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INTRODUCAO

A caquexia associada ao cancer é uma sindrome complexa caracterizada pela reducao
do peso corporal, deplecdo dos estoques de gordura, diminuigdo da massa muscular,
anorexia, astenia e distarbios metabdlicos. De fisiopatologia desconhecida, acredita-se
que a caquexia associada ao cancer seja resultado de uma variedade de interagdes entre
0 hospedeiro e o tumor. Além de um simples estoque de lipideos o tecido adiposo €
atualmente descrito como érgdo enddcrino responsavel por controlar o metabolismo de
lipideos e corporal, funcdes imunoldgicas e reprodutivas e manter a homeostase
energética. Ha relatos de que a sindrome caquética € acompanhada pela reducéo
preferencial de tecido adiposo branco (TAB) e diminuicdo do volume das células
adipdcitas. Sabe-se ainda que esta redugdo ocorre inicialmente no TAB em relacdo ao
tecido musculo esquelético, afetado nas fases finais da sindrome. Desta forma, tem-se
postulado que tais alteragdes nos estoques de gordura antecedem o inicio do
desenvolvimento da caquexia e podem ter papel importante como “gatilho” para o “caos
metabdlico caracteristico desta sindrome. Além das alteracdes metabdlicas, estudos
recentes tem demonstrado o aumento do infiltrado celular, notadamente macréfagos,
nos estoques de TAB que apresentaram alteracdes metabdlicas. Porém, até onde
sabemos, nao ha relato do possivel papel das da inflamagdo no metabolismo do TAB na
caquexia.

OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo avaliar a evolucdo temporal da caquexia induzida
por células LLC em camundongos (C57BL/6), a fim de determinar a possivel relacéo
entre os eventos inflamatorios e metabolicos que antecedem o estabelecimento da
sindrome.

METODOLOGIA

Foram utilizados 50 camundongos C57BL/6 com gendtipo wild type e knockout para
TLR4. Os animais foram divididos em 4 grupos, sendo eles wild type controle (WTC),
wild type tumor (WTT), mutante (knockout) controle (MC) e mutante tumor (MT). Os
animais dos grupos “tumor” receberam 3,5x10° de células LLC inoculadas, que induz o
crescimento do tumor e faz com que o animal entre em estado caquético. Apés isso, 0S
animais foram acompanhados periodicamente durante 28 dias. Foi aferido o tamanho do
tumor, e a massa corporea do animal. Apds os 28 dias de experimentacdo, 0s animais



foram sacrificados e seus érgdos e tecidos foram pesados. As amostras dos diferentes
estoques de tecido adiposo branco foram devidamente armazenadas e nelas foram
realizadas as técnicas de histologia, histometria, imunohistoquimica (anticorpos CD68,
CD3, UCP1 e TNF) e PCR em tempo real (genes TNF, CD68, F4/80, CD3, IL6, IL1b,
TLR2, TLR4, TLR9, TIRAP MyD88, TRAF6, NFkB)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo de células tumorais LLC de 3,5x10° foi a escolhida para a utilizagdo
como modelo de caquexia induzida, por apresentar reducdo na massa corporal acima de
5%, durante o periodo experimental, confirmado pelo grupo experimental WTC que
apos os 28 dias de experimentacdo, apresentou uma reducao de 5% em seu o coeficiente
de variacdo no 28° dia, além disso, quando avaliado a massa corporea total no ultimo
dia experimental, conseguimos notar uma redugdo significativa de 12,27% e 6,82%,
respectivamente, nos grupos tumores WTT e MT, apesar dos animais transgénicos
apresentaram uma delecdo especifica, 0 grupo MT obteve uma menor reducdo na sua
massa corporal total. Todos os estoques de tecido adiposo dos animais caquéticos
apresentaram uma reducdo de sua massa, quando comparados ao Seu respectivo
controle, evidenciando que isto pode ser efeito da sindrome, padrdo este que também
pode ser verificado em outros modelos experimentais como o Wistar.

Posteriormente, realizamos a histologia e a histometria, observamos que o estoque em
que mais apresentou diferenca no didmetro dos adipdcitos foi o Tecido Adiposo
Subcuténeo, onde houve uma reducdo de 41,77% (Figura 1 — 1) no diametro dos
adipdcitos dos animais selvagens que apresentavam a sindrome caquética (WTT)
quando comparado com seu controle (WTC).
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Figura 1: Histometria dos estoques de Tecido Adiposo Subcutaneo (1), Mesentérico
(2), Retroperitoneal (3) e Epididimal (4), dos diferentes grupos na mesma condigéo
experimental. Os resultados sdo expressos em medias + desvio padrdo na mesma
condigéo experimental onde p<0,0001.

Os animais TLR4” curiosamente tém seus estoques de tecido preservados de alguma
forma perante a sindrome, o Tecido Adiposo Subcutaneo sofre uma reducao de apenas
6,16% no diametro de seus adipdcitos (grupo MT), ja no Tecido Adiposo Mesentérico
do grupo MT, apresenta uma reducdo de apenas 11,01% como pode ser observado
claramente na figura 1.

Apesar de ter seus adipécitos e seu tecido preservado, os animais TLR4” apresentam
uma didmetro tumoral muito maior, quando comparados aos animais WT, além de
apresentarem crescimento exponencial do diametro do tumor.



A partir dos resultados obtidos, realizou-se a técnica de imunohistoquimica nas
amostras de tecido subcutaneo dos animais. Aplicou-se a técnica para a deteccdo de
UCP1 na amostra, houve uma diminuicdo desta proteina nos animais MT em 44,73%
qguando comparados com os animais WTT (figura 2a). Os animais controles SC
apresentam 39,41% mais UCP1 do que os animais controle MC.

Sob esta mesma condicdo, ambos (MT e WTT) tiveram quantidades aumentadas de
CD68 (figura 2b), TNF (figura 2c) e CD3 (figura 2d) quando comparados a seus
respectivos controles, porém para todas as analises, 0s animais mutantes apresentaram
menor aumento destas variaveis quando comparados ao aumento dos animais WTT X

Figura 2: Imunohistoquimica (IHC) no TASC durante a caquexia induzida nos
diferentes grupos. a) IHC e quantificacdo para o marcador UCP-1. b) IHC e
quantificacdo para o marcador CD68. ¢) IHC e quantificacdo para o marcador TNFa. d)
IHC e quantificagdo para o marcador CD3. As secgdes de tecido foram contra-coradas
com hematoxilina. Aumento de 200x e 40x. * P <0,01 em relacdo ST vs SC; & P <0,01
MC vs SC; # P <0,01 MT vs MC.

CONCLUSOES
< A concentragio de células 3,5x10° foi efetiva na inducdo da caquexia;

¢+ A presenca da proteina TLR4 é importante no desenvolvimento desta sindrome e
gue a auséncia desta muda o padrdo e comportamento de pardmetros
importantissimos na sindrome caquética como por exemplo a perda de peso, 0
principal marcador clinico;

% A auséncia de TLR4 implicou significativamente na mudanca morfoldgica das
células do tecido adiposo, além de suas fungoes;

¢+ O knockout de TLR4 promoveu um retardo no inicio da sindrome caquética nos
animais com tumor e amenizou o crescimento deste;

+ Os animais que possuem a via TLR4 deletada compensam de alguma forma
superexpressando demais receptores como TLR2 e TLRY;

s A via TLR4 ¢é um possivel alvo terapéutico interessante para a sindrome
caquética.
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