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Resumo

A incidéncia de sindrome metabdlica e obesidade tem vindo a aumentar, afectando ja
milhdes de pessoas em todo o mundo e comecando a tomar proporcfes epidémicas.
Diversos estudos tém demonstrado uma relagdo entre a obesidade e a sindrome
metabdlica com diversos tipos de cancro, nomeadamente o cancro colo-rectal. Contudo,
0S mecanismos envolvidos nesta associagdo ndo se encontram completamente
esclarecidos, apesar da adiposidade visceral ter vindo a ser apontada como um
importante factor de risco. Com este estudo pretendeu-se estabelecer, em condicdes de
excesso de peso ou obesidade, uma relacdo entre os parametros de disfuncdo do tecido
adiposo e cancro colo-rectal e, desta forma, contribuir para a compreensdo dos
mecanismos fisiopatolégicos associados.

Verificamos que os doentes com cancro colo-rectal e excesso de peso apresentaram
niveis aumentados de algumas citocinas e adipocitocinas, nomeadamente a resistina, a
visfatina e 0 MCP-1 e diminuicdo dos niveis de adiponectina. As experiéncias in vitro,
utilizando células de cancro do colon, mostraram que a resistina e a visfatina aumentam
a viabilidade celular.

Em conclusdo, a incidéncia de cancro colo-rectal em individuos com excesso de peso
esta associada a desregulacdo funcional do tecido adiposo, podendo esta contribuir,

através da alteracdo da secrecdo de algumas adipocitocinas, para a progressao tumoral.

Palavras-Chave: Cancro colo-rectal; tecido adiposo; adipocitocinas; citocinas.
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Abstract

The incidence of metabolic syndrome and obesity has been to increase, now affecting
millions of people around the world and beginning to take epidemic proportions.
Several studies have shown a relationship between obesity and metabolic syndrome
with various cancer types, including colorectal. However, the mechanisms underlying
this association are not completely understood despite the visceral adiposity was
identified as an important risk factor. This study aimed to establish under condictions of
excess weight or obesity, a relationship between the metabolic syndrome, namely
adipose tissue dysfunction, and colorectal cancer an thus contribute to the understanding
of pathophysiological mechanisms involved. We found that patients with colorectal
cancer and excess weighat have increased levels of some cytokines and adipocytokines,
such as resistin, visfatin and MCP-1 and decressed levels of adiponectin. In vitro
experiments using cells of colon cancer showed that resistin and visfatin increase cell
viability.

In summary, the incidence of colorectal cancer in obese or overweight individuals is
associated with dysregulation function of adipose tissue physiology which may

contribute to tumor progression through altered adipocytokine secretion.

Keywords: Colorectal cancer; adipose tissue; adipocytokines; cytokines
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Introducéo

A obesidade € uma doenga créonica que afecta milhGes de adultos e criangas em todo o
mundo (Gnacinska et al., 2009). A Organizacdo Mundial de Saude define obesidade
como uma acumulacdo excessiva ou anormal de gordura, sendo que, para fins
epidemioldgicos, classifica como excesso de peso um indice de massa corporal (IMC)
igual ou superior a 25kg/m? e como obesidade um IMC igual ou maior que 30kg/m?
(Donohoe et al., 2010). No entanto, o IMC ndo distingue a massa magra do tecido
adiposo e ndo reflecte os distdrbios metabdlicos deste, existindo outros métodos mais
eficazes para avaliar estas alteracdes do tecido adiposo (Donohoe et al., 2010).

A sindrome metabolica é definida por um conjunto de caracteristicas associadas a
obesidade central e que incluem a hipertensao, a insulino-resisténcia, a desregulacéo do
metabolismo da glicose, a hiperinsulinemia e a hipertrigliceridemia, estando também
associada ao aumento do risco de doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (Gnacinska
et al., 2009; Healy et al., 2010; Liu et al., 2010).

O tecido adiposo é composto por varios tipos de células, entre as quais adipdcitos, pré-
adipdcitos, fibroblastos, macrofagos e células endoteliais (Gnacinska et al., 2009; van
Kruijsdijk et al., 2009). E considerado um 6rgdo metabolicamente activo que produz
inimeras proteinas como adipocitocinas, citocinas e factores de crescimento, cujo perfil
de expressdo e secrecdo podera estar alterado na obesidade (Gnacinska et al., 2009;
Donohoe et al., 2010; Yamaji et al., 2010). Quando o tecido adiposo, particularmente o
visceral, se expande, os adipdcitos hipertrofiam e aumenta a produgédo de factores de
quimioatrac¢cdo, como o Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), que atraem
monacitos para o interior do tecido, iniciando-se um estado inflamatério local (Figura 1)
(van Kruijsdijk et al., 2009). Além disso, surgem zonas hipdxicas no tecido, uma vez
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que 0S Vvasos sanguineos ndo conseguem irrigar adequadamente os adipdcitos (van
Kruijsdijk et al., 2009). Um dos mecanismos subjacentes a inflamacdo do tecido
adiposo envolve, aparentemente, a hipdxia e a regulacdo do factor de transcricdo
induzido pela hipoxia (HIF)-1, um importante regulador da homeostase do oxigénio
(van Kruijsdijk et al., 2009). Estas alteracdes do tecido adiposo tém como consequéncia
0 aumento da producdo de adipocitocinas e citocinas pro-inflamatdrias classicas, bem
como a diminuicdo da secrecao da adiponectina (Figura 1) (van Kruijsdijk et al., 2009).
Para alem da desregulacdo da expressdo e secrecdo de adipocitocinas e citocinas, a
activacdo das vias inflamatdrias, quer pela acumulacdo excessiva de metabolitos
lipidicos e excessiva formacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) envolvidas no
stress oxidativo, quer pelo desenvolvimento de um estado de hipoxia regional cronica,
culmina no estabelecimento de um estado de insulino-resisténcia. Este, ndo s6 € um dos
determinantes de alteragdes do metabolismo da glicose, como também esta associado a

uma maior prevaléncia de diversos tipos de cancro (Guilherme et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que a inflamacdo crénica predispde para
diferentes tipo de cancro e que o uso de anti-inflamatérios ndo esteroides podera ter um
papel na protec¢do anti-tumoral (Mantovani et al., 2007). Alguns estudos tém associado
0 aumento do IMC ao aumento da incidéncia de cancro do endométrio, colo-rectal e da

mama (van Kruijsdijk et al., 2009).

Nas paginas seguintes abordaremos alguns dos factores que parecem estar envolvidos

no desenvolvimento do cancro na obesidade.
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Figura 1. Tecido adiposo visceral de um individuo normal e de um individuo com
excesso de peso. Com o0 excesso de peso o tecido adiposo torna-se disfuncional uma vez
que existe a hipertrofia dos adipdcitos e infiltracdo de macréfagos. Surge, entdo, a
desregulacdo da producdo de proteinas envolvidas na inflamacdo, insulino-resistencia,
angiogeénese e proliferacao celular.

IL- Interleucina; MCP-1- Monocyte Chemoattractant Protein 1; TNF- Tumor Necrosis

Factor-o.; VEGF- Factor de crescimento do endotélio vascular.
(Adaptado de Donohoe et al., 2010)

Insulino-resisténcia e IGF-1

A obesidade esta frequentemente associada a um estado de insulino-resisténcia, levando
a que os niveis séricos de insulina aumentem, de forma a evitar a hiperglicemia. A
hormona do crescimento (GH) € o principal estimulo para a producdo de Insulin-like
Growth Factor (IGF-1), maioritariamente no figado. Por outro lado, a insulina parece
estimular essa produgédo, aumentando a expressdo do receptor da GH naquele 6rgdo. A
hiperinsulinemia conduz, ainda, ao aumento da biodisponibilidade de IGF-1, ao

diminuir a secrecdo hepética das proteinas de transporte do IGF (IGFBP) -1 e -2




Introducdo

contribuindo, assim, para aumentar a concentracdo de IGF-1 livre (Calle & Thun, 2004;
Cowey and Hardy, 2006; Pais et al., 2009; van Kruijsdijk et al., 2009).

Acredita-se que, tanto a insulina, como o IGF-1 estdo envolvidos no desenvolvimento
do cancro através da ligacdo do IGF-1 ao seu receptor (IGF-1R). O IGF-1 pode inibir a
apoptose e estimular a proliferacdo celular através de varias vias de sinalizacéo,
incluindo a via da fofotidil-inositol-3-cinase/ proteina Cinase B (PI3-K/AKT) e
RAS/RAF/MAPK (Cowey and Hardy, 2006; van Kruijsdijk et al., 2009). Curiosamente,
a expressdo do receptor do IGF-1 encontra-se aumentada em alguns tumores, 0 que
sugere que estas neoplasias podem ser estimuladas pelos niveis sistémicos de IGF-1

(Cowey and Hardy, 2006; van Kruijsdijk et al., 2009).

Este ambiente mitogénico e anti-apoptotico causado pelo aumento dos niveis de insulina
e IGF-1 acelera a acumulacdo de mutacdes genéticas, o que favorece a carcinogénese.
Estudos clinicos mostram que doentes com niveis aumentados de IGF-1 apresentam um
risco acrescido de alguns tipos de cancro, incluindo o cancro colo-rectal e da préstata e
o cancro da mama em mulheres apds a menopausa (van Kruijsdijk et al., 2009;

Donohoe et al, 2010).

Adiponectina

O gene da adiponectina esta localizado no brago longo do cromossoma 3 (3g27), um
locus de susceptibilidade para diabetes e doencas cardiovasculares (Wozniak et al.,
2009), e codifica uma adipocitocina especifica e abundantemente expressa no tecido
adiposo, nomeadamente nos adipdcitos maduros e durante o processo de diferenciacéo
do adipdcito (Koerner et al, 2005; Antuna-Puente et al., 2008; Donohoe, et al., 2010;

Yamaji et al., 2010).
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Estruturalmente, a adiponectina tem homologia com o colagénio, com o factor C1q do
complemento e com o Tumor Necrosis Factor-o (TNF-o). Apresenta uma regido
hipervaridvel, seguida de uma sequéncia de sinal, um dominio de ligacdo ao colagénio
(importante para a constru¢do da estrutura secundaria e terciaria) e um dominio
carboxilico terminal que é responsdvel por mediar os seus efeitos bioldgicos. Sendo
uma proteina monomérica de 30 kDa (247 amino&cidos), forma trimeros que se
associam atraves de pontes dissulfito constituindo um complexo polimérico de maiores
dimensGes que inclui hexameros de baixo peso molecular (LMW), de aproximadamente
180 kDa, e de alto peso molecular (HMW), de 400 a 600 kDa (Koerner et al., 2005;
Antuna-Puente et al., 2008; Yamaji et al., 2010).

