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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacédo de farinha de semente de uva versus
placebo de amido de milho na microbiota intestinal de pacientes com caquexia

associada ao cancer colorretal.

Métodos: Estudo clinico de fase 2, randomizado, triplo mascarado, controlado por
placebo, com 20 pacientes (n=9 intervengdo, n=11 placebo). Os participantes
receberam capsulas com 8g/dia de farinha de semente de uva ou placebo durante
28 dias. Os objetivos secundarios incluiram avaliagdo de marcadores inflamatorios
plasmaticos e séricos, ingestao alimentar e perfil da microbiota intestinal. Amostras
fecais foram coletadas antes e apos a intervengao e analisadas por sequenciamento
de proxima geragdo (NGS) usando QIIME 2 e DADA2. Amostras de sangue foram
coletadas para analise de marcadores inflamatérios, e a ingestdo alimentar foi

registrada por recordatorio de 24 horas.

Resultados: A suplementagcdo nao alterou significativamente os indices de alfa
diversidade (Chao1, Simpson, Shannon). Observou-se aumento significativo de
Proteobacteria e reducao de Bacteroidota nos pacientes suplementados. O aumento
do IMC correlacionou-se positivamente com Blautia e negativamente com

Bacteroidota. A reactancia apresentou correlagcao positiva com Bacteroidota.

Conclusao: A suplementacdo de farinha de semente de uva por 28 dias nao
modificou de forma relevante o perfil global da microbiota intestinal em pacientes
com caquexia associada ao cancer colorretal, mostrando efeitos similares ao
placebo. No entanto, houve impacto positivo em variaveis secundarias, incluindo
marcadores inflamatorios, sugerindo beneficio potencial em paradmetros metabdlicos

e imunoldgicos. Apesar das limitacbes do estudo, os resultados fornecem
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contribuicdes relevantes para a compreensao da caquexia no cancer, especialmente
sobre o uso de produtos ricos em polifendis e fibras alimentares como coadjuvantes

terapéuticos.

Palavra chave: cancer, cancer colorretal, microbiota, polifenol, farinha de semente

de uva

Abstract

Objective: To evaluate the effect of grape seed flour supplementation versus corn
starch placebo on the gut microbiota of patients with cachexia associated with

colorectal cancer.

Methods: A phase 2, randomized, triple-masked, placebo-controlled clinical trial with
20 patients (n=9 intervention, n=11 placebo). Participants received capsules
containing 8g/day of grape seed flour or placebo for 28 days. Secondary objectives
included assessment of plasma and serum inflammatory markers, dietary intake, and
gut microbiota profile. Fecal samples were collected before and after the intervention
and analyzed by next-generation sequencing (NGS) using QIIME 2 and DADAZ2.
Blood samples were collected for analysis of inflammatory markers, and dietary

intake was recorded by 24-hour recall.

Results: Supplementation did not significantly alter alpha diversity indices (Chao1,
Simpson, Shannon). A significant increase in Proteobacteria and a reduction in
Bacteroidota were observed in supplemented patients. The increase in BMI
correlated positively with Blautia and negatively with Bacteroidota. Reactance

showed a positive correlation with Bacteroidota.

Conclusion: Supplementation with grape seed flour for 28 days did not significantly
modify the overall profile of the intestinal microbiota in patients with cachexia
associated with colorectal cancer, showing effects similar to placebo. However, there
was a positive impact on secondary variables, including inflammatory markers,
suggesting a potential benefit in metabolic and immunological parameters. Despite
the limitations of the study, the results provide relevant contributions to the

understanding of cancer cachexia, especially regarding the use of products rich in
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polyphenols and dietary fiber as therapeutic adjuvants.

Keywords: cancer, colorectal cancer, microbiota, polyphenol, grape seed flour
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1- INTRODUCAO

O céncer consiste no crescimento desordenado e continuo de células
malignas dentro do organismo hospedeiro (DEKKER et al, 2019; RAWLA,
SUNKARA, BARSOUK, 2019). A mortalidade atribuida ao cancer esta entre as mais
elevadas globalmente, tendo sido responsavel por aproximadamente 10 milhdes de
mortes em 2020, conforme dados da Organizacdo Mundial da Saude (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022). O cancer colorretal (CCR) destaca-se entre as
neoplasias malignas mais comuns no mundo, ocupando a terceira posicdo em
termos de incidéncia, com cerca de 1,9 milhdo de novos casos representando 9,6%
do total, ficando atras apenas dos cénceres de pulmdo e mama (“Céncer -
OPAS/OMS | Organizagao Pan-Americana da Saude”, 2025).

A causa do CCR ainda nao é totalmente compreendida, mas fatores como
aumento da expectativa de vida, a modificagdo de dietas e habitos alimentares e
variagbes genéticas e epigenéticas podem explicar o aumento da prevaléncia.
Grande parte dos casos de cancer colorretal esta associada a fatores modificaveis,
incluindo habitos alimentares inadequados, condi¢gdes imunoldgicas do hospedeiro e
comportamentos relacionados ao estilo de vida, como tabagismo, sedentarismo e
obesidade (ARNOLD et al., 2017; DE CARVALHO et al., 2019; SCHREUDERS et al.,
2015). O cancer colorretal manifesta-se frequentemente por alteragbes no
funcionamento intestinal, tais como constipacéo ou diarreia, além de sintomas como
anemia, colicas abdominais, sangramento retal e sensacdo de evacuagao
incompleta. Esses sintomas podem provocar desconforto gastrointestinal e reduzir a
ingestdo alimentar, resultando em perda de peso e contribuindo para o

desenvolvimento da caquexia associada a doenga. (OMLIN et al., 2013).

O termo “caquexia” tem origem nas palavras gregas kakos, que significa
“ruim”, e hexis, que pode ser traduzido como “condi¢cado” ou “habito” (MUSCARITOLI
et al.,, 2010). A caquexia esta relacionada a diversas doencgas cronicas, incluindo
cancer, insuficiéncia cardiaca cronica, insuficiéncia renal cronica e enfermidades
autoimunes. Aproximadamente 80% dos pacientes com céancer em estagio
avangado apresentam esse quadro (BRUERA, 1997), e em cerca de 20% dos casos

a caquexia é considerada a causa direta do obito (FEARON, 2008).
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A caquexia associada ao cancer é uma sindrome complexa e multifatorial,
caracterizada pela perda persistente de massa muscular esquelética, com ou sem
reducdo da massa adiposa, que nao responde adequadamente ao suporte
nutricional convencional e resulta em deterioracado funcional progressiva (FEARON
et al., 2011). Os pacientes com caquexia apresentam quadro de anorexia,
inflamacgao, resisténcia a insulina, protedlise muscular, aumento da lipdlise, estresse
oxidativo (EVANS et al., 2008) e gasto energético em repouso (GER) aumentada
(CHASEN; BHARGAVA, 2009). Essas modificagdes séo atribuidas ao aumento das
citocinas pré-inflamatérias, bem como a alteragées hormonais e metabdlicas (Silva,
2006), e estdo associadas a diminuigdo da qualidade de vida, ao comprometimento
da recuperacéo do paciente, a menor tolerancia aos tratamentos e ao aumento das
complicacbes da doenga (FEARON, 2008).

Atualmente, ndo ha um protocolo terapéutico padrao estabelecido para o
tratamento da caquexia associada ao cancer. Contudo, sabe-se que a intervengao
apresenta maior eficacia quando iniciada precocemente, ainda na fase de
pré-caquexia (LAVIANO; DI LAZZARO; KOVERECH, 2018). No geral, as
intervengdes farmacéuticas nao mostraram um beneficio significativo de
sobrevivéncia ou uma melhora na qualidade de vida em pacientes com caquexia do
cancer (BRUGGEMAN et al., 2016).

Evidéncias indicam que o intestino pode ter uma participacdo importante na
fisiopatologia da caquexia (NORMAN; PIRLICH, 2008). O trato gastrointestinal
humano é colonizado por mais de 100.000 bilhdes de microrganismos, entre eles,
bactérias, virus, fungos, protozoarios e archaea, que comumente sao referidos como
microbiota (FAITH et al., 2013). O microbioma (genoma coletivo da microbiota),
maior que 0 genoma humano, é considerado como um o6rgao virtual que participa do
funcionamento fisioldgico do hospedeiro (WOLTERS et al., 2019)

A microbiota intestinal € composta 90% pelos filos microbianos intestinais
Firmicutes (formado principalmente pelos géneros Clostridium, Enterococcus,
Ruminococcus, Lactobacillus, Bacillus) e Bacteroidetes (composto sobretudo pelos
Bacteroides e Prevotella), seguidos pelos Actinobacteria (flo menos numeroso
formado especialmente pelo género Bifidobacterium), Proteobacteria, Fusobacteria e
Verrucomicrobia (RINNINELLA et al., 2019).
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Uma microbiota intestinal saudavel é constituida por uma composicao
equilibrada de diferentes microrganismos comensais, simbiontes e protobiontes,
mantendo assim a homeostase funcional essencial para a saude humana
(GREENHALGH et al., 2016). Qualquer perturbagéao neste equilibrio tem o potencial
de alterar o funcionamento da barreira intestinal (DI TOMMASO; GASBARRINI;
PONZIANI, 2021). A disbiose é caracterizada pela diminuicdo nos simbiontes e
comensais e/ou um aumento nos protobiontes. Por isso, diferentemente da
microbiota intestinal saudavel, a microbiota de pacientes com cancer apresenta uma
menor diversidade de bactérias (MONTALBAN-ARQUES et al., 2015).

A literatura atual levantou a hipotese de que a progressao do cancer leva a
disfuncdo da barreira intestinal. Essa disfuncdo aumenta a permeabilidade de
bactérias patologicas e endotoxemia. Esse processo resulta em inflamacgao
sistémica, que pode culminar no quadro clinico da caquexia associada ao cancer
(KLEIN et al., 2013). Entretanto, a relacdo entre a microbiota humana, a inflamacgé&o
sistémica e o desenvolvimento da caquexia ainda permanece pouco esclarecida na
literatura cientifica (HERREMANS et al., 2019) .

Poucos estudos investigaram a relagcdo dos polifenois na microbiota de
pacientes com cancer colorretal. Evidéncias experimentais tém relacionado a
ingestao alimentar de polifenois a um risco reduzido de cancer (GROSSO et al.,
2017), obesidade (DE BLASIO et al., 2021), diabetes tipo 2 (RIENKS et al., 2018) e
sindrome metabdlica (GROSSO et al., 2017).

Além dos polifendis, a ingestdo de fibras alimentares exerce influéncia
significativa sobre a composicdo da microbiota intestinal e sua interagdo com o
desenvolvimento do cancer colorretal. A baixa ingestao desse tipo de nutriente esta
associada nao apenas a diminuicdo da diversidade microbiana e a menor producgao
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), mas também a alteragédo do metabolismo
microbiano intestinal, que passa a utilizar substratos menos adequados, como
proteinas dietéticas e enddégenas (CUMMINGS; MACFARLANE, 1991) e mucinas do
hospedeiro (DESAI et al., 2016) que pode ser prejudicial ao hospedeiro. Quando a
dieta € desprovida de fibras alimentares, algumas bactérias intestinais alteram seu
metabolismo para utilizar glicanos de mucina, induzindo a expressdo génica de

enzimas degradadoras de mucina (SONNENBURG et al., 2005). Esse processo leva
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ao aumento da abundancia de bactérias degradadoras de mucina, como
Akkermansia muciniphila (DESAI et al., 2016). Como consequéncia, a falta
prolongada de fibras alimentares compromete a integridade da barreira do muco,
tornando o ambiente intestinal mais vulneravel a agressdes externas. Consistente
com isso, a alimentacdo com dieta ocidental (teor de fibra muito baixo) de
camundongos aumenta a penetrabilidade da camada interna de muco e diminui a
taxa de crescimento, tornando o muco penetravel e pode, portanto, aumentar a
suscetibilidade a infecgdes (SCHROEDER et al., 2018). Além disso, a diminui¢cao do
consumo de fibras na dieta tem sido relacionada ao aumento da incidéncia do
cancer colorretal (AUNE et al., 2016)

2- OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da suplementacdo da farinha de semente de uva, rica em
polifendis e fibras, na microbiota intestinal de pacientes com caquexia associada ao

cancer colorretal recém diagnosticados em fase pré-tratamento oncolégico.
2.2 Objetivo especifico
O presente estudo ainda teve como objetivo especifico:
e avaliar os efeitos da suplementacao sobre a fungao intestinal,

e avaliar os efeitos da suplementagcdo sobre os marcadores inflamatorios

plasmaticos
e avaliar a ingestao alimentar,;

e comparar a microbiota intestinal de pacientes com cancer colorretal e

pacientes saudaveis.

3.0 REVISAO DA LITERATURA CIENTIFICA

3.1 A Caquexia associada ao cancer

A caquexia é uma sindrome marcada por perda de peso e de massa

muscular, podendo ou ndo estar acompanhada de diminui¢ao do tecido adiposo, e
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que nao responde de forma plena ao suporte nutricional tradicional. Geralmente,
estd associada a doengas subjacentes, como cancer, insuficiéncia renal,
insuficiéncia cardiaca, doencas neuroldgicas, doenga pulmonar obstrutiva crénica e
AIDS, entre outras (SHUKUYA et al., 2023; ZHOU et al., 2021).

A caquexia é dividida em trés estagios conforme a gravidade da condigéo,
embora nem todos os pacientes transitem por todas as fases. A pré-caquexia
apresenta menor impacto clinico, caracterizando-se por perda involuntaria de peso
igual ou inferior a 5%, anorexia e alteracbes metabdlicas. Na fase de caquexia
propriamente dita, observa-se frequentemente diminuigdo da ingestao alimentar e
inflamacao sistémica, com perda de peso superior a 5% nos ultimos seis meses, ou
indice de massa corporal (IMC) inferior a 20 associado a perda de peso acima de
2%, ou ainda sarcopenia com perda de peso superior a 2%. Por fim, a caquexia
refrataria acomete pacientes em estagio avangado, caracterizados por alto
catabolismo, resisténcia ao tratamento oncologico e expectativa de vida inferior a
trés meses (FEARON et al., 2011).

A avaliagdo de pacientes com caquexia deve abranger diversos aspectos
clinicos. Primeiramente, € fundamental verificar o grau de anorexia, com énfase na
ingestdo de energia e proteinas. Em seguida, devem ser analisados os parametros
laboratoriais, especialmente os niveis séricos de proteina C reativa (PCR), cuja
elevacdo estd associada a resposta hepatica induzida pelo aumento da citocina
pro-inflamatoria IL-6 (SILVA, 2006, FEARON et al., 2011, HINSLEY; HUGHES, 2007,
(FLINT; FEARON; JANOWITZ, 2017; PORPORATO, 2016; PROCTOR et al., 2011;
ROXBURGH; MCMILLAN, 2010). Também ¢é importante avaliar a massa e a forca
muscular, embora ainda n&o haja consenso sobre o0 método mais adequado para essa
mensuracdo. Por fim, deve-se considerar o impacto funcional e emocional da caquexia
por meio de questionarios de qualidade de vida, ja que muitos pacientes relatam
dificuldades nas atividades diarias, além de sintomas psicologicos como solidao,
sentimento de invisibilidade e vergonha da prépria imagem corporal (SILVA, 2006,
FEARON et al., 2011, HINSLEY; HUGHES, 2007, MCCLEMENT, 2005).

A desnutricdo energético-protéica (DEP) geralmente se caracteriza por aumento
do apetite, reducado do gasto energético em repouso, preservacdo da massa magra e

mobilizacao preferencial das reservas de gordura corporal (SCHWARTZ; SEELEY,
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1997). Por outro lado, a caquexia apresenta um perfil metabdlico distinto, marcado por
anorexia, elevagao do gasto energético basal e acentuada perda de massa muscular,
podendo ou nao estar acompanhada da diminuicao do tecido adiposo (MANTOVANI et
al., 2004). Dessa forma, a fisiopatologia da caquexia € marcada por um balango
negativo de proteinas e energia, resultante da combinagdo da redugdo da ingestao
alimentar e do metabolismo alterado (FEARON et al., 2011). Essas modificagdes séo
atribuidas ao aumento das citocinas pro-inflamatérias, bem como a alteragdes
hormonais e metabdlicas (SILVA, 2006) e estdo associadas a piora da qualidade de
vida, comprometimento da recuperagdao, menor tolerancia aos tratamentos e maior

incidéncia de complicagdes relacionadas a doenca (FEARON, 2008).

O desequilibrio energético na caquexia do cancer é caracterizado pelo aumento
do consumo e pela reducdo das reservas energéticas do organismo. Em comparagao
ao estado de homeostasia, diversos processos fisioldgicos tornam-se desregulados,
incluindo o escurecimento do tecido adiposo, a elevagao da gliconeogénese hepatica e
do ciclo de Cori, além de disfuncbes metabdlicas. Essas alteragdes, que contribuem
para o aumento do gasto energético em repouso, variam conforme a duragdo da
doenga, bem como o local, tipo e estagio do tumor (PORPORATO, 2016; SIDDIQUI et
al., 2020).

O tecido adiposo marrom é altamente ativo do ponto de vista metabdlico e esta
associado ao estado de hipermetabolismo devido a expressdao da proteina
desacopladora 1 (UCP1) (Argilés et al., 2018).. Essa proteina atua na membrana
interna mitocondrial, promovendo o desacoplamento entre a fosforilagdo oxidativa e a
producao de ATP, resultando na dissipacdo de energia na forma de calor (DEMINE;
RENARD; ARNOULD, 2019). Por meio de um fendbmeno conhecido como
escurecimento, os adipdcitos brancos podem adquirir caracteristicas do tecido adiposo
marrom, originando o chamado tecido adiposo bege (ARGILES et al., 2014,
(PETROVIC et al., 2010). Esse tecido recém-formado apresenta propriedades
semelhantes as do tecido marrom, como o aumento do gasto energético, contribuindo
para o balango energético negativo Argilés et al., 2018). Além disso, o processo de
escurecimento intensifica a mobilizacdo de lipidios e a liberagdo de mediadores
proé-inflamatérios. Entre os principais fatores indutores desse processo estdo a
interleucina-6 (IL-6), a proteina relacionada ao horménio da paratireoide (PTH-rP),

determinados fatores do hospedeiro e a glicoproteina secretada pelo tumor conhecida
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como zinco-alfa-2-glicoproteina (MANNELLI et al., 2020).

Nos pacientes com céancer, o ciclo de Cori encontra-se acelerado, uma vez que
as células tumorais preferencialmente utilizam glicose como fonte energética (GUPPY
et al., 2002). Para suprir essa demanda, ha um aumento da gliconeogénese hepatica.
Durante esse ciclo, as células cancerosas metabolizam a glicose até lactato, que é
posteriormente convertido novamente em glicose pelo figado (ARGILES et al., 2014).

Esse processo consome aproximadamente 300 calorias por dia (TISDALE, 2002).

Sob condigbes fisiolégicas normais, o metabolismo proteico mantém um
equilibrio dindmico entre processos catabdlicos e anabdlicos, regulado por sinais que
promovem tanto a degradagdo quanto a sintese de proteinas. No contexto da caquexia
associada ao cancer, esse equilibrio € comprometido, havendo um predominio do
catabolismo sobre o anabolismo. Isso se traduz em uma maior degradagdo de

proteinas e uma redugao significativa na sua sintese (ARNESON; DOLES, 2019).

Durante o desenvolvimento do cancer, tanto as células tumorais quanto o
sistema imunoldgico desencadeiam uma resposta inflamatéria, caracterizada pela
liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Essas moléculas sinalizadoras ativam a quinase IKK, a
qual regula a transcricdo do fator NF-kB, um elemento central na indugdo da
degradacdo muscular. O NF-kB, por sua vez, estimula componentes do sistema
ubiquitina-proteassomo, incluindo as enzimas E1 (ativadora de ubiquitina), E2
(conjugadora) e E3 (ligase), que atuam de forma coordenada na marcagao de proteinas
para degradacgao (Li et al., 2003). Especificamente no tecido muscular esquelético,
destacam-se as ligases E3 MuRF-1 e Atrogina-1 como principais mediadoras da atrofia
muscular (HASSELGREN; WRAY; MAMMEN, 2002). Essas enzimas promovem a
ubiquitinacdo de proteinas estruturais do musculo, direcionando-as ao proteassomo —
um complexo proteico responsavel pela degradacao intracelular. Esse processo
intensifica o catabolismo muscular, contribuindo para a perda de massa magra em
condigdes como o cancer (FRANCAUX; DELDICQUE, 2018, LI et al., 2003). O NF-kB
regula positivamente as ativinas (AcTa), que sao necessarias para manter as
propriedades das células iniciadoras de cancer. Adicionalmente, o fator de transcrigao
NF-kB atua na regulagao positiva das ativinas (AcTa), proteinas que desempenham um

papel fundamental na preservacao das caracteristicas das células iniciadoras de tumor.
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(WAMSLEY et al., 2015). O NF-kB também exerce um efeito inibitorio sobre a proteina
MyoD, um fator chave na diferenciacdo miogénica, comprometendo o processo de
maturagcao das células musculares. Além disso, a interleucina-6 (IL-6), ao se ligar ao
seu receptor especifico (IL-6R), ativa a via de sinalizagdo JAK/STAT3, resultando na

intensificagdo do catabolismo proteico (SIDDIQUI et al., 2020).

