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Resumo

A fisiopatologia da caquexiaé¢ bastante complexa, sendo necessario um consenso
sobre a definicdo e os critérios especificos para descrever adequadamente a caquexia
associada ao cancro. A melhor compreensdo da fisiopatologia a nivel pré-clinico ¢ vital
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, sendo os ensaios clinicos necessarios
para a compreensdo do verdadeiro papel dessas intervengdes no doente oncologico. A
alimentacdo per se ndo reverte significativamente a perda ponderal e parece evidente que
as alteragdes metabdlicas em doentes oncoldgicos contribuem para o desenvolvimento da
caquexia. Perante isto, o desenvolvimento de diferentes abordagens terapéuticas tem-se
focado na reversao do catabolismo e aumento do anabolismo no doente oncoldgico com
recurso a suplementacao.

O metabolito da leucina, B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), exibe um potencial
efeito anti-catabolico e tem recebido a atengdo da comunidade cientifica enquanto
suplemento aplicado em quadros de caquexia. Este composto tem sido proposto como
responsavel pelos efeitos induzidos da leucina na sintese proteica a nivel muscular.

Neste trabalho, pretendemos abordar a defini¢do clinica e relevante da caquexia
no doente oncologico, os processos metabolicos inerentes a presencga tumoral/estimulo
caquético e o seu impacto no turnover proteico muscular, e de que forma ¢ que o HMB
podera contribuir para a modulacdo da progressao da caquexia no doente oncoldgico.
Fez-se um revisdo da literatura, com recurso a base de dados PUBMED e COCHRANE
LIBRARY, entre 2005 até 2018, utilizando as palavras chave “HMB ou beta-hidroxy-
beta-methylbutyrate” AND “cancer cachexia” ou ‘“cachexia” AND “wasting” AND
“metabolism”.

A fisiopatologia da caquexia oncoldgica ¢ complexa, confirmando que se
caracteriza por uma sindrome multifatorial, influenciaa pela presenca de citoquinas
inflamatorias, anorexia, aumento da protedlise, diminuicdo da capacidade de sintese
proteica, impulsionada por alteracdes nas vias de agdo inerentes a cada processo. A
administracdo isolada de HMB ou a sua combinagdo com outros nutrientes pode
representar uma agdo segura e eficaz na prevencao da perda de massa muscular na
caquexia oncoldgica. Estudos sugerem que o HMB reduz o crescimento tumoral, no
entanto, 0 mecanismo responsavel por este efeito ndo ¢ claro e merece mais investigagao.
Palavras chave: “Beta-hidroxi-Beta-metilbutirato”, ‘“caquexia oncolodgica”, “perda

ponderal”, “metabolismo”
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Abstract

The pathophysiology of cachexia is quite complex, requiring a consensus on the
definition and specific criteria to adequately describe cachexia associated with cancer. A
better understanding of pre-clinical pathophysiology is vital for the development of
therapeutic strategies, and clinical trials are necessary to understand the true role of these
interventions in cancer patients. Feeding per se does not significantly reverse weight loss
and it seems clear that metabolic changes in cancer patients contribute to the development
of cachexia. In view of this, the development of different therapeutic approaches has
focused on the reversal of catabolism and anabolism increase in cancer patients with
supplementation.

The leucine metabolite, B-hydroxy-B-methylbutyrate (HMB), exhibits a potential
anti-catabolic effect and has received the attention of the scientific community as a
supplement applied to cachexia. This compound has been proposed as responsible for the
induced effects of leucine on muscle protein synthesis.

In this work, we intend to address the clinical and relevant definition of cachexia
in cancer patients, the metabolic processes inherent to tumor presence / cachectic stimulus
and their impact on muscle protein turnover, and how HMB may contribute to the
modulation of progression of cachexia in cancer patients.

A review of the literature was made using the PUBMED and COCHRANE LIBRARY
database between 2005 and 2018 using the keywords "HMB or beta-hydroxy-beta-
methylbutyrate" AND "cancer cachexia" and "cachexia" wasting "AND" metabolism ".

The pathophysiology of oncologic cachexia is complex, confirming that it is
characterized by a multifactorial syndrome, influenced by the presence of inflammatory
cytokines, anorexia, increased proteolysis, decreased protein synthesis capacity, driven
by changes in the pathways inherent to each process. Isolated administration of HMB or
its combination with other nutrients may represent a safe and effective action in
preventing loss of muscle mass in oncological cachexia. Studies suggest that HMB
reduces tumor growth, however, the mechanism responsible for this effect is unclear and
deserves further investigation.

Key words: "Beta-hydroxy-beta-methylbutyrate", "oncological cachexia", "weight loss",

"metabolism"
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Lista de Abreviaturas

IMC- Indice de massa corporal

TNF-alfa- Tumor necrosis factor alfa (do portugués: Fator de necrose tumoral alfa)
IL-1b- Interleukin I Beta (do portugués: Interleucina 1 beta)

IL-6- Interleukin 6 (do portugués: Interleucina 6)

IFN-y- Interferon gama (do portugués: Interferdo gama)

UPP- Ubiquitin proteasome pathway (do portugés: Via da ubiquitina proteossoma)
IL-4- Interleukin 4 (do portugués: Interleucina 4)

IL-5- Interleukin 5 (do portugués: Interleucina 5)

IL-12- Interleukin 12 (do portugués: Interleucina 12)

Z.AG- Zinc alpha 2-glycoprotein (do portugués: Glicoproteina zinco alfa-2)