Os principais receptores da adiponectina sdo o AdipoR1 e o AdipoR2, com 7 dominios
transmembranares (Koerner et al, 2005; Wang, Nakayama, 2010), tipicos dos receptores
acoplados a proteinas G, mas funcionalmente distintos destes (Maury & Brichard, 2010;
Wang, Nakayama, 2010). Estes receptores AdipoR1 e AdipoR2 localizam-se no
cromossoma 1932 e no 12pl3, respectivamente. O receptor AdipoR1 é expresso de
forma ubiqua, com maior expressao no musculo. Por outro lado, o receptor AdipoR2 é
predominantemente expresso no figado (Koerner et al, 2005; Antuna-Puente et al,
2008). A adiponectina activa vias de transducdo de sinal que envolvem a AMPK e o
PPARa, conduzindo a inibicdo da gliconeogénese e ao aumento da oxidacao dos acidos
gordos (Koerner et al, 2005; Maury & Brichard, 2010). Estudos com animais knockout
ou transgénicos mostram que estes dois receptores sdo 0s principais receptores da
adiponectina e desempenham um papel importante na regulacdo do metabolismo dos
lipidos e da glicose, na inflamacdo e no stress oxidativo (Antuna-Puente et al., 2008).
Em média, a concentracdo desta hormona é maior em mulheres do que em homens e 0s

seus niveis plasmaticos variam entre 5 e 30 mg/L em individuos normais (Antuna-
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Puente et al, 2008). A adiponectina aumenta a sensibilidade a insulina e tem um
importante papel como anti-angiogénico e anti-inflamatdrio (Donohoe et al., 2010),
regulando também moléculas de adesdo do endotélio vascular e inibindo a formacéo de
células espumosas (Koerner et al., 2005). A hipoadiponectinemia esta associada a
ocorréncia de sindrome metabdlica, obesidade, diabetes mellitus, hipertensao,
dislipidemia, figado gordo e isquemia cardiaca (Koerner et al., 2005; Gnacinska et al,
2009). Os niveis circulantes de adiponectina encontram-se inversamente relacionados
com o IMC, a gordura visceral e a insulino-resisténcia. A perda de peso resulta,
normalmente, no aumento da concentracdo sérica de adiponectina, melhorando, em
consequéncia, a sensibilidade a insulina (Koerner et al. 2005; Gnacinska et al, 2009).

Alguns autores referem que os doentes com neoplasia da mama apresentam niveis
inferiores de adiponectina quando comparado com os controlos (individuos sem
neoplasia) (Prieto-Hontoria et al, 2010). Estudos in vitro, com células de cancro da
mama, demonstram que o tratamento com adiponectina suprime o crescimento e a
proliferacdo celulares e promove a apoptose (Prieto-Hontoria et al., 2010). O facto da
adiponectina ter um papel anti-angiogénico, estando envolvida na activacdo da cascata
apoptotica das células endoteliais, realca o seu papel anti-tumoral (Prieto-Hontoria et al,
2010). A adiponectina regula também o crescimento e a proliferacdo das células
tumorais, estimulando vias apoptoticas dependentes da p53 e da p21 e inibindo as
proteinas cinase activadoras da mitogénese (MAPK) (Prieto-Hontoria et al, 2010).
Apesar do papel da adiponectina na etiologia do cancro ainda ndo estar totalmente
esclarecido, € possivel que esta adipocitocina constitua, também, uma protecgédo
indirecta contra a carcinogénese, ao afectar a sensibilidade a insulina e a resposta

inflamatdria (Prieto-Hontoria et al, 2010).
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Leptina

O gene OB codifica a leptina, um péptido ndo glicosilado anorexigénico de 16-kDa que
contém 167 residuos de aminoacidos, com estrutura similar a da familia das citocinas
(Garofalo and Surmacz, 2006; Antuna-Puente et al, 2008; Gnacinska et al, 2009;
Donohoe et al, 2010). E produzida quase exclusivamente no tecido adiposo branco
(Koerner et al., 2005; Garofalo and Surmacz, 2006; Antuna-Puente et al., 2008;
Gnacinska et al., 2009; Donohoe et al.,, 2010), especificamente aquando da
diferenciacdo dos adipdcitos (Antuna-Puente et al, 2008). No entanto, estudos recentes
mostram que a leptina também é produzida noutros tecidos como a placenta, 0s ovarios,
0 musculo-esquelético, o estbmago, a glandula pituitaria e o figado (Koerner, et al
2005). O tecido adiposo subcutaneo é responsavel por 80% da producdo de leptina
(Antuna-Puente et al, 2008).

A leptina tem um importante papel no controlo do apetite, do metabolismo e do balango
energético corporal (Koerner et al., 2005; Garofalo and Surmacz, 2006; Antuna-Puente
et al., 2008; Gnacinska et al., 2009; van Kruijsdijk et al., 2009; Wozniak et al., 2009;
Donohoe et al., 2010).

A hiperleptinemia estd associada a obesidade e, apesar de o0s doentes obesos
apresentarem niveis aumentados de leptina, desenvolve-se leptino-resisténcia, de que
resulta uma reducéo dos efeitos bioldgicos da hormona (Wozniak et al, 2009).

Existe uma estreita relacdo entre a hiperleptinemia e o estado de inflamacéo crénica na
obesidade (Antuna-Puente et al, 2008; Wozniak et al, 2009). Embora os mecanismos
ndo sejam ainda totalmente conhecidos, a leptina é capaz de estimular a producéo de
TNF-a. e MCP-1 (Antuna-Puente et al, 2008; Wozniak et al, 2009), levando ao

recrutamento de mondcitos e a sua activacdo (macrofagos infiltrados). Por outro lado,
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parece que o TNF-a e a interleucina 6 (IL-6) sdo capazes de estimular a producdo de
leptina pelos adipdcitos, criando um feedback positivo. Todas estas alteraces resultam
ainda, no aumento da proliferacdo e da migracdo de células endoteliais (Antuna-Puente
et al, 2008).

O receptor da leptina (OB-R) é um receptor membranar que pertence aos receptores de
citocinas de classe I. No homem existem quatro isoformas deste receptor, do tipo longa,
curta e soluvel, as quais diferem entre si no terminal carboxilico (dominio
citoplasmatico) (Koerner, et al 2005). O OB-RI, a isoforma responsavel pelos seus
efeitos bioldgicos, é altamente expresso no hipotdlamo; no entanto, também foi
identificada em muitos 6rgdos periféricos (Koerner et al, 2005; Garofalo and Surmacz,
2006). Apresenta 1165 residuos de aminoacidos e contém um dominio extracelular, um
transmembranar e um dominio intracelular, acoplado a via de sinalizacdo JAK2/STAT3
(Koerner et al., 2005; Garofalo and Surmacz, 2006). Além disso, activa a cascata de
sinalizacdo RAS/ERK1/2 e as vias de crescimento e sobrevivéncia celulares, PI-
3K/AKT/GSK-3 (Garofalo and Surmacz, 2006). Foi também descrito que a leptina pode
activar a fosfolipase C gama (PLC-y), a proteina cinase C (PKC), a MAPK p38 e o
oxido nitrico (NO’) (Garofalo and Surmacz, 2006). Em ultima andlise, a activacdo do
OB-RI pode activar varios genes envolvidos na proliferacdo celular, incluindo c-FOS, c-
JUN, JUMB, EGR-1 e SOCS3, e a expressdo de factores angiogénicos, como o factor de

crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Garofalo and Surmacz, 2006).

Estudos in vitro em linhas celulares de cancro do es6fago e do célon confirmam que a
leptina promove a proliferacdo celular e a expressdo de factores envolvidos na
angiogénese, incluindo metaloproteinases da matriz (MMPs) (Donohoe et al, 2010).
Contudo, apesar de Vvéarios autores mostrarem que a leptina induz a proliferagdo de

células tumorais; ndo estd completamente esclarecido se os niveis elevados de leptina
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tém implicacdes fisiopatoldgicas no cancro, nomeadamente no colo-rectal (van

Kruijsdijk et al, 2009; Donohoe et al, 2010; Fenton & Birmingham, 2010;).

Resistina

A resistina pertence a um conjunto de moléculas que sdo designadas por RELMs
(Resistin- like molecules) ou FIZZ (Found in inflammatory zone) (Rabe et al., 2008;
Stofkova, 2010). E um péptido rico em residuos de cisteina, que apresenta muitas
variacdes entre espécies (Koerner et al, 2005; Wozniak et al, 2009; Stofkova, 2010). No
Homem, o gene da resistina esta localizado no cromossoma 19 e codifica uma proteina
com 114 residuos de aminoacidos, incluindo um péptido de sinal de 17 aminoéacidos,
uma regido variavel de 37 aminoacidos e uma regido carboxilica terminal conservada

(Koerner et al, 2005; Adeghat, 2007; Filkova et al, 2009).

A resistina é expressa por adipocitos e mondcitos, mas os macrofagos sdo a sua
principal origem, constituindo um marcador da actividade inflamatoria destas células

(Lazar, 2007; Wang, Nakayama, 2010).

Os niveis séricos de resistina encontram-se elevados em modelos animais de obesidade,
geneticamente determinada (ratinhos ob/ob e db/db) ou induzida pela dieta (Koerner et
al, 2005; Antuna-Puente et al, 2008; Stofkova, 2010). Existem evidéncias consistentes
gue o0 aumento da expressdo da resistina seja uma das causas da insulino-resisténcia,
através da activacdo da SOCS-3 (Koerner et al, 2005; Antuna-Puente et al, 2008). De
facto, a administracdo exogena de resistina em ratinhos normais resultou em
intolerancia a glicose e hiperglicemia, enquanto a utilizagdo de anticorpos anti-resistina
melhorou a insulino-resisténcia em roedores obesos (Koerner et al, 2005). Estudos com

adipdcitos, in vitro, mostram que a resistina diminui o transporte de glicose em resposta
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a insulina, enquanto a sua neutralizacdo imunoldgica produz o efeito contrario (Koerner
et al, 2005). Em ratinhos knockout para o gene da resistina, a administracdo de dieta
gorda ndo resultou no aumento da glicemia, como observado nos controlos com a
mesma dieta, 0 que sugere que a resistina interfere com a insulino-resisténcia e com a
hiperglicemia associadas a obesidade (Koerner et al, 2005; Antuna-Puente et al, 2008).
Além disso, a resistina inibe a adipogénese e regula o contetdo em lipidos dos
adipdcitos, contribuindo para a captacéo de lipidos e a formacao de células espumosas a
partir de macrofagos (Koerner et al, 2005; Antuna-Puente et al, 2008). Em adipdcitos
3T3-L, a resistina potenciou a producdo de TNF-a, IL-6 e MCP-1, aumentando o

estimulo pré-inflamatdrio (Filkova et al, 2009; Stofkova, 2010).

