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RESUMO

O cancro da prdstata é o segundo cancro mais frequente e a sexta causa de morte
mundial por cancro no sexo masculino. Apesar da elevada morbimortalidade a sua etiologia é
ainda desconhecida. A idade, a raca os niveis elevados de hormonas androgénicas, genes
envolvidos no ciclo celular e angiogénese, a dieta e a obesidade tém sido apontados como
fatores de risco para o desenvolvimento deste tumor. A obesidade esta associada ao aumento
da incidéncia e mortalidade por cancro, no entanto a associacdo entre o cancro da prostatae a
obesidade é ainda controversa. As alteracdes nas expressdes de adipocinas associadas a
obesidade tém sido um dos diversos mecanismos propostos para explicar a associa¢do entre a
obesidade e o cancro da prdstata, nomeadamente na promocdo do desenvolvimento e
progressado celular do tumor. A linfoangiogénese, o processo de formacdo de novo de novos
vasos linfaticos, tem sido apontada como um dos mecanismos que promove a disseminacao
tumoral, e parece estar alterada na obesidade.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a linfoangiogénese em tumores induzidos em
diferentes modelos de obesidade e estudar a relagdo entre a obesidade e a linfoangiogénese
no cancro da préstata.

Para isso, inocularam-se células RM1 de tumor da prdstata androgénio independente
em quatro modelos diferentes de ratinhos: ratinhos obesos ob/ob, ratinhos obesos e
diabéticos db/db, ratinhos submetidos a dieta hipercaldrica (DIO) e ratinhos normoponderais
como controlo. 14 dias depois, os tumores foram entdo recolhidos e processados para
histologia. Realizou-se entdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-Lyve-1 para marcar os
vasos linfaticos. Para cada amostra foi quantificada a percentagem de area marcada, bem
como o numero de vasos linfaticos usando uma ferramenta morfométrica computorizada, o
software Imagel.

Ratinhos obesos ob/ob e DIO apresentam os tumores maiores comparativamente com
o controlo (p<0.001), enquanto que os tumores db/db sdo os que apresentam os tumores mais
pequenos (p=0.047). A expressdo do Lyve-1 foi significativamente mais elevada nos tumores
dos ratinhos DIO comparativamente com os tumores dos ratinhos db/db (p<0.05), contudo a
expressdo do Lyve 1 estd negativamente correlacionado com a percentagem de gordura
epididimaria e peso corporal (p<0.01). Estes resultados sugerem que a obesidade deve ter um
efeito protector contra a disseminacdo do cancro da prostata, pela inibicdo da
linfoangiogénese através de um mecanismo ainda n3do identificado que parece ndo envolver a

leptina.
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INTRODUCAO

Cancro da prostata

O cancro da prdstata é segundo cancro mais diagnosticado e o sexto mais
mortal entre os homens (Center et al., 2012).

Em Portugal, segundo dados do Portal de Oncologia Portugués o cancro da
prostata também é o mais frequente, e existem cerca de 4.000 novos casos e
aproximadamente 1800 mortes por ano, sendo responsavel por cerca 10% da
mortalidade por cancro, e por cerca de 3.5% de todas as mortes (POP, 2013). A
semelhanca da Europa, o cancro da prdstata, em Portugal, também é a terceira causa
de morte, a seguir ao cancro do pulmao e do célon (POP, 2013).

O carcinoma da prdstata é conhecido por ser uma doenca dos homens idosos,
ter um carater indolente, com um desenvolvimento lento, e pode ser precedido por
lesdes displdsicas durante muitos anos, ou mesmo décadas(Leitzmann and Rohrmann,
2012).

Tipicamente, este tumor inicia-se com lesdes androgénio dependentes,
contudo frequentemente evolui para lesdes androgénio independentes, com
progressdo para um estadio mais avancado e mais agressivo, conduzindo a um pior
progndstico, doenca incuravel e até morte (Koochekpour, 2011).

E uma neoplasia multifatorial, uma vez que possui diversos fatores de risco.
Fatores de risco de categoria demografica como idade, raca e localizacdo e fatores de
risco relacionados com o estilo de vida, como a dieta e o sedentarismo (Hsing and
Chokkalingam, 2006). Histéria familiar do cancro, bem como alteragbes nos niveis
hormonais tém sido apontados como fatores de risco (Koochekpour, 2011, Azevedo et

al., 2011).

Obesidade

A obesidade representa um problema de saude publica, tendo atingido
proporgdes epidémicas nos ultimos anos. Tem a sua prevaléncia aumentada em todo o
mundo, prevendo-se que em 2030 afete mais de um bilido de pessoas (Phillips, 2013).
De acordo com dados da sociedade Portuguesa da Obesidade cerca de milhdo de

Portugueses sdo obesos (SPEO, 2013).



A obesidade é definida como uma acumulagdo anormal e excessiva de gordura
no tecido adiposo (Donohoe et al.,, 2011). Esta resulta de uma complexa interacgao
entre o ambiente, o comportamento e a predisposicdo genética (Cheung and Mao,
2012).

A obesidade representa um enorme fator de risco para as doengas metabdlicas,
como diabetes tipo 2, estando associada a outras co-morbidades como doengas
cardiovasculares, hipertensdo , cancro entre outras (Khandekar et al., 2011, Nieman et
al., 2013).

Na obesidade o tecido adiposo torna-se disfuncional, devido a acumulacao
excessiva de gordura (Forte et al., 2012). Os adipdcitos aumentam em tamanho e
numero, existindo também um aumento de células inflamatérias e endoteliais, um
aumento de secrecdo de leptina e citoquinas inflamatérias, com uma diminuicdo na

secrecao de adiponectina, tal como observado na figura 1 (Forte et al.,, 2012,

Khandekar et al., 2011).

