a sua tensdo basal. Ap0s a terceira lavagem, o volume final
de 5 mL foi adicionado na cuba, e aguardou-se um tempo de 15 minutos.

Ao fim deste tempo, deram-se inicio as adi¢des das solugdes de trabalho de carbacol,
em concentragdes cumulativas, conforme descrito na se¢do 3.5.6.5. A Figura 23 apresenta um

esquema geral das etapas de estabilizacdo e contracdo do érgdo isolado na cuba.

Figura 23 — Etapas de estabilizacdo e contracdo de Orgdos in vitro, ao estimulo

eletromecénico, com cloreto de potassio, e farmacomecanico cumulativo com carbacol.

1
(
1
1
'
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1
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Ll 12 13 I

| | | | JOTM | | | | log CCh

1s Tis T 15t 15! ISTILETIET [M]
minutos minutos

Legenda: Modelo hipotético de tracado resultante da contracdo de um 6rgdo ao estimulo eletromecanico, com
cloreto de potassio, e farmacomecéanico, com carbacol. KCI: cloreto de potassio. L1, L2, L3, L4: lavagens (troca
da solucéo nutritiva de Tyrode da cuba). mM: milimolar. CCh: carbacol. M: molar. Fonte: Propria.
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3.5.6.4 Preparo das solucdes de trabalho

De inicio, preparou-se a solucdo de estoque de carbacol, na concentracdo de 1 M.
Apos a determinacdo da massa de carbacol (m), conforme a formula presente no Quadro 6,
foi realizada a dissolugdo do mesmo em agua destilada, no volume final, e a solucdo estoque

foi, entdo, utilizada para o preparo das demais solucdes de trabalho.

Quadro 6 — Solugdes de carbacol utilizadas e o respectivo modo de preparo.

Solucdo estoque | Solucdo de trabalho | Preparo (Formula base: C1 x V1= C2 X V2)

1,0x10TMm 100 pL (1,0 X 10°M) + 900uL (a.d.)

HN ﬂ o’\/e‘t 1,0x102M 100 pL (1,0 x 10T M) + 900pL (a.d.)

1,0x 103 M 100 pL (1,0 x 102 M) + 900uL (a.d.)

[CCh1M] 1,0x 10% M 100 uL (1,0 X 10 M) + 900pL (a.d.)

Mo ™ 1,0x10°M 100 pL (1,0 X 10 M) + 900uL (a.d.)

MM xV 1,0x10° M 100 uL (1,0 x 10 M) + 900uL (a.d.)

Legenda: CCh: Carbacol. M: Molaridade da solugdo de estoque (Valor: 1 x 10° M); MM: Massa molecular de
carbacol (Valor: 182,696 g/mol); V: Volume final da solugdo (Valor: 2 mL); e m: massa (em g) de carbacol a
ser pesada. C1: concentracdo inicial. V1: volume inicial. C2: concentracdo final. V2: volume final. M: molar.
uL: microlitros. ad: 4gua destilada. Fonte: Hacksell et al. (2002).

3.5.6.5 Contracdes dos érgdos ao estimulo cumulativo com carbacol

Apbs o preparo das solucdes de trabalho, foram iniciadas, com uma micropipeta, as
adicdes cumulativas das mesmas nas cubas, preenchidas com 5 mL da solucdo de Tyrode, e
com 0s Orgdos gastrintestinais previamente montados. Apds a adicdo de cada solucdo de
trabalho, anotou-se o pico maximo de contra¢do, em grama-forca (gf). A solugéo seguinte foi
adicionada no instante e que foi possivel observar uma queda do pico de tenséo.

O protocolo, portanto, foi realizado até a adicdo da solucdo de trabalho que nao
resultou em um aumento na contracdo do 6rgdo, para além do que foi obtido com a adicdo da
solucdo anterior, observado através da tensdo do mesmo. As solugdes utilizadas encontram-se

apresentadas no Quadro 7.
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Quadro 7 — Concentragdes cumulativas de carbacol e o respectivo volume adicionado.

X | Solucéo de trabalho | Volume adicionado na cuba | Concentracéo final na cuba
I 1x10°M 05 pL 1x10°M

I 1x10°%M 45 uL 1x108 M

Il 1x10°M 45 uL 1x107" M

v 1x10* M 45 uL 1x10°M

V 1x10° M 45 uL 1x10°M

VI 1x102 M 45 uL 1x10%M

VIl 1x101 M 45 uL 1x10°M

Legenda: M: molar. uL: microlitro. Fonte: Adaptado de Herlihy, Semenov e Brenner (2013).

3.5.6.6 Determinagao dos resultados

Inicialmente, foi calculada a amplitude méaxima de tenséo (47 max), e a tenséo para
cada concentracdo de carbacol na cuba (T[CCh]), as quais foram utilizadas para o calculo dos
resultados. Estes foram expressos em porcentagem (%) de contracéo, conforme apresentado

pelas férmulas I, 11 e 111, no Quadro 8.

Quadro 8 — Formulas empregadas para a determinacGes das tensfes relativas a cada

concentragéo de carbacol.

| AT max = t_max - t_basal

I T[CCh] =t — t_basal

i % contragio = (T[CCh] x 100)/(At_max)

Legenda: AT max: amplitude méaxima de tensdo; t_max: tensdo maxima registrada apos a adi¢do da ultima
solugdo de carbacol que ndo ocasionou contracdo do 0rgdo; t basal: tensdo basal inicial registrada antes da
adicdo da primeira solucéo de carbacol. T[CCh]: tensdo registrada ap6s a adi¢do de cada solucéo de carbacol na
cuba. Fonte: Propria.

Com os resultados devidamente calculados, construiu-se, com o uso do software
estatistico GraphPad Prism (versdo 6.01), uma curva de regressao ndo-linear normalizada,
com o log das concentragbes de carbacol vs. porcentagens de contragcdo. Para cada n
experimental determinou-se a concentracdo efetiva de carbacol, em log, que ocasionou 50%
da resposta maxima de contracdo, designada como CE50. A CE5O0 total, expressa em molar

(M), foi, portanto, obtida por meio da média dos valores de todos 0s n’s experimentais.
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3.5.7  Coleta de amostras de fundo géastrico para analises in vitro

Em cada rato foi administrado o anestésico local, lidocaina, a uma dose de 10 mg/kg,
por via intraperitoneal, e do anestésico tiopental sodico, a uma dose letal de 150 mg/kg de
peso, por via intraperitoneal. Em seguida, realizou-se uma laparotomia, com 0 uso de uma
tesoura cirdrgica.

A regido dos esfincteres cérdico e pilérico foram pingcadas e seccionadas para a
separacdo do estbmago, o qual foi disposto em uma placa de Petri, colocada sobre uma placa
de gelo, a fim de evitar a autolise. Com uma tesoura cirdrgica a regido correspondente ao
fundo gastrico foi separada. Este foi limpo com solucdo salina (0,9%) fria, seccionado e
colocado em dois microtubos devidamente identificados, os quais foram imediatamente
acondicionados no freezer, a -45 °C. Estas amostras foram destinadas ao protocolo de

dosagem de citocinas.

3.5.8  Medida de citocinas em fundo gastrico

O protocolo para determinacdo de citocinas em amostras de fundo gastrico foi
realizado, em colaboracdo, no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer,
(LAFICA), no campus da Universidade Federal do Ceard (UFC), em Fortaleza, e executado,

de forma adaptada, conforme Souza et al. (2001).

3.5.8.1 Preparo das amostras (Samples)

As amostras coletadas foram retiradas do freezer e, em uma balanca analitica, foram
pesados 60 mg de cada amostra, sobre os quais foram adicionados 300 uL de tampéo salina-
fosfato diluido, com inibidor de protease a 1%. A mistura foi processada em um macerador,
para a formagdo de um homogenato. Este foi centrifugado 10.000 rota¢des por minuto (rpm),
durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado e colocado em microtubos, previamente

identificados, os quais foram acondicionados no freezer a -45 °C.

3.5.8.2 Diluicdo do anticorpo primario ou anticorpo de captura (Capture Ac)

De antemdo, em um pequeno béquer de vidro, o anticorpo de captura (30,5 uL) foi

diluido em tampdo salina-fosfato (5,5 mL) na propor¢do de 1:180. Logo apds, foram
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adicionados 100 uL da solugcdo com anticorpo de captura nas caselas de uma placa multi-
pogos. Em seguida, a placa foi tampada, coberta com papel aluminio, e incubada no freezer a

4 °C, durante 12 horas (overnight).

3.5.8.3 Preparo do padréo (Standard)

A placa foi retirada do freezer, e os pocos foram lavados com 300 uL de tampé&o de
lavagem (wash buffer). Logo apds, em cada casela da placa foram colocados 300 uL do
reagente diluente, na concentracdo de 10 mg/mL, preparado através da dissolucdo de
albumina sérica bovina (BSA) em tampdo salina-fosfato (PBS). A placa permaneceu em
temperatura ambiente, por 1 hora.

Ap0s, esse tempo, lavou-se a placa 3 vezes com 300 pL do tampé&o de lavagem (wash
buffer). As solucBes-padréo, disponibilizadas no kit de citocinas, referentes as citocinas IL-6,

IL-1B, e TNF-a, foram diluidas no Reagente diluente, conforme apresentado no Quadro 9.

Quadro 9 — Diluicao das solucdes-padréo para as citocinas determinadas.

Citocina Concentracéo inicial (C1) Concentracao final (Cz)
IL-6 740 ng/mL 8000 pg/mL
IL-1p 290 ng/mL 4000 pg/mL

TNF-a 160 ng/mL 4000 pg/mL

Legenda: As diluicbes foram feitas com o emprego da férmula: C; x Vi1 = C2 x V2. ng: nanograma. mL:
mililitro. pg: picograma. Fonte: Prépria.

3.5.8.4 Plaqueamento do padréo e das amostras

Foi utilizada uma placa multi-pocos para cada tipo de citocinas. Apos as dilui¢des,
foram adicionados 200 pL da solucdo padrdo, na concentragéo final, na casela A1. Nos pocos
A2 a Al2, foram adicionados 100 uL do reagente diluente (BSA 10 mg/mL). Logo apos,
foram feitas as microdilui¢es do padrdo, mediante a retirada de 100 puL do padrdo no pogo
Al, os quais foram colocados no A2. Em seguida, do po¢o A2 para A3.

Esse processo foi repetido até o pogo All, do qual foi retirado e descartado um
volume de 100 pL. No pogo A12 foram colocados 100 uL do reagente diluente,
correspondente ao Branco do teste (Blank). Nos demais pocos foram adicionados 100 uL das
amostras. Em seguida, a placa foi coberta com papel aluminio, e incubada no freezer a 4 °C,

por 12 horas (overnight).
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3.5.8.5 Preparo do anticorpo de deteccéo (Detection Ac)

Inicialmente, realizou-se a diluicdo do anticorpo de detec¢do (30,5 pulL) em reagente
diluente (5,5 mL), para a proporcdo final de 1:180. A placa foi retirada do freezer e lavada 3
vezes com tampdo de lavagem (wash buffer). Logo ap6ds, foram adicionados 100 uL do
anticorpo de detecgdo em todos 0s pocos, e incubou-se a placa novamente no freezer a 4 °C,

por 2 horas. Ao final do tempo, a placa foi retirada e lavada 3 vezes com tampao de lavagem.

3.5.8.6 Preparo dos compostos amplificadores de sinal: estreptoavidina-HRP e substrato

A estreptoavidina-HRP  (Horseradish peroxidase), disponibilizada no kit, foi
preparada através da diluicdo em reagente diluente (BSA, na concentracdo de 10 mg/mL), na
propor¢do final de 1:200. Por ser fotossensivel, esta etapa foi realizada em ambiente escuro.
Apos a lavagem da placa, foram adicionados 100 uL de estreptoavidina-HRP em cada pogo.
A placa foi coberta com papel aluminio, e incubada em temperatura ambiente por 20 minutos.

Apds o tempo, a placa foi lavada 3 vezes com tampédo de lavagem. Em seguida, foi
preparado o substrato, também em ambiente escuro, mediante a adicdo, em um béquer de
vidro, de 5 mL do Reagente A e 5SmL do Reagente B. Foram adicionados 100 uL do substrato
em cada poco e a placa foi tampada, coberta com papel aluminio, e incubada em temperatura
ambiente por 20 minutos.

Logo apos, foram adicionados em cada pogo, 50 pL da solugdo de parada (stop
solution), disponibilizada no kit para dosagem de citocina, e a placa foi imediatamente lida

em espectrofotdbmetro, a um comprimento de onda de 450 nm.

3.5.8.7 Determinagéo dos resultados

Apos a leitura das absorbancias do padrdo diluido de 1 a 1:1024 e das amostras,
construiu-se a curva de calibracdo do padrdo (absorbéncia vs. concentra¢do do padrdo), com o
auxilio do software GraphPad Prism (versdo 6.01). A partir da curva de calibracdo,
determinaram-se as concentracdes de citocinas. Em seguida, foi determinada a razdo entre a
concentracéo de citocinas e 0 peso da amostra (em mg), e o resultado final foi expresso como
citocinas / mg de fundo géstrico. A Figura 24 ilustra, de modo geral, o principio do método
de deteccgdo de citocinas nas amostras de fundo géstrico.
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Figura 24 — Representagdo esquematica do ensaio para deteccédo de citocinas.
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Legenda: Sequéncia metodoldgica de adicdo de anticorpos primarios e secundarios e compostos amplificadores
de sinal para determinacéo de citocinas. HRP: Horseradish peroxidase. Fonte: Adaptado de Vance et al. (2016).

3.5.9 Anélise da densidade de neurénios mioentéricos

O protocolo de anélise da densidade de neurbnios do plexo mioentérico foi realizado,
de forma adaptada, de acordo com Gabella (1969). No sétimo dia ap6s a inducdo de caquexia,
ou tratamento com solucgéo salina, os ratos foram alojados em gaiolas metabdlicas, para jejum

noturno por um periodo de 12 horas, com inicio as 18:00 horas.