Nas células endoteliais vasculares, a resistina estimula a producdo de citocinas pré-
inflamatorias tais como as interleucinas 1, 6, 12 e o TNF-a (Rabe et al, 2008; Filkova et
al, 2009; Wozniak et al, 2009), activando a AKT e as MAPKs, como a ERK e a p38,
bem como a producgéo de Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), Vascular Cell
Adhesion Molecule (VCAM)-1 e MCP-1, de forma dependente do factor de transcri¢éo

nuclear NF-kB (Filkova et al, 2009; Wozniak et al, 2009; Stofkova, 2010).

Estudos recentes indicam que algumas proteinas derivadas do tecido adiposo,
nomeadamente a resistina, podem influenciar significativamente o crescimento e a
proliferacdo de células do estroma tumoral e as células malignas (Filkova et al., 2009).
Foram encontrados niveis elevados de resistina no plasma de mulheres com cancro da
mama, sugerindo-se a sua relacdo com a agressividade do tumor, de forma independente
da idade, da massa corporal, da glicemia e da menopausa (Filkova et al, 2009). Também
foram encontrados niveis elevados de resistina em doentes com linfoma e outras

neoplasias (Filkova et al, 2009). Embora ndo existam muitos estudos que relacionem a
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resistina com as neoplasias malignas, as suas funcgdes gerais podem contribuir para a

tumorigenese (Filkova et al, 2009).

Visfatina

A visfatina é uma proteina de 52 kDa, com 491 aminoacidos, inicialmente identificada
como pre-B cell enhancing factor (PBEF), sendo actualmente designada de trés formas
diferentes: PBEF, visfatina e Nampt (Koerner, et al 2005; Galli et al, 2010; Kaminska et
al, 2010).

Esta proteina é sintetizada em varios tipos de células, da medula 6ssea, do figado e do
musculo-esquelético (Kaminska et al, 2010); no entanto, a maior fonte de visfatina é
produzida no tecido adiposo visceral (Kaminska et al, 2010; Wang, Nakayama, 2010).
Nos mamiferos existem duas formas de Nampt, uma intracelular e outra extracelular
(iNampt e eNampt, respectivamente), que possuem actividade de fosforibosiltransferase
de nicotinamida (Nam-PRTase), participando como enzimas chave no processo de
reciclagem da sintese do dinucle6tido de nicotinamida e adenina (NAD) (Garten et al,
2008; Rabe et al 2008; Stofkova, 2010). A forma eNampt ou visfatina é libertada pelas
células através de um processo ndo completamente esclarecido (Garten et al, 2008).
Esta forma apresenta um peso molecular ligeiramente superior que a forma iNampt, o
que pode resultar de uma modificacdo pos-transcricional diferente (Garten et al, 2008).
Os niveis circulantes da visfatina estdo positivamente correlacionados com a
acumulacdo de tecido adiposo visceral branco e os niveis de MRNA de visfatina estéo
aumentados durante a diferenciagdo dos adipocitos (Kaminska et al, 2010; Kim et al,
2010; Wang & Nakayama, 2010). A expressao da visfatina é regulada pela I1L-6 e pelo

TNF-a, mas ndo pela insulina (Wang, Nakayama, 2010).
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Tém sido atribuidas vérias acc¢des a visfatina como a inibicdo da libertacdo de glicose
pelas células do figado (Kaminska et al, 2010), o armazenamento de triglicerideos nos
pré-adipdcitos e a activacao da adipogénese (Antuna-Puente et al, 2008; Kaminska et al,
2010).

In vitro, esta proteina liga-se ao receptor da insulina (IR), num local diferente desta,
induzindo a sua fosforilacdo e a do substrato do receptor da insulina (IRS) -1 e -2,
promovendo a activacdo da fosfotidil-inositol-3-cinase (PI3K) e da AKT (Koerner, et al
2005; Antuna-Puente et al, 2008; Stofkova, 2010). A visfatina activa, igualmente, as
MAPK, contribuindo para efeitos muito semelhantes aos da insulina (Koerner et al,
2005; Antuna-Puente et al, 2008).

Estudos em ratinhos sem visfatina (-/-) mostram que esta condicdo ndo é compativel
com a vida. Ja animais heterozigoticos (visfatina +/-) apresentam duas a trés vezes
menos visfatina na corrente sanguinea, quando comparados com os controlos (Antuna-
Puente et al, 2008). No entanto, a taxa de crescimento, o peso corporal, a ingestdo de
alimentos e o volume de tecido adiposo castanho, do musculo e do coracdo ndo diferem
dos animais controlo (Antuna-Puente et al, 2008). Contudo, apesar dos niveis de
insulina ndo se alterarem, os niveis de glicose destes animais estdo aumentados quando
comparados com os controlos (Antuna-Puente et al, 2008).

Em células de cancro da mama, MCF-7, o tratamento com visfatina resultou num
aumento significativo da producdo de VEGF, um potente factor pré-angiogénico
envolvido no crescimento e na progressdo do tumor (Wozniak et al, 2009). Em células
endoteliais humanas também se verificou um aumento da producdo de MMPs, atraves
da activagéo da via das MAPK e da PI3K (Wozniak et al., 2009).

Outros estudos demonstraram que alteracfes nos niveis desta adipocitocina afectam a

proliferacéo celular, a apoptose, a invasdo tumoral e a angiogénese no cancro da mama.
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A andlise imunohistoquimica mostrou que a visfatina é altamente expressa no epitélio

mamario de neoplasias malignas, e em doentes com cancro gastrico (Kim et al., 2010).

Inflamacéo e Angiogénese

A resposta inflamatoria, a um lesdo tecidular ou celular, envolve uma complexa rede de
sinais quimicos e interaccdes celulares (Ono, 2008). Este processo resulta de um
balanco entre factores pro-inflamatdrios e anti-inflamatoérios, como interleucinas, TNF-
o € interferons, produzidos por varios tipos de células inflamatdrias, nomeadamente
neutréfilos e eosinodfilos (Ono, 2008). Em resposta a estes sinais quimioatractivos, 0s
monaocitos migram para a area inflamada e diferenciam-se em macrofagos, produzindo
factores de crescimento, citocinas, enzimas proteoliticas, mediadores lipidicos e
prostaglandinas (Ono, 2008).

A angiogénese e a inflamacéo sdo processos que se encontram intimamente ligados em
algumas doencas nomeadamente doencas inflamatorias cronicas, incluindo doenga de
Crohn, diabetes mellitus, psoriase, osteoartrite, obesidade, doencas oculares e cancro
(Ono, 2008). As células inflamatorias interagem com células endoteliais, fibroblastos e
células da matriz extracelular, nos locais inflamados (Ono, 2008). A angiogénese
partilha muitas das vias celulares da inflamagdo. De facto, um processo inflamatério
tem subjacente uma estimulacdo da formacdo ou crescimento de vasos sanguineos.
Assim, a angiogénese € um processo complexo que envolve o crescimento e a
remodelacdo celulares, através da degradacdo da matriz extracelular e da proliferacdo e
migracdo celulares (Ono, 2008). Em condigdes normais, este processo é altamente
regulado e requer um balanco muito bem controlado entre os factores pré-angiogénicos

e anti-angiogénicos (Ono, 2008). Uma vez que, muitos dos factores envolvidos na
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resposta inflamatdria tém um papel directo na angiogénese; como a hipoxia e HIF-1 e 0

MCP-1, esses mecanismos serdo, de seguida, discutidos.

Hipoxia e HIF-1

Estudos recentes sugerem que o equilibrio entre a angiogénese e a hipoxia tem um
impacto significativo na modulacéo da "boa™ versus "ma" expansao do tecido adiposo,
implicando a microcirculacdo local como um importante modulador da fisiologia do
tecido com impacto sistémico (Rutkowski et al, 2009). O tecido adiposo possui uma
rede relativamente densa de capilares sanguineos, assegurando uma adequada
distribuicdo de nutrientes e oxigénio, mas que se tem de adaptar a continua expansao/
retraccdo do tecido (Rutkowski et al, 2009).

A vascularizacdo do tecido adiposo serve, de forma muito particular, para o transporte
de lipidos da circulacdo sistémica no sentido do seu armazenamento nos adipocitos. A
circulacdo insuficiente causa uma hipoxia local ou regional, que se correlaciona com o
desenvolvimento de um processo inflamatério. Os macréfagos do tecido adiposo
apresentam multiplas funcdes, incluindo a remocdo dos adipdcitos necréticos e a
captacdo dos lipidos destes, podendo transformar-se em células espumosas que actuam
como mediadores pro-inflamatérios e produtores de factores angiogénicos (Rutkowski
et al, 2009).

A microcirculacdo é altamente regulada por quimiocitocinas produzidas localmente
pelos macréfagos, células do estroma e adipdcitos. As alteracfes locais e sistémicas da
permeabilidade vascular e a disfun¢do endotelial induzida por adipocitocinas alteram o
transporte trans-endotelial, bem como o controlo da migracdo de células do sistema

imunitario (Rutkowski et al, 2009).
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O HIF-1a ¢ considerado um importante factor no desenvolvimento, crescimento e
metastizacdo de uma grande variedade de neoplasias. Estudos recentes mostram que o
HIF-1a esta envolvido nos mecanismos subjacentes a sobre-expressdo de leptina no
cancro colo-rectal e da mama. Além disso, a hipoxia nos adipdcitos aumenta a
expressao de MMPs e VEGF, sugerindo que a hipoxia no tecido adiposo pode ser um
modulador do processo de angiogénese tumoral (van Kruijsdijk et al, 2009). As
citocinas inflamatdrias podem ainda aumentar a expressdo do NF-kB, o que leva a um
aumento de Oxido nitrico, um substrato para espécies reactivas de oxigénio. Estas
citocinas e as espécies reactivas de oxigénio podem contribuir para a resisténcia a
insulina. Acresce-se ainda que 0 excesso de glicose e acidos gordos livres podem
induzir inflamagdo, activando a via do NFkB e promovendo a transcri¢do de genes que
medeiam a proliferacdo, a invasdo, a angiogénese, a sobrevivéncia e a metastizacdo
(Donohoe et al., 2010).

