DOI: 10.4025/actascihealthsci.v31i2.6759

Expressao de genes relacionados a fun¢ao adrenocortical no estado

de caquexia neoplasica

Nicole de Angelis Scripes, Marcelo Abba Macioszek, Larissa Danielle B*ahls, Mateus
Nébrega Aoki, Maria Angelica Ehara Watanabe e Ténia Longo Mazzuco

Programa de Pés-graduagdo em Patologia Experimental, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de Londrina,
Rod. Celso Garcia Cid, PR 445, Km 380, 86051-990, Londrina, Parana, Brasil. *Autor para correspondéncia.

E-mail: tmazzuco@gmail.com

RESUMO. A glindula adrenal tem papel fundamental na resposta neuroenddcrina,
especialmente em situagdes em que hd comprometimento da homeostasia. No processo de
caquexia neoplisica, hi prejuizo da homeostasia por alteragdes nutricionais e metabdlicas do
cincer em estigio avangado, envolvendo a resposta do eixo hipotilamo-hipéfise-adrenal.
Neste trabalho, foi utilizado um modelo animal de caquexia induzida pelo tumor de
Walker-256 em ratos Wistar. Os animais (n=4) foram sacrificados dez dias apds a
inoculagio de células tumorais e a glindula adrenal foi removida. O RNA foi extraido para o
estudo da expressio de genes relacionados ao controle da esteroidogénese por RT-PCR
semiquantitativa. A anilise dos dados demonstrou expressio significativamente reduzida dos
genes MC2R (receptor tipo 2 para melacortina), 3B8HSD I (3B-hidroxiesteroide-
desidrogenase tipo I) e TSPO (proteina translocadora) em animais com caquexia neoplisica
(valores de P=0,037; 0,0097 e 0,052, respectivamente), revelando faléncia do cértex da
adrenal.

Palavras-chave: glindulas adrenais, caquexia, receptores da corticotropina, 3-hidroxiesteroide

desidrogenases, proteina translocadora, proteina aguda reguladora da esteroidogénese.

ABSTRACT. Expression of genes related to the adrenocortical function in the
neoplastic cachexia process. The adrenal gland plays a crucial role in the neuroendocrine
response, especially in situations where homeostasis is disturbed. In the neoplastic cachexia
process, there is homeostasis impairment by nutritional and metabolic alterations of
advanced-stage cancer, involving hypothalamus-pituitary-adrenal axis response. In this
assignment, an experimental model of cachexia induced by Walker-256 tumor was
performed in Wistar rats. Animals (n=4) were sacrificed 10 days after inoculation of tumor
cells, and the adrenal glands were excised. The RNA was isolated for the study of gene
expression related to the steroidogenesis control by semi-quantitative RT-PCR. Data
analysis showed a significant reduced expression of MC2R (melancortin type 2 receptor),
3BHSD I (3-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type I) and TSPO (translocator protein)
genes in animals with neoplastic cachexia (P=0.037, 0.0097 and 0.052, respectively),
revealing adrenal cortex failure.

Key words: adrenal glands, cachexia, corticotropin receptors, 3-hydroxysteroid dehydrogenases,
translocator protein, steroidogenic acute regulatory protein.

Introdugao

A caquexia é uma sindrome multifatorial que
resulta de virias anormalidades do metabolismo,
caracterizada pela dramdtica perda de tecido
muscular e tecido adiposo, acompanhada de
profunda fraqueza, anorexia ¢ anemia (TISDALE,
2001; FEARON; MOSES, 2002). Embora a
caquexia sempre inclua um componente de redugio
na ingestio de alimentos, ela difere da ‘semi-
inani¢gdo’ e da desnutrigdio por  deplecio
(KOEHNLEIN et al, 2009), pelo fato de que

hi também alteragées metabdlicas e mediadores

inflamatdrios envolvidos. Isto significa que a perda
de massa corporal pode ocorrer mais rapidamente do
que o esperado diante da simples redugio da
ingestio de alimentos de igual magnitude, e, ainda, a
perda pode ser maior para o tecido nio-gorduroso
em relagio ao adiposo (EMERY, 1999).

