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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Narayana P. B. Fazolini

A obesidade € uma condicdo predisponente ao desenvolvimento de cancer de célon,
es6fago, pulmao, préstata, dentre outros. Um dos maiores desafios no estabelecimento
da ligacao de obesidade e o risco de cancer tem sido correlacionar a epidemiologia e sua
base bioldgica, ou seja, 0 mecanismo pelo qual a obesidade leva ao desenvolvimento de
cancer. A leptina € uma adipocitocina, produzida e secretada pelo tecido adiposo que
possui além dos efeitos em nivel central no controle da saciedade, agbes na regulagcéo da
resposta imune e inflamatoéria. Temos por hipotese que os niveis elevados de leptina na
obesidade ative vias de sinalizagdo envolvidas na regulagao da inflamacgéo, metabolismo
lipidico e proliferagédo celular em células epiteliais. Os corpusculos lipidicos s&o organelas
dindmicas envolvidas no metabolismo lipidico e inflamacdo, e o aumento no numero
destas organelas foi observado no céncer de coélon humano. A mTOR €& uma
serina/treonina cinase que esta relacionada com o estimulo a tradugdo de proteinas,
proliferagdo celular e progressao tumoral. Nosso objetivo foi, portanto, estudar o papel da
leptina na alteracdo do metabolismo lipidico e progressao tumoral. Células epiteliais
intestinais (IEC-6) n&o-transformadas de rato foram incubadas com leptina por 6h, na
presenca ou auséncia do inibidor de mTOR, rapamicina. O estimulo com leptina induziu
aumento na formacao de corpusculos lipidicos em células IEC-6 quando comparadas as
células controle apds coloragdo com tetroxido de ésmio ou ORO. O pré-tratamento com
rapamicina inibiu significantemente a indugdo de corpusculos lipidicos por leptina,
sugerindo um papel de mTOR na sinalizagdo induzida por esta adipocina. Noés
demonstramos que a leptina aumenta a fosforilagdo de S6K em um mecanismo sensivel a
rapamicina. Além, disso, a leptina aumenta a proliferacdo de células epiteliais de forma
dependente da via de mTOR, aumentando o numero de células na fase S do ciclo celular.
Através de proteoma descritivo de corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de
célon, verificamos a presenga de 370 proteinas, incluindo diversas proteinas importantes
no metabolismo lipidico, traducdo de proteinas, sinalizacdo e proliferagcdo celular,
sugerindo que estas organelas podem ser sitios de traduc¢ao de proteinas e sinalizagao, e
poderiam contribuir para o fendtipo hiperproliferativo observado em tumores. Através de
fracionamento subcelular e microscopia confocal, validamos que corpusculos lipidicos de
células de adenocarcinoma de colon sao sitios de localizagdo da proteina S6K e mTOR.
O estudo da regulagao e ativagdo de mTOR e outras importantes vias durante processos
patolégicos como o cancer podera contribuir para o entendimento dos mecanismos
basicos de regulagdo do metabolismo lipidico e transformacéao celular de células tumorais.
Dessa forma, nossos estudos podem contribuir para a identificacdo de novos alvos
terapéuticos para o tratamento do cancer.
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Abstract

TESE DE DOUTORADO

Narayana P. B. Fazolini

Obesity is a predisposing condition to cancer development in colon, esophagus, lung,
prostate, among others. One of the greatest challenge in establishing the link of obesity
and the risk of cancer has been to establish the mechanism by which obesity leads to the
development of cancer. Leptin is a adipocytokine, produced and secreted by adipose
tissue that beyond its central effects in the control of satiety, has actions in the regulation
of immune and inflammatory response. We hypothesized that elevated levels of leptin in
obesity activate signaling pathways involved in the regulation of inflammation, lipid
metabolism and cell proliferation in epithelial cells. Lipid droplets are dynamic organelles
involved in lipid metabolism and inflammation, and the increase in the number of these
organelles was observed in human colon cancer. mTOR is a serine / threonine kinase that
regulates protein translation, cell proliferation and tumor progression. Our goal was
therefore to study the impact of leptin in changes in lipid metabolism and tumor
progression. Non-transformed rat intestinal epithelial cells (IEC-6) were incubated with
leptin for 6h in the presence or absence of the mTOR inhibitor, rapamycin. Leptin
stimulation induced increase in lipid droplet formation in IEC-6 cells when compared to
control cells after staining with osmium tetroxide or ORO. Pre-treatment with rapamycin
significantly inhibited the induction of lipid droplet by leptin, suggesting a role for mTOR in
leptin-induced signaling. Leptin treatment leads to an increase in the phosphorylation of
S6K in a rapamycin-sensitive manner. In addition, leptin-induced increase in epithelial cell
proliferation is dependent of mMTOR. Through descriptive proteomics of lipid droplets from
colon adenocarcinoma cells, we identified 370 proteins, several of them involved in lipid
metabolism, translation, cell signaling and proliferation, suggesting that these organelles
can be sites of protein translation, contributing to the hyperproliferative phenotype
observed in tumors. We have also demonstrated by confocal microscopy and subcellular
fractionation that the S6K protein and mTOR are located at lipid droplets in colon
adenocarcinoma cells. The study of regulation and activation of mTOR and other important
pathways for diseases like cancer may contribute to a better understanding of the basic
mechanisms involved in lipid metabolism and cell transformation in tumor cells, thus
permitting the identification of new therapeutic targets for treatment of cancer.
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1. INTRODUGAO
1.1 Obesidade e Cancer

1.1.1 Dados epidemioldgicos

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan da Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for Research on Cancer)
juntamente com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), houve 14,1 milhdes de casos
novos de cancer no mundo e um total de 8,2 milhdes de mortes no ano de 2012. A
incidéncia de cancer continuara aumentando nos paises em desenvolvimento e crescera
ainda mais em paises desenvolvidos se medidas preventivas ndo forem amplamente
aplicadas. Nesses ultimos, os tipos de cancer mais frequentes, em ordem, na populagao
masculina foram prostata, pulméo, célon e reto; e mama, colon e reto e pulmao entre as
mulheres. Nos paises em desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes em homens
foram pulmao, estbmago e figado; e mama, colo do utero e pulmdo nas mulheres. O
cancer coloretal é o terceiro tipo de cancer mais comum em homens (746 mil casos) e o
segundo em mulheres (614 mil casos) em todo mundo. A mortalidade relacionada a este
tipo de céncer € baixa (694 mil mortes), havendo mais mortes nas regides menos
desenvolvidas do mundo, refletindo assim a pior sobrevivéncia nestas regides
(IARC/OMS, 2012). Em 2030, a incidéncia global sera de 21,4 milhdes de casos novos de
cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer de uma forma geral, em consequéncia do
crescimento e do envelhecimento da populagdo, bem como da redu¢cdo na mortalidade
infantil e nas mortes por doencgas infecciosas em paises em desenvolvimento.

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de
2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do
cancer no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera o
mais incidente na populagao brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama
feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero
(15 mil). Em homens, os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao,
célon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, célon e reto, colo
do utero, pulmdo e glandula tireoide. Estimam-se, para 2014, no Brasil, 15.070 casos
novos de cancer de colon e reto em homens e 17.530 em mulheres (Fig. 1.1). Esses
valores correspondem a um risco estimado de 15,44 casos novos a cada 100 mil homens
e 17,24 a cada 100 mil mulheres. Essa neoplasia é considerada de bom progndstico se a
doenga for diagnosticada em estagios iniciais. Um estudo do INCA apontou, para o cancer

1



de célon e reto, uma sobrevida aproximada de 55%. E incontestavel que o cancer é hoje,
em todo mundo, um problema de saude publica, cujos controle e prevengao deverao ser
priorizados em todas as regides, desde as mais desenvolvidas — cultural, social e

economicamente — até as mais desiguais.

Localizagao primaria  casos % Localizagéo priméria casos %

Prostata ~ 68.800  228%  Homens Mulheres ~ Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmédo 16.400 54% (olon e Reto 17.530 6,4%

C6lon & Reto 15.070 50% Colo do Utero 15.590 57%

Estomago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Pumao ~ 10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esdfago 8.010 2,6% ' Estomago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% QOvério 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4,960 1,6% Leucemias 4320 1,6%

*Nameros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Figura 1.1 — Distribuigao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes na
populacao brasileira estimados para 2014 por sexo, exceto pele nao melanoma. O
cancer de pele do tipo ndo melanoma sera o mais incidente na populagéo brasileira neste
ano, seguido pelos tumores de préstata, mama, célon e reto, pulmao, estbmago e colo do
utero. INCA, 2014.

