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INTRODUCAO

O tecido adiposo é um 6rgdo enddcrino compostoopnethntemente por adipdcitos.
Para que o adipécito amadureca, 0 mesmo deve ppskamprocesso denominado
adipogénese, onde ha a conversio de pré-adipaawsadipocitos maduros (SERTIE,
2010). O processo de diferenciacédo é altamenteatadd pela ativacdo sequencial de
fatores de transcricdo adipogénicos, incluindo @epeor gama ativado por
proliferadores de peroxissomas (PRARa proteina 1c ligadora do elemento regulado
por ester6is (SREBP-1c) e as proteinas ligantes aaplificador CCAAT
(CCAAT/enhancer binding protein C/EBPs) (FONSECA-ALANISet al., 2006;
SERTIE, 2010). Usualmente, utiliza-se uma linhagenpreadipocitos (3T3-L1) para
estudosin vitro. A linhagem 3T3-L1 possui varias caracteristicastipas para tais
estudos, sendo uma linhagem homogénea e imor@liZ&@&DSTA, 2010). Das
sindromes que afetam o TA, uma que se destacaguaxia, atingindo cerca de 50 a
80% dos pacientes com cancer, diminuindo o tempadiedos mesmos. A caquexia
associada ao cancer provoca uma perda progressitecidos corporais, ela pode ser
classificada em caquexia priméaria ou secundarieaduexia primaria o individuo sofre
alteracbes metabdlicas influenciadas pelo tumoocésda por inflamacdes, essas
alteracdes influenciam a perda da massa magra da gorde proteina visceral. Na
caquexia secundaria ha uma obstrucdo no TGI petortdificultando a absorcao de
nutrientes e resseccoes intestinais macicas levanddividuo a anorexia. A perda de
massa corporal na caquexia esta associada a gmexmlessdo de TNE&- nos
organismos de individuos caquéticos, inibindo apaginese e induzindo o
desdiferenciamento de adipécitos maduros levandimenuicdo do tecido adiposo
(ALVES et al. 2009). Os receptores$oll-like (TLRs) sdo um conjunto proteinas
transmembranas pertencentes a imunidade inata, aéleen como receptores que
reconhecem patdgenos e inicia uma resposta inffaimajuando os detecta, dentro dos
principais componentes na familiall-like, 0 TLR4 é um dos mais importantes e um
dos mais expressos, por oferecer protecdo contt#rizs gram-negativas, proteinas
virais e acidos lipoteicoicdaphylococcus aureus). Estudos revelam que acido-graxos
podem se ligar ao TLR4 ativando uma cascata sauia no periodo da adipogénese,
sendo assim um dos receptores que podem induzieerttiacdo do pré-adipdcito
(QUEIROZ et al, 2009; SIQUEIRA-BATISTAet al, 2011). No entanto a poucos
estudos referente a essa ligacdo do receptor TIldR# & adipogénese, necessitando
assim de mais estudos nessa area.



OBJETIVO

Avaliar os efeitos do soro de camundongos caquetien padrdo de diferenciagédo
celular de pré-adipocitos em cultura primaria proeetes de camundong&sockout
para TLR4 e selvagens durante a adipogéimegé o.

METODOLOGIA

Células 3T3-L1 e pré-adipocitos provenientes delteadiposo mesentérico, controle e
mutante knockout para TLR4) foram plaqueadas a 1%&fh placas de cultura de 24
pocos em triplicata (n=3) e cultivadas em DMEM suptntados com 10% Bovine
Serum e 2% antibidticos, foram mantidas em estlB&°€ com 5% de gas carbbnico
(CO?), para as células 3T3-L1 foi utilizado a incubagémm 10% do soro de
camundongos C57BI/6 caquético, e as células deraybrimaria foram incubados com
a presenca do tumor LLC (Lewis Lung Carcinoma) solmétodo de co-cultura
utilizando filtros Transwell com a porosidade de 3um. A diferenciagdo dos preé-
apipécitos foi estimulada com meio DMEM suplemeatadm 1M de dexametasona,
0,5mM de IBMX e 1,6@M de insulina suplementado com 10% de Fetal BoSieeim
(FBS). No entanto so foram registrados até o moonesidias 0 e 3 da adipogénese.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos pré-adipocitos de linhagem celular 3T3-L1 foraalizados os ensaios utilizando o
soro do animal caquético, onde apds 72 horas diagéo com o0 soro houve morte
celular nas células tratadas, isso foi devido ao s&r sido extraido do animal com a
sindrome caquética bem estabelecida, ja que eslamsie atinge o organismo de modo
sistémico. O soro do animal caquético é constitpimtadiversas citocinas, onde que por
causa da sindrome estavam alteradas, mudando @as&mefeito nas células, citocinas
como as IL-6, TNFe, leptina, com as alteracfes dessas moléculas h&enncdo no
tecido adiposo. A diminuicdo de leptina auxiliaxgpressdo de TNk; reduzindo os
estoques de gordura e interferindo no ciclo cel@frVES et al, 2009). Com as
citocinas alteradas no soro, as células se tornarai@veis, e em uma concentracao
desse soro elevada pode desencadear morte cakgdan como pode ser visualizado na
Figura 1.