PI3K- Phosphoinositide 3-kinase (do portugués: Fosfoinositide 3 cinase)
PKB/AKT- Protein Kinase B (do portugués: Proteina cinase B)

mTOR- Mammalian target of rapamycin (do portugués: alvo mamifero da rapamicina)
IGF-1- Insulin-like growth factor 1 (do portugués: Fator de crescimento 1 da insulina)
FOXO- Forkhead family

FOXO1- Forkhead box O1

FOXO3- Forkhead box O3

NF-kB- Nuclear factor kB (do portugués: Factor nuclear kappa B)

MYO-D- Myogenic differentiation (do portugués: Diferenciagdo miogénica)
MURF-1- Muscle RING-finger protein-1

MAFbx/atrogin-1- Atrogin-1 (do portugués: Atrogina 1)

PIF- Proteolysis inducing factor (do portugués: Fator de inducdo da proteolise)
elF2-a- Eukaryotic initiation factor 2 alpha (do portugués: Fator de inicia¢ao
eucariotico 2 alfa)

PKR- Protein Kinase R (do portugués: Proteina cinase R)

HMB- B-Hydroxy-B-methylbutyrate (do portugués: B-hidroxi-B-metilbutirato)
Alpha-KIC- Alpha ketoisacaproic acid (do portugués: alfa-cetoisocaproato)
HMG-Coa- B-hidroxy-B-methyl-glutaryl-CoA (do portugués: B-hidroxi-B-metil-
glutaril-CoA)

BCKD- Branched chain ketoacid dehydrogenase (do portugués: cetoacido
desidrogenase de cadeia ramificada)

ARG- Arginine (do portugués: Arginina)
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GLN- Glutamine (do portugués: Glutamina)

SIDA- Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

ANG II- Angiotensin II (do portugués: Angiotensina II)

LPS- Lipopolysacharides (do portugués: Lipopolissacraideos)

P70s6K- 70 KDa ribossomal S6 kinase

eEF2- Eukaryotic elongation factor 2 (do portugués: Fator de elongacgdo eucaridtico 2)
4E-BP1- 4E-Binding protein

elF4E- Eukaryotic Initiation Factor 4E (do portugués: Fator de inicia¢do eucaridtico
4E)

PKC- Protein Kinase C (do portugués: Proteina cinase C)

IkB- Inhibitor of kappa B (do portugués: Inibidor do kB)

elF4G — Eukaryotic Initiation Factor 4G (do portugués: Fator de iniciagdo eucaridtico

4G)
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1. Introducio

Foi Charles Butterworth [1] que, em 1974 que referiu pela primeira vez a pouca
atencdo prestada ao estado nutricional dos doentes hospitalizados, particularmente
durante recuperagdo de quadros clinicos de doenca aguda ou ferimentos, alegando que ¢
imperativo assegurar que quadros de desnutrigdo evitaveis ndo contribuam para o
aumento da mortalidade, da morbilidade, do tempo de internamento e consequente
aumento dos custos hospitalares.

Os doentes oncoldgicos constituem um grupo de risco para a desnutri¢do, conferida
tanto pelos processos fisiopatoldgicos, bem como pela agressividade dos tratamentos
administrados. A colmatacdo dos défices nutricionais associados a estes doentes nem
sempre ¢ abordada de forma eficaz. De facto, estima-se que, a nivel europeu, apenas 30
a 60% dos doentes oncoldgicos com risco de desnutricdo recebam efetivamente um
suporte nutricional adequado através da suplementacdo oral e/ou nutricdo parentérica
e/ou entérica [2].

No cancro, a defini¢do de malnutrigdo passa pela condig@o resultante da ativagdo da
inflamacao sistémica subjacente ao mesmo, e esta resposta inflamatdria pode resultar em
quadros de anorexia que, por sua vez, podem resultar numa perda ponderal acentuada e
na alteracdo da composi¢do corporal, culminando na diminui¢do da capacidade fisica e
motora [2]. Além da perda ponderal ¢ frequente que os doentes oncolédgicos, padecam
concomitantemente de outros problemas relevantes a nivel clinico e nutricional, como a
perda da massa muscular esquelética e resisténcia a insulina [3]. Evidéncias cientificas,
apontam para a degradagdo proteica como consequéncia da estimulagdo catabolica, neste
tipo doentes, levando a atrofia muscular. Estas comorbilidades descrevem um cendrio
reconhecido, por caquexia [3].

A fisiopatologia da caquexia ¢ bastante complexa, sendo necessario um consenso
sobre a definicdo e os critérios especificos para descrever adequadamente a caquexia
associada ao cancro [4]. A compreensdo da fisiopatologia a nivel pré-clinico ¢ vital para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, e a realizagdo de ensaios clinicos permitira
avaliar o papel dessas intervengdes nos doentes oncoldgicos [5].

Tem vindo a ser comprovado que a alimentagdo per se, ndo reverte significativamente
a perda ponderal e parece evidente que as alteragdes metabodlicas presentes nos doentes

oncoldgicos contribuem para o desenvolvimento da caquexia.
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Perante isto, o desenvolvimento de diferentes abordagens terapéuticas tem-se focado na
reversao do catabolismo e aumento do anabolismo no doente oncoldgico [6], com recurso
a suplementacgao.