Em consequéncia de uma mudanga econdmica, social e tecnoldgica, algumas
populagdes mundiais se encontram em ambientes caracterizados por dieta hipercalorica e
baixa atividade fisica. Sendo assim, a obesidade esta rapidamente atingindo proporgdes
epidémicas em algumas partes do mundo, se tornando desta forma um grave problema
de saude publica (GUNTER e LEITZMANN, 2006). A Organizagdo mundial de saude
estima que mais de 1,4 bilhdo de adultos em todo mundo se encontram acima do peso.
Destes, cerca de 200 milhdes de homens e 300 milhdes de mulheres sdo de fato obesos
(WHO, 2008). Ja esta bem descrito que o excesso de tecido adiposo esta associado a
disfuncado deste tecido, o que pode predispor individuos a desenvolver diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) e doencgas cardiovasculares. Adicionalmente, os individuos que estdo com
sobrepeso (IMC 25,0-29,9 kg /m2), ou que s&o obesos (IMC 230 kg / m2), possuem maior
risco de desenvolvimento de varios tipos de cancer (SCHERER et al., 2014). Dados
epidemiologicos sugerem uma importante associagdo entre o aumento do indice de
massa corporal (IMC) e o desenvolvimento de cancer de mama (pés-menopausa) (KEY et
al., 2003; ARENDT et al., 2013), colon (OKABAYASHI et al., 2012), préstata (MACINNIS



and ENGLISH, 2006), es6fago (LOFDAHL et al., 2011), pancreas (LI et al., 2009), dentre
outros (LICHTMAN, 2010).

Tipo de cancer Homens Mulheres
Mama ND 1.12 (1.08-1.16)
Célon 1.24(1.20-1.28) 1.09 (1.05-1.13)
Endométrio NA 1.59 (1.50-1.68)
Esofago 1.52(1.33-1.74) 1.51(1.31-1.74)
Figado 1.24(1.15-1.34) 1.34(1.25-1.43)
Leucemia 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)
Mieloma 1.11(1.05-1.18) 1.11(1.07-1.15)
Linfoma nao-hodgkins 1.06(1.03-1.09) 1.07 (1.00-1.14)
Pancreas 1.07 (0.93-1.23) 1.12 (1.02-1.22)
Prostata 1.03 (1.00-1.07) NA

Reto 1.09(1.06-1.12) 1.02 (1.00-1.05)
Tireoide 1.33(1.04-1.70) 1.14 (1.06-1.23)

Tabela 1.1 - Associacao entre obesidade e aumento do risco de desenvolvimento de
alguns tipos de cancer. Dados epidemioldgicos sugerem uma significante associagao
entre o aumento do indice de massa corporal (IMC) e cancer hematoldgico, pancreas,
prostata, mama na pos-menopausa, coélon, dentre outros. ND: Nao determinavel / NA:
Nao se aplica. Adaptado de KHANDEKAR et al., 2011.

Tanto estudos clinicos quanto pré-clinicos indicam que o aumento da adiposidade
esta associada ao aumento na incidéncia de cancer, além de aumento da morbidade e
mortalidade (PAREKH et al.,, 2012; PARK et al., 2011). No entanto, apesar da forte
evidéncia epidemioldgica de que a obesidade causa aumento do risco de cancer e da
mortalidade, os mecanismos por tras desta associacdo ainda nao estdo esclarecidos
(BARLOW et al., 2006; CALLE et al., 2003). Trés fatores principais sdo considerados para
relacionar obesidade e cancer: o eixo de insulina - IGF-1, hormdlnios sexuais e as
citocinas derivadas de adipdcitos (adipocinas) (PARK et al., 2014). Por exemplo,
alteracbes metabdlicas no tecido adiposo de pessoas obesas levam a alteracbes
metabdlicas sistémicas como resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia e
inflamagédo crénica. Neste contexto, as células tumorais s&o capazes de invadir o
estroma, e os adipdcitos, por sua vez, circundam o microambiente tumoral, contribuindo

desta forma para a progressao e desenvolvimento do tumor (BARLOW et al., 20006).



Sendo assim, os mecanismos pelos quais a obesidade leva a um aumento na
predisposicdo ao desenvolvimento de alguns tipos de cancer estdo sob intensa

investigacao.

1.1.2 Adipocinas

O tecido adiposo foi tradicionalmente considerado um 6rgdo de armazenamento de
energia de longo prazo. Atualmente, seu papel fundamental na integragcdo do
metabolismo sistémico e na regulagdo de diversos processos patolégicos € apreciado,
sendo esta funcdo metabdlica mediada por sua capacidade de secretar variadas
proteinas. Os adipécitos podem ser encontrados em associagcdo com multiplos érgéos,
como por exemplo coragcdo e rins, além de medula 6ssea e pulmdes. Estudos
demonstram que dietas de alto teor caldrico podem promover o desenvolvimento de um
estado pro-inflamatério nestes depdsitos de adipédcitos de maneira semelhante ao
observado no tecido adiposo subcutaneo e visceral (CHATTERJEE et al., 2009). Varios
produtos secretados pelo tecido adiposo foram bem caracterizados, sendo os fatores
soluveis secretados por este tecido chamados de adipocinas (OUCHI et al., 2003; BERG
and SCHERER, 2005). O termo adipocina € utilizado para descrever certas citocinas
produzidas pelo tecido adiposo, porém, é importante ressaltar que estas ndo sao
exclusivamente derivadas deste 6rgdo. A expressao destes mediadores varia de acordo
com o tipo de tecido adiposo corporal (Fig. 1.3). Por exemplo, os dois depdsitos mais
abundantes s&o os tecidos adiposos subcutdaneo e visceral, que produzem perfis
exclusivos de adipocinas (FRIED et al., 1998; SAMARAS et al., 2010). Adiponectina,
leptina, resistina e visfatina sdo adipocinas que estabelecem hoje uma importante ligagao
entre obesidade, resisténcia a insulina e doencas inflamatdrias. Outras citocinas como
TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 e agonista do receptor de IL-10 também sdo produzidas por
adipdcitos, sendo leptina e adiponectina as adipocinas produzidas de forma mais
abundante (TILG and MOSCHEN, 2006).



Adipocina Origem Receptor Funcgao

Leptina Adipdcitos Receptor de leptina Controle do apetite através de agdes no SNC
Células mononucleares Desconhecido Promove resisténcia a insulina e
Resistina humanas e adipdcitos inflamagéo através da secrecao
(roedores) de IL-6 e TNF por macréfagos
HElf Agsie, aqipécitos G Vitamina A Ligada a resisténcia sistémica a insulina
macrofagos

c . ; Promove resisténcia a
Lipocalina 2 Adipécitos e macréfagos Desconhecido insulina e inflamacao através

da secregao de TNF por

ANGPTL?2 Adipdcitos e outras células Desconhecido Inflamagao Ib’cal e vascular
TNF Células do egt(oma Receptor de TNF Inﬂama_géo_ Ioc_al e an!agor_ﬂsmo
vascular e adipdcitos da sinalizacao por insulina
IL-6 Figado, musculo, adipécitos e Receptor de IL-6 Varia com a origem e tecido-
células do estroma vascular alvo
IL-18 Células do estroma vascular Receptor de IL-18 e proteina Inflamagéo de amplo
ligante de IL-18 espectro
CCL2 L . Recrutamento de
Adipécitos e células do estroma vascular CCR2 e T
CXCL5 Macréfagos CXCR2 Antagonismo da via de
insulina através de JAK-STAT
NAMPT Adipdcitos, me}créfagos e Desconhecido Quimioatraente de mondcitos
outras células
. . . Receptor de adiponectina 1 Sensibilidade a insulina,
AdlponeCtlha ellperies e 2, CD91, T-caderina antiinflamatoria
SFRP5 5
Adipdcitos WNT5a Supressao
da via de Wnt

Tabela 1.2 Origem e fungdao das principais adipocinas. ANGPTL2: proteina 2
semelhante a angiopoietina; CCL2, CC: ligante de quimiocina 2; CXCL5, CXC: ligante de
quimiocina 5; IL: Interleucina; JAK: Janus cinase; NAMPT: nicotinamida
fosforibosiltransferase; RBP4: proteina 4 ligante de retinol; SFRPS: proteina 5 relacionada
a frisado; STAT: Ativador da transcricdo e transdutor de sinal; TNF: Fator de necrose
tumoral. Adaptado de OUCHI et al., 2011.