No contexto da caquexia, observa-se um aumento nos niveis de miostatina —
também denominada fator de crescimento e diferenciagdo 8 (GDF-8) — e de ativina,
ambos pertencentes a familia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B)
(SIDDIQUI et al., 2020; ELLIOTT et al., 2012), contribuindo para o catabolismo proteico
por dois mecanismos principais. No primeiro, miostatina e ativina promovem a
fosforilacdo das proteinas Smad 2/3, que formam um complexo com Smad 4. Esse
complexo migra para o nucleo da célula, onde contribui para a redugdo da massa
muscular. Em um segundo mecanismo de acgdo, essas proteinas suprimem a
fosforilagdo do fator de transcricdo FoxO, o que leva a diminuicdo da atividade da
proteina quinase AKT. Como consequéncia, ocorre ativagdo da via autofagica e
aumento da expressao das ligases de ubiquitina atrogina-1 e MuRF-1 (SIDDIQUI et al.,
2020).

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) atua como um
agente anabdlico, e sua producdo € estimulada pela interacdo do hormdnio do
crescimento (GH) — um peptideo sintetizado pela glandula pituitdria — com seu
receptor especifico, 0 GHR (receptor do horménio do crescimento) (MARTINELLI JR;
CUSTODIO; AGUIAR-OLIVEIRA, 2008). A ligacdo do IGF-1 ao seu receptor (IGF-1R)
desencadeia a fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS), o qual, por sua
vez, ativa a via de sinalizacdo PI3K/AKT (SIDDIQUI, et al., 2020). A via de sinalizagao
PI3K/AKT, por sua vez, estimula alvos moleculares envolvidos na sintese proteica, além
de fosforilar e inativar o fator de transcricdo FoxO, conhecido por exercer efeitos
negativos sobre a miogénese. Como resultado, essa via também reprime a expressao
das ligases de ubiquitina atrogina-1 e MuRF-1, ambas associadas ao processo de
atrofia muscular (SIDDIQUI et al., 2020). Entretanto, na caquexia relacionada ao
cancer, observa-se uma deficiéncia na sinalizagcdo mediada pelo IGF-1, fendmeno
atribuido principalmente ao aumento das citocinas pré-inflamatérias (TROBEC et al.,
2011). O TNF-a diminui a fosforilagdo dos substratos IRS-1 e IRS-2 pelo receptor

IGF-1R, resultando na inibicao da sinalizagdo do IGF-1 durante o desenvolvimento das
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células musculares (BROUSSARD et al., 2004), inibe a expresséo de IGF-1 localmente
no musculo (LI et al., 1998, LI et al., 2005) diminuindo a expressdo de GHR (NOGUCHI
et al., 1998). Por outro lado, a interleucina-1 (IL-1) atua inibindo a expressao do gene
do IGF-1, cuja sintese € normalmente estimulada pelo hormdnio do crescimento (GH)
(THISSEN; VERNIERS, 1997), Por outro lado, a interleucina-6 (IL-6) promove a
expressao da proteina SOCS3 (supressor da sinalizagao de citocinas 3), que facilita a
degradacdo do IRS-1 via sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), comprometendo
assim a sinalizagdao do IGF-1 (RUI et al., 2002). Dessa forma, ocorre uma redug¢ao na
ativacado da via PI3K/AKT, o que resulta na diminuicdo da sintese proteica, na menor
inibicdo do fator FoxO e na elevagdo da expressdao das ligases de ubiquitina
especificas do musculo esquelético, fatores que contribuem para a progresséo da
atrofia muscular (SIDDIQUI et al., 2020).

O balancgo proteico também é comprometido pelo aumento dos niveis séricos do
Fator Indutor de Protedlise (Proteolysis Inducing Factor - PIF), que estimula a
degradagado proteica via sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) e inibe a sintese
proteica no musculo esquelético por meio da fosforilagdo do fator de iniciacédo
eucaridtico 2a (elF2a) (MIRZA; WYKE; TISDALE, 2011).

A reducgao do tecido adiposo observada na caquexia associada ao cancer pode
resultar tanto do aumento da lipdlise quanto da diminuicdo da lipogénese (DROTT;
PERSSON; LUNDHOLM, 1989). Esse primeiro mecanismo €& considerado o mais
provavel, pois a degradagao do triacilglicerol libera acidos graxos livres e glicerol —
compostos que apresentam niveis elevados em pacientes com cancer que apresentam
perda de peso. (LEGASPI et al.,, 1987, SHAW; WOLFE, 1987). As principais vias
intracelulares envolvidas na regulacdo da lipdlise incluem os sinais da insulina,
catecolaminas, peptideos natriuréticos e TNF-a. As catecolaminas promovem a
ativacdo da lipolise ao se ligarem a qualquer um dos trés receptores adrenérgicos 3
(B1, B2 e B3), acoplados a proteina Gs. Essa interagao estimula a adenilato ciclase,
resultando na producdo de AMP ciclico, que por sua vez ativa a proteina quinase A
(PKA). A PKA entao fosforila e ativa a lipase horménio-sensivel (HSL), desencadeando
o processo lipolitico. (RYDEN; ARNER, 2007). O fator mobilizador de lipideos (LMF),
exemplificado pela zinco-a2-glicoproteina (ZAG), é secretado pelo tumor e atua por
meio da interagdo com o receptor adrenérgico 3 (B3-AR) (RUSSELL; HIRAI; TISDALE,

2002), dando continuidade a cascata da lipdlise (TISDALE, 2005). As catecolaminas
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podem inibir a lipdlise por meio da ativagdo dos receptores adrenérgicos a2 (a2-AR),
que estao acoplados a proteina Ga, a qual suprime a atividade da adenilato ciclase e,
consequentemente, bloqueia a ativacdo da lipase horménio-sensivel (HSL).
Paralelamente, os peptideos natriuréticos promovem a lipdlise ao se ligarem ao
receptor de guanilil ciclase A (GC-A), estimulando a guanilato ciclase e elevando os
niveis de GMP ciclico. Essa molécula ativa a proteina quinase G (PKG), que por sua
vez fosforila e ativa a HSL. Por outro lado, a insulina se conecta ao seu receptor e ativa
o substrato IRS-1, o que desencadeia a ativagédo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K).
Essa via culmina na ativagdo da fosfodiesterase 3 (PDE3), que degrada o AMP ciclico
em 5’AMP, interrompendo assim a sinalizacdo necessaria para a ativacdo da HSL.
(RYDEN; ARNER, 2007). Por outro lado, o TNF-a estimula a lipdlise ao interferir na
sinalizagao da insulina, prejudicando a fungao do IRS-1 e promovendo resisténcia
insulinica (ARNER, 2005; HOTAMISLIGIL et al., 1996). Além disso, o TNF-a contribui
para o aumento da lipdlise por meio da ativagdo da proteina quinase A (PKA), que
fosforila a perilipina e ativa a lipase horménio-sensivel (HSL). Pacientes com caquexia
associada ao cancer apresentam niveis elevados de liberacdo e acédo das
catecolaminas, o que também intensifica a lipdlise (KLEIN; WOLFE, 1990, HYLTANDER et
al., 2000), aumento do nivel de peptideos natriuréticos (KALRA; TIGAS, 2002), aumento
dos niveis de TNF-a, e o aumento de LMF (BING et al., 2004), o que gera um nivel
aumentado de HSL e aumento da lipdlise (THOMPSON et al., 1993).

Em pacientes com caquexia relacionada ao cancer, a perda de massa muscular
também pode ser atribuida a apoptose das células musculares. Van Royen et al. (2000)
sugerem que o emagrecimento muscular caracteristico dessa condi¢ao esta associado
a um processo apoptaotico, no qual ocorre ndo apenas a degradagao de proteinas, mas
também a perda de material genético (DNA) pelas células musculares. A analise
microscopica revela caracteristicas tipicas da apoptose, como condensagao e
marginalizagcdo da cromatina, além da presenga de nucleos apoptoticos. Do ponto de
vista bioquimico, ha elevagao dos niveis das proteinas P53 e das caspases 8 e 9 (DE
CASTRO et al.,, 2019). Complementando esses achados, Busquets et al. (2005)
identificaram um aumento significativo da fragmentagdo do DNA muscular em

pacientes caquéticos com cancer gastrointestinal.

O organismo obtém energia principalmente por meio do metabolismo oxidativo,

no qual o oxigénio é reduzido durante a quebra das ligagdes covalentes da glicose,
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resultando na produgéo de diéxido de carbono, agua e energia. Embora a maioria dos
subprodutos desse processo seja benéfica, uma pequena fragdo — menos de 5% —
pode se tornar prejudicial as células quando presente em concentragdes elevadas
(SOSA et al., 2013). Nesse contexto, o oxigénio pode sofrer redugao parcial, originando
as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo moléculas altamente
instaveis devido a presenga de um numero impar de elétrons na sua ultima camada
eletrénica (SILVA; JASIULIONIS, 2014; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Dentre as
principais espécies reativas de oxigénio (EROs) presentes nos tecidos, destacam-se o
anion superoxido (O:7), o peroxido de hidrogénio (H:O:) e o radical hidroxila (*OH)
(DROGE, 2002). As enzimas NADPH oxidase e xantina oxidase (XO) sdo as principais
responsaveis pela geracdo dessas EROs em contextos fisiopatoldgicos (ABRIGO et al.,
2018), enquanto fontes exdgenas incluem a radiagao ultravioleta, poluentes ambientais
e o exercicio fisico intenso (SOSA et al., 2013). Para neutralizar essas espécies
reativas, o organismo conta com um sistema antioxidante composto por enzimas como
a superoéxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) (ZELKO;
MARIANI; FOLZ, 2002). Além disso, antioxidantes exégenos obtidos pela dieta — como
as vitaminas C, E e A, acido urico, acido lipdico, glutationa e metabdlitos de polifendis
— também desempenham papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo
(YOSHIDA et al., 2003).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao geradas por diferentes
compartimentos celulares, como as mitocéndrias, o reticulo sarcoplasmatico e o
sarcolema. No caso do musculo esquelético, a produgao mitocondrial de EROs é
especialmente significativa, visto que esse tecido apresenta alta densidade mitocondrial
em comparagdo com outros tipos celulares (ABRIGO et al., 2018). As EROs
desempenham fungdes fisioldgicas fundamentais, estando envolvidas em processos
como regeneragao e reparo tecidual, sinalizagéo intercelular, fagocitose (MANTOVANI
et al.,, 2002) até mesmo na biogénese mitocondrial estimulada pelo exercicio fisico
(ADHIHETTY et al., 2003). No entanto, quando a produgdo de EROs se torna
excessiva e cronica, os sistemas antioxidantes enddgenos tornam-se saturados,
comprometendo o equilibrio redox celular (Sosa et al., 2013). Esse desequilibrio leva
ao chamado estresse oxidativo, que pode provocar danos significativos a componentes
celulares essenciais, como lipidios, proteinas e DNA, além de prejudicar a integridade e

a funcionalidade das estruturas celulares (MECOCCI et al., 1999).
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Em pacientes oncoldgicos, o estresse oxidativo decorre de um desequilibrio
entre os niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a diminuigdo da
atividade de enzimas antioxidantes (BARREIRO et al., 2005); (MANTOVANI et al., 2002).

Diversos fatores contribuem para esse desequilibrio:

a) a ingestao alimentar reduzida, frequentemente associada a sintomas como
anorexia, nauseas e vOmitos, leva a uma menor disponibilidade de nutrientes

essenciais, incluindo antioxidantes (MACCIO et al., 2009);

b) alteragbes no metabolismo energético, especialmente no metabolismo da
glicose, prejudicam a sintese de compostos redutores fundamentais para o controle do
estresse oxidativo (MACCIO et al., 2009);

¢) a inflamacgédo cronica, comum em pacientes com cancer, resulta de uma
ativacao persistente do sistema imunoldgico e esta associada a producédo exacerbada
de citocinas pro-inflamatdrias, que estimulam a geragdo de EROs (MANTOVANI et al.,
1998);

d) o uso de quimioterapicos, como os agentes alquilantes — com destaque para
a cisplatina — também promove a producao excessiva de EROs (WEIJL; CLETON;
OSANTO, 1997);

e) além disso, ha um aumento na expressao de proteinas desacopladoras
mitocondriais (UCPs), que afetam negativamente o funcionamento da cadeia
transportadora de elétrons, levando a perda do potencial de membrana mitocondrial e,

consequentemente, ao aumento da geragido de EROs (SANCHIS et al., 1998).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) exercem um papel importante na
ativacado de vias catabolicas envolvidas na degradacdo muscular. Entre elas,
destaca-se a via do fator nuclear kappa B (NF-kB), cuja ativagao leva a superexpressao
de proteinas como MuRF-1 e atrogina-1, reguladoras do sistema
ubiquitina-proteassoma (UPS) no tecido muscular esquelético, contribuindo para a
perda de massa muscular (POWERS; KAVAZIS; DERUISSEAU; 2005,
(GOMES-MARCONDES; TISDALE, 2002; ABRIGO et al., 2018). Além disso, as EROs
podem inibir a ativagado da via PI3K-Akt, essencial para o anabolismo proteico, o que
acentua ou acelera o dano muscular em individuos com caquexia
(PAPACONSTANTINOU, 2009, BASHAN et al., 2009, ABRIGO et al, 2018).
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Adicionalmente, as EROs intensificam a resposta inflamatéria ao induzir a sintese e
liberagao de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
a interleucina-6 (IL-6) (KIM et al., 2009, PRABHAKAR, 2013). Também promovem a
elevacdo dos niveis da proteina p53, reconhecida como um dos principais mediadores
do processo apoptético (REUTER et al., 2010).

Diferentemente da desnutricdo comum, a caquexia nao pode ser revertida
exclusivamente por meio da reposicdo energético-proteica, uma vez que envolve
mecanismos fisiopatolégicos complexos e multifatoriais (FEARON et al., 2011).. Em
funcdo disso, multiplas estratégias terapéuticas vém sendo investigadas, incluindo
intervengdes baseadas em exercicio fisico (BALLARO et al., 2019), abordagens
farmacoldgicas e alternativas nutricionais especificas (ROELAND et al., 2020). Entre
essas ultimas, destaca-se o uso de fitoquimicos, especialmente os polifendis, devido
as suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antibacterianas. Esses
compostos tém demonstrado efeitos promissores na prevengdo e manejo de
diversas doencgas crbénicas, como cancer, enfermidades cardiovasculares e diabetes
(MARQUES; MARKUS; MORRIS, 2009).

3.2 A microbiota intestinal

A microbiota intestinal € composta por mais de 250 espécies de virus, fungos,
bactérias e arqueas, formando um sistema dindmico que passa por alteracbes ao
longo da vida do individuo. A relagdo entre essa microbiota e o hospedeiro é
mutualistica (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016). Os microrganismos que
colonizam o trato gastrointestinal exercem influéncia sobre processos tanto locais
quanto sistémicos, incluindo a transformacdo de nutrientes. (SONNENBURG,;
BACKHED, 2016), o suprimento de vitaminas (LEBLANC et al., 2013), a maturagcdo
da imunidade da mucosa (ADAK; KHAN, 2019), a comunicagao intestino-cérebro
(MAYER; TILLISCH; GUPTA, 2015), a progressao tumoral (ZITVOGEL et al., 2015),
Além de fornecer nutrientes as células intestinais, esses microrganismos também
sdo responsaveis por metabolizar componentes nao digeridos da dieta, como
proteinas e fibras alimentares (ADAK; KHAN, 2019).

Eubiose ou “microbiota saudavel” é considerado como o equilibrio do
ecossistema microbiano intestinal com efeitos benéficos para todo o corpo humano.

As comunidades microbianas intestinais saudaveis sdo compostas por alta
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diversidade de taxons, alta riqueza de genes microbianos e um nucleo funcional
estavel do microbioma (DI VINCENZO et al., 2024). A disbiose & caracterizada por
grandes mudangas na propor¢ao entre os filos predominantemente de bactérias da
microbiota intestinal ou o surgimento de novos grupos bacterianos, sendo que a
disbiose é caracterizada pela reducdo da riqueza e diversidade microbiana e o
crescimento de Proteobacteria produtoras de lipopolissacarideos Gram-negativos
(LPS) (WEISS; HENNET, 2017).

A composicao microbiana do intestino é influenciada por fatores enddgenos e
exogenos, cujos efeitos podem variar de transitérios a permanentes, e de
inofensivos a potencialmente prejudiciais. Isoladamente, um unico fator geralmente
nao € capaz de provocar disbiose, uma vez que a microbiota apresenta notavel
capacidade de adaptacdo frente as alteracbes na oferta de nutrientes e nas
condigdes ambientais. No entanto, a agdo combinada de multiplos fatores pode levar
determinados grupos microbianos a um ponto de inflexdo, resultando em alteragdes
significativas com impacto patolégico. Entre os principais elementos que modulam a
composi¢cao da microbiota intestinal estdo a dieta, o uso de medicamentos, o estado
da mucosa intestinal, o sistema imunolégico e a prépria microbiota residente
(WEISS; HENNET, 2017).

O limiar para o desencadeamento da disbiose esta fortemente relacionado
aos grupos bacterianos afetados. Alteragdes significativas nos filos predominantes,
como Bacteroidetes e Firmicutes, podem ocorrer sem necessariamente provocar
efeitos patoldgicos. No entanto, aumentos expressivos em grupos bacterianos
minoritarios podem resultar em desequilibrios prejudiciais. Um exemplo disso é a
familia Enterobacteriaceae, que normalmente representa apenas uma pequena
fragdo da microbiota intestinal (TENAILLON et al., 2010). Bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae podem se proliferar rapidamente em resposta a
alteragdes nas condi¢gdes oxidativas do intestino, como as que ocorrem durante
processos inflamatérios. Devido a capacidade pirogénica do lipopolissacarideo
(LPS) presente nas bactérias da familia Enterobacteriaceae, a proliferacédo desses
microrganismos tende a intensificar uma resposta inflamatéria ja estabelecida (LUPP
et al., 2007).
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A barreira intestinal é€ composta por multiplas camadas. A externa
corresponde a camada de muco, a microbiota intestinal comensal e proteinas de
defesa, como proteinas antimicrobianas (AMPs) e imunoglobulina A secretora
(slgA). As células epiteliais intestinais (IECs) sdo a camada intermediaria, enquanto
a parte interna € composta por células imunes da imunidade inata e adaptativa
(VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017).

A superficie mucosa do trato gastrointestinal € coberta por muco, uma
substancia composta principalmente de agua (normalmente >98%) e pelas proteinas
MUC2 e MUCASC no estdmago, que sao produzidas pelas células caliciformes
(PELASEYED et al., 2014a), sendo a MUC2 encontrada principalmente no colon
(CORFIELD, 2015). A microbiota residente na mucosa intestinal coloniza a camada
externa de muco no intestino grosso, sem fazer contato com o epitélio, enquanto no
intestino delgado esse contato ocorre apenas nas pontas das vilosidades
(PELASEYED et al., 2014).