Tal sindrome ocorre em  processos
fisiopatoldgicos cronicos incluindo cincer, AIDS,
diabetes mellitus severo e artrite reumatéide. Na
caquexia neoplisica, causada por neoplasia em
estdgio avangado, a ativagio de mecanismos de

defesa ¢ a interagio entre eles envolvem mediadores
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quimicos  produzidos por estes  processos
patoldgicos, pelo tumor e pelo hospedeiro, como
hormoénios  peptidicos, neurotransmissores e

citocinas (TISDALE, 2001).

O modelo experimental de caquexia em ratos
induzida pelo tumor de Walker, é amplamente
utilizado para a compreensio desta sindrome, a
caquexia neoplisica. O carcinossarcoma de Walker-
256 foi desenvolvido a partir de um carcinoma de
origem espontinea na glindula mamdria de ratas
albinas prenhas, sendo desenvolvida a linhagem
celular tumoral LLC-WRC 256. Desde entio, essas
células vém sendo mantidas em larga escala na sua
forma indiferenciada de carcinossarcoma altamente
invasivo, sendo importante recurso na pesquisa
bisica em oncologia (TAYEK et al., 1986; PEREIRA
et al., 2004). Diversos aspectos referentes ao seu
comportamento bioldgico, sua capacidade de induzir
rapidamente um estado de caquexia neoplisica e
suas alteragdes bioquimicas vém sendo estudados,
visto que esta é uma importante
mortalidade no cincer, sendo a desnutri¢io muito
prevalente em pacientes oncoldgicos, associada 2
diminui¢io da resposta ao tratamento e qualidade de
vida (SILVA, 2006).

O sistema hipotilamo-hipéfise-adrenal,
conhecido como eixo HPA (hypothalamic-pituitary-
adrenal), é componente fundamental nas respostas
neuroenddcrinas e imunes aos diversos processos
patoldgicos caracterizados pelo comprometimento
da homeostasia gerados pelo estresse (REICHE

causa de

et al, 2005). As glindulas adrenais sio Orgios
enddcrinos pares, situados nos pélos superiores dos
rins, divididas em duas regides distintas, o cortex e a
medula. O cértex estd subdividido em trés regides:
zona glomerular, fasciculada e reticular que sio
responsdveis pela produgio, respectivamente, de
mineralocorticoides, glicocorticoides e esteroides
sexuais. A medula adrenal, porgio central da
glindula, é composta por células cromafins, as quais
sintetizam e secretam catecolaminas, especialmente
adrenalina (MAZZUCO et al., 2008). De um modo
geral, a glindula adrenal participa de duas maneiras
na resposta aguda ao estresse: 1) resposta medular
com secre¢io de adrenalina e noradrenalina sob
influéncia do sistema nervoso auténomo; 2) resposta
cortical com secregio de glicocorticoides sob
influéncia do eixo HPA e da prépria produgio
medular (paricrina) de
(CHIKANZA; GROSSMAN, 2000).
O controle do eixo HPA ¢ feito principalmente por
intermédio do horménio liberador de corticotrofina
(CRH) secretado pelos neur6nios dos ntcleos para-

catecolaminas
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ventriculares do  hipotilamo, pelo  horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) na glindula hipéfise e
outros mecanismos como ritmo circadiano e estresse,
assim como o retrocontrole negativo exercido pelos
glicocorticoides exdgenos ou endégenos (STEWART,
2003). O érgio-alvo do eixo HPA ¢ a glindula adrenal,
cuja camada cortical contém uma série de enzimas que
formam a cascata da esteroidogénese (Figura 1). No
cortex adrenal, o ACTH liga-se ao seu receptor MC2R
(receptor tipo 2 para melacortina ou receptores da
corticotropina.) que desencadeia uma série de reagdes
necessirias para esteroidogénese, dependentes da
ativagio da enzima adenilato ciclase que leva 2
produgio de AMP ciclico. Este é o segundo
mensageiro mais importante na agio do ACTH, que
promove diversos eventos celulares: aumento do
numero de receptores para LDL, transporte do
colesterol para mitocondria, fosforilagio de proteinas
via protefna quinase A (PKA), sintese de DNA,
transcrigio de RNAm e sintese proteica, ¢ de suma
importincia, a ativagio da cascata de enzimas da
esteroidogénese (CLARK et al., 2003).