Adipsina (também conhecida como fator de complemento D) foi identificada como
um adipocina em 1987 (COOK et al., 1987). Em 1993, o fator de necrose tumoral (TNF)
foi identificado como um produto proé-inflamatério produzido pelo tecido adiposo que é
induzido em modelos de diabetes e obesidade, proporcionando desta maneira evidéncia
para uma ligagdo funcional entre obesidade e inflamacado (HOTAMILSLIGIL et al., 1993).
Posteriormente, em 1994, a leptina foi identificada como uma proteina especifica
secretada pelo tecido adiposo que regula a ingestdo de alimentos e o gasto energético de
maneira endocrina (ZHANG et al., 1994). Da mesma forma, a identificacdo do inibidor de
ativacao do plasminogénio 1 (PAI1), que funciona como um inibidor da fibrindlise, € uma
adipocina regulada positivamente em depositos de tecido adiposo visceral em obesos,

sugerindo desta forma uma importante relacdo entre obesidade e disturbios tromboticos
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(SHIMOMURA et al., 1996). Também no ano de 1996, a adiponectina foi identificada
como uma citocina especifica de adipocitos. Na obesidade, esta possui sua expressao
reduzida e estudos demonstram que esta adipocina protege contra varias doencgas
metabdlicas e cardiovasculares associadas a obesidade (HU et al., 1996; MAEDA et al.,
1996; SCHERER et al., 1995) Estes resultados foram surpreendentes uma vez que a
grande maioria das adipocinas estimulam a resposta inflamatéria e sdo reguladas
positivamente durante a obesidade. Desta forma, as adipocinas tém recebido uma grande
atengdo da comunidade cientifica por atuarem como reguladores da homeostase.
Coletivamente, estas descobertas mostram que a disfungdo metabdlica relacionada ao
excesso de tecido adiposo pode resultar em parte de um desequilibrio na expresséo de
adipocinas pré e anti-inflamatorias, contribuindo para o desenvolvimento de complicacbes
ligadas a obesidade. Na obesidade, a maioria dos niveis de adipocinas estéo
aumentados, sendo estas pecas-chave na promogao de doengas metabdlicas. Além das
adipocinas ja descritas como pro-inflamatérias, como leptina, TNF e IL-6, recentemente
foram identificadas varias adipocinas que promovem inflamagéo de uma forma geral, s&o
elas resistina, proteina de ligante de retinol 4 (RbP4), lipocalina 2, IL-18, CCL2, CXCL-5,
dentre outras (Tab 2) (Revisado em OUCHI et al., 2011).

1.1.2.1 Leptina
Ha cerca de 20 anos, o gene Ob, que codifica a leptina, foi clonado (ZHANG et al.,

1994). A leptina foi identificada como um horménio de 16 kDa produzido por adipdcitos,
produto do gene Ob, sendo sua taxa sanguinea proporcional ao conteudo de tecido
adiposo do corpo. Por exemplo, individuos sadios possuem a taxa de 5 a 10 ng/mL deste
horménio no sangue, sendo que em pacientes obesos esta taxa aumenta para 40 a 100
ng/mL (VELLOSO et al., 2008). Estas taxas indicam a ocorréncia de resisténcia a leptina
em individuos obesos, ja que estes possuem altos niveis deste hormdnio sem a resposta
anoréxica esperada. Os niveis deste horménio sdo proporcionais aos de insulina e
inversamente proporcionais a concentragdo de glicocorticdides. Esta adipocina é
sintetizada principalmente por adipécitos, porém, estudos tém demonstrado a produgao
de leptina em menor escala por outros tecidos, como placenta (MASUZAKI et al., 1997),
estdmago (BADO et al., 1998) e hipotalamo (MORASH et al., 1999).

Desde a identificacdo da leptina, muitos avancos tém sido realizados na
caracterizagdo de mecanismos envolvidos nas disfun¢des hipotalamicas que contribuem

para o desenvolvimento da obesidade (HOWARD et al., 2010). Esta adipocina realiza a



associagao entre o tecido adiposo e o estado nutricional com a regulagado neuroenddcrina
da homeostase energética. Isso ocorre principalmente através do aumento do gasto
energético e da redugdo do apetite por seu papel no sistema nervoso central de
mamiferos, onde regula a ingestdo de alimentos (SCHWARTZ et al., 2000). A leptina &
transportada ativamente através da barreira hematoencefalica e atua no centro de
saciedade hipotalamico, reduzindo a ingesta alimentar e aumentando o gasto energético
por inibir diretamente o neuropeptideo Y (NPY) e aumentar os niveis de pro-
opiomelanocortina (DAS, 2010). Esta adipocina se liga aos seus receptores localizados ao
longo do sistema nervoso central, bem como em varios tecidos periféricos.

O receptor de leptina € um membro da superfamilia de receptores de citocinas
classe |. Existem seis isoformas originadas por splicing alternativo (LepRa-f). O receptor
LepRb possui o dominio citoplasmatico mais longo (302 aminoacidos), sendo capaz de
promover a transducao de sinal. Este é fortemente expresso em todo o sistema nervoso
central, particularmente no hipotalamo, onde desempenha seu papel em regular a
homeostase energética e fungdo neuroendocrina (KELESIDIS et al., 2010). Esta isoforma
do receptor existe também em outros tipos celulares como leucécitos, adipocitos,
osteoclastos, células endoteliais e epiteliais (HEGYI et al., 2004). A ligagcao ao receptor
longo LepRb ativa vias de sinalizagdo que s&o responsaveis pelos efeitos centrais e
periféricos da leptina (Fig. 1.4). As vias de sinalizagao ativadas por este horménio a nivel
hipotalamico incluem a Janus cinase 2 (JAK2)/ transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT3), fosfatase de tirosina citoplasmatica homologa a Src (SHP2)/
Proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK), fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/ Oncogene
homologo ao virus de timoma murino (Akt)/ Alvo da rapamicina de mamifero (mTOR),
proteina caixa 01 de forkhead O1 (FoxO1) e proteina cinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK) (Revisado por DALAMAGA et al., 2013).



poes | | 063 | .

¢ mTOR
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AP-1, egr-1
SOCS3

Figura 1.2 - Representagcdo esquematica das vias de sinalizagao ativadas por
leptina. Ligando ao seu receptor de forma longa (LepRb), Jak2 é ativada resultando na
fosforilagdo de residuos de tirosina. Por sua vez, Jak2 ativada leva a ativagdo da via de
PI3K/Akt. Akt regula varios fatores como FOXO1 e NF-kB. STAT3 forma dimeros que
translocam para o nucleo induzindo a expressdo de genes como c-fos, c-jun, egf-1 e
supressores da sinalizagdo de citocina (SOCS3). SHP-2 ativa a via de ERK1/2, p38
MAPK e p42/44 MAPK através da interacdo com GRB2, induzindo a expressao de
citocinas e quimiocinas. Adaptado de PROCACCINI et al., 2013.

Muitos trabalhos discutem a questdo da resisténcia a leptina na obesidade. De
acordo com Zhang e Scarpace (2006), o evento de resisténcia a leptina esta envolvido
com receptores presentes em neurbnios de primeira ordem, sendo que a ativacdo do
sistema central de melanocortina previne esta resisténcia. Este estudo sugere ainda que a
resisténcia a leptina envolve redugdo no numero de receptores hipotalamicos e

transducao de sinal deficiente, além de defeitos tanto a nivel de ativagcdo do receptor,
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como no receptor propriamente dito. Isso se atribui a redugao do transporte de leptina
para o sistema nervoso central associado com a dieta e obesidade (ZHANG e
SCARPACE, 2006). Além disso, dados demonstraram que a resisténcia a leptina pode
também ocorrer mediante desordens nos transportadores deste horménio através da
barreira hematoencefalica (ZIYLAN et al., 2009). No entanto, durante a obesidade
induzida por dieta, ha uma resisténcia central desencadeada por defeitos nesta via de
sinalizagao (METLAKUNTA et al., 2008). Durante a obesidade, varios fatores contribuem
para a resisténcia a leptina, por exemplo a hiperleptinemia em si, inflamacéao, estresse de
reticulo endoplasmatico e defeito autofagico (ZHOU e RUI, 2013).

