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RESUMO

BIONDO, L.A. Papel do PPAR-y sobre efeitos imunometabdlicos do tecido
adiposo e macrofagos, em modelo de cancer de célon induzido tratados com
dieta hiperlipidica. 2021. 177. Tese (Doutorado em Biologia de Sistemas) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Introducdo: O cancer de colén € o segundo tipo de cancer que acomete maior
namero de casos no Brasil. Atualmente a obesidade € um fator de risco para o
cancer de célon, em contrapartida, alguns autores verificaram que o0 uso de dieta
hiperlipidica associado ao modelo de carcinogénese de colon aumentou o tempo de
sobrevida, recuperacdo do peso corporal e reduziu o tamanho da regido tumoral.
Portanto, essa relacdo do cancer de célon com a obesidade precisa ser melhor
investigada. O PPARy é um fator nuclear que possui propriedades metabdlicas,
anticarcinogénicas e anti-inflamatorias, que é expresso em adipécitos e macrofagos.
Agonistas de PPARy podem aumentar a sobrevida e qualidade de vida, apesar
disso, ainda ndo se sabe se esses efeitos resultam das funcdes metabdlicas e
endocrinas ou devido a resposta anti-inflamatéria controlada pelo PPARYy,
principalmente observada nos macréfagos. O objetivo deste trabalho foi investigar o
papel do PPARy na carcinogénese de colon, identificando como, de fato, a delegéo
desse receptor nuclear em macrofagos afeta a carcinogénese em animais obesos e
em células CACO-2. Métodos: Camundongos PPARy CreLox com delecao
especifica em células mieloides (KO) e animais controles da mesma ninhada (WT)
foram divididos em: dieta padréo; dieta hiperlipidica; dieta hiperlipidica e inducéo do
cancer de célon; dieta hiperlipidica, cancer e pioglitazona por 12 semanas. Células
humanas da linhagem CACO-2 foram tratadas com agonista e antagonista de
PPARYy. Foram avaliados a expressao proteica de PPARYy, citocinas inflamatérias,
adipocinas, citometria de fluxo, andlise de ciclo celular e morte celular. Resultados:
Animais KO possuem menor porcentagem de macréfagos CD80+Ly6C™" no célon;
e a dieta hiperlipidica diminui a porcentagem de macréfagos Ly6C"™" no tecido
adiposo. A delecdo de PPARYy foi eficiente em atenuar a perda de peso promovida
pelo cancer e reduzir a expressao génica de IL-10, IL-6 e IL-1 no tecido adiposo

" 'no tecido

subcutaneo. O cancer atenuou a porcentagem de macréfagos Ly6c
adiposo subcutaneo e pioglitazona recuperou essa porcentagem. O cancer levou ao
aumento da porcentagem de macréfagos CD80+ Ly6C"™" e o total de macréfagos

Ly6C"°" no intestino grosso dos camundongos KO. Em células CACO-2, o uso de



agonista e antagonista de PPARy ndo modulou a permeabilidade intestinal,
apoptose, ciclo celular, porém ambos reduziram a concentragdo de MCP-1.
Concluséo: A modulagao do PPARYy esta alterando o perfil de macréfagos presentes
no tecido adiposo subcutaneo e no célon, além de alterar a resposta inflamatoria
resposta inflamatéria do tecido adiposo subcutaneo. A auséncia de PPARy em
células meloides reduziu marcadores inflamatérios no tecido adiposo de animais

portadores de tumor, porém isso nao foi efetivo para melhorar a sobrevida.

Palavras-chave: Céancer de colon. PPAR-gama. Tecido adiposo. Macréfagos.
Inflamacao.



ABSTRACT

BIONDO, L.A. Role of PPAR-y on immunometabolic effects of adipose tissue
and macrophages, in a model of induced colon cancer treated with high-fat
diet. 2021. 179. Thesis (Doctorate in Systems Biology) - Institute of Biomedical
Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Introduction: Colon cancer is the second type of cancer that affects the largest
number of cases in Brazil. Obesity is currently a risk factor for colon cancer, on the
other hand, some authors found that the use of high-fat diet associated with the colon
carcinogenesis model increased survival time, body weight recovery and reduced the
size of the tumor region. Therefore, this relationship between colon cancer and
obesity needs to be further investigated. PPARy is a nuclear factor that has
metabolic, anti-carcinogenic and anti-inflammatory properties, which is expressed in
adipocytes and macrophages. PPARy agonists may increase survival and quality of
life, although it is not known whether these effects result from metabolic and
endocrine functions or by the controlled anti-inflammatory response by PPARYy,
mainly seen in macrophages. However, the aim of this work was to investigate the
role of PPARYy in colon carcinogenesis, identifying how, in fact, the deletion of this
nuclear receptor in macrophages will affect the carcinogenesis process in obese
animals and in CACO-2 cells. Methods: PPARy CreLox mice with specific deletion in
myeloid cells (KO) and control littermates (WT) were divided into: standard diet; high-
fat diet; high-fat diet and colon cancer induction; high fat diet, cancer and
pioglitazone during 12 weeks. Human cells of the CACO-2 lineage were treated with
PPARy agonist and antagonist. The protein content of PPARYy, inflammatory
cytokines, adipokines, flow cytometry, cell cycle analysis and cell death were
evaluated. Results: KO animals have a lower percentage of CD80+Ly6C""
macrophages in the colon; and the high fat diet decreases the percentage of Ly6C""
macrophages in the adipose tissue. The PPARYy deletion was effective in attenuating
cancer-promoted weight loss and reducing the gene expression of IL-10, IL-6 and IL-
1B in subcutaneous adipose tissue. Cancer attenuated the percentage of Ly6c”
macrophages in the subcutaneous adipose tissue and pioglitazone regained this
percentage. The cancer led to an increase in the percentage of CD80+ Ly6C™"
macrophages and the total of Ly6C'™" macrophages in the large intestine of KO mice.
In CACO-2 cells the use of PPARY agonist and antagonist did not modulate intestinal
permeability, apoptosis, cell cycle, but both reduced MCP-1 concentration.



Conclusion: PPARy modulation is changing the profile of macrophages present in the
subcutaneous adipose tissue and in the colon, besides to altering the inflammatory
response to the inflammatory response of the subcutaneous adipose tissue. The
absence of PPARYy in myeloid cells reduced inflammatory markers in the adipose

tissue of tumor-bearing animals, however this was not effective in improving survival.