O muco tem a fungéo de proteger as células intestinais de agentes externos e
facilitar a absorgédo de nutrientes (PAONE; CANI, 2020). A microbiota pode regular o
ambiente intestinal e influenciar a integridade e a fungdo da camada externa de
muco, porque os animais livres de germes tém uma camada de muco mais fina e
menos células caliciformes (SHARMA et al., 1995). Neste modelo, produtos
bacterianos como lipopolissacarideo (LPS) e peptidoglicano estimulam a secregéo
de muco e restauram as propriedades do muco (PETERSSON et al., 2011). Ao
mesmo tempo, camundongos deficientes em MUC2 sdo mais suscetiveis a colite
(VAN DER SLUIS et al., 2006). Em contraste, algumas bactérias residentes como
Bifidobacterium bifidium, Akkermansia muciniphila, Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiotaomicron e Ruminoccous gnavus degradam o muco para seu préprio
metabolismo e o de outros comensais em um equilibrio homeostatico (HERATH et
al., 2020). Este processo € melhorado em uma dieta pobre em fibras, pois a fibra
representa uma fonte de energia para a microbiota (MAKKI et al., 2018). As células
imunes também regulam o metabolismo do muco por meio da secreg¢ao de citocinas
(CORNICK; TAWIAH; CHADEE, 2015). Por exemplo, foi demonstrado que a IL-4
aumenta a espessura do muco em um modelo murino de colite por Citrobacter
rodentium (SHARBA et al., 2019), enquanto a superexpressao de |L-18 foi associada

a regulacao negativa das células caliciformes (NOWARSKI et al., 2015).
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3.3 A Interacao da microbiota intestinal com o cancer colorretal

A "metainflamacao" € um termo que descreve um estado inflamacao de baixo
grau associado a alteragcbes metabdlicas. Esse mecanismo evidencia a interligagao
entre o sistema imunoldgico e o metabolismo, contribuindo para o agravamento de
disturbios crénicos (KITAMURA et al., 2013). Inumeros mecanismos podem explicar

a contribuicdo da microbiota na patogénese da caquexia.

Antes de tudo, a microbiota tem um papel essencial na preservagcao da
funcdo da barreira intestinal (GHOSH et al., 2021). Em condi¢cbes de disbiose, o
aumento da permeabilidade intestinal pode facilitar a entrada de endotoxinas e
produtos bacterianos na corrente sanguinea. Ha também evidéncias de que esse
desequilibrio favorece a translocagédo bacteriana do lumen intestinal para a lamina
prépria, estimulando a ativagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro
(PRZEWLOCKA et al., 2020).

A composigao da microbiota intestinal influencia a produ¢cdo de metabdlitos
bacterianos especificos, como o0s acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
reconhecidos por suas propriedades anti-inflamatérias. Estudos demonstram que
esses compostos estdo presentes em concentragdes reduzidas em camundongos
com caquexia (POTGENS et al., 2021). As bactérias intestinais podem contribuir
para a reducao do apetite — um sintoma caracteristico da caquexia — por meio da
interacdo com o sistema nervoso entérico e da produgao de metabdlitos com efeito
anorexigeno, como os acidos graxos de cadeia curta e os acidos biliares (GENTON
et al., 2019).

Foram encontrados trés estudos (HAKOZAKI et al., 2022; NI et al., 2021;
UBACHS et al.,, 2021) na literatura que investigaram a possivel participacdo da

microbiota intestinal na patogénese da caquexia em pacientes humanos.

Um estudo conduzido por (UBACHS et al., 2021) incluiu 107 pacientes com
cancer de pancreas (n = 27), mama (n = 52), pulméo (n = 24) ou ovario (n = 4),
divididos em dois grupos: caquéticos (n = 33) e ndo caquéticos (n = 74). A
prevaléncia de caquexia variou conforme o tipo de cancer, sendo mais alta no
cancer de pancreas (66,7%), seguido por cancer de ovario (25%), pulmao (20,8%) e

mama (17,3%). O estudo também incluiu 76 controles saudaveis. Embora ndo
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tenham sido observadas diferengas significativas nas métricas de riqueza e
diversidade quando comparados os pacientes caquéticos com os controles nao
caquéticos ou saudaveis, varias diferengas na composicdo microbiana foram
detectadas. No nivel filo, a Proteobacteria estava significativamente mais abundante
em pacientes caquéticos em comparagdao com os outros dois grupos. No nivel de
género, um género desconhecido pertencente a familia Enterobacteriaceae e
Veillonella foram mais prevalentes nos caquéticos quando comparados aos nao
caqueticos e saudaveis. Por outro lado, Megamonas e Peptococcus foram menos
abundantes entre os pacientes caquéticos do que nos controles nao caquéticos e
saudaveis (UBACHS et al., 2021). Curiosamente, ao correlacionar esses taxons
microbianos com as variaveis clinicas dos pacientes, Veillonella e o género
desconhecido de Enterobacteriaceae apresentaram forte correlagdo com a perda de
peso corporal e, juntamente com Peptococcus, também mostraram uma associagao
positiva com os niveis fecais de calprotectina. Além disso, o género desconhecido
de Enterobacteriaceae e Peptococcus apresentaram correlagdo inversa com o0s
niveis fecais de &acido acético, que estavam significativamente reduzidos em

individuos caquéticos em comparagdo com 0s nao caquéticos.

Esses achados reforcam a importdncia das bactérias mencionadas nas
manifestacdes tipicas da caquexia, como a perda de peso e a inflamacéao intestinal
(HAKOZAKI et al., 2022; NI et al., 2021; UBACHS et al., 2021). Embora o estudo
fornega informagdes valiosas e relevantes, a heterogeneidade da coorte de
pacientes pode representar uma limitacdo importante. De fato, a prevaléncia da
caquexia varia conforme o tipo de neoplasia. Observou-se que pacientes com
cancer de pancreas foram o0s que mais compuseram O grupo com caquexia,
enquanto aqueles sem a sindrome foram majoritariamente diagnosticados com
cancer de mama. Assim, o tipo tumoral pode ter sido um fator determinante nos

resultados obtidos.

Em contrapartida, os estudos de (HAKOZAKI et al., 2022a; NI et al., 2021a;
UBACHS et al., 2021) focaram na caquexia induzida pelo cancer de pulmdo. No
primeiro estudo, foram recrutados 12 pacientes com cancer de pulmao caquéticos e
19 ndo caquéticos, cujas microbiotas intestinais foram analisadas por meio de
sequenciamento metagendémico shotgun. Embora a riqueza microbiana e os indices

de diversidade alfa ndo tenham mostrado alteragdes significativas, a analise de
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diversidade beta revelou uma composi¢cdao microbiana substancialmente distinta
entre os dois grupos. Embora ndo tenha sido observada diferenga no nivel do filo,
diversas espécies bacterianas foram diferencialmente representadas, com a maioria
das espécies mais abundantes nos pacientes nao caquéticos. Curiosamente,
Klebsiella oxytoca, previamente identificada como superabundante em
camundongos caquéticos com cancer colorretal C26 (POTGENS et al., 2018) foi
confirmada como mais abundante também nos pacientes com cancer de pulmao
caquéticos (NI et al.,, 2021). Entre as espécies sub-representadas no grupo
caquético, destacam-se Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella copri, Lactobacillus
gasseri e outras espécies do género Lactobacillus (como L. rhamnosus, L. plantarum
e L. ruminis). As variagdes nessas espécies microbianas parecem estar relacionadas
ao fenotipo de caquexia, visto que F. prausnitzii € conhecido por suas propriedades
anti-inflamatérias e por melhorar a fungéo da barreira intestinal, enquanto P. copri foi
associada diretamente aos niveis plasmaticos de isoleucina e L. Gasseri aos niveis
de acido 3-oxocdlico, ambos diminuidos em pacientes caquéticos (NI et al., 2021)
De maneira consistente, P. Copri ja foi identificada como uma das principais
espécies responsaveis pela biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada
(PEDERSEN et al., 2016).

Além disso, a abordagem metagenémica shotgun utilizada permitiu a
caracterizacao funcional da microbiota intestinal, revelando alteracbes em varias
vias metabdlicas associadas as manifestacbes da caquexia. Dentre as alteragdes
mais relevantes, destacam-se: (i) a redugdo nas vias biossintéticas de diversos
aminoacidos, consistente com os niveis plasmaticos diminuidos desses compostos
em pacientes com cancer de pulmao caquético (NI et al., 2021); (ii) 0 aumento no
metabolismo das purinas, previamente descrito em casos de atrofia muscular
esquelética (MIELCAREK; SMOLENSKI; ISALAN, 2017); (MILLER; HAFEN; BRAULT,
2019); (iii) o aumento nas vias metabdlicas do metano, que tem efeito anorexigeno
ao estimular a secregao do horménio GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon-1)
(LAVERDURE et al., 2018) e (iv) a elevagéo na biossintese de lipopolissacarideo, um
componente bacteriano proé-inflamatério que compromete a fungcdo da barreira

intestinal (MASSIER et al., 2021).

O ultimo estudo sobre caquexia associada ao cancer de pulmao confirmou

achados prévios de que nao houve diferenga significativa nas métricas de
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diversidade alfa entre pacientes caquéticos e n&o caquéticos, enquanto foi
observada uma diferenca significativa na diversidade beta entre os dois grupos. Em
termos de composigdo microbiana, varios taxons mostraram abundancia diferencial
entre os grupos, conforme a analise LefSe. Entre os microrganismos observados, o
género Escherichia-Shigella (da familia Proteobacteria) apresentou maior
abundancia em pacientes com caquexia, juntamente com o0s grupos
Christensellaceae R-7, Ruminococcaceae UBA1819, Lactobacillus, Hungatella,
Enterococcus, Butyricimonas, Sellimonas, Eisenbergiella, Cellulosilyticum,
Clostridium  innocuum,  Anaerotruncus,  Pyramidobacter, = Ruminiclostridium,
Lachnospiraceae UCG-009 e Paludicola. Por outro lado, em pacientes sem
caquexia, observou-se uma maior presengca de microrganismos considerados
benéficos, tais como Blautia, Roseburia, os grupos Eubacterium hallii e Eubacterium
ventriosum, Butyricicoccus, além de Agathobacter, Anaerostipes, Collinsella,
Fusicatenibacter, Dorea, Megasphera, Monoglobus, Lachnospiraceae UCG-004 e
Tyzzerella (HAKOZAKI et al., 2022).

De modo geral, os achados apresentados reforgam de forma consistente a
hipotese de que a microbiota intestinal exerce um papel relevante na patogénese e
nas manifestagbes clinicas da caquexia associada ao cancer, destacando a

necessidade de investigagdes mais aprofundadas sobre o tema.
3.4 Farinha de semente de uva

A uva (Vitis sp.) é amplamente consumida tanto na forma natural quanto em
seus derivados, como vinho e suco, sendo uma importante fonte de polifendis na
dieta humana (FAO, 2016). Durante o processamento da uva para a producao de
derivados como vinho e suco, aproximadamente 20% do volume total transforma-se
em bagaco, considerado um subproduto agroindustrial. Esse bagago é constituido
principalmente por residuos de sementes — que correspondem entre 38% e 52% do
peso seco — além de cascas, polpa e, em alguns casos, fragmentos de raquis
prensados.(PASINI et al., 2019). Esses residuos podem ser reutilizados para criar
produtos como 6leos, extratos e farinhas provenientes do bagago, da casca ou das

sementes.

As sementes da uva sido reconhecidas como o principal reservatério de
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polifendis da fruta, concentrando até 70% desses compostos. Destacam-se pela
elevada presenca de flavandis, especialmente as proantocianidinas — polimeros
formados por unidades de flavandis —, além de apresentarem um expressivo teor
de fibras alimentares insoluveis, que correspondem a aproximadamente 40% da
composicado das sementes (AGHAMIRZAEI et al., 2015). Dentre as fibras presentes
nas sementes de uva, destacam-se a celulose, a hemicelulose e as ligninas
(SPINEI; OROIAN, 2021). Os produtos obtidos a partir dessas sementes exibem
diferentes niveis de atividade bioativa (SHI et al., 2003), destacando-se a farinha por
apresentar uma capacidade funcional superior em comparacao ao 6leo e ao extrato.
Isso se deve a preservacdo das fibras insoluveis e a retengao de uma quantidade
significativa de proantocianidinas n&do extraidas durante o processamento (KIM et al.,
2015).

O potencial biolégico dos produtos obtidos a partir das sementes de uva pode
variar em fungao de diversos fatores, incluindo o tipo de processamento empregado,
a variedade da uva utilizada, condicdes ambientais, além da dose administrada e do
tempo de exposi¢cdo ao composto (GOUTZOURELAS et al., 2014); (WILLIAMSON;
CLIFFORD, 2017). Em modelos experimentais de obesidade, o extrato de semente
de uva demonstrou eficacia na atenuacdo do estresse oxidativo sistémico
(DECORDE et al.,, 2009) enquanto a farinha de semente de uva mostrou-se

eficiente na reducao do estresse oxidativo hepatico (SEO et al., 2016).

Os efeitos benéficos associados a farinha de semente de uva podem decorrer
tanto da acado direta dos polifendis quanto de efeitos indiretos mediados pela
modulagao da composigao e atividade da microbiota intestinal, por meio da presencga
concomitante de fibras alimentares e compostos fendlicos, bem como de suas
possiveis interagdes sinérgicas (CHAU; HUANG, 2005, DAS et al., 2023). As fibras
insoluveis, presentes em alta proporcdo neste subproduto, exercem papel relevante
na manutencao da integridade da barreira intestinal (CARO et al., 2019; MOROWITZ
et al., 2017), podendo influenciar a composicdo e o crescimento da microbiota
intestinal (COX et al., 2013); (ZHANG et al., 2023). Esse efeito pode ser mediado por
alteragdes no fluxo Iuminal, na motilidade intestinal e nos gradientes de
concentragdo ao longo do célon (ARNOLDINI; CREMER; HWA, 2018; CREMER;
ARNOLDINI; HWA, 2017; KASHYAP et al., 2013). Por sua vez, os polifendis, além

de apresentarem propriedades bactericidas e bacteriostaticas que inibem o
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crescimento de determinadas espécies bacterianas (MAKAREWICZ et al., 2021)
também podem atuar como substratos metabdlicos para microrganismos
especificos, promovendo o crescimento seletivo de cepas benéficas, como
observado com as proantocianidinas (REDONDO-CASTILLEJO et al., 2023).

Mantovani et al., 2004 suplementaram pacientes com caquexia associada a
diferentes tipos de cancer e também verificou diminui¢do da inflamagao (TNF-a e
IL-6).Ratos machos F344, modelo AOM-DSS foram suplementados com antocianina
e foi verificado que houve aumento na abundancia relativa de Clostridiaceae,
enquanto  diminuiu a abundancia relativa de  Desulfovibrionaceae,
Enterobacteriaceae (familia) e Bilophila wadsworthia (género) comparada com
controle doente (FERNANDEZ et al., 2018). Chen et al., 2018 suplementou
Camundongos C57BL/6J, modelo AOM-DSS com extrato de antocianina de
framboesa preta e verificou diminuicao de Faecalibacterium prausnitzii, Desulfovibrio
sp., Eubacterium rectale, Enterococcus spp e Lactobacillus , comparados com o

controle doente.

Dentro desse cenario, a farinha de semente de uva surge como uma
estratégia terapéutica promissora no combate a caquexia associada ao cancer,
contribuindo para a melhora da saude intestinal, que é reconhecida como um dos
pilares fundamentais dessa sindrome (BINDELS et al., 2018). A farinha contribui
para a manutengdo da integridade da barreira intestinal, além de promover
melhorias na composi¢ao e na atividade da microbiota intestinal. Na caquexia, a
inflamacé&o sistémica pode elevar a permeabilidade intestinal, reduzir a diversidade
microbiana e favorecer a proliferagdo de espécies com perfil pré-inflamatério.
(GENTON et al., 2019). Esse quadro pode favorecer a translocagao bacteriana, que
ativa os receptores Toll-Like 4 (TLR-4) por meio de PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns), tais como lipopolissacarideos, flagelinas e acidos nucleicos
bacterianos, desencadeando a produgao de citocinas inflamatdrias e perpetuando o
processo inflamatorio (BINDELS et al., 2018; ZIEMONS et al., 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?WJHXpw
https://www.zotero.org/google-docs/?Ff8pbe
https://www.zotero.org/google-docs/?HO1VzE
https://www.zotero.org/google-docs/?aMjmjH
https://www.zotero.org/google-docs/?egsShB
https://www.zotero.org/google-docs/?XoRwOd
https://www.zotero.org/google-docs/?WCxbRY
https://www.zotero.org/google-docs/?BOFOAC
https://www.zotero.org/google-docs/?r2PNkz

SciELO Preprints - Este documento € um preprint e sua situacédo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.14547

4- MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do ensaio

Trata-se de um ensaio clinico de fase 2, randomizado, triplo-cego
(participante, pesquisador e equipe clinica), controlado por placebo e conduzido em
dois centros distintos projetado para avaliar os efeitos da suplementagdo de farinha
de semente de uva por 28 dias de vinte pacientes com caquexia associada ao
cancer colorretal que nado passaram por nenhum tratamento oncolégico prévio. Os
pacientes foram randomizados 1:1 por meio de um método de minimizagdo, usando

centro, sexo e grau de caquexia como fatores de estratificacao.

O estudo foi registrado na plataforma Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) sob o nimero RBR-5p6nv8b e recebeu aprovacdo dos Comités de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de S&o Paulo (CAAE:
39368320.5.0000.5505), do Hospital Guilherme Alvaro (CAAE:
39368320.5.3001.5448) e da Irmandade da Santa Casa da Misericordia de Santos
(CAAE: 39368320.5.3001.0139). O protocolo do estudo foi previamente publicado
(MALTA; GONCALVES, 2023).

Foram avaliados 59 individuos quanto a elegibilidade para participagdo no
estudo, dos quais cerca de 30% (n = 17) foram excluidos, principalmente por nao
atenderem aos critérios diagndsticos para caquexia. Apos a aleatorizacao, realizada
por meio do método de minimizagao, 42 voluntarios foram incluidos, porém somente
20 pacientes realizaram a coleta de fezes antes e apos a intervencao. A adeséao foi
considerada baixa, principalmente devido as dificuldades relatadas para a realizacao

da coleta em domicilio e para o transporte adequado do material até o hospital.

O estudo ocorreu em dois centros de referéncia terciarios localizados em
Santos, SP- Hospital Guilherme Alvaro e Irmandade da Santa Casa da Misericérdia
de Santos. Ambos pertencentes ao Sistema Unico de Saude (SUS). Os pacientes
que receberam da equipe médica a indicagao de cirurgia para ressecg¢ao do tumor
sem necessidade de terapia neoadjuvante foram encaminhados para a equipe de
pesquisa (nutricionistas formados e devidamente matriculados no programa de
mestrado ou doutorado). O recrutamento ocorreu no mesmo centro de origem, apds

a visita clinica de confirmacéao de cirurgia.
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Apds uma breve anamnese, 0s pesquisadores avaliaram se os pacientes
encaminhados atendiam aos critérios de inclusdo (item 4.3). Quando elegiveis,
foram informados sobre os objetivos e procedimentos do projeto, devendo assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - apéndice 1 para firmar o
consentimento de sua entrada na pesquisa. A triagem, inscricdo, alocacdo e
avaliagao inicial dos pacientes ocorreu nos ambulatérios de cirurgia colorretal dos
hospitais. Quando incluidos no estudo, os participantes foram alocados no grupo

controle ou no grupo intervencao conforme procedimento da secao 4.2.

A primeira visita consistiu em uma série de procedimentos sistematizados que
avaliaram a composi¢cado corporal (seg¢do 4.7) e a ingestdo alimentar (sec¢ao 4.8).
Para analise da inflamacao, foi feita coleta de sangue (se¢ao 4.10). Os participantes
também receberam dois coletores de fezes e foram instruidos a fazerem a coleta
adequada do material em domicilio (se¢cdo 4.12). Por fim, 28 embalagens da
suplementagcdo de mesmo peso e conteudo foram entregues junto com a instrugéao

de como consumi-las.

A segunda visita, apds os 28 dias de suplementagao, ocorreu na enfermaria
cirurgica. Os pacientes retornaram ao hospital com as amostras de fezes, e os
procedimentos padronizados foram realizados novamente (avaliagdo da composigao

corporal, avaliacado da ingestédo alimentar e coleta de sangue).

A fim de diminuir a taxa de evasao, os participantes foram acompanhados

semanalmente por ligacao telefébnica e/ou mensagens de texto via aplicativo.

4.2 Alocacao e randomizagao

Participantes que atenderam aos critérios de elegibilidade (secdo 4.3) e
assinaram o TCLE foram atribuidos (1:1) ao grupo intervengdo ou grupo controle
usando o método de minimizacdo, que reduz a probabilidade de desequilibrios em
covariaveis importantes na linha de base. A randomizagao foi realizada com o
Pacote R Minirand. A fase inicial de alocagao foi totalmente aleatéria, enquanto as
fases subsequentes buscaram minimizar o desequilibrio entre os grupos,
incorporando  um componente aleatério de 20% para evitar um padrao
deterministico. Quando houve empate nos niveis de desequilibrio, a randomizagao

foi realizada de forma completamente aleatéria. As covariaveis consideradas no
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algoritmo de minimizagao incluiram centro (com dois niveis), sexo (dois niveis) e

grau de caquexia (dois niveis).