3.5.9.1 Coleta dos 6rgdos gastrintestinais

No dia seguinte, ap6s as 12 horas, em cada animal foi administrado o anestésico local,
lidocaina, a uma dose de 10 mg/kg, por via intraperitoneal, e, em seguida, 0 anestésico
tiopental sodico, a uma dose letal de 150 mg/kg de peso, por via intraperitoneal. Com o
auxilio de pinga-dentada e tesoura cirurgica, foi feita uma laparotomia. Realizou-se uma
seccdo proxima aos esfincteres cardico e pilorico, e o estbmago foi removido e colocado em
um recipiente com tampa, devidamente identificado e preenchido com solucéo de Krebs, cuja

composicao encontra-se mostrada no Quadro 10.
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Quadro 10 — Compostos utilizados no preparo da solucéo nutritiva de Krebs.

Componente Formula quimica Concentracéo (M)

Cloreto de sodio NaCl 0,120714
Cloreto de potéssio KCI 0,0059
Cloreto de magnésio MgCl>*6H20 0,0012
Cloreto de célcio CaCl2*2H20 0,0025

Fosfato de sodio monobasico NaH2PO4 0,001356

Bicarbonato de sédio NaHCOs3 0,015517
Glicose CesH1208 0,0115

Legenda: O asterisco (*) indica a quantidade de moléculas de agua presentes na composicdo. M: molar. Fonte:
Adaptado de Silva, Natali e Prado (2008).

Logo apos, o intestino delgado foi cuidadosamente removido dos anexos mesentéricos
estendido até a regido da juncao ileocecal, e dividido em trés partes iguais. A porcdo final da
terca parte, correspondente ao ileo, foi coletada e colocada também em um recipiente com
tampa preenchido com solu¢do de Krebs, conforme citado no paragrafo anterior.

Em seguida, localizou-se o intestino grosso e, com o auxilio de pinca e tesoura para a
remocdo dos tecidos anexos, a porcao correspondente ao célon foi coletada e acondicionada
em um recipiente com tampa e preenchido com solucdo de Krebs. Todos os 06rgaos

permaneceram imersos na solugdo nutritiva por 1 hora, em temperatura ambiente (25 °C).

3.5.9.2 Preparo, lavagem dos 6rgéos e acondicionamento no meio de incubagéo

Decorrido o tempo de 1 hora, uma das extremidades de cada 6rgdo coletado foi
cuidadosamente amarrada e fechada com linha. Na outra extremidade introduziu-se uma
seringa preenchida com a solugdo nutritiva, a qual foi despejada no interior do 6rgdo, até a
completa distensdo do mesmo. Ao fim, a abertura foi amarrada para a retengéo da solugéo.

A solucdo nutritiva dos recipientes foi descartada e os mesmos foram preenchidos com
uma nova solucdo. Os oOrgdos preenchidos foram entdo acondicionados nos respectivos
recipientes, por um tempo de 10 a 30 minutos. Apos isso, foram colocados em outros
recipientes preenchidos com solucdo de Krebs-Triton X (0,3%), durante 2 a 10 minutos.

Decorrido esse tempo, os 6rgdos foram colocados em recipientes preenchidos somente
com solucdo de Krebs e, a cada 10 minutos, a solu¢do nutritiva foi descartada e trocada por

uma nova solugdo, por um total de quatro vezes. Ao fim do tempo da ultima troca, os 6rgdos
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foram colocados, por um tempo de 4 horas, em outros recipientes preenchidos com o meio de
incubacdo. Um volume total de 100 mL do meio foi preparado com: 25 mL de nitroblue
tetrazolium (NBT 0,5 mg/mL), 25 mL de tampdo fosfato (0,1 M pH 7,3), 50 mL de agua
destilada, e 0,05 g de dinucleotideo adenina nicotinamida reduzida (NADH 0,5 mg/mL).

Ao final, cada 6rgéo foi retirado do meio de incubagdo, e colocado em uma placa para
anélise sob microscopio estereoscopico, para comprovacdo visual da marcacdo neuronal.
Feito isso, foram colocados prontamente em recipientes preenchidos com formol tamponado a

10%. A Figura 25, a seguir, apresenta as etapas referentes a analise da densidade neuronal.

Figura 25 — Etapas experimentais referentes a analise de neurdnios mioentéricos.
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Legenda: Etapas da técnica de marcacdo histoquimica de neurénios mioentéricos em tecidos gastrintestinais:
manutenc¢do da viabilidade, coloracao, preservacao tecidual, preparo e andlise das laminas. Fonte: Propria.

3.5.9.3 Confeccdo das laminas em microscopia estereoscopica

No dia seguinte, cada 6rgéo foi retirado do recipiente com formol e colocado em uma
placa de Petri. Com o auxilio de pinca ndo-dentada e bisturi, foi seccionada uma pequena
parte do fundo gastrico e o 6rgéo foi recolocado no formol, para a preservacdo do mesmo. A
parte do fundo do estdmago seccionada foi limpa com PBS e posicionada na placa com a
camada mucosa voltada para cima.

Com o uso de pincas cirargicas, em um microscopio estereoscopico, a camada mucosa
e submucosa foi cuidadosamente removida. Em seguida, a borda mesentérica foi seccionada
com um bisturi, e o tecido foi colocado em um microtubo preenchido com PBS. O mesmo

procedimento foi repetido com o ileo e o colon coletados.
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Em seguida, o tecido acondicionado no microtubo foi retirado e colocado em uma
lamina de vidro, previamente higienizada e identificada em uma das extremidades com um
pincel marcador permanente. Sobre o tecido foram colocadas duas gotas de PBS para a
distensdo do mesmo, o qual foi posicionado adequadamente com o auxilio de um microscopio
estereoscopico. Feito isso, pequenos pedaco de papel filtro foram colocados sucessivamente
nas bordas do tecido para a absorgéo e remocao completa do PBS.

Logo apos, foi colocada de uma a duas gotas de glicerina tamponada a 70% sobre o
tecido distendido na lamina, o qual foi coberto com laminula de vidro, previamente
higienizada com &lcool. As bordas da laminula foram seladas com esmalte de coloragdo
transparente e a lamina foi posta para secagem em temperatura ambiente, a 25 °C,
preferencialmente na posicdo horizontal para o ndo extravasamento acidental da glicerina, ou

acumulo da mesma em uma Unica regido da lamina.

3.5.9.4 Anélise das laminas em microscopia 6ptica e calculo dos resultados

Cada lamina foi analisada em microscopio 6ptico (Olympus CX41), e foi realizada a
contagem de neurdnios presentes em um total de 40 campos de ganglios neuronais,
observados sob aumento de 1000x. A densidade neuronal foi determinada pela média da
contagem absoluta de neurénios, de acordo com a férmula apresentada no Quadro 11.

Quadro 11 — Férmula empregada para a determinacéo da densidade neuronal.

2 (cpl,cp 2 ...cp40)

DN =
40

Legenda: DN: Densidade Neuronal; 2 Somat6rio; cp: campo microscopico observado. Fonte: Prépria.
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3.6 Farmacos, reagentes e células tumorais AH-130

Os farmacos utilizados para o tratamento dos animais experimentais: atenolol e win
55,212-2, os compostos utilizados no protocolo de esvaziamento gastrico: acetaminofeno,
cloreto de sddio, hidroxido de potassio, dimetilfenol e metaperiodato de sodio, e 0s
anestésicos cetamina e xilazina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Também foram obtidas da mesma fonte o carbacol e as substancias utilizadas no
preparo da solucdo de Tyrode, empregada no protocolo de contratilidade in vitro, e da solucdo
de nutritiva de Krebs, usada na determinacdo de neurdnios mioentéricos: cloreto de sodio,
cloreto de potéassio, cloreto de magnésio, cloreto de célcio, fosfato de sédio monobasico,
bicarbonato de sédio e glicose. As células tumorais de hepatoma-ascite (Yoshida AH-130)
foram gentilmente doadas pelo Professor Doutor Emidio Marques de Matos Neto, do

departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

3.7 Andlise estatistica

Os dados referentes aos graficos de variacdo de peso corporal, consumo alimentar,
indice de caquexia, esvaziamento gastrico (curva de concentracdo de acetaminofeno vs.
tempo), e contratilidade in vitro (curva de concentracdo de carbacol vs. porcentagem de
contracao) foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.).

Enquanto que os dados referentes ao grafico de contratilidade in vitro (log da
concentracdo efetiva de carbacol que causou 50% da resposta maxima, CE50) foram
expressos como mediana [(percentil 25%) — (percentil 75%)].

A variancia entre as medias dos grupos experimentais foi analisada através de Teste t-
Student ndo pareado (para as variacdes dentro de dois grupos independentes), ANOVA one-
way (para as varia¢@es dentro de trés ou mais grupos em funcdo de um paradmetro) e ANOVA
two-way (para as varia¢des dentro de trés ou mais grupos em funcao de dois parametros).

Estes dois altimos foram seguidos de teste de Tukey (post-hoc), para a determinagéo
da significancia entre as médias. As diferencas com p<0,05 foram consideradas significativas.
As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism, versdo 6.01 para

Windows.



Resultados
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo de alteracdes fisiologicas de ratos com caquexia

411 Variagdo do consumo alimentar de ratos com caquexia

A Figura 26-A apresenta o consumo alimentar diario em funcdo dos grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparacdo ao grupo “Controle”, o grupo
“Caquexia” (CQX) mostrou uma redugdo estatisticamente significativa (p<0,05) na ingestao
alimentar no 5° dia (25,1 + 0,7 g vs. 15,0 £ 0,7 g); 6°dia (25,0 £ 2,1 gvs. 159+ 1,2 g) e 7° dia
(27,7£1,29vs. 129+ 0,99).

A Figura 26-B apresenta a variacdo total de consumo alimentar para 0s grupos
experimentais. Observou-se que, em comparagdo ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia”
mostrou uma diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) na variagdo de consumo

alimentar (5,4 £2,3gvs.-59+26(Q).

Figura 26 — Perfil de consumo alimentar de ratos com caquexia induzida.
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Legenda: Valores médios de consumo alimentar diario (em A), e varia¢do (A) de consumo alimentar (em B)
referentes aos grupos Controle (n=4) e Caquexia (n=4). Os dados foram expressos como média + erro padréo da
média (e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de teste de Tukey (em A), e Teste t-
Student ndo pareado (em B). *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). A linha tracejada (em A) representa a
inducdo de caquexia, realizada apés a coleta dos dados referentes ao consumo basal Fonte: Propria.



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 85

4.1.2  Variacdo de peso corporal e indice de caguexia (IC%) dos animais experimentais
com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130

A Figura 27-A apresenta os valores da variacdo de peso corporal em funcdo dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparacdo ao grupo “Controle”, o
grupo “Caquexia” (CQX) mostrou uma variacdo negativa estatisticamente significativa
(p<0,05) no peso corporal (11,2 = 1,3 gvs. -27,3 + 3,5 Q).

A Figura 27-B apresenta os valores do Indice de caquexia (IC%) em funcdo dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparacdo ao grupo “Controle”, o
grupo “Caquexia” mostrou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) no indice de
caquexia (0,1 + 0,5% vs. 38,5 £+ 2,1%).

Figura 27 — Delta de peso corporal e Indice de caquexia dos animais com caquexia induzida.
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Legenda: Valores médios da variagido de peso corporal (em A), e do indice de Caquexia (IC%) (em B)
referentes aos grupos experimentais Controle (n=9) e Caquexia (CQX, n=8). Os dados foram expressos como
média + erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados estatisticamente por Teste t-Student ndo pareado (em A e B).
g: gramas. *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). Fonte: Propria.
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4.2 Validacdo do teste de absor¢do de acetaminofeno como meétodo de estudo do

esvaziamento gastrico

4.2.1  Efeito de variagdes volumétricas nas amostras-testes sobre a sensibilidade do teste de

absorcédo de acetaminofeno.

A Figura 28 apresenta os valores das concentracdes séricas de acetaminofeno em
funcdo dos grupos experimentais representados pelas aliquotas de soro. Em comparacao ao
grupo “AL 2007, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) nos
grupos: “AL 125 (109,6 £ 1,2 ug/mL vs. 124,2 + 3,7 ug/mL), “AL 100” (109,6 £+ 1,2 ug/mL
vs. 1145 + 30,5 pg/mL), “AL 75” (109,6 £ 1,2 ug/mL vs. 1175 + 17,7 pg/mL), “AL 50~
(109,6 £ 1,2 pg/mL vs. 126,7 £ 6,1 pg/mL), e “AL 25” (109,6 £ 1,2 pg/mL vs. 124,2 + 15,8
pg/mL).

Figura 28 — ConcentracBes séricas de acetaminofeno determinadas a partir de variacGes

volumeétricas nas amostras de soro.
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Legenda: Valores médios de acetaminofeno referentes aos grupos experimentais: AL 200, AL 125, AL 100,
AL 75, AL 50, e AL 25. Os dados foram expressos como média * erro padrao da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey. AL: aliquota. ug/dL: micrograma por
decilitro. uL: microlitro. Fonte: Propria.



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 87

4.2.2  Efeito da administracdo da solucdo teste de acetaminofeno sobre os marcadores

bioquimicos de funcdo hepética de ratos

As Figuras 29-A e 29-B apresentam os valores de aminotransferases em fungdo dos
grupos experimentais. Em comparagdo ao grupo “Veiculo”, o grupo “Acetaminofeno 100
mg/kg”, ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05), tanto para
TGO/AST (228,3 £ 17,0 U/L vs. 221,7 £ 3,4 U/L), quanto para TGP/ALT (58,0 + 4,6 U/L vs.
59,5+ 5,1 U/L).

A Figura 29-C apresenta os valores de albumina em funcéo dos grupos experimentais.
Em comparagdo ao grupo “Veiculo”, o grupo ‘“Acetaminofeno 100mg/kg”, ndo mostrou

diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) (1,8 + 0,1 g/dL vs. 1,8 £ 0,1 g/dL).

Figura 29 — Marcadores bioquimicos de funcdo hepatica de ratos normais apds a

administracdo da solucdo teste de acetaminofeno.
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Legenda: Valores médios de transaminase glutdmico oxalacética (TGO/AST, em A), transaminase glutdmico
pirdvica (TGP/ALT, em B), e albumina (em C), referentes aos grupos experimentais Veiculo (n=4) e
Acetaminofeno 100 mg/kg (n=4). Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (e.p.m), e
analisados estatisticamente por Teste t-Student ndo pareado (em A, B e C). Fonte: Propria.
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4.2.3  Efeito de variagbes negativas prévias da volemia sobre o esvaziamento gastrico de
ratos

A Figura 30 apresenta os valores médios das concentrages de acetaminofeno em
funcdo dos grupos experimentais. Ndo foram observadas variacfes nas concentracdes de
acetaminofeno quando se comparou 0 grupo “Sem sangria” ao grupo “Com sangria” (158,7
1,1 ng/mL vs. 117,5 £ 19,9 pg/mL).

