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INTRODUCAO

A caquexia ¢ uma sindrome cujo sintoma mais notavel € a acentuada e rapida perda de peso
corporal acompanhado de uma deple¢do da massa muscular esquelética e do tecido adiposo
branco (TAB). Afeta cerca da metade de todos os pacientes de cancer e estd presente na
grande maioria dos pacientes com cancer avancado (Argilés et al., 1997; Fearon & Moses,
2002). Possui caracteristica multifacetada e etiologia extremamente complexa, diretamente
relacionada a reducgdo da sobrevida e a prognose adversa (revisdo de Barber et. al., 1999).
Embora bastante estudada ainda ndo hé terapia conhecida que a reverta. A maturacdo do
adipocito ¢ acompanhada pelo acumulo intracelular de lipidio, processo mediado
principalmente pela proteina 1C ligadora ao elemento regulado por esterdis (SREBP-1C, do
inglés, sterol regulatory element binding protein-1C) que, além de ativar a expressao
génica de PPARy-2, ativa a via lipogénica através da expressdo dos genes que codificam
suas principais enzimas, tais como; acetil-CoA carboxilase (ACC), acido graxo sintase
(FAS), estearoil CoA desaturase-1 (SCD-1) e glicerol-3-fosfato acetiltransferase (GPAT).
No entanto, pouco se sabe a respeito dos possiveis efeitos do quadro de caquexia associada
ao cancer no processo de diferenciacdo fenotipica do pré-adipocito para adipdcito no tecido
adiposo. Adicionalmente, PPARY-2 modula uma série de genes relacionados ndo s6 ao
metabolismo, mas também aos eventos que culminam na adipogénese. Por outro lado,
apesar deste destacado papel, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos
nestas alteracdes, notadamente em adipdcitos de animais caquéticos e como estas alteracdes

ocorrem ao longo do desenvolvimento deste quadro em animais portadores do tumor de
Walker 256.

OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar a expressdao génica e protéica dos fatores de transcricio PPAR-y2 , RXR em
adipocitos isolados em ratos inoculados subcutaneamente com tumor de Walker 256. Para
isso, avaliaremos o papel de citocinas proé-inflamatorias, notadamente o TNF-a e sua
influéncia na expressao de genes relacionados a diferenciacdo e metabolismo em adipdcitos
durante o estabelecimento do quadro de caquexia associada ao cancer.



METODOLOGIA

Foram estudados ratos machos da linhagem Wistar com 8 semanas de vida (250-300g),
obtidos no biotério da Universidade de Mogi das Cruzes. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas individuais, a uma temperatura média de 24 + 1° C, com ciclos de
claro/escuro a cada 12 horas de modo controlado. Os animais foram divididos em dois
grupos experimentais: (1) controle e (2) tumor, sendo o ultimo subdividido em 7 e 14 dia
apos a inoculacdo das células tumorais. As células do tumor de Walker 256 foram injetadas
subcutaneamente no flanco direito dos ratos (2x10” células, em 1 mL de solugio salina 0,9
%) (Seelaender et al., 1996). Os animais foram sacrificados por decapitagdo sem anestesia.
Ap6s o sacrificio os tecidos foram dissecados cuidadosamente e pesados. A massa corporal
e o consumo de racdo foram aferidos diariamente, ao longo dos 14 dias do periodo
experimental em balanga de precisdo (OHAUS® USA). A analise de expressdo protéica foi
por western blotting das proteinas da aP2, LPL, C/EBPa, PPARy-2, RXR-a, e sera
conduzida como em Kazantzis & Seelaender (2005).E a expressdo génica comegou pela
extracdo de RNA total. O RNA total sera isolado das amostras usando reagente Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA), seguindo recomendag¢des do fabricante. O RNA isolado sera
armazenado a -70 C para posterior analise por RT-PCR. A transcri¢do reversa ¢ efetuada a
70°C por 10 minutos, adicionada a transcriptase reversa, continua o ciclo a 42°C por 60
minutos e 95°C por 10 minutos. Feito esse procedimento a expressao foi lida por RT-PCR,
quantificado com o detector de sequéncia ABI Prism 5700 (Applied Biosystems) baseado
na metodologia previamente descrita (Bustin, 2000). E a andlise estatistica utilizada foi a
andlise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Tukey. O valor adotado para
significancia serd de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossas afericdes das massas de ragdo ingerida pelos ratos mostraram que os ratos a partir
do dia 10 diminuiram significativamente a ingestdo da racdo, conforme a figura 1. Isso
significa que tumor induziu a anorexia.
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Figura 1: Ingestdo diaria média de racdo por dos ratos controle e com tumor inoculado. Para analise
estatistica foi utilizado 4Anova seguido pelo pos teste Tukey: * p<0,05. Barra de erro: desvio padréo.

O PPARy desempenha um papel importante no tecido adiposo branco, tratando-se do
armazenamento de lipidios e na diferenciagdo dos adipocitos, atuando como um potente
estimulante da cascata de diferenciacdo celular do adip6cito (Tachibana et. al., 2008).Além
disso, ele também possui grande importancia no processo de inflamagdo e no metabolismo
da glicose (Lehrke & Lazar, 2005). A expressao génica de PPAR-y nos tecidos TARP, TAE



e TAME sofreram uma diminui¢do, quando comparados ao grupo controle, com algumas
variagdes durante o periodo que compreende o quarto e o décimo quarto dia apds a
inoculacdo do tumor como mostra a figura 2A. Na figura 2B,a expressdo protéica do
PPAR-y2 também mostrou uma diminui¢do na expressao dessa proteina nos dias 7 e 14.
Nossos resultados sugerem que a diminui¢do da expressdo de PPARY pode afetar alteragdes
diretas na adipogénese, processo no qual o gene ¢ de capital importancia.
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Figura 2:Razdo da expressdo génica do PPAR vy em relagdo ao 18S (A) e da proteina PPAR y2 em relagdo ao
B-Tubulina (B). Para analise estatistica foi utilizado 4nova seguido pelo pos teste Tukey: * p<0,05 em relagdo
ao controle; # p<0,01 em relagdo ao controle;%p<0,05 em relagdo ao quarto dia;&p<0,05 em relagdo ao
sétimo dia. Barra de erro desvio padrio.

Observamos na figura 3A e 3B que nos tecidos TAE e TARP, houve uma diminui¢do na
expressdo génica de CEBP a e SREBP 1C em todos os dias. Enquanto que no tecido
TAME ficou inalterado, como mostra a figura 3A e 3B.
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Figura 3: — Razdo da expressdo génica do CEBP a em relagdo ao 18S(A).Figura 3: Razdo da expressdo
génica do SREBP 1c em relagdo o 18S.(B) . Para analise estatistica foi utilizado Anova seguido pelo pos teste
Tukey:* p<0,05 em relagdo ao controle; # p<0,01 em relagdo ao controle. Barra de erro: desvio padréo

CONCLUSOES

Observamos que a expressao do PPARy, tanto protéica como génica, diminuiu com a
evolucdo do tumor, a partir do quarto dia nos trés tecidos(TAE, TARP, TAME). Essa
diminui¢do sugere que o PPARy pode estar relacionado a perda de estoques de tecido
adiposo caracteristica da caquexia, interferindo na massa gorda total. Enquanto as proteinas
CEBP-a e SREBP-1C tiveram sua expressdao reduzida no TARP e TAE, ao contrario do



TAME. Isso mostra que o tumor ndo interfere na expressdo dessas proteinas no tecido
adiposo mesentérico. Concluimos que nosso estudo sugere que a evolugdo do tumor pode
ter afetado negativamente a adipogénese nos trés tecidos.
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