Com o objetivo de garantir a ocultacédo da alocagdo e o mascaramento, foi
gerada uma lista ndo ordenada contendo 82 cédigos alfanuméricos aleatdrios,
compostos por duas letras e trés numeros. Um estudante de uma instituicdo
independente, que n&o participou do estudo, dividiu aleatoriamente essa lista em
duas listas de mesmo tamanho, ambas protegidas por senha, utilizando o software
R. Uma lista continha os codigos correspondentes aos suplementos do controle e a

outra lista era correspondente ao suplemento do grupo intervengao.

No momento de atribuigdo, o programa de minimizagao retornara, de acordo
com a atribuigdo determinada por software, um codigo selecionado aleatoriamente
de uma dessas duas listas em vez do brago atribuido (interveng&o ou controle) como
resposta. O cédigo desenhado foi removido automaticamente da lista antes que as

atribuicbes subsequentes sejam feitas.

Esses cddigos foram responsaveis por identificar os participantes ao longo do
estudo. Nenhuma sequéncia de alocagao anterior sera gerada como a tarefa sera
realizada em tempo real através do programa de minimizagdo. Os cddigos nao
identificaveis foram carimbados nos frascos de suplementos com antecedéncia, a
fim de preservar a ocultagdo de alocagao. Para isso, as capsulas que continham os
suplementos foram idénticas em tamanho e cor. As garrafas que continham os
suplementos eram opacas e seladas. A equipe de pesquisa encarregada pela
alocacdo dos participantes nado teve acesso a matriz de covariaveis utilizada no

algoritmo de minimizagao.
4.3 Critérios de inclusao e exclusao
Os critérios de inclusao sao:
e exame histologico positivo para adenocarcinoma colorretal;

e indicagdo de cirurgia curativa de ressecgao de tumor maligno colorretal

primario;
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e classificagdo do tumor segundo critérios da Unido Internacional para o
Controle do Cancer (UICC) (O’'SULLIVAN et al., 2017)

e idade entre 40 e 90 anos;

e diagndstico de caquexia ou pré-caquexia (Consenso de (FEARON et al.,
2011).) e assinatura do TCLE.

Ja os critérios de exclusao sao:
e diagndstico de metastases proveniente do CCR,;

e tratamento de radio/quimioterapia durante o recrutamento ou nos 3 meses

anteriores ao inicio do estudo;
e IMC =40 kg/m?

e histdrico de disfungdo hepatica classificada como grau B ou C na escala
Child-Pugh-Turcotte (Child e Turcotte, 1964);

e histérico de doenca renal crénica, conforme os critérios definidos pela KDIGO
(KDIGO 2012)

e HIV positivo com complicacdes relacionadas a AIDS;
e hipersensibilidade ao suplemento experimental,

e suplementacao continua de polifenois ou de prebidticos e/ou probidticos nos

ultimos 3 meses,

e doencas inflamatdrias intestinais (DIl) ou processos inflamatorios crénicos néao

relacionados a caquexia, como doengas autoimunes;

e gravidez ou amamentaggo.
4.4 Intervengao

Os participantes designados para o grupo de intervengdo foram
suplementados com 8 g de farinha de semente de uva (Econatura, Rio Grande do
Sul, Brasil). Os pacientes designados para o grupo controle foram suplementados

com 8 gramas de amido de milho torrado. Para ambos os grupos foram ofertadas 12
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capsulas de gelatina de peso similar entre elas contendo farinha de semente de uva

ou amido.

A dose prescrita consistia em quatro capsulas, administradas trés vezes ao
dia — pela manha, a tarde e a noite. Caso o participante esquecesse de tomar as
capsulas em determinado periodo, a orientagédo era ingeri-las juntamente com as do
periodo subsequente. As capsulas foram acondicionadas em sacos metalizados
contendo, ao todo, 336 unidades, organizadas em 28 sachés plasticos com fecho

hermético, cada um contendo 12 capsulas, correspondentes a dose diaria

recomendada.

A dose diaria de 8 g foi definida por fornecer cerca de 136 mg de polifendis
totais (MARTINS et al., 2023), valor comparavel ao utilizado em ensaios clinicos que
evidenciaram alteragdes em biomarcadores e efeitos benéficos a saude, como
reducdo da presséo arterial, da insulina em jejum e sensibilidade a insulina (PARK et
al., 2016) e redugéo do colesterol total, do colesterol LDL (RAZAVI et al., 2013).

Além disso, assegurou-se como dose segura, visto que a suplementagao de
2500 mg de extrato de semente de uva rico em proantocianidinas concentrado
contendo 2 gramas de polifenol ndo promoveu efeitos adversos em humanos
saudaveis (SANO, 2017). O amido de milho, extraido do endosperma do gréo, foi
escolhido como substancia controle por apresentar, diferentemente da farinha de
semente de uva, um teor extremamente baixo de fibras alimentares e de compostos
fitoquimicos, como os polifenéis (BACH KNUDSEN et al., 2017).

As capsulas de ambos os bragos possuem a mesma apresentagao fisica (cor,
forma e peso) e foram entregues aos participantes em recipientes igualmente
indistinguiveis, opacos, lacrados e com cdédigos alfanuméricos. Os voluntarios
receberam orientagdes sobre os horarios e forma de consumo do suplemento.
Apenas a fim de aumentar a adesao, os participantes foram orientados a tomar as
capsulas com as principais refeigcdes (café da manha, almogo e jantar). Também foi
orientado aos pacientes para que nao alterassem os habitos alimentares e a rotina
de suas atividades diarias durante o experimento. Além disso, lembretes semanais

de consumo foram enviados por telefone ou aplicativo de mensagens.
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A contagem de comprimidos foi feita semanalmente pelos participantes e
relatada para calculo da taxa de adesao (numero de capsulas consumidas dividido
pela quantidade esperada para o periodo). A adesao foi verificada pela contagem
das capsulas ndo consumidas devolvidas ao final dos 28 dias, nos quais os

participantes devolveram os recipientes onde os suplementos foram dispensados.

A interrupcao da suplementagcédo esta prevista para as seguintes situagdes:
adesao significativamente baixa — definida como duas semanas consecutivas com
consumo inferior a 25% da dose esperada; solicitacdo de retirada por parte do
participante; ou ocorréncia de eventos adversos graves com possivel relagdo com a

intervengao.
4.5 Composicao do suplemento

A farinha de semente de uva utilizada neste estudo foi fornecida pela
empresa Econatura, situada no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Sua produgao
tem origem no bagaco gerado durante a fabricacdo de suco e vinagre de uvas
organicas da variedade bordd. Esse bagaco residual ndo passa por fermentagao
nem por extracao alcodlica. Inicialmente, ele € peneirado para separar as sementes
das demais partes, seguido por um processo de desidratagdo com circulagao de ar
qguente. Posteriormente, a farinha passa por desengorduramento a frio antes de ser
moida e embalada. A composigao nutricional do produto esta apresentada na Tabela
1.

Tabela 1: Composi¢ao nutricional da farinha de semente de uva

Componente Quantidade (g/100g)
Carboidratos 28
Proteinas 8.5
Lipideos 1.5
Fibra Alimentar 46
Umidade 6
Conteudo Polifendlico Total 1.7

As informagbes de composicao nutricional foram detalhadas pela empresa Econatura, doadora da
farinha de semente de uva.

Tabela 2: Principais compostos fendlicos encontrados na farinha de semente de uva
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Classe Composto Concentragao (ug/g)
Taninos hidrolisaveis Acido galico 3199
Taninos hidrolisaveis Metil galato 2999
Acidos hidroxibenzoicos Acido hidroxibenzoico 1227
Acidos hidroxibenzoicos Acido protocatecuico 1925
Acidos hidroxibenzoicos Acido siringico 2701

Fonte: (MARTINS et al., 2023)

A fracdo de hemicelulose da farinha de semente de uva contém compostos
fendlicos, sendo as proantocianidinas e os flavan-3-0is (unidades monoméricas) os
principais representantes. Entre esses, destacam-se a catequina, a epicatequina e
seus derivados 3-O-galatos. Em concentragdes menores, também foram
identificados acidos fendlicos, como os acidos galico, cafeico e ferulico, além da
quercetina, até o momento o unico flavonol descrito (LUTTERODT et al., 2011).
Estudos mais recentes detectaram a presenga de acido elagico nas sementes de
uva (PASINI et al., 2019), um polifenol que pode ser metabolizado por bactérias
intestinais na producado de urolitina — composto atualmente investigado por seu
potencial efeito protetor contra a perda de massa muscular (RODRIGUEZ et al.,
2017).

4.6 Diagnéstico da caquexia

O critério de inclusao relacionado ao diagndstico de pré-caquexia e caquexia
baseou-se nas definicbes estabelecidas pelo Consenso Internacional de 2011
(FEARON et al, 2011). De acordo com esse documento, a caquexia foi
caracterizada por perda de peso relativa superior a 5% nos ultimos seis meses; ou
perda de peso superior a 2% no mesmo periodo, associada a uma das seguintes
condigbes: indice de massa corporal (IMC) inferior a 20 kg/m? ou baixa
muscularidade (massa musculoesquelética apendicular < 20 kg para homens e < 15
kg para mulheres). Ja a pré-caquexia foi definida como perda de peso relativa igual
ou inferior a 5% nos ultimos seis meses, acompanhada de anorexia. Como o
Consenso de 2011 nao especifica um instrumento ou ponto de corte para avaliagao
da anorexia, foi adotado como critério uma pontuacéo inferior a 70 pontos na Escala

Visual Analdgica de apetite, conforme descrito no item 4.13.2.5.2 do protocolo.
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4.7 Avaliagao fisica

4.7.1 Medidas Antropométricas

Antes da realizacdo das medigdes, os participantes foram orientados a retirar
todos os acessorios, calgados e vestimentas externas da parte superior do corpo. A
massa corporal foi avaliada utilizando uma balanca portatil calibrada, com
capacidade maxima de 150 kg e precisdo de 100 g. A altura foi medida com um
estadidbmetro acoplado ao equipamento, apresentando precisdo de 0,01 metros
(modelo MIC-200 PPA, Micheletti, Sdo Paulo, Brasil). O indice de massa corporal
(IMC) foi calculado dividindo-se o peso em quilogramas pelo quadrado da altura em
metros. As circunferéncias corporais (meio do brago, quadril, abdominal e panturrilha
maxima foram medidas usando uma fita métrica inelastica com precisdo de 0,1
centimetros, seguindo protocolos pré estabelecidos. A prega cutanea do triceps (83)
foi avaliada em ftriplicata usando um paquimetro Lange® (Beta Technology, Santa
Cruz, Califérnia, EUA).

4.7.2 Composicao corporal

A composicado corporal foi avaliada por meio de exame de bioimpedancia
utilizando o equipamento Biodynamics BIA 450 Bioimpedance Analyzer
(Biodynamics Corporation, Shoreline, WA), modelo tetrapolar de corpo inteiro e
frequéncia unica (50 kHz). As estimativas de massa gorda e massa livre de gordura
foram calculadas com base na equagdo de Schols (STEINER et al., 2002), que
demonstrou maior sensibilidade para avaliar a composi¢gao corporal em pacientes
com cancer colorretal (RAEDER et al., 2018)

O protocolo para o exame de bioimpedancia incluia a remogao de acessorios
metalicos, como reldgios, pulseiras e correntes, além de um periodo de repouso de
cinco minutos antes do inicio do procedimento. O exame foi realizado com o
participante em decubito dorsal sobre uma maca hospitalar ndo condutora,
mantendo os bracos e pernas estendidos e abduzidos entre 30° e 45°. Dois pares de
eletrodos adesivos foram posicionados na face dorsal do punho e tornozelo direitos.
Cada teste foi realizado em triplicata, com duragdo aproximada de 60 segundos por
medi¢gao (BRANTLOV et al., 2017); (KYLE et al., 2004). As médias aritméticas dos
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valores de resisténcia e reatdncia obtidos foram utilizadas nas equacgdes

correspondentes.
4.7.3 Forga muscular

A avaliacdo da forca muscular foi realizada utilizando o teste de preensao
palmar, por meio do dinamémetro hidraulico Jamar® (EVANS et al., 2008;
TRUTSCHNIGG et al., 2008), seguindo o protocolo de execugao da American
Society of Hand Therapists atualizado em 2015 (VALDES, MACDERMID,
SOLOMON, 2015). Os testes foram realizados com os sujeitos sentados, ombros
aduzidos, cotovelo a 90° antebrago em posicao neutra e utilizando a méao néao
dominante. O valor final expresso em kilogramas foi a média das trés medidas, com

intervalo de 15 segundos entre cada uma delas.
4.8 Ingestao alimentar

A avaliacdo da ingestdo alimentar dos participantes foi conduzida por
pesquisadores treinados usando o método recordatério alimentar de 24 horas
(Apéndice 2) FivePass Automated Multiple-Pass (AMPM) do USDA (Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos) (STEINFELDT; ANAND; MURAYI, 2013). Este
recordatério avalia a ingestdo alimentar do dia anterior e pode ser feito
pessoalmente ou por telefone. Cinco passos foram aplicados durante a aplicacdo do
recordatério: (a) levantamento rapido dos alimentos e bebidas ingeridos ao longo do
dia anterior; (b) questionamentos especificos sobre os alimentos frequentemente
esquecidos; (c) registro detalhado do horario, local e contexto em que cada alimento
foi consumido; (d) descrigdo minuciosa dos alimentos citados e suas quantidades,
com revisdo dos horarios e contextos de consumo; (e) verificagao final das
informacdes fornecidas, com sondagem para identificar alimentos que possam ter
sido consumidos, mas ndo mencionados. Os registros dietéticos foram vinculados ao
aplicativo Nutrabem®, desenvolvido pelo Laboratério de Dietética Experimental da
Unifesp, que incorpora as tabelas de composigéo alimentar do USDA e TACO. Além
do caélculo do teor de polifendis, fizeram parte do calculo para posterior avaliacdo da
ingestdo alimentar a quantidade diaria da ingestdo de: energia (kcal/d), proteina
(g/d), gordura (g/d), carboidratos (g/d), visto que esses nutrientes também induzem
mudancas no microbioma com efeitos secundarios sobre os marcadores

imunoldgicos e metabdlicos do hospedeiro.
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A avaliagdo da ingestdo alimentar foi em dois momentos a cada visita. Na
primeira visita, foi realizado um recordatério 24 horas (R24h) no dia da triagem e um
R24h no dia da coleta de fezes. Na visita dois, apds a suplementagao de 28 dias, foi
coletado um recordatério de meio de semana ou final de semana, juntamente com

um recordatorio realizado no dia da coleta de fezes.
4.9 Escala de bristol

Para a avaliagao do tipo e da consisténcia das fezes, foi disponibilizada uma
questdao nominal baseada na Escala de Bristol (ANEXO 1), ferramenta amplamente
utilizada em pesquisas clinicas e na pratica meédica para caracterizar o habito
intestinal. A escala apresenta sete categorias distintas, classificando as fezes desde
consisténcias mais endurecidas (indicativas de constipagdo) até fezes liquidas

(associadas a diarreia).

No questionario aplicado, o paciente deveria selecionar a opgao que melhor
representasse o tipo de fezes que ocorreu com maior frequéncia nos ultimos sete
dias, considerando principalmente o formato das evacuagdes. O periodo de uma
semana foi escolhido para minimizar o impacto de variagdes ocasionais, garantindo

uma avaliacdo mais representativa do padrao intestinal habitual do individuo.

A Escala de Bristol € uma ferramenta validada e de facil aplicacdo, sendo
amplamente recomendada para estudos que investigam o transito intestinal e a
resposta a intervencbes dietéticas. Sua utilizacdo permite uma categorizacao
subjetiva, mas padronizada, favorecendo a comparabilidade dos resultados entre
diferentes estudos e populagdes. Além disso, sua simplicidade e abordagem visual
facilitam a compreensao por parte dos participantes, reduzindo o risco de viés na

autopercepgao e no relato das caracteristicas das fezes.

4.10 Coleta e processamento de sangue

A coleta de sangue foi realizada pela equipe local do hospital, devidamente
capacitada, composta por enfermeiros ou técnicos de enfermagem. A amostragem
sanguinea dos pacientes foi feita utilizando dois tubos distintos: um com
anticoagulante (tubo BD Vacutainer® EDTA) destinado a separacao do plasma, e um

tubo seco (Gel BD SST® Il Advance®) para obtencédo do soro. Cada tubo recebeu
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uma etiqueta contendo o identificador do participante, o numero da visita clinica,

além da data e horario da coleta.

As amostras coletadas em tubos de EDTA foram armazenadas a 4°C até o
momento da centrifugagdo em uma caixa térmica contendo gelo e a centrifugacgao foi
iniciada dentro do periodo de até 4 horas apds a coleta. Os tubos coletados
contendo SST foram deixados a temperatura ambiente por 30 a 60 minutos para a
coagulagao. Depois, foram mantidos a 4°C, em uma caixa térmica com gelo, até a

centrifugacgéo, que ocorreu em até 4 horas apos a coleta.

O sangue coletado passou por centrifugagao a 3000 rotagdes por minuto
durante 15 minutos, em temperatura de 4 °C. Em seguida, as aliquotas de soro
e plasma foram armazenadas a —-80 °C para analises futuras. Todos os
criotubos foram identificados com etiqueta escrita em caneta permanente,
contendo as seguintes informagdes: nome do Projeto: FU, ID do participante
(ex. 01, 02, 03 ... 80), Identificacdo do Espécime: Plasma (P), Soro (S), ou
Sangue Total (ST), Visita Clinica (V1 - V2)

4.11 Processamento das citocinas inflamatorias

O ensaio de imunoquimica multiplex foi utilizado para medir as citocinas
IFNa2, IL1a, IL1b, IL2, IL6, IL8, IL10, TNFa, TNFb, VEGF, MCP1, Fractalkine, IL1RA
e IFNg em amostras biologicas. As analises foram conduzidas utilizando os kits
comerciais HCYTA-60K-14 e HMYOMAG-56K-15, ambos produzidos pela
Merck-Millipore (St. Charles, Missouri, EUA). Os procedimentos experimentais foram
realizados conforme as orientagdes do fabricante, garantindo precisdo na

mensuracao.
4.12 Coleta de amostra fecal

A coleta da amostra fecal foi autorizada pelos voluntarios por meio da
assinatura do TCLE no momento da admissao no estudo, e foram entregues duas
unidades do kit coletor universal de fezes e urina (ColOff®, Sdo Paulo, Brasil), que
permite que a coleta seja realizada com a pessoa sentada no vaso sanitario em
posicao fisioldgica. Os individuos foram instruidos a realizarem a coleta de fezes da
primeira evacuacgao do dia em casa. O kit estéril ColOff® inclui um revestimento para

assento sanitario, um coletor universal com capacidade de 70 ml, uma espatula e
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uma pipeta Pasteur, além de uma caixa de isopor equipada com gelo flexivel para o
armazenamento e transporte das amostras, contendo uma etiqueta para
identificacdo do paciente. Foi fornecido ainda saché de alcool em gel 70% para
higienizacdo da mao antes e apds a coleta. Os recipientes contendo as amostras
eram armazenados em caixas de isopor com gelos flexiveis e conservados em
refrigerador doméstico a -16 °C por um periodo de até quatro semanas (Wu et al.,
2019). Os gelos flexiveis funcionam como agentes de refrigeragcao, garantindo a
manutencéo da temperatura durante o transporte das amostras até o Laboratério de
Nutricdo e Fisiologia Enddcrina (LaNFE), onde as fezes eram divididas em aliquotas.
Essas aliquotas foram entdo armazenadas em tubos criogénicos de 2 ml e

conservadas em ultracongeladores a -80 °C por até seis meses (SU et al., 2022).
4.13 Sequenciamento da amostra fecal

O relatério da qualidade do sequenciamento foi gerado pelo programa
FastQC v0.11.9. O processamento das reads brutas foi realizado utilizando o
software Trimmomatic v0.39. As configuragdes foram ajustadas para importacéo de
dados pair-end, remocao das 20 primeiras bases, remocédo de reads com qualidade
média inferior a Q30 (Phred Score, 1% de chance de erro) e comprimento minimo de
100 pares de base. O processo de merge foi aplicado utilizando o programa FLASH
v1.2.11. Os dados processados foram importados pelo programa programa QIIME 2
v2024.2.0. Foi aplicado o algoritmo DADAZ2 para a etapa de denoise-single. A
classificagao taxondmica dos dados foi realizado utilizando a base de dados SILVA
(Silva-138- 99-515-806-nb-classifier) aplicando o procedimento classify-sklearn. A
arvore filogenética foi construida com o método align-to-tree-mafft-fasttree. A
diversidade alfa foi avaliada utilizando estimativas dos indices: Chao1, Simpson,
Faith’s PD, Evenness, Shannon e o numero de features observadas. Para a
diversidade beta, foi utilizado as métricas: Bray-Curtis, Jaccard e as distancias
ponderadas e nao ponderadas do Unifrac. As analises de rarefagao e estimativas de
parametros alfa foram realizadas com profundidade maxima de 40000. Os
resultados foram processados utilizando a IDE Rstudio (versdo Ocean Storm) para

linguagem R (verséo 4.4.1).
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4.14 Testes estatisticos

Para os testes estatisticos foi usado o programa Jamovi versdo 2.3. Para
analisar as associagdes entre as variaveis categoricas entre os grupos intervencgao e
controle, foi utilizado o Teste Exato de Fisher, uma metodologia estatistica
amplamente empregada para avaliar a independéncia de variaveis em tabelas de
contingéncia. O Teste Exato de Fisher é particularmente indicado quando ha
amostras pequenas ou quando as frequéncias esperadas nas células das tabelas de
contingéncia sao inferiores a 5. No contexto deste estudo, foram analisadas as
variaveis sexo, cor, renda, indice de massa corporal (IMC) usual, consumo de
cigarro, frequéncia de consumo de bebida alcodlica, quantidade de bebida ao dia,
localizagdo do tumor, classificagdo do IMC e presenga de sarcopenia,

comparando-as entre os grupos intervengao e controle.