A leptina influencia a homeostase energética através de agdes no sistema nervoso
central e também possui acbdes paracrinas e autdcrinas em tecidos que estocam
triacilglicerois, onde influenciam a degradacéo e sintese destes in vitro. Este horménio
modula também varios processos em orgaos periféricos como fertilidade, hematopoese e
resposta imune (HOWARD et al., 2010). A leptina participa ainda de processos
inflamatorios e de doengas envolvendo o sistema imune. Este horménio € produzido em
altos niveis durante condi¢des inflamatorias e € capaz de modular a resposta imune inata
e adaptativa (SANCHEZ-MARGALET et al., 2003), promovendo a ativagédo de células T,
monaocitos e neutréfilos, além de induzir a produgdo de mediadores inflamatorios (LA
CAVA e MATARESE, 2004). Este horménio possui um papel bem estabelecido na
modulagdo e regulagdo da imunidade inata. A leptina aumenta a atividade fagocitica
(MANCUSO et al., 2002) e secregao de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-12 em mondcitos
e macrofagos (LOFFREDA et al., 1998; GAINSFORD et al., 1996). Por outro lado, a
leptina também exerce os seus efeitos na imunidade adaptativa. Ela modula a proliferagao
e produgdo de citocinas de células humanas T CD4+ naive (CD45RA) e de memoria
(CD45R0O). Em células T naive a leptina promove proliferagdo e secregéo de IL-2. Ja em
células T de memdria, promove o bloqueio para o fendtipo T helper (Th1) através do
aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatoérias, tais como IFN-y e TNF-a
(PROCACCINI et al., 2012). Leptina também promove a migragéo de células imunes para
sitios inflamatdrios através da indugao de IFN-y e expressdo de moléculas de adesao, tais
como ICAM-1 e CD49b, em células T CD4+.

Em estudos ex vivo, leptina promove a proliferacdo e a secregao de IL-2 por
células T naive, aumentando a atividade fagocitica de macréfagos, estimulando a
proliferagdo e citotoxicidade de células NK e a quimiotaxia de polimorfonucleares,
promovendo a producdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-12



(CARBONE et al., 2012). Papathanassoglou e colaboradores demonstraram in vitro que a
leptina promove a sobrevivéncia dos linfocitos por suprimir a apoptose mediada por Fas
(PAPATHANASSOGLOU et al., 2006). Além disso, um estudo in vivo mostra que a
administragdo de leptina melhora a disfungdo imune de camundongos ob/ob e protege
contra a disfungdo imune em camundongos selvagens em jejum (HOWARD et al., 1999).
Em comparagdo com a populagdo em geral, os individuos com deficiéncia de leptina
congénita possuem uma maior incidéncia de infecgdes. Um estudo de Farooqi e
colaboradores demonstrou que um paciente com deficiéncia de leptina foi relatado ter a
funcdo das células T CD4+ diminuida no inicio do estudo, e que estas se normalizaram
apos a administracdo de leptina exdgena (FAROOQI et al., 2002). Além disso, um
aumento da proliferagdo de ceélulas T regulatorias (Treg) tem sido observada em
camundongos deficientes em leptina (Ob/Ob) e deficientes no receptor de leptina (Db/Db).
Foi recentemente mostrado que a leptina pode potenciar a ativacdo da via de mTOR,
inibindo assim a proliferagdo induzida por rapamicina em Tregs (Revisado em
PROCACCINI et al., 2014). Nosso grupo demonstrou que a leptina também ativa a via de
PIBK-mTOR em macréfagos. Neste trabalho, o tratamento com rapamicina, inibidor de
mTOR, foi capaz de inibir o metabolismo lipidico e a produgcdo de mediadores
inflamatorios induzidos por esta adipocina (MAYA-MONTEIRO et al., 2008).

1.1.2.2 Leptina e cancer

Segundo estudos in vitro, a leptina pode originar uma neoplasia através da
ativacdo de vias de sinalizagdo de crescimento e sobrevivéncia, tais como JAK2/STATS,
PI3K/Akt e MAPK/ERK (GIBSON et al., 2004), e também por aumento da resposta
inflamatoria e produgédo de citocinas (HWANG et al., 2008). Além disso, o receptor de
leptina (ObRb) €& altamente relacionado a presenga de leptina, sugerindo que a
malignidade induzida por este horménio deve ser regulada via mecanismos autécrinos e
paracrinos (GAROFALO e SURMACZ, 2006; FIORIO et al., 2008). Segundo o estudo de
Riolfi e colaboradores, os niveis de leptina e de seu receptor (ObR) estdo correlacionados
com a malignidade de tumores de cérebro de uma forma geral (RIOLFI et al., 2010). Além
disso, de forma interessante, niveis elevados da expresséo do receptor de leptina (LepR)
foram encontrados em cancer coloretal, endométrio (KODA et al., 2007) e cancer de
pulmao (REVILLION et al., 2006). Um estudo de cancer epitelial de ovario em mulheres
do Oriente Médio revelou que até 60% dos tumores apresentavam aumento da expressao
do receptor de leptina, e que esta regulagdo correlaciona com a sobrevivéncia reduzida
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(UDDIN et al., 2009). Em uma linhagem de cancer de ovario (OVCAR3), demonstraram
que a leptina inibe a apoptose e estimula a divisdo celular através da inibicao da p21 e
aumento da expressédo de ciclina D1 (CHEN et al.,, 2013; PTAK et al., 2013). Estes
estudos demonstram um papel direto da leptina no crescimento e sobrevivéncia de
células de cancer de ovario, porém, estudos in vivo sd0 necessarios para obter uma
compreensao completa da relevancia destes resultados para a clinica.

Em varios estudos a leptina também esta relacionada ao desenvolvimento de
tumor de mama. Um estudo de meta-analise mostrou que mulheres com cancer de mama
com frequéncia exibem elevados niveis circulantes de leptina, o que sugere um papel
para esta adipocina na progressao da doenga (NIU et al., 2013). Um outro estudo
demonstra que pacientes com cancer de mama que apresentavam maiores niveis de
RNA mensageiro para o receptor de leptina em seus tumores, concomitante com niveis
elevados de leptina, obtiveram um pior prognostico (MIYOSHI et al., 2006). Estudo
realizado em linhagens celulares de céncer da mama mostrou que a leptina induz o
crescimento de células destas linhagens por meio de ativagdo das vias de JAK/STAT e
PI3K (CIRILLO et al., 2008). A leptina também potencia a migracdo e motilidade de
células de tumor de mama (ANDO e CATALANO, 2011). Contribuicdes da leptina para o
desenvolvimento de tumor mamario também foram avaliados em um modelo de roedor.
Em um modelo especifico, a restauracdo dos receptores funcionais de leptina em
camundongos Db/Db normalizou seus ductos e melhorou seu fendtipo de obesidade. As
células tumorais deficientes para o receptor de leptina também demonstravam maior
capacidade de respiragdo mitocondrial e menor ativagdo de ERK e STAT3 (PARK et al,,
2010). Estudos também sugerem uma importante correlacdo entre o aumento da
expressao de leptina e de seu receptor com o processo de carcinogénese, metastase e
progressdo do cancer de mama (XIA et al., 2009). Coletivamente, estas observacgdes
demonstram que a sinalizagdo do receptor de leptina tem um papel crucial na progressao
do cancer de mama e que a inibigao desta via pode proporcionar um potencial beneficio
terapéutico.

A leptina também participa dos mecanismos envolvidos na progressao do tumor de
célon. Apesar de alguns estudos relatarem niveis normais de leptina em pacientes com
carcinoma coloretal (CRC) (WALLACE et al., 1998; ARPACI et al., 2002), alguns estudos
caso-controle demonstraram um elevado risco de CRC associado com altos niveis de
leptina no soro (STATTIN et al., 2003; STATTIN et al., 2004; TAMAKOSHI et al., 2005).
Além de aumentar o risco de CRC, os niveis de leptina no plasma e de seu receptor no
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tecido tém sido associados a um fendtipo mais agressivo deste tipo de tumor (HEALY et
al., 2012; TUTINO et al., 2011). Um estudo adicional de 108 pacientes chineses com CRC
relatou uma associagao significativa entre a leptina e a expressado de seu receptor com
metastase ganglionar, diferenciacdo e aumento da expressdo de PI3K/ Akt/ mTOR,
sugerindo desta forma que a leptina pode regular a proliferagdo e apoptose deste tipo de
tumor (WANG et al., 2012).

Os estudos que avaliaram a expressdo do receptor de leptina em amostras de
tecido no CRC e na mucosa normal adjacente demonstraram maior expressdo do
receptor em cerca de 80 % das amostras. A expressao do receptor de leptina também se
correlacionou com varios parametros clinico-patologicos, tais como diferenciacdo do
tumor e presenca de metastases (VAN DIELEN et al., 2001; ALOULOU et al., 2008;
UDDIN et al., 2009).