O tecido adiposo é um o6rgdo
metabolicamente ativo com inumeras
funcgdes, constituido por diferentes tipos de
constituindo assim

células, um 6rgao

heterogéneo. Pode ser separado numa
fracdo lipidica contendo adipécitos e numa
fracdo vascular estromal constituida por
pré-adipécitos, macréfagos, outras células
inflamatdrias e células endoteliais (Ribeiro
et al., 2012a, Khandekar et al., 2011).

Devido a func¢do enddcrina do tecido
adiposo, quando os adipécitos se tornam
disfuncionais, como exemplo

por na
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Figura 1 - Alteragdes do tecido adiposo na obesidade. No
estado obeso, existe um aumento no tamanho e nimero
de adipdcitos, como também um aumento das células
inflamatodrias e endoteliais. Esta altera¢dao de composi¢ao
resulta no aumento da secrecdo da leptina e citocinas
inflamatérias, PAI1, inibidor do ativador plasminogénico,
TNFa e fator de necrose tumoral-a. (Khandekar et al.,
2011)

obesidade, sdo responsaveis pelo aparecimento de diversas patologias (Nieman et al.,

2013).



Leptina

As adipocinas sdao hormonas produzidas no tecido adiposo (Leze et al., 2012).

A leptina é a adipocina mais estudada e parece estar envolvida na manutencao
e crescimento fisioldgico da préstata (Leze et al., 2012) e tem sido umas das adipocinas
mais relacionadas com o cancro da préstata e a obesidade, devido aos seus efeitos
cruciais na proliferagdo celular, apoptose, invasao celular, angiogénese e na regulagao
da formacdo do tumor (Paz-Filho et al., 2011). De acordo com alguns estudos, os niveis
elevados desta adipocina, observados na obesidade, estdao associados a uma maior
progressdo do carcinoma da prostata, em particular de tumores androgénio
independentes (Hoda et al., 2012, Prieto-Hontoria et al., 2011). Contudo, outros
estudos efetuados na linha celular RM1 do carcinoma da préstata androgénio
independente evidenciaram que os elevados niveis de leptina estavam associados a
uma proliferacao celular menor (Ribeiro et al., 2012a). O que poderd dever-se ao facto
das células independentes dos androgénios serem menos diferenciadas e mais
auténomas que as dependentes, e por isso poderem depender menos do efeito do

microambiente tumoral, mais concretamente das adipocinas (Nieman et al., 2013).

Obesidade e cancro

De acordo com estudos recentes parece existir uma relacdo entre obesidade e
cancro, sendo que epidemiologicamente existe uma associacdo evidente entre indice
de massa corporal (IMC) e varios tipos de tumores (Tabela 1) (Khandekar et al., 2011).

A nivel mundial, a obesidade é responsavel por um aumento de 52% e 88% na
taxa de mortalidade por cancro nos homens e mulheres, respetivamente (Nieman et

al., 2013).



Cancer type Men (95% CI) Women (95% CI)
Breast ND 1.12 (1.08-1.16)
Colon 1.24(1.20-1.28) 1.09(1.05-1.13)
Endometrial NA 1.59(1.50-1.68)
Oesophageal 1.52(1.33-1.74) 1.51(1.31-1.74)
Kidney 1.24 (1.15-1.34) 1.34(1.25-1.43)
Leukaemia 1.08(1.02-1.14) 1.17(1.04-1.32)
Melanoma 1.17 (1.05-1.30) 0.96(0.92-1.01)
Myeloma 1.11(1.05-1.18) 1.11(1.07-1.15)
Non-Hodgkin's lymphoma 1.06 (1.03-1.09) 1.07 (1.00-1.14)
Pancreatic 1.07 (0.93-1.23) 1.12(1.02-1.22)
Prostate 1.03 (1.00-1.07) NA

Rectal 1.09(1.06-1.12) 1.02 (1.00-1.05)
Thyroid 1.33 (1.04-1.70) 1.14 (1.06-1.23)

Tabela 1- Tabela sumaria do aumento do risco relativo, de diferentes cancros na obesidade
(Khandekar et al., 2011).

Cl, confidence interval; NA, not applicable; ND, not determined. *Relative risks are taken from a
meta-analysis of data as reported in Renehan et al.’ and Roberts et al.*’%. The relative risk per 5 kg per m?
increase in body mass index is reported for each site and sex.

O indice de massa corporal (IMC = kg/m2) é a medida mais comum para
determinar a adiposidade corporal, no entanto ndo expressa as alteracdes metabdlicas
gue podem estar envolvidos na carcinogénese. A sindrome metabdlica é definida
como um conjunto de alteragdes como a obesidade visceral, a hiperglicemia, a
hipertensao e dislipidemia, que constitui um fator de risco para co-morbidades como a
diabetes tipo 2 e as doengas cardiovasculares, é tida como potencial indicador do
papel da obesidade na carcinogénese (Cowey and Hardy, 2006).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a interacdo entre a
obesidade e o cancro e como a obesidade pode contribuir para o crescimento e
desenvolvimento do cancro (Forte et al., 2012, Fowke et al., 2012, Park et al., 2011,
Paz-Filho et al., 2011). Os principais baseiam-se na funcdo enddcrina e metabdlica do
tecido adiposo, e estdo relacionados com alteragcdes hormonais, mais concretamente o
aumento dos estrogénios, da insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina
1 (IGF-1) (Forte et al., 2012, Fowke et al., 2012, Paz-Filho et al., 2011), assim como
alteragGes na resposta imune e na expressdo de adipocinas (Donohoe et al., 2011, Park
et al.,, 2011).

Na verdade, muitas adipocinas tém os seus niveis aumentados na obesidade

associada ao cancro, e parecem ter efeito mitogénico e proliferativo no crescimento



celular das células tumorais, favorecendo assim o desenvolvimento e progressao
celular do tumor (Figura 3) (van Kruijsdijk et al., 2009).