Keywords: Colon cancer. PPAR-gamma. Adipose tissue. Macrophages.
Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o céncer é a segunda maior causa de mortes no mundo.
Estimativas sugerem que o céancer de colon e reto € responsavel por
aproximadamente 41 mil novos casos diagnosticados por ano no Brasil (INCA,
2020).

O céancer de colon e reto engloba tumores que acometem o intestino grosso
(célon) e reto, podendo ser denominado também de cancer de intestino ou cancer
colorretal (INCA, 2020). Inicialmente esse tipo de cancer surge a partir lesbes
benignas, denominadas de pélipos, que podem se desenvolver e proliferar em meio
as células intestinais. A detecc¢éo precoce e a retirada dos poélipos evitam a evolucao
da doenca, sendo realizados tratamentos que podem levar a cura (INCA, 2020).

O céancer é considerado uma condicao inflamatéria cronica, e em particular os
pacientes com cancer de colon e reto apresentam reducao de leptina e aumento de
citocinas pré-inflamatérias como MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos 1), PAI-
1 (inibidor do ativador de plasminogénio 1) e IL-1a (interleucina 1 alfa), interleucina 6
e 8 (IL-6, IL-8, respectivamente) (HILLENBRAND et al., 2012; TUOMISTO, A. E,;
MAKINEN; VAYRYNEN, 2019).

A condicdo inflamatoéria crénica também é uma caracteristica comum na
obesidade (ROHM et al., 2021), por isso, na saude publica, a obesidade é
considerada um fator de risco para o cancer de colon (FREZZA; WACHTEL,;
CHIRIVA-INTERNATI, 2006). O excesso de macronutrientes promove 0 aumento
excessivo do tecido adiposo que, por sua vez, leva a liberagcdo de fatores
inflamatdrios, principalmente se associado ao baixo nivel de atividade fisica, ou seja,
sedentarismo (ELLULU et al., 2017). Apesar disso, Enos e colaboradores (ENOS et
al., 2016) verificaram que o uso de dieta hiperlipidica associado ao modelo de
carcinogénese de coélon com o uso de azoximetano e dextrano sultafo de sédio
(DSS) aumentou o tempo de sobrevida, recuperacdo do peso corporal e reduziu o
tamanho da regido tumoral. Charrete et al (CHARETTE et al.,, 2019) também
confirmaram o papel protetivo da obesidade em pacientes com cancer de célon e
reto. Dessa forma, essa relagdo do cancer de célon com a obesidade precisa ser

melhor investigada.
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Além disso, no modelo animal de cancer de cdélon induzido por azoximetano e
DSS €& documentada a manutencdo do estado inflamatério durante o
desenvolvimento do tumor no cdélon nessa regido anatomica (KAWAGUCHI, M. et
al., 2015).

O foco principal das pesquisas com carcinogénese de colon séo as alteractes
das células tumorais, sendo assim, o papel do tecido adiposo na manutencdo do
desenvolvimento desse tipo de tumor é considerado uma area nova de investigacao.
Este 6rgdo é essencial para regulacdo do metabolismo de glicose e de lipideos,
secreta diversos hormoOnios e citocinas que promovem a interacdo com diversos
outros 6rgaos e tecidos e, ainda, podem ter fungBes na proliferacdo de células
cancerosas (DE MUNCK; SOETERS; KOEK, 2021; HOFMANOVA et al., 2014).

No tecido adiposo branco, receptor ativado por proliferadores de peroxissomo
gama (PPARy) pode promover efeitos metabdlicos bem como ac¢bes anti-
inflamatorias. O PPARy é uma familia de receptores nucleares expressos em
adipécitos, macrofagos, células do epitélio gastrointestinal e em diversos tipos de
células tumorais (MARTIN, 2010a; SABATINO et al., 2012). O tecido adiposo branco
€ o tecido que mais expressa este fator de transcricdo, em seguida temos as células
epiteliais do célon e os macréfagos quando apresentam estimulo para M2 (DOU et
al., 2015).

O uso de medicamentos da classe das tiazolidinedionas (troglitazona,
pioglitazona, rosiglitazona) séo tratamentos descritos na literatura como agonistas
do PPARy (AHSAN, 2019). O uso de agonistas de PPARYy clinicamente utilizadas
como drogas antidiabéticas contribuem com diversos efeitos nas células
pancreaticas, endoteliais, hepaticas, imunolégicas, além de induzir efeitos nos
orgdos periféricos como tecido adiposo e musculo esquelético (STOJANOVSKA,;
HONISETT; KOMESAROFF, 2007; TERANISHI et al., 2007).

Os efeitos 0 uso de agonista de PPARy em individuos obesos tém um alto
impacto nas fungdes do tecido adiposo e na secre¢ao de adipocinas, pois promovem
reducdo de fatores inflamatérios como interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e aumento de adiponectina (COLLINO et al., 2010; NESTI et
al., 2021). Em individuos diabéticos, as tiazolidinedionas auxiliam no processo de
regulacdo do metabolismo de glicose quanto com o metabolismo de lipideos,

contribuindo na reducédo de acidos graxos livres circulantes e do acumulo de lipideos



intramuscular, melhora funcdo das células pancreéticas, sensibilidade a insulina e
controle glicémico, além disso, previne a lipotoxicidade e aterogénese (SHARMA,
STAELS, 2007; STOJANOVSKA; HONISETT; KOMESAROFF, 2007; TEIXEIRA et
al., 2016).

O uso de agonistas de PPARy também pode atuar no metabolismo energético
de modelos animais que desenvolvem caquexia (CHEN, S. Z.; XIAO, 2014), assim
como reduzir a formacao de criptas aberrantes em tumor de coélon induzido (OSAWA
et al., 2003a). Ainda, no cancer de célon e reto, a expressdo de PPARy em células
imunoldgicas e intestinais podem alterar a infiltracdo de macréfagos e células T nos
linfonodos mesentéricos, modificar a resposta inflamatéria e formacédo tumoral
(EVANS et al., 2010).

Portanto, neste estudo propomos a associacdo da obesidade, com o uso de
dieta hiperlipidica, no modelo de carcinogénese de c6lon em animais que possuem
delecdo de PPARYy Lisozima-Cre (LysMCre+) em células mieldides, a fim de avaliar
se a ativacdo do PPARy em células mieléides pode prevenir a perda de massa
adiposa assim como suas funcdes metabdlicas e enddcrinas e/ou se pode modular a
resposta anti-inflamatéria. Além disso, propomos analisar possiveis efeitos do
agonista e antagonista de PPARy em células CACO2.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinogénese de cdlon e reto

A patogénese do cancer de cdélon e reto € um processo longo e multifatorial
que envolve mutacdes em oncogenes especificos e em genes supressores tumorais,
além de alteracbes na expressdo génica que sao geradas por processos
epigenéticos ndo-genotdxicos (HOFMANOVA et al., 2014). Alteracbes no gene
Adenomatous polyposis coli (Apc) ocorre em 80% dos casos de cancer de colon.
Ap6s mutagdo, APC perde sua habilidade em inibir o complexo Wnt/B-catenina,
permitindo que B-catenina ndo seja degradada e seja translocada do citoplasma
para o nucleo, onde forma um complexo com o fator de transcricdo TCF/LEF
ativando a transcricdo de oncogenes (YAMAZAKI et al., 2021).