Estudos recentes implicam também o NF-kB na resposta a hipoxia através da interaccao
com o HIF-1¢, promovendo a expressdao de genes como o MCP-1, o TNF-¢ ou a
cicloxigenase-2 (Trayhurn et al, 2008; Rutkowski et al, 2009). No entanto, o papel
essencial na resposta a hipoxia é induzido pelo HIF-1¢, que é considerado o regulador

mestre da homeostase do oxigénio (Trayhurn et al, 2008).

MCP-1

O MCP-1/CCL2 é uma quimiocitocina cujo principal papel é o recrutamento de
mondcitos e a sua activacdo em macrdfagos durante a inflamacdo (Dwyer et al, 2007;
O’Brien & Schedin, 2009; Yoshidome et al, 2009). Esta quimiocitocina, codificada por
um gene localizado no cromossoma 17, 17911.2-q12, é sintetizada sob a forma de uma

proteina precursora de 99 aminoacidos que sofre processamento pés-traducdo, sendo
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segregada como uma proteina de 76 aminoacidos (Dwyer et al, 2007; Zhang et al,
2010). Desde a sua descoberta, diversos estudos tém demonstrado que a sua sobre-
expressao resulta no crescimento tumoral (Zhang et al, 2010). Estudos in vivo e in vitro
mostram que o MCP-1 é o principal responsavel pelo recrutamento de monadcitos para a
area tumoral (Fujimoto et al, 2009).

Foi demonstrado que esta molécula é produzida pelas células tumorais, 0 que deveria
activar a funcao citostatica dos mondcitos contra as células tumorais; no entanto, tem-se
observado que promove a invasdo e a metastizacdo tumoral através do aumento da
formacdo de novos vasos (Dwyer et al, 2007). De facto, 0 MCP-1 induz angiogénese
através de varios mecanismos incluindo efeitos directos e pela inducdo do VEGF e do

HIF-1¢ (Zhang et al, 2010). Para além das células tumorais, 0 MCP-1 é produzido por

varios outros tipos de células, incluindo as células do estroma, leucocitos e células
endoteliais (Zhang et al, 2010). O seu efeito no aumento da malignidade, através do
aumento da migracdo e da metastizacdo celular, foi observado em varios tipos de
cancro, associando-se a um estado mais avancado da doenca, a progressdo tumoral e a
angiogénese (Yoshidome et al, 2009; Zhang et al, 2010).

Os componentes da inflamagdo crénica sdo comuns a muitos tipos de cancro, estando
presentes no seu microambiente. Além disso, a inflamac&o estd associada aos processos
de iniciacdo e promogdo do cancro, nomeadamente cancro de colon, figado, estdmago e
mama (O’Brien & Schedin, 2009).

Como ja foi anteriormente mencionado, os monadcitos periféricos sdo recrutados pelos
MCP-1 e TNF-a, e podem diferenciar-se em macrofagos activos (Donohoe et al, 2010).
Paralelamente, os pré-adipocitos tambem tém a capacidade de se diferenciar em

macrofagos. Os produtos derivados dos macrdfagos activos podem afectar a funcao dos
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adipdcitos e estdo envolvidos na alteracdo do processamento da glicose nestas células,

contribuindo para a insulino-resisténcia (Figura 2) (Donohoe et al, 2010).
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Figura 2. Papel do MCP-1 no tecido adiposo disfuncional.

FFA-Free Fatty Acids; IL-6-Interleucina-6; MCP-1- Monocyte Chemoattractant Protein
1; TNF-g, - Tumor Necrosis Factor-o; PAI-1- Plasminogen Activator Inhibitor-1
(Adaptado de van Kruijsdijk et al., 2009)

TNF-o

O TNF-q¢ é sintetizado como uma proteina transmembranar de 26 kDa que sofre

clivagem antes de ser libertada na circulacdo, como uma molécula de 17 kDa (Galic et
al, 2010). Pode ser produzido nos adipdcitos bem diferenciados (Antuna-Puente et al,
2008; Galic et al, 2010; Torres-Leal et al, 2010). No entanto, foi recentemente
reconhecido que 0s macréfagos sdo a maior fonte de TNF-¢ e que 0 aumento dos niveis
desta citocina pré-inflamatoria na obesidade se deve ao aumento da infiltracdo de

macrofagos no tecido adiposo (Galic et al, 2010; Torres-Leal et al, 2010).
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Alguns estudos demonstraram que o TNF-¢ pode bloquear a sinaliza¢ao da insulina nos
hepatdcitos e no tecido adiposo (Galic et al, 2010). Mais ainda, o tratamento crénico
com TNF-¢ diminui o estimulo da insulina e a captagdo de glicose no musculo-
esquelético (Galic et al, 2010). A base molecular para 0 comprometimento observado na
accdo da insulina envolve a inibicdo da capacidade da sinalizacdo do IRS atraves da
activacdo de cinases de serina, como a cinase da extremidade N do factor c-JUN (JNK)
ou a cinase do inibidor do NF-kB cinase (IKK), e do aumento da expressao de
supressores da sinalizacdo das citocinas (SOCS) 3 (Antuna-Puente et al, 2008; Galic et
al, 2010; Maury & Brichard, 2010; Torres-Leal et al, 2010). O TNF-¢ também reduz a
oxidacdo dos &cidos gordos nos hepatdcitos e no musculo-esquelético através da
repressdao da AMPK (Galic et al, 2010; Torres-Leal et al, 2010). As taxas reduzidas de
oxidacdo dos &cidos gordos sdo acompanhadas pela acumulacdo de lipidos, como o
diacilglicerol, que por sua vez activam a PKC e inibem a fungdo do IRS (Antuna-Puente
et al, 2008; Galic et al, 2010). O TNF-¢ também pode afectar a sensibilidade a insulina,
alterando a expressao dos genes dos receptores da insulina, da adiponectina e dos
PPARs e também do transportador de glicose, 0 GLUT4 (Zeyda & Stulnig, 2009).

A maioria dos efeitos do TNF- ¢ no tecido adiposo é mediada pelo receptor do TNF
(TNFR) 1, o que culmina com a activacdo de vérias vias de transducdo (Maury &

Brichard, 2010).

Os macrofagos: amigo e inimigo da progressao tumoral

Tal como na resposta inflamatoria, em que os macréfagos e os mondcitos sdo
estimulados a migrarem para a area inflamada, assim acontece na area tumoral (Ono,

2008). Os monacitos diferenciam-se em dois tipos de células com diferentes fungdes:
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macrofagos supressores do tumor e macrofagos de apoio, sendo, no conjunto,
designados de macrofagos associados ao tumor, os TAM (Ono, 2008). Os macrofagos
de apoio activam a remodelacdo da matriz extracelular, reparam o tecido e promovem a
angiogenese. Os macrofagos supressores do tumor tém actividade microbicida e fungdes
imuno-estimuladora e citotoxica tumoral (Ono, 2008).

Os TAM sdo recrutados para os tumores por citocinas quimioatractivas e factores de
crescimento, tais como: MCP-1/CCL2, Monocyte colony-stimulating factor (M-
CSF/CSF-1), VEGF, angiopoietina-2, e Chemokine Stromal-derived Factor-1
(CXCL12/SDF1) (Fujimoto et al, 2009; Mancino & Lawrence, 2010; Mantovani &
Sica, 2010). Os TAM podem adquirir um fenétipo especifico, designado M2, que é
orientado para o crescimento tumoral, a angiogénese e a imunossupressao. Em varios
estudos tem sido mostrada uma correlacdo positiva entre o nimero de macroéfagos M2 e
0 pior prognostico tumoral (Mancino & Lawrence, 2010). Em modelos experimentais, o
bloqueio do recrutamento dos TAM, por exemplo, através da delec¢do do gene do CSF-
1, bloqueia o crescimento do tumor e a angiogénese e diminui as metéstases (Mancino
& Lawrence, 2010).

Os monacitos respondem a estimulos envolvidos na indugdo de uma resposta imune
contra agentes patogénicos incluindo os lipopolissacarideos da parede bacteriana (LPS);
e sédo também activados pelo interferon-y (IFN-y), a IL-1p, TNF-g e outras citocinas.
Estes sinais estdo envolvidos na inducdo da resposta Thl das células T; e os mondcitos
que respondem a estes estimulos sdo designados como macrofagos M1. Uma vez
activos, estes macréfagos aumentam a producéo de interleucinas 1, 6, 12 e 23, que vao
favorecer a resposta Thl (O’Brien & Schedin, 2009). A actividade associada a

macrofagos M1 inclui a apresentacdo de antigénios, a eliminacdo de seres patogénicos e
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a promocao da citotoxidade. E importante destacar que a actividade M1 configura um

ambiente anti-tumoral (O’Brien & Schedin, 2009; Fujimoto et al, 2009).

Em alternativa a activacdo dos macréfagos M1, existe outro tipo de macréfagos que sao
altamente reactivos, os macrofagos M2 (Fujimoto et al, 2009; O’Brien & Schedin,
2009; Donohoe et al, 2010; Mancino & Lawrence, 2010). A categoria M2, de apoio ao
tumor, inclui macrofagos activados por IL-4, IL-13 e IL-10 (Fujimoto et al, 2009;
O’Brien & Schedin, 2009; Mancino & Lawrence, 2010). Foram identificados dois
subtipos de macrofagos M2, os macrofagos M2b e M2c, ambos envolvidos na
imunorregulagao (O’Brien & Schedin, 2009). Os macrdfagos M2b séo estimulados pela
activacdo dos receptores toll-like (TLR), promovem a activacdo de resposta Th2 e a
secrecdo combinada de citocinas, incluindo IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a (O’Brien &
Schedin, 2009). Em contraste, os macrofagos M2c sdo activados e estimulados a
produzir IL-10 e factor de crescimento transformante -p (TGF-B) e citocinas
imunossupressoras. A accao priméaria dos macrofagos M2c é inibir a resposta Thl e os
macréfagos M1, regulando também as moléculas do Complexo Major de
Histocompatibilidade (MHC) Classe Il utilizadas para a apresentacdo de antigénios. Os
macréfagos M2c podem ainda contribuir para a deposicéo da matriz e a remodelacdo do
tecido, provavelmente mediadas pela sobre-expressdo de TGF-B (O’Brien & Schedin,

2009).