O metabolito da leucina, B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), exibe um potencial
anti-catabolico e tem recebido a aten¢do da comunidade cientifica enquanto suplemento
em quadros de caquexia. Este composto tem sido proposto como responsavel pelos efeitos
induzidos pela leucina na sintese proteica a nivel muscular. Varios estudos pré-clinicos
em atrofia muscular induzida pela caquexia reportam que a administragdo do HMB atenua
a perda de massa muscular ao diminuir a degradacdo proteica ao aumentar
consequentemente a sintese [6].

Neste trabalho, pretendemos abordar a defini¢do clinica e relevante da caquexia no
doente oncoldgico, os processos metabodlicos inerentes a presenca tumoral/estimulo
caquético e o seu impacto no turnover proteico muscular, e de que forma ¢ que o HMB

podera contribuir para a modulacdo da progressao da caquexia no doente oncoldgico.

1.1. Metodologia

Tratando-se de uma revisdo da literatura, efetuou-se uma pesquisa bibliografica com
recurso a base de dados PUBMED ¢ COCHRANE LIBRARY. As palavras chave
utilizadas foram “HMB ou beta-hidroxy-beta-methylbutyrate” AND “cancer cachexia”
ou “cachexia” AND “wasting” AND “metabolism”.

Com a presente dissertagdo, objetiva-se: 1. Abordar a definicdo clinica e relevante da
caquexia oncoldgica, 2. Abordar os processos metabdlicos inerentes a presenga
tumoral/estimulo caquético e o seu impacto no turnover proteico muscular, 3. De que
forma o HMB podera contribuir para a modulacao da progressdo da caquexia oncoldgica.

Os citérios de inclusdo foram publicagdes cientificas escritas na lingua inglesa, full
texto e datados de 2005 até 2018. Os critérios de exclusdo foram publicagdes que se
afastavam da abordagem singular da caquexia oncoldgica ou que ndo foram considerados
relevantes para o enriquecimento tedrico desta revisdo. Apresento na figura 1, o

fluxograma da sele¢@o de artigos em que se baseia esta revisdo da literatura.
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Figura 1. Fluxograma da sele¢do de artigos em que se baseia esta revisao da literatura
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2. Revisao Bibliografica: resultados

2.1. Caquexia no Doente oncologico

2.1.1. Caracterizacao

Em termos etimologicos a palavra caquexia, deriva do grego kakos e hexia
significando ‘mé condi¢do’ e tem sido bastante reconhecida como uma comorbilidade de
varios tipos de neoplasias [7-10].

Virias defini¢cdes da caquexia tém sido publicadas, assim como guidelines para
auxilio do diagnostico da mesma no que se refere ao cancro. Num consenso formal,
Fearon et al [11], baseando-se numa defini¢do genérica proposta por Evans ef a/ em 2008
[12, 13] classifica a caquexia no doente oncologico como, um sindrome multifatorial, que
engloba a perda involuntaria de massa muscular, com, ou sem, perda de massa gorda, que
ndo pode ser inteiramente revertida pelo suporte nutricional convencional levando a uma

perda progressiva da capacidade funcional [4, 5, 8, 11, 13-20].

2.1.2. Pré caquexia, Caquexia, Caquexia Refrataria

Segundo Fearon et al [11], a caquexia per se, engloba trés estadios clinicos, a pré-
caquexia, a caquexia e a caquexia refrataria (figura 2), sendo que ndo ¢ imperativo os
doentes oncoldgicos atravessarem as trés fases. Na pré-caquexia, sdo observados os
primeiros sinais clinicos e metabdlicos, tais como anorexia e diminui¢do da tolerancia a
glicose que antecedem uma perda ponderal involuntaria < 5%. Doentes com uma perda
ponderal igual ou superior a 5% ao longo de 6 meses, ou um indice de massa corporal
(IMC) inferior a 20 Kg/m” e uma perda ponderal subjacente superior a 2%, ou um doente
com sarcopenia com uma perda ponderal subjacente superior a 2%, mas que ainda ndo se
incluem na caquexia refrataria, sdo caracterizados com caquexia. Ja a caquexia refrataria,
¢ um resultado de uma neoplasia num estadio ja avangado, ou da presenca de uma
auséncia de resposta aos tratamentos. Esta fase, ¢ caracterizada por um aumento do
catabolismo ou a presenca de fatores que tornem a manutenc¢ao do peso inacessivel.

O risco de progressdo, varia em funcdo do tipo de neoplasia, do seu estadio, da

presenga de inflamagdo sistémica e da resposta aos tratamentos [8, 11].
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N
(0] C )
R . . . aquexia
o Pré - Caquexia Caquexia d 2 <
A Refrataria
L MORTE
Perda ponderal < 5%, Perda ponderal < 5% ou Estadio pro-catabolico
anorexia e alteragdes IMC < 20Kg/m? e uma associado com a auséncia de
metabdlicas. perda ponderal > 2% ou resposta aos tratamentos, taxa
sarcopenia e uma perda de sobrevivéncia < a 3 meses.

ponderal >2%.
Frequentemente associado
com uma redugao da
ingestao alimentar/
inflamagao sistémica.

Figura 2. Fases inerentes ao sindrome da caquexia associada ao doente oncoldgico, adaptado de

Fearon et al [11].

