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INTRODUCAO

A caquexia é uma sindrome multifacetada de etiologia desconhecida, associada a
doengas subjacentes, sendo caracterizada pela acentuada reducdo da massa corporal
total e afetando principalmente o tecido muscular estriado esquelético e o Tecido
Adiposo Branco (TAB). Além das profundas alteracbes morfologicas e metabdlicas
induzidas pela caquexia, estudos recentes que avaliaram as alteragdes induzidas no TAB
em decorréncia da obesidade, demonstraram o remodelamento (alteracdo nos tipos
celulares) e consequente alteracdo no contetdo da Matriz Extracelular (MEC) (LEE et
al., 2010). A remodelagem da MEC é resultado da combinagdo entre sintese e
degradacdo de matriz, com deposicdo de algumas proteinas especificas (tenacina e
fibrina), que ocorrem tanto em resposta fisioldgicas, tais como reparacdo tecidual, bem
como em processos patoldgicos, tal como na inflamagdo (STREULL, et al., 1999). A
MEC forma uma rede complexa de moléculas multifuncionais e estruturais que
compreendem as diversas isoformas de colageno, glicoproteinas adesivas e
proteoglicanas. Essa rede fornece suporte para a célula e vias de sinalizacdo que
controlam sua migracdo, proliferacdo e diferenciagdo, como no TAB, onde a
remodelacdo da MEC exerce papel central na diferenciacdo do adipocito. Apesar dos



mecanismos moleculares serem apenas parcialmente compreendidos, a remodelacdo da
MEC ocorre concomitantemente com a ativacdo e/ou repressao de uma “rede”
transcricional envolvida na adipogénese, que pode ser ativada ou reprimida de acordo
com estimulos extracelulares (KEOPHIPHATH et al., 2009). Dos tipos celulares que
compdem o TAB, o pré-adipdcito pode atuar na formacgdo da fibrose intersticial,
composta em sua maior parte por colageno e fibronectina (HENEGAR et al., 2008).
Durante o desenvolvimento da sindrome de caquexia, a exposicdo do pré-adipdcito a
moléculas produzidas localmente (TAB) e/ou pelo proprio tumor podem induzir
alteragdes que culminam na remodelacdo da MEC, que podem ter papel central na
diferenciacdo fenotipica do mesmo e incluem inflamacdo, proliferacdo, migracédo
aumentada e diminuicdo da diferenciacdo celular. Sabemos que a perda de massa do
TAB esta relacionada com a diminuicao da lipogénese (sintese de Triacilgicerol (TAG))
e com o aumento da lipdlise (Hidrélise de TAG), pois cerca de 80% do volume dos
adipdcitos sdo representados pelo TAG, mas até onde o presente momento nenhum
estudo elucidou como ocorre o turnover celular do TAB na vigéncia da sindrome, se ha
alteracdo na diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdcitos maduros (adipogénese) e no
processo de apoptose e ainda, sobre o efeito da MEC na adipogénese na vigéncia da
sindrome.

OBJETIVOS

Avaliar parametros relacionados aos processos de apoptose e adipogénese no TAME
durante o desenvolvimento da caquexia induzida

METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais estio de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de Mogi das Cruzes (N°001/2012). Foram estudados
30 ratos machos da linhagem Wistar (250-300g), utilizado células tumorais de Walker
256 para inducdo da caquexia, com inoculacdo subcutanea de 2x10” células no flanco
direito de cada animal. Os grupos experimentais foram compostos da seguinte forma; 4,
7 e 14 dias apos a inoculagdo das células tumorais, além do grupo controle, onde
utilizou-se animais submetidos ao mesmo procedimento, sem inoculacdo das células
tumorais (dia 0). O isolamento da Fracdo Vascular do Estroma (FVE) foi adaptado de
RODBELL (1964). Para a expressdo génica dos colagenos | e Il provenientes do
TAME foi utilizado 18S como controle interno e para a expressdo génica da Pref-1 e da
Adiponectina provenientes da FVE, foi utilizado o RPL-19 como controle, ambos
avaliadas por gRT-PCR. A expressdo proteica das Pré-caspases e Caspases-3 e -9
(marcadores de apoptose) do TAME (Tecido Adiposo Mesentérico) foram avaliadas por
Western Blot. Para analises estatisticas utilizou-se ANOVA em uma via, seguida do pés-
teste de Tukey. O valor adotado para significancia foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo dos genes para colageno tipo | (1A1) do TAME aumentou 3,3 vezes
(p<0,05) no 4° dia apds a inoculagdo do tumor, quando comparado ao grupo controle
(dia 0), voltando aos niveis normais no periodo subsequente, nos dias 7 e 14, que sdo
estatisticamente iguais ao controle e diferentes do dia 4. O mesmo ocorreu para 0
colageno 3A1 do TAME, onde aumentou 2,2 vezes (p<0,05) no dia 4 e voltou aos
niveis normais nos dias 7 e 14 apds inoculacdo, sendo também estatisticamente iguais
ao controle e diferentes do dia 4. Ja na expressao génica de Pref-1 da VFE, aumentou 8
vezes (p<0,05) no 4° dia e 5 vezes (p<0,05) no 7° dia em relacdo ao grupo controle,
voltando aos niveis iniciais no 14° dia apos a inoculagdo, quando comparado ao dia 0.



Diferentemente da adiponectina em células provenientes da FVE, que ndo apresentou
diferenca em nenhum dos periodos avaliados, apesar de forte tendéncia (p=0,0567).
Portanto houve alteracdo na expressdo génica dos colagenos | e Il na fase inicial da
sindrome (Figura 1, A e B), o que pode estar interferindo na adipogénese, ja que nossos
dados indicam um aumento na populacdo de pré-adipécitos apenas nas fases iniciais
(Figura 1, C).

Figura 1. Em (A) e (B), esta demonstrada a expressdo génica dos Colagenos 1A1, (1) e 3A1 (11l) no
TAME, respectivamente durante o desenvolvimento da caquexia induzida; Em (C) e (D), temos a
expressdo génica da Pref-1 e da Adiponectina provenientes da FVE, respectivamente; Onde * representa
diferenca (p<0,05) em relagdo ao controle (dia 0), # em relacéo ao dia 4.
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Tendo em vista agora parametros apoptoticos, houve clivagem da Pré-caspase-9 apenas
no 7° dia apds a inoculacdo e clivagem da Pro-caspase-3 em todos os periodos avaliados
(Figura 2). O aumento da clivagem das Pro-caspases-3 e -9 sugerem um papel relevante
da via apoptotica no TAB mesentérico em ratos caquéticos.
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Figura 2. Blot para as Pr6-caspases e Caspases-3 e -9 provenientes do TAME na vigéncia do quadro
caquético.

CONCLUSAO

Nossos dados indicam que haja uma alteracdo na MEC e um aumento na populacdo de
pré-adipdcitos no TAME nos estagios iniciais da caquexia induzida, além de um
aumento na morte celular em todos os periodos avaliados na vigéncia da sindrome.
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