Os macrofagos podem promover a disseminacdo do tumor, isto porque usam as fibras
de colagénio para o seu transporte local e para 0s vasos sanguineos e linfaticos locais
favorecendo a disseminag@o tumoral (O’Brien & Schedin, 2009). Outra via pela qual os
macrofagos podem promover o desenvolvimento e a progressdo do tumor é através da

promogéo da angiogénese e da formacéo de novas redes de capilares, produzindo varios
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factores angiogénicos incluindo IL-1, TGF-o, TGF-B, IGF-1, platelet-derived growth

factor (PDGF) e VEGF (O’Brien & Schedin, 2009).

Macrofago M1 Macrofago M2
Imunidade
Microbicida ; Humoral K
ngiosenese
'\ _-¥ Imunidade '\
Celular P ad
PS e—p I-10 €
» |munidade Anti- A
tumoral
v Reparacdoe
/ remodelacdo
EN:y ~~a Tecido celular
danificado  IL-4/IL-13
IL-12"97 L2377 |L-1M9" TNFH" IL-10°%, IP-10 IL-129% IL-23"°%, TNF¥, IL-1Ra™9", MMP-9™",

arginase 1, CCL22, ROS

Figura 3. Caracterizacdo dos macrofagos M1 e M2. Os macrofagos M1 sdo activados
de forma classica, por estimulagdo do interferon (IFN) y, por lipopolissacaridos da
membrana microbiana (LPS), por citocinas inflamatorias classicas como a interleucina
(IL) 12, sendo importantes na geracdo da resposta imune Thl, mediada por células do
sistema imunitario, e na supressao tumoral. Os macréfagos M2 séo activados por 1L-4
ou IL-13 e sdo caracterizados pela propriedade de apresentarem antigénios e produzirem
IL-10, tendo um importante papel na promocao e progressdo tumoral.
IL-1-Interleucina-1; TNF-g, - Factor de necrose tumoral; IP proteina induzivel do
interferon; IL-1R receptor antagonista da IL-1; MMP- metaloproteinases da matriz;
CCL22 C-C motif chemokine 22; ROS- espécies reactivas de oxigénio.

(Adaptado de Donohoe et al., 2010)
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Objectivos

O objectivo deste estudo consistiu na avaliagdo da potencial relacdo entre a sindrome
metabolica e o cancro colo-rectal. Pretendeu-se, concretamente, relacionar, em situacoes
de excesso peso ou obesidade, os produtos de secrecdo do tecido adiposo, como as

adipocitocinas, citocinas pro-inflamatorias e quimiocitocinas, com o cancro colo-rectal.
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2. Material e Métodos

2.1.Material e Reagentes
2.1.1. Reagentes quimicos e imunoldgicos para o armazenamento e analise das
amostras de sangue

Albumina do soro bovino isenta de protease... Sigma Chemicals CO St. Louis, EUA

Calibrator Set.......c.ouvuinit i, Biorad Laboratories
CONrol Set......oeieiiii i Biorad Laboratories
Duo Set ELISA Development System Human Adiponectin........ R & D System, UK
Duo Set ELISA Development System Human Leptin.............. R & D System, UK
Duo Set ELISA Development System Human Resistin........... R & D System, UK
Human TNF ELISA Set........................ BD Biosciences Pharmingen, CA, EUA
Human MCP-1 ELISA Set....................... BD Biosciences Pharmingen, CA, EUA

RayBio Human/Mouse/Rat Visfatin Enzyme Immunoassay Kit....... RayBiotech,

Inc, GA, EUA.

TMB liquid substract system..................... Sigma Chemicals CO St. Louis, EUA

Todos os sais e solventes organicos utilizados na preparacdo das solucdes foram
adquiridos a Sigma Chemicals CO St. Louis ou a Merk Darmatad, Alemanha e

possuiam o grau de pureza mais alto disponivel.
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2.1.2. Outros Materiais

Balanga de precisao. ....o.vuiiiiir i Precisa 80-200M
Balanca eleCtrOniCa. .........o.viueie i Libra EB-2800
Centrifuga.........ooooviviiiiiiin Sorvall 5C-5B, Thermo Electron Corporation
Centrifuga refrigerada.............. Sorvall RT6000B, Thermo Electron Corporation
Espectrofotdmetro..................... Beckman Clinical Sistem700, Beckman Coulter
Espectrofotdmetro..................coooiiiii . Uvikon 933B double beam UV/VIS
Leitor de microplacas................... Genb Software, Biotek Instruments Inc, EUA
Leitorde pH.....ooviniii e MicropH 2001, Crison
Micropipetas automaticas........................... Gilson Medical Electronics, Franca

Microplacas de 96 po¢os.. Immuno plate maxisorp C96, Nunc Roshild, Dinamarca

Pontas de pipetas automaticas........................ Gilson Medical Electronics, Franca
Software de ELISA..................... Genb Software, Biotek Instruments Inc, EUA
Tubos de Colheitas de Sangue..............c.coeveenennnn. BDVacutainer, Reino Unido
BV Z6) 4 UNIMAG, ZX, Alemanha

2.1.3. Materiais, equipamentos e reagentes para a cultura de células

Neste trabalho experimental todas as solugcdes, material de plastico e de vidro utilizados

foram esterilizados, por autoclavagem a 121°C ou por filtragdo utilizando filtros com

poros de 0,22 um, no caso das solugdes.
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2.1.3.1. Material de uso geral para a cultura de células
Micropipetas;
Pipetas de Pasteur

Pipetas de vidro graduadas (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Placas de cultura multiwell (24, 48 € 96 pogoS) .......oeviivieriiininnenn, Costar, EUA
Tubos de eppendorf (1,5mle2ml)..........c.coeevininnni... Sarstedt, Sintra, Portugal
Tubos de Falcon (15mle 50ml)..............oooiiviinn.... .Sarstedt, Sintra, Portugal
Frascos de cultura (25cm2 e 75¢cm2) ...ooooviviniininnnnn... Sarstedt, Sintra, Portugal

2.1.3.2. Reagentes para a cultura de células
Agua miliQ/desionizada (Ultrapura)

Antibioticos: Penicilina-Estreptomicina (100 unidades/ml Penicilina ¢ 100 pg/ml

Estreptomicina).................coceuvenne. Sigma-Aldrich Quimica S.A., Sintra, Portugal
Dimetilsulfoxido (DMSO)................ Sigma-Aldrich Quimica S.A., Sintra, Portugal

Meio de cultura estéril Dulbecco™s Modified Eagles“s High Glucose 1x (DMEM)

com 45 g/l glucose, L-glutamina, 25 mM HEPES e piruvato de

Y416 o TP Invitrogen, Portugal
Resazurina..............ccoovviiniiinin, Sigma-Aldrich Quimica S.A., Sintra, Portugal
Solugao de azul de tripano 0,4% ....... Sigma-Aldrich Quimica S.A., Sintra, Portugal

Soro fetal de bovino (FBS) (Apds prévia inactivacdo a 56°C durante 30 minutos, foi

divido em aliquotas de 50 ml, e congelado a -20°C).........c.ccceceruenee. Invitrogen, Portugal
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Tampao fosfato (PBS)................... Sigma-Aldrich Quimica S.A., Sintra, Portugal
Tripsina-EDTA: 20 mg/ml de EDTA, 500 mg/ml de tripsin...... Invitrogen, Portugal
Recombinant Human Visfatin................ BioVision Research Products, CA, USA

Recombinant Human Resistin............... .BioVision Research Products, CA, USA

2.1.3.3. Equipamento para a cultura de células

Autoclave de bancada............ Omega Media de Prestige Medical, Blackburn, U.K.
Banho termostatico sem agitagao .............coeviiiriiiinannnn. Memmert, Alemanha
Camara de cultura com fluxo laminar vertical ....................... Steril-Polaris, Italia

Centrifuga refrigerada (D-78532 Tuttlingen, Hettich Zentrifugar, Universal 320R;

Rotor: 6318)

Espectrofotometro/lumindmetro leitor de placas, com software Gen5 (Synergy™

HT Multi-Mode Microplate Reader..................ccoeoeiiiiiiiiiinn, BioTek Instruments
HEMOCItOMETIO .....eveeie e, Marienfeld, Alemanha
INCUDAAOTA ....eeitie Binder
Microscopio Optico invertido e directo ................ceeenn .. Motic AE31, Hg 100W

Microscopio optico (Nikon Eclipse 80i acoplado a uma camara digital Nikon Digital

Camera DXm 1200F, com software Nikon ACT-1).
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2.2. Métodos

2.2.1. Amostra Humana
Os estudos foram efectuados no sangue periférico de 36 doentes com cancro colo-rectal
(CC) seleccionados no Hospital Distrital da Figueira da Foz, EPE segundo os critérios
internacionais de classificacdo/diagndstico deste tipo de cancro, e em 29 individuos sem

patologia neoplésica (CT). Em ambos os grupos foi considerado entdo o IMC:

1) IMC aumentado [CCo (n=29) e CTo (n=19)]

2) IMC normal [CCm (n=7) e CTm (n=10)].

Foram colhidas amostras de sangue no dia da cirurgia ou no dia da primeira consulta. O
material foi recolhido segundo os principios da Declaracdo de Helsinquia Il, depois do
estudo ser aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade

de Coimbra e do Hospital Distrital da Figueira da Foz, EPE.

Todos os doentes e controlos que participaram no estudo foram informados do teor do
projecto e dos seus potenciais riscos e beneficios, e assinaram voluntariamente o

consentimento informado.

O sangue foi recolhido em tubos BD Vacutainer (para soro) e tubos BD Vacutainer K3E
com EDTA 5,4mg (para plasma), e centrifugado a 2500 r.p.m., a temperatura de 4°C
durante 10 minutos; o plasma e o soro foram imediatamente aliquotados e guardados a -

20°C.
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2.2.1.2 Caracterizacado da amostra
2.2.1.2.1. Determinacéo do indice de massa corporal

O Indice de Massa Corporal foi calculado segundo a férmula, IMC= Peso/Altura2

(kg/m2), sendo feita a determinacdo do peso e da altura aquando da consulta.

2.2.1.2.2. Avaliacédo dos niveis séricos de citocinas pro e anti-inflamatorias e

adipocitocinas

Determinaram-se os niveis de TNF-o e MCP-1 no soro por técnicas de ELISA, através
de kits comerciais, Human TNF ELISA Set, Human MCP-1 ELISA Set, BD

Biosciences Pharmigen, CA, EUA, respectivamente.

Os niveis séricos de adiponectina, leptina e resistina foram igualmente determinados por
técnicas de ELISA, Dou Set ELISA Development System Human Adiponectin, Duo Set
ELISA Development System Human Leptin e Duo Set ELISA Development System

Human Resistin, R&D System, Reino Unido, respectivamente.