A aplicagédo do Teste Exato de Fisher foi realizada por meio da construgéo de
tabelas de contingéncia para cada variavel categérica, com as frequéncias
observadas em cada categoria dos grupos. O teste entdo avaliou a hipétese nula de
que as variaveis sado independentes entre os grupos intervengao e controle. Para
isso, o valor p foi calculado, e a comparagao com o nivel de significancia de 5% (a =
0,05) permitiu determinar se existia uma associagédo estatisticamente significativa
entre as variaveis nos dois grupos. Caso o valor p fosse menor que 0,05,
rejeitava-se a hipdtese nula, indicando que as variaveis apresentavam uma
associagao significativa entre os grupos. Caso contrario, a hipétese nula nao era
rejeitada, sugerindo a auséncia de uma relagdo significativa. Esse procedimento
garantiu uma analise precisa e confiavel das associagdes, levando em consideragao

as limitacdes das amostras e das distribuicdes de frequéncias.

Também foram avaliadas varidveis relacionadas ao estado nutricional e a
composi¢cado corporal dos participantes, incluindo peso usual, indice de massa
corporal (IMC) usual, peso, altura, IMC, preensdo manual, circunferéncias do brago,
do abdémen e do quadril, razao cintura-quadril (RCQ), indice de capacidade fisica
(ICQ), circunferéncia da panturrilha, densidade corporal total (DCT), resisténcia e
reatancia. Para avaliar a normalidade das distribuicbes das variaveis, foi aplicado o
Teste de Shapiro-Wilk, uma metodologia amplamente utilizada para verificar se os

dados seguem uma distribuigdo normal, especialmente em amostras pequenas. A
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analise dessa normalidade foi fundamental para a escolha adequada dos testes

estatisticos subsequentes.

Com base nos resultados do Teste de Shapiro-Wilk, as variaveis que
apresentaram distribuicdo normal, como peso, altura, IMC, preensdo manual,
circunferéncias e DCT, foram analisadas por meio do Teste t de Student para
amostras independentes. Esse teste € apropriado para comparar as médias entre os
dois grupos, desde que a distribuicao dos dados seja normal. Por outro lado, para as
variaveis RCQ, resisténcia e reatancia, que n&do seguiram uma distribuicdo normal,
foi utilizado o Teste U de Mann-Whitney, uma alternativa ndo paramétrica que
compara as medianas entre dois grupos independentes. A combinagcdo desses
meétodos estatisticos, alinhada as caracteristicas dos dados, garantiu uma analise
robusta e confiavel, permitindo tirar conclusées precisas sobre as diferencas entre

OS grupos.

Para avaliar as mudangas nos dados entre o inicio e o final da pesquisa,
utilizamos o conceito de delta, que reflete a diferenca entre os valores iniciais e finais
das variaveis analisadas. O delta foi calculado subtraindo os valores finais dos
valores iniciais, permitindo observar as variagbes ao longo do periodo de estudo e
identificar os efeitos da intervengcdo em comparagdao com o controle. As variaveis
analisadas incluiram pressao arterial, circunferéncia de diferentes partes do corpo,
peso, indice de massa corporal (IMC) e outras medidas relacionadas a composicao

corporal, além da ingest&o alimentar.

O teste U de Mann-Whitney foi o método estatistico escolhido para comparar
os deltas entre os grupos de intervencao e controle. Esse teste nao paramétrico foi
aplicado devido a natureza das variaveis, que nao seguem necessariamente uma
distribuicdo normal. O teste de Mann-Whitney permitiu avaliar se as diferengas
observadas entre os grupos, ao longo do tempo, eram estatisticamente
significativas. Com isso, foi possivel determinar se a intervencéo teve um impacto
relevante em comparagao com o controle, levando em consideracdo as variagdes

em cada variavel medida no inicio e no final da pesquisa.

O teste de regressao binomial foi utilizado para avaliar o questionario de

sintomas gastrointestinais devido a natureza categoérica das respostas, que indicam
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a frequéncia e intensidade dos sintomas relatados pelos participantes. As categorias
variam de "Nenhum desconforto / Nenhuma vez" até "Desconforto muito forte /
Muitissimas vezes", com uma escala progressiva de intensidade e frequéncia. A
regressao binomial foi escolhida porque permite analisar a relagdo entre a variavel
dependente (a presenca e intensidade do desconforto gastrointestinal) e as variaveis
independentes (como fatores demograficos ou habitos de saude), modelando a
probabilidade de ocorréncia de determinados niveis de desconforto. Este tipo de
analise é eficaz para identificar fatores associados a diferentes niveis de
desconforto, permitindo avaliar os fatores de risco ou a influéncia de determinadas

condicdes sobre a experiéncia dos sintomas.
5- RESULTADOS

5.1 Dados demograficos

Para a dada pesquisa, os 20 participantes foram randomizados para o grupo
farinha de semente de uva (n=9) ou controle (n=11) e foram caracterizados sendo
eles 10 mulheres e 10 homens, majoritariamente acima de 65 anos,
predominantemente classificados como sobrepeso e eutréfico, respectivamente, em

relagcdo ao estado nutricional.

A tabela 2, estratificada por intervencéo, indica que as variaveis sexo, cor,
renda familiar, classificagdo do IMC usual e atual, consumo de cigarro, localizagao
do tumor e classificagdo da sarcopenia apresentaram valores de (p > 0,05),
indicando que nao ha diferengas ou relagbes estatisticamente significativas entre

essas variaveis nos grupos analisados.

Por outro lado, o consumo de bebida alcodlica apresentou um valor de (p
0,048), o que se revelou estatisticamente significativo, sendo o grupo controle o
maior consumidor de bebida alcodlica em relacdo a frequéncia. No entanto, a
quantidade de alcool consumida diariamente ndo demonstrou uma relacéo
estatisticamente significativa, uma vez que o valor de p foi superior ao limite de 0,05
(p > 0,05).

Tabela 3: Dados demograficos dos pacientes do grupo intervengao e controle pré intervengao.

Dados (frequéncia absoluta,

frequéncia relativa) Intervencao Controle P
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Sexo

Homem 5 (25%) 5 (25%) 10 (50%) 1,000
Mulher 4 (20%) 6 (30%) 10 (50%)

Total 9 (45%) 11 (55%) 20 (100%)

Cor

Branco 7 (35%) 7 (35%) 14 (70%)

Pardo 2 (10%) 3 (15%) 5 (25%) 1.000
Preto 0 (0%) 1(5%) 1(5%)

Total 9 (45%) 11 (55%) 20 (100%)

Renda Total Familiar

N&o declarou 2 (10.0%) 0 (0.0%) 2 (10.0%)

R$1.300,00 a R$2.600,00 3 (15.0%) 4 (20.0%) 7 (35.0%) 0.449
R$2.600,00 a R$6.510,00 4 (20.0%) 6 (30.0%) 10 (50.0%)

R$6.510 a R$13.020,00 0 (0.0%) 1(5.0%) 1(5.0%)

Total 9 (45.0%) 11 (55.0%) 20 (100.0%)
Classificagao IMC Usual

Obesidade grau 1 1 (5%) 3 (15%) 4 (20%)

Obesidade grau 2 3 (15.0%) 0 (0.0%) 3 (15.0%) 0.316
Peso normal 1(5.0%) 2 (10.0%) 3 (15.0%)

Sobrepeso 4 (20.0%) 6 (30.0%) 10 (50.0%)

Total 9 (45.0%) 11 (55.0%) 20 (100.0%)
Classificagao IMC

Abaixo do peso 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1(5.0%)

Obesidade grau 1 2 (10.0%) 1(5.0%) 3 (15.0%)

Peso normal 2 (10.0%) 5 (25.0%) 7 (35.0%)

Sobrepeso 4 (20.0%) 5 (25.0%) 9 (45.0%) 0,527
Total 9 (45.0%) 11 (55.0%) 20 (100.0%)

Consumo de Cigarro

Ex-fumante 5 (25%) 4 (20%) 9 (45%)

Fumante (>10 un/d) 0 (0%) 1(5%) 1(5%) 0,811
Nao fumante 4 (20%) 6 (30%) 10 (50%)

Total 9 (45%) 11 (55%) 20 (100%)

Consumo Bebida Alcodlica

Diariamente ou quase 1(5.0%) 0 (0.0%) 1(5.0%)

Menos que mensalmente 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1(5.0%)

Mensalmente 1(5.0%) 4 (20.0%) 5 (25.0%) 0,048
N&o consome 6 (30.0%) 3 (15.0%) 9 (45.0%)

Semanalmente 0 (0.0%) 4 (20.0%) 4 (20.0%)

Total 9 (45.0%) 11 (55.0%) 20 (100.0%)

Quantidade Bebida
Alcodlica/Dia

1-2un 3 (25%) 5 (41.7%) 8 (66.7%)
3-4un 1(8.3%) 1(8.3%) 2 (16.7%) 1.000
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5-6un 0 (0%) 1 (8.3%) 1 (8.3%)

7-9un 0 (0%) 1 (8.3%) 1 (8.3%)

Total 4 (33.3%) 8 (66.7%) 12 (100.0%)

Localizagao do Tumor

célon 6 (30.0%) 11 (55.0%) 17 (85.0%) 0,074
reto 3 (15.0%) 0 (0.0%) 3 (15.0%)

Total 9 (45.0%) 11 (55.0%) 20 (100.%)

5.2 Dados antropomeétricos e de composig¢ao corporal

Os dados da Tabela 3 correspondem as medigbes realizadas no inicio do
estudo, oferecendo uma analise detalhada das caracteristicas antropométricas e da
composi¢cao corporal dos participantes antes da implementacdo de qualquer
intervencado. Essas informagdes incluem as médias e os desvios padrao de variaveis
como peso habitual e peso no momento da avaliagdo, indice de massa corporal
(IMC) habitual, altura, circunferéncias corporais (brago, abddémen, quadril e

panturrilha), indice cintura-quadril, resisténcia, entre outros parametros pertinentes.

Dentre os valores de p obtidos, apenas o valor de (p=0,038) foi
estatisticamente significativo, sendo este valor mais alto no grupo controle. Os
demais valores de p foram superiores a 0,05 (p > 0,05), o que sugere que ndo houve
diferencgas estatisticamente significativas nas outras variaveis testadas.

Tabela 4: Variaveis antropométricas e de composicdo corporal dos pacientes do grupo
intervencgao e controle pré intervengao.

Dados (média, +DP) Intervengao Controle p

Peso usual (kg)* 77.22 (139.712) 75.18 (12.9524) 0.739
IMC usual* 29.93 (6.0239) 27.97 (2.6379) 0.342
Peso (kg)* 69.64 (11.7961) 69.14 (138.277) 0.931
Altura (m)* 1.61 (0.0500) 1.64 (0.0996) 0.495
indice de Massa Corporal* 26.93 (4.7013) 25.65 (2.8063) 0.461
Preensao Manual* 24.15 (6.3990) 28.36 (11.2036) 0.330
Circunferéncia Brago* 28.41 (4.1512) 30.12 (3.2963) 0.317
Circunferéncia Abdominal* 96.48 (11.6019) 80.23 (305.012) 0.149
Circunferéncia Quadril* 98.21 (9.1523) 95.60 (4.0458) 0.405
indice Cintura Quadril* 61.10 (6.4706) 58.68 (4.7947) 0.349
Circunferéncia Panturrilha* 36.38 (2.5204) 34.39 (2.7632) 0.112
Dobra Cutanea Tricipital** 15.61 (6.8364) 15.95 (8.1347) 0.921
Relagao Cintura Quadril** 0.983 (0.0797) 0.843 (0.323) 0.295
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Resisténcia** 390.770 (160.2145)  489.255 (179.013) 0.038
Reactéancia™* 85.215 (118.0664) 51.267 (18.294) 0.370

Os resultados sdo expressos em abundancia relativa em média (Desvio Padrao); *Teste estatistico
T-Student, **Teste estatistico U de Mann-Whitney

5.3 Caracterizacao dos marcadores inflamatérios

A Figura 1 avalia biomarcadores inflamatérios ou imunolégicos, incluindo
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, Fractalkine, IFNa2, IFNg, IL1a, IL1b,
IL1RA, IL2, IL6, IL8, IL10, MCP1, TNFa, TNFb e VEGF. A diferenca entre os tempos
e a intervencao foi avaliada usando o delta e o teste U de Mann-Whitney. Uma
diferenca foi observada para o IFNg entre os grupos. O grupo intervengao exibiu
uma maior variagdo negativa no valor de Delta em comparagao ao grupo controle.
Para o IL8, o grupo controle registrou um aumento maior nos valores de Delta,
enquanto o grupo intervencao permaneceu perto de zero. O grupo controle também
exibiu um aumento do TNFb e IL1b, enquanto o grupo intervengcdo manteve-se
estavel ou apresentou uma leve redugdo. Nenhuma alteragao significativa foi

observada para os demais biomarcadores.

Delta_IFNg Delta_IL1b
Mann-Whitney p-value: 0.0126 Mann-Whitney p-value: 0.0189
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Figura 1. Comparac¢éao dos efeitos da farinha de semente de uva e do controle sobre os niveis
de diferentes citocinas inflamatérias (Delta_IFNg, Delta_IL1b, Delta_IL8 e Delta_TNFb).

5.4 Comparagcao da microbiota intestinal entre individuos saudaveis e

pacientes com caquexia associada ao cancer colorretal

Uma avaliagdo da microbiota intestinal foi conduzida, comparando os indices
de diversidade alfa entre individuos saudaveis e em estado de eutrofia (n = 41) e

individuos apresentando cancer e caquexia (n = 20). Os indices de Chao 1, Simpson
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e Shannon foram levados em consideracdo para examinar as diferencas na riqueza

e equitatividade da microbiota entre os grupos.

De maneira similar, o indice Shannon mostrou-se significativamente mais
elevado no grupo eutrofia em comparagdo com O grupo com caquexia (p =
0,000887), destacando uma maior diversidade microbiana e uma distribuicdo mais
equilibrada das espécies nos individuos saudaveis. Esses resultados sugerem que o
estado de caquexia em pacientes com cancer esta correlacionado com uma
diminuicdo na diversidade microbiana, tanto em termos de riqueza quanto de

equitatividade, em relagcao aos individuos saudaveis.

Os resultados demonstraram que o grupo com caquexia apresentou um
indice Chao 1 significativamente menor em relagéo ao grupo saudavel (p = 0,0473),

indicando uma reduc¢ao na riqueza estimada de espécies no grupo com caquexia.

No caso do Iindice Simpson, observou-se uma diferenga altamente
significativa entre os grupos (p = 7,08e-06), com o grupo saudavel exibindo valores

mais altos, refletindo maior equitatividade das espécies neste grupo.

Esses achados sugerem que o estado de caquexia em pacientes com cancer
esta associado a uma reducdo na diversidade microbiana, tanto em termos de

riqueza quanto de equitatividade, em comparagao com individuos saudaveis.

indice Chao 1 indice Simpson indice Shannon
Mann-Whitney p-value: 0.0473 Mann-Whitney p-value: 7.08e-06 Mann-Whitney p-value: 0.000887
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Figura 2. Comparagcao dos indices de alfa diversidade microbiana (Chao 1, Simpson e
Shannon) entre os grupos de caquexia e eutrofia pré interveng¢ao. Fonte: (COUTINHO et al.,
2024)

A comparagao da abundancia relativa dos filos Firmicutes e Bacteroidetes,
bem como a relagdo Firmicutes/Bacteroidota entre individuos com caquexia e
eutrofia, indicou diferengas importantes. O grupo eutrofico manifestou uma
abundancia relativa de Firmicutes superior a do grupo com caquexia (Mann-Whitney,
p = 0,00832). Além disso, havia uma abundancia relativa de Bacteroidetes maior no
grupo eutréfico em relagdo ao grupo com caquexia (Mann-Whitney, p = 0,00121). A
relacdo Firmicutes/Bacteroidota era consideravelmente maior no grupo com
caquexia (Mann-Whitney, p = 0,00567), indicando um desequilibrio na proporgao

desses filos associado a caquexia.
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Figura 3. Analise da abundancia relativa dos filos bacterianos Firmicutes e Bacteroidota, e da
relagdo Firmicutes/Bacteroidota, comparando individuos com caquexia e eutrofia pré
intervencao.

A avaliagdo das quantidades relativas das unidades taxondmicas
operacionais mostrou diferengas notaveis entre os grupos saudaveis (n = 41) e os
grupos de caquexia (n = 20) em varias variaveis, como indicado na tabela 6.
Individuos saudaveis demonstraram uma abundancia relativa maior de Bacteroides
(12,11 £ 10,49, p = 0,00514) em comparagao com o grupo de caquexia (6,98 %
10,81). Observaram-se também diferencas no grupo Eubacterium hallii, que
apresentou uma abundancia maior no grupo saudavel (3,04 £ 1,59, p = 0,02344) em

comparagao com o grupo de caquexia (2,19 + 2,60).

No conjunto Clostridium sensu stricto, mesmo com valores semelhantes, os
dois perfis demonstraram uma abundancia relativa baixa, com diferencas que sao

estatisticamente significativas (Caquexia: 1,23 + 2,15, Saude: 1,13 = 1,06, p =


https://www.zotero.org/google-docs/?PTZDTk
https://www.zotero.org/google-docs/?PTZDTk
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0,04496). Foi identificada uma diferenga em Agathobacter, onde o grupo saudavel
exibiu valores consideravelmente mais elevados (6,98 + 5,41) em contraste com o
grupo caquexia (1,71 £ 1,94, p = 1,32e-5). Também foram notadas diferencas
significativas em Ruminococcus torques, que apresentou maior abundancia no grupo

saudavel (2,49 + 2,22) comparado com o grupo caquexia, p = 0,00759).

No entanto, variaveis como Bifidobacterium, Prevotella, Blautia e
Faecalibacterium ndo demonstraram diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos. No agrupamento "Outros", foi observada uma maior abundancia no grupo
caquexia (27,01 + 6,64) em comparagdao ao grupo saudavel (22,19 £ 7,04, p =
0,04955).

Tabela 5: Distribuicido da abundancia relativa das unidades taxonémicas operacionais entre
individuos eutréficos e com caquexia pré intervencgao.