A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina € considerada um estdgio essencial para
desenvolvimento do céncer de célon (YAMAZAKI et al., 2021). Essa via de
sinalizacdo regula mdultiplos aspectos da dinamica celular, como a arquitetura no
desenvolvimento do trato gastrointestinal e a homeostase do epitélio intestinal adulto
(WENZEL et al., 2020). No cancer de colon, essa via desempenha funcées desde o
estimulo da proliferacdo, manutencédo das células tronco intestinais que parecem ter
a capacidade de iniciar o tumor, migracao e invasdo (WENZEL et al., 2020).

No desenvolvimento do cancer de célon e reto, distlrbios na regulacdo da
apoptose e perda na sensibilidade de fatores que induzem apoptose também sé&o
mecanismos chaves para o processo (HOFMANOVA et al., 2014). No epitélio
intestinal saudavel, as células epiteliais intestinais migram da base da cripta para o
apice da cripta, em direcdo ao limen, esse processo € dinamico e rapido, cerca de 3
a 7 dias e precisamente regulado por diversos fatores endégenos (HOFMANOVA et
al., 2014). Células-troncos intestinais localizadas na base da cripta promovem a
constante renovacao celular, dando origem aos diferentes tipos celulares presentes
no epitélio intestinal (STAMP et al., 2018). Conforme as células ascendem na cripta,
a proteina APC, supressora tumoral, controla a proliferagdo celular, levando a
apoptose, descamacdo das células e manutencdo da homeostase proliferativa
intestinal (PINHO, 2009). A desregulacdo da renovacéo do epitélio € essencial para

o desenvolvimento do cancer de colon e reto, o surgimento de células proliferativas
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na metade superior das criptas € uma das alteracdes detectadas no
desenvolvimento do cancer (MALCOMSON et al., 2020).

Esses eventos moleculares promovem alteracdes histoldgicas, desde
anomalias leves nas criptas até adenomas e cancer invasivo. Doencas inflamatorias
intestinais como colite ulcerativa, doenca de Crohn, doenca celiaca, possuem
acelerada renovacéo celular epitelial e morte, causando alteragbes na morfologia
das criptas (HOFMANOVA et al., 2014; ROHM et al., 2021). Pacientes com doencas
inflamatorias intestinais apresentam risco aumentado de desenvolver cancer de
cOlon e reto e possuem indices de morte celular maior (DANESE; MANTOVANI,
2010) demonstrando a associacdo entre o cancer e a inflamacao. A inflamacéo
cronica € um dos mecanismos que pode promover e acelerar o desenvolvimento do
cancer, sendo caracterizado pelo mileau alterado de citocinas, producao de espécies
reativas de nitrogénio e oxigénio e ativacéo de alguns fatores de transcricdo (WANG
et al., 2021).

No microambiente tumoral, a inflamacéo é caracterizada pela infiltracdo de
leucdcitos que produzem diversos mediadores citotoxicos como interleucinas, TNF-
a, interferons, entre outros mediadores que ativam fatores de transcricdo como NF-
kB (fator nuclear kappa B) e fator indutor de hipéxia 1a (HIF-1a) (TUOMISTO, A. et
al., 2016). Essas citocinas séo liberadas pelas células imunitarias infiltradas de
maneira paracrina e pelos enterécitos de forma autdcrina. O quadro inflamatério
pode induzir mudancas genéticas e epigenéticas como mutacdes de diversos tipos,
aberragbes cromossomicas, modulacdo de microRNAs e metilacdo de genes
relacionados a supressdo de tumores, assim acelerando o desenvolvimento de
cancer associado a inflamac&o (CANI; JORDAN, 2018; HOFMANOVA et al., 2014).

Além disso, células tumorais captam glicose em taxas maiores do que
comparadas com células saudaveis, dessa forma, o excesso de glicose leva a
producdo de &cido latico e de piruvato de maneira que nao continue a degradacao
do piruvato em outras moléculas a fim de iniciar de maneira eficiente o ciclo do acido
tricarboxilico (FANG; FANG, 2016). Dessa maneira, as células neoplasicas exibem
uma adaptacdo metabodlica denominada de efeito de Warburg, no qual as células
desenvolvem a glicolise anaerdbia produzindo inclusive uma maior biossintese de

moléculas sendo considerada uma vantagem metabdlica. A elevada expressao de



transportadores de glicose e de enzimas glicoliticas contribui para esta alteracédo
metabdlica (FANG; FANG, 2016).

Células de cancer de célon podem apresentar isoformas dos transportadores
de glicose (GLUT-1 a 4) e proteinas de transporte sédio-glicose (SGLT-1), que
geralmente sdo menos expressas em células do intestino grosso (HUANG, C. Y. et
al., 2013). Pacientes com cancer de célon apresentam maior expressédo de GLUT-1
Sérico, esse aumento em células neoplasicas pode levar ao aumento da proliferacao
bem como proteger as células tumorais contra estresse (BAI et al., 2019). Inclusive,
ja foi descrito a localizacdo do GLUT-1 em regides do tumor proéximas a necrose,
demonstrando que a glicose tem papel regulador na necroptose induzida por hipoxia
(AIRLEY et al.,, 2010), ademais HIF-1a e GLUT-1 podem ser colocalizados na
membrana das células do intestino grosso, desde a superficie do epitélio até a base
da cripta (GREIJER et al., 2008).

2.2Modelos in vivo e in vitro para pesquisa de cancer de cbélon e reto

Na literatura cientifica, ha diversos modelos experimentais de carcinogénese
de célon que fornecem uma variedade de opc¢les para a investigacdo de fatores
ambientais e/ou genéticos permitindo avaliacdo de diferentes opcbes terapéuticas na
prevencao da carcinogénese (CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007).