2.1.3. Prevaléncia e incidéncia/ perda ponderal e taxa de sobrevivéncia

A caquexia afeta entre 50 a 80% [9, 21-25], de todos os doentes oncoldgicos, e as
consequéncias sdo acentuadas tanto na diminui¢do da capacidade funcional, qualidade de
vida, resposta aos tratamentos como na taxa de sobrevivéncia [11, 21]. A caquexia
oncologica ¢ mais prevalente nas neoplasias a nivel gastrico e pancreatico (~85%),
seguido do cancro do pulmao (~57%) e posteriormente a nivel do colon (~54%) [26]. J&
a incidéncia varia em funcdo do tipo de tumor, sendo concomitante com a prevaléncia,
mais elevada nos doentes oncoldgicos com neoplasias pancreéaticas ou gastricas (83 —
85%) [27].

A caquexia oncologica tem sido reportada como responsavel por, pelo menos 20
a 30% das mortes relacionadas com o cancro [9, 15, 19, 23, 24, 26, 28]. Estima-se que
cerca de 50% dos doentes oncologicos morrem com a presenga de caquexia [15].

A perda ponderal progressiva, terd um impacto negativo na taxa de sobrevivéncia
do doente oncologico. Estudos publicados [4, 5, 29], afirmam que uma diminui¢do na
taxa de sobrevivéncia em doentes oncologicos com perda ponderal progressiva e presenca
de caquexia. O estudo de Martin et al [30], com uma amostra consideravel de 8160
doentes oncoldgicos, no Canadé e Europa, ja num estadio avangado da doenca reportou
que 73% dos doentes apresentavam perda ponderal involuntéria, assim como uma relacao
direta com a taxa de sobrevivéncia independentemente do estadio e tipo de neoplasia [29].
A perda da capacidade de manter o peso, mesmo com uma perda subtil de 2,4 % esta
significativamente relacionada com a diminui¢do da taxa de sobrevivéncia, o que

confirma a proposta da definicdo de pré-caquexia apresentada por Fearon et al. Este
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sistema de “classifica¢do” apresentado por Martin e colaboradores [30], foi validado e

incluido nas guidelines de pratica clinica internacionais atuais [4].

2.1.4. Fisiopatologia

A fisiopatologia ¢ caracterizada essencialmente pelo balango energético e proteico
negativo, combinado com a reducdo da ingestdo e alteracdes metabolicas [14, 15, 18, 31].
De um modo geral, quatro fatores levam ao desenvolvimento da caquexia, a desregulagao
metabolica, o aumento da protedlise e da lipdlise, a diminui¢do da absor¢do de nutrientes
e a desregulacdo do apetite. Estes fatores, levam a um balango energético negativo e
consequentemente a uma perda de massa muscular [27].

Tem-se vindo a demonstrar uma correlacdo entre marcadores moleculares de
inflamacdo sistémica e perda ponderal em doentes oncoldgicos. Estudos recentes
demonstram uma ligagdo entre a elevagdo desses marcadores e a diminui¢do da qualidade
de vida e da taxa de sobrevivéncia em doentes com caquexia [27].

Tanto os fatores tumorais, como a resposta fisioldgica por parte do hospedeiro aos
mesmos, levam ao aumento da expressdo e libertagdo de citoquinas pro-inflamatorias,
tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 1 beta (IL-1b) e

interleucina 6 ( IL-6) [27].

2.2. Potenciadores caquetizantes

2.2.1. Citoquinas

As citoquinas que tém sido implicadas como mediadores da caquexia sdo o TNF-
alfa, IL-1b, IL-6 e interferdo gama (IFN-y) [13, 22, 26, 28, 32-34], e a atividade das
mesmas aumenta aquando da progressdo do cancro [33]. Um estudo em doentes com
cancro gastro-esofagico demonstrou que a concentragdo de TNF-alfa, IL-6 e IL-1b ¢
significativamente elevado no tecido tumoral [7]. Estas citoquinas desempenham um
papel importante quando diretamente produzidas pelo cancro e pelo ambiente tumoral
[15].

A interacdo do TNF-alfa e da IL-1b com diversas moléculas levam a supressao do
apetite a nivel do hipotalamo, ja a elevacao de IL-6 no plasma esté correlacionada com a
caquexia oncologica, fadiga associada ao cancro, desnutri¢do e diminui¢do da taxa de

sobrevivéncia de doentes com neoplasia do pulmao [27], sendo que White et a/ [35],
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demonstrou claramente a nivel mitocondrial o papel da IL-6 na massa muscular
associando-a também ao crescimento tumoral [18].

Estudos apontam para que na caquexia, a agdo conjunta de multiplas citoquinas e
outros mediadores foram responsaveis pela atrofia muscular [36], contribuindo ainda para
o aumento do catabolismo ao ativar a via proteolitica ubiquitina-proteossoma (UPP) [27].

Efeitos catabolicos podem ser proporcionados também pela auséncia de insulina,
a mesma opde-se aos efeitos catabolicos dos corticoides e a auséncia da mesma em
roedores, contribui para a atrofia da massa muscular [36]. E necessaria uma sensibilidade
normal a insulina para o anabolismo muscular no periodo pos-prandial. A relagdo entre
a insulina e os aminodcidos estimula a sintese proteica, a nivel muscular, e inibe a
protedlise. Porém a resisténcia a insulina tem vindo a ser observada em varios modelos
pré-clinicos em humanos com caquexia [37].

As citoquinas TNF-a e IL-6 tém vindo a ser implicadas nesta resisténcia [7].