Figura 30 — Concentracdes séricas de acetaminofeno de ratos normais submetidos a uma

modulacdo negativa prévia da volemia.
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Legenda: Valores médios de acetaminofeno relativos aos grupos experimentais “Sem sangria” (n=3), e “Com
sangria” (n=3). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por Teste t-Student ndo pareado. Fonte: Propria.
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4.3 Caracterizacéo de alteragdes gastrintestinais de ratos com caquexia

4.3.1  Perfil de esvaziamento gastrico in vivo de ratos com caquexia induzida

A Figura 31-A apresenta as concentra¢cbes médias de acetaminofeno, em fungéo dos
seis pontos de tempo, obtidas para 0s grupos experimentais. Em comparagdo ao grupo
“Controle”, foi observado que o grupo “Caquexia” (CQX) apresentou aumento significativo
(p<0,05) nas concentracBes séricas de acetaminofeno nos tempos: 15 minutos (90,1 + 10,9
pug/mL vs. 128,5 £+ 8,3 ug/mL), 30 minutos (85,7 + 10,8 pug/mL vs. 125,6 + 10,9 ug/mL), 60
minutos (73,9 £ 4,9 pg/mL vs. 111,5 £ 16,3 pg/mL) e 120 minutos (44,8 + 7,4 ug/mL vs. 85,5
+ 11,9 pg/mL).

Na Figura 31-B sdo apresentados os valores médios da area sob a curva (AUC) em
fungéo dos grupos experimentais. Comparado ao grupo “Controle”, observou-se um aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) na AUC dos ratos do grupo “Caquexia” (12.349,8
890,5 pug x min/mL vs. 20.360,2 + 1.970,9 ug x min/mL).

Figura 31 — Perfil de esvaziamento gastrico de ratos com caquexia.
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Legenda: Curvas de concentraces de acetaminofeno vs. tempo (em A) e Valores de area sob a curva (AUC)
(em B) referentes aos grupos experimentais Controle (n=5) e Caquexia (CQX, n=6). Os dados foram expressos
como media * erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de
teste de Tukey (em A), e Teste t-Student ndo pareado (em B). *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). Fonte:
Propria.

4.3.2  Perfil de contratilidade in vitro de tiras isoladas de fundo géastrico de ratos com

caquexia ao estimulo colinérgico com carbacol

A Figura 32-A apresenta as porcentagens médias de contracdo de tiras isoladas de
fundo gastrico, em funcdo de concentracdes cumulativas de carbacol, para os grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em compara¢do ao grupo “Controle”, o grupo
“Caquexia” (CQX) mostrou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na
porcentagem de contracdo referente & concentracdo de carbacol (em log) de -6 M (43,2 +
6,3% vs. 63,2 + 5,5%).

A Figura 32-B apresenta os valores medianos das concentracdes de carbacol (em log)
que ocasionaram metade (50%) da resposta maxima (CE50), para 0s grupos experimentais.
Foi possivel observar que, em comparag@o ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia” mostrou
uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) da CE50: -5,8 M [(-6,0 M) — (-5,6 M)]
vs. -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)].
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Figura 32 — Contratilidade de tiras isoladas de fundo géstrico de ratos com caquexia.
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Legenda: Curvas sigmoides de porcentagens de contragdo de tiras de fundo gastrico em funcéo de concentragdes
cumulativas de carbacol (em log), -9 M a -3 M (em A), e Valores de CE50 (em B), referentes aos grupos
experimentais Controle (n=6) e Caquexia (CQX, n=5). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da
média (e.p.m.) (em A) e mediana [(percentil 25%) — (percentil 75%)] (em B), e analisados estatisticamente por
ANOVA two-way, seguido de teste de Tukey (em A), e Teste t-Student ndo pareado (em B). M: molar. *: p<0,05
(Em A e B: CQX vs. Controle). Fonte: Propria.

A Figura 33 apresenta os registros da resposta contratil de tiras isoladas de fundo
gastrico, que relacionam a tensdo (em grama-forca, gf) em funcdo do estimulo colinérgico
cumulativo (CCh -9 M a -3 M, em log), em sucessivos pontos de tempo, para 0S grupos

experimentais: “Controle” e “Caquexia”.
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Figura 33 — Registros originais da contratilidade in vitro de tiras de fundo gastrico de ratos com caquexia.
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Legenda: Tragados produzidos pela resposta contratil de tiras isoladas de fundo gastrico, frente ao estimulo colinérgico cumulativo (em log: -9 M a -3 M), referentes aos
grupos experimentais Controle (em A) e Caquexia (em B). gf: grama-for¢a. min: minutos. mM: milimolar. M: molar. Escala: 0,3gf: 0,3min. Fonte: Propria.
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4.3.3  Perfil de contratilidade in vitro de segmentos de duodeno de ratos com caquexia ao

estimulo colinérgico com carbacol

A Figura 34-A apresenta as porcentagens médias de contracdo de segmentos de
duodeno, em funcdo de concentracGes cumulativas de carbacol, para os grupos experimentais.
Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia” (CQX)
ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) nas porcentagens de
contragdo, para cada concentracdo de carbacol, em log: -9 M (0,0 = 0,0% vs. 0,0 + 0,0%), -8
M (18,1 + 2,6% vs. 13,5 + 9,8%), -7 M (20,2 + 2,8% vs. 30,3 + 7,6%), -6 M (47,0 + 4,7% vs.
52,7+ 7,1%), -5 M (85,9 + 4,8% vs. 87,8 + 4,2%), -4 M (100,0 £ 0,0% vs. 100,0 + 0,0%), e -3
M (100,0 £ 0,0% vs. 100,0 + 0,0%).

A Figura 34-B mostra as concentragdes de carbacol (em log) que ocasionaram metade
(50%) da resposta maxima (CE50), para 0s grupos experimentais. Observou-se que, em
comparacdo ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia” ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) na CE50: -6,0 M [(-6,3 M) — (-5,8 M)] vs. -5,9 M [(-6,3 M) — (-5,8 M)].

Figura 34 — Contratilidade de segmentos de duodeno de ratos com caquexia.
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Legenda: Curvas sigmoides de porcentagem de contracdo de segmentos de duodeno em funcdo de
concentragdes cumulativas de carbacol (em log), de -9 M a -3 M (em A), e Valores de CE50 (em B), referentes
aos grupos experimentais Controle (n=6) e Caquexia (CQX, n=5). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média (e.p.m.) (em A) e mediana [(percentil 25%) — (percentil 75%)] (em B), e analisados
estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de teste de Tukey (em A), e Teste t-Student ndo pareado (em B).
Fonte: Prépria.

A Figura 35 apresenta 0s registros da resposta contratil de segmentos de duodeno, que
relacionam a tensdo (em grama-forca, gf) em funcdo do estimulo colinérgico cumulativo
(CCh -9 M a -3 M, em log), em sucessivos pontos de tempo, para 0s grupos experimentais:

“Controle” e “Caquexia”.
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Figura 35 - Registros originais da contratilidade in vitro de segmentos de duodeno de ratos com caquexia.
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Legenda: Tracados produzidos pela resposta contratil de segmentos de duodeno, frente ao estimulo colinérgico cumulativo (em log: -9 M a -3 M), referentes aos grupos
experimentais Controle (em A) e Caquexia (em B). gf: grama-forga. min: minutos. mM: milimolar. M: molar. Escala: 0,3gf: 0,3min. Fonte: Prdpria.
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4.3.4  Concentragdes de citocinas em fundo géstrico de ratos com caquexia

As Figuras 36-A, 36-B e 36-C apresentam os valores médios das concentragdes de
citocinas em amostras de fundo gastrico para 0s grupos experimentais. Foi possivel observar
que, em comparacdo ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia” (CQX) ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas (p>0,05), para: IL-1p (26,5 = 2,7 citocina/mg de
fundo géstrico vs. 34,3 £ 4,6 citocina/mg de fundo gastrico), IL-6 (5,7 + 0,7 citocina/mg de
fundo gastrico vs. 8,2 + 2,0 citocina/mg de fundo géstrico), e TNF-a (25,6 + 1,3 citocina/mg

de fundo gastrico vs. 27,2 £ 11,7 citocina/mg de fundo gastrico).

Figura 36 — Concentracgdes de citocinas em fundo gastrico de ratos com caquexia.
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Legenda: Concentracdo de interleucina 1-beta (IL-1B, em A), interleucina 6 (IL-6, em B) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o, em C) em amostras de fundo gastrico referentes aos grupos experimentais Controle (n=4) e
Caquexia (CQX, n=5). Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por Teste t-Student ndo pareado (em A, B e C). Fonte: Propria.
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4.4 Participacdo de receptores pl-adrenérgicos sobre alteracbes fisiologicas e

gastricas de ratos com caquexia

44.1 Efeito da administracdo de atenolol sobre o consumo alimentar de ratos com

caquexia induzida

A Figura 37-A apresenta o consumo alimentar diario referente aos grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o
grupo “Caquexia + Atenolol” (CQX+ATN) nao apresentou diferencas estatisticamente
(p>0,05) significativas no consumo alimentar diério no 5° dia (15,0 £ 0,7 g vs. 22,1 + 0,9 g),
6°dia (159+1,29vs. 20,4+09¢g)e7°dia(129+09gvs. 14,4 +1,80).

A Figura 37-B mostra a variacdo (A) de consumo alimentar para 0S Qrupos
experimentais. Observou-se que, em comparagdo ao grupo “Caquexia”, o grupo “Caquexia +
Atenolol” n3o mostrou diferencas estatisticamente (p>0,05) significativas na variagdo de
consumo alimentar (-5,9 £ 2,6 g vs. -7,9 = 3,2 g). Ademais, em compara¢do ao grupo
“Atenolol” (ATN), o grupo “Caquexia + Atenolol” mostrou uma reducdo estatisticamente

significativa (p<0,05) na variacdo de consumo alimentar (3,3 + 1,8 gvs.-7,9 £ 3,2 ).

Figura 37 — Consumo alimentar de ratos com caquexia induzida, e previamente submetidos

as administracOes diarias com atenolol.
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Legenda: Valores médios de consumo alimentar didrio (em A), e da variacdo de consumo alimentar (em B)
referentes aos grupos experimentais: Controle (n=4), Caquexia (CQX, n=4), Atenolol (ATN, n=7), e Caquexia +
Atenolol (CQX+ATN, n=5). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), e
analisados estatisticamente por ANOVA two-way seguido de teste de Tukey (em A), e ANOVA one-way
seguido de teste de Tukey (em B). *: p<0,05 (Em A: CQX vs. Controle. Em B: CQX vs. Controle / CQX+ATN
vs. ATN). A linha tracejada (em A) representa a inducéo de caquexia, a qual foi realizada apds a coleta dos
dados referentes ao consumo basal. Fonte: Propria.

4.4.2  Efeito da administracdo de atenolol sobre a variacdo de peso corporal e indice de

caquexia (IC%) de ratos com caquexia induzida

A Figura 38-A apresenta os valores de variagdo no peso corporal para 0s grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), 0
grupo “Caquexia + Atenolol” (CQX+ATN) apresentou uma diminuicdo estatisticamente
significativa (p<0,05) na variacéo de peso corporal (-27,3 £ 3,5 g vs. -43,3 + 6,2 Q).

Ademais, em comparacao ao grupo “Atenolol” (ATN), o grupo “Caquexia + Atenolol”
apresentou uma reducédo estatisticamente significativa (p<0,05) na varia¢do de peso corporal
(-12,5 £ 25 g vs. -43,3 = 6,2 g). Observou-se também que, em comparagdo ao grupo
“Controle”, o grupo “Atenolol” mostrou uma reducao significativa (p<0,05) na variacdo de
peso corporal (11,2 +1,3gvs. -12,5+2,5Q).

A Figura 38-B apresenta os valores de indice de caquexia (IC%) em funcdo dos
grupos experimentais. Observou-se gque, em comparagdao ao grupo “Caquexia”, o grupo
“Caquexia + Atenolol” ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em
relacdo ao indice de caquexia (38,5 = 2,1% vs. 34,1 + 2,3%). Observou-se também que, em
comparagdo ao grupo “Atenolol”, o grupo “Caquexia + Atenolol” mostrou um aumento

estatisticamente significativo (p<0,05) no indice de caquexia (-0,1 + 0,8 % vs. 34,1 + 2,3%).
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Figura 38 — Variacdo no peso corporal e indice de caquexia de ratos com caquexia induzida,

e previamente submetidos as administragdes didrias com atenolol.
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Legenda: Valores médios da variagio de peso corporal (em A), e indice de Caquexia (IC%) (em B), referentes
aos grupos experimentais Controle (n=9), Caquexia (CQX, n=8), Atenolol (ATN, n=8) e Caquexia + Atenolol
(CQX+ATN, n=9). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em A e B). *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs.
Controle / CQX+ATN vs. ATN). y: p<0,05 (Em A: ATN vs. Controle). #: p<0,05 (Em A: CQX+ATN vs. CQX).

Fonte: Propria.



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 100

4.4.3 Efeito da administracdo de atenolol sobre o processo de esvaziamento gastrico in

vivo de ratos com caquexia induzida

A Figura 39-A apresenta as concentragcbes médias de acetaminofeno, em fungéo dos
seis pontos de tempo, para 0S grupos experimentais. Foi possivel observar que, em
comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o grupo “Caquexia + Atenolol” (CQX+ATN)
apresentou uma reducgdo estatisticamente significativa (p<0,05) nas concentracbes de
acetaminofeno, nos seguintes pontos de tempo: 15 min. (128,5 £ 8,3 ug/mL vs. 78,9 + 13,0
pg/mL), 30 min. (125,7 + 10,9 pg/mL vs. 83,2 £ 10,6 ng/mL), e 60 min. (111,5 + 16,3 ug/mL
vs. 60,0 £ 3,8 ug/mL).