Em sintese, existem vdrios fatores que podem estar envolvidos no
desenvolvimento do cancro em pessoas obesas (van Kruijsdijk et al., 2009).
Esses fatores podem ser: parametros antropométricos (indice de massa corporal,
aumento de peso, gordura visceral), fatores relacionados com o estilo de vida (dieta
hipercalérica, aumento de ingestdo de gordura animal, carbohidratos refinados e
diminuicdo na ingestdo de vegetais e fibras, frutas e vitamina D), mecanismos
biolégicos (hiperglicemia e resisténcia a insulina, proteinas IGF-I, IGF-2, hormonas
sexuais, estado crénico de inflamacdo, inflamacdo do tecido adiposo, produgdo de

adipocinas, fatores de crescimento vascular do tecido adiposo, susceptibilidade

genética, stress oxidativo, sistema imune (van Kruijsdijk et al., 2009).

Obesity
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Gene transcription
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Figura 2 - Potenciais vias de sinalizagao estimuladas pelas adipocinas que relacionam a obesidade e o cancro.
AdipoR1/R2, recetor da adiponectina 1/2; AMPK, proteina cinase ativada pela adenosina monofosfato; IGF-
1,fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1; IGF-1R, recetor do fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo 1; IKK, cinases IkB ; IL-6, interleucina-6; IL-6R,recetor da interleucina-6 ; IR, recetor de insulina;
IRS-1, recetor insulina substrato 1; JAK, Janus cinase; MAPK, proteina cinase ativada por mitogénio; mTOR, alvo
da rapamicina do mamifero; NF-kB, fator nuclear-kB; ObR, recetor da leptina; PAI-1,inibidor do ativador do
plasminogénio 1; PI3-K, cinase fosfatidilinositol 3; ROS, espécies reativas de oxigénio; STAT3, sinal transdutor e
ativador de transcrigdo 3; TNF-a, fator de necrose tumoral - o; TNF-R1, recetor do fator de necrose tumoral ;
TRADD, dominios de morte associados TNFRSF1A; TRAF2, fator 2 associado ao recetor do TNF; TSC2, complexo
2 de esclerose tuberulosa; uPA, urocinase ativadora do plasminogénio, uPAR, recetor da urocinase ativadora do
plasminogénio; VEGF, fator de crescimento vascular endotelial; VEGFR, recetor fator de crescimento vascular
endotelial. (van Kruijsdijk et al., 2009)
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Obesidade e cancro da Prdstata

Varios estudos epidemioldgicos sugerem que a obesidade estd associada a um

risco elevado no desenvolvimento de vario tipos de tumor incluindo o cancro da

prostata (Allott et al., 2013).

Varios estudos sugerem uma associacdo entre obesidade e incidéncia do cancro

da prdstata. No entanto, estudos individuais diferem nos seus resultados, reportando
gue ndo existe associacdo entre obesidade e cancro da prostata, outros defendem que
a obesidade é apenas um fator de risco e outros ainda defendem que a obesidade
apresenta um papel protetor no cancro da prdstata (Allott et al., 2013).

De acordo com estudos realizados, a obesidade no cancro da préstata tem um
duplo efeito, pois esta associada a uma diminuicdo do risco de ter cancro da prdstata
localizado, mas a um aumento do risco de ter cancro da préstata avancado (Discacciati
et al.,, 2012).

Tem se demostrado consistentemente que existe relacdo entre aumento de
massa corporal e cancro da prdéstata fatal. Os mecanismos que supostamente estdo

envolvidos nesta associacdo sdo essencialmente o eixo insulina/IGF-1, hormonas

sexuais e sinalizacdo de adipocinas (Figura 3) (Allott et al., 2013).

Como ja mencionado anteriormente em situagdes de obesidade, ocorre uma

resisténcia a insulina, e por /~ gpeqiry.peaten N\ ([~ OBESITY-RELATED 0
o DETECTION BIASES BIOLOGIC MECHANISMS
consequéncia um aumento dos — )
. . . . PSA PROSTATE INSULIN/IGF /-—/
niveis de insulina circulante. O Axis 4" oex ADIPOKINES
/| HORMONES
que vai desencadear um pa ( f —
ster::d:::esls g \'
_ A LOWER BIOPSY RATES L i
aumento do IGF-1, que através _ —T— | (ieviepun s
i 3 i FEWER POSITIVE ELEVATED lomtiepda —
da ligagdo ao seu recetor vai VR CoVE R e prostate tisue
\ UNDETECTED CANCER GROWTH REDUCED T CLINICAL
ativar diferentes vias de FACIORS AT INFLAMMATION
T N , ; v v
sinalizagdo. Estes vao ativar MORE AGGRESSIVE INCREASED tumor proliferation, migration

diferentes vias de sinalizacdo

que vao promover a

mitogénese e inibir a apoptose

PROSTATE CANCER IN
OBESE MEN

.

CHRONIC, SUB-

REDUCED tumor apoptosis

Transition to ANDROGEN INDEPENDENCE

J

Figura 3 - Mecanismos bioldgicos que contribuem para associagao
epidemioldgica entre obesidade e cancro da préstata agressivo. DRE-

examinagdo retal digital;

E-Estrogénio;

IGF- fator de crescimento

semelhante a insulina; IL- Interleucina ; PSA- antigénio especifico da
préstata; T-Testosterona. (Allott et al., 2013)
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das células tumorais (Nieman et al., 2013).

Por outro lado, sabe-se que o tecido adiposo é a fonte predominante da enzima
aromatase que converte os androgénios em estrogénios, que promove o
desenvolvimento dos tumores dependentes destas hormonas sexuais (Nieman et al.,
2013).

Além disso, como a obesidade estd associada a um estado de inflamagao
cronico, com aumento de células inflamatdrias e da expressao de adipocinas com

potencial oncolégico (Nieman et al., 2013).