Ja em estudos com linhagens celulares in vitro, a leptina inibe a apoptose em
linhagens de cancer de colon humano, promovendo a proliferagdo tanto de células
epiteliais normais de célon quanto de células tumorais (Revisado em BARDOU et al.,
2013). Na linhagem HCT-116, a leptina ativa a via PI3K-AKT, resultando em um aumento
na proliferagdo e o tratamento com o inibidor de PI3K, LY294002, inibe a proliferagao
induzida por leptina. Ja Ogunwobi e colaboradores demonstraram que esta adipocina
induz a proliferacdo de células de tumor de célon via JAK2/ STAT3. Em modelos in vivo,
camundongos Ob/Ob sao significativamente menos sensiveis a formagao de polipos
induzidos por azoximetano comparados a animais selvagens, sugerindo um papel da
leptina na iniciagdo do tumor de cdélon. Além disso, uma comparagado entre animais
selvagens e deficientes em leptina (Ob/Ob) alimentados com uma dieta hiperlipidica
(fortemente associada ao aumento da formagéo de polipos) demonstrou que os animais
deficientes em leptina foram protegidos da formagao de pdlipos em comparagao com 0s
selvagens (ENDO et al., 2011).

A descoberta da leptina e as vias centrais envolvidas na homeostase energética
contribuem para o desenvolvimento de mais intervengdes farmacologicas para o
tratamento da obesidade e suas complicagdes. Porém, os mecanismos e as vias de
sinalizacdo envolvidas na ativagao celular por leptina ainda ndo sdo completamente
conhecidos, necessitando de mais estudos para o estabelecimento de uma relagao entre
a obesidade e a formacao de tumores.
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1.1.3. mTOR

A mTOR (mamalian target of rapamycin) € uma serina/treonina cinase, pertencente
a familia das PI3K, importante na proliferacdo e metabolismo celular. Esta proteina foi
descoberta no inicio dos anos 90, em estudos a respeito do mecanismo de acao do
macrolideo rapamicina, também conhecido como sirolimus, que possui efeitos
imunosupressivos e anticancer. Demonstrou-se que a rapamicina inibe a via de Akt em
células endoteliais e suprime a angiogénese causada pela ativagédo constitutiva de Akt in
vivo (SABATINI, 2006). A mTOR integra dois complexos multiprotéicos distintos:
MTORC1 e mTORC2 (Fig. 1.5). O complexo mTORC1 é composto da proteina raptor,
mLST8 (também conhecida como GbL), substrato de Akt rico em prolina de 40kDa
(PRAS40), e proteina de interacdo da mTOR que contém o dominio DEP (Deptor). Este
complexo integra varios sinais como fatores de crescimento, estado energético, oxigénio e
aminoacidos, regulando desta forma processos envolvidos com o crescimento celular e
metabolismo (Revisado por LAPLANTE e SABATINI, 2013). A regulacdo da atividade
deste complexo é principalmente regulada pelo sensor TSC, um dimero composto por
TSC1 e TSC2. O complexo da esclerose tuberosa (TSC) € um heterodimero de duas
proteinas, hamartina (TSC1) e tuberina (TSC2), responsavel por integrar sinais de estado
energético, hipoxia e disponibilidade de nutrientes, em um sinal de crescimento para o
complexo raptor-mTOR (GUERTIN e SABATINI, 2005). Quando ativo, o complexo
mTORC1 fosforila o fator de regulacdo da tradugao eucariotico 4E (elF4E), proteina de
ligacdo 1 (4E-BP1) e S6 cinase 1 (S6K1), que, por sua vez, promovem a sintese proteica
(LAPLANTE e SABATINI, 2013). A atividade de mTORC1 em certos substratos &€ muito
sensivel ao macrolideo rapamicina. Quando ligado a proteina de ligagdo a FK506
(FKBP12), a rapamicina interage e inibe a atividade cinase de mTORC1 (SABATINI et al.,
1994).

A rapamicina, também conhecida como sirolimus, € um protétipo inibidor de mTOR,
que possui atividades imunossupressoras e anti-neoplasicas. Esta droga se liga a seu
receptor intracelular, FKBP12, que por sua vez se liga diretamente ao complexo
mTORC1, suprimindo a ativagao de S6K e 4EBP1 (FAIVRE et al., 2006). Este macrolideo
possui uma importante atividade anti-angiogénica, reduzindo a producédo do fator de
crescimento endotelial vascular e interrompendo desta forma o crescimento de células
endoteliais vasculares. Com relacdo aos efeitos centrais, o complexo mTORC1 é
importante para os efeitos da leptina no hipotalamo. Durante a redugdo energética, a
AMPK inibe o complexo mTORC1, devido a fosforilagdo de TSC2 (INOKI et al., 2003;
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LUO et al, 2005). A inibigdo do complexo mTORC1 por rapamicina, inibe o sinal

anorexigeno da leptina, modulando a ingesta alimentar (COTA et al., 2006).

Fatores de crescimento

Torinal

mTORC2
AGC quinases
Rhe -
rem—— .\ @ —
FKBP12-Rapamicina ’H iy SG_K‘
Sobrevivéncia Organizagdo do
Metabolismo citoesqueleto
Biogénese mitocondrial «—— mTORC1 —> Sintese delipideos
Progressio do ciclo celular / l \/ Autofagia
@E-8P) (S6Ki

Biogénese de ribossomos
Tradugdo dependente de capeamento
Sintese protéica

Figura 1.3 — Via de sinalizagao de mTOR. A mTOR integra dois complexos distintos:
MTORC1 e mTORC2. mTORC1 é composto por cinco subunidades, enquanto mTORC2
possui seis proteinas. Um dos mais importantes sensores envolvidos no controle da
atividade de mTORC1 é TSC. Um heterodimero formado por TSC1/2, que possui
atividade GTPasica sobre Rheb. Fatores de crescimento ativam Akt, Erk e S6K, ativando
o complexo mTORC1 através da ativacdo de Rheb e inativacdo de TSC. AGC cinases:
Akt, SGK1, proteina cinase C (PKC). FKBP12: Receptor intracelular da rapamicina. Torina
1: inibidor de mTOR. Esquema adaptado a partir de SABATINI, 2009.

O complexo mTORC2 é composto por mTOR, proteina insensivel a rapamicina
anexa a mTOR (Rictor), proteina integradora de cinase ativada por estresse (mSin1),
proteina anexa a Rictor-1 (Protor-1), mLST8 e deptor, sendo ativado por fatores de
crescimento. mMTORC2 regula assim o metabolismo celular, sobrevivéncia e organizagao
de citoesqueleto (LAPLANTE e SABATINI, 2013). Comparado a mTORC1, se sabe
menos sobre o complexo mTORC2. Ele é insensivel a aminoacidos, mas responde a
fatores de crescimento através de um mecanismo ainda ndo muito bem definido. Um
potencial mecanismo sugere um papel dos ribossomos, ja que estes sdo necessarios para
a ativacdo de mTORC2. mTORC2 se liga a lisossomos de maneira dependente de PI3K
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(ZINZALLA et al, 2011). Quando ativo, mTORC2 regula sobrevivéncia celular,
metabolismo e organizagao do citoesqueleto através da fosforilagdo de varios membros
da subfamilia de cinases AGC (revisado por LAPLANTE e SABATINI, 2012). Devido a
atividade do complexo mTORC2 n&o ser bloqueado pelo tratamento agudo com
rapamicina, este complexo foi originalmente descrito como a complexo de mTOR
insensivel a rapamicina (SARBASSOQV et al., 2004). Esse modelo foi mais tarde desafiado
por estudos que demostram que tratamento croénico com rapamicina modifica a
integridade e o efeito de mMTORC2 em alguns tipos de células (SARBASSOV et al., 2006).