A Figura 39-B apresenta os valores médios da area sob a curva (AUC) em funcéao dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparag¢do ao grupo “Caquexia”, o
grupo “Caquexia + Atenolol” mostrou uma redugdo estatisticamente significativa (p<0,05) na
AUC (20.360,2 + 1.970,9 pg x min/mL vs. 12.579,20 = 785,3690 ug x min/mL).
Adicionalmente, em comparagdo ao grupo “Atenolol” (ATN), o grupo “Caquexia + Atenolol”
ndo apresentou diferencas estatisticamente (p>0,05) significativas (9.333,0 £ 1.715,3 ug X
min/mL vs. 12.579,2 + 785,4 pug x min/mL).

Figura 39 — Perfil de esvaziamento gastrico de ratos com caquexia induzida, e previamente

submetidos as administracdes diarias com atenolol.
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Legenda: Curvas de concentracdes de acetaminofeno vs. tempo (em A) e Valores de area sob a curva (AUC)
(em B) referentes aos grupos experimentais Controle (n=5), Caquexia (CQX, n=6), Atenolol (ATN, n=5), e
Caquexia + Atenolol (CQX+ATN, n=5). Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.),
e analisados estatisticamente por ANOVA two-way (em A), e ANOVA one-way (em B), ambos seguidos de
teste de Tukey. *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). #: p<0,05 (Em A e B: CQX+ATN vs. CQX). Fonte:
Propria.

4.4.4  Efeito da administragdo de atenolol sobre o perfil de contratilidade in vitro de tiras

isoladas de fundo géastrico de ratos com caquexia induzida

A Figura 40-A apresenta as porcentagens médias de contracdo de tiras isoladas de
fundo gastrico, em funcdo de concentracfes cumulativas de carbacol, para 0s grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), 0
grupo “Caquexia + Atenolol” (CQX+ATN) apresentou uma reducdo estatisticamente
significativa (p<0,05) na porcentagem de contracédo referente a concentracdo de carbacol (em
log) de -6 M (63,2 + 5,5% vs. 46,5 £ 5,7%).

A Figura 40-B apresenta os valores medianos das concentracdes de carbacol (em log)
gue ocasionaram metade (50%) da resposta maxima (CE50), para 0s grupos experimentais.
Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia”, o grupo “Caquexia +
Atenolol” apresentou uma elevagao estatisticamente significativa (p<0,05) na CE50: -6,3 M
[(-6,5 M) — (-6,1 M)] vs. -5,7 M [(-5,8 M) — (-5,7 M)].
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Figura 40 — Contratilidade de tiras isoladas de fundo géstrico de ratos com caquexia induzida,

e administrados previamente com atenolol.
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Legenda: Curvas sigmoides de porcentagens de contragdo de tiras de fundo gastrico em funcéo de concentragfes
cumulativas de carbacol (em log), de -9 M a -3 M (em A), e Valores da CE50 (em B), referentes aos grupos
experimentais Controle (n=6), Caquexia (CQX, n=5), Atenolol (ATN, n=6) e Caquexia + Atenolol (CQX+ATN,
n=5). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) (em A) e mediana [(percentil 25%)
— (percentil 75%)] (em B), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de teste de Tukey (em
A), e ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em B). M: molar. *: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle).
#: p<0,05 (Em A e B: CQX + ATN vs. CQX). Fonte: Propria.

A Figura 41 apresenta os registros da resposta contratil de tiras de fundo gastrico, que
relacionam a tensdo (em grama-forca, gf) em funcdo do estimulo colinérgico cumulativo
(CCh -9M a -3M, em log), em sucessivos pontos de tempo, para 0s grupos: “Controle” (em
A), “Caquexia” (em B); “Atenolol” (em C) e “Caquexia + Atenolol” (em D).
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Figura 41 — Registros originais da contratilidade in vitro de tiras de fundo géastrico de ratos com caquexia, submetidos as administracoes

diarias de atenolol.
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Legenda: Tragados produzidos pela resposta contratil de tiras isoladas de fundo gastrico, frente ao estimulo colinérgico cumulativo (em log: -9 M a -3 M), referentes aos
grupos experimentais Controle (em A), Caquexia (em B), Atenolol (em C), e Caquexia + Atenolol (em D). gf: grama-for¢ca. min: minutos. mM: milimolar. M: molar. Escala:
0,3gf: 0,3min. Fonte: Propria.
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4.5 Envolvimento de vias neurais parassimpéticas sobre alteragdes fisioldgicas e

gastricas de ratos com caguexia

45.1 Efeito da vagotomia troncular subdiafragmética sobre o consumo alimentar de ratos

com caquexia induzida

A Figura 42-A apresenta o consumo alimentar diério referente aos grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o
grupo “Vagotomia + Caquexia” (VGX+CQX) ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) na ingestdo alimentar no 5° dia (15,0 + 0,7 g vs. 21,6 £ 1,3 g), 6° dia
(159+£1,29gvs.21,2+1,4Q9),e7°dia(129+0,9gvs. 18,2+ 2,9 g).

A Figura 42-B mostra a variacdo (A) de consumo alimentar para 0S grupos
experimentais. Observou-se que, em comparagdo ao grupo “Caquexia”, o grupo “Vagotomia
+ Caquexia” ndo apresentou diferencas estatisticamente (p>0,05) significativas na variagdo de
consumo alimentar (-5,9 + 2,6 g vs. £ -11,5 £ 2,1 g). Ademais, em comparagdo ao grupo
“Vagotomia” (VGX), o grupo “Vagotomia + Caquexia” mostrou uma redugdo significativa

(p<0,05) na variacdo de consumo alimentar (1,5+0,9gvs. -11,5+ 2,1 g).

Figura 42 — Consumo alimentar de ratos com caquexia induzida, e previamente submetidos a

vagotomia troncular subdiafragmaética.
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Legenda: Valores médios de consumo alimentar didrio (em A), e da variacdo de consumo alimentar (em B)
referentes aos grupos experimentais: Controle (n=4), Caquexia (CQX, n=4), Vagotomia (VGX, n=7), e
Vagotomia + Caquexia (VGX+CQX, n=5). Os dados foram expressos como média £ erro padrdo da média
(e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way seguido de teste de Tukey (em A), e ANOVA one-
way seguido de teste de Tukey (em B). *: p<0,05 (Em A: CQX vs. Controle. Em B: CQX vs. Controle /
VGX+CQX vs. VGX). A linha tracejada (em A) representa a inducdo de caquexia, a qual foi realizada ap6s a
coleta dos dados referentes ao consumo basal. Fonte: Prépria.

45.2 Efeito da vagotomia subdiafragmatica total sobre a variacdo de peso corporal e

indice de caquexia (IC %) de ratos com caquexia induzida

A Figura 43-A apresenta os valores da variacdo de peso corporal em funcdo dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparacdo ao grupo “Caquexia”
(CQX), o grupo “Vagotomia + Caquexia” (VGX+CQX) ndo mostrou uma variagdo
estatisticamente significativa (p>0,05) na variagéo de peso corporal (-27,3 £ 3,5 g vs. -27,0 =
7,4 g). Ademais, em comparagdo ao grupo “Vagotomia” (VGX), o grupo “Vagotomia +
Caquexia” apresentou uma diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) na variagédo de
peso corporal (8,8 + 1,4 gvs. -27,0+7,4 Q).

A Figura 43-B apresenta os valores de indice de caquexia (IC%) para 0s grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia”, o grupo
“Vagotomia + Caquexia” apresentou uma reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) no
indice de caquexia (38,5 £ 2,1% vs. 32,4 = 1,7 %). Observou-se também que, em comparacao
ao grupo “Vagotomia”, o grupo “Vagotomia + Caquexia” mostrou um aumento

estatisticamente significativo no indice de caquexia (0,1 £ 0,5 % vs. 32,4 + 1,7%).
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Figura 43 — Variacdo do peso corporal e indice de caquexia de ratos com caquexia induzida,
e previamente submetidos a vagotomia troncular subdiafragmatica.
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Legenda: Valores médios da variacdo de peso corporal (em A), e do indice de Caquexia (IC%) (em B)
referentes aos grupos experimentais Controle (n=9), Caquexia (CQX, n=8), Vagotomia (VGX, n=6) e
Vagotomia + Caquexia (VGX+CQX, n=9). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em A e B). g: gramas.

*: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle / VGX+CQX vs. VGX). #: p<0,05 (Em B: VGX+CQX vs. CQX).
Fonte: Prépria
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453 Efeito da vagotomia troncular subdiafragmatica sobre o processo de esvaziamento

géstrico in vivo de ratos com caquexia induzida

A Figura 44-A apresenta as concentracfes médias de acetaminofeno, em funcdo dos
seis pontos de tempo, obtidas para 0s grupos experimentais. Foi possivel observar que, em
comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o grupo “Vagotomia + Caquexia” (VGX+CQX)
apresentou uma redugdo estatisticamente significativa (p<0,05) nas concentracdes de
acetaminofeno, nos seguintes pontos de tempo: 15 min. (128,5 + 8,3 pug/mL vs. 88,9 + 9,9
pug/mL), e 240 min. (61,9 + 15,0 pg/mL vs. 18,6 £ 5,8 ug/mL).

A Figura 44-B apresenta os valores médios da area sob a curva (AUC) em funcéao dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia”, o
grupo “Vagotomia + Caquexia” mostrou uma diminui¢do estatisticamente significativa
(p<0,05) da AUC (20.360,2 + 1.970,9 pug x min/mL vs. 13.414,0 £ 1.112,9 ug x min/mL).
Adicionalmente, em comparagdo ao grupo “Vagotomia” (VGX), o grupo “Vagotomia +
Caquexia” ndo apresentou diferencas estatisticamente (p>0,05) significativas (12.405,7 *
1.211,7 pg x min/mL vs. 13.414,0 = 1.112,9 pug x min/mL).

Figura 44 — Perfil de esvaziamento gastrico de ratos com caquexia induzida, e submetidos
previamente a vagotomia troncular subdiafragmatica.
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Legenda: Curvas de concentracdes de acetaminofeno vs. tempo (em A) e Valores de area sob a curva (AUC)
(em B) para os grupos Controle (n=5), Caquexia (CQX, n=6), Vagotomia (VGX, n=4), e Vagotomia+Caquexia
(VGX+CQX, n=5). Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por ANOVA two-way (em A), e ANOVA one-way (em B), ambos seguidos de teste de Tukey.
*: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). #: p<0,05 (Em A e B: VGX+CQX vs. CQX). Fonte: Propria.

45.4  Efeito da vagotomia troncular subdiafragmética sobre o perfil de contratilidade in

vitro de tiras isoladas de fundo gastrico de ratos com caquexia induzida

A Figura 45-A apresenta as porcentagens de contracdo de tiras de fundo gastrico, em
funcéo de concentraces cumulativas de carbacol, para os grupos experimentais. Observou-se
que, em comparagdo ao grupo “Caquexia (CQX)”, o grupo “Vagotomia + Caquexia”
(VGX+CQX) apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) na porcentagem de contracao
referente a concentracao de carbacol (em log) de -6 M (63,2 + 5,5% vs. 31,2 + 4,7%).

Observou-se também que, em comparagdo ao grupo “Controle”, o grupo “Vagotomia”
(VGX) apresentou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na porcentagem de
contracdo referente as concentragdes de carbacol (em log) de -7 M (9,6 = 2,9% vs. 32,7 £
5,1%) e -6 M (43,2 £ 6,3% vs. 72,9 + 3,9%).

A Figura 45-B mostra os valores (em log) das concentragdes de carbacol que
produziram metade da resposta maxima (CE50). Observou-se que, em comparagao ao grupo
“Caquexia”, o grupo “Vagotomia + Caquexia” apresentou um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) da CE50: -6,3 M [(-6,5 M) — (-6,1 M)] vs. -5,7 M [(-5,8 M) — (-5,3 M)].

Observou-se que, comparado ao grupo “Controle”, o grupo “Vagotomia” apresentou
uma reducéo significativa (p<0,05) na CE50: -5,8 M [(-6,0 M) — (-5,6 M)] vs. -6,5 M [(-6,7
M) — (-6,5 M)]. Comparado ao grupo “Vagotomia” o grupo “Vagotomia + Caquexia” mostrou

um aumento (p<0,05) na CE50: -6,5 M [(-6,7 M) — (-6,5 M)] vs. -5,7 M [(-5,8 M) — (-5,3 M)].
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Figura 45 — Contratilidade de tiras isoladas de fundo géstrico de ratos com caquexia induzida,

e submetidos previamente a vagotomia subdiafragmatica.
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Legenda: Curvas sigmoides de porcentagens de contragdo de tiras de fundo gastrico em funcéo de concentracdes
cumulativas de carbacol (em log), de -9 M a -3 M (em A), e Valores da CE50 (em B), referentes aos grupos
Controle (n=6), Caquexia (CQX, n=5), Vagotomia (VGX, n=7) e Vagotomia + Caquexia (VGX + CQX, n=5).
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) (em A) e mediana [(percentil 25%) —
(percentil 75%)] (em B), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de teste de Tukey (em A),
e ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em B). M: molar. *: p<0,05 (Em A: CQX vs. Controle. Em B:
CQX vs. Controle / VGX+CQX vs. VGX). y: p<0,05 (Em A e B: VGX vs. Controle). #: p<0,05 (Em A e B:
VGX+CQX vs. CQX). Fonte: Propria.

A Figura 46 apresenta os registros da resposta contratil, em grama-for¢a (gf), de tiras
isoladas de fundo géastrico, em funcdo do estimulo colinérgico cumulativo (CCh -9 M a -3 M,

em log), em sucessivos pontos de tempo, para 0S grupos experimentais.



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em
ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 110

Figura 46 — Registros originais da contratilidade in vitro de tiras isoladas de fundo géastrico de ratos com caquexia induzida, e submetidos

previamente a vagotomia subdiafragmatica.
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Legenda: Tracados, produzidos pela contratilidade de tiras isoladas de fundo gastrico frente ao estimulo colinérgico cumulativo, referentes aos grupos experimentais
Controle (em A), Caquexia (em B), Vagotomia (em C) e Vagotomia + Caquexia (em D). gf: grama-for¢a. min: minutos. mM: milimolar. M: molar. Escala: 0,3gf: 0,3min.
Fonte: Prépria.
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4.6 Papel das vias endocanabinoides sobre alteractes fisiologicas e gastricas de

ratos com caquexia

4.6.1 Efeito da administragdo de win 55,212-2 sobre o consumo alimentar de ratos com

caquexia induzida

A Figura 47-A apresenta o consumo alimentar diério referente aos grupos
experimentais. Foi possivel observar que, em comparagdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o
grupo “Caquexia + Win 55,212-2” (CQX+WIN) n3ao mostrou diferencas estatisticas
significativas (p>0,05) na ingestdo alimentar, no 5° dia (15,0 £ 0,7 g vs. 17,8 + 0,6 g), 6° dia
(159+1,29gvs. 185+1,30),e7°dia(129+0,9gvs. 151+ 1,4 Q).