; Figura 1: Cultura de pré-adipécitos da
inhagem celular 3T3-L1: Pré-adipdcitos
- controle no dia O de diferenciacéo (A); pre-
- adipocitos controle no dia 3 de diferenciagéo
- (B); pré-adipdcitos incubados com 10% do

~ soro de camundongos C57BIl/6 caquéticos,
<no dia 0 de diferenciacdo (C); pré-adipdcitos
‘incubados com 10% do soro de
- camundongos C57BI/6 caquéticos, no dia 3
. de diferenciacéo.

Nas culturas de células priméarias proveniente aiddeadiposo mesentérico dos
camundongos selvagens controle e com a presengauda tumoral LLC, houve uma
reducao na proliferacéo de pré-adipécitos em tadasilturas no periodo de 3 dias apos
a inducdo da diferenciagdo, como mostra a Figuras&a reducdo da proliferacédo é
possivelmente devido ao fato da célula tumorahteapacidade de disputar nutrientes
com as outras células do hospedeiro, uma vez quoélaas tumorais possuem grande



capacidade de rapida multiplicacdo, Essa competigdio nutrientes dificulta a
assimilagéo de nutrientes para as demais célulase@\et. al., 2007).

Figura 2: Cultura de pré-adipocitos

provenientes de tecido adiposo mesentérico
de camundongos C57BI/6 selvagens nos
respectivos dias de diferenciagdo: Pré-
adipécitos controle no dia 0 de

~ diferenciacdo (A); pré-adipécitos controle
no dia 3 de diferenciacao (B); pré-

adipdcitos na presenca do tumor no dia O de
diferenciacdo (C); pré-adipécitos na
presenca do tumor no dia 3 de
- diferenciacéo.

Além disso, a liberagéo de fatores tumorais induaeraquexia, com o aparecimento de
distarbios no metabolismo de proteinas, carboidratintolerancia a glicose. Além de
induzir as células do hospedeiros a desencadear resposta inflamatoria com
liberacdo de citocinas, como por exemplo, a Ti\NBnde em excesso, pode inibir a
adipogénese e crescimento celular (QUEIR®AI, 2009). Tais resultados ainda séo
ineficientes para concluir que a resposta dos @igbaitos do tecido adiposo
mesentérico tenha como destino a morte celulaindloiencia localin vitro da célula
tumoral, no entanto esses resultados podem ajudameuir uma série de dados
referentes ao comportamento das células do hospestai contato com algum tipo de
célula tumoral. Nas culturas de células refereatesscamundongos mutantes de TLR4
houve maior homogeneidade na viabilidade e crestoneelular, no entanto ainda
pode ser visualizada uma pequena diminuicdo naqragjao celular, sendo que tanto
as culturas controle como as culturas que estawmngluencia do tumor cresceram
similar comparando com os camundongos selvagen8°ndia apds a inducdo da
adipogénese, porém ainda nota-se a diferenca@ntegante controle e o mutante pré-
adipécito + tumor, como pode ser visualizado naiféig3, a proteina TLR4 pode ter
contribuido com a sutil proliferagdo celular, jAeqé uma das principais vias de
sinalizacdo de respostas inflamatérias, quandadds podem liberar citocinas, tais
como TNFe, IL-6 e IL-12 (KAWAI & AKIRA, 2006). Também ha regfros que o
receptor TLR4 é um dos desencadeadores da adipmyéuendo ele é ativado por
acidos graxos (QUEIROZt al, 2009), portanto a auséncia desse receptor nagxeél
por ter contribuido para a pequena influencia dootunas células.

Figura 3: Cultura de pré-adipdcitos

provenientes de tecido adiposo
mesentérico de camundongos C57BI/6
mutantes Knockout para TLR4) nos

respectivos dias de diferenciacdo: Pré-
adipocitos controle  no dia 0 de
diferenciacdo (A); pré-adipdcitos controle
no dia 3 de diferenciacdo (B); pré-
adipdcitos na presenca do tumor no dia 0
de diferenciacdo (C); pré-adipdcitos na
presenca do tumor no dia 3 de
diferenciacao.



CONCLUSOES

O presente estudo ainda estda em fase de desengonteimsendo que as principais
conclusfes que se pode ter séo:
1.Houve morte celular nos pré-adipécitos 3T3-Llubados com 10% de soro
de camundongo caquético no 3° dia de diferenciegbdar.
2.Houve reducdo no crescimento celular dos présadgs de TAME em co-
cultura com células da linhagem tumoral LLC, taw® pré-adipécitos
selvagens quanto mutantes houve reducédo no cregoinporém as células
mutantes obtiveram maior resisténcia ao tumor.
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