2.2.2. Anorexia/Desregulacio da Leptina

Mais de 50% dos doentes oncologicos relata ter falta de apetite [34, 37], que pode
advir da caquexia e dos tratamentos inerentes ao estado clinico em questdo [37], a mesma,
aparece acoplada geralmente com anorexia, tendo como base o desequilibrio entre
citoquinas pré-inflamatorias (TNF- alfa, IL-1b, IL-6, IFN-y) e citoquinas anti-
inflamatorias interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) , interleucina 12 (IL-12) [7, 33].

As citoquinas pro-inflamatérias acima descritas, sdo transportadas através da
barreira hematoencefalica e interagem com as células endoteliais, levando a libertacdo de
substancias que vao afetar o apetite [8, 33], assim como impulsionar o processo de
proteolise e lipolise [18, 36]. A lipolise, ¢ também impulsionada pelo tumor e hospedeiro
devido ao fator de mobilizacao lipidica glicoproteina-zinco-alfa 2 (ZAG) que sensibiliza
os adipocitos a estimulos lipoliticos, apresentando uma expressao aumentada na caquexia
[7], porém a deficiéncia da producdo de testosterona tem também um impacto
significativo na deplecao de tecido adiposo. Ha evidéncia cientifica que o hipogonadismo
em doentes oncoldgicos do sexo masculino situa-se entre 40 a 90% com diversas
tipologias, nomeadamente, cancro do pulmao, pancreas e cabega e pescoco [37].

Os adipo6citos sdo uma fonte importante de leptina, uma hormona anorexigeno e
lipolitica, a deplecdo de tecido adiposo parece ser responsavel pela diminui¢ao dos niveis

de leptina. A diminui¢do dos niveis de leptina, numa resposta hipotalamica normal, devia
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aumentar os péptidos orexigénicos, resultando consequentemente num aumento do
apetite e diminuicao da utiliza¢do de energia, porém esta resposta parece ser atenuada em
doentes oncoldgicos com caquexia. Evidéncia cientifica aponta para o papel das
citoquinas pro-inflamatdrias nesta atenuacdo, parecem provocar efeitos na homeostasia
energética mimetizando a leptina, aumentando as agdes hipotaldmicas e contribuindo
assim para a instalagdo de quadros de anorexia e perda ponderal [37].

Particularmente a citoquina IL-6 encontra-se elevada em doentes com cancro de
cabeca e pescoco, esta citoquina partilha a mesma via de sinalizagdo de recetores que a
leptina e quando aumentada pode também induzir quadros de anorexia e perda ponderal

[37].

2.3. Mecanismos moleculares/vias de sinalizacio que levam a atrofia da massa

muscular aquando da presenca tumoral.

A fisiopatologia da caquexia oncoldgica ¢ bastante complexa. Estd representado na
figura 3, um esquema representativo das vias de acdo e mecanismos moleculares, que
intervém no processo da caquexia oncologica e o respetivo impacto na sintese proteica e

protedlise.
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TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; YFN-y: interferdo gama; IL-1b: interleucina 1 beta; IGF-1: fator de crescimento 1 da insulina; PI3K:
fosfoinositide 3 cinase; AKT: proteina cinase B; mTOR: alvo da rapamicina nos mamiferos; 4E-BP1: 4E-BP1 binding protein; P70S6K: 70 KDa
ribossomal S6 cinase; elF4E: fator de iniciagao eucariético 4E; elF4G: fator de iniciagéo eucaridtico 4G; eEF2: fator de elongagéo eucariético 2;
FOXO: forkhead family; MAFbx/atrogin-1: atrogina-1; MURF-1: Muscle RING finger protein-1; via UB/Prt: via da ubiquitina proteossoma; NF-kB:
fator nuclearkappa B; PKR: proteina cinase R; elF2-a: fator de iniciagcao eucariético 2 alfa.

Figura 3. Mecanismos e marcadores moleculares que controlam o furnover proteico

2.3.1. Sinalizacdo IGF-1-PI3k-AKT-mTOR/FOXO

O crescimento ou atrofia, depende primeiramente da atividade da via
fosfoinositide 3 cinase (PI3K) — proteina cinase B (AKT) - alvo da rapamicina nos
mamiferos (MTOR). Na maioria das células esta via controla a divisdo celular no entanto
em células que ndo se dividem, estimula a sintese global de proteinas e inibe a degradagao
proteica [38]. Esta via de sinaliza¢do ¢ ativada pela insulina ou fator de crescimento 1 da
insulina (IGF-1) [19].

A via IGF-1-PI3K-AKT induz o crescimento muscular, primeiramente ao
estimular a sintese proteica através do mTOR e inibe a degradagdo induzida pelos fatores
transcripcionais (FOXO).

Relativamente aos membros da familia FOXO, Forkhead box O1 (FOXO1) e Forkhead

box O3 (FOXO03) tém recebido mais ateng¢do, pois provavelmente estdo ativados em todos
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os tipos de atrofia e ambos induzem componentes da via ubiquitina-proteossoma. De
facto, a ativagdo do FOXO3 per se chega para ativar a protedlise via UPP [38].

A reducdo da sinalizagdo PI3K-AKT ocorre em doengas catabodlicas resultando
numa diminui¢do da sintese proteica e aumentando o processo proteolitico induzido pelos
FOXO. A inibigdo desta via ocorre na redugao dos niveis de IGF-1 [38]. A redugao dos
niveis de IGF-1 foi detetada em modelos pré-clinicos [37] e doentes oncoldgicos com
caquexia associada ao cancro [23]. O aumento dos niveis de TNF-alfa e IL-1b tém
demonstrado capacidade de inibir a expressao e atividade do IGF-1 [22], posto isto sendo
o IGF-1 um fator importante na regulacdo da via PI3K-AKT, seria interessante
estabelecer os niveis do mesmo, de modo a reduzir a atividade dos FOXO, no entanto
perigosa, pois tem potencial de promover o crescimento tumoral [38].