A Figura 47-B apresenta a variagdo (A) no consumo alimentar para 0S grupos
experimentais. Observou-se que, em comparagao ao grupo “Caquexia”, o grupo “Caquexia +
Win 55,212-2” ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) quanto a
variacdo no consumo alimentar (-5,9 £ 2,6 g vs. -6,4 £ 1,6 g). Ademais, em comparagdo ao
grupo “Win 55,212-2” (WIN), o grupo “Caquexia + Win 55,212-2” apresentou uma redugao

significativa (p<0,05) na variacdo de consumo alimentar (2,2 £ 0,6 g vs. -6,4 £ 1,6 Q).

Figura 47 — Consumo alimentar de ratos com caquexia induzida, e previamente submetidos

as administracGes diarias com win 55,212-2.
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Legenda: Valores médios de consumo alimentar didrio (em A), e da variacdo de consumo alimentar (em B)
referentes aos grupos experimentais: Controle (n=4), Caquexia (CQX, n=4), Win 55,212-2 (WIN, n=7), e
Caquexia + Win 55,212-2 (CQX+WIN, n=7). Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média
(e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way seguido de teste de Tukey (em A), e ANOVA one-
way seguido de teste de Tukey (em B). *: p<0,05 (Em A: CQX vs. Controle. Em B: CQX vs. Controle /
CQX+WIN vs. WIN). A linha tracejada (em A) representa a inducéo de caquexia, a qual foi realizada apds a
coleta dos dados referentes ao consumo basal. Fonte: Prépria.

4.6.2  Efeito da administracdo de win 55,212-2 sobre a variacdo de peso corporal de ratos

com caquexia induzida

A Figura 48-A apresenta os valores da variacdo de peso corporal em funcdo dos
grupos experimentais. Observou-se que, em comparacdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o
grupo “Caquexia + Win 55,212-2” (CQX+WIN) ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) na variagéo de peso corporal (-27,3 £ 3,5 g vs. -36,6 + 4,9 g).

Ademais, em comparagdo ao grupo “Win 55,212-2”, o grupo “Caquexia + Win
55,212-2” nao mostrou diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) na variagdo de peso
corporal (-24,0 + 3,4 g vs. -36,6 £ 4,9 g). Observou-se também que, em comparagdo ao grupo
“Controle”, o grupo “Win 55,212-2” (WIN) mostrou uma varia¢do negativa estatisticamente
significativa (p<0,05) no peso corporal (11,2 + 1,3 g vs. -24,0 + 3,4 Q).

A Figura 48-B apresenta os valores de indice de caquexia (IC%) para 0s grupos
experimentais. Observou-se que, em comparacdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o grupo
“Caquexia + Win 55,212-2” (CQX+WIN) mostrou uma reducéo significativa (p<0,05) no
indice de caquexia (38,5 £ 2,1% vs. 25,8 + 2,7 %).
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Observou-se também que, em comparagdo ao grupo “Win 55,212-2”, o grupo
“Caquexia + Win 55,212-2” mostrou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) no

indice de caquexia (-0,1 £ 1,1 % vs. 25,8 + 2,7 %).

Figura 48 — Variacdo do peso corporal e indice de caquexia de ratos com caquexia induzida,

e previamente submetidos as administracdes diarias com win 55,212-2.
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Legenda: Valores médios da variagio de peso corporal (em A), e do indice de Caquexia (IC%) (em B)
referentes aos grupos experimentais Controle (n=9), Caquexia (CQX, n=8), Win 55,212-2 (WIN, n=7) e
Caquexia + Win 55,212-2 (CQX+WIN, n=7). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.), e analisados estatisticamente por ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em A e B). g: gramas.
*: p<0,05 (Em A: CQX vs. Controle. Em B: CQX vs. Controle / CQX+WIN vs. WIN). y: p<0,05 (Em A: WIN
vs. Controle). #: p<0,05 (Em B: CQX+WIN vs. CQX). Fonte: Propria.
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4.6.3  Efeito da administragdo de win 55,212-2 sobre o processo de esvaziamento gastrico

in vivo de ratos com caquexia induzida.

A Figura 49-A apresenta as concentracbes medias de acetaminofeno, em funcéo dos
seis pontos de tempo, para 0S grupos experimentais. Foi possivel observar que, em
comparag¢do ao grupo “Caquexia” (CQX), o grupo “Caquexia + Win 55,212-2” (CQX+WIIN)
apresentou uma diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) nas concentragdes de
acetaminofeno nos seguintes pontos de tempo: 30 min. (125,7 + 10,9 pg/mL vs. 18,8 + 13,0
pg/mL), 60 min. (111,5 + 16,3 pg/mL vs. 63,1 £ 10,4 ug/mL), e 120 min. (85,5 + 11,9 ng/mL
vs. 48,1 £ 3,4 ug/mL).

A Figura 49-B apresenta os valores médios da area sob a curva (AUC) em funcéao dos
grupos experimentais. Foi possivel observar que, em comparag¢do ao grupo “Caquexia”, o
grupo “Caquexia + Win 55,212-2” apresentou uma diminuigao estatisticamente significativa
(p<0,05) na AUC (20.360,2 = 1.970,9 pg x min/mL vs. 10.965,4 + 1.392,3 ug x min/mL).
Adicionalmente, em comparacgao ao grupo “Win 55,212-2” (WIN), o grupo “Caquexia + Win
55,212-2” (CQX+WIN) ndo apresentou diferencas estatisticamente (p>0,05) significativas
(7.454,8 £ 646,6 pg x min/mL vs. 10.965,4 £ 1.392,3 pug x min/mL).

Figura 49 — Perfil de esvaziamento gastrico de ratos com caquexia induzida, e previamente
submetidos as administracdes diarias com win 55,212-2.
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Legenda: Curvas de concentragdes de acetaminofeno vs. tempo (em A) e Valores de AUC (em B) referentes aos
grupos Controle (n=5), Caquexia (CQX, n=6), Win 55,212-2 (WIN, n=5) e Caquexia + Win 55,212-2
(CQX+WIN, n=5). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados
estatisticamente por ANOVA two-way (em A), e ANOVA one-way (em B), ambos seguidos de teste de Tukey.
*: p<0,05 (Em A e B: CQX vs. Controle). #: p<0,05 (Em A e B: CQX+WIN vs. CQX). Fonte: Propria.

4.6.4  Efeito da administracdo de win 55,212-2 sobre o perfil de contratilidade in vitro de

tiras isoladas de fundo géastrico de ratos com caquexia induzida.

A Figura 50-A apresenta as curvas das porcentagens médias de contracdo de tiras de
fundo gastrico, em funcdo de concentracdes cumulativas de carbacol. Observou-se que, em
comparacdo ao grupo “Caquexia” (CQX), o grupo “Caquexia + Win 55,212-2” (CQX+WIN)
apresentou uma reducéo estatisticamente significativa (p<0,05) na porcentagem de contracédo
para a concentracdo de carbacol (em log) de -6 M (63,2 + 5,5% vs. 38,2 £ 3,9%).

Observou-se também que, em comparacédo ao grupo “Controle”, o grupo “Win 55,212-
2” (WIN) mostrou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na porcentagem de
contracgdo referente a concentracéo de carbacol (em log) de -6 M (43,2 £ 6,2 % vs. 60,4 = 7,9).

A Figura 50-B apresenta os valores (em log) das concentragdes de carbacol que
ocasionaram metade da resposta maxima (CE50), para os grupos experimentais. Foi possivel
observar que, em comparagdao ao grupo “Caquexia”, o grupo “Caquexia + Win 55,212-2”
apresentou uma elevacéo estatisticamente significativa (p<0,05) na CE50: -6,3 M [(-6,5 M) —
(-6,1 M)] vs. -5,6 M [(-5,9 M) — (-5,5 M)].

Observou-se que, comparado ao grupo “Controle”, o grupo “Win 55,212-2” mostrou
uma reducéo (p<0,05) na CE50: -5,8 M [(-6,0 M) — (-5,6 M)] vs. -6,5 M [(-6,5 M) — (-6,2 M)].
Comparado ao grupo “Win 55,212-2”, o grupo “Caquexia + Win” mostrou um aumento
significativo (p<0,05) na CE50: -6,5 M [(-6,5 M) — (-6,2 M)] vs. -5,6 M [(-5,9 M) — (-5,5 M)].
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Figura 50 — Contratilidade de tiras isoladas de fundo gastrico de ratos com caquexia induzida,

e previamente submetidos as administracdes didrias com win 55,212-2.
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Legenda: Curvas sigmoides de porcentagens de contragdo de tiras de fundo gastrico em funcéo de concentragdes
cumulativas de carbacol (em log), de -9 M a -3 M (em A), e Valores da CE50 (em B), referentes aos grupos
experimentais Controle (n=6), Caquexia (CQX, n=5), Win 55,212-2 (WIN, n=7), e Caquexia + Win 55,212-2
(CQX+WIN, n=7). Os dados foram expressos como media + erro padrdo da média (e.p.m.) (em A) e mediana
[(percentil 25%) — (percentil 75%)] (em B), e analisados estatisticamente por ANOVA two-way, seguido de teste
de Tukey (em A), e ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey (em B). M: molar. *: p<0,05 (Em A: CQX vs.
Controle. Em B: CQX vs. Controle / CQX+WIN vs. WIN). y: p<0,05 (Em A e B: WIN vs. Controle). #: p<0,05
(Em A e B: CQX+WIN vs. CQX). Fonte: Propria.

A Figura 51 apresenta os registros da resposta contratil de tiras isoladas de fundo
géastrico, que relacionam a tensdo (em grama-forca, gf) em fungdo do estimulo colinérgico
cumulativo (CCh -9M a -3M, em log), em sucessivos pontos de tempo, para 0S grupos:

“Controle” (em A), “Caquexia” (em B), “Win” (em C) e “Caquexia + Win” (em D).
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Figura 51 — Registros originais da contratilidade in vitro de tiras isoladas de fundo gastrico de ratos com caquexia induzida, e submetidos

previamente as administracdes diérias de win 55,212-2.
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Legenda: Tragados, produzidos pela contratilidade de tiras isoladas de fundo gastrico frente ao estimulo colinérgico cumulativo, referentes aos grupos experimentais
Controle (em A), Caquexia (em B), Win (em C) e Caquexia + Win (em D). gf: grama-forga. min: minutos. mM: milimolar. M: molar. Escala: 0,3gf: 0,3min. Fonte: Prépria.
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5 DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos, constatou-se que a sinalizagdo simpatica em receptores p1,
avaliada atraves de administragdes diarias de atenolol (20 mg/kg, v.0.), mostrou envolvimento
na aceleracdo do esvaziamento gastrico in vivo, segundo as concentracdes de acetaminofeno,
e no aumento da responsividade de fundo géstrico in vitro, com a curva de concentracdo-
resposta deslocada para a esquerda, nos ratos com caquexia induzida por células de Yoshida
AH-130. Ademais, constatou-se a participacao do nervo vago, analisada através da vagotomia
subdiafragmatica, e da via endocanabinoide, investigada por meio da administracdo diaria de
win 55,212-2 (2 mg/kg, s.c.), na regulacdo do indice de caquexia e da dismotilidade gastrica
in vivo e in vitro, em ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.

No presente trabalho, o estudo da motilidade géstrica, in vivo, foi realizado com o teste
de absorcdo de acetaminofeno, o qual apresenta uma correlacdo adequada com outros
métodos para avaliagio do esvaziamento do estdbmago (NASLUND et al., 2000), pois pode
ser igualmente determinado por fatores que afetam a taxa de esvaziamento, como a atividade
autonémica e enddcrina, variagcdes no volume gastrico, temperatura e pH (HENS et al., 2017).
Além disso, o acetaminofeno corresponde a uma ferramenta farmacoldgica Util, que nédo
favorece resultados falso-positivos, pois, segundo Wang et al. (2019), ndo estimula a secre¢édo
de componentes que podem alterar a motilidade gastrica, como a grelina.

Os resultados iniciais mostraram que 0sS animais experimentais com caquexia induzida
por células tumorais de Yoshida AH-130, apresentaram uma reducdo significativa no
consumo alimentar e na massa corporal, em associa¢do com um elevado indice de caquexia.

Estes achados apresentaram concordancia com aqueles obtidos no estudo de Ohbuchi
et al. (2015), os quais mostraram diminuicOes significativas na ingestdo alimentar e peso
corporal, no sétimo dia apo6s a indugdo de caquexia. Estudos mostraram que, na caguexia
associada ao cancer, o estado catabdlico relaciona-se diretamente com a ativacdo do sistema
nervoso simpatico (LACHOWSKA et al.,, 2016). Tem sido demonstrado também que a
desnutricdo e o catabolismo, na caquexia, sdo associados com uma resisténcia a grelina, uma
vez que a ingestdo alimentar reduzida ¢ mantida (SOLOMOU; KORBONITS, 2014).

ApOs a observagdo das alteragcbes o consumo alimentar, peso corporal e indice de
caquexia, foram definidos delineamentos experimentais para a avaliacdo de possiveis
alteracdes da motilidade géstrica, atraves do teste de absorcdo de acetaminofeno. Este foi

previamente submetido a trés etapas de validacao.
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Dessa forma, verificou-se inicialmente a sensibilidade do teste mediante alteragdes nos
volumes de amostras de soro utilizadas. Os resultados mostraram que o uso de aliquotas
inferiores ao valor padrdao de 200 uL, determinado nos protocolos presentes na literatura, ndo
interferiu na determinacdo das concentracGes de acetaminofeno ao final da anélise, 0 que
permitiu confirmar a sensibilidade do teste, quanto a este parametro.