O ACTH, entio, controla tanto a proliferagio
celular e o trofismo da glindula, quanto a atividade
esteroidogénica. Sua supressao leva a atrofia do cértex
adrenal e,
hiperplasia das zonas reticulada e fasciculada. Este
horménio é reconhecido pelo seu receptor localizado
na adrenal, o MC2R (IDELMAN; VERDETTTI, 2000).
Essa classe de receptores tem seis isoformas que s3o:
MCIR, MC2R, MC3R, MC4R, MC5R ¢ o MC6R,
porém somente o MC2R ¢é expresso na glindula
adrenal (FLUCK; MILLER, 2008).

Além disso, a enzima 3-beta-hidroxiesteroide-
desidrogenase, tipo I (3BHSD I), é fundamental na
progressio da cascata enzimitica de sintese do
cortisol, tendo cinco isoformas  altamente
homélogas, porém com atividade enzimitica ¢
expressio tecidual diferentes. Assim, a 3BHSD 1 é
uma desidrogenase/isomerase expressa nas gonadas e
na adrenal, 3BHSD II e III sdo expressas no figado e
rins ¢ 3BHSD IV e V nos rins (ABBASZADE et al.,
1995).

Cofatores como StAR (proteina aguda reguladora
da  esteroidogénese) e  TSPO  (proteina
translocadora), que até  recentemente  era
denominada de PBR (receptor benzodiazepinico
periférico), sio responsiveis pelo transporte de
colesterol para dentro da mitocondria (RAFF et al.,
2003). TSPO é uma proteina que limita a etapa da
esteroidogénese relacionada ao transporte do
colesterol, assim como StAR, porém sua expressio
parece estar mais envolvida com a estimulagio

inversamente, seu  eXCesso  provoca

Acta Scientiarum. Health Sciences

Maringi, v. 31, n. 2, p. 133-141, 2009



Expressao génica adrenal na caquexia neoplasica

cronica pelo ACTH (RAFF et al., 2003; LEE et al,,
2004).

2
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Figura 1. Representagio esquemitica das principais etapas da
cascata da esteroidogénese. O ACTH se liga ao seu receptor
MC2R com sete dominios transmembranas acoplados 2 proteina
Gs, cuja subunidade alfa ativa a adenilato ciclase que converte
ATP em AMP ciclico, o qual faz a fosforilagio da proteina
quinase A (PKA) ativando a enzima colesterol esterase que gera
colesterol e dcidos graxos (AG). O colesterol entio ¢ transportado
do citoplasma para mitocondria com auxilio dos cofatores TSPO
e StAR, nesta ordem. Em seguida, dentro da mitocdndria ocorre a
conversio em pregnenolona pela enzima desmolase. No reticulo
endoplasmitico, a enzima 38HSD I forma progesterona, que, na
mitocdndria, é convertida a 11-deoxicorticosterona e depois a
corticosterona, que é entio secretada pelas células do cértex da
adrenal para a circulagio sanguinea. Algumas etapas da cascata
enzimitica foram omitidas para se facilitar a compreensio.

Considerando o papel da glindula adrenal no
eixo HPA, cujas respostas no estado de caquexia
neoplisica ainda nio estio claramente elucidadas, o
objetivo desse trabalho foi estudar a expressio de
genes relacionados 3 fungio adrenocortical,
adotando o modelo experimental de caquexia
induzida pelo tumor sélido Walker-256.

Material e métodos
Animais

Foram utilizados oito ratos Wistar machos
adultos (200 a 300 g), mantidos a 24°C em ciclo luz-
escuro de 12h e com acesso 2 dgua e a alimento ad
libitum. Em relacio a presenca de células tumorais, os
animais foram divididos em dois grandes grupos:
‘controle’ (sem tumor) e grupo ‘tumor’. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagio Animal da Universidade Estadual
de Londrina (n® CEEA/UEL - 43/07).