Modelos genéticos como animais com mutacdes no gene APC, p53 ou MSH2
sdo utilizados para estudos de polipos adenomatosos familiares e sindromes de
cancer de coélon e reto hereditarios (CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007).
Frequentemente mutacfes genéticas em supressores tumorais causam letalidade
embrionaria, no entanto, modelos Cre-loxP permitiram que essas mutacdes sejam
especificas para tecidos ou células (BURTIN; MULLINS; LINNEBACHER, 2020).

Outros modelos promovem a inducdo através de drogas como a
dimetilidrasina ou o seu metabdlico azoximetano (AOM) (CLAPPER; COOPER;
CHANG, 2007; PAN et al., 2017). Os carcinogénicos quimicos promovem aumento
da incidéncia e proliferacdo do tumor e possuem protocolos bem estabelecidos na
literatura que garantem similaridades a carcinogénese de colon esporadicas

encontradas em humanos bem como a respostas semelhantes a agentes



preventivos e tratamentos concoldgicos (CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007;
PERSE; CERAR, 2011).

Quando o tratamento com AOM ¢é associado a 3 ciclos com o uso de dextrano
sultato de sddio (DSS) ha 100% de incidéncia de tumor, ocorrendo também a
inducdo de colite o que torna AOM+DSS um excelente modelo de cancer colon e
reto que apresenta fatores fenotipicos relevantes para colite ulcerativa em humanos
(CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007; PAN et al., 2017). Esse modelo experimental
gera a presenca de tumor, em sua maioria, na regiao distal do intestino grosso e
resulta em uma histologia semelhante a adenocarcinomas humanos (THAKER et al.,
2012). Geralmente, a cada ciclo com DSS, sintomas clinicos como perda de peso
corporal de 5-10%, sangramento retal e diarreia sdo comuns durante o protocolo
experimental (PAN et al., 2017; THAKER et al., 2012).

Outro modelo quimico como o uso de aminas heterociclicas arométicas sao
pouco usados, aminas heterociclicas aromaticas podem ser formadas durante o
cozimento em alta temperatura de carnes vermelhas e brancas através de reacdes
entre aminoacidos, aclcares e creatina (BURTIN; MULLINS; LINNEBACHER, 2020).

Para estudos in vitro podem ser utilizados diferentes tipos celulares como
CACO-2, HT-29 e HTC116, dependendo do objetivo do estudo. CACO-2 séo células
humanas provenientes de adenocarcinoma de coélon que tem o potencial de
desenvolver espontaneamente uma camada mononuclear que apresenta morfologia
e propriedades de célondcitos maduros, capazes de expressar enzimas da borda em
escova e juncdes intercelulares, desta maneira, permitindo estudos com transporte
de nutrientes e fatores paracrinos e autdcrinos importantes para a diferenciacao
celular (IFTIKHAR et al., 2020; SAMBUY et al., 2005). HT-29 também sé&o células
humanas provenientes de adenocarcinoma de célon que podem ser implantados ou
utilizados no cancer, elas podem formar juncdes epiteliais e sdo muito utilizadas em
estudos que consideram a secrecao de muco e o efeito das mucinas no transporte e
absorcdo de medicamentos (LETEURTRE et al., 2004; XU, Y. et al., 2020). SW620 e
SW480 também sao originarias de adenocarcinoma utilizada com foco em estudos
de metastase (GHOSH et al., 2011). J& as células HTC116 sdo humanas obtidas de

carcinoma de coélon altamente invasivas, metastaticas, apresentam motilidade in



vitro e sdo independentes de fatores de crescimento (SAWHNEY et al., 2002; XU, Y.
et al., 2020).

Aproximadamente 90% dos casos de cancer de colon diagnosticados séo
adenocarcinomas (FLEMING et al., 2012). A mudanga de adenoma para carcinoma
€ bem caracterizada por alteracbes histologicas iniciais como displasias ou
hiperplasias aberrantes nas criptas (FLEMING et al.,, 2012). Displasias sao
alteracdes estruturais nas células que predispdem a formacdo de lesdes de coélon
(CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007). Adenomas possuem baixo grau de displasia,
ou seja, as células apresentam nucleo hipercorado e alongado, e podem ser
pedunculados (FLEMING et al., 2012). Lesbes epiteliais com alto grau de displasias
sdo compostas por uma mistura de células caliciformes e absortivas com nucleo
arredondado, nucléolo proeminente e perda da polaridade (CLAPPER; COOPER,;
CHANG, 2007; FLEMING et al, 2012). No entanto, essas lesbes iniciais
denominadas de focos de criptas aberrantes (ACF), possuem um potencial em
desenvolver-se para adenomas (tumores benignos) e, sucessivamente, a
adenocarcinomas (ou seja, lesbes malignas que podem atravessar a camada
muscular da mucosa) (CLAPPER; COOPER; CHANG, 2007).

2.3 Papel do PPARYy no cancer de cblon e reto

As propriedades metabdlicas, anticarcinogénicas e anti-inflamatérias do
PPARY (receptor ativado por proliferadores de peroxissomo gama) tém incentivado a
pesquisa sobre suas agdes no cancer (MARTIN, 2010b; SABATINO et al., 2012). O
PPARy é uma classe da familia de receptores nucleares expressos em diversas
células, como adipdcitos, células musculares esqueléticas e cardiacas, macréfagos,
células do epitélio gastrointestinal e células tumorais (MARTIN, 2010b; SABATINO et
al., 2012).

O gene do PPARy pode dar origem a 4 isoformas de RNA mensageiro
(mRNA): isoforma 1 & expressa em diversos tecidos e Orgdos como musculo
esquelético, figado, coracdo, macrofagos, intestino delgado e grosso, nas células do
epitélio gastrointestinal o PPARYy esta envolvido no desenvolvimento e diferenciagao



embrionéria deste tecido; a isoforma 2 € expressa exclusivamente em adipdcitos
sendo considerada o fator de transcricdo chave para a adipogénese, promovendo a
diferenciacdo em adipdcitos, reducdo de acidos graxos livres circulantes e melhora
na sensibilidade a insulina; a isoforma 3 € encontrada no intestino grosso e
macréfagos; a isoforma 4 ainda € pouco descrita na literatura (CHEN, S. Z.; XIAO,
2014; SABATINO et al.,, 2012; TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007). Apés a
traducéo, as isoformas 1, 3 e 4 dardo origem a proteina PPARYy1 e a isoforma 2 por
sua vez, formard PPARy2 com 28 amino acidos adicionados na regido N-terminal
(SABATINO et al., 2012).