Cancro e linfoangiogénese

O sistema linfatico constitui uma parte altamente especializada do sistema
vascular desempenha func¢des importantes no organismo ndo s6 em processos
fisiolégicos como vigilancia imunitdria e absorgdo de gordura bem como em processos

patoldgicos (Figura 4) (Duong et al., 2012).

Lymphatic specification Expansion of lymphatic vascular plexus
)
_ o/
. e _ PROX-1 ) , l
%, LYVE-1 <, SOXI8 2 A /o
_ WVEGFR-3 Yy cour-Ten Y D
o §— E— ] — fe= s
i 4 I 7 et
< < : Z
- o B,
8.5dpc 9 dpc 10.5 dpc 115 dpe Bt
Lymphatic vessel maturation
S0X18 - ———————— PROX-1
[ COUP-TFII ]
(a) Embryonic lymphangiogenesis
1. Tumor at 2. Tumor angiogenesis 3. Tumor lymphangiogenesis 4. Lymphatic metastasis

early stage and tumor growth
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l

Lymphatic vessel
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 VEGFR-3 @ Other GF receptors
0 VEGFR-2 * Other lymphatic GFs

(b} Tumor lymphangiogenesis

Figura 4 - Linfoangiogénese embriondria versus linfoangiogénese tumoral. Durante o inicio do
desenvolvimento dos vasos linfaticos, os percursores das células endoteliais linfaticas da veia
cardinal migram e formam sacos de linfa, dos quais os vasos linfaticos comegam a estender-se
pelo organismo. No microambiente tumoral, varios fatores de crescimento linfaticos sao
secretados pelas células tumorais, células inflamatdrias (TAMs) e pelas células do estroma, esses
fatores estimulam a formagdo neolinfaticos quer peritumorais quer na area intratumoral, o que
facilita invasdo das células tumorais nos vasos linfaticos. (Duong et al., 2012)
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A linfoangiogénese é o processo que leva a formagao de novos vasos linfaticos
a partir de vasos sanguineos pré-existentes, na presenca de sinais indutores
apropriados, tais como o fator de transcricdo Prox-1, VEGF- C e o recetor hialurdnico
dos vasos linfatico endotelial — Lyve 1) (Figura 4) (Albrecht and Christofori, 2011,
Marcelo et al., 2013, Schulte-Merker et al., 2011, Duong et al., 2012).

Os vasos linfaticos sao constituidos por células endoteliais linfaticas (LEC), que
expressam marcadores como o Lyve-1, VEGF-C, aquando da formacdo dos vasos
linfaticos, o que permite a sua especificacdo e a maturacdao dos mesmos (Albrecht and
Christofori, 2011, Baluk and McDonald, 2008, Marcelo et al., 2013) .

Nos adultos a linfoangiogénese é quiescente, estando restrita a formacao do
endométrio na gravidez. Contudo, estd envolvida em diversas situacdes patoldgicas,
como reparacdo de tecidos, cicatrizacdo, inflamacao e cancro (Albrecht and Christofori,
2011).

Na obesidade, parece haver uma forte associacdo entre a linfoangiogénese e o
aumento do tecido adiposo, dado que estdo aumentados os niveis de VEGF-C, o que
poderd explicar o aumento do risco de disseminacdo do cancro nos individuos obesos,
como esta descrito para varios tipos de cancro, como o cancro da prdstata (Amling et

al., 2004, Freedland et al., 2004, Silha et al., 2005, Wada et al., 2011).
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MATERIAIS E METODOS

Cultura de Células

As células utilizadas neste estudo foram células de carcinoma da proéstata
androgénio independentes RM1, de origem murina, gentilmente fornecidas pela
equipa do Prof T Thompson do MD Anderson Cancer Center, Houston,Texas, USA
(Baley et al.,, 1995). Estas células foram obtidas partir de tumores induzidos em
ratinhos Zip ras/myc-9 modelo MPR (cancro da prdéstata reconstituido em ratinho)
produzidos no MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas, USA (Baley et al., 1995).

As células RM1 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Essential Medium, Sigma) com glucose elevada, suplementado com 10% de FBS (soro
de bovino fetal, Gibco), 1% penicilina (100U/mL, Sigma) e 1% estreptomicina (100U/mL
Sigma). O meio de congelamento das células RM1 era composto por DMEM com
glucose elevada, 40% de FBS e 10% DMSO (dimetilsulféxido, Sigma).

Apds descongelamento rapido em banho a 372C das células RM1 na P17,
previamente criopreservadas a -802C, até estar cerca de metade do conteudo
descongelado, as células foram transferidas para um tubo centrifuga (TPP) contendo
5mL do meio de cultura e centrifugadas a 900 rpm durante 3 min. Apds a
centrifugacao descartou-se o sobrenadante e o pellet de células foi ressuspendido em
meio de cultura completo e transferido para um frasco de cultura de 25cm?3, que foi
colocado numa incubadora (Heracell 150, Thermo Scientific) a 372C, com 5% de CO,. O
meio de cultura foi mudado 24h depois de semeadas as células, para eliminar células
mortas e posteriormente de dois em dois dias, ou sempre que se justificasse, para
renovar os nutrientes das células.

As culturas foram mantidas até a formacdo de monocamada (confluéncia de
85-90%) sendo depois efetuada a tripsinizagdo, para posterior subcultura ou
congelamento das células. Neste processo, o meio de cultura das células foi todo
retirado e procedeu-se a uma lavagem das células com solucdo de tampao fosfato
(PBS) 1% (Gibco) para retirar excesso de proteinas do soro, que pudesse inativar a
solucdo de tripsina/EDTA (Sigma), que se colocaria de seguida durante 2-3 minutos a

379C para que ocorresse a desagregacdo das células. De seguida, adicionou-se meio de
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cultura completo (o dobro da quantidade de solugdo de tripsina usada) para
neutralizar a tripsina, transferiram-se as células para um tubo de centrifuga, e
procedeu-se a centrifugacdo a 1100 rpm durante 5 min. Apds centrifugacao,
descartou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em meio de cultura ou
meio de congelacdo, no caso de sub-cultura ou criopreservacao das células,
respectivamente.