Esta caracteristica também tem sido observada pelo estudo metodolégico de Afshari e
Liu (1998) no qual foi destacado que a facil reprodutibilidade, simplicidade e o emprego de
um pequeno volume de amostras de soro, juntamente com uma especificidade e sensibilidade
adequadas, torna o teste de absor¢do de acetaminofeno um método apropriado para a rotina de
laboratdrios, com um tempo de andlise inferior a 30 minutos para amostra Unica.

Em seguida, foi investigado o efeito da dose utilizada (100 mg/kg) sobre a funcéo
hepética, avaliada por meio dos parametros bioquimicos: TGO/AST, TGP/ALT e albumina.
Por meio dos resultados obtidos, demonstrou-se que a dose utilizada ndo ocasionou alteracfes
nos marcadores bioquimicos citados. Em funcdo deste resultado, e em comparagdo a dose
empregada no estudo de Ahmed, Mohamad e Khaled (2014), de 3 g/kg ou 3000 mg/kg, por
via oral, para inducdo de danos hepaticos em ratos, a dose usada no presente estudo ndo foi
considerada hepatotoxica.

O teste de absorcdo de acetaminofeno foi executado no presente estudo através de
coletas seriadas de amostras de 700 pL de sangue, em seis pontos de tempo, o que totaliza um
volume de 4,2 mL de sangue coletado ao final do método. Neste sentido, investigou-se se uma
alteracdo da volemia, definida pela coleta de 4,0 mL (~ 4,2 mL), poderia ocasionar possiveis
alteragBes do esvaziamento gastrico.

Os resultados mostraram que a coleta do volume de sangue total, citado anteriormente,
ndo ocasionou alteragdes significativas do esvaziamento gastrico, analisado através das
concentracdes de acetaminofeno, o que viabiliza o emprego do volume coletado no presente
estudo, ao longo dos seis pontos de tempo.

De acordo com Palheta Jr. et al. (2010), alteracbes severas da volemia podem
ocasionar modificagdes no tonus gastrico. Estudos na literatura caracterizam, de forma
diferencial, um estado de hipovolemia, seja através da retirada de 30% (FANG et al., 2006),
40% (HU et al., 2016), ou 50% de sangue dos animais experimentais (HU et al., 2014), cujo
volume total de sangue foi calculado pela relagdo: 6,12 mL/100 g de peso corporal.

No presente estudo, foram utilizados animais com peso médio de 280 gramas, que, de
acordo com a férmula citada anteriormente, resulta em uma meédia de aproximadamente

17,136 mL de sangue total. Portanto, para 0s animais com este peso, a retirada de 4,2 mL de
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sangue total, ao final do teste de absor¢do de acetaminofeno, ndo configura um estado de
hipovolemia, uma vez que este valor é inferior a retirada de 30% (~5,1408 mL), 40%
(~6,8544 mL) e 50% (~8,568 mL) do sangue total destes animais. E importante destacar
também que, mesmo na possivel ocorréncia de uma variacdo no toénus gastrico, frente a
retirada de 4,2 mL de sangue, os animais de todos 0s grupos experimentais foram submetidos
as mesmas condi¢des referentes ao procedimento de coleta.

Ap0s a etapa de validacao do teste de absorcdo de acetaminofeno, este foi empregado
em ratos caquéticos. Os resultados mostraram alteracdo da motilidade géstrica, caracterizada
pela aceleracdo do esvaziamento gastrico em ratos com caquexia induzida por células AH-
130, em comparacao aos ratos normais tratados com solucdo salina 0,9%.

Tem sido descrito na literatura que a ativacdo do sistema nervoso simpatico esta
associada com o desenvolvimento de cagquexia em pacientes com cancer (QUANJUN et al.,
2013). Em adicdo, estudos com animais experimentais demonstraram que a adrenalina e
noradrenalina causaram um aumento das concentragdes circulantes de grelina (IWAKURA et
al., 2011), e que essa elevacao foi observada com a forskolina, um potente ativador da enzima
adenilil ciclase, que mimetiza o efeito da noradrenalina (GAGNON; ANINI, 2012).

Tais achados permitiram estabelecer uma ligag&o entre o estimulo induzido pelo jejum
ou estados severos de restri¢do alimentar, sobre o sistema nervoso simpético, e a consequente
elevacdo de noradrenalina, a qual resulta na liberacdo de grelina do estbmago (GOLDSTEIN
et al.,, 2011). Esta desempenha um papel importante sobre as funcdes gastricas, tais como
aumento da secrecdo e do esvaziamento gastrico (SANGER; FURNESS, 2016).

A realizagdo dos protocolos in vivo foi complementada com a execucao de métodos in
vitro, através de estimulos colinérgicos cumulativos com carbacol, os quais mostraram que as
tiras isoladas de fundo gastrico dos animais com caquexia induzida por células AH-130
apresentaram um aumento da resposta contratil, em comparacdo aquelas provenientes dos
animais pertinentes ao grupo controle, caracterizado por um deslocamento da curva
concentracdo-resposta para a esquerda da curva do grupo controle ndo caquetico.

Sugeriu-se que esta resposta pode ter ocorrido em razdo da grelina liberada pelo
estimulo colinérgico. Este achado é corroborado pelos resultados do estudo de Broglio et al.
(2004), no qual demonstrou-se que as concentragdes de grelina, em humanos, aumentaram
apos a administracdo de piridostigmina, um inibidor da enzima acetilcolinesterase, e
diminuiram apds a administracdo de pirenzepina, um antagonista muscarinico.

Estudos sugeriram que a grelina pode ser capaz de promover contra¢fes gastricas de

fase Ill, tanto centralmente quanto perifericamente, visto que seu receptor, assim como seu
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MRNA, que sdo expressos no hipotdlamo e em todo o trato gastrintestinal, tem sido
relacionado ao processo de fosforilagdo da cadeia leve de miosina (MLC), no musculo liso
(BAl etal., 2017).

De fato, estudos mostraram que sinalizacdo promovida pela grelina causa a ativagédo
da enzima fosfolipase C, e proteina quinase C, e um aumento na quantidade de diacilglicerol e
calcio intracelular (KOJIMA et al., 2001). O célcio livre, juntamente com a calmodulina, por
sua vez, pode ser capaz de ativar proteinas quinases que resultam na fosforilacdo da cadeia
leve de miosina (KAMM; STULL, 1985).

Em oposicéao a estes achados, a realizagdo dos protocolos in vitro, com segmentos de
duodeno de ratos com caquexia induzida por células AH-130, mostrou que estes ndo
apresentaram um aumento significativo da resposta contratil, em comparacdo aqueles
provenientes dos animais do grupo controle. De acordo com o estudo desenvolvido por Lee et
al. (2002), regides do trato gastrintestinal, como antro géstrico, duodeno, jejuno e colon,
apresentam baixa sintese de grelina, em comparacdo com o fundo géstrico, o qual é um dos
principais produtores deste componente neuro-humoral.

Em adicdo, sugeriu-se que este achado pode ser justificado pela manutencdo dos
segmentos de duodeno, isolados em cubas, e privados do contato com a grelina sérica.
Contudo, é importante ponderar que tal fato ndo inviabiliza um possivel aumento da
motilidade duodenal in vivo, uma vez que nestas condi¢cOes, a por¢ao proximal do intestino
delgado encontra-se exposta as concentracdes possivelmente elevadas de grelina na caquexia.

E importante destacar que, além de uma possivel participacdo da grelina, outros
componentes podem estar envolvidos. Estudos mostraram que, tanto no cérebro quando no
plasma, tém sido observadas concentragdes elevadas de triptofano, um componente precursor
da serotonina (5-HT), o qual pode estar diretamente relacionado com o aumento da atividade
serotoninérgica evidenciada no desenvolvimento da caquexia associada ao cancer (SUZUKI
et al., 2013). A serotonina pode aumentar a contracdo do musculo liso por meio da ligacdo em
receptores 5-HTs (CAMILLERI, 2014), ou diminuir a motilidade gastrica, através da ativacéao
de receptores do tipo 5-HT3 (BORNSTEIN, 2012; TOMINAGA et al., 2011).

PerturbacGes acentuadas na homeostase hormonal desenvolvem-se precocemente apos
o transplante do tumor, no modelo de caquexia induzida por células de Yoshida AH-130, o
qual também esta associado com a presenca de concentragdes elevadas de prostaglandina E2
(PGE2) no plasma sanguineo (TESSITORE et al., 1993). No geral, as prostaglandinas
possuem um efeito estimulatério no estbmago proximal e um efeito inibitério no estdmago
distal (PENSTON; WORMSLEY, 1989).



CAVALCANTE, M. L. de S. Envolvimento vagal e de receptores B-adrenérgicos e canabinoides na aceleragdo do
esvaziamento gastrico induzida por células de Yoshida AH-130 em ratos. 2019. PPGF / NPPM / CCS / UFPI. 123

Em um estudo desenvolvido com macacos Rhesus normais, tratados com metil-PGE,
foi observado um aumento significativo no esvaziamento géastrico, em compara¢do com 0s
controles (NOMPLEGGI et al., 1980). Em humanos, também foi demonstrado um aumento
significativo na taxa de esvaziamento gastrico de liquidos, com o uso de 16,16-dimetil-PGE;
(JOHANSSON; EKELUND, 1978; NYLANDER; MATTSSON, 1975).

Em prosseguimento, foram definidos delineamentos experimentais para a identificacéo
das concentragdes das citocinas pré-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a. em fundo gastrico de
ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.

Os resultados obtidos mostraram que no fundo gastrico dos animais experimentais
com caquexia induzida por células AH-130, em comparacdo aqueles do grupo controle, ndo
foram observadas elevacdes significativas nas concentracdes de IL-1pB, IL-6 e TNF-a.

Estudos reportaram que, a grelina é capaz de suprimir a producdo de citocinas, tanto in
vivo quanto in vitro (DOS SANTOS et al., 2013), através da inibicdo do fator nuclear kB (NF-
kB), o qual controla a producéo de citocinas pro-inflamatorias, e que embora 0s mecanismos
moleculares e alvos celulares que medeiam esta inibi¢do ainda permanecam indeterminados,
sugere-se que 0 nervo vago desempenhe um papel importante na inibicdo, mediada pela
grelina, da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (WU et al., 2007).

As citocinas podem ser secretadas ou apresentadas na forma de proteinas de
membrana, que ligam-se em receptores especificos e desencadeiam sinais intracelulares nas
células alvo (BOCKERSTETT; DIPAOLO, 2017), como as células do epitélio gastrintestinal
(DIEGELMANN; OLSZAK; GOKE, 2012). Contudo, no presente estudo ndo foram
estudadas as possiveis alteracdes nos receptores das citocinas avaliadas, o que impossibilita
relacionar este aspecto ao resultado quantitativo obtido, para IL-1B, IL-6 e TNF-a, no fundo
gastrico de ratos com caquexia induzida por células AH-130.

E importante considerar também que, neste estudo, nio foram avaliadas as
concentragdes de citocinas anti-inflamatdrias, portanto, ndo é possivel estabelecer uma
eventual associacdo da dismotilidade gastrica observada com o status inflamatorio geral no
fundo gastrico. Contudo, pelos resultados encontrados, especula-se que ndo ocorra um
balanco pré-inflamatorio positivo, no fundo géstrico de ratos com caquexia, pois esta situacao
favoreceria uma diminuicdo da motilidade.

Segundo Lenk, Schuler e Adams (2010), as citocinas pro-inflamatorias TNF-a, INF-y
e IL-1p sdo potentes ativadoras da expressdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel
(iNOS), que produz altas concentragcdes de 0xido nitrico. Este, por sua vez, exerce um efeito

inibitdrio sobre a contragdo do masculo liso e diminui a motilidade (LI et al., 2015b).
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E preciso destacar também que o resultado encontrado neste estudo ndo inviabiliza
uma possivel elevagdo de citocinas pro-inflamatorias, ao nivel sistémico, no modelo de
caquexia induzida por células AH-130, pois estas proteinas sdo mediadoras importantes da
caquexia, e podem ativar vias de degradacdo no musculo esquelético (BURCKART et al.,
2010). Ainda assim, hé& excecdes na literatura, tal como o estudo de Ruud e Blomqvist (2007),
no qual ndo foram identificados aumentos nas concentragdes plasmaticas de TNF-a, 1L-1p,
IL-6 e IFNYy, no modelo de caquexia induzida por células de hepatoma de Morris-777.

Em continuidade, no que diz respeito aos resultados pertinentes a investigacdo da
sinalizacdo simpéatica em receptores Pl-adrenérgicos sobre as alteracdes fisiologicas e
gastricas citadas anteriormente, observou-se que o atenolol, administrado diariamente, nédo
atenuou a diminuicdo do consumo alimentar de ratos com caquexia induzida por células AH-
130, em comparacao com ratos caquéticos nao tratados com atenolol.

Tal achado também permitiu sugerir que esta alteracdo também pode ser dependente
de outros fatores ou vias, uma vez que, no estudo desenvolvido por Sze et al. (2018),
destacou-se que o blogueio, ndo seletivo, dos receptores B-adrenérgicos pode estar associado
com uma melhora do apetite. De modo geral, tem sido descrito na literatura que o bloqueio
dos receptores p2 parece ter um efeito mais acentuado em comparacdo aos receptores 1
(HYLTANDER et al., 2000; DEIBERT; DEFRONZO, 1980). Além disso, é preciso
considerar que o antagonista, utilizado no estudo citado, foi empregado por um maior periodo
de tempo (durante 1 ano), em comparacao aquele usado na presente pesquisa.

Os resultados também mostraram que o atenolol, administrado diariamente, nao
atenuou a perda de peso corporal dos animais com caquexia induzida por células AH-130, em
comparagao aos animais caquéticos ndo administrados com atenolol. Sugeriu-se, neste caso,
que esta alteragdo pode ser dependente de outros fatores ou vias, visto que no estudo de Clark
et al. (2017) mostrou-se uma correlagcdo positiva entre o tratamento com carvedilol, um
antagonista adrenérgico nédo-seletivo, e 0 ganho de peso em pacientes caquéticos. Os ratos
normais tratados com atenolol mostraram uma variagdo negativa significativa no peso
corporal em comparagao aos ratos normais ndo tratados com o atenolol. Segundo Mani et al.
(2016), os B-bloqueadores podem reduzir a secrecdo de insulina e o ganho de peso corporal.