O mecanismo molecular de acdo do PPARYy se da através da formacéo de um
heterodimero com RXR na regido promotora de proliferador de perixossomos
(PPRE), ativando a transcricdo génica (SAKHARKAR et al.,, 2013). Diversos
coativadores e correpressores podem se associar nas regides promotoras
promovendo, respectivamente, a ativacdo ou a inibicho da transcricdo
(SAKHARKAR et al.,, 2013). Na auséncia de ligantes, os heterodimeros séo
associados com correpressores que bloqueiam a transcricdo génica (TYAGI et al.,
2011). Na transrepressao, na qual a proteina SUMO (proteinas modificadoras do
tipo ubiquitina) que é uma pequena proteina que se liga covalentemente a outras
proteinas, ao se conectar aos seus receptores interage e reprime a ligacdo do
PPARy com seu elemento responsivo, por sua vez, permitindo a transcricdo de
outros fatores de transcricAo como o NF-kB (DELERIVE; FRUCHART; STAELS,
2001).

Dentre os mecanismos anti-inflamatorios, PPARy pode causar a supressao de
fatores de transcricdo pré-inflamatérios STAT, NF-kB e AP-1 por competirem pelo
PPRE e ndo remover corepressores dos genes inflamatérios, mantendo os
suprimidos (SILVEIRA et al., 2020).

PPARy é expresso em humanos, camundongos e em diversos tipos de
canceres (HUIN et al., 2002), células CACO-2 também podem expressar PPARy
conforme ocorre a diferenciagdo celular in vitro (WACHTERSHAUSER; LOITSCH,;
STEIN, 2000). PPARy tem um papel importante na diferenciagéo de diversos tipos
celulares como adipoécitos, mondcitos/macréfagos, células do trato gastrointestinal e

canceres epiteliais como de mama e célon (HUIN et al., 2002).



Em humanos a literatura ndo demonstra um consenso comum sobre o papel
do PPARy no cancer, Ogino et al (2009) sugerem que a expressao de PPARy é
associado de maneira independente com mortalidade reduzida e prognostico
positivo, analisado em 470 pacientes com cancer de colon e reto (OGINO et al.,
2009). Villa et al (2020) identificaram que a expressédo génica de PPARy né&o foi
associado com um melhor ou pior prognostico, porém verificou uma tendéncia de
maior expressdo em pacientes com cancer avancado, recorrentes ou ja falecidos
(VILLA et al., 2020). O silenciamento epigenético por metilagdo do PPARy durante a
carcinogénese de colon e reto tem sido relatado na literatura (PANCIONE et al.,

2010), porém ainda ndo ha um consenso clinico sobre o papel anticancer do PPARYy.

PPARYy pode inibir a carcinogénese de colon por suprimir Wnt/B-catenina, os
ligantes de PPARYy levam a degradacao proteossomal de [(3-catenina, prevenindo o
acumulo de B-catenina no citoplasma e a consequente translocacdo para o nucleo
que, por sua vez, promoveria a expressao de oncogenes como c-myc (SABATINO et
al., 2014). Entretanto, em modelos animais também n&o ha consenso se o PPARYy
pode ser anticancer (OGINO et al., 2009).

A ativacdo do PPARy em células tumorais epiteliais derivadas do cdlon
resulta na interrupcdo do seu crescimento in vitro e também pode reduzir a
proliferacdo e a migracdo através da PTEN com a subsequente inibicdo da PI3-
kinase (desfosforilagéo) e fosforilagdo da AKT levando a reducdo da sobrevivéncia
da célula de cancer de célon (SABATINO et al., 2012; VOUTSADAKIS, 2007). O
PPARy também inibe a expressdo de metaloproteinases e pode ter papel
antiangiogénico pela supressdo de VEGF (fator do crescimento vascular endotelial)
e seus receptores (SABATINO et al., 2012).

Além de reduzir a proliferacdo celular, ligantes do PPARy podem inibir a
atividade de carreamento E2F e ciclina D1, esses fatores regulam a progressao do
ciclo celular da fase GO para S, dessa maneira, inibe a continuacdo do ciclo celular,
a progressao tumoral e metastase (HUIN et al., 2002; VOUTSADAKIS, 2007). Ciclina
D1 pode ser considerado um fator ndo favoravel a pacientes com cancer de célon e
reto (LI, Yang et al., 2014). Ainda, PPARYy pode induzir outros inibidores do ciclo
celular como p21, p27 e p18 (VOUTSADAKIS, 2007) e outras ciclinas dependentes
de quinases (CDK) (MUGHAL; KUMAR; VIKRAM, 2015).



PPARy também possui efeitos antiapoptéticos como o aumento a
porcentagem de células em apoptose quando tratadas com diferentes agonistas de
PPARYy in vitro (ZURLO et al., 2016) e induz a expressao de fatores préapoptéticos
como p53, PTEN e BAX (MUGHAL; KUMAR; VIKRAM, 2015).

Agonistas farmacologicos de PPARy séo utilizados in vitro e in vivo, 0s
medicamentos da classe das tiazolidinedionas (troglitazona, pioglitazona,
rosiglitazona, ciglitazona) sao utilizados para reducdo da resisténcia a insulina,
promove lipogénese do tecido adiposo e aumento da secregcdo de adiponectina
(LEBOVITZ, 2019). Alguns efeitos adversos severos tem sido descritos, como
hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, por isso, troglitazona e rosiglitazona tiveram a
comercializagdo proibidos em alguns paises (LEBOVITZ, 2019). J4 o cloridrato de
pioglitazona é comercializado e pode ser utilizado clinicamente (LEWIS et al., 2015),

portanto, foi o farmaco escolhido para este estudo.

O cloridrato de pioglitazona reduz hiperglicemia, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemias em quadros de resisténcia a insulina como no diabetes mellitus
tipo 2 e na sindrome metabdlica (MUGHAL; KUMAR; VIKRAM, 2015). O mecanismo
de acdo da pioglitazona ainda nao foi totalmente elucidado, é conhecido que o
agonista de PPARYy ativa o receptor nuclear de PPARYy, iniciando a estabilizacdo do
heterodimero PPARy-RXR e permitindo que coativadores se conectem e iniciem a
transcricdo de genes relacionados ao PPRE, dessa maneira, gera os efeitos
classicos como estimulo da captacédo de glicose periférica e pelo figado, producéo
de adipocinas e proteinas de transporte de acidos graxos (MUGHAL; KUMAR,;
VIKRAM, 2015).