Manutengao das células tumorais in vivo

Foi utilizada a  linhagem  celular de
carcinossarcoma de Walker-256 (LLC-WRC 256),
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mantida em passagens semanais por inocula¢io
asséptica intraperitoneal de 2 x 10° células animal™.
A cada sete dias, o exsudato peritoneal foi retirado e
submetido 2 centrifugacio a 4°C para obtengio das
células tumorais. As células foram suspensas em
tampio (PBS) pH 7,4 gelado e a viabilidade celular
foi avaliada pelo método de exclusio do corante vital
azul de tripan com contagem em cimara de
Neubauer.

Na véspera da inoculagio tumoral, os animais de
ambos os grupos foram tratados com uma dose
imunossupressora de acetato de dexametasona (1 mg
kg via oral, por dois dias, com o objetivo de se
evitar rejei¢io tumoral no grupo ‘tumor’. No dia
‘zero’, os animais foram previamente anestesiados
pela administragio intraperitoneal de xilazina (3 mg
kg ) associada com ketamina (90 mg kg') e uma
suspensio de 8,0 x 107 células em 0,5 mL foi
injetada, utilizando-se seringa de 1,0 mL e agulha 30
G, no espago subcutineo da regido posterior do
flanco direito. Os animais do Grupo-controle
receberam uma inje¢io do mesmo volume, com
apenas PBS. Foram construidas curvas de evolugio
do peso do animal e do crescimento tumoral. Foi
utilizada a férmula largura x comprimento x
profundidade x 0,52333 (fator para estruturas
elipsoides) (COCHAND-PRIOLLET et al., 2003).

indice de perda de massa corpérea

Para o cilculo da alteragio ponderal da massa
corpérea dos animais, foi utilizada a seguinte
férmula: % perda de massa corpérea = (mie - mfe +
mt + gmc) x 100/ (mie + gmc), em que: mie =
massa corpdrea inicial do rato; mfe = massa
corpdrea final do rato inoculado com o tumor; mt =
massa do tumor e gmc = ganho de massa do rato-
controle. Os animais foram considerados caquéticos
quando apresentaram perda de massa corpérea
maior que 10%.

Obtengio de amostras

Os animais foram sacrificados por decapitagio
sob anestesia geral prévia com a associagio de
xilazina e ketamina, descrita anteriormente. A
glindula adrenal foi removida, utilizando-se material
estéril para excisio da mesma, sendo transferida para
microtubo livre de DNAse e RNAse em solugio de
lise e conservacio de RNA (TRIzol - Invitrogen Life
Technologies ), armazenado a -20°C.

Extragao de RNA total

Para cada grupo de animais, o tecido adrenal foi
homogeneizado em solugio de TRIzol e mantido 2
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temperatura ambiente por 5 min. Foram realizadas
as etapas de extragio de acordo com as instrucoes do
fabricante, pela utilizagdo de cloroférmio, remogio
da fase aquosa e adigio de ilcool isopropilico. Os
precipitados foram ressuspendidos em dgua (50 pL
para cada 100 mg de tecido) livre de RNAses ¢ o
RNA total foi armazenado a -80°C.

Reagio de transcri¢ao reversa

Para a sintese do DNAc (DNA complementar),
foi realizada a reagio de transcrigio reversa (RT),
utilizando-se a enzima M-MLV RT (Invitrogen Life
Technologies) de acordo com o protocolo
incluiu  a
incubagio das amostras de 500 ng RNA total, (ou
RNA molde) a 37°C por 50 min. com tampio RT
Bufter 5x (20 mM Tris-HCI1 (pH 7.5), 100 mM
NaCl, 0.1 mM EDTA), dithiotreitol, dNTPs
(trifostato  de desoxirribonucleotideos), iniciador
Oligo dT e inibidor de RNAse, para um volume
final de 20 pL. A reagio foi inativada a 70°C por 15

min. O DNACc resultante foi armazenado a 4°C.

recomendado pelo fabricante, que

As reagbes para os diferentes genes de interesse
foram realizadas separadamente. A concentragio de
DNACc das amostras sintetizadas foi quantificada por
espectrofotometria (leitura em A260) a fim de se
utilizar 1 pg para cada reagio de PCR, ¢ a pureza das
amostras foi examinada pela relagio A260/A280,
sendo A280 a dosagem de proteina na solugio.

RT-PCR semiquantitativa

As sequéncias de RNA mensageiro (RNAm) dos
genes de interesse foram obtidas através das bases de
dados NCBI e Ensembl (Tabela 1).