O bloqueio de receptores p1 adrenérgicos tambem néo foi capaz de atenuar o indice de
caquexia em animais com caquexia induzida por células AH-130, em comparagdo com ratos
caquéticos ndo tratados com atenolol. Este achado vai de encontro com os resultados obtidos
no estudo de Horvathova et al. (2015), no qual observou-se que a simpatectomia

farmacologica, com 6-hidroxidopamina hidrobromida (6-OHDA) néo afetou a incidéncia do
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tumor ascitico nos animais caquéticos com bloqueio simpatico (80%) em comparacao aqueles
n&o tratados com 6-OHDA (80,9%).

Em prosseguimento, observou-se que a administracdo de atenolol resultou em uma
atenuacdo do aumento do esvaziamento gastrico dos ratos com caquexia induzida por células
de Yoshida AH-130, em comparacdo com ratos caqueticos nao tratados com atenolol, o que
permitiu sugerir que a liberagdo de componentes humorais, mediados por receptores 1, como
grelina, pode ser um dos fatores envolvidos na dismotilidade gastrica observada.

Estes achados séo corroborados por resultados de pesquisas, 0s quais apontaram que
as concentracbes de grelina, aumentadas no estado de jejum, foram inibidas pela
administracdo de atenolol (YAKABI et al., 2014) e reserpina, um alcaloide que causa
deplecdo de catecolaminas dos terminais nervosos simpaticos (ZHAO et al., 2010). Nesse
contexto, uma diminui¢do nas concentracdes de grelina pode levar a uma reducdo no
esvaziamento gastrico (KALKAN; SOYKAN, 2018).

De forma corroborativa aos protocolos realizados in vivo, os protocolos in vitro
apontaram uma atenuacdo da resposta contratil, frente ao estimulo cumulativo com carbacol,
de tiras de fundo gastrico de ratos com caquexia induzida por células AH-130, tratados com
atenolol, caracterizada por um deslocamento da curva de concentragdo-resposta para a direita,
em comparacdo aquela de ratos com caquexia ndo tratados com atenolol.

Este achado pode ser justificado por uma inibicdo da liberacdo de grelina, pelas
administracdes diarias de atenolol, pois a secrecdo deste peptideo, pelas células oxinticas X/A
do fundo géstrico (VELDHUIS; BOWERS, 2010) é regulada positivamente por estimulos
adrenérgicos (SANGER et al., 2017).

A inervacdo adrenérgica no trato gastrintestinal tem sido investigada em pesquisas,
tais como os estudos pioneiros de Norberg e Sjogvist (1966). Posteriormente estudos mais
acurados, como de Walter et al. (2016), apontaram a presenga de uma co-inervagdo simpatica
substancial tanto em neurdnios ganglionares no plexo mioentérico, quanto no masculo liso.

Em continuagdo, no que diz respeito aos resultados relacionados a investigacdo da
sinalizacdo parassimpética, via nervo vago, sobre as alteracdes fisioldgicas e gastricas
descritas inicialmente, observou-se que a sec¢do das vias vagais, de ratos com caquexia
induzida por células AH-130, ndo atenuou a diminui¢do do consumo alimentar, em
comparagdo com ratos caquéticos ndo vagotomizados.

Em um estudo desenvolvido por Arnold et al. (2006), foi reportado um aumento na
ingestdo alimentar de ratos, submetidos & seccdo das vias vagais aferentes, e tratados com

grelina exogena. Este fato permitiu especular que, no presente estudo, a diminuicdo do
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consumo alimentar pode apresentar relagdo com a sinalizacdo vagal aferente, porém, nédo
foram obtidos resultados positivos, pois realizou-se uma desnervagéo vagal total.

Os resultados obtidos também mostraram que a vagotomia subdiafragmatica em ratos
com caquexia induzida por células AH-130 ndo atenuou a perda de peso, em comparacdo aos
animais caquéticos ndo submetidos & vagotomia. De maneira semelhante, no estudo de Borner
et al. (2017), observou-se que a perda de peso corporal associada ao cancer néo foi atenuada
pela desnervacdo de vias aferentes. Neste caso, € possivel especular que a perda de peso pode
ser um fator dependente de outros componentes neurais ou humorais.

Interessantemente, observou-se uma atenuagdo no indice de caquexia, dos animais
com caquexia induzida por células AH-130, submetidos previamente a vagotomia, em
comparagdo aos animais caquéticos ndo submetidos a sec¢cdo do nervo vago. Sugeriu-se, neste
caso, que houve uma possivel inibicdo na proliferacdo tumoral, e consequentemente no peso
do liquido tumoral, que é um dos parametros utilizados para o célculo do indice de caquexia.

De forma oposta, resultados obtidos no estudo de Horvathova e Mravec (2016), néo
apontaram diferencas na incidéncia de tumor ascitico em animais caquéticos previamente
vagotomizados (58,3%), e animais caquéticos falso-operados (83,3%). Contudo, é preciso
considerar que no estudo citado nao foi avaliado o peso do liquido tumoral, o qual é uma das
variaveis utilizadas para a determinacédo do indice de caquexia.

Em continuacéo, por meio dos resultados obtidos nos protocolos in vivo, observou-se
uma atenuacdo da motilidade gastrica aumentada nos animais com caquexia induzida por
células AH-130, previamente submetidos a vagotomia troncular subdiafragmatica, em
comparacdao aos animais caquéticos ndo submetidos a seccdo do nervo vago. Este achado
permitiu pressupor a importancia da integridade das vias vagais para a ocorréncia de
dismotilidade gastrica em ratos com caquexia.

Estudos demonstraram que tanto a vagotomia truncal, quanto a ablacdo vagal aferente,
foram capazes de prevenir as acOes da grelina, no sistema nervoso central, apds sua
administracdo periférica (DATE et al., 2002), o que permitiu sugerir que a grelina transmite
sinais a0 SNC e aumenta a funcdo gastrica, através de estimulos sobre vias vagais aferentes
(WU; KRAL, 2004), que se projetam ao hipotalamo (FOX; BIDDINGER, 2012).

Estudos na literatura, como o desenvolvido por Yakabi et al., 2010, mostraram que a
vagotomia ndo reduziu as concentracfes de grelina hipotalamica em ratos normais, em
comparacdo aqueles observados em ratos ndo vagotomizados, tratados com solucdo salina.
Dessa forma, € importante pontuar que mesmo, na possibilidade da manutencdo de

concentracdes elevadas de grelina, nos animais caquéticos vagotomizados, os seus efeitos in
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vivo sobre a motilidade géstrica continuardo atenuados, face a dependéncia majoritéria das
vias vagais.

Interessantemente, ndo observou-se diferenca estatistica no esvaziamento gastrico de
animais vagotomizados administrados com solucao salina 0,9%, em comparagcdo com animais
normais com inervagdo vagal intacta. Este mesmo fendmeno também foi observado nos
resultados obtidos por Silva et al. (2016).

Os achados alcangados por meio dos protocolos in vivo foram apoiados pelos
resultados obtidos por meio da realizacdo de protocolos in vitro, 0s quais apontaram uma
atenuacdo da resposta contratil de tiras isoladas de fundo gastrico de ratos com caquexia
induzida por células AH-130, previamente submetidos a vagotomia, caracterizada por um
deslocamento da curva de concentracdo-resposta para a direita, em comparacdo aquela
proveniente de animais caquéticos ndo submetidos a sec¢do do nervo vago.

Sugeriu-se, neste caso, que a atenuacao da resposta contréatil em tiras isoladas de fundo
gastrico de animais caquéticos vagotomizados, pode ser justificada pelos resultados obtidos
por um estudo desenvolvido por Lee et al. (2002), no qual foi identificada, em animais
vagotomizados, uma reducdo quantitativa no mRNA de grelina no estdmago, porém um
aumento nas concentracdes plasmaticas de grelina, em comparacao ao grupo controle.

Curiosamente nas tiras isoladas de fundo de estbmago, de animais normais
vagotomizados, foi identificada uma resposta contratil significativamente elevada,
caracterizada por um deslocamento da curva de concentracdo-resposta para a esquerda, em
comparacdo aquela proveniente de animais normais ndo vagotomizados. Tal fenémeno
também foi observado durante pesquisa desenvolvida por Silva et al. (2016), na qual foi
especulada uma possivel ocorréncia de suprarregulacdo de receptores colinérgicos
muscarinicos.

Ademais, hipotetizou-se que o referido fendmeno de suprarregulagdo de receptores
ndo tenha ocorrido em tiras de fundo gastrico de animais vagotomizados com caquexia
induzida por células AH-130, devido possivelmente ao estresse oxidativo, o qual € um dos
fenotipos metabolicos bem estabelecidos nos casos de neoplasias (NAKAMURA et al., 2018).

O estresse oxidativo pode afetar negativamente os processos de transcri¢do e traducao
de receptores de membrana, através de alteracdes oxidativas no DNA que resultam em
perturbacdo da expressdo de genes e proteinas ou do mRNA (GUAN, 2008). No estudo de
Guan et al. (2001), foi identificada uma reducdo quantitativa no mRNA da subunidade o7 de
receptores nicotinicos, em cultura de células de feocromocitoma, que foram causados pelo

efeito do estresse oxidativo no nivel transcricional, traducional e pds-traducional.
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Em prosseguimento, com relagdo aos resultados referentes a investigacdo da via
endocanabinoide sobre as alteracdes fisioldgicas e gastricas citadas anteriormente, constatou-
se, pelos resultados obtidos, que as administracdes diarias de win 55,212-2, aos animais com
caquexia induzida por células AH-130, ndo ocasionaram uma atenuacdo da reducdo do
consumo alimentar, em comparacao aos ratos caquéticos ndo administrados com a substancia.

Estudos mostraram que a ativacdo farmacoldgica aguda de receptores
endocanabinoides tipo 1 (CB1), no sistema nervoso central, é capaz de aumentar a ingestao
alimentar (REUTER; MARTIN, 2016), uma vez que, conforme reportado no trabalho de
Senin et al. (2013), o agonismo em receptores CB1 pode causar a secre¢do de grelina através
da via relacionada a receptores do alvo mecanistico da rifampicina (mMTOR).

Entretanto, estudos tém destacado que uma resisténcia a grelina pode estar envolvida
no desenvolvimento de caquexia, tal como observado no trabalho de Terawaki et al. (2017),
no qual a caquexia em ratos foi induzida por células 85As2 de cancer gastrico. Sugeriu-se,
portanto, que tal fato, pode justificar este resultado encontrado no presente estudo.

Concernente a variacdo de peso corporal, observou-se que 0s animais com caquexia
induzida por células AH-130, previamente submetidos as administracdes diarias de win
55,212-2, ndo apresentaram uma atenuacdo da perda de peso, em comparacdo aos animais
caquéticos ndo administrados com o agonista canabinoide. Sugeriu-se neste caso, que esta
alteracdo pode ser dependente de outros componentes ou vias de sinalizagéo.

Achados semelhantes tem sido reportados em estudos, nos quais a administracdo de
win 55,212-2 ndo ocasionou ganho de peso em animais experimentais com cancer de prostata
induzido por celulas PC3 (ROBERTO; KLOTZ; VENKATESWARAN, 2018), cancer 6sseo
induzido por células NCTC-2472 (HALD et al. 2008), e tumor epidérmico induzido por
células PDV.C57 (CASANOVA et al., 2003).

De acordo com a literatura, ainda ndo ha uma abordagem farmacolégica definida que
cause aumento no peso corporal mediante a ativacdo de receptores CB1, nos casos de
caquexia ou anorexia (HORN et al., 2018), uma vez que nestas situacdes 0s subprodutos
bioldgicos liberados pelo tumor, juntamente com as anormalidades metabdlicas podem levar a
uma desregulacdo no sistema endocanabinoide, tanto em vias centrais quanto periféricas
(OSEI-HYIAMAN, 2007).

Curiosamente, observou-se que 0s animais ndo caquéticos, submetidos as
administracdes didrias de win 55,212-2, apresentaram uma variacdo negativa do peso
corporal, em comparagdo aos animais normais administrados com solucdo salina 0,9%. De

forma oposta, no estudo de Radziszewska e Bojanowska (2013), o emprego do agonista
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canabinoide na dose de 2mg/kg ndo diminuiu o peso corporal, porem tal alteracdo foi
observada com a dose de 4 mg/kg.

Entretanto, € preciso considerar que no estudo citado, foi realizada a administracdo do
win 55,212-2 em um Unico dia, enguanto que no presente estudo foram realizadas
administracdes diarias. Sugeriu-se, portanto que a perda de peso pode ser resultado de um
possivel efeito cumulativo das doses ao longo dos dias. Este fendmeno tem sido reportado em
estudos, tal como o de Costa et al. (2004), no qual observou-se um efeito cumulativo com a
administracdo diaria de 0,5mg/kg do agonista canabinoide, sobre a analgesia em ratos.

De forma semelhante aos resultados obtidos com a vagotomia subdiafragmatica,
constatou-se que as administragdes diarias de win 55,212-2, aos animais com caguexia
induzida por células AH-130, ocasionaram uma reducdo do indice de caquexia, em
comparagdo aos ratos caquéticos ndo administrados com o agonista canabinoide. Tendo em
vista que este parametro é dependente do peso do liquido tumoral, especulou-se que o referido
agonista pode ter ocasionado uma modulacao negativa do desenvolvimento do tumor ascitico.

Estudos tém sugerido que os agonistas canabinoides possuem atividade antitumoral,
evidenciada tanto em métodos in vitro quanto em modelos animais, 0 que permitiu pressupor
que os canabinoides podem ser utilizados como inibidores da proliferagdo tumoral
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2015).

De fato, tem sido descrito, na literatura, os efeitos antitumorais do win 55,212-2 sobre
células de carcinoma renal (KHAN et al., 2018), células de osteossarcoma M6-63 (NIU et al.,
2015), modelo murino de cancer gastrico (OH et al., 2013), e cancer de mama (QAMRI et al.,
2009). Estes efeitos decorrem da inducdo de apoptose e inibicdo da proliferagdo celular,
modulacdo da resposta imune, através da regulacdo da sinalizacdo envolvida em processos
tumorais, como aquelas relacionadas com as enzimas PI3K/Akt, adenilil-ciclase, PKA, ERK e
MAPK (KHAN et al., 2016).