Um mecanismo aventado pelo tratamento com pioglitazona em pacientes com
cancer e resisténcia a insulina, é pela sua acao inibitéria no receptor de fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) que normalmente € desregulado no
cancer (BIONDO et al., 2020; MUGHAL; KUMAR; VIKRAM, 2015). Pioglitazona
reduz ACF em animais tratados com azoximetano (OSAWA et al., 2003b), reduz
proliferacdo do tumor em animais que tiveram inoculacdo subcutdnea de HT-29 e
SW480 e sobre regula cicloxigenase 2 e ciclina D1 (TAKANO et al., 2008). Além de
reduzir proliferacdo, a pioglitazona pode aumentar p27 e p53 mMRNA nas células

tumorais de animais obesos induzidos ao cancer de coélon assim como reduzir



leptina, MCP-1 e PAI-1 no tecido adiposo visceral, dados que demonstram o

potencial preventivo no cancer de colon associado a obesidade (UENO et al., 2012).

2.4Tecido adiposo e suas alteracdes na carcinogénese de colon e reto

O tecido adiposo branco & um 6rgéo dindmico e complexo determinado pela
alta plasticidade, vascularizacdo e inervacdo, composto por adipdcitos, fibroblastos,
células imunitarias, endoteliais e nervosas (QIAN; TANG; TANG, 2021). E um 6rgéo
enddcrino que pode se acumular em diferentes regides do organismo desempenha
funcdes na regulacdo metabdlica e imunoldgica (RUGGIERO; KEY; KAVANAGH,
2021).

O tecido adiposo branco tem um papel central no balanco energético por ser
um importante depdsito de substrato energético para geracdo de ATP (adenosina
trifosfato) e possuir atividade enddcrina através da secrec¢édo de peptideos bioativos
gue promovem diversas acoes fisioldgicas, metabdlicas e imunologicas (LI, H. X. et
al., 2010; RUGGIERO; KEY; KAVANAGH, 2021). Esses peptideos bioativos s&o
denominados de adipocinas, e podem agir local ou sistemicamente influenciando
diversos processos como: metabolismo de glicose e acidos graxos, sensibilidade a
insulina, diferenciacdo do adipdcito, apetite, remodelacdo Ossea além de ser um
orgdo imunometabolicamente ativo (TRIM; TURNER; THOMPSON, 2018).

No organismo humano, o tecido adiposo pode ser encontrado como marrom e
branco e dividido anatomicamente em subcutaneo e visceral, apresentando
diferentes funcionalidades, morfologias e estruturas (QIAN; TANG; TANG, 2021). O
tecido adiposo visceral, quando comparado com o0 subcutaneo, possui maior
vascularizagdo, inervagdo, contem maior numero de células imunitarias e de
processos inflamatérios, além de ter menor capacidade de diferenciacdo em pre-
adipécitos (GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005). O tecido adiposo subcutaneo
possui adipOcitos menores, sdo mais sensiveis aos agonistas de PPARy quando
comparado com o tecido adiposo visceral (GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON,
2005). No tecido adiposo branco, o PPARy pode promover efeitos benéficos ao
metabolismo bem como agées anti-inflamatérias (LUDTKE et al., 2007; MONAJEMI
et al., 2007). A delecdo ou mutacdo de PPARYy no tecido adiposo branco causa



lipodistrofia parcial, ou seja, uma distribuicdo anormal do tecido adiposo e alteracdes
metabolicas como esteatose hepaética e resisténcia a insulina (LUDTKE et al., 2007;
MONAJEMI et al., 2007)

O tecido adiposo branco tem uma proximidade com os o6rgdos do trato
gastrointestinal, mantendo contato direto dos adipécitos com o tumor de coélon
(LENGYEL et al.,, 2018). As funcdes do tecido adiposo na iniciacdo do tumor,
crescimento e metastase € uma nova area de pesquisas. O cancer de célon e reto
tem maior risco de desenvolvimento em individuos com obesidade, na qual h4 o
acumulo de tecido adiposo, maior secrecdo de adipocinas e citocinas proé-
inflamatoérias que induzem a disfuncdo mitocondrial e estresse de reticulo
endoplasmatico nos colondcitos, sendo assim associado a carcinogénese (HUANG,
J.; DIAZ-MECO; MOSCAT, 2018; SCHWARTZ; YEHUDA-SHNAIDMAN, 2014). Em
individuos saudaveis, as secrecfes do tecido adiposo ndo promovem essas
alteracdes metabdlicas mitocondriais (HUANG, J.; DIAZ-MECO; MOSCAT, 2018;
SCHWARTZ; YEHUDA-SHNAIDMAN, 2014).

Um fator comum na maioria dos tipos de tumores é a reprogramacdo
metabdlica. Células ndo tumorais, em geral, dependem do sistema de fosforilacao
mitocondrial oxidativa para gerar ATP, enquanto células tumorais dependem em
maior parte da glicélise aerdbia, ou seja, degradacéo de piruvato a lactato para gerar
ATP. Esse desvio metabdlico para a glicélise é denominado de efeito Warburg,
dessa forma o sistema de fosforilagdo oxidativa gera metabdlitos necesséarios para
biossintese de constituintes celulares (HUANG, J.; DIAZ-MECO; MOSCAT, 2018).

De acordo com as modificagcbes do sistema de fosforilagdo oxidativa, as
mitocondrias podem se tornar disfuncionais, aumentando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e alterando o estado redox celular (SCHWARTZ;
YEHUDA-SHNAIDMAN, 2014). ROS pode induzir atividades mitogénicas em baixas
concentragbes e sao consideradas moléculas sinalizadoras pro-tumorais
(SCHWARTZ; YEHUDA-SHNAIDMAN, 2014).

A mitocondria desempenha um papel importante na tumorigénese, utilizando
acidos graxos, aminoacidos e glicose para a geracdo de ATP e de intermediarios do
ciclo do &cido tricarboxilico (HUANG, J.; DIAZ-MECO; MOSCAT, 2018). Na maioria



das células neoplasicas ha menor concentracdo de DNA mitocondrial, essa reducdo
do DNA mitocondrial junto com o metabolismo oxidativo das células neoplasicas e
com alta taxa proliferativa séo correlacionadas com a progressao e agressividade do
crescimento do tumor (COPELAND et al., 2002; HUANG, J.; DIAZ-MECO; MOSCAT,
2018).