Para a determinacdo dos niveis plasmaticos de visfatina foi utilizado o RayBio

Human/Mouse/Rat Visfatin Enzyme Immunoassay Kit, RayBiotech, Inc, GA, EUA.

Em todos os ensaios realizados foram seguidas as instru¢des dos fabricantes e todas as

amostras apresentaram um coeficiente de variagdo inferior a 10%.

2.2.2. Cultura de células
A cultura de células é utilizada quando se pretende a manipulacdo experimental de
células e tecidos in vitro. Esta técnica baseia-se na desenvolvimento de um sistema

controlado que permite a sobrevivéncia, o crescimento e a multiplicacdo celulares,
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apresentando caracteristicas o mais proximo possivel do seu ambiente in vivo. E
necessario um meio de cultura com concentracdes adequadas de nutrientes, quer sejam
aminoacidos, sais inorganicos, vitaminas, e hormonas/factores de crescimento, bem
como condicdes ambientais favoraveis e constantes, incluindo pH, temperatura,
atmosfera enriquecida em CO,, humidade e assepsia. Contudo, a cultura de células
também apresenta desvantagens, incluindo a alteracdo do fenétipo e gendtipo celulares

apos um longo periodo de crescimento (Freshney, 2000).

2.2.2.1. Preparacao dos meios utilizados na cultura de células

Meio de cultura

A 500 ml de meio base, Dulbecco™s Modified Eagle”s Medium (DMEM), adicionou-se
10% (v/v) FBS (Soro Fetal de Bovino) (50 ml) e 1% de solucdo de antibidticos

estreptomicina-penicilina (100 unidades/ml penicilina ¢ 100 pg/ml estreptomicina).

Meio de dissociacdo — 500 ml:

4g NaCl (0,14 M);

0,1 g de KCI (2,7 mM);

0,58 g de Na2P0O4 (8,2 mM);

0,1 g de KH2PO4 (1,5 mM);

0,08 g de EDTA (0,4 mM);

200 pL de vermelho de fenol (1% em agua miliQ; 0,0004% (v/v);

Acertar pH=7,4.
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2.2.2.2. Linhas celulares

As células WIDR sao uma linha celular que deriva de células do carcinoma do co6lon
humano. Apresentam um tempo de duplicacdo de 15h (Noguchi P., 1979). Esta linha
celular foi gentilmente cedida pela Professora Doutora Filomena Botelho, Instituto de

Biofisica e Biomatematica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

2.2.2.3. Manutencéo das linhas celulares

A linha celular foi cultivada e mantida em meio de crescimento (DMEM), preparado de
acordo com o anteriormente descrito (2.2.2.1.), numa atmosfera humidificada, com 5%

de CO2 e a temperatura de 37°C.

A linha celular cresceu em monocamada, aderente as paredes do frasco. Quando as
células atingiram uma confluéncia superior a 80%, foram removidas do frasco de
cultura e colocadas num novo frasco a uma densidade celular inferior, permitindo a
proliferacdo e ampliacdo de uma nova subcultura. Este processo, designado por
“passagem”, foi efectuado apds se analisar a taxa de crescimento da linha (Freshney,

2000):

1. Observou-se a confluéncia celular nos frascos de cultura, através do microscopio

Optico invertido;

2. Quando a confluéncia foi igual ou superior a 80%, aspirou-se 0 meio de cultura

e lavaram-se as células com meio de dissociagao;

3. Retirou-se, entdo, o meio e adicionou-se Tripsina-EDTA, estando cerca de 5

minutos na incubadora a 37°C. Esta solucdo foi adicionada para quebrar as
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ligaces entre as células e quelar todos os ides Ca** e Mg?* presentes nestas

ligacOes;

4. Observou-se ao microscopio se as células ja se encontravam desagregadas.
Quando se verificou a total desagregacdo adicionou-se novo meio DMEM, ja
com os suplementos. O volume de meio adicionado dependeu da diluicao final

pretendida. Para a linha celular WIDR a diluicdo foi de 1:2.

5. De seguida, transferiram-se as células na diluicdo pretendida para um novo

frasco de cultura, de 75 cm?®, e adicionou-se meio DMEM até perfazer 15 ml.

6. As células foram propagadas e mantidas em cultura numa incubadora a
temperatura de 37°C, com atmosfera humidificada e com 5% de CO2, iniciando-

se uma nova subcultura.

7. Este procedimento foi repetido de trés em trés dias.

2.2.3.4. Estudo do efeito da visfatina e de resistina na proliferacéo e viabilidade

da linha celular WIDR

Para estudar a ac¢do das proteinas, visfatina e resistina, na proliferacdo e viabilidade da

linha celular WIDR utilizou-se o teste do azul de tripano e do alamar-blue.

Para o efeito procedeu-se a incubacédo desta linha celular durante diferentes periodos de
tempo (24, 48, 72 horas), na auséncia e na presenca de visfatina e resistina em
monoterapia. As células foram incubadas com diversas concentracfes de proteinas

como referido na tabela I.
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Tabela I: Condicdes de incubacdo das células WIDR com visfatina e resistina em
monoterapia.

Células Visfatina Resistina

WIDR 100ng/mL; 500ng/mL 5ng/mL;10ng/mL; 20ng/mL

De forma a analisar o efeito das adipocitocinas realizou-se previamente o seguinte

procedimento:
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Quando as células atingiram uma confluéncia acima de 90% nos frascos de
cultura, procedeu-se a tripsinizacdo das células (lavagem com meio de
dissociacdo e incubacdo com tripsina), como referido anteriormente na

manutencdo da cultura celular (2.2.2.3.).

Quando as células ja estavam desagregadas e ressuspensas no meio, foram
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos, de modo a obter no sedimento

(pellet) apenas as células vivas.

Seguiu-se a contagem das células vivas, num hemocitometro, pelo método de
exclusdo do azul de tripano, que permite calcular a densidade/proliferacdo e a
viabilidade celulares uma vez que distingue células viaveis, com a membrana
integra, de células ndo-viadveis, com a membrana danificada. Assim, este corante
vital tem a capacidade de penetrar nas células ndo-viaveis corando-as de azul,
enguanto as células vivas, ndo permeaveis ao corante, apresentam-se brilhantes e

brancas quando observadas ao microscopio optico.

As células foram, entdo, colocadas em placas multiwell de 48 pogos (500 uL por

pog¢o) numa concentracdo de 50.000 células/cmz2.
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5. Ap0s 24 horas, quando as células ja se encontravam em monocamada, foram
incubadas com resistina e visfatina, nas concentragdes referidas na tabela |

durante 24, 48 e 72 horas.

Posteriormente, para avaliar o efeito das adipocitocinas em estudo na

viabilidade/proliferacédo das células WIDR, foi utilizado o teste de Alamar Blue (AB).

O teste de AB € um método colorimétrico/fluorimétrico que quantifica, in vitro, a
viabilidade celular (Fields et al, 1993). O corante Resazurina, sollvel em PBS, é
extremamente estavel, ndo toxico e ndo lesivo e ndo promove a desagregacao celular, no
caso das células aderentes. Assim, torna-se uma técnica vantajosa porque além de nédo
danificar as células, permite a monitorizacdo celular. Quando adicionado a cultura
celular, a forma oxidada de AB (resazurina) entra no citosol e, ao actuar como um
aceitador intermediario de electrdes da cadeia respiratoria mitocondrial, ao nivel do
complexo 1V, é convertida na forma reduzida (resorufina) pela actividade enzimatica
mitocondrial, através dos aceitadores de electroes NADPH, FADH, FMNH e NADH
bem como dos citocromos (Perrot et al., 2003, Borra et al., 2009). A reaccdo redox é
acompanhada pela alteracdo de cor do meio, passando de azul (cor da resazurina) para
rosa puarpura (cor da resorufina), o qual pode ser facilmente quantificado por
espectrofotometrica (Figura 4). Devido a esta alterag@o de cor determina-se a actividade
metabdlica das células, um indicador de proliferacdo/viabilidade celular (Al-Nasiry et

al, 2007, Borra et al, 2009).

37




Materiais e Métodos
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Figura 4. Reacgdo de reducdo da resazurina. A resazurina funciona como um
aceitador intermediario na cadeia transportadora de electrdes. Na presenca de actividade
mitocondrial a resazurina (cor azul) é reduzida a resorufina (cor rosa), em células

viaveis. (Adaptado de O Brien et al, 2000).

Neste estudo, analisou-se a absorvancia (Abs) nos comprimentos de onda de 570 nm
(resorufina - cor rosa) e de 600 nm (resazurina - cor azul), sendo a diferenca
proporcional ao nimero de células viaveis. A viabilidade celular foi determinada em
termos de percentagem em relacdo as células controlo (células néo tratadas) de acordo

com a seguinte equacao:

(Abz570-Abz600) amoztra—(Abe570-Abz600)branco

0p viabilidade = 100

(Abs570-Abz600) controlo— (Abs570- Abs600)branco (Equagéo 1)

Na equacdo 1 o branco corresponde a solucdo de Alamar Blue incubada durante o

mesmo tempo que as amostras.
Protocolo do ensaio de AB:

1. Previamente preparou-se uma placa multiwell de 48 po¢os com uma densidade
final de 50.000 células/cm2. Apds diferentes tempos de incubagdo das células

com as proteinas (24, 48, 72 horas), procedeu-se a determinagdo da viabilidade;
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2. Preparou-se a solucdo de Alamar Blue a 10% (v/v) em meio DMEM,;

3. Aspirou-se 0 meio das células, com o cuidado de ndo tocar com a ponta da
pipeta na monocamada, e adicionaram-se 500 ul da solu¢ao de Alamar Blue
atras referida. Colocou-se um poco com a solucdo diluida do Alamar Blue para

servir de branco;

4. Apos incubacdo durante 24 horas, a 37°C numa atmosfera humidificada e com

5% CO2, retiraram-se 100ul de cada pogo para uma placa multiwell de 96 pocos;

5. Procedeu-se a leitura das absorvancias, no espectrofotometro, nos comprimentos

de onda de 570 nm e 600 nm;

6. A viabilidade celular foi determinada em termos de percentagem em relacéo as
células controlo (células ndo tratadas) de acordo com a equacdo 1 referida

anteriormente.