Além disso, segundo estudo desenvolvido por Suk et al. (2016), os efeitos
antitumorais dos agonistas canabinoides também podem decorrer da ativacdo de receptores
CB2, uma vez que em camundongos CB2-knockout observou-se uma aumento da
carcinogénese hepatica. No estudo de Mukhopadhyay et al. (2015), também propés-se que o
bloqueio de receptores CB2 nédo atenuou a proliferacéo de células de hepatocarcinoma.

Com relagdo aos resultados obtidos sobre a fungdo gastrica, observou-se que as
administragdes diarias de win 55,212-2 resultaram em uma atenuacdo do esvaziamento
gastrico de ratos com caquexia induzida por células AH-130, em compara¢do aos animais

caqueticos ndo administrados com o agonista canabinoide.
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Estudos mostraram que o win 55,212-2 ocasiona uma reducdo pré-sinaptica da
liberacdo de neurotransmissores excitatdrios, principalmente a acetilcolina (VERA; FICHNA,;
ABALO, 2017). Sugeriu-se, assim a importancia da transmissdo colinérgica, representada
pela liberacdo de acetilcolina, para a manutencdo da dismotilidade gastrica in vivo de ratos
com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.

As vias colinérgicas e adrenérgicas podem estar envolvidas no efeito excitatério da
grelina, sobre a motilidade gastrica, através de fibras vagais que se projetam para o sistema
nervoso entérico, no entanto indmeros trabalhos de pesquisa apontaram um maior
envolvimento dos receptores colinérgicos periféricos tipo-M (WANG et al., 2015).

Tem sido reportado na literatura que a administracdo de win 55,212-2, por sete dias,
ocasionou uma dessensibilizacdo de receptores CB1 no SNC (LLORENTE-OVEJERO et al.,
2018), contudo, o desenvolvimento de tolerancia, em funcdo de uma possivel
dessensibilizagdo de CB1, ao nivel géstrico, ndo tem sido relatado (ABALO et al., 2009). O
resultado encontrado neste estudo corrobora, portanto, com tal fato.

Curiosamente, a curva de concentracdo de acetaminofeno versus tempo, para 0 grupo
de ratos normais, e animais com caquexia induzida por células AH-130, ambos administrados
com win 55,212-2, apresentou dois picos maximos. O aparecimento de picos duplos apds a
administracdo oral de acetaminofeno ndo é um fendmeno incomum e tem sido descrito na
literatura, tal como visto no estudo de Henze et al. (2018) realizado com mini cobaias. O
motivo exato para o aparecimento de picos duplos ndo esta totalmente elucidado, contudo
estudos tem sugerido que variagdes no processo de esvaziamento gastrico podem ser uma das
causas envolvidas (METSUGI et al., 2008).

Os resultados obtidos por meio da realizacdo dos protocolos in vivo encontraram
concordancia com aqueles provenientes dos protocolos in vitro, por meio dos quais foi
possivel constatar uma atenuacdo da resposta contratil de tiras isoladas de fundo géastrico de
ratos com caquexia induzida por células AH-130, submetidos as administracfes diarias de win
55,212-2, caracterizada por um deslocamento da curva de concentragdo-resposta para a
direita, em comparacdo aquela proveniente de animais caquéticos ndo administrados com o
agonista canabinoide. Sugeriu-se que este efeito ocorreu devido a a¢do do win 55,212-2 nos
receptores CB1 em neurdnios nas tiras de fundo géstrico.

Os agonistas canabinoides possuem a capacidade de ativar receptores CB1 presentes
em neurbnios motores do plexo mioentérico, que resulta em uma reducdo na liberagcdo de
neurotransmissores excitatorios e, consequente, atenuacao do ténus do musculo liso (ABALO

et al., 2012). Como exemplo, tem-se o estudo in vitro, realizado por Abalo et al. (2015), no
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qual foi reportada uma reducdo no tonus basal de tecidos gastrintestinais por meio da adigéo
de win 55-212,2 em concentragdes cumulativas.

Semelhantemente ao perfil de resposta contratil apresentado pelas tiras de fundo
gastrico de ratos normais vagotomizados, também foi identificado um aumento da
responsividade, ao estimulo com carbacol, de tiras de fundo gastrico de ratos normais
submetidos as administracdes diarias de win 55-212,2, caracterizada por um deslocamento da
curva de concentracdo-resposta para a esquerda, em comparacdo aquela proveniente de
animais normais ndo tratados com win-55,212-2, Como a administracdo do agonista
canabinoide ocorreu diariamente, sugeriu-se uma possivel ocorréncia de suprarregulacdo de
receptores colinérgicos no fundo gastrico de ratos ndo-caquéticos.

Similarmente as tiras de fungo gastrico dos animais vagotomizados com caquexia,
sugeriu-se que o fendmeno da suprarregulacdo de receptores colinérgicos também ndo tenha
ocorrido com as tiras de fundo de estbmago de animais caquéticos submetidos as
administracdes diarias de win 55,212-2, por conta possivelmente do estresse oxidativo.

Os resultados de todos os parametros avaliados neste estudo, para 0S grupos

experimentais, encontram-se sintetizados no Quadro 12.

Quadro 12 - Sintese dos principais resultados obtidos.

ariaveis | A Consumo A Peso Indice de Esvaziamento | Contratilidade
Grupos alimentar Corporal caquexia gastrico fundo gastrico
Controle > > | 2 > | 2
CQX v v A A A
vs. Controle | vs. Controle | vs. Controle vs. Controle vs. Controle
ATN — v — — —
vs. Controle | vs. Controle | vs. Controle vs. Controle vs. Controle
CQX +ATN _— v —_— v v
vs. COX vs. CQX vs. CQX vs. COX vs. CQX
VGX — — — — A
vs. Controle | vs. Controle | vs. Controle vs. Controle vs. Controle
VGX + CQX — — v v v
vs. CQX vs. COX vs. COX vs. CQX vs. COX
WIN _— v —_— —_— A
vs. Controle | vs. Controle | vs. Controle vs. Controle vs. Controle
COX +WIN _— _— v v v
vs. CQX vs. COX vs. COX vs. CQX vs. CQX

Legenda: Quadro esquematico com as variagbes dos parametros avaliados neste estudo, para 0s grupos
experimentais: Controle, Caquexia (CQX), Caquexia + Atenolol (CQX+ATN), Vagotomia + Caquexia
(VGX+CQX) e Caquexia + Win 55,212-2 (CQX+WIN). »: grupo Controle. ==: ndo significativo. ¥V / A:
elevacdo / diminuicdo significativa. Fonte: Propria.
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A seguir, na Figura 52, é mostrado um esquema integrado dos principais resultados
encontrados no presente estudo.

Figura 52 — Esquema dos possiveis mecanismos envolvidos nas alteracdes fisiologicas e

géastricas em ratos com caquexia induzida por células de Yoshida AH-130.
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Legenda: B1AR: Receptor beta-1 adrenérgico. asfy: subunidades alfa, beta e gama da proteina G. GDP:
Difosfato de guanosina. CB1/CB2: Receptor endocanabinoide tipo 1 e tipo 2. O tracado pontilhado delimita os
dois possiveis mecanismos envolvidos na alteracdo apontada. Fonte: Prdpria.
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De forma geral, frente aos resultados obtidos, elencados e discutidos anteriormente,
espera-se contribuir para uma ampliacdo do conhecimento tedrico acerca das repercussoes da
caquexia sobre a fungéo gastrica, e fornecer subsidios cientificos para o desenvolvimento de
estudos posteriores com fins investigativos e terapéuticos sobre o tema tratado.

E imperioso destacar, também, que o estudo da caquexia, induzida por células de
Yoshida AH-130, em ratos Wistar, ndo inviabiliza a aplicabilidade dos resultados para os
casos de pacientes com caquexia. Apesar da presenca de variagcdes anatbmicas evidentes entre
0 estdbmago de roedores e humanos, estudos apontam uma analogia na inervagéo e na estrutura
histoldgica, relativas a regido glandular, o que tornam os modelos experimentais murinos

bastante Uteis em pesquisas sobre patologias com alteracGes gastricas (KAMPE et al., 2009).



Conclusoes
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CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

A diminuicdo no consumo alimentar, a redugdo no peso corporal e o elevado indice de
caguexia, em ratos com caquexia induzida por células AH-130, estdo relacionados
com uma dismotilidade gastrica caracterizada por uma aceleragdo no esvaziamento do
estdmago, bem como por um aumento da atividade contratil in vitro de tiras isoladas
de fundo gastrico, e concentracdes ndo aumentadas de IL-1p, IL-6 e TNF-a em fundo
gastrico de ratos com caquexia induzida;

Em condicdes patoldgicas e fisiologicas, o esvaziamento gastrico pode ser avaliado
por meio de ferramentas farmacoldgicas, como o teste de absor¢do de acetaminofeno,
o0 qual apresentou sensibilidade frente as variaces volumétricas nas amostras de soro,
auséncia de hepatotoxicidade com a dose empregada, e a viabilidade de coletas
seriadas de sangue;

A ativacdo simpética de receptores B1 adrenérgicos ndo mostrou relagdo com a
reducdo do consumo alimentar, peso corporal e indice de caquexia, mas um
envolvimento direto com a dismotilidade gastrica de ratos com caquexia induzida por
celulas AH-130;

As vias vagais aferentes e eferentes nao apresentaram relacdo com a reducdo do
consumo alimentar e peso corporal, no entanto, parecem estar diretamente envolvidas
na modulacdo do indice de caquexia e da dismotilidade gastrica de ratos com caquexia
induzida por células AH-130;

A ativagdo de vias endocanabinoides ndo demonstrou relagdo com a reducdo do
consumo alimentar e peso corporal, entretanto, parece exercer participacdo na
modulacdo do indice de caquexia e da dismotilidade gastrica de ratos com caquexia
induzida por celulas AH-130.
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7 PERSPECTIVAS DE NOVOS ESTUDOS

Mediante os resultados obtidos, deseja-se realizar estudos mais acurados para a
determinacdo da participacdo da grelina sobre a dismotilidade gastrica de ratos com caquexia,
bem como do envolvimento de outros componentes neurais, endocrinos e humorais sobre as
alteracdes fisiologicas e gastricas observadas nesta sindrome, em associa¢do com a andlise da
taxa de sobrevida dos animais com caquexia.

No contexto das alteracBes gastricas, o grupo de pesquisa deste referido trabalho
iniciou um estudo piloto concernente ao impacto da caquexia sobre a densidade neuronal
global em amostras de fundo géstrico, ileo e cdlon de ratos com caquexia induzida por células
tumorais de Yoshida AH-130, cujos resultados encontram-se mostrados na Figura 53.

A Figura 53-A, B e C apresenta, respectivamente a densidade neuronal em fundo
gastrico, ileo e colon, para os grupos experimentais “Controle” e “Caquexia”. Observou-se
que, em comparagdo ao grupo “Controle”, o grupo “Caquexia” apresentou uma redugdo
estatisticamente significativa (p<0,05) na densidade de neurbnios mioentéricos, em fundo
géstrico (21,9 = 0,8 neurdnios/campo vs. 7,8 = 0,4 neurdnios/campo), ileo (20,3 = 0,8
neurdnios/campo vs. 7,1 + 1,3 neurdnios/campo) e célon (20,1 £ 0,6 neurénios/campo vs. 10,9
+ 0,6 neurbnios/campo).

Em vista dos resultados concernentes as alteracbes em neurbnios mioentéricos
decorrentes da caquexia, almeja-se, também, que maiores estudos acerca de tais alteracdes
sejam continuados, no sentido de elucidar, de forma minuciosa, 0s possiveis mecanismos

subjacentes ao impacto da caquexia em componentes do sistema nervoso entérico.
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Figura 53 — Densidade global de neurénios mioentéricos de ratos com caquexia induzida.
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Legenda: Valores médios da densidade neuronal em fundo gastrico (em A), ileo (em B), e c6lon (em C),
referentes aos grupos experimentais Controle (n=6) e Caquexia (n=6), juntamente com as respectivas
fotomicrografias de neur6nios marcados por técnica de histoquimica, observados em microscopia de luz, sob
aumento de 1000x (as setas vermelhas e as setas azuis apontam respectivamente o nlcleo e o citoplasma dos
neurdnios). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.), e analisados estatisticamente
por Teste t-Student ndo pareado. *: p<0,05 (Em A, B e C: CQX vs. Controle). Escala: 5 um. Fonte: Propria.
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ANEXO A

- MAPA DOS TEMPOS UTILIZADO NO PROTOCOLO

ESVAZIAMENTO GASTRICO

DE

PESO DOS ANIMAIS (gramas)
RATO 01 RATO 02 RATO 03 RATO 04 RATO 05
TEMPO ATIVIDADE
0 min RATO 01 - GAVAGEM, ANESTESIA E COLETA1
10 min | RATO 02 - GAVAGEM, ANESTESIA E COLETA 1
15min | R1- COLETA 2
20 min | RATO 03 - GAVAGEM, ANESTESIA E COLETA 1
25min | R2—COLETA?
30 min_ | RATO 04 - GAVAGEM, ANESTESIA E COLETA1/R1-COLETA3
35min | R3—COLETA?
40 min | RATO 05 - GAVAGEM, ANESTESIA E COLETA1/R2 -COLETA3
45min | R4—COLETA 2
50min | R3—COLETA3
55min | R5-COLETA?
1:00 h R4 - COLETA3/R1-COLETA4
1:10h R5-COLETA3/R2-COLETA4
1:20h R3-COLETA 4
1:30h R4 - COLETA 4
1:40 h R5-COLETA 4
2:00 h R1-COLETAS
2:10h R2 - COLETAS
2:20h R3 - COLETAS
2:30h R4 - COLETAS
2:40 h R5 - COLETAS
2:50h | CENTRIFUGACAO -C1,C2,C3,C4eC5
3:20h | SEPARAR SORO -C1,C2,C3,C4eC5
3:50h | SUPLEMENTAR ANESTESIA (MEIA DOSE) — R1, R2,R3, R4 e R5
4:00 h R1-COLETA 6
4:10 h R2 - COLETA®6
4:20 h R3 - COLETA 6
4:30 h R4 — COLETA 6
4:40 h R5 - COLETA®6
4:50h | ADMINISTRAR SOLUCAO SALINA —R1,R2,R3, R4 e R5
5:10h | CENTRIFUGACAO - C6
5:30h | SEPARAR SORO - C6
5:40h | CENTRIFUGACAO DO SORO —C1,C2,C3,C4,C5eC6

Fonte: Propria.
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