Tabela 1. Relacio dos genes de interesse para estabelecimento
dos primers, incluindo a localizagio gendmica e o tamanho do
transcrito.

Gene Numeros de acesso' N°de Tamanho Cromossomo
NCBI Ensembl éxons  do
RNAm
MC2R XM_001067549 ENSRNOG00000016681 1 929 pb 18
3BHSD I NM_001007719  ENSRNOG00000019454 4 1640 pb 2
StAR NM_031558 ENSRNOG00000015052 7 1155 pb 16
TSPO NM_012515 ENSRNOG00000010549 3 781 pb 7
GAPDH NM_017008 ENSRNOG00000018630 9 1307 pb 4

Abreviagoes: MC2R  (receptor tipo 2 para melacortina), 38HSD 1 (3-beta-
hidroxiesteroide-desidrogenase  tipo I), StAR (proteina aguda reguladora da
esteroidogénese) e TSPO (proteina translocadora).

As sequéncias dos oligonucleotideos foram obtidas
da literatura ou desenhadas por meio do software
EMBOSS, versio 2.10.0 Win 0.8, (Tabela 2) e checadas
pela PCR virtual (UCSC In-Silico PCR) disponivel no
site http:/hgw4.cse.ucsc.eduw/cgi-bin/hgPcr?command =start.

' Base de dados utilizadas: NCBI (http:/www.ncbi.nim.nih.gov/) e Ensembl
(http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus).
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Tabela 2. Lista de oligonucleotideos iniciadores (primers) usados
para anilise das adrenais.

Genes  Produto Sequéncia TA. Fonte
de PCR 5>3
(pb)

MC2R 150 S - TGATCTTCTCCCACCATATCC  53°C (SALZMANN
AS - TCATGTTGGCTCTAGGAAGG etal., 2004)

3BHSDI 264 S - TCACATGTCCTACCCAGG 51,8°C(AKINGBEMI

AS- ATTTTTCAGGATGCTCCC etal., 2004)

StAR 389 S - TTGGGCATACTCAACAACCA  53,0°C(AKINGBEMI
AS — ATGACACCGCTTTGCTCAG etal., 2004)

TSPO 198 S - GCTATGGTTCCCTTGGGTCT  53,5°C EMBOSS?
AS - CCAGGCCAGGTAAGGATACA

GAPDH 493  S-ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG 55°C (OKAMOTO

AS - GTTGTCATGGATGACCTTGGCC etal., 1996)
Abreviagoes: pb=pares de base, T.A.= temperatura de anelamento, S= sense, AS=
antissense, MC2R  (receptor tipo 2 para melacortina), 3BHSD I (3-beta-
hidroxiesteroide-desidrogenase  tipo  I), StAR (proteina aguda reguladora da
esteroidogénese) ¢ TSPO (proteina translocadora).

Todas as reagdes de amplificagio foram realizadas
utilizando-se a enzima TagDNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies), com tampaio Bufter 10X,
dNTPs, oligonucleotideos iniciadores especificos sense
e antissense (primers — sense ¢ antissense), além do
DNAc molde, em termociclador PCR Sprint
ThermoHybaid (Biosystems), conforme as orientagdes
do fabricante. Foram usados entre 30-35 ciclos de
desnaturagio a 94°C por 45 s; o anelamento ocorreu na
temperatura ideal para cada primer (Tabela 2) por 45 s e
extensio a 72°C por 1 min. e 30 s para um volume final
de 25 pL.

Anélise dos fragmentos amplificados de DNAc

Os amplicons foram aplicados em gel de acrilamida
a 10% e foram submetidos 2 eletroforese em minicuba
vertical a 70 V por 90 min., em tampao de corrida TAE
1X. Em seguida, os fragmentos amplificados foram
visualizados por coloragio de nitrato de prata,
tfotodocumentados e digitalizados. A densitometria das
bandas eletroforéticas foi calculada, utilizando-se o

programa Image] 1,40 g (NIH).