2.3. Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. Foi utilizado o teste t de Student
para verificar as diferencas entre os diferentes grupos. A correlacdo entre parametros foi
realizada através do teste de Spearman. Foram consideradas significativamente

diferentes amostras com P<0,05.
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Resultados

1. Caracterizacdo da amostra

Para a elaboracgéo deste trabalho experimental foram seleccionados doentes com cancro
colo-rectal (CC) e sem patologia neoplésica (controlos) (CT), com IMC inferior a
25Kg/m? (CCm e CTm, respectivamente) e com IMC igual ou superior a 25Kg/m?
(CCo e CTo, respectivamente (Tabela Il). Os grupos sdo formados por homens e
mulheres, sendo que a percentagem de mulheres no grupo CCm é de 40%, no grupo
CCo é de 32,35 %, no grupo CTm ¢é de 88,89% e no grupo CTo é de 35,29% ou seja, 0s
doentes com cancro colo-rectal incluindo neste estudo foram sobretudo homens. Os
grupos ndo apresentam diferencas estatisticas em relacdo a idade, sendo que, em media,

todos 0s grupos apresentam uma idade superior a 68 anos.

Tabela Il. Distribuicéo e caracterizacdo de doentes e controlos segundo

aidade e o IMC

Parametro CCm CCo CTm CTo

Idade (anos)  76,2+2,6  68,9%3,1  72,2%43  72,4%l,6

IMC (kg/m?) 23,1+0,5 29,3+1 22,4+0,6 28,8+1

IMC-indice de massa corporal; CC-doentes com cancro colo-rectal; CT- controlos
(individuos sem patologia neoplésica); CCm e CTm — doentes e controlos com
IMC inferior a 25Kg/m?, respectivamente; CCo e CTo - doentes e controlos com
IMC igual ou superior a 25Kg/m? respectivamente.
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2. Niveis séricos de adipocitocinas e factores inflamatorios

Na Figura 5 estdo representados os niveis séricos de adiponectina em doentes com
cancro colo-rectal e respectivos controlos tendo em atencdo o IMC de cada grupo.
Como podemos observar nesta Figura, apesar da diminui¢cdo dos niveis sericos de
adiponectina no grupo CCo, em relagédo ao grupo CCm, esta diferenca é estatisticamente

significativa apenas em relacdo ao grupo CTm (P<0,05) (Figura 5).

12 4

0 -

CCm CCo CTm CTo

Adiponectina (pig/ml)

Figura 5. Niveis séricos de adiponectina nos diferentes grupos.

Os resultados séo apresentados em pg/ml e representam a média + e.p.m.
CCm e CTm - doentes com cancro colo-rectal e controlos (individuos sem
patologia neoplésica) com IMC inferior a 25Kg/m?, respectivamente; CCo e CTo -
doentes e controlos com IMC igual ou superior a 25Kg/m?, respectivamente.

* diferente de CTm (* P<0,05).

Por outro lado, os niveis séricos de leptina ndo foram significativamente
diferentes entre os diferentes grupos (Figura 6A). No entanto, a analise da
correlagéo entre a leptinemia e o IMC, mostrou que existe uma correlagéo
significativa, tanto nos controlos e como nos doentes com cancro colo-

rectal, quando analisados em conjunto e em separado (P<0,0001) (Figura 6
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B e C). Desta forma, niveis mais elevados de leptina no soro associam-se a

valores superiores de IMC, sem que isso se altere nos doentes com cancro.

A 60 Py B
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—
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CCm CCo CTm CT 20 30 40 50
BMI (Kg/m2)
(©:
Grupo IC R? P
ccC 0,7505 0,3556 <0,0001
(B4 B 0,5082 0,2867 0,0058
CC+CT 0,6719 0,2613 <0,0001

Figura 6. Niveis séricos de leptina. Em (A) nos diferentes grupos; Em (B)
Gréafico de dispersdo dos niveis séricos de leptina e IMC, incluindo toda a
amostra e respectiva correlagdo entre doentes, controlos e amostra total (C).
Os niveis séricos estdo expressos em ng/ml; IMC-indice de massa corporal;
CC-doentes com cancro colo-rectal; CT- controlos (individuos sem patologia
neoplasica); CCm e CTm — doentes e controlos com IMC inferior a 25Kg/m?,
respectivamente; CCo e CTo - doentes e controlos com IMC igual ou superior a

25Kg/m?, respectivamente.

Em relacdo aos niveis séricos de TNF-o, uma citocina pro-inflamatoria, apesar dos

doentes CCo terem tendéncia para evidenciar niveis mais elevados desta citocina

relativamente aos controlos e aos doentes CCm,

0os resultados ndo sdo

estatisticamente significativos (Figura 7A). Pelo contrério, as diferencas observadas

nos niveis séricos da quimiocitocina MCP-1 apresentam diferencas estatisticas entre

0S grupos, sendo os valores mais elevados no grupo CCo em relagcdo aos grupos

CCm, CTm e CTo (P<0,05) (Figura 7B).
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Figura 7. Niveis séricos de TNF-a (A) e de MCP-1 (B), nos diferentes grupos
de doentes e controlos.

Os resultados sdo apresentados em pg/ml e ng/ml, respectivamente para 0 TNF-a
e MCP-1 e representam a média + e.p.m. CCm e CTm — doentes com cancro colo-
rectal e controlos (individuos sem patologia neopléasica) com IMC inferior a 25Kg/m?,
respectivamente; CCo e CTo - doentes e controlos com IMC igual ou superior a 25Kg/m?,
respectivamente.

* diferente de CTm (* P<0,05).

# diferente de CTo (## P<0,05).

$ diferente de CCm ($ P<0,05).

Na Figura 8 estdo representados os niveis sistémicos de resistina (Figura 8A) e
visfatina (Figura 8B). Como podemos verificar os doentes com cancro colo-rectal
(CCo e CCm) apresentam niveis sistétmicos mais elevados destas adipocitocinas em
relacdo aos respectivos controlos (CTo e CTm). De facto, as diferencas séo
estatisticamente significativas para resistina quando analisamos o grupo CCo, em
relacdo aos grupos controlo (CTm: P<0,01 e CTo: P<0,05), e no grupo CCm em
relacdo ao grupo CTm (P<0,01) (Figura 8A). O mesmo acontece para 0s niveis de
visfatina, os quais se encontraram mais elevados no grupo CCo, ao relagdo em

grupo CTm (P<0,05) (Figura 8B).
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No entanto, apesar de os doentes com CCR e com IMC superior ou igual a 25 (CCo)
evidenciarem niveis superiores de visfatina em relacdo aos doentes com IMC
inferior a 25 (CCm), as diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (Figura

8A).
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Figura 8. Niveis séricos de resistina (A) e de visfatina (B) nos diferentes
grupos.

Os resultados sdo apresentados em ng/ml e representam a média + e.p.m. CCm e
CTm — doentes com cancro colo-rectal e controlos (individuos sem patologia neoplasica)
com IMC inferior a 25Kg/m2, respectivamente; CCo e CTo - doentes e controlos com
IMC igual ou superior a 25Kg/m? respectivamente.

* diferente de CTm (** P<0,01).

# diferente de CTo (# P<0,05).

3. Efeito da visfatina e da resistina na viabilidade da linha celular WIDR

De forma a avaliar o efeito da resistina e da visfatina, as duas adipocitocinas
sistemicamente elevadas nos doentes com cancro, na progressao do cancro, as células

WIDR foram incubadas com diferentes doses destas proteinas.

Como podemos observar na Figura 9, a visfatina e a resitina induzem aumento da
proliferacdo/viabilidade das células WIDR, de modo dependente da dose, do tempo de

incubacéo e da respectiva adipocitocina. Assim, o efeito da resistina parece ser mais
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precoce, uma vez que, ap0s 48h de incubacdo, as células que foram submetidas a
concentragdes crescentes de resistina (5 ng/ml e 10 ng/ml) apresentaram um aumento da
viabilidade celular (P<0,05). Por outro lado, o efeito da visfatina, apesar de ser mais

tardio, é sobreponivel ap6s 72h de incubacdo, ao da resistina (Figura 9).

130 OControlo
¥ OVisfatina 100 ng/ml
} @ Visfatina 500 ng/ml
-
e —= mResistina 5 ng/ml
= EResistina 10 ng/ml
= b ;
s M Resistina 20 ng/ml
=
2 65
(5]
=
=
)
<
‘ll—‘
=
0 L

24h 48h 72h
Tempo de Incubagiio

Figura 9. Efeito da visfatina e da resistina na viabilidade das células WIDR. As
células WIDR foram incubadas numa densidade inicial de 20x10* células/cm?, durante
24, 48 e 72 horas com diferentes concentracOes de visfatina e resistina, referenciadas na
figura. Apds incubacdo nos diferentes periodos de tempo indicados, determinou-se a
viabilidade celular através do teste do Alamar Blue, de acordo o descrito na seccao
material e métodos. Os resultados representam a média + e.p.m. de trés ensaios
independentes, realizados em duplicado.

* diferente de Controlo (* P<0,05).
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Discussao

Este estudo permitiu avaliar a relacdo entre o cancro colo-rectal e alguns dos
marcadores de disfuncdo do tecido adiposo. Para tal, procedeu-se a avaliacdo dos niveis
sanguineos de adipocitocinas e citocinas pro-inflamatorias derivadas do tecido adiposo.
Também foi avaliada a viabilidade celular de uma linha tumoral do célon humano em
resposta a diferentes concentracdes de resistina e visfatina, as duas adipocitocinas que

apresentaram niveis sistémicos aumentados nos doentes com cancro.

A obesidade esta associada a um aumento da mortalidade, devido as co-morbilidades
que lhe estdo associadas particularmente diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. O
aumento da prevaléncia da obesidade, sobretudo a associada ao excesso de tecido
adiposo visceral, tem sido relacionada com a maior incidéncia de insulino-resisténcia,
hipertensdo e dislipidemia (Ouchi N. et al, 2011). Alguns autores tém sugerido que a
obesidade esta associada a uma inflamacéo sistémica de baixo grau (Prieto-Hontoria et
al, 2010), a qual tem sido apontada como uma das principais causas da relacdo entre
obesidade e insulino-resisténcia, aterosclerose e até mesmo cancro (Prieto-Hontoria et
al, 2010; Ouchi N. et al, 2011). De facto, nos ultimos anos a obesidade tem sido
apontada como factor de risco para o desenvolvimento de alguns tipos de cancros,
nomeadamente o colo-rectal e 0 da mama (Prieto-Hontoria et al, 2010; Birmingham et

al, 2009).

A expansdo do tecido adiposo, particularmente o visceral, associa-se a alteracOes da
producdo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-ae as Interleucinas 1 e 6,

quimiocitocinas, MCP-1, e adipocitocinas como a adiponectina, a leptina, a resistina ou
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a visfatina (Prieto-Hontoria et al, 2010), as quais poderdo contribuir para o

desenvolvimento das neoplasias associadas a obesidade.