O TNF-alfa parece também influenciar a via de sinalizagdo do mTOR, como
referido anteriormente um mediador importante na resposta anabolica a nivel muscular.
Estudos em animais e humanos indicam que a agdo inibitéria do TNF-alfa na via de
sinalizagdo mTOR tem um papel na caquexia no cancro [37].

Um estudo em roedores, apds administragao de TNF-alfa ou IL-1 demonstrou que
a perda de massa muscular era semelhante a observada em doentes oncoldgicos com
caquexia [36]. No entanto enquanto o tratamento dos roedores portadores de tumores com
imunoglobulinas anti-citoquinas reduziu a atrofia da massa muscular, o seu impacto na

perda ponderal sistémica foi apenas parcial.

2.3.2. Via Ubiquitina-proteossoma/NF-kB/PIF

Os mecanismos especificos que induzem a perda da massa muscular na caquexia
no cancro ainda ndo estio suficientemente esclarecidos, no entanto evidéncia cientifica
aponta para a participagdo de citoquinas pro6 inflamatdrias e fatores tumorais na ativagao
das vias proteoliticas dentro da célula muscular [39]. O aumento da proteodlise ¢
significativo a nivel muscular em doentes com caquexia [18].

O metabolismo proteico estd alterado na caquexia associada ao cancro e estudos
referem que o turnover proteico em doentes oncoldgicos com caquexia estd aumentado
[37]. Varios mecanismos/vias proteoliticas estdo envolvidas, a nivel molecular, a via UPP
foi identificada como um mecanismo importante na degradacdo proteica [7, 18, 19, 22,
36, 40, 41] em diversos estados patoldgicos, assim como no jejum prolongado e acidose

metabolica. A ativacdo desta via foi identificada em modelos pré-clinicos com caquexia
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associada ao cancro [36]. Estudos prévios demonstraram que a atrofia muscular ¢ uma
resposta a um estimulo caquético, demonstrando uma ativagdo similar desta via
proteolitica, associando assim a expressdo da mesma a aceleracdo da proteolise [38, 42].

Esta via proteolitica pode ainda ser induzida através da estimulagdo da via do fator
nuclear KB (NF-kB) [7], esta ativagdo especifica leva a perda de massa muscular [36].
Citoquinas pro-inflamatdrias como o TNF-alfa e IL-6 sdo responsaveis pela ativagdo da
transcricdo de NF-kB, que por sua vez reduz a proteina miofibrilar ao diminuir a
expressdao de um fator envolvente na diferenciagdo muscular como o MYO-D [34], e ao
ativar também a via UPP [36, 37].

Estas citoquinas, assim como a IL-1b e IFN-y estdo elevadas no cancro, podendo
originar a perda da massa muscular em parte pelo aumento da expressdao do NF-kB [32,
38]. O NF-kB estimula a transcricdo de muscle RING-finger protein-1 (MURF1),
enquanto que os FOXO estimulam a expressao de MURFle MAFbx/atrogina-1 [19, 37].
A expressdo aumentada destas ubiquitinas ligases, ¢ responsavel pela poliubiquitinag@o
seletiva das proteinas que foram sinalizadas para degradacdo [22, 37]. Em situagdes
catabolicas, onde a protedlise se encontra aumentada estas ubiquitinas ligases encontram-
se aumentadas [43]. Posto isso, atualmente o MURF1 e a atrogina 1 sdo utilizados como
marcadores associados a aceleragdo da protedlise [38], através da via UPP [43].

Os efeitos catabdlicos dos FOXO sdo mediados pela indu¢do das ubiquitinas
ligases relacionadas com a perda, MAFbx/atrogina-1 ¢ MURF-1. Grande leque de
evidéncia cientifica implica a transcricdo da familia FOXO como elemento chave na
atrofia da massa muscular durante a caquexia [36], no entanto estudos recentes
demonstraram que a atrogin-1 e o MURF-1 ndo sdo componentes essenciais para a
atividade do proteossoma, porém existem poucos estudos sobre os niveis proteicos das

mesmas na perda muscular, nomeadamente em humanos [22].

Os tumores produzem fatores pro-caquéticos, incluindo o fator de indugdo da
proteolise (PIF) [7]. O PIF foi identificado por Todorov et al [44], em ratos portadores de
tumor caquetizante MAC16 [26, 34]. O PIF tem sido também identificado na urina de
doentes com perda ponderal com neoplasias a nivel do cdlon, pulmao, ovarios, pancreas
e figado. Estudos demonstram que os niveis do PIF se relacionam com o aparecimento
da caquexia, no entanto os mecanismos propostos pelo mesmo ndo foram ainda

confirmados em humanos [7].
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O TNF-alfa e o PIF sdos os principais responsaveis/candidatos para a atrofia da
massa muscular em doentes com caquexia, ambos aumentam a degradagdo proteica
através da UPP [7], através da ativagdo do NF-kb [34]. Esta ativacdo deve-se a
fosforilagdo da sub-unidade alfa do elF2 por parte do PKR, tendo como consequéncia a
reducdo do processo de traducdo e aumento da protedlise [45].