Anadlises estatisticas

Para as varidveis quantitativas, foram observados
o valor miximo e o minimo, o cilculo das médias e
o erro-padrio da média, sendo utilizados os
programas Microsoft Oftice Excel 2003 ¢ GraphPad
Prism 4.02. A hipétese de igualdade de médias entre
dois grupos foi verificada por meio do teste ‘t’ de
Student e entre quatro grupos por meio de anilise
de varidncia (ANOVA). O nivel de significincia foi
considerado como < 5%. Foi utilizado um n de
quatro animais em cada grupo.

Resultados e discussao

Os genes selecionados no presente trabalho
(MC2R, 3B8HSD I, StAR e TSPO) participam do
controle da cascata da esteroidogénese e sua andilise

2 Primers desenhados através do programa EMBOSS (http://emboss.sourceforge.net/).

Acta Scientiarum. Health Sciences

Maringi, v. 31, n. 2, p. 133-141, 2009



Expressao génica adrenal na caquexia neoplasica

fornece um indicativo do padrio de resposta
tuncional do cértex da glindula adrenal e o controle
da mesma pelo horménio adrenocorticotréfico. O
gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) tem expressio constitutiva e foi utilizado
como controle interno.

Inicialmente, o seguimento do peso dos animais
e do crescimento tumoral (Figura 2) demonstraram
que o Grupo-controle (C) teve um peso final de
101,27 = 1,95%, enquanto que o Grupo-tumor (T)
obteve peso final de 96,93 = 5,46%. Em relagio 2
perda de massa corpdrea, os animais do Grupo-
tumor obtiveram um indice de 13,58 *+ 3,87%,
sendo entio considerados caquéticos. No quinto dia
ap6s inoculagio das células, os tumores foram
identificiveis macroscopicamente e, ao final de dez
dias, possuiam massa de 3 a 25 g. Em relagio a curva
de peso relativo (Figura 2), nota-se que os animais
portadores de tumor nio apresentaram ganho de
peso a partir do quinto dia, correlacionando-se ao
crescimento tumoral com desenvolvimento de
caquexia.

1101
T
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Figura 2. Evolugio do peso dos animais dos Grupos controle (C)
e tumor (T), relativa ao peso no dia da inoculag¢io tumoral. Teste
‘t" de student, p < 0,05 (comparagio entre a variagio de peso de
cada grupo).

A perda de peso e de massa corpdrea caracteriza o
estado de caquexia, que pode ser mediado por um
aumento dos niveis de glicocorticoides endégenos e
citocinas inflamatdrias (interleucinas, IFN-y e TNF-
a), desencadeadas pela agressio representada pelo
crescimento da massa tumoral. Em pacientes
caquéticos com cincer, comparados iqueles sem
caquexia, estas alteracbes tém potencial para
estimular a protedlise muscular, a lipSlise do tecido
adiposo e o aumento da mobiliza¢io de gordura, a
gliconecogénese hepitica e a resisténcia periférica a
glicose (RIVADENEIRA et al., 1999; RUSSELL,;
TISDALE, 2005).
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O tamanho do tumor dos animais do Grupo T
também foi avaliado durante os dias de experimento
e constatou-se que o volume tumoral aumentou
significativamente (Figura 3). O desenvolvimento
tumoral foi proporcional ao grau de caquexia neste
modelo (dados nio-apresentados). Sabe-se que o
desenvolvimento e a progressio das neoplasias
malignas induz i produgio de quimiocinas ¢ outras
citocinas que, por sua vez, interagem com células
imunes e inflamatdrias (SUZUKI et al., 2008). Além
disso, em condi¢des patoldgicas como o cincer,
existe uma resposta aguda do sistema hipotilamo-
hipéfise-adrenal, mediada por citocinas inflamatérias
relacionadas 2 implantagio e ao desenvolvimento
tumoral (BOSSOLA et al., 2007). Esses mediadores
sao capazes de estimular a produgio hipotalimica do
CRH e entio ativar o eixo HPA, aumentando a
liberacio do ACTH pela glindula hipéfise. Assim, a
responsividade do eixo HPA pode
repercussdes  sobre: a) o estado geral e
neurovegetativo; b) a regula¢io entre o consumo de

trazer

alimento, o apetite ¢ o gasto energético; ) a resposta
antitumoral do hospedeiro, incluindo o fendtipo e o
naimero de linfécitos (principal componente do
infiltrado mononuclear em tumores sélidos); d) a
resposta anti-inflamatéria do organismo (ZALOGA,
2001; REICHE et al., 2005).
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Figura 3. Evolugio do volume tumoral em ratos portadores de
tumor sélido de Walker. ANOVA, p < 0,001.