As células em crescimento requerem uma quantidade substancial de lipidios para
apoiar biossintese de membranas. Desta forma, além de regular a sintese proteica,
mTORC1 também controla a sintese de lipidios necessarios para a proliferacdo de células
originando novas membranas (revisado em LAPLANTE e SABATINI, 2009). De forma
importante, mMTORC1 atua através dos fatores de transcricdo (SREBP1/2), que por sua
vez controlam a expressao de numerosos genes envolvidos na sintese de acidos graxos e
de colesterol (LAPLANTE e SABATINI, 2012). O complexo mTORC1 também
desempenha um importante papel na adipogénese, processo que leva a formagao de
tecido adiposo, o mais importante sitio de armazenamento de energia em mamiferos. In
vitro, a inibicdo de mTORC1 bloqueia a adipogénese e dificulta a manutengdo de
adipécitos. Ja a superativagdo de mTORC1 promove a adipogénese (ZHANG et al.,
2009). Corroborando estes resultados, Kershaw e Flier (2004) observaram que o
complexo mTORC1 é altamente ativo no tecido adiposo de roedores obesos. Sugerindo
assim, a participagdo de mTOR no acumulo de lipideos quando o gasto energético &
menor que a ingesta alimentar (KERSHAW e FLIER, 2004). Muitos dos efetores de
MmTORC1 também estdo envolvidos no controle da adipogénese. S6K1, por exemplo,
regula a transicdo de células-tronco embrionarias para progenitores adipogénicos atraveés
da regulagcdo da expressdo de fatores de transcricdo adipogénicos. Ja as 4E-BPs
controlam a diferenciacao terminal de adipécitos através do controle de traducdo do
principal regulador da adipogénese, o PPARy. Em suma, através da fosforilagdo de varias
outras proteinas efetoras, o complexo mTORC1 promove a biogénese de lipidios, controla
o metabolismo e suprime autofagia (revisado por LAPLANTE e SABATINI, 2009). Embora
tenha sido inicialmente assumido que o complexo mTORC2 também desempenha papel
na adipogénese, estudos iniciais utilizando animais deficientes para Rictor, mostraram
que estes animais ndo exibiam alteracbes na adipogénese. No entanto, Yao e
colaboradores descobriram recentemente um papel para mTORC2 em adipogénese (YAO
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et al., 2013). Eles demonstraram que a fosforilagdo de Akt por mTORC2 é dependente da
interacdo de Akt com BTSA (Proteina contendo dominio BSD) fosforilada. Além disso, foi
mostrado que BSTA & um substrato direto de mTORC2, e a fosforilagdo de BSTA
promove a interacdo com Akt. Células-tronco embrionarias deficientes para BSTA tem
defeito na fosforilacdo de Akt e ndo sdo capazes de se diferenciar em adipocitos. Estes
estudos sugerem que mTORC2 é essencial para o inicio da adipogénese, mas nao afeta
este evento em adipdcitos maduros (Revisado em LAMMING e SABATINI, 2013).

O aumento na lipogénese é um marcador de células cancerigenas em proliferagéo.
Como mTORC1 esta muitas vezes superativado em varios tipos de cancer, estudos vém
demonstrando um importante papel deste na condugao da tumorigénese, promovendo a
sintese de lipideos através da ativacdo de SREBPs (LAPLANTE e SABATINI, 2013). O
complexo mTORC1 indiretamente aumenta a expressdo da enzima acido graxo sintase
(FAS), um alvo de SREBP1 envolvido na biogénese de lipideos que favorece a
exacerbada proliferacdo de células tumorais (ZONCU et al., 2011). O grupo de Manning
(2010) relatou recentemente que a deplecdo de SREBPs bloqueia a proliferagdo de
células que possuem o complexo mTORC1 constitutivamente ativo (DUVEL et al., 2010).
O eixo mTORC1-SREBPs pode também desempenhar um papel no desenvolvimento de
doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica (DHGNA), uma condicdo que € caracterizada
por acumulo excessivo de lipidios no figado, podendo ocasionar cirrose e cancer
hepatico. A maior evidéncia de que mTOR pode ocasionar tumorigénese vem de
sindromes familiares ligadas a mutagdes nos reguladores negativos de mTOR, como
TSC1-TCS2, LKB1 e PTEN (proteina homodloga fosfatase/tensina). Além disso, dados
epidemioldgicos indicam que a mutagdo esporadica ou desregulagcdo de PI3K, Akt e
PTEN estédo, juntamente com p53, entre as alteracbes mais prevalentes em canceres
humanos (YUAN e CANTLEY, 2008). 4E-BP1 esta emergindo como um regulador chave
da proliferacao celular, sendo que sua inativacdo pode contribuir diretamente para o
crescimento de canceres esporadicos. Um estudo com fibroblastos embrionarios murinos
(MEFs) deficientes para 4E-BP1 e 4E-BP2 mostrou um aumento da proliferagdo, mas n&o
do tamanho destas células, indicando que a inibigdo da 4E-BP por mTORC1 impulsiona a
progresséo do ciclo celular, mas ndo o crescimento celular (DOWLING et al., 2010). Ja
elF4E ativado conduz preferencialmente a tradugdo de RNA mensageiros para os genes
pré-tumorigénicos, incluindo reguladores do ciclo celular. Finalmente, a mTOR esta
envolvida em diversos eventos celulares, além de possuir uma importante participagcéo na

tumorigénese. Sendo assim, atualmente o complexo mTORC1 é um alvo atrativo para a
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supressdo de tumores. A leptina ativa este complexo no hipotalamo e também em
macrofagos, porém, ainda ndo se sabe muito sobre os efeitos deste horménio na
sinalizagao periférica, sendo necessarios mais estudos para investigar a agcdo desta
adipocina em patologias como a obesidade e o cancer.

1.1.4. Obesidade, metabolismo lipidico e cancer

Tanto a prevaléncia, quanto a incidéncia de obesidade e doencas relacionadas a
obesidade, tém aumentado de forma dramatica com o passar das décadas (LANG e
RATKE, 2009). Na obesidade ha um estado crénico de inflamagéao leve, caracterizado por
uma producdo anormal de citocinas e ativacdo de vias de sinalizacdo proé-inflamatorias
(GAROFALO e SURMACZ, 2006). A inflamacéao presente no tecido adiposo durante esta
patologia influencia outros sistemas através de uma comunicagao direta por exemplo com
o figado, secregao de adipocinas, toxicidade celular mediada por lipidios e ativacdo do
sistema imune inato (O'ROURKE, 2009). Estudos tém revelado uma importante relagao
entre as adipocinas e o metabolismo lipidico, exercendo estas efeitos sob o estoque e
mobilizacdo de acidos graxos, eventos estes criticos para patologias relacionadas a
obesidade (LAGO et al., 2009). Além disso, um estudo extenso de Calle e colaboradores
demonstrou que o aumento no peso corporal esteve associado a 57.000 mortes por
cancer em um numero total de 900.000 homens e mulheres que ndo possuiam a doencga
no inicio do estudo (CALLE et al., 2003). Varios estudos tém demonstrado que o acumulo
cronico de lipidios esta associado ao desenvolvimento tumoral (HASHMI et al., 2015). Por
exemplo, o gene de p53 é responsavel por mudangas metabdlicas através da regulagao
do metabolismo energético e estresse oxidativo. Uma continua proliferacao
descontrolada, diferenciagao e sobrevivéncia celular levam ao cancer. As células tumorais
sdo capazes de ajustar seu proprio metabolismo através da sintese "de novo" de lipidios
e estes lipidios regulam importantes vias de sinalizagcdo como PI3K/Akt, Ras ou Wnt.

O aumento da lipogénese e defeitos na regulagcao de lipidios s&o fenotipos comuns
em diversas patologias, e muitos trabalhos tem associado o aumento no numero de
corpusculos lipidicos a doengas extremamente difundidas e de grande relevancia
econbmica, como diabetes, aterosclerose, processos inflamatérios e neoplasias.
Entretanto, apesar dos indicios de que corpusculos lipidicos desempenham um
importante papel no estabelecimento destas diferentes patologias, os mecanismos
envolvidos nesses processos ainda ndo foram completamente elucidados. Portanto, € de
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grande interesse entender os mecanismos regulatérios envolvendo corpusculos lipidicos

para a identificagdo de possiveis novos alvos terapéuticos.

1.1.4.1 Corpusculos lipidicos

Em diferentes sistemas celulares, incluindo macrofagos, adipécitos, células
epiteliais, dentre outros, lipideos intracelulares sdo estocados e metabolizados em
organelas hidrofobicas denominadas corpusculos lipidicos (BOZZA et al., 2007).
Corpusculos lipidicos sdo organelas heterogéneas em relagdo ao tamanho e composicéo,
e referidas por diferentes termos na literatura como “gotas lipidicas”, “corpusculos
lipidicos”, “globulos lipidicos” ou “adipossomos” (MURPHY, 2001; MARTIN e PARTON,
2006). Tratam-se de inclusdes citoplasmaticas esféricas de compartimentalizagdo e
estocagem de lipidios, ndo delimitadas por membrana classica, mas sim, por uma
monocamada de fosfolipideos, associadas a elementos do citoesqueleto. Em estudos de
ultra-estrutura apresentam elétron-densidade variavel (DVORAK AND MONAHAN-
EARLY, 1992; DVORAK et al., 1992; FRANKE et al., 1987). Sado descritos como uma das
duas maiores formas de composigdo macromoleculares de lipideos em sistemas
biolégicos, a outra sendo as bicamadas lipidicas que formam a matriz de todas a
membranas celulares (MURPHY, 2001).