Dados (média, £DP) Caquexia Eutrofia p
Bacteroides 6,98 (10,81) 12,11 (10,49) 0,00514
R_7_group 2,01 (3,43) 1,06 (1,11) 0,75864
f__Lachnospiraceae; 1,33 (0,86) 1,89 (1,52) 0,17542
Eubacterium_hallii_group 2,19 (2,60) 3,04 (1,59)a  0,02344
Clostridium_sensu_stricto 1,23 (2,15)b 1,13 (1,06) b  0,04496
Bifidobacterium 2,14 (3,45) a 1,68 (2,17 0,95705
Prevotella 3,65 (8,57) 2,28 (4.78) 0,22411
Agathobacter 1,71 (1,94) b 6,98 (541)a  1,32E-05
Blautia 13,27 (10,01) 14,82 (6,66) 0,4974
Subdoligranulum 3,58 (2,45) 2,39 (2,25) 0,15528
Faecalibacterium 6,65 (8,10 6,71 (3,18) 0,23599
UCG_002 3,54 (5,59) a 1,24 (1,56)b  0,15521
Ruminococcus_torques 1,27 (1,02) b 2,49 (2,22)a  0,00759
Dorea 1,76 (1.29) 1,92 (1,29) 0,53694
CAG_352 2,25 (2,21) 2,82 (2,25) 0,41969
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Roseburia 0,90 (1,24 1,33 (1,44)  0,1423

Outros 27,01 (6,64) 22,19 (7,04)b  0,04955

Os resultados séo expressos em abundancia relativa em média (Desvio Padrao). Letras minusculas
diferentes indicam significancia estatistica (p < 0,05) entre os perfis, calculadas utilizando o teste de
Mann Whitney. Numero total de voluntarios = 41 eutréficos e 20 caquexias.

5.5. Microbiota intestinal de pacientes com caquexia associada ao

cancer suplementados com farinha de semente de uva ou controle

Com base na métrica ponderada de UniFrac, foi realizada a anadlise de
permutacdo para avaliar os efeitos da intervencao, do tempo de intervencéo, do
sexo e do perfil de Bristol (Figura 4). Os resultados indicam que, nas analises
ponderadas, ndo foram observadas mudangas estatisticamente significativas para a
microbiota nos grupos de intervengao (farinha de semente de uva) x controle (amido
de milho) (p = 0,491), no tempo de intervencéo (p = 0,483) ou sexo (p = 0,441).
Contudo, o perfil de Bristol apresentou diferencas estatisticamente significativas (p =
0,041), com uma variagao explicada de 23% pelo modelo, sugerindo uma influéncia

do tipo de Bristol sobre a composi¢cao da microbiota.

Intervengéo x Controle Tempo de Intervencgéo
Unifrac - Ponderado Unifrac - Ponderado

Controle « FSU Tempo_1 ¢ Tempo_2

PC2 18,84% da variagéo explicada
PC2 18,84% da variagéo explicada

PC1 23,19% da variagio explicada " PC123,19% da variaggo explicada
Intervencéo x Controle: R = 0,24% valor de p = 0.491 R?=0,24% valor de p = 0.483
Sexo Bristol
Unifrac - Ponderado Unifrac - Ponderado

Homem « Mulher Falta Tipo_2  Tipo_4 # Tipo_7
Tipo_1 = Tipo_3 @ Tipo_6

PC2 18,84% da variagéo explicada

PC2 18,84% da variagdo explicada

PC1 205,19% daj\;ariagéo e;{plicada " " " PC1 23,19‘% da variagao eprJchada
R?=0,25% valor de p = 0.441 R2=23% valor de p = 0.041
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Figura 4. Efeitos da intervengao, tempo, sexo e perfil de bristol na microbiota avaliados pela
métrica ponderada de UniFrac.

Com base na métrica nao ponderada de UniFrac, foi realizada a analise de
permutacdo para avaliar os efeitos da intervencdo, do tempo de intervencéo, do
sexo e do perfil de Bristol (Figura 5). Os resultados indicam que, nas analises nao
ponderadas, foram observadas mudangas estatisticamente significativas para a
microbiota nos grupos de intervengao x controle (p = 0,005), enquanto o tempo de
intervencao (p = 0,999) e o sexo (p = 0,427) nao apresentaram diferengas
significativas. Por outro lado, o perfil de Bristol também apresentou diferengas
estatisticamente significativas (p = 0,044), com uma variagao explicada de 23% pelo
modelo, sugerindo uma influéncia do tipo de Bristol sobre a composi¢cao da

microbiota (Figura 5).

Interveng&o x Controle Tempo de Intervengéo
Unifrac - N&o Ponderado Unifrac - Nao Ponderado

Controle « FSU Tempo_1 < Tempo_2

PC2 7,23% da variagéo explicada
PC2 7,84% da variagdo explicada

“PC1 11,90% da variagao explicada PC1 11,90% da variagdo explicada
R2: 0,044 valor de p = 0.005* R2=0,015 valor de p = 0.999
Sexo Bristol
Unifrac - Nao Ponderado Unifrac - Ndo Ponderado

Homem < Mulher Falta Tipo_2 Tipo_4 * Tipo_7
Tipo_1  Tipo_3 # Tipo_6

PC2 7,23% da variagéo explicada
PC2 7,23% da variagdo explicada

PC1 11,90% da \}ériagéo explicaaa N - PC1 11,90°/c;dda variagao ex‘ﬁlicada
R#=0,25% valor de p = 0.427 R?=23% valor de p = 0.044

Figura 5. Efeitos da intervengao, tempo, sexo e perfil de bristol na microbiota avaliados pela
métrica nao ponderada de Unifrac

A avaliacdo dos dados iniciais revelou que nao existem diferencas

estatisticamente relevantes entre os grupos intervengao e controle. Foi constatado

que as médias e os desvios padrdo variaram entre os diferentes géneros
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bacterianos estudados. Os géneros exibiram oscilagées nos valores entre os grupos,

mas sem relevancia estatistica (Tabela 5).

Tabela 6: Estatistica descritiva e comparagao dos dados basais entre os grupos intervencgao e

controle para os géneros bacterianos majoritarios pré intervengao.

Dados (média, £DP) Intervencgéo Controle p
Bacteroides 10,61 (13,11) 4,01 (7,93) 0,1754
R_7_group 0.87 (0,97) 2,94 (4,42) 0,1754
Akkermansia 0.65 (0,64) 3,51 (5,62) 0,8783
f__Lachnospiraceae; 1,46 (0,56) 1,22 (1,11) 0,261
Eubacterium_hallii_group 1,24 (1,27) 2,97 (3,16) 0,2873
Clostridium_sensu_stricto 0.91 (0,97) 1,50 (2,79) 0,9092
Eubacterium_coprostanoligenes 1,95 (1,45) 4,54 (7,82) 0,882
Bifidobacterium 1,25 (1,33) 2,87 (4,46) 0,8184
Clostridia_UCG-014 0,43 (1,01) 0,42 (0,37) 0,0832
Methanobrevibacter 2,92 (7,23) 2,62 (4,65) 0,3998
Prevotella 3,23 (6,58) 3,99 (10,23)  0,9696
Lactobacillus 1,29 (3,24) 2,23 (6,51) 0,7562
Agathobacter 1,07 (2,45) 2,22 (2,19) 0,1458
Blautia 17,86 (10,59) 9,51 (8,12) 0,0952
Subdoligranulum 3,58 (3,11) 3,58 (2,96) 0,8792
Faecalibacterium 5,34 (3,95) 7,73 (10,35) 1
UCG_002 4,38 (8,03) 2,85 (2,55) 0,5947
Collinsella 7,34 (9,01) 6,89 (6,39) 0,882
Ruminococcus_torques_group 1,34 (1,35) 1,23 (0,73) 0,7664
Dorea 1,82 (1,36) 1,71 (1,29) 0,8238
CAG_352 1,96 (2,35) 2,49 (2,16) 0,5183
Streptococcus 0,69 (0,63) 0,99 (1,29) 0,8238
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Roseburia 1,18 (1,71) 0,67 (0,68)  0,9697

Outros 26,63 (8,11) 27,32 (5,58) 0,8238

Os resultados sdo expressos em abundancia relativa em média (Desvio Padrdo). Significancia
estatistica (p < 0,05) entre os perfis, calculadas utilizando o teste de Mann Whitney. Numero total de
voluntarios = intervencao farinha de semente de uva= 9 e controle = 11.

Foi avaliado o efeito da intervengcdo sobre a microbiota intestinal utilizando
indices de diversidade alfa (Chao 1, Shannon e Simpson). De acordo com as
analises, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos intervencao e controle para nenhum dos indices avaliados. O indice Chao 1,
que mede a riqueza microbiana, apresentou um valor de p = 0,941 no teste de
Mann-Whitney, indicando auséncia de efeito significativo da intervenc&o. De forma
semelhante, os indices Shannon (p = 0,941) e Simpson (p = 0,818), que avaliam a
diversidade e a equitabilidade microbiana, também nao indicaram diferencas

significativas entre os grupos analisados (Figura 6).

Delta_Chao1 Delta_Simpson Delta_Shannon
Mann-Whitney p-value: 0.941 Mann-Whitney p-value: 0.818 Mann-Whitney p-value: 0.941
& Controle &2 FSU &4 Controle & FSU B2 Controle &2 FSU

= |
— ——

Delta

Delta
Delta

Perfil "\ Perfl ' Perfil

Figura 6. Comparagcao dos indices de alfa diversidade microbiana (Chao 1, Simpson e

Shannon) entre os grupos intervencgao e controle.

Os gréficos da Figura 7 mostram as comparagdes do delta da abundéancia
relativa entre os grupos intervencéo e controle para os filos bacterianos Firmicutes,

Bacteroidota, Proteobacteria e a relagao Firmicutes/Bacteroidota.

Para o filo Bacteroidota, houve uma diferenca significativa no delta da
abundancia relativa entre os perfis farinha de semente de uva e controle
(p=0.00744). O grupo intervengao apresentou uma média de —13.4, enquanto o perfil
controle teve uma média de -1.95, indicando uma maior variacdo no perfil

intevengado. Esses resultados sugerem que o grupo intervengao teve uma diminuigao
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mais significativa na quantidade de bactérias do filo Bacteroidota quando comparado

ao controle.

De forma semelhante, na analise de Proteobacteria, foi identificada uma
diferenga significativa (p=0.00229), com o grupo intervengdo apresentando uma
média negativa (-1.64), enquanto o perfil controle exibiu uma leve variagao positiva
(0.288) Os resultados sugerem que grupo intervengédo apresentou uma diminuigdo
significativa na quantidade de bactérias do filo Proteobacteria, enquanto o grupo
controle teve uma leve variagao positiva, ou seja, um pequeno aumento na

quantidade dessas bactérias.

Por outro lado, para os filos Firmicutes (p=0.112) e a relagao
Firmicutes/Bacteroidota  (p=0.131), n&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os perfis. No entanto, observa-se que o grupo
intervencao apresentou médias ligeiramente maiores (9.53 e 17.1, respectivamente),
enquanto o grupo controle exibiu médias menores (-2.04 e -0.177). Os dados
sugerem que para o filo Firmicutes, o grupo intervengcdo apresentou um leve
aumento destas bactérias, enquanto no grupo controle houve uma diminui¢do ou
uma variagdo negativa. Para a relagdo Firmicutes/Bacteroidota, no grupo
intervencao foi apresentado um aumento na proporcao de Firmicutes em relagéao a
Bacteroidota e o grupo controle sugeriu uma diminuigdo na proporcao de Firmicutes

em relacao a Bacteroidota.

Firmicutes Bacteroidota
Mann-Whitney p-value: 0.00229 10 Mann-Whitney p-value: 0.00229
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Figura 7. Comparacao do delta da abundancia relativa entre os grupos controle e intervengao

para filos bacterianos Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria e Firmicutes/Bacteroidota

No Perfil Tempo_1 - intervencéo, os cinco géneros bacterianos majoritarios
foram “Outros”, com uma abundancia relativa de 26.63%, seguido por Blautia com
17.86%, Bacteroides com 10.61%, Collinsella com 7.34%, e Faecalibacterium com
5.34%. No Perfil Tempo_2 - intervengdo, os géneros predominantes foram “Outros”,
com uma abundancia relativa de 23.41%, seguido por Blautia com 14.03% e
Collinsella com 10.50%. Nao houve outros géneros especificos com abundéancia

superior a 5%.

Para o Perfil Tempo_1 - controle, os géneros mais abundantes foram “Outros”,
com 27.32%, seguido por Blautia com 9.51%, Faecalibacterium com 7.73% e
Collinsella com 6.90%. Nenhum outro género apresentou abundancia acima de 5%
nesse perfil. Para o Perfil Tempo_2 - controle, os géneros mais abundantes foram
“Outros” com 28.57%, seguido por Faecalibacterium com 9.75%, Blautia com 6.90%
e Collinsella com 6.67%. Também n&o houve outros géneros com abundancia

superior a 5% nesse perfil.

No grupo intervengdo observa-se uma redugdo na abundéncia do grupo
"Outros" de 26.63% no Tempo 1 para 23.41% no Tempo 2, indicando uma leve
diminuicdo desse grupo ao longo do tempo. Blautia também apresentou uma
reducdo relativa, passando de 17.86% no Tempo 1 para 14.03% no Tempo 2. Por
outro lado, Collinsella aumentou sua abundancia de 7.34% no Tempo 1 para 10.50%
no Tempo 2, sugerindo um crescimento desse género com o passar do tempo. Ja
Bacteroides e Faecalibacterium presentes no Tempo 1 entre os cinco géneros mais
abundantes (10.61% e 5.34%, respectivamente), ndo aparecem entre os géneros
mais representativos no Tempo 2, indicando que outros grupos podem ter ganhado

relevancia.

No grupo controle a abundancia do grupo "Outros" permaneceu relativamente
constante entre os tempos, passando de 27.32% no Tempo 1 para 28.57% no
Tempo 2. Houve, entretanto, um aumento na abundéancia de Faecalibacterium, de
7.73% no Tempo 1 para 9.75% no Tempo 2. Blautia apresentou uma leve
diminuicao, de 9.51% no Tempo 1 para 6.90% no Tempo 2, e Collinsella se manteve

proxima, com 6.90% no Tempo 1 e 6.67% no Tempo 2. Outros géneros que
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figuraram entre os cinco mais abundantes no Tempo 1, como Prevotella, ndo se
destacaram entre os principais no Tempo 2, sugerindo uma possivel mudanga na

dindmica da microbiota ao longo do tempo.

Distribuicao dos Géneros ao longo do Tempo e Intervengao
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Figura 8. Distribuicio do delta abundéancia relativa dos principais géneros bacterianos
identificados nas amostras ao longo dos diferentes tempos analisados no grupo intervengao e
controle.

A Figura 8 apresenta as comparagdes do delta da abundéncia relativa entre
os perfis intervengdo e controle para os géneros bacterianos Bacteroides,
Bifidobacterium, Agathobacter e Clostridia UCG-014. As analises foram realizadas
utilizando o teste de Mann-Whitney, e os valores de p destacados em cada grafico
indicam diferengas estatisticamente significativas entre os perfis.

Para Bacteroides, observou-se uma diferenga significativa no delta da
abundancia relativa entre os perfis intervengéo e controle (p=0.031), com o grupo
intervencao exibindo uma maior amplitude de variacdo. O grupo intervengao teve

uma maior amplitude de variagao na quantidade de Bacteroides. Isso quer dizer que,
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no grupo intervengado, a quantidade de Bacteroides variou mais entre os individuos,

enquanto no grupo controle essa variagao foi mais constante.

Na analise de Bifidobacterium, também foi identificada uma diferenca
estatisticamente significativa entre os perfis (p=0.031). Neste caso, o grupo controle
apresentou um delta mais estavel e elevado em comparagédo ao grupo intervengao.
Isso significa que o grupo controle apresentou uma quantidade de Bifidobacterium
mais constante e mais alta, enquanto o grupo intervengéo teve uma maior variagao
na abundancia de Bifidobacterium, com valores possivelmente mais baixos em

comparagao ao controle.

Para o género Agathobacter, o teste de Mann-Whitney revelou uma diferenga
significativa no delta da abundéancia relativa entre os perfis (p=0.038), com o grupo
intervengcdo novamente exibindo maior amplitude de variagdo.O grupo intervengao
mostrou uma maior variagdo na quantidade de Agathobacter (maior amplitude de

variagdo) em comparagao ao grupo controle.

Por fim, a analise de Clostridia UCG-014 também demonstrou uma diferenca
significativa no delta da abundancia relativa entre os perfis (p=0.046), com o grupo
intervencdo apresentando uma maior variagdo. O grupo intervengdo mostrou uma
maior variacdo na quantidade de Clostridia UCG-014 entre individuos quando

comparado com individuos do grupo controle.
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Figura 9. Variagdao no delta abundancia relativa dos géneros bacterianos Bacteroides,

Bifidobacterium, Agathobacter e Clostridia UCG-014 entre os grupos intervencao e controle.

A avaliagdo da composi¢do microbiana mostrou uma grande variagao entre
os individuos, como demonstrado pela distribuicdo diversa das respostas entre os
varios participantes. Os tipos bacterianos analisados demonstraram padrdes
diferentes entre os sujeitos, sem uma tendéncia consistente nos perfis examinados.
Alguns participantes evidenciaram aumentos significativos em certos tipos, enquanto
outros mantiveram niveis baixos ou até mesmo exibiram uma diminuigdo,
ressaltando o impacto dos fatores individuais na microbiota intestinal. Esta
diversidade foi notada em todos os grupos estudados, incluindo Bacteroides,
Prevotella, Akkermansia, Bifidobacterium, Lactobacillus, Agathobacter, Blautia,

Subdoligranulum, Faecalibacterium, Collinsella, Dorea, Roseburia, entre outros.

A falta de um padrao consistente indica que as respostas individuais tém um
papel importante na dindmica microbiana, destacando a importancia de levar em
conta esta variacdo ao interpretar os efeitos de intervengdes ou condigdes

experimentais.
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entre a presenca dessas bactérias e os niveis dessas moléculas inflamatorias. IL1a
apresenta correlacdo moderada e negativa com Bacteroides, Akkermansia,
Eubacterium hallii group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium coprostanoligenes,

Bifidobacterium, Lactobacillus, Ruminococcus torques group e Roseburia.

ILT1RA mostra correlagdo moderada e negativa com Bacteroides,
Akkermansia, Eubacterium hallii group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium
coprostanoligenes,  Bifidobacterium, Prevotella, Lactobacillus, Agathobacter,

Faecalibacterium, Ruminococcus torques group, Dorea e Roseburia.

IL2 exibe correlagdo negativa com Bacteroides, Akkermansia, Eubacterium
hallii  group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium coprostanoligenes,

Bifidobacterium, Prevotella, Lactobacillus, Ruminococcus torques group e Roseburia.

IL6 a presenta correlacdo negativa com Bacteroides, Akkermansia,
Eubacterium hallii group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium coprostanoligenes,
Bifidobacterium, Prevotella, Faecalibacterium, Ruminococcus torques group, Dorea e

Roseburia.
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Figura 11: Correlagdo entre os marcadores inflamatérios e a composicido da microbiota

intestinal.

A Figura avalia a relagdo entre pardmetros antropométricos e a abundancia

relativa dos géneros bacterianos Bacteroides e Blautia. Foram analisados o indice

de Massa Corporal (IMC) e a Reatadncia (Ohms). As diferencas foram avaliadas

utilizando regressdes lineares simples, e o percentual de variacdo explicada foi

determinado pelo coeficiente de determinacao (R?).

A diferenga significativa foi observada entre o IMC e a abundancia de

Bacteroides. O aumento do IMC esteve associado a uma diminui¢gdo na abundancia

de Bacteroides, com 25,2%

da variagdo explicada pelo modelo (R?

0.252, p =

0.0285). Para Blautia, houve uma associagao positiva significativa com o IMC,

indicando que valores mais altos de IMC correspondem a maiores abundancias

desse género bacteriano. O modelo explicou 30% da variagdo na abundéancia de

Blautia (R*=0.3, p = 0.0151).
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Em relagdo a Reaténcia, observou-se uma associagado positiva significativa
com a abundancia de Bacteroides, em que valores mais altos de reatancia foram
relacionados a uma maior abundancia desse género. O modelo explicou 13,5% da
variagao na abundancia de Bacteroides (R? = 0.135, p = 0.0254). Nao foi identificada
uma relagdo significativa entre a reatadncia e a abundéancia de Blautia, com apenas

0,5% da variacao explicada pelo modelo (R?=0.005, p = 0.69).

Nao foi observada qualquer alteragcédo significativa nos demais parametros
analisados, que incluem: forga de preensdao manual, circunferéncia do braco,
circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril, circunferéncia da panturrilha,

densidade corporal total, resisténcia elétrica e reatancia elétrica.