Entretanto, um tnico estudo demonstrou, ao

longo da evolugio tumoral, diminuigio

progressiva  dos
corticosterona e de ACTH em ratos portadores de

nivels  sanguineos  de
tumor, indicando redug¢io da fung¢io adrenal e
hipofisiria (ZEPP; GRAY, 1983), ao invés de
hiperfun¢io adrenal como resposta de estresse.
Diante dos argumentos apresentados, a préxima
etapa deste trabalho foi estudar a atividade do
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cortex adrenal por meio do estudo da expressio de
genes MC2R, 3B8HSD I, StAR e TSPO em
glindulas  adrenais de animais-controle e
portadores de tumor Walker-256 com caquexia
avangada, sacrificados no décimo dia apds
inocula¢io tumoral.

A anilise de densitometria das bandas dos
produtos de RT-PCR (Figura 4A) demonstrou
reducio significativa da expressio dos transcritos
para MC2R no Grupo-tumor em relagio ao
controle. Este gene codifica um receptor acoplado 2
proteina G, expresso no cértex adrenal, que ¢ ativado
pela ligagio do ACTH hipofisirio, desencadeando
uma série de reagdes relacionadas ao AMP ciclico
que vio levar ao aumento de colesterol livre,
precursor dos hormonios esteroides, além de
ativa¢io da transcrigio de fatores esteroidogénicos.
Portanto, o MC2R tem papel fundamental na
atividade da glindula adrenal (CHIDA et al., 2007) e
sua expressio reduzida leva a diminuicio da fungio
adrenal. Apesar de nosso trabalho nio apresentar
dados referentes a produgio de ACTH ou a
expressio de genes hipofisirios, a expressio reduzida
de MC2R adrenal indica reducio no estimulo deste
receptor. Tal hipétese é sustentada pelo fato de que
o receptor para o ACTH (MC2R), contrariamente a
outros receptores acoplados i proteina G, nio estd
sujeito a0 mecanismo habitual de dessensibilizagio
de receptores no tecido-alvo no caso de excesso de
ligante, nem o inverso, ou seja, aumento de
receptores diante da falta de ligante (LEBRETHON
et al., 1994). Assim, podemos inferir que o transcrito
MC2R esteve diminuido por redugio de ligante, o
que sugere insuficiéncia hipofisiria. Quando o
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animal é exposto a um mesmo estresse durante dias,
este se torna adaptado aos estimulos, processo
chamado de habituacio, diminuindo a liberagio de
ACTH (MARTI; ARMARIO, 1998). Também hi
relatos de que a hiporresponsividade do eixo HPA
frente ao estresse crénico se deve 2a falha na
producio de CRH hipotalimico, como causador da
insuficiéncia hipofisiria e adrenal (OSTRANDER
et al., 2006).

Uma das enzimas que desempenha papel
essencial para progressio da cascata esteroidogénica é
uma desidrogenase chamada 3B8HSD I, que faz a
conversao da pregnenolona, derivada do colesterol,
em progesterona, que ¢ substrato para sintese de
glicocorticoides (ZHAO et al., 1991). Sua expressio
reduzida nas adrenais de animais portadores de
tumor (Figura 4B) indica diminuigio da atividade
esteroidogéncia das células da camada fasciculada,
local de sintese de cortisol nos humanos e de
corticosterona nos murinos.

Além dos resultados apresentados, foi estudada
a expressio de StAR, um cofator para o transporte
de colesterol do citosol para dentro da
mitocdndria (CLEM et al., 2005). A expressio do
gene StAR foi varidvel nos grupos estudados, niao
havendo diferenga significativa entre os grupos
(resultados nido-apresentados). Este gene estd
relacionado com a, regulagio da fase aguda da
biossintese de esteroides relacionada a resposta
imediata desencadeada pelo ACTH no estresse
agudo. No estigio cronico do desenvolvimento
tumoral em que se encontravam o0s animais
estudados, é possivel que a proteina StAR nio
possua papel relevante.