Em suma, a sinalizacdo intracelular de transducdo resultante destes sinais catabdlicos,
citoquinas, hormonas e outros fatores, convergem numa via proteolitica comum da qual

o NF-kB e as ubiquitinas ligases parecem ser um elemento crucial [37].

B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB)

2.3.3. Caracterizacao

O B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) ¢ um acido organico de 5 carbonos, que
deriva do aminodacido essencial leucina por via do seu metabolito alfa-cetoisocaproato
(alpha-KIC).

Quase 80% da leucina ¢ normalmente utilizada para a sintese proteica enquanto
que o restante ¢ convertido em (alpha-KIC) e apenas 5% ¢ convertido em HMB. A leucina
pode ser transaminada a alfa-KIC por duas vias distintas. A primeira consiste na
transformagao do alfa-KIC a HMB pela enzima hepatica citosolica KIC dioxigenase, com
o HMB citosolico a ser posteriormente convertido em B-hidroxi-B-metilglutaril-
Coenzima a (HMG-Coa) que pode ser direcionado para a sintese de colesterol, tanto a
nivel hepatico como a nivel muscular. A segunda via consiste, a nivel hepdtico, na
oxida¢ao do alfa-KIC em isovaril coenzima A pelo cetoacido mitocondrial desidrogenase
de cadeia ramificada (BCKD), sendo que o HMG-Coa ¢ produzido pelo HMG-Coa
sintase [46].

O HMB, tem sido usado para prevenir a perda ponderal, reduzir o dano na massa
muscular, aumentar a massa muscular e a for¢ca e diminuir a protedlise [39]. Podendo
ainda contribuir para a integridade do sarcolema, ao promover uma fonte de HMG-coa
citosolico para a sintese de colesterol, permitindo que uma grande percentagem de
colesterol seja utilizada para a sintese da membrana celular [46-48].

Rathmacher et al [49], avaliaram a seguranca da suplementacdo de uma
combinac¢do de compostos nomeadamente HMB, arginina (ARG) e glutamina (GLN) em
doentes oncologicos e doentes portadores de SIDA, concluindo que a combinagao dos

mesmos ¢ segura e ndo estd associada a nenhum efeito adverso, afirmando mesmo que a
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combinagdo destes nutrientes tem alguns efeitos positivos na hemoglobina, hematdcrito

e formacgdo de eritrocitos, frisando ainda ser mais promissor em doentes oncoldgicos.

2.3.4. HMB - Potenciais vias de aco na sintese proteica e protedlise

Estd representado de forma esquemadtica na figura 4, tendo em conta os
mecanismos moleculares espelhados na fisiopatologia da caquexia oncoldgica, as
potenciais vias de acdo onde o HMB pode efetivamente representar uma agdo positiva e
contribuir para a melhora do turnover proteico.

A eficacia do HMB tem sido demonstrada, em situagdes patoldgicas, onde ¢ registada
a redu¢do de massa muscular nomeadamente na caquexia associada ao cancro [47] e em
doengas cronicas [46].

Alteragdes na homeostasia da proteina muscular sdo provavelmente induzidas por
citoquinas, tais como TNF-alfa ou fatores tumorais como o PIF, o que acaba por inibir a
sintese proteica a nivel muscular e estimular a prote6lise [42].

Efeitos atribuidos ao HMB sdo a atenuacdo da protedlise, aumento do eixo
hormona do crescimento (GH) -IGF-1 e expressao de IGF-1 no musculo e ativagdo da via
do mTOR. (23+). Estudos em animais tratados com estimulantes caquéticos (PIF, TNF-
alfa/IFN-gama, ANG II e LPS), o HMB estimulou a sintese proteica, através do aumento
da fosforilacdo e ativagdo do mTOR [46]. Inclusive Eley l. ef al [42], num estudo em
animais portadores do tumor MAC 16 sugere que efetivamente o HMB sozinho parece
estimular a sintese proteica através da via mTOR/p70s6K. O aumento da fosforilagao
desta via pode ser parcialmente responsavel pela atenuacdo da inibi¢ao exercida pelo PIF
na sintese proteica [42]. Estudos prévios [32, 42, 46] alegam que o PIF inibe a sintese
proteica em miotubos através da ativacdo do PKR, o que resulta num aumento da

fosforilagdo do elF2-alfa e eEF2 resultando numa diminui¢do do processo de tradugao.
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Figura 4. Mecanismos moleculares/vias de agdo que controlam o furnover proteico e potenciais vias de

acdo do HMB

A a¢do do HMB neste processo, prima pela atenuagdo da fosforilagao do eEF2 ao
aumentar a fosforilagdo do mTOR [46, 50], aumentando a fosforilagdo de 4E-BPI,
libertando o eIF4E para formar o complexo ativo eIF4E-elF4G reduzindo a fosforilagao
do eEF2 e promovendo assim a sintese proteica [50].

A atenuagdo da fosforilagdo do elF2alfa pelo HMB resulta da atenuacdo da
fosforilagdo e ativagdo do PKR [46]. Porém segundo Eley et al [42], esta acdo no PKR ¢
efetiva apenas na presenca do PIF, pois o HMB, na auséncia do PIF ndo demonstrou
qualquer efeito na fosforilagdo do PKR ou do eif2a, sugerindo que a acdo do HMB inibe
a fosforilag¢do do eif2a ao prevenir a ativagdo do PKR. De um modo geral o HMB estimula
a sintese proteica a nivel do musculo ao ativar diversas vias, levando ao aumento do
processo de traducdo e diminui¢do da protedlise [32].