Apds ressuspensdo das células procedeu-se a contagem em camara de
Neubaeur no microscépio 6ptico invertido (101M, Motic), para contagem do numero
de células existente para poderem ser aliquotadas ou usadas para preparacdao de

células a injetar.

Estudo in vivo
Animais

O maneio animal e os procedimentos experimentais seguiram as recomendacgdes
do International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). Foram tomadas todas
as precaucdes com o intuito de minimizar o sofrimento animal e de reduzir o numero
de animais utilizados.

Os animais utilizados neste estudo foram adquiridos a Charles River Laboratories,

(Barcelona, Espanha), tendo sido usadas 4 estirpes diferentes de ratinhos machos.

e DIO, ratinhos C57BL/6 submetidos a dieta hipercaldrica (45% de lipidos) para
induzir obesidade;

e ob/ob (B6.VLepob/J), ratinhos obesos com mutagdo espontanea inativante do
gene da leptina;

e db/db (BKS.Cg-m +/+ Lepdb/J), ratinhos obesos e diabéticos com mutacdo
espontanea do gene do recetor da leptina;

e (C57BL/6, ratinhos normoponderais utilizados como controle.

Os ratinhos foram alojados e mantidos a temperatura (=21°C) e humidade
constantes (55 * 10%), com ciclo de luz/obscuridade controlado de 12h/12h. Todos
eles foram alimentados, ad libitium, com dieta completa normal (SAFE- Scientific

Animal Food & Engineering), com excecdo dos ratinhos DIO que tiveram uma
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alimentacdo hipercaldérica de origem comercial (dieta hipercaldrica 45KJ % Gordura,
Charles River). Todos os procedimentos foram aprovados pela Direcao Geral de
Veterinaria.

Apds o periodo de quarentena, os animais (n= 6), foram devidamente marcados
dentro de cada grupo para posteriores pesagens. Foi efetuada a aclimatacdo com
observa¢Oes didrias para avaliagdo da ingestdo alimentar, aspeto geral e

comportamento esponténeo.

Inoculagao de células RM1 nos ratinhos

e Preparacgdo das células

As células RM1 foram tripsinizadas a passagem P17 coradas com Trypan Blue
(para avaliacdo da viabilidade) e contadas em camara Newbauer. Da pool das células
obtidas, preparou se um volume de 500 pL com 3x10° células ressuspendidas em PBS,
para posterior injecdo em cada animal. O niumero de células inoculado, para este tipo

de células, ja tinha sido calculado anteriormente (Ribeiro et al., 2010).

e Inoculacdo das células tumorais RM1

Todos os procedimentos animais foram efetuados numa sala de manipulacado e
devidamente acompanhados pela Veterinaria do biotério para controlo da dor,
aplicando anestesia e analgesia quando os procedimentos assim o exigiam.

Nos animais foi criada uma bolsa de ar tal como descrito por Hori et al (Hori et
al.,, 2002) e efetuou-se a injecdo subcutanea das células no dorso dos animais, na
regido interescapular onde previamente foi executada a bolsa.

Apds injecdo os animais foram vigiados durante o dia para observagdo de

alguns efeitos secundarios pds injecao.

Vigilancia dos animais durante o crescimento tumoral

O desenvolvimento tumoral foi acompanhado durante os 14 dias através do
registo didrio do peso corporal, avaliando assim a ingestdo alimentar, observacao do
seu estado, aspeto geral e comportamento espontaneo, crescimento tumoral
(medicdo dos tumores com um calimetro) e possivel ulceracdo dos tumores.
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Os endpoints considerados neste trabalho foram a perda acentuada de peso
(225%), persistente hipotermia, respira¢do ruidosa com possivel corrimento nasal ou
cianose, tamanho dos tumores a excedem o didmetro de 1.5 cm. Se algum destes

critérios fosse observado os animais eram imediatamente eutanasiados.

Necrdpsia, recolha de tecidos e histopatologia

O crescimento tumoral foi analisado apds 14 dias da inoculagdao das células
RM1. Os animais foram eutanasiados através da inalacdo de CO,.

Os tumores foram medidos e apds excisdo foram pesados. Depois da incisdo
cutanea na regido abdominal retirou-se a gordura epididimaria e efetuou-se o registo
do peso.

Ap0ds retirada dos tumores estes foram imediatamente fixados num recipiente
adequado, com paraformaldeido 4% e acido picrico 0,4% em (PBS), durante 24 horas,
sendo posteriormente processados num processador automatico (Shandon, Citadel
2000), durante 12 horas, overnight. Na inclusdo (aparelho de inclusdo Shandon-
Histocentre), as amostras foram orientadas de modo a obtermos a representacdo
peritumoral e intratumoral. Dos blocos de parafina efetuaram-se cortes (Micrétomo

Minot Leica® RM2125RT) com 3 um de espessura.

Estudo in vitro

Imunohistoquimica para o Lyve 1

A presenca da proteina Lyve-1 foi avaliada através de um estudo
imunohistoquimico. Foram realizados cortes de 3 um para laminas adesivadas
SuperFrost (Thermo Scientific®). As ldaminas foram posteriormente colocadas na estufa
a 379C, até a execucao da técnica IHQ.

Como controlo negativo, foi utilizado o mesmo tecido sem a incubacdo com
anticorpo primario, sendo este substituido por BSA 5%.

Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados. De seguida realizou-se a
recuperacao antigénica com panela de pressdo em solucdo tampao citrato 0,01M (pH
6,0) com Tween 20 a 0.05%, durante 3 minutos depois de ferver. Seguidamente e apds

arrefecimento, os cortes foram lavados, 2 vezes, em PBS (pH 7,4) com Tween 20 a
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0.05% (PBS-T), durante 5 minutos. A peroxidase enddgena foi neutralizada com
perdxido de hidrogénio (Merck), a 3% em metanol, durante 20 minutos a temperatura
ambiente e de seguida foram realizadas 3 lavagens com PBS-T.