Relagao entre IMC e Bacteroides Relagéo entre IMC e Blautia
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Figura 12: Relagdo entre IMC e reatancia e a abundancia relativa de géneros bacterianos

5.6. Caracteristicas da ingestao alimentar

De acordo com a Diretriz BRASPEN de terapia nutricional no paciente com
cancer (2019) e as Dietary Reference Intakes (2006), a recomendacgao de energia é
de 30 a 35 kcal/kg quando ha caquexia associada, 1,2 a 1,5 g/kg de proteina para
dieta normoproteica e acima de 2 g/kg é considerada dieta hiperproteica, e para
carboidrato, lipidio, gordura saturada e fibras, as recomendagdes sao de 45 a 65%
do VET, 25 a 35% do VET, até 10% do VET e 25 g/dia, respectivamente. Em relagao

aos polifenois, ndo ha uma recomendacado de ingestdo diaria, porém um estudo
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realizado na populagao brasileira verificou uma média de consumo de 680,1 mg/dia
(CARNAUBA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2021)

Tabela 7: Dados do consumo de macro e micronutrientes do grupo farinha de semente de uva
pré intervengao

Dados (média, £DP)
Energia, kcal/kg 25,39 (4,72)
Carboidrato, % 52,30 (3,64)
Proteina, g/kg 1,24 (0,23)
Lipidio, % 28,60 (4,72)
Gordura saturada, % VET 10,31 (2,32)
Fibra alimentar, g/dia 20,30 (10,02)
Polifenol, mg/dia 74,18 (121,16)

kcal: calorias; kg: quilo; g:gramas; % VET: percentual do valor energético total, mg:miligramas

De acordo com a tabela 6, a média de ingestdo energética foi de 25,39 + 4,72
kcal/kg, valor inferior ao recomendado para pacientes com caquexia associada, que
varia entre 30 a 35 kcal/kg, indicando uma possivel inadequagao na oferta caldrica.
A ingestao de carboidratos apresentou-se dentro dos parametros estabelecidos, com
média de 52,30 * 3,64% do valor energético total (VET), o que é compativel com a
recomendacgdo de 45 a 65% do VET. Da mesma forma, o consumo proteico médio
foi de 1,24 + 0,23 g/kg, atendendo ao intervalo proposto para dietas normoproteicas
(1,2 a 1,5 g/kg), embora situado proximo ao limite inferior da faixa recomendada. No
que se refere aos lipidios, observou-se uma média de 28,60 £ 4,72% do VET,
permanecendo dentro da faixa recomendada de 25 a 35%, sendo, portanto,
considerada adequada. Contudo, a ingestdo de gordura saturada apresentou média
de 10,31 + 2,32% do VET, ultrapassando levemente o limite maximo recomendado
de até 10%, o que pode representar um ponto de atencdo em termos de qualidade
lipidica da dieta. A ingestao de fibras alimentares foi de 20,30 + 10,02 g/dia, abaixo
da recomendagao minima de 25 g/dia, evidenciando uma inadequagao na oferta de
fibras, importante tanto para a fungdo gastrointestinal quanto para a modulagao
inflamatadria. Por fim, embora ndo haja uma recomendacao oficial para o consumo de
polifendis, o valor médio observado (74,18 % 121,16 mg/dia) encontra-se
consideravelmente abaixo da média estimada na populacdo brasileira, que é de
680,1 mg/dia, sugerindo uma ingestdo reduzida de compostos bioativos com

potencial antioxidante e anti-inflamatario.


https://www.zotero.org/google-docs/?EZmiy4
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5.6.1 Caracteristicas da ingestao alimentar pré intervengao

Tabela 8: Dados do consumo de macro e micronutrientes do grupo amido de milho pré

intervengao

Dados (média, £DP)
Energia, kcal/kg 27,42 (6,66)
Carboidrato, % 50,92 (7,11)
Proteina, g/kg 1,23 (0,31)

Lipidio, % 29,80 (6,94)
Gordura saturada, % VET 9,77 (2,39)

Fibra alimentar, g/dia 20,65 (6,07)
Polifenol, mg/dia 92,65 (95,00)

kcal: calorias; kg: quilo; g:gramas; % VET: percentual do valor energético total, mg:miligramas

Na tabela 7, a média de ingestao energética foi de 27,42 + 6,66 kcal/kg, valor
inferior a faixa recomendada de 30 a 35 kcal/kg para pacientes com caquexia
associada, 0 que sugere uma ingestdo caldrica insuficiente para as necessidades
desse perfil clinico. A ingestdao média de carboidratos foi de 50,92 + 7,11% do valor
energético total (VET), estando dentro do intervalo recomendado (45 a 65%), sendo,
portanto, considerada adequada. A média de consumo proteico foi de 1,23 + 0,31
g/kg, valor que se enquadra na faixa de 1,2 a 1,5 g/kg, recomendada para dietas
normoproteicas, o que caracteriza um aporte proteico adequado, ainda que préximo
do limite inferior. O consumo de lipidios representou 29,80 £ 6,94% do VET, o que
também esta dentro do intervalo recomendado de 25 a 35%, sendo considerado
adequado. Em relagédo a ingestado de gordura saturada, observou-se uma média de
9,77 + 2,39% do VET, valor que se mantém dentro do limite maximo recomendado
de até 10%, embora proximo do ponto de corte, exigindo aten¢cdo quanto a
qualidade da gordura consumida. A ingestdo de fibras alimentares foi de 20,65 +
6,07 g/dia, permanecendo abaixo da recomendagdo minima de 25 g/dia, o que
evidencia uma inadequagao quanto ao consumo desse nutriente, essencial para o
bom funcionamento gastrointestinal e efeitos benéficos sobre o sistema imune e
inflamatorio. Em relagdo ao consumo de polifendis, observou-se uma meédia de
92,65 £ 95,00 mg/dia, valor que se encontra substancialmente abaixo da média
estimada para a populagao brasileira (680,1 mg/dia), o que sugere baixa ingestao

desses compostos bioativos.
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5.6.2 Caracteristicas da ingestao alimentar pés intervengao

Tabela 9: Dados do consumo de macro e micronutrientes do grupo farinha de semente de uva
pos intervengao

Dados (média, £DP)
Energia, kcal/kg 32,56 (16,36)
Carboidrato, % 32,07 (18,47)
Proteina, g/kg 1,71 (1,20)
Lipidio, % 18,57 (12,76)
Gordura saturada, % VET 7,43 (4,88)
Fibra alimentar, g/dia 13,69 (10,83)
Polifenol, mg/dia 124,11 (173,15)

kcal: calorias; kg: quilo; g:gramas; % VET: percentual do valor energético total, mg:miligramas

Na tabela 8, a ingestdo energética média foi de 32,56 + 16,36 kcal/kg,
situando-se dentro da faixa recomendada de 30 a 35 kcal/kg para pacientes com
caquexia associada, indicando uma adequagao no fornecimento calérico apds a
intervengcdo. O consumo medio de carboidratos foi de 32,07 + 18,47% do valor
energético total (VET), valor inferior a recomendagao de 45 a 65% do VET. Essa
baixa propor¢ao de carboidratos pode comprometer o aporte energético total, além
de afetar o equilibrio dos macronutrientes. Em contrapartida, o consumo proteico foi
de 1,71 + 1,20 g/kg, valor acima da faixa recomendada para dietas normoproteicas
(1,2 a 1,5 g/kg) e se enquadrando como uma dieta hiperproteica, de acordo com os
critérios estabelecidos, o que pode ser benéfico em casos de preservagao ou
recuperacéo da massa magra. A ingestao de lipidios foi de 18,57 + 12,76% do VET,
abaixo da faixa recomendada de 25 a 35%, caracterizando uma ingest&o lipidica
reduzida. A gordura saturada representou 7,43 £ 4,88% do VET, permanecendo
dentro do limite maximo de 10%, o que é considerado adequado. A ingestdo de
fibras foi de 13,69 x 10,83 g/dia, valor bastante inferior a recomendag¢ao minima de
25 g/dia, sugerindo uma inadequacao significativa no consumo deste nutriente, cuja
importancia se destaca na saude intestinal e no controle inflamatorio. Quanto aos
compostos bioativos, 0 consumo médio de polifendis foi de 124,11 + 173,15 mg/dia.
Embora ainda abaixo da média observada na populagao brasileira (680,1 mg/dia),
este valor € superior ao registrado nos demais grupos analisados, indicando um
possivel efeito da intervencdo com farinha de semente de uva sobre o aumento da

ingestao desses compostos antioxidantes.
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Dessa forma, observa-se que, apesar da adequacao energética e proteica, a
dieta do grupo pés-intervengao com farinha de semente de uva apresentou consumo
inadequado de carboidratos, lipidios e fibras, com destaque positivo para o maior

aporte de polifendis em comparag&o aos grupos anteriores.

Tabela 10: Dados do consumo de macro e micronutrientes do grupo amido de milho pés

intervencgao

Dados (média, £DP)
Energia, kcal/kg 22,19 (5,46)
Carboidrato, % 53,86 (7,49)
Proteina, g/kg 1,02 (0,44)
Lipidio, % 28,08 (6,24)
Gordura saturada, % VET 12,21 (9,06)
Fibra alimentar, g/dia 11,74 (7,54)
Polifenol, mg/dia 178,20 (201,42)

kcal: calorias; kg: quilo; g:gramas; % VET: percentual do valor energético total, mg:miligramas

De acordo com os dados apresentados na Tabela 9, observa-se que o
consumo medio de energia do grupo (22,19 kcal/kg) foi inferior ao recomendado
pelas Diretrizes da BRASPEN (2019) para pacientes oncoldgicos com caquexia, que
€ de 30 a 35 kcallkg/dia. A ingestao proteica média (1,02 g/kg) também esteve
abaixo do minimo estabelecido para uma dieta normoproteica (1,2 a 1,5 g/kg), sendo
ainda mais distante dos valores preconizados para dietas hiperproteicas (>2 g/kg),
frequentemente indicadas em contextos de cancer e perda muscular. Em relagao
aos macronutrientes, o consumo de carboidratos (53,86% do VET) e lipidios totais
(28,08% do VET) manteve-se dentro das faixas recomendadas, que sao de 45 a
65% e 25 a 35% do VET, respectivamente. No entanto, a ingestdo de gordura
saturada (12,21% do VET) ultrapassou o limite maximo recomendado, que é de até
10% do VET. A ingestao de fibras alimentares (11,74 g/dia) foi consideravelmente
inferior a recomendacao de 25 g/dia, o que pode impactar negativamente na saude
intestinal e no controle glicémico. Por fim, apesar de ndo haver uma recomendagao
oficial para a ingestdo diaria de polifenois, o consumo médio observado (178,20
mg/dia) foi bastante inferior a média estimada da populagao brasileira, de 680,1
mg/dia (CARNAUBA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2021), sugerindo baixa exposicao a

compostos bioativos com potencial antioxidante e anti-inflamatério.
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6- DISCUSSAO

Os resultados da analise da microbiota de pacientes com caquexia associada
ao cancer vs. pacientes saudaveis indicam uma relagao direta entre a saude do
hospedeiro e a composicdo microbiolégica. Os indices de Shannon, Chao 1 e
Simpson, que avaliam a diversidade das espécies e sua distribuicdo uniforme,
mostraram que o grupo de pacientes com cancer colorretal (CCR) e caquexia
apresenta uma microbiota menos diversa e desequilibrada, caracteristicas tipicas de
uma disbiose. Isso sugere que a fungdo de manutengdo da homeostase imunoldgica
e metabdlica, além da protegcdo contra patdégenos associada a uma microbiota
intestinal saudavel, ndo € observada nesse grupo (SHANNON, 1948; CHAO;
BUNGE, 2002; PYLRO et al., 2014; THURSBY; JUGE, 2017).

A abundancia relativa dos filos Firmicutes e Bacteroidetes foi maior no grupo
saudavel, em comparagao ao grupo com cancer e caquexia, corroborando achados
da literatura, que sugerem o papel desses filos na manutengcdo do equilibrio
intestinal (LAM; YE, 2022a). As unidades taxonémicas operacionais aumentadas no
grupo eutréfico, como Bacteroides, Eubacterium hallii, Agathobacter e
Ruminococcus torques, estdo em consonancia com estudos anteriores que
associaram essas espécies a mucosas nao cancerosas. No entanto, os Bacteroides
apresentaram aumento no cancer colorretal avangado, mas diminuigcdo no estagio
inicial (COSTA et al., 2022; (SINGH et al., 2017; CHEN et al., 2023).

Quanto ao Clostridium sensu stricto, encontrado em maior abundancia no
grupo com cancer e caquexia, ndo ha muitos estudos especificos com essa espécie.
Contudo, um estudo em camundongos identificou a formacao de pélipos apds a
administragado de butirato, um acido graxo de cadeia curta produzido por bactérias
da microbiota, particularmente do género Clostridium. Apesar de o butirato ser
conhecido por suas propriedades anticancer, niveis reduzidos desses acidos graxos
de cadeia curta podem promover o crescimento celular no célon, o que se alinha
com os achados deste estudo (BELCHEVA et al., 2014).

Outros géneros observados, como Bifidobacterium, que foi aumentado no
grupo com cancer e caquexia, divergem da literatura, que descreve esse género

como predominante em individuos saudaveis. Géneros como Prevotella e Blautia
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foram mais abundantes no grupo de caquexia, enquanto Faecalibacterium também
foi mais representado no grupo eutréfico, de acordo com outros estudos. Embora
algumas dessas comparagdes tenham mostrado equivaléncia com estudos

anteriores, elas ndo apresentaram significAncia estatistica (LAM; YE, 2022)

Ja em relagdo aos pacientes com caquexia associada ao cancer
suplementados com farinha de semente de uva ou amido de milho, os dados basais
nao mostraram diferencas significativas na diversidade microbiana geral (diversidade
a), independente do indice analisado (Chao1, Simpson e Shannon). Isso indica que,
no inicio do estudo, a comunidade microbiana (ou seja, o conjunto de bactérias
presentes no intestino) era relativamente parecida entre os dois grupos, ou seja,
apesar da oscilagado dos géneros bacterianos entre os grupos, essa variagao nao foi

estatisticamente significativa.

ApOs a intervencdo, para o filo Bacteroidota, houve uma diminuigao
significativa dessas bactérias no grupo intervengcédo quando comparado ao controle.
Estes resultados contradizem o que era esperado, um aumento no grupo
intervencgao, ja que por meio de sua cadeia metabdlica de carboidratos, as espécies
de Bacteroidota gastrointestinais produzem acidos graxos de cadeia curta, como
succinato, propionato, acetato e butirato como os principais produtos finais
(HORVATH et al., 2022, RIOS-COVIAN et al., 2013, RIOS-COVIAN et al., 2015). O
aumento da producdo de butirato estda associado a protegdo contra o
desenvolvimento de cancer de colon (SCOTT, DUNCAN; FLINT, 2008) . Além disso,
Bacteroidota desempenha um papel na resisténcia a colonizacdo de outros

organismos e na manutengao da integridade intestinal.

Uma diferencga estatisticamente significativa também foi encontrada no grupo
Proteobacteria, com uma diminui¢ao significativa no grupo intervengcdo e um leve
aumento no grupo controle. Os dados corroboram com o0 que era esperado. As
Proteobactérias sao frequentemente encontradas aumentadas em doencgas e foram
identificadas por alguns autores como um possivel marcador de instabilidade da
microbiota, predispondo assim ao inicio da doenga. Ainda, essas bactérias parecem
benignas quando estdo em proporgdo menor, ao passo que, em certos ambientes
intestinais, tornam-se micrébios colitogénicos que podem desencadear respostas
inflamatadrias (SHIN; WHON; BAE, 2015).
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Quando analisada a variacdo da microbiota do tempo 1 para o tempo 2 do
grupo intervengdo, nota-se aumento do grupo Blautia e diminuigdo do grupo
Collinsela. As bactérias Bacteroides e Faecalibacterium nao aparecem nos géneros
mais representativos. E, quando analisada a variagdo da microbiota do tempo 1 para
o tempo 2 do grupo controle, nota-se aumento de Faecalibacterium e diminuigdo de
Blautia. As bactérias do grupo Collinsela manteve-se constante e as do grupo
Prevotella nao apareceu nos géneros mais representativos. Medina-Vera et al.,
(2019), suplementou pacientes com diabetes tipo 2 com alimentos funcionais ricos
em fibras, polifendis e proteina vegetal e verificou diminuigdo da bactéria
Faecalibacterium prausnitzii, conhecida por ter efeitos anti-inflamatdrios. Xu et al.,
(2021) ofertou 80 g de aveia ou arroz diariamente por 45 dias para pacientes
levemente  hipercolesterolémicos e verificou redugdo  significativa de
Faecalibacterium prausnitzii. Teets et al., (2024) suplementou suco de sabugueiro
denso em antocianina em pacientes com sobrepeso ou obesidade e verificou
reducao de diminuiu Bacteroides. Nao foram encontrados estudos que abordassem
a relacdo de polifendis e/ou fibras com as demais bactérias em condicbes de

disbiose intestinal.

Os resultados indicaram diferengas significativas na abundancia relativa de
varias bactérias entre os perfis intervengdo e controle. A abundancia relativa se
refere a proporcdo de um determinado grupo de microrganismos em relagao ao total
de microrganismos presentes em uma amostra, considerando cada individuo como
uma unidade separada. Isso permite avaliar como as bactérias variam entre os
individuos dentro de cada grupo. Para Bacteroides, o grupo intervengao apresentou
uma maior variagdo na abundancia, enquanto no grupo controle essa variagao foi
mais constante (p = 0.031). No caso de Bifidobacterium, o grupo controle teve uma
abundancia mais estavel e elevada, enquanto o grupo intervengédo mostrou maior
variagdo, com valores possivelmente mais baixos (p = 0.031). Da mesma forma,
para o género Agathobacter, o grupo intervencao exibiu maior amplitude de variagao
na quantidade de bactérias, em comparagéo ao controle (p = 0.038). Por fim, para
Clostridia UCG-014, o grupo intervengcdo também apresentou maior variagdo na
abundancia de bactérias entre os individuos, quando comparado ao grupo controle
(p = 0.046).
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A interagao entre a microbiota intestinal e o hospedeiro é fundamental para a
metabolizagcdo dos polifenois presentes na dieta, e essa relacdo coevolutiva tem
implicagdes importantes para a saude humana. Polifendis, compostos bioativos
encontrados em alimentos como frutas, vegetais e cha, sdo conhecidos por suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. No entanto, os efeitos desses
compostos podem variar amplamente entre os individuos, devido as diferencas na
composicdo da microbiota intestinal (ESPIN et al., 2024), ja que fatores genéticos do
hospedeiro e fatores ambientais extrinsecos, como dieta e antibiéticos, influenciam
continuamente a composi¢ao taxonémica e funcional da microbiota intestinal (SHIN;
WHON; BAE, 2015). A microbiota desempenha um papel crucial na transformagao
dos polifenois em metabdlitos bioativos, que podem ter efeitos benéficos ou
prejudiciais, dependendo da flora intestinal presente. Esse fenbmeno é descrito
como "metabdtipos”, indicando que diferentes perfis microbiolégicos levam a

respostas distintas aos polifenois (ESPIN et al., 2024)

A personalizacdo das respostas aos polifenois € uma area crescente da
pesquisa, e a ideia de metabdtipos permite uma compreensao mais profunda de
como a dieta pode influenciar a saude de maneira personalizada. Isso sugere que,
enquanto alguns individuos podem experimentar beneficios substanciais ao
consumir alimentos ricos em polifenois, outros podem nao apresentar as mesmas
respostas. Esse conceito reforca a necessidade de uma abordagem mais
personalizada em intervencdes dietéticas, considerando as caracteristicas
microbioldgicas individuais para otimizar os efeitos dos polifenois e melhorar a saude
intestinal (ESPIN et al., 2024)

O entendimento de como a microbiota modula a metabolizagdo dos polifenois
pode fornecer uma base para intervengdes dietéticas mais eficazes, que atendam as
necessidades especificas de cada individuo. A pesquisa futura deve continuar a
explorar como as variagdes na microbiota influenciam a resposta aos polifenois e
como essa interacdo pode ser utilizada para promover uma saude intestinal ideal,
especialmente no contexto de doengas como obesidade, diabetes e doengas
cardiovasculares (ESPIN et al., 2024).