Células de cancer de colon utilizam acidos graxos derivados de adipocitos
como recurso energeético e para a proliferacdo do tumor, esses dados demonstram
que os adipdcitos contribuem com a sobrevida das células de cancer de célon
mesmo sob condi¢cdes de privacdo de nutrientes através da oxidacdo de acidos
graxos (WEN et al., 2017).
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Figura 1: papel do tecido adiposo na progressdo do cancer. Adaptado de (LENGYEL et al., 2018)

Conforme demonstrado na figura 1, o tecido adiposo tem fung¢des importantes
no estabelecimento e na expansédo das células tumorais (KANNEN et al., 2014).
Apods 30 dias de lipectomia parcial do tecido adiposo mesentérico e parametrial em

animais tratados com dieta padrdo e hiperlipidica, houve menor lesbes pré-



neoplasicas no coélon, menor proliferagdo, apoptose e inflamacédo induzidos ao
cancer com dimetilidrasina (KANNEN et al., 2014).

O tecido adiposo na obesidade é caracterizado por inflamacdo crbnica de
baixo grau e aumento proporcional de células inflamatérias como linfocitos e
macrofagos e células estromais (SCHWARTZ; YEHUDA-SHNAIDMAN, 2014). A
inflamacé&o associada a alteracbes do tecido adiposo disfuncional na obesidade
parece estar relacionada com iniciacdo e promocado do tumor (LENGYEL et al.,
2018). A reducdo na oxigenacdo dos adipdcitos hipertrofiados pode resultar em
morte celular e iniciar um recrutamento de células do sistema imunitario (LENGYEL
et al., 2018).

Células mielbides sdo um grupo celular produzido pela medula 6ssea e que
podem compor a populacdo de células do sistema imunolégico do microambiente
tumoral (COTECHINI; MEDLER; COUSSENS, 2015). Dentre esses tipos celulares
ha neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e granulécitos que regulam o
desenvolvimento do tumor (COTECHINI; MEDLER; COUSSENS, 2015).

No tecido adiposo visceral, o numero de macréfagos aumenta a obesidade de
4% para 12% aproximadamente em pacientes com obesidade, se comparados a
sujeito eutréfico, enquanto em animais de 10-15% para 50% (QIAN; TANG; TANG,
2021). Os macréfagos podem ser originados de mondcitos recrutados da corrente
sanguinea e diferenciados localmente, além disso, podem ser renovados por divisao

dos macrofagos ja residentes (PELLO et al., 2012).

Macrofagos do tecido adiposo, assim como os macrofagos associados ao
tumor podem secretar citocinas inflamatérias que irdo promover o crescimento
tumoral, degradacao e rigidez da matriz e angiogénese (LENGYEL et al., 2018). Os
macrofagos do intestino sdo necessarios para o homeostase intestinal, altamente
fagociticos e podem estar localizados também na lamina propria com a funcdo de
proteger a barreira intestinal (HINE; LOKE, 2019).

Uma das caracteristicas importantes dos macrofagos é a plasticidade, ja que
se diferenciar conforme o microambiente gerando diferentes estados de ativacéo
(PELLO et al.,, 2012). Macrofagos podem ser ativados alternativamente para o

fendtipo M2 objetivando a resolugédo da inflamacdo ou classicamente ativados para



M1 adquirindo fungdes pro-inflamatoérias (HINE; LOKE, 2019). A ativacdo de PPARy
regula a polarizagdo dos macréfagos para M2 e sua resposta imunometabolica
exibindo um perfil anti-inflamatério e uma maior oxidacdo de acidos graxos;
macrofagos M1 possuem metabolismo glicolitico e aumentam a secrecédo de TNF-q,
IL-6 e IL-1B na obesidade (SILVEIRA et al., 2020).

Sendo assim, neste trabalho propusemos avaliar se a ativacdo do PPARy em
células mieldides pode prevenir a perda de massa adiposa e as respectivas funcdes
metabdlicas e enddcrinas e/ou pode modular a resposta anti-inflamatoéria no cancer

de célon e reto.

2.5 Sistema imunolégico e o microbioma intestinal no cancer de célon e reto

O intestino humano é colonizado por bilhdes de microrganismos, sendo que o
intestino grosso apresenta uma maior colonizagcéo, quando comparado ao intestino
delgado, que contribui com diversas fungbes fisiologicas como metabolismo
energético, sinalizacdo do sistema enddcrino, regulacdo do sistema imunoldgico e
prevencao da colonizacdo de bactérias potencialmente patogénicas (KIM, S. H.; LIM,
2021). Os genes desses microrganismos sdo denominados de microbioma (KIM, S.
H.; LIM, 2021).

Para a manutencdo da homeostase imunoldégica na mucosa intestinal, a
resposta imune inata e adaptativa geram respostas inflamatérias locais e sistémicas.
No intestino grosso, o tecido linfoide associado a mucosa intestinal (GALT) é
constituido pelas placas de Peyer, apéndice cecal e linfonodos localizados no tecido
adiposo mesentérico que juntos orquestram as respostas imunoldgicas através da
ativacdo e migracao das células imunoldgicas entre a mucosa intestinal e o GALT
(KIM, S. H.; LIM, 2021). Quando patdgenos atravessam a barreira intestinal,
monocitos e macréfagos podem ser ativados, e as células dendriticas podem
fagocitar o antigeno, migrar para os linfonodos mesentéricos e, ainda, estimular a
diferenciacéo de linfocitos T regulatérios (KIM, S. H.; LIM, 2021).

Danos na integridade da barreira intestinal permitem a translocacao de
bactérias para o epitélio e podem aumentar a exposicdo das células intestinais a
toxinas, compostos genotoxicos e carcinogénicos que permeiam pelo [Umen

intestinal (GENUA et al., 2021). Bacterioides fragilis, Escherichia coli e



Fusobacterium nucleatum séo exemplos de bactérias que interagem com as células
gastrointestinal, acarretam em alteragcfes no ciclo celular e indug¢édo a carcinogénese
(KIM, S. H.; LIM, 2021).

N&o somente o microbioma intestinal pode atuar na inducdo do cancer de
célon, mas componentes da dieta também podem levar a essa desregulacdo da
microbiota intestinal e efeitos carcinogénicos (VERNIA et al.,, 2021). O efeito
carcinogénico da dieta tem sido relacionado com a dieta hiperlipidica, ingestdo de
bebidas alcodlicas e o alto consumo de carnes industrializadas (VERNIA et al.,
2021). Mudancas no estilo de vida como a pratica de atividade fisica regular e
consumir dietas ricas em vegetais e frutas, e ainda alguns nutrientes como vitamina
C e D, podem reduzir o risco do desenvolvimento do cancer de colon (AMERICAN
INSTITUTE OF CANCER RESEARCH, 2018), bem como contribuir com a

diversidade do microbioma.