As laminas foram montadas no aparelho “Sequenza Immunostaining Center”
(Thermo Scientific Shandon) e os cortes foram incubados com soro de porco (Swine
Serum, Dako Denmark - diluigdo 1:5 em BSA 10%), de modo a bloquear marcagdo
inespecifica, durante 30 minutos.

Em seguida foi realizada a incubagdo com o anticorpo primario anti-Lyve-1
(ab33682; 1:750; Abcam) diluicdo 1:750 em BSA 5%) durante a noite a 4°C.

Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos com PBS-T e os cortes
foram incubados com anticorpo secunddrio (Polyclonal swine anti-rabbit, Dako
Denmark - diluicdo 1:200 em BSA 5%) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Findo o tempo de incubacdo os cortes foram lavados 3 vezes com PBS-T durante 5
minutos e em seguida realizou-se a incubacdo durante 30 minutos com o complexo
ABC (Vector - A e B numa diluicdo de 1:100 em BSA 5%) a temperatura ambiente,
seguida de 3 lavagens de 5 minutos com PBS-T.

A revelacdo das laminas foi realizada utilizando o substrato DAB
(Diaminobenzidine tetrahydrochloride, Dako) que foi deixado atuar durante 2 minutos.
Apds lavagem em agua corrente procede-se a contrastacdo nuclear com a
hematoxilina de Harris (1 minuto), com posterior azulamento dos nucleos em lavagem
em agua corrente (15 minutos). Apds a desidratacdo e diafanizacdo, procedeu-se a

montagem manual das laminas utilizando como meio de montagem (entellan).

Anidlise estatistica dos resultados

Para cada grupo foram calculadas as médias e o erro padrdao da média (SEM) e
analisada a normalidade e homogeneidade das variancias.

A comparagdo entre os quatro grupos independentes face a uma variavel
guantitativa foi analisada pelo teste de ANOVA (Andlise de variancia) a 1 fator, seguido
pelo Post-hoc de Dunn quando a comparacgao foi entre todos os grupos ou de Dunnett
guando os grupos foram comparados apenas com o controlo. Os estudos de correlacao
foram realizados através do teste de Spearman. Um valor de p<0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism (versdao 5.0) para o Windows, excepto os estudos de correlagao que

foram realizados utilizando o software SPSS (versdo 20.0) para o Windows.
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RESULTADOS

Caracterizacdo microscopica da cultura celular

As células de carcinoma da préstata RM1 sdo fibroblastos uninucleares,
aderentes com um rapido crescimento. Na figura 7 pode-se observar as células RM1

em cultura com 80% de confluéncia (Figura 7).

Figura 5 - Células RM1 em cultura (80 % de confluéncia) 100x

Estudo in vivo

Relativamente ao estudo in vivo, inicialmente avaliou-se o efeito da dieta no
peso dos ratinhos, bem como a percentagem de gordura (avaliada pela gordura
epididimaria por 100g de massa corporal) que cada um dos ratinhos continha.

Procedeu-se também a avaliagao do peso do tumor, formado pela inoculagao
das células, de modo a verificar se a obesidade teria algum efeito no desenvolvimento
tumoral. E por fim, avaliar o efeito da obesidade na linfoangiogénese dos tumores

formados.
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No que diz respeito ao peso dos ratinhos verificou-se que os ratinhos ob/ob e
db/db apresentaram massas corporais estatisticamente superior quando comparados

com os ratinhos controle (p<0.001) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Comparagdo da massa corporal dos ratinhos 14 dias, apds a inoculagdo, nos diferentes grupos
(ANOVA- p<0.001: control vs db/db e control vs ob/ob)

Como marcador do conteldo de massa gorda, foi utilizada a massa de gordura
epididimaria por 100g de massa corporal. Para este marcador, verificaram-se que os
ratinhos ob/ob, db/db apresentavam uma % de gordura epididimaria estatisticamente
superior quando comparados com o grupo controle (p<0,01, p<0,001,

respectivamente) (Grafico 2).

*%*

*kk

% gordura epididimaria

Control  DIO db/db

Grafico 2 — Comparacgdo da percentagem de gordura epididimaria nos diferentes grupos de ratinhos (ANOVA -
p<0.01: control vs db/db; p<0.001: control vs ob/ob).
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Apds a inoculagdo dos ratinhos com as células de carcinoma de préstata RM1,
os ratinhos obesos ob/ob e DIO desenvolveram tumores estatisticamente maiores
(p<0.001) quando comparados com os controle, enquanto que os ratinhos db/db

desenvolveram tumores estatisticamente menores (p<0.05) (grafico 3).

Massa do tumor (g)
N
L

: é IIIIIII
Control DIO db/db ob/ob

Grafico 3 - Massa dos tumores obtidos 14 dias apds a inoculagdo nos diferentes grupos de ratinhos (ANOVA -
p<0.05: control vs db/db; p<0.001: control vs DIO e control vs ob/ob) .

Para se verificar se havia alguma correlagcdao entre a obesidade e a massa
tumoral, corremos a alguns testes de correlacdo, no entanto, ndo se verificaram
correlagdes significativas nem entre massa tumoral e massa corporal dos ratinhos,

nem entre a massa tumoral e a % de gordura epididimaria (tabela 2).

Estudo in vitro

O marcador molecular Lyve-1 foi utilizado para marcacdo e posterior
qguantificacdo dos vasos linfaticos presentes tumores da préstata induzidos em

diferentes modelos de ratinhos (Figura 8).
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Figura 6 — Adenocarcinoma da prostata RM1 com os vasos linfaticos marcados pror imunohistoquimica usando o
anticorpo anti- Lyve-1. Na imagem, vasos sanguineos podem ser visualizados como indicado pelas cenas negras
em contraste com os vasos linfaticos marcados com o DAB (200x).