Portanto, a medida que a pesquisa sobre a microbiota intestinal e os

polifenois avanga, espera-se que os estudos possam ajudar a personalizar
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intervengdes dietéticas e estratégias terapéuticas, permitindo uma abordagem mais
eficaz e individualizada para a promo¢ao da saude. A compreensao de como a
microbiota influencia a metabolizagcdo dos polifenois abre novos caminhos para a
saude de precisdo e para a otimizacao das intervengdes nutricionais, oferecendo
beneficios potenciais tanto para a prevencao quanto para o tratamento de diversas
condigbes de saude (ESPIN et al., 2024).

O estudo atual ainda correlacionou o aumento de IMC com o aumento de
Blautia na microbiota intestinal. Os dados sé&o corroborados por (ZENG et al., 2019)
que constatam que Blautia, Romboutsia, Ruminococcus2, Clostridium sensu stricto e
Dorea foram positivamente correlacionados com indicadores de peso corporal
(incluindo cintura e indice de massa corporal) e lipidios séricos (incluindo
lipoproteina de baixa densidade, triglicerideos e colesterol total). Kim et al., (2022)
concluiu que na analise microbiana intestinal de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, mostramos que a propor¢ao Blautia/Bacteroides mudou apos a cirurgia
bariatrica e apresentou correlagdo positiva com o IMC. Ja (CHANDA; JIANG; LIU,
2024) em sua revisdo sistematica, concluiu que as evidéncias atuais nao
demonstram o envolvimento direto de Blautia como um microbio patogénico no
desenvolvimento ou progressdo da obesidade, o que informa pesquisas futuras e
estratégias terapéuticas direcionadas ao intestino Blautia no controle da obesidade.

Em contrapartida, dados desta pesquisa mostraram que Bacteroidetes e IMC
sdo inversamente proporcionais. (KOLIADA et al., 2017) em seu estudo mostrou que
pessoas obesas na populagdo adulta da Ucrania tém um nivel significativamente
menor de Bacteroidetes em comparagao com adultos com peso normal.

Dados do presente estudo ainda definiu a reactancia como diretamente
proporcional a quantidade de Bacteroidetes. Contudo, ndo foram encontrados
artigos na literatura que abordassem esta relacao.

Em relagéo a citocina anti-inflamatérias IL1RA que atua inibindo os efeitos da
interleucina-1 (IL-1), mostrou correlagdo moderada e negativa com Bacteroides,
Akkermansia, Eubacterium hallii group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium
coprostanoligenes,  Bifidobacterium, Prevotella, Lactobacillus, Agathobacter,
Faecalibacterium, Ruminococcus torques group, Dorea e Roseburia. Niccolai et al.,
(2020) relata que Prevotella spp apresenta correlacdo negativa com IL-17A e

positiva com IL-9. Essas interacdes podem influenciar a producao de IL1RA, embora
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mais pesquisas sejam necessarias para confirmar essa relagdo. Para as demais
espécies bacterianas listadas nao foram encontrados dados especificos sobre a

correlagao direta com IL1RA.

IL2 exibe correlagdo negativa com Bacteroides, Akkermansia, Eubacterium
hallii  group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium coprostanoligenes,
Bifidobacterium, Prevotella, Lactobacillus, Ruminococcus torques group e Roseburia.
McDonald et al., (2020) discutiu o impacto de Akkermansia muciniphila em
inflamacao intestinal e respostas imunoldgicas, sugerindo uma redugao nos niveis
de citocinas inflamatérias, incluindo IL-2, devido a modulag¢ao da microbiota. Para as
demais espécies bacterianas listadas ndo foram encontrados dados especificos

sobre a correlagao direta com IL-2.

IL6 a presenta correlagdo negativa com Bacteroides, Akkermansia,
Eubacterium hallii group, Clostridium sensu stricto, Eubacterium coprostanoligenes,
Bifidobacterium, Prevotella, Faecalibacterium, Ruminococcus torques group, Dorea e
Roseburia. A IL-6 (Interleucina 6) € uma citocina pré-inflamatéria envolvida na
resposta imune e em processos inflamatérios (ROSE-JOHN et al., 2023). Nenhum
artigo que abordasse a relagdo entre as bactérias aqui destacadas e IL-6 foi

encontrado.

Pode-se observar que na literatura existem poucos estudos abordando de
forma direta correlagdes especificas entre citocinas inflamatdrias ou antiinflamatérias
e a as espécies bacterianas mencionadas. Por isso, encoraja-se futuros estudos

nesta area.

6.1 Limitagoes do Estudo

Embora este estudo tenha gerado importantes resultados, algumas limitagoes
devem ser reconhecidas. A principal dificuldade foi a coleta das amostras de fezes,
que representou um desafio logistico significativo. Embora essas amostras sejam
essenciais para a analise da microbiota intestinal, o processo de coleta se mostrou
inconveniente para os participantes, resultando em uma taxa de adeséo abaixo do

esperado.
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Outro desafio foi a distadncia entre o hospital e as residéncias dos
participantes, que moravam em diversas cidades da Baixada Santista. O hospital em
Santos estava relativamente distante para muitos participantes, dificultando o
deslocamento e aumentando os custos e o tempo de viagem, o que pode ter
prejudicado a adesdo e a continuidade do estudo. Além disso, a maioria dos
participantes eram pacientes de baixa renda, o que comprometeu ainda mais o
deslocamento e, em alguns casos, levou a condigdes sanitarias inadequadas que

afetaram a coleta de amostras e a qualidade dos dados.

Também ocorreram perdas na realizacdo de avaliagbes previstas, como
visitas de acompanhamento, em grande parte devido a auséncia ou a notificagéo
tardia desses eventos por parte dos participantes. A equipe de pesquisa dependia
diretamente da comunicacdo dos voluntarios, que, em muitos casos, informavam
com pouca ou nenhuma antecedéncia. Isso demandava uma reorganizagdo imediata
da equipe, a qual nem sempre era viavel, resultando em falhas na coleta de dados e

na execucao de etapas planejadas do estudo.

Essas limitagbes destacam a necessidade de ajustes nas estratégias de
coleta e logistica para melhorar a adesdo e a qualidade dos dados em estudos
futuros, como a implementacdo de alternativas mais praticas para a coleta de

amostras e uma comunicagao mais eficiente com os participantes.
7- CONCLUSAO

Os resultados deste ensaio clinico ndo fornecem evidéncias que apoiem a
suplementacao de farinha de semente de uva por curto periodo de tempo (28 dias),
como uma estratégia terapéutica superior ao controle para melhorar o perfil da
microbiota intestinal de pacientes com caquexia associada ao cancer. Entretanto
neste estudo, a suplementacdo de farinha de semente de uva produziu efeitos
positivos estatisticamente significativos em variaveis secundarias, melhorando o
perfil sobre os marcadores inflamatdrios.

Apesar das limitagdes, este estudo proporciona contribuicdes valiosas para o
entendimento da caquexia no cancer, sendo um dos poucos estudos a investigar um
produto rico em polifendis e fibras alimentares nesse contexto. Além disso, ao focar

em desfechos de relevancia clinica e empregar métodos rigorosos e transparentes,
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a pesquisa oferece uma base sélida para o desenvolvimento de futuros ensaios
clinicos que explorem estratégias terapéuticas e nutricionais no tratamento da

caquexia associada ao cancer.
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Apéndice 1- Termo de consentimento livre e esclarecido

Universidade Federal de Sdo Paulo — Campus Baixada Santista farinha de semente

de uva

Rua Silva Jardim: n® 136 — Vila Mathias; CEP: 11015-020
Pesquisador: Felipe Aguiar Pupo Seabra Malta
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Daniela Caetano Gongalves

ESTUDO: “Suplementagdo de farinha de semente de uva como estratégia para
reversdo da perda de massa muscular em pacientes com caquexia associada ao

cancer colorretal em periodo perioperatorio”.

O (a) Sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa do projeto
citado pois possui diagnostico positivo de tumor maligno colorretal e passara por
cirurgia para a retirada desse tumor. Neste estudo pretendemos avaliar os possiveis
efeitos positivos da suplementacdo de farinha de semente de uva no aumento da
massa muscular em pacientes com caquexia do cancer colorretal durante o periodo:
pré e pos cirurgico: de 2 meses. O documento abaixo contém todas as informacoes
necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua participagao neste estudo
sera de muita importancia para nés e para a ciéncia: que busca compreender melhor
sua doenga e possiveis tratamentos.Caso o (a) Sr. (a) ndo queira participar ou
desistir a qualquer momento: isso ndo causara nenhum prejuizo ao seu tratamento:

ou seja: sua participagao € espontanea.

I. O estudo é de importancia para que possamos investigar as possiveis
causas da caquexia: uma condigdo caracterizada pela grande perda de peso:
fraqueza muscular: cansago e diminuigdo do apetite. Nosso objetivo é verificar a
eficacia do suplemento de farinha de semente de uva rico em antioxidantes na
composi¢ao corporal: parametros bioquimicos: qualidade de vida: anorexia e em

testes de forga.

Il. Aceitando participar da pesquisa: na sua cirurgia: o cirurgido ira: ao
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remover o tumor colorretal: retirar especificamente um pequeno fragmento de cerca
de 1 g desse tumor para que possamos fazer a analise do material em nosso
estudo. Para tal coleta: nao havera nenhuma modificacdo do procedimento cirurgico:
ja que a sua cirurgia € justamente para a retirada do tumor. Em um outro momento
da cirurgia sera retirado um fragmento ainda menor: do tamanho de um grédo de
feijao: do musculo de sua barriga (reto abdominal). O procedimento de coleta do
musculo abdominal ndo faz parte da rotina operacional de sua cirurgia e sera
realizado especificamente para esta pesquisa. Essa pequena amostra sera retirada
de uma regido do musculo abdominal na qual o cirurgido obrigatoriamente ja iria
fazer incisdo para acessar o tumor e: portanto: ndo provocara riscos adicionais. As
coletas nos permitirdo avaliar o comportamento molecular do tumor e do seu
musculo e sao fundamentais para entendermos melhor a doenga chamada
caquexia. As coletas n&do aumentarédo o tempo de sua cirurgia em mais de 5 minutos
€ nem requisitardo prolongamento da anestesia: pois os procedimentos realizados

para a coleta sdo: em suma: os mesmos da cirurgia.

[ll. Os participantes deste estudo serdo suplementados com farinha de
semente de uva em uma dosagem de 8 g por dia OU suplemento placebo composto
de amido na mesma quantidade. Nenhum dos suplementos apresenta toxicidade e
os voluntarios e pesquisadores ndo saberdo o 167 conteudo da suplementacao
oferecida até o final do estudo. Esta suplementacao sera oferecida por 56 dias (8
semanas). Os riscos da suplementacgao de farinha de semente de uva a saude sao
minimos: como possiveis desconfortos gastrointestinais leves (arrotos: flatuléncias:

azia: constipacao).

IV. Mesmo que o (a) senhor (a) concorde com a doagdo de todas as
amostras: o cirurgido e a equipe médica poderao coletar apenas algumas delas ou
mesmo: nenhuma: conforme a condugao da cirurgia: para que nao haja aumento de

riscos ou qualquer prejuizo para o (a) senhor (a);

V. O (a) senhor (a) sera em fungao da participacao na pesquisa submetido a
coletas de sangue além das previstas em sua rotina de tratamento
ambulatorial/hospitalar para que possamos avaliar diversos marcadores biolégicos
da sua saude. As coletas (20mL de sangue) serao feitas em 4 momentos: 30 dias

antes da cirurgia; no dia anterior a cirurgia; no 7° dia apds a cirurgia; e: por fim: no
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30° dia apds a cirurgia: que representa o término do estudo. A coleta sera realizada
por um profissional da saude devidamente habilitado e ocorrera no préprio hospital:
em condigcbes de assepsia: ou seja: de higiene total. A coleta de sangue pode
causar algum desconforto no momento e posterior: e algumas vezes: aparecimento

de hematoma (mancha roxa);

VI. O (a) senhor (a) pode ser convidado a realizar outros exames pelo seu
médico: dentro da conduta clinica regular: cujo resultado também podera ser usado

na pesquisa;

VII. O (a) senhor (a) passara por uma avaliagdo de composi¢ao corporal: que
permite saber o quanto possui de musculo: gordura e massa 6ssea. O exame: que
dura menos de 5 minutos e ndo necessita a remogao total da roupa: investigara se a
suplementacdo modificou a sua composigéo corporal. O (a) senhor (a) permanecera
de pé na balanga de bioimpedéancia enquanto segura os eletrodos de aderéncia: nao
oferecendo riscos a sua saude. Os exames de avaliagdo da composi¢cao corporal
serdo realizados nos mesmos 4 momentos citados nos itens IV e V. Nesses
encontros ainda Ihe sera solicitado em cada um deles que vocé responda alguns
questionarios - que irdo avaliar a sua qualidade de vida: seu nivel de fadiga: sua
ingestao alimentar e seu estado nutricional. Por fim: também iremos medir como
esta a sua forga nesses dias: a partir de um teste no qual vocé tera que apertar uma

espécie de garra com a méo durante 3 segundos;

VIII. As coletas de sangue e tecidos: os exames de composigao corporal e 0s
questionarios servirdo para avaliar a sua saude ao longo do periodo do estudo:
ajudando-nos a avaliar melhor o estudo e compreender a sua doenga: que poderao
ajudar na busca de tratamentos. As analises dos materiais coletados serao
realizadas no Laboratério de Nutricdo e Fisiologia Enddcrina: localizado no campus
Baixada Santista da UNIFESP A participacado neste projeto ndo tem como objetivo:
contudo: tratar sua doenga: mas sim dar uma contribuigdo para que possamos

entender e definir as alteragdes que ocorrem no organismo devido a doenca;

IX. O (a) senhor (a) ndo tera nenhuma despesa financeira com relagao aos

procedimentos médicos: clinicos e terapéuticos efetuados no estudo;

X. O (a) senhor (a) nao recebera nenhuma compensacgao financeira por
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participacdo do estudo: pois os procedimentos do estudo serdo realizados nas
visitas ao hospital: previamente indicadas pelo corpo médico: que o (a) senhor (a)
rotineiramente ja faria: participando do estudo ou n&o. Caso haja gastos extra nao
previstos: como de transporte e alimentacdo: eles serdo ressarcidos conforme
Resolucdo CNS 466/2012: item IV.3.g;

Xl. O (a) senhor (a) tem a liberdade de desistir ou de interromper a
colaboragdo neste estudo no momento em que desejar: sem necessidade de

qualquer explicagao;

XII.LA desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a sua saude ou bem-estar
fisico e nem interferira no seu atendimento: tratamento médico ou nos

agendamentos futuros necessarios;

XIIl. Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo: mas
o (a) senhor (a) deve concordar que sejam divulgados em publicagdes cientificas
(resumos de congressos: livros e artigos de periddicos cientificos): desde que seus
dados pessoais nao sejam mencionados. Isso € importante para garantir que a
pesquisa possa ser conhecida e possivelmente melhorar o diagnostico: o

atendimento e o tratamento de pacientes com a mesma doencga que a sua;

XIV. Se constatada ao final do estudo eficacia significativamente superior da
intervengcdo com suplementacgéo de farinha de semente de uva sobre a intervengao
comparativa (placebo): o0 mesmo tratamento (suplementagao de farinha de semente
de uva) sera também disponibilizado aos grupos controles (Resolugao 466/2012 do
CNS);

XV. O material coletado podera ser armazenado em solugdes especificas
para cada técnica em freezer sob temperatura inferior a -80°C com o objetivo de
manter a integridade das amostras para posterior utilizagdo: sempre dentro da

mesma linha de pesquisa;

XVI. O material humano coletado: ao término da presente pesquisa: sera
armazenado no Laboratério Biologia e Epidemiologia Molecular (BIOMOL FINEP) do
campus Baixada Santista da UNIFESP localizado na Rua Silva Jardim: 136: para
possivelmente ser utilizado em futuros estudos: previamente aprovados pelo

CEP/CONEP: nao diretamente relacionados a este projeto. Em caso de novas
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pesquisas com o material armazenado: sera solicitado ao (a) Sr. (a) consentimento:

autorizando a utilizagdo de seu material biolégico: 170

e Concordo em participar do presente estudo: porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material biologico: devendo o mesmo ser descartado ao

final desta pesquisa;

e Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento
do meu material biolégico: sendo necessario o meu consentimento a cada nova
pesquisa: que devera ser aprovada pelo CEP institucional e: se for o caso: pela
CONEP.

XVIl. Caso o (a) senhor (a) desejar: podera: pessoalmente: tomar

conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa:
e Desejo conhecer os resultados desta pesquisa
e N&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa

XVIIl. Em qualquer etapa do estudo: o Sr. (a) tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o aluno Felipe Aguiar Pupo Seabra Malta sob supervisao da Dr.?2
Daniela Caetano Gongalves: que pode ser encontrada no endereco: Rua Silva
Jardim: 136: sala 102: Santos: Sdo Paulo. Caso seja necessario entrar em contato
com a equipe do estudo: vocé pode enviar e mail para dacaetano@hotmail.com ou
entrar em contato via telefone com a pesquisadora Dr.2 Daniela Caetano Gongalves
pelo numero (11) 99674 5133: que estara disponivel 24 horas para atendimento. Se
vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa: entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Unifesp. Rua Botucatu: n:
740: Vila Clementino: Sdo Paulo/SP - 04023-900. Telefone: (011) 5571-1062; (011)
5539-7162. E-mail: cep@unifesp.edu.br

XIX. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias: sendo
que uma das vias sera arquivada pelo pesquisador responsavel: na Universidade
Federal de Sdo Paulo — Campus Baixada Santista e a outra via sera fornecida a
vocé. 171 172

XX. Caso ocorra qualquer problema ou dano pessoal durante ou apds os


mailto:cep@unifesp.edu.br
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procedimentos aos quais o (a) Sr. (a) sera submetido: Ihe sera garantido (a) o direito
a tratamento imediato e gratuito na Instituicdo: mesmo que ainda nao se tenha
comprovado que o dano seja decorrente da pesquisa. E se o dano for decorrente da

pesquisa: o (a) Sr. (a) tera direito a indenizagao determinada por lei.
Consentimento do Participante

Eu: . portador do documento de

Identidade fui informado de maneira clara e objetiva sobre os

objetivos do estudo “Suplementacéo de farinha de semente de uva como estratégia
para reversao da perda de massa muscular em pacientes com caquexia associada
ao cancer colorretal em periodo perioperatorio”. bem como pude esclarecer minhas
duvidas sobre os procedimentos. Tenho ciéncia de que a qualquer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o

desejar.

“Declaro: recebendo uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
que concordo: apds ler o documento e esclarecer minhas duvidas: em participar

desse estudo”.

Santos: de de 20 .

Nome e assinatura do participante

“‘Declaro que presenciei a solicitagdo de consentimento: esclarecimentos sobre a

pesquisa e aceite do participante”.

Santos: de de 20 .

Nome e assinatura da Testemunha

“‘Declaro que me comprometo a cumprir todos os termos aqui descritos e que obtive
de forma apropriada e voluntaria: o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente (ou representante legal) para a participacéo neste estudo”.

Santos: de de 20__.
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Prof.2 Dr.2 Daniela Caetano Gongalves

Apéndice 2- Recordatério 24 horas.

RECORDATORIO 24H

ID:

Data do registro: 10 de out. de 2024

Avaliagao: F1 -

Respondente: GEIRIETENI N

Avaliador (a): Giovanna -

Modo: GCEERHETR

Refeigdo: Café da Manha -

Horario: 09:00 Local: QoL
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Refei¢gdo: Lanche da Manha - Horario: 11:00 Local: Comércio -

Refeigao: Almoco - Horario: 12:30 Local: {oF:: 0

Refeicao: Selecionar -~ Horario: Local: {o%::- 0

Refeicdo: Jantar - Horario: 20:00 Local:

Refeicao: Selecionar -~ Horario: Local: oF::- 0
OBSERVAGOES:

Anexo 1- Escala de bristol
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Escala de Bristol (Selecione o
tipo de fezes que mais se
parece com o seu nos ultimos
7 dias) *

Pequenias bolinhas duras, separadas
coma cogquinhos |dificil para sair]
TIPO1

Farmato de linguica encarogada, com
pequenas balinhas grudadas

TIPO 2

Formato de linguica com rachaduras na
superficie

TIPC 3

AMongada com farmata de salsicha au
cobra, lisa & macia

TIPO 4

Pedagos macios & separados com
bordas bem definidas |ficeis de sair)

TIPO 5

Calll o o

Totalmente liquida, sem pedagos
silidos

TIPO 7

Massa pastosa e fofa, com bordas
irregulares

TIPO &
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