Ha alguns anos, acreditava-se que corpusculos lipidicos eram estruturas
exclusivamente presentes em tecidos que exercem um papel no acumulo ou transporte de
lipidios em animais e plantas, como no tecido adiposo e no figado em mamiferos, ou em
frutas e sementes de plantas (MURPHY, 2001). Ja em diversos procariotos e organismos
como leveduras, o acumulo de corpusculos lipidicos era observado em resposta a
estresse ambiental, como por exemplo, limitagcdo de nitrogénio ou estresse osmatico
(MURPHY, 2001; WALTERMANN e STEINBUCHEL, 2005). Os corpusculos lipidicos
eram descritos como sitios de estocagem, e metabolicamente inativos em termos de
fungdes celulares. Contudo, a partir do advento de novas técnicas de analise, os
corpusculos lipidicos foram localizados em praticamente todos os tipos celulares
(MURPHY, 2001; MARTIN e PARTON, 2006). Estas organelas foram consideradas por
muito tempo depdsitos inertes de gordura, mas hoje se sabe que estas sdo organelas
dindmicas envolvidas no metabolismo e trafego lipidico, produ¢cdo de mediadores
inflamatorios, trafego de membranas e vias de sinalizag&o intracelular (BOZZA e VIOLA,
2010).
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1.1.4.1. Estrutura e morfologia

Os corpusculos lipidicos sdo compostos por uma monocamada de fosfolipidios
anfipaticos, glicolipidios e esterdides que circundam um nucleo hidrofébico composto por
lipidios neutros, como triacilglicerdis (TAGs), diacilglicerois, ésteres de colesteril, ésteres
de retinil e colesterol livre (ZWEYTICK et al., 2000; MURPHY, 2001; TAUCHI-SATO et al.,
2002; MARTIN e PARTON, 2005). Dependendo do tipo celular, a quantidade e proporg¢ao
de lipidios neutros presentes no nucleo dessas organelas varia. Os fosfolipidios presentes
na superficie de corpusculos lipidicos sdo estruturalmente diferentes dos fosfolipidios
presentes nas membranas do reticulo endoplasmatico rugoso, ou dos microdominios ricos
em colesterol e esfingolipidios (TAUCHI-SATO et al., 2002), sendo a fosfatidilcolina o
principal fosfolipidio encontrado na monocamada que circunda corpusculos lipidicos
(TAUCHI-SATO et al., 2002; BARTZ et al., 2007).

Os corpusculos lipidicos se apresentam como estruturas constituidas de um nucleo
de material amérfico, com elétron-densidade variavel, circundados por uma linha eletro
densa medindo de 2-2,5 nm de espessura (DVORAK, 1991; TAUICHI-SATO et al., 2002).
Estes podem ser visualizados utilizando marcagdo com tetréxido de ésmio (WELLER et
al., 1991, BOZZA et al., 1996b), com sondas fluorescentes hidrofébicas como por
exemplo o Nile red (GREENSPAN et al., 1985), ou com lipidios conjugados a sondas
fluorescentes, como Bodipy (DIDONATO e BRASAEMLE, 2003). Estas organelas sofrem
variagbes importantes em seu tamanho, havendo organelas recém-formadas medindo 50
nm de didmetro até organelas de 200 ym encontradas em adipdcitos maduros, por
exemplo. Em algumas condi¢des como infecgdes, inflamagéo ou neoplasias, estes podem
sofrer variagdo em seu numero e dimensado (WELLER et al., 1989; PACHECO et al,,
2002; MELO et al., 2003; D’AVILA et al., 2006; MAYA-MONTEIRO et al., 2008; ACCIOLY
et al., 2008).

Varias fungdes descritas para corpusculos lipidicos estdo relacionadas a sua
composi¢ao proteica, que compreende enzimas de metabolismo e transporte de acidos
graxos, enzimas envolvidas na formacdo de mediadores inflamatérios (BOZZA et al.,
2007), citocinas, proteinas da familia Rab (LIU et al., 2004) e proteinas cinases (YU et al.,
1998; YU et al., 2000; CHEN et al., 2002). Também estao descritas proteinas estruturais
envolvidas na biogénese e mobilizacdo dessas organelas (BRASAEMLE, 2007; BICKEL
et al.,, 2009), estruturas ribossomais e proteinas associadas ao RNA (DVORAK et al,,
2003; WAN et al., 2007).
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As associagcdes de corpusculos lipidicos com estruturas citoplasmaticas mais bem
documentadas s&o com cisternas do reticulo endoplasmatico, que sao vistas com
frequéncia envolvendo corpusculos lipidicos (BOZZA et al., 1997; MARTIN e PARTON,
2005; OZEKI et al., 2005). Foi observada a interagdo entre corpusculos lipidicos e
mitocdndrias em mondécitos e em células epiteliais de intestino (WAN et al., 2007,
ACCIOLY et al., 2008). Além disso, foi vista a associagdo de corpusculos lipidicos com
peroxissomos em ceélulas da linhagem COS-7 (SCHRADER, 2001), enquanto que Binns e
colaboradores mostraram que esta interagdo em leveduras promove o0 acoplamento da
lipdlise nos corpusculos lipidicos com a (B-oxidagdo de acidos graxos em peroxissomos
(BINNS et al., 2006). Corpusculos lipidicos também estdo associados a membrana
perinuclear em leucdcitos e células epiteliais de célon (BANDEIRA-MELO et al., 2001a;
ACCIOLY et al.,, 2008). Além disso, corpusculos lipidicos podem interagir com o
citoesqueleto, tanto com filamentos intermediarios como vimentina quanto com
microtibulos (FRANKE et al., 1987; POL et al., 2004; BOSTROM et al., 2005). Por fim,
pode ocorrer relocagao de corpusculos lipidicos em leucécitos fagociticos em resposta a
infecgcbes, onde é possivel observar interagado dessas organelas com fagossomos (MELO
et al., 2003; VAN MANEN et al., 2005; MELO et al., 2006; D’AVILA et al., 2006).

1.1.4.2. Biogénese de corpusculos lipidicos

Apesar da composigdo e morfologia dos corpusculos lipidicos serem bastante
conhecidas, o mecanismo de formacdo destes ainda nao foi totalmente esclarecido.
Modelos hipotéticos foram propostos para explicar a biogénese destas organelas, sendo
que estes compartilham a idéia de que estas organelas sdo originadas no reticulo
endoplasmatico e estdo intimamente relacionadas com o mesmo (MARTIN e PARTON,
2006; BOZZA et al., 2009). Estes modelos baseiam-se na transferéncia de lipidios e
proteinas do reticulo endoplasmatico para corpusculos lipidicos em formagao, e algumas
evidéncias suportam esta idéia (Fig. 1.4). Nesse sentido, conforme discutido acima,

associagdo mais bem documentada € com cisternas do reticulo endoplasmatico.
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Figura 1.4. Biogénese e estrutura de corpusculos lipidicos. Trés modelos de
biogénese de corpusculos lipidicos estao mostrados: (A) formagdo de massa de lipidios
neutros, sintetizada por enzimas e depositada entre as duas camadas da membrana do
reticulo endoplasmatico, seguido pelo brotamento da estrutura lipidica para o citoplasma;
(B) formagéao de corpusculos lipidicos em dominios do reticulo endoplasmatico em forma
de calice e ricos em proteinas PAT, uma familia de proteinas estruturais de corpusculos
lipidicos; (C) formagdo de corpusculos lipidicos por incorporacdo de dominios
membranosos do reticulo endoplasmatico, contendo proteinas de superficie, proteinas
transmembrana e ribossomos em seu interior (no detalhe). Adaptado de BOZZA et al.,
2009.

Atualmente existem trés principais modelos utilizados para explicar como ocorre a
biogénese de corpusculos lipidicos. Um dos primeiros modelos sugere que corpusculos
lipidicos derivam de um “brotamento” da membrana do reticulo endoplasmatico, o que
explicaria sua organizagcdo em um nucleo de lipidios neutros rodeados por uma
monocamada de fosfolipidios (MURPHY et al., 2001, TAUCHI- SATO et al., 2002;
MARTIN e PARTON, 2006) (Figura 1.4.A). Lipidios neutros seriam sintetizados a partir de
colesterdis livres e acidos graxos (CHANG et al., 2006; TURKISH e STURLEY, 2007). O
depdsito desses lipidios previamente sintetizados seria feito entre as duas camadas da
membrana do reticulo. Apos atingir um determinado nivel esses brotariam em dire¢ado ao

citoplasma, levando consigo uma parte do folheto citoplasmatico da membrana do
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reticulo, que se organiza como uma monocamada de fosfolipidios, delimitando o
corpusculo lipidico recém-formado.