Os vasos linfaticos com imunorreactividade para o Lyve-1 foram avaliados
usando a percentagem de drea marcada com Lyve-1 e a contagem direta do niumero
de vasos linfaticos no tumor.

Os tumores dos ratinhos db/db e ob/ob foram os que tiveram menor densidade
de vasos linfaticos, sendo que, a percentagem de area marcada e o nimero de vasos
linfaticos marcados com o anticorpo Lyve-1 foram estatisticamente inferiores nos

ratinhos db/db quando comparados com os ratinhos DIO (Gréficos 4 e 5).
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Grafico 4 - Percentagem de area marcada de Lyve-1 nos tumores RM1 induzidos nos diferentes grupos de
ratinhos (ANOVA: p<0.05: DIO vs db/db).
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Grafico 5 — Numero de vasos linfaticos por pixel ao quadrado nos tumores RM1 induzidos nos diferentes grupos
de ratinhos (ANOVA: p<0.05: DIO vs db/db).

Apesar do grupo com tumores menores (ratinhos db/db) é o que também
apresenta menor vasos linfaticos (graficos 3, 4 e 5), ndo se verificou uma correlacdo
significativa entre estes dois parametros (coeficientes de correlacdo=0.344) (tabela 2)

Para se verificar se havia alguma correlacdo entre a obesidade e a
linfoangiogénese, corremos a alguns testes de correlacdo (tabela 2). Através do teste
de correlacdo entre a percentagem de area marcada e a percentagem da gordura
epididimaria, nds verificamos que existe uma correlagao negativa significativa entre

estes parametros (coeficiente de correlacdo=-0.615) (Tabela 2). A mesma correlacdo
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foi verificada entre a percentagem de area marcada e a massa corporal dos ratinhos

(coeficiente de correlagdo=-0.618) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados dos estudos de correlagdo realizados (teste de Spearman)

Correlagao Coeficiente de correlagdo p

Massa corporal rato e peso do tumor -0.058 NS

% gordura epididimaria e peso do tumor -0.159 NS

Expressao do Lyve-1 e peso do tumor 0.334 NS
Expressdo do Lyve-1 e % da gordura epididimaria -0.615 p<0.01
Expressao do Lyve-1 e massa corporal do rato -0.618 p<0.01

NS: estatisticamente nao significativo
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DISCUSSAO

A obesidade foi documentada como sendo um fator de risco para o cancro em
varios estudos epidemioldgicos, no entanto a obesidade por si s6 ndo parece aumentar
o risco em todos os tecidos de igual modo (De Pergola and Silvestris, 2013). No cancro
da prdstata, esta associacdo é ainda muito controversa; alguns estudos demonstraram
que a obesidade é um fator de risco e outros demonstraram que a obesidade podera
ter um efeito protetor neste tipo de tumores (Allott et al.,, 2013, De Pergola and
Silvestris, 2013, Ribeiro et al., 2010, Porter and Stanford, 2005).

Estudos in vivo e in vitro, usando a mesma linha celular usada neste estudo,
demonstraram o efeito protetor da obesidade na proliferacdo e angiogénese do cancro
da prostata (Ribeiro et al., 2010, Ribeiro et al., 2012a), no entanto, a linfoangiogénese
ndo foi ainda avaliada. Uma vez que, este processo é muito importante no
desenvolvimento tumoral (Albrecht and Christofori, 2011, Christiansen and Detmar,
2011), estabeleceu-se como objetivo avaliar a linfoangiogénese em tumores da
préstata induzidos em ratinhos normais e obesos permitindo deste modo entender a
influéncia da obesidade na progressao do cancro da préstata.

Para isso, estudou-se trés estirpes de ratinhos obesos (ob/ob; db/db e DIO) e
uma estirpe normoponderal para a inducdo de tumores.

A linha celular de carcinoma da prdstata murina escolhida para este estudo
(RM1) é androgénio independente, de modo a minimizar a potencial interferéncia dos
esterdides sexuais, uma vez que os adipdcitos participam no metabolismo dos
androgénios que constituem outro dos mecanismos que tem sido relatado como
associado a progressio do cancro da prostata. A linha celular androgénio
independente foi também escolhida, por ser o tipo de tumor da préstata no qual o
possivel efeito da obesidade é mais contraditério. Enquanto alguns autores defendem
que o efeito da obesidade na progressdao tumoral é maior nas células androgénios
independentes (Ribeiro et al., 2012b), outros afirmam que o efeito da mesma na
progressdao tumoral ndo é tdo significativo nestes tumores prevalecendo outros
mecanismos que promovem a proliferacao celular, como o uso de vias alternativas

para desencadear a proliferacdo (Nieman et al., 2013).
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Os diferentes ratinhos foram inoculados com essas mesmas células tumorais de
carcinoma da proéstata androgénio independentes (RM1) e ao fim de 14 dias os
ratinhos foram sacrificados, pesados; a gordura epididimaria foi retirada e pesada; e os
tumores foram pesados e processados para histologia.

Quanto a massa corporal dos ratinhos e a % de gordura epididimaria, tal como
era esperado, os ratinhos das estirpes db/db e ob/ob apresentaram uma massa
corporal estatisticamente superior aos ratinhos controle. No entanto, o mesmo ndo se
verificou com o grupo DIO, que apesar de ter sido submetido a uma dieta hipercaldrica
durante 16 semanas, esta ndo foi capaz de induzir efeitos significativos tanto na massa
corporal como na gordura epididimadria, apesar desta ultima estar aumentada neste
grupo. Talvez devido ao tempo ao qual os ratinhos estiveram sujeitos a dieta
hipercalérica ndo ter sido suficiente para provocar as alteracdes metabdlicas que
ocorrem nos modelos com deficiéncias congénitas ou a prépria da dieta ndo ser
suficientemente calérica, uma vez que esta apresentava apenas um teor lipidico
elevado, ndo tendo influencia nos teores de agucares.