A proteolise miofribilar pode ser iniciada através de sistemas proteoliticos como UPP
e os sistemas das caspases, tendo um papel crucial em patologias com perda muscular

associada [46]. Evidéncia cientifica tem demonstrado que o HMB reduz a perda de massa
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muscular associada ao cancro ao atenuar a via UPP [39, 47], sugerindo que o mesmo tem
funcdes predominantemente anti-catabolicas e ndo tanto a anabdlicas [47]. O seu efeito
na degradagao proteica tem sido demonstrado como resultado da inibi¢do do aumento da
atividade induzida pelo PIF na via UPP, através da atenuacdo das vias de sinalizagcdo que
levam a ativagao do NF-kB [42].

O HMB parece ainda exercer algum efeito ao atenuar o aumento da expressdo da via
ubiquitina proteossoma induzido pelo PIF, através da inibicdo do PKC (proteina cinase-

c) com a resultante estabilizacdo do complexo citoplasmatico IkB/NF-kB [40, 46].

2.4. Estudos clinicos e pré-clinicos do potencial efeito do HMB na sintese

proteica e protedlise.

2.4.1. Invitro

Girén et al [51], em modelos in vitro de células L6, demonstrou que a conversao
da leucina em HMB ¢ essencial para a fosforilagdo do mTOR através da ativagao do
PKB/AKT. Posto isto, sendo a ativacdo do mTOR um ponto chave para a sintese proteica
modulada pela PI3K/AKT, o HMB terd um impacto no aumento da sintese proteica. No
entanto nesta avaliacdo nao existia qualquer estimulo catabdlico, mesmo assim os autores
avancaram com a hipotese do efeito positivo do HMB em situagdes de perda, alegando
que a capacidade do HMB estimular a sintese proteica pode contrapor a existéncia do

aumento da proteolise, consequéncia patoldgica em condigdes de perda.

2.4.2. In vivo animais

Aversa et al [40], avaliaram, se administracdo isolada de HMB em modelos
experimentais de caquexia oncologica (AH 130 Yoshida ascites hepatoma) teria efeitos
positivos e se 0 HMB interferia com as vias anabolicas a nivel muscular. Neste estudo o
HMB estd associado com a atenuacdo da perda de massa muscular em modelos
experimentais com caquexia oncoldgica, hipotetizando ainda que a administragdo do
mesmo pode atenuar a perda de massa muscular e ponderal através da redugdo do
crescimento tumoral, observada neste estudo, porém esta a¢ao carece de mais estudo.

Noutra investigacao [41], a administragdo de uma dose de 125mg/Kg de HMB em

ratos MAC16 portadores de tumor demonstrou que o HMB ndo s6 ¢ capaz de atenuar a
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protedlise no musculo esquelético, mas também estimula a sintese proteica. O estudo de
Nunes et al [39], em ratos walker 256 portadores de tumor corroboraram este resultado,
mas utilizaram uma dose de 76mg/kg, contudo este estudo demonstrou também que a
suplementa¢do com HMB reduziu o crescimento tumoral in vivo, em cerca de 40% [39,

46].

2.4.3. In vivo humanos

No estudo de May et al [31], o primeiro ensaio clinico, randomizado duplamente
cego, demonstrou um aumento da massa magra com a suplementacao de aminoacidos em
doentes oncologicos em estadio avangado (IV). Os participantes que receberam a
suplementagdo de HMB/ARG/GLN aumentaram a massa corporal em 4 semanas com
consequente aumento de massa muscular, aumento este, que se manteve ao longo de 24
semanas [14, 31, 40, 46].

No entanto Berk L et al [52], num estudo randomizado duplamente cego com 472
doentes com estadio avangado de cancro do pulmdo e outros tipos de cancros, utilizou
HMB/ARG/GLN como suplementacdo, ndo tendo resultados significativos na massa
magra avaliada nos dois bracos ao longo das 8 semanas de estudo. No entanto apenas
37% dos doentes completaram um estudo, 45% da amostra inicial abandonou o estudo
por op¢ao propria, utilizando como argumento algum tipo de efeito colateral inerente &

intervengao utilizada.

3. Conclusao

A fisiopatologia da caquexia continua bastante complexa, e por essa razdo ¢
necessario um consenso sobre a definicdo e os critérios especificos para descrever
adequadamente a caquexia associada ao cancro, uma vez que multiplas defini¢des
discordantes da caquexia sdo usadas na literatura [4].

A melhor compreensdo da fisiopatologia da caquexia a nivel pré-clinico ¢ vital para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, no entanto as realiza¢cdes de ensaios
clinicos sdo necessarios para a compreensao do verdadeiro papel dessas intervengdes no
doente oncologico [5].

Uma grande preocupagdo da suplementacdo no cancro ¢, teoricamente, o risco de

aumentar o processo tumoral, particularmente quando se utilizam moléculas com
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capacidade anabdlica. Estudos prévios sugerem que o HMB reduz o crescimento tumoral,
mas 0 mecanismo responsavel por este efeito ndo ¢ claro e merece mais investigagdo. A
administracdo de HMB isolado ou combinado com outros nutrientes pode representar
uma agdo segura e eficaz na prevencdo da perda de massa muscular na caquexia
oncologica [40]. E necessaria mais investigagio, nomeadamente na compreensdo dos
mecanismos inerentes ao processo tumoral e estimulo caquético, de modo a potenciar a

abordagem terapéutica multimodal que uma patologia complexa como esta carece.
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