C T C C T
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(198pb)
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(Unidades Arbitrarias)

Relagio RNAm MC2R/GAPDH
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Relagio RNAm 3bHSD I/GAPDH

Relagio RNAm Tspo/GAPDH

Figura 4. Anilise da expressio de genes da glindula adrenal relacionados a esteroidogénese. Painéis superiores correspondem aos
amplicons representativos de RT-PCR submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. Em cada grifico, a expressio do RNAm foi
calculada para os genes MC2R (A), 3bHSD I (B), ¢ TSPO (C) em relagio i expressio do gene de controle interno, GAPDH. C =Grupo-
controle, T=grupo com tumor, pb= pares de bases. ANOVA, *, p < 0,05; **, p < 0,01.
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TSPO é um cofator do transporte de colesterol
para a mitocondria, desempenhando papel-chave na
regulagio da esteroidogénese, pois a alteragio na sua
expressio resulta em inibigdio desse transporte
(AMRI et al., 1997). A expressio do RNAm do gene
que codifica a proteina TSPO
apresentou tendéncia a reduc¢io no Grupo-tumor (p
= 0,052). Este resultado também aponta para uma
disfuncio do cértex adrenal.

O presente trabalho sustenta a hip6tese de que a
resposta aguda ao estresse ocorreu durante os
primeiros dias da evolugio tumoral, nio sendo esta
resposta detectada no momento da realizagio dos
experimentos, pois o sacrificio dos animais foi
realizado em fase avangada de caquexia. Na
progressio para resposta cronica, pode ocorrer
diminui¢do na producio de glicocorticoides pela
adrenal, corroborando com a demonstragio de
autores que indicam que a fisiopatologia da resposta
de estresse inclui facilitagio na resposta inicial da
adrenal, seguida de habituagio e posteriormente
diminuig¢io da reposta do eixo HPA (ARMARIO et
al.,  1986; OSTRANDER et al, 2006).
Adicionalmente, o hipocortisolismo tem sido
abordado em desordem de estresse pds-traumaitico,
sindrome da fadiga crénica e fibromialgia, ¢ o
estresse cronico parece ser fator contribuinte no
desenvolvimento desses estados de doenca, causando

translocadora

disfungio enddcrina que leva 2 hiporresponsividade
do eixo HPA (OSTRANDER et al., 2006).

No caso da disfungio adrenal priméria, a
presenga de células metastiticas é fator que pode
participar do processo. Esta hipétese deve ser levada
em conta ao se estudar genes relacionados a fung¢io
adrenal em animais portadores de tumor, sendo
compativel com o nivel de expressio génica
reduzido, demonstrado em nossos resultados.
Portanto, em situacdes de estresse crénico, como
ocorre durante a evolugio tumoral, a resposta
adrenal pode estar prejudicada por uma extensiva
destruigio do tecido adrenal causada por metistase,
ou ainda pelo aumento dos niveis de citocinas
inflamatérias que poderia inibir diretamente a
sintese de corticosteroides (COOPER; STEWART,
2003).

Conclusao

Com o desenvolvimento da caquexia decorrente
da evolugio tumoral no modelo experimental de
tumor de Walker, a resposta de estresse agudo
caracterizada  por  hiperfungio das  células

z

adrenocorticais é substituida pela resposta crénica.
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No décimo dia pés-inoculacio de células LLC-
WRC 256, o volume tumoral tornou-se considerivel
e o desenvolvimento do tumor submeteu o animal a
estresse continuo. O estudo da glindula adrenal
nesta fase revelou diminui¢io na expressio de genes
que codificam  fatores importantes na
esteroidogénese adrenal: MC2R, 36HSD I e TSPO,
indicando faléncia da glindula adrenal. Portanto, o
mecanismo  responsiavel pela  diminuigio da
expressio génica estd relacionado 3 inibi¢io do eixo
HPA que pode ser provocada pelo estresse cronico e
pela presenca de citocinas inflamatérias. Além disso,
pode haver participacio de um mecanismo primario
associado a este processo, caracterizado pela faléncia
da prépria glindula adrenal, causada por processo
metastitico ou por fatores intrinsecos ao processo de
esteroidogénese.
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