Quanto a massa dos tumores, esta foi significativamente inferior no grupo dos
ratinhos db/db quando comparados com o grupo controle, e os grupos ob/ob e DIO
tiveram tumores estatisticamente maiores quando comparados com o grupo controle.

Através das correlagdes entre a massa corporal dos ratinhos e o peso do tumor,
bem como da % de gordura epididimaria e o peso do tumor, ndo se ficaram diferencas
significativas. Estes resultados parecem demonstrar que estes dois parametros nao
parecem ter influéncia num aumento do crescimento tumoral.

No entanto, o grupo com deficiéncia no gene da leptina (ob/ob) e portanto sem
leptina teve tumores muito superiores ao grupo com deficiéncia no gene do recetor de
leptina (db/db), a leptina parece ter um efeito protetor quanto ao crescimento
tumoral. Este facto vai contra ao que esta descrito em outros estudos que verificaram
gue a leptina parece estar envolvida no desenvolvimento de tumores mais volumosos
(Chang et al.,, 2001). No entanto, estudos in vitro realizados com as células RM1
verificaram que a leptina parece ter um papel protetor quanto a proliferacdo celular
(Ribeiro et al., 2012a), corroborando os resultados obtidos neste estudo.

Uma vez que a vasculatura linfatica é formada por células endoteliais linfaticas

(LEC), a identificacdo de proteinas expressas neste tipo de células tem sido um tépico
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de estudo importante permitindo progredir no conhecimento da linfoangiogénese em
condicBes patoldgicas (Albrecht and Christofori, 2011, Baluk and McDonald, 2008,
Marcelo et al., 2013).

O Lyve-1 é um dos marcadores mais bem caracterizados das LEC, por ser
expresso tanto na superficie luminal como abluminal deste tipo de células durante a
linfoangiogénese (Baluk and McDonald, 2008, Jackson et al., 2001), por isso realizou-se
o estudo da linfoangiogénese por imunohistoquimica com o anticorpo anti- Lyve-1.

Depois disso, a avaliagdo da marcacao foi expressa tanto em percentagem de
area marcada pelo anticorpo anti- Lyve-1, como pelo nimero de vasos marcados por
pixel ao quadrado em todos os tumores RM1. Um método de quantificacao
automatico, o software Imagel, foi realizado para se evitar a possivel subjetividade
associada ao observador na contagem manual dos vasos linfaticos.

Quando foram comparados todos os tumores RM1, verificaram-se diferentes
expressdes do marcador Lyvel nos diferentes grupos de ratinhos, sendo que a
expressdo deste marcador estava significativamente diminuida no grupo db/db
comparando com o grupo DIO. Os resultados entre o método automdtico como
manual foram semelhantes, dando a certeza necessaria para reportar diferentes
expressoes do Lyve-1 nos diferentes modelos de obesidade estudados neste trabalho.

O grupo dos ratinhos db/db foi o grupo que demonstrou menos
linfoangiogénese e também os tumores com menor massa, no entanto nao se verificou
uma correlacdo significativa entre estes parametros.

Durante o crescimento de tumores sdlidos, existe uma enorme estimulag¢ao do
ambiente para que o estroma e as células inflamatodrias expressem fatores de
crescimento que induzam a formagao de novos vasos linfaticos nos tumores, devido a
hipoxia tumoral (Vaupel, 2004). No entanto, neste estudo ndo se verificou uma
correlagdo significativa entre a massa do tumor e a linfoangiogénese, talvez porque os
tumores ndo tenham tamanho significativamente diferente que possa refletir numa
diferenca no numero de vasos linfaticos ou existe um efeito protetor em alguns tipos
de ratinhos obesos que inibam a linfoangiogénese, diluido assim o efeito do tamanho
do tumor na formagao de novos vasos linfaticos.

Através dos testes de correlacdo verificamos que a linfoangiogénese esta

negativamente correlacionada com a percentagem de gordura epididimaria e com o
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massa corporal dos ratinhos, dois parametros que estdo relacionados com a
obesidade.

No entanto, a leptina parece ndo estar envolvida no processo da
linfoangiogénese uma vez que o grupo com deficiéncia no gene da leptina (ob/ob) e
portanto sem leptina, e o grupo com deficiéncia no gene do recetor de leptina (db/db)
e portanto hiperleptinémicos tém linfoangiogénese semelhantes.

A obesidade esta também associada a hipoxia uma vez que nesta condicdo
existe uma expansdo de massa que promove a progressdo de cascatas
linfoangiogénicas e angiogénicas (Trayhurn, 2013). Além disso, estudos anteriores
documentaram o aumento de doenga metastatica em pacientes obesos com cancro
(Silha et al., 2005), neste estudo, verificaram-se evidéncias diferentes. Este estudo
demonstra que a linfoangiogénese é modulada de diferentes maneiras em diferentes
grupos de ratinhos por fatores envolvidos na obesidade, sendo que a obesidade
parece ter um fator protetor, evitando a linfoangiogénese. Estes resultados reforcam o
papel protetor da obesidade na disseminacao do cancro da préstata, ja observado em

varios estudos epidemiolégicos (Porter and Stanford, 2005, Wilson et al., 2012).

CONCLUSAO

Em conclusdo, a obesidade parece ter um papel protetor contra a progressao
tumoral do cancro da proéstata inibindo a linfoangiogénese, no entanto, por
mecanismos que ndo parecem envolver a leptina. Esta hormona parece sim ter
influencia apenas no aumento do crescimento tumoral. A relagdo entre a obesidade e
a linfoangiogénese merece ser alvo de investigacdo futura para melhor perceber a

progressdo tumoral.
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