Pacientes com doencas intestinais e disbiose estdo associados com
desenvolvimento de inflamacédo crbnica e cancer de colon e reto, portanto o estudo
de biomarcadores da barreira intestinal, para elucidar a dinamica de interagéo entre
0 epitélio intestinal e a microbiota, contribuirA com a deteccdo mais precoce de
cancer (GENUA et al., 2021). Pacientes com cancer de co6lon podem apresentar
alteracdes na microbiota como redugéo de Firmicurtes e aumento de Bacteriodetes
(KIM, S. H.; LIM, 2021). A razdo Firmicurtes/Bacteriodetes é bastante discutida no
contexto da obesidade, alguns dados na literatura mostram variabilidade grande
entre sujeitos de uma mesma populacdo, tornando dificil a comparacdo da
microbiota em individuos em eutrofia e obesidade e ainda associar esta razdo como
biomarcador de fator de risco (MAGNE et al., 2020).

Na obesidade, ha o aumento de 20% do filo Firmicurtes o que tem sido
relacionado com maior absor¢cdo e metabolismo de acidos graxos pelo intestino,
inclusive, apos cirurgia bariatrica e subsequente perda de massa gorda também ha a
diminuicdo de bactérias pertencentes a esse filo (GOMES; HOFFMANN; MOTA,
2018; UL HASAN; RAHMAN; KOBORI, 2019). Na obesidade, a microbiota parece
mediar os disturbios metabdlicos através de mecanismos que incluem a inflamacao
e 0 metabolismo energético (LAU et al., 2016). Dieta hiperlipidica, além de modificar

a composicao da microbiota intestinal (reducédo de Prevotella spp. e Lactobacillus



spp), aumenta a permeabilidade da mucosa, reduz a expressédo de proteinas das
junc@es intercelulares e também aumenta a expressédo de fatores pro-inflamatérios
como IL-13 e MCP-1 (LAU et al., 2016).

O baixo grau de inflamacdo é um dos fatores que mais contribui na
patogénese da obesidade, esse quadro inflamatorio € consequéncia da hipertrofia
dos adipécitos no tecido adiposo e o aumento da secrecdo de citocinas
proinflamatorias como IL-6 e TNF-a (UL HASAN; RAHMAN; KOBORI, 2019). Além
dessa disfuncédo do tecido adiposo, o desequilibrio nas populagdes da microbiota
intestinal e 0 aumento da permeabilidade intestinal na obesidade podem promover
aumento da translocacdo de lipopolissacarideos (LPS), a ativacdo de receptor do
tipo toll 4 (TLR-4) e da inflamacdo (UL HASAN; RAHMAN; KOBORI, 2019).
Alteracdes na via do TLR-4 afeta a expressdo de PPARy, além de regular a
interacdo da microbiota com o hospedeiro (LU et al., 2018). O uso de agonistas de
PPARYy pode reverter a disbiose induzida por dieta hiperlipidica, além de reduzir a
inflamacéo através da diminuicdo de NLRP6 (receptor dominio pirina do tipo NOD
contendo 6) (UL HASAN; RAHMAN; KOBORI, 2019; XU, P. et al, 2017). A
suplementacao de Lactobacillus paracasei pode reverter a reducéo na expressao de
PPARy em animais com colite induzida por DSS (SIMEOLI et al., 2015).

Portanto, neste estudo foi proposto avaliar se a ativacdo do PPARy em
células mieldides pode prevenir a perda de massa adiposa, funcdes metabdlicas e
enddcrinas e/ou pode modular a resposta anti-inflamatéria, utilizando agonista de
PPARYy in vivo e in vitro. Para o estudo in vivo, propomos a associacdo da dieta
hiperlipidica do modelo de carcinogénese de colon em animais, sendo esses

animais com delecédo condicional de PPARy em células mielbides.



CONCLUSAO

Visto os resultados que compararam os efeitos da dieta padrdo e da dieta

hiperlipidica nos animais com e sem delecdo do PPARYy, e posteriormente 0s

resultados obtidos com o modelo de carcinogénese de coOlon associado ao

tratamento com agonista de PPARY, podemos concluir que:

Os efeitos das dietas sdo semelhantes entre os genétipos. Os resultados
apresentados demonstraram que enquanto a dieta hiperlipidica ndo altera
o perfil de macréfagos classicamente conhecidos pelo aumento do
fenétipo M1 no tecido adiposo, ha o aumento de células M1 Ly6C"" pela
dieta hiperlipidica nos animais KO no intestino grosso;

Ao analisar os efeitos da inducdo do cancer e do tratamento com
pioglitazona, a delegdo do PPARYy diminui a taxa de sobrevida e atenua a
perda de tecido adiposo subcutaneo, além de reduzir a expressao génica
de fatores nucleares relacionados a inflamacédo. Além disso, o cancer
promoveu 0 aumento da porcentagem de macréfagos M1 Ly6C"™" no
intestino grosso; Hipoteticamente acreditavamos que aumentando o
percentual de macréfagos M1 os animais poderiam ter uma melhor
resposta antitumoral, mas isto ndo ocorreu;

A pioglitazona foi eficiente em reduzir MCP-1 e TNF-a, e recuperar a
guantidade de macréfagos residentes nos animais KO com céancer, no
tecido adiposo. J4 no intestino grosso, a pioglitazona foi eficiente em

reduzir a porcentagem de células residentes (Ly6c'”™")

aumentadas pelo
cancer. Podemos sugerir que os animais com delecdo de PPARy tem
maior mudanca no perfil de macrofagos que podem ser revertidos com o

uso da pioglitazona,

Portanto, observamos que a inibigdo do PPARy, em modelos de delecéo

genética para células mieldides, assim como, o caminho oposto pela ativacdo deste

fator de transcricdo pela pioglitazona foram capazes de alterar sobremaneira a

populacdo de macréfagos no tecido adiposo e intestino, modificar a homeostase do

hospedeiro, mas n&o produziram efeitos significativos sobre o desenvolvimento

tumoral. Interessantemente, a auséncia de PPARy em células mieldides reduziu

marcadores inflamatorios no tecido adiposo de animais portadores de tumor, mas



isso nédo foi efetivo para melhorar a expectativa de vida dos mesmos, ao contrério, ja
que observamos um maior nimero de 6bitos durante o protocolo de indu¢ao tumoral
exatamente nesses camundongos KO. Sendo assim podemos considerar que
cotratamentos que visem a modulagdo do PPARy podem auxiliar em efeitos
secundéarios sobre o hospedeiro, mas sem influenciar no desenvolvimento e

severidade do tumor de colon induzido por drogas.
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