A adiponectina € uma proteina maioritariamente sintetizada no tecido adiposo, tendo
efeitos anti-inflamatdrios e promotores da sensibilidade a insulina (Prieto-Hontoria et
al, 2010). Alguns autores indicam que a hipoadiponectinemia pode ser considerada
como um factor de risco para o desenvolvimento de neoplasias malignas, uma vez que
esta proteina pode actuar de duas formas, indirectamente diminuindo a resisténcia a
insulina e directamente, exercendo um efeito antiproliferativo sobre as células tumorais
(Maury & Brichard, 2010). Os seus niveis sistémicos estdo diminuidos em doentes com
diabetes tipo 2 e individuos obesos, uma vez que a sua producao € inibida pela activacédo
de vias inflamatorias e por factores pro-inflamatérios, como o TNF-a, que nestes
doentes se encontram elevados (Ouchi N. et al, 2011). Neste estudo verificamos que 0s
doentes com cancro colo-rectal e excesso de peso apresentam valores inferiores de

adiponectina e, simultaneamente, valores de TNF-o que tendem a ser mais elevados

A leptina € uma proteina com funcdes mdaltiplas, nomeadamente na regulacdo do apetite
(accao central anorexigénica), na reproducdo e na formacdo do o0sso; tem também um
importante papel pro-angiogénico (Vona-Davis & Rose, 2009). Os niveis sanguineos
desta proteina correlacionam-se com o IMC; embora a leptina seja inibidora do apetite e
promotora da oxidacdo lipidica, os individuos obesos desenvolvem, normalmente,
resisténcia a accdo desta hormona, pelo que os individuos obesos sdo, normalmente,
hiperleptinémicos (Ouchi N. et al, 2011). Foi demonstrado que a leptina estimula a
proliferacdo de alguns tecidos normais e cancerigenos, tendo sido encontrados
receptores de leptina em alguns tipos de cancro, gastrico, do pulmonar e mamario
(Cirillo, et al, 2008). Persistem, no entanto, davidas sobre o papel da leptina no
desencadeamento do processo tumoral pois, até hoje, os estudos apenas suportam o seu
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papel na proliferacdo, mas ndo na transformacéo celular (Vona-Davis & Rose, 2009;
Salageanu et al, 2010). No nosso estudo, os grupos de individuos com excesso de peso,
doentes ou controlos, apresentam niveis circulantes mais elevados de leptina, embora
ndo estatisticamente diferentes, uma vez que os individuos envolvidos no estudo
apresentam excesso de peso e ndo obesidade. No entanto, verifica-se, em concordancia
com a literatura, uma correlacdo muito forte entre a leptina no soro e o IMC, sendo que
esta relacdo ndo se altera nos doentes com cancro colo-rectal (Cirillo et al., 2008).
Embora a leptina possa estar envolvida no processo tumoral devido aos seus efeitos
proliferativos 0s nossos resultados ndo revelam o seu envolvimento no desenvolvimento

do cancro colorectal no grupo de doentes estudados.

A visfatina é produzida, maioritariamente, no tecido adiposo visceral e os seus efeitos
ainda ndo estdo totalmente desvendados. Alguns autores apontam que a visfatina podera
ter alguns efeitos semelhantes aos da insulina, ligando-se a uma regido diferente do
receptor desta hormona (Stofkova, 2010). Estudos anteriores mostram que 0s niveis
desta proteina se encontram elevados em diabéticos do tipo 2, individuos obesos (Ouchi
N. et al, 2011) e em doentes com cancro gastrico (Kim et al, 2010). Os nossos
resultados mostram que os doentes com cancro colo-rectal e excesso de peso tém niveis
de visfatina superiores aos controlos com IMC normal, o que ndo acontece com 0S
controlos com excesso de peso, sugerindo que a desregulacdo da expressdo desta
adipocitocina no tecido adiposo podera estar relacionada com o processo tumoral.

A resistina é expressa maioritariamente por macréfagos residentes no tecido adiposo,
constituindo um marcador da actividade inflamatdria destas células (Lazar, 2007; Wang
et al, 2010). Esta proteina tem sido associada a diversas doencas metabdlicas e
inflamatorias, nomeadamente atraves do aumento da insulino-resisténcia; no entanto, 0s

mecanismos que envolvem tais processos ainda sdo uma incognita (Galic et al, 2010). A
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resistina tem sido apontada como um mediador inflamatorio em células endoteliais
(Filkova et al, 2009), estimula a secrecdo de citocinas inflamatorias (Wozniak et al,
2009; Filkova et al, 2009) e activa proteinas, como a AKT e as MAPKS, envolvidas na
sobrevivéncia e crescimento celulares (Filkova et al, 2009; Stofkova, 2010). Alguns
estudos com ratos obesos mostram que 0s niveis de resistina nestes animais se
encontram mais elevados (Ouchi N. et al, 2011; Galic et al, 2010). Foi também descrito
que os niveis desta proteina se encontram aumentados em doentes com cancro da mama
(Filkova et al, 2009) e em doentes com cancro colo-rectal (Salageanu et al, 2010). Os
nossos dados mostram que os doentes com cancro colo-rectal e IMC normal ou excesso
de peso apresentam niveis significativamente mais elevados que os grupos controlo,
sugerindo um envolvimento da resistina no cancro colo-rectal de modo independente do
tecido adiposo.

Estudos recentes mostram que o tratamento com visfatina de células de cancro da
préstata aumenta a taxa de proliferacdo destas células (Kim et al, 2010). Como ja foi
mencionado anteriormente, os niveis de resistina encontram-se aumentados em doentes
com cancro da mama (Filkova et al, 2009) e em doentes com cancro colo-rectal
(Salageanu et al, 2010). Foi também demonstrado que a resistina (100ng/ml) induz
proliferacdo de células endoteliais por um mecanismo dependente da PI3K (Robertson
et al, 2008). No nosso estudo, a incubacdo da linha celular de cancro do célon (WIDR)
com diferentes concentra¢Bes destas proteinas mostrou que, apds 48h, a resistina (5 e 10
ng/ml) promove um aumento da viabilidade celular e apds 72h esse aumento é induzido
por ambas as proteinas, resistina e visfatina, sugerindo que estas adipocitocinas poderdo
ter efeitos tumorigénicos, induzindo a progressao tumoral. Estes dados vao ao encontro

do descrito na literatura; contudo, para afirmarmos que estas proteinas aumentam a
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proliferacdo celular deveriamos proceder a outros estudos, como por exemplo a anélise
do ciclo celular.

O TNF-a. € um factor pro-inflamatério produzido pelos mondcitos e macrofagos e tem
um papel importante na inflamagédo e nas doencas auto-imunes (Ouchi N. et al, 2011).
No tecido adiposo é produzido pelos adipdcitos e, sobretudo, pelos macréfagos (Vona-
Davis & Rose, 2009). E também produzido em grandes quantidades pelos macréfagos
associados a tumores (Allavena et al, 2008; Solinas et al, 2009). Alguns estudos
mostram que 0s niveis sanguineos de TNF-a se encontram elevados em individuos
obesos e que, quando existe uma perda de peso, estes niveis baixam (Ouchi N. et al,
2011). O papel deste factor no desenvolvimento do cancro ndo se encontra totalmente
esclarecido, uma vez que podera ter uma acgdo anti-tumoral por activar a Caspase 3 e,
deste modo, desencadear a apoptose. Por outro lado, podera ter um papel pro-tumoral,
uma vez que podera activar o NF-xB, um factor de transcricdo envolvido na expressao
de outros factores inflamatorios (Prieto-Hontoria et al, 2010). Sendo sugerido que o
TNF-a podera estar envolvido na progressao tumoral (Lorincz et al, 2006); 0s nossos
resultados mostram que os niveis sistémicos de TNF-a ndo reflectem um particular
envolvimento no processo tumoral. Serd necessario, no futuro, estudar o tecido tumoral
e adiposo peri-tumoral, nomeadamente a sua expressao e a dos seus receptores, a fim de

determinar a sua relagédo com o desenvolvimento deste tipo de cancro.

O tecido adiposo tem, na sua constituicdo, macréfagos residentes; quando este tecido se
torna disfuncional aumenta a infiltracdo de macréfagos, devido ao aumento da producéo
de MCP-1 pelos adipocitos (Maury & Brichard, 2010). Esta quimiocitocina é
frequentemente encontrada em diversos tumores, como da mama e colo-rectal, sendo-
Ihe atribuido um papel preponderante no recrutamento de mondcitos para os tecidos
afectados (Yoshidome et al, 2009). Como ja foi mencionado anteriormente, 0 MCP-1
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estd envolvido no recrutamento de monadcitos que estdo envolvidos na metastizagdo
tumoral (Yoshidome et al, 2009). Estudos anteriores mostram que a expressao de MCP-
1 estd associada a pior prognostico, a progressao tumoral e a angiogénese. O MCP-1
induz angiogénese através de varios mecanismos incluindo a inducgéo directa VEGF e
HIF-1 (Zhang et al, 2010); esta, também, positivamente relacionada com a expressao de
angiopoetina-2, um factor angiogénico muito importante (Yoshidome et al, 2009).
Neste estudo podemos observar que os doentes com cancro colo-rectal e excesso de
peso apresentam niveis sistémicos superiores desta quimiocina reforcando o seu papel

no desenvolvimento de tumores associados ao excesso de peso.
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Conclusoes

Neste estudo observamos que os doentes com cancro colo-rectal e excesso de peso,
apresentam alteracGes da funcdo do tecido adiposo evidenciadas pelas alteracbes de
algumas adipocitocinas (adiponectina, resistina e visfatina), e da quimiocitocina MCP-
1. Ha uma reducéo dos niveis séricos de adiponectina e um aumento sistémico de MCP-
1, visfatina e resistina, sendo que esta Ultima adipocitocina se encontra igualmente

elevada nos doentes com cancro e IMC normal.

Este estudo permitiu, ainda, verificar que a visfatina e a resistina sdo proteinas que
aumentam a proliferacdo/viabilidade celular, sugerindo o seu envolvimento na
progressdo tumoral. Estes resultados sugerem ainda que estas adipocitocinas poderao
constituir um potencial alvo terapéutico para o tratamento dos doentes com cancro colo-
rectal. Além disso, a perda da funcdo secretora normal do tecido adiposo, em situacoes

de excesso de peso, podera estar envolvida na progressao do cancro colo-rectal.
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