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INTRODUCAO

A caquexia ¢ uma sindrome complexa de etiologia desconhecida, atualmente conhecida
como sindrome inflamatdria cronica Os macrofagos infiltrados em ratos caquéticos
podem, em parte, favorecer um quadro inflamatdrio, conforme observado na obesidade,
contribuindo para os distirbios metabolicos, agravamento da caquexia e deplecdao dos
depositos de gordura. O mecanismo sugerido para migracdo de mondcitos para o tecido
adiposo, em estado de inflamacdo cronica sistémica, ¢ a proteina quimioatratante para
mondcitos 1 (MCP-1) que promove a atragdo de mondcitos, linfocitos T e células NK
para o sitio de inflamag¢do, atuando na ativagdo do mondcito, por meio do receptor
CCR2, ¢ em sua transmigragdo através do endotélio capilar (Biswas & Sodhi, 2002;
Ashida et al., 2001). Camundongos que super expressam MCP-1 apresentam um grande
nimero de macrofagos infiltrados no tecido adiposo branco (TAB) (Kamei et al., 2006).

OBJETIVOS

Avaliar a expressdo génica de MCP-1 no tecido adiposo branco durante o
desenvolvimento do quadro de caquexia induzido pelo tumor de Walker 256.
Acompanhar a ingestdo alimentar e a perda de massa corpérea nos grupos controle e
tumor.

METODOLOGIA

Apos a abertura de um grupo contendo treze animais, o controle de peso e a ingestdo
alimentar foram avaliados preferencialmente todos os dias na vigéncia do tumor e nos
mesmos hordrios. Estes animais foram divididos em grupo tumor, constituido de nove
animais com células tumorais inoculadas subcutaneamente no flanco direito ¢ o grupo
controle, constituido de quatro animais sem tumor. Foi acompanhado o
desenvolvimento do tumor por quatorze dias, sendo que, os animais foram divididos e
sacrificados no sétimo dia e décimo quarto dia ap6s inoculacdo das células tumorais. Os
animais foram sacrificados por decapitacdo sem anestesia. Os tecidos adiposos
epididimal (TAE) e retroperitoneal (TARP) e mesentérico (TAME) foram coletados e
para posterior analise da expressdo génica. Foram coletados também o sangue com
EDTA, que foi centrifugado a 400g por 15 minutos a 4°C e este foi armazenado a -80°C
para posterior analise bioquimica. As amostras utilizadas para avaliagdo da expressao
génica de MCP-1 foram coletadas na Universidade de Sdo Paulo (USP), Departamento



de Ciéncias Biomédicas II, no laboratorio de lipides da Prof®. DR* Marilia Cerqueira
Seelaender.A analise da expressdo génica foi realizada através da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real. A extracdo de RNA total foi isolada das amostras de tecido
adiposo usando reagente Trizol (invitrogen, Carlbad, CA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. O RNA total extraido do tecido adiposo e de macréfagos dos diferentes
grupos experimentais foram colocados em presenca de Deoxiribonuclease I, DNAse
altamente purificada, para a remog¢ao do DNA genomico. Apos ter o RNA foi realizado
a reacdo de transcri¢do reversa onde foi utilizado 1pg de RNA total contendo Oligo dt
(500 pg/mL), 10 mM de cada dNTP, 5x Fisrst-Strand Buffer, DTT e¢ 200 U de
transcriptase reversa (SuperScript II-Invitrogen). A transcricdo reversa foi efetuada a
70°C por 10 minutos, adicionando a transcriptase reversa, continuou o ciclo a 42°C por
60 minutos e 95°C por 10 minutos. A reagdo ocorreu em condi¢des de ciclagem pré-
determinadas, sendo duas etapas de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, a
amplificagdo ocorreu em 40 ciclos: a desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento a 63° por 60 segundos, com extensdo a 72°C por 2 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo tumor apresentaram uma discreta perda de peso em relagdo ao
controle a partir do décimo dia apds inoculacdo das células tumorais. Esta discreta perda
de peso pode estar relacionada com ao peso do tumor, que ndo foi mensurado
separadamente da massa corporea do animal. A caquexia se caracteriza por estado
debilitante, com perda de peso, desencadeada por perturbagdes metabdlicas no
individuo portador de tumor. Esta promove anorexia, astenia, perda de peso, saciedade
prematura, anemia e alteragdes no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas
(Tisdale, 2005). A ingestdo alimentar de ragdo pelo grupo tumor diminuiu com a
evolucdo do tumor quando comparado com o grupo controle. A anorexia
frequentemente acompanha a caquexia e tem papel de destaque na perda de peso
corporal do paciente. Na anorexia, o decréscimo na ingestdo alimentar ¢ normalmente
associado com diminui¢ao do dispéndio energético, enquanto que na caquexia o gasto
de energia ¢ aumentado. No entanto, a anorexia per Se ndo explica as alteracdes
decorrentes da caquexia. Contudo, a perda de peso e o hipermetabolismo promovido
pelo tumor ndo sdo compensados por incremento espontaneo de alimento, sugerindo
distarbio nos controles hormonais (Tisdale 2005). A expressdo génica de MCP-1 no
TAE e TARP, na Figura 1, mostra que a expressao génica de MCP-1 aumenta conforme
o desenvolvimento do tumor. Nota-se que a expressdo no TAE e TARP ¢ maior no
décimo quarto dia ap6s inocula¢do do tumor. O aumento da expressao génica de MCP-1
corrobora com outros estudos do nosso grupo que caracterizaram o aumento de
macrofagos infiltrados e conseqiientemente a instalacdo de um quadro inflamatoério no
tecido adiposo, sugerindo que a MCP-1 pode ter importante papel nesse processo.
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Figura 1. Razdo da expressao génica de MCP-1 no TARP e TAE no grupo tumor
em relacdo ao grupo controle no decorrer de quatorze dias apds inoculacdo das
celulas tumorais.

Nossos resultados corroboram com o de Kanda et al. (2006), que verificou o aumento
na expressdo génica de MCP-1 em ratos obesos e, além disso, observou que ela
contribui para a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, resisténcia a insulina e
esteatose hepatica. Porém, na obesidade ha aumento do TAB enquanto que na caquexia
ha redugdo. Neste contexto, o aumento da expressao génica de MCP-1 pode sugerir um
quadro inflamatorio, tanto na caquexia induzida pelo cancer como em um estado de
obesidade, mostrando que a expressao génica de MCP-1 pode funcionar como um
indicador de um quadro inflamatério cronico no TAB.

CONCLUSOES

Observamos que, em relacdo ao controle, os animais pertencentes ao grupo tumor
apresentaram uma discreta perda de peso juntamente com perda de apetite na evolugdo
do tumor e a expressao génica de MCP-1 no TAE e TARP aumenta, sendo que sua
maior expressdo encontra-se no décimo quarto dia sugerindo um quadro inflamatdrio. A
expressao de MCP-1 pode ser utilizada como um indicador de um quadro inflamatorio
cronico no TAB. Os resultados sugerem a necessidade de mais estudos, enfocando
outros indicadores de um quadro inflamatério cronico no tecido adiposo.
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