Um modelo alternativo de biogénese foi baseado em resultados obtidos por
microscopia de criofratura, no qual estruturas membranares consistentes com a
membrana do reticulo endoplasmatico foram observadas em contato proximo com
estruturas identificadas como corpusculos lipidicos (Figura 1.4.B). Ha uma teoria de que a
biogénese dessas organelas ocorre préximo ao reticulo, em regides compartimentalizadas
em formato de calice, onde haveria o transporte e depdsito de lipidios mediado por
proteinas estruturais de corpusculos lipidicos (ROBENEK et al., 2006). Além disso, Wan e
colaboradores mostraram por microscopia eletrdbnica a presenca de dominios de
membrana e ribossomos incorporados ao nucleo lipidico dessas organelas (WAN et al.,
2007) (Figura 1.4.C). Estes autores sugerem um modelo de biogéneses que implica na
incorporagao estruturas de membranas lamelares derivados do reticulo endoplasmatico
no interior de corpusculos lipidicos (WAN et al., 2007; BOZZA et al., 2009). De acordo
com este modelo, corpusculos lipidicos poderiam incorporar e acomodar proteinas
transmembrana ndo somente na periferia dessas organelas, mas também em seu interior,
como sao comumente detectadas (DVORAK et al.., 1993; BOZZA et al., 1997; BOZZA et
al., 1998).

Dentre as evidéncias que suportam a origem reticular destas organelas esta a
observacédo de que proteinas residentes em reticulo endoplasmatico foram encontradas
em purificados de corpusculos lipidicos (BRASAEMLE et al., 2004; LIU et al., 2004;
UMLAUF et al., 2004). Pol e colaboradores utilizaram uma versdo mutada e fluorescente
da proteina caveolina (cav3DGV-YFP) para avaliar a formagéao de corpusculos lipidicos
em tempo real. Em células mantidas em privacdo de soro, onde ndo houve presenca
detectavel dessas organelas, a proteina cav3DGV-YFP acumulou-se exclusivamente no
reticulo endoplasmatico. Com a adi¢cdo de acido oleico, foi observada a rapida formagao
de novos corpusculos lipidicos contendo a proteina cav3DGV-YFP incorporada (POL et
al., 2004). Outro estudo conduzido por Gubern e colaboradores mostrou que a enzima
fosfolipase A2a citosolica (cPLA2-a) é fundamental para biogénese de corpusculos
lipidicos (GUBERN et al., 2008).

A biogénese de corpusculos lipidicos é um processo induzido, altamente regulado,
e depende de estimulos especificos em cada tipo celular. Na presenca de proteinas como
interleucinas e quimiocinas, leucécitos rapidamente formam corpusculos lipidicos mesmo
na auséncia de lipidios exdgenos (BOZZA et al., 1998; BARTEMES et al., 1999;
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BANDEIRA-MELO et al., 2001b, 2002b, PACHECO et al., 2007). Em neutrdfilos,
corpusculos lipidicos sao induzidos in vitro apds estimulo com fator ativador de plaquetas
(PAF), ativadores da proteina cinase C (PKC) ou acidos graxos cis-insaturados como
acido oleico ou acido araquidénico (WELLER et al., 1989, 1991b; BOZZA et al., 1996a,
1996b). O aumento na biogénese de corpusculos lipidicos em neutrofilos e macrofagos
também foi observado apds indugédo de inflamag&o por lipopolissacarideos (LPS) ou
lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL), mas ndo por LDL nativa (PACHECO et
al., 2002; SILVA et al., 2002). Recentemente foi descrito por nosso grupo a formagao de
corpusculos lipidicos em macrofagos apos estimulo por leptina, mostrando um papel
fundamental das proteinas fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e mTOR na biogénese dessas
organelas (MAYA- MONTEIRO et al., 2008). Em leucdcitos, por exemplo, PAF induz a
formagao de corpusculos lipidicos via PKC e ativagdo da fosfolipase C (PLC) (BOZZA et
al., 1996a, 1997, 1998). Além disso, quimiocinas atuando via receptores CCR3 como
RANTES e eotaxina podem iniciar este processo por ativagado de proteinas mitogénicas
como MAP cinases, PI3K e tirosina-cinases em eosinofilos e basofilos (BANDEIRA-MELO
et al., 2001b; VIEIRA-DE-ABREU et al., 2005). A prostaglandina D2 (PGD2) é capaz de
induzir diretamente a biogénese de corpusculos lipidicos em eosindéfilos (MESQUITA-
SANTOS et al., 2006).

Em células epiteliais, foi observada a biogénese de corpusculos lipidicos apods
tratamento com acidos graxos insaturados, envolvendo atividade de PI3K e p38 cinase
(MOREIRA et al., 2009). Foi demonstrada a importancia de fosfolipase D1 e de ERK2 na
formagdo de corpusculos lipidicos tanto em fibroblastos quanto em sistema livre de
células (ANDERSSON et al., 2006). Outro estudo mostrou um papel crucial da proteina
P311 na inducdo de corpusculos lipidicos por acido retindico em fibroblastos pulmonares
(LEUNG et al.,, 2008). Ja Gubern e colaboradores mostraram que a biogénese de
corpusculos lipidicos induzida por soro depende de fosforilacdo da enzima cPLA2-a no
residuo Ser505 em diversos tipos celulares, sugerindo um papel central desta enzima
neste processo (GUBERN et al., 2008). Mais recentemente, 0 mesmo grupo mostrou que
as proteinas JNK e ceramida cinase sao responsaveis pela fosforilagdo de cPLAZ2-a
requerida para a sintese de corpusculos lipidicos (GUBERN et al., 2009). As proteinas
Prp19p e FSP27 (proteina especifica de gordura 27) foram identificadas como
constituintes de corpusculos lipidicos e necessarias para sua biogénese em adipocitos de
camundongos (CHO et al., 2007; PURI et al., 2007; NISHINO et al., 2008). Um homologo

de seipina, proteina envolvida na Lipodistrofia Congénita de Berardinelli-Seip (BSCL),
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também é importante na biogénese e manutengao de corpusculos lipidicos em leveduras
(SZYMANSKI et al., 2007; FEI et al., 2008). Ja em células endoteliais foi observada a
formacdo de corpusculos lipidicos durante hipoxia, mediada por PKC e sinalizagcao
dependente de tirosinas cinases (SCARFO et al., 2000).

1.1.4.3. Composicéao e possiveis funcoes de corpusculos lipidicos

As varias fungbes desempenhadas por corpusculos lipidicos estdo diretamente
relacionadas a sua composicgao lipidica e proteica, embora elas ainda ndo tenham sido
completamente esclarecidas. Ja esta bem caracterizado que corpusculos lipidicos estao
envolvidos na sintese de eicosandides durante inflamagdes. Corpusculos lipidicos foram
descritos como sitios ricos em acido araquidénico (AA) (WELLER e DVORAK, 1985). E
possivel verificar correlagdes entre a biogénese de corpusculos lipidicos e a geragao de
eicosanoides como prostaglandina E, (PGE;) e leucotrieno B4 (LTB4), gerados por
ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LO), respectivamente (BOZZA et al., 1996a, 1996Db,
1997; PACHECO et a.., 2002, 2007). Como descrito anteriormente, foi demonstrado
também nessas organelas a compartimentalizagdo de enzimas fundamentais na liberagéo
de AA, como cPLA2, ERK1, ERK2, p38 e p85 (YU et al., 1998), assim como as principais
enzimas envolvidas na sua conversdo em eicosanoides, como 5-LO, 15-LO e COX
(BOZZA et al.., 1997, 1998; DVORAK et al., 1992, 1993), ou leucotrienos, como LTC4
sintase (BOZZA et al., 1998). Por fim, através de imobilizacdo de eicosandides recém-
formados in situ, foi possivel comprovar que corpusculos lipidicos sio sitios intracelulares
de producgao de LTC4, LTB4 e PGE; em leucécitos estimulados (BANDEIRA-MELO et al.,
2001b, 2002a; VIEIRA-DE- ABREU et al., 2005; D’AVILA et al., 2006; PACHECO et al.,
2007). Esses dados apontam para um importante papel desempenhado por essas
organelas no estabelecimento de um ambiente inflamatorio (BOZZA et al., 2009; BOZZA e
VIOLA, 2010). Enzimas formadoras de eicosanoides também foram encontradas em
células nao-mieldides, implicando a importancia de corpusculos lipidicos na produgao
dessas moléculas também em condigbes nao inflamatorias (DVORAK et al., 1992, 1993,
1994; AREND et al.., 2004; ACKERMAN et al., 2005; XIE et al., 2006).

Analises de protebmica identificaram inUmeras proteinas GTPases da familia Rab
(BRASAEMLE et al., 2004; LIU et al., 2004; UMLAUF et al., 2004; OZEKI et al., 2005). A
localizacdo de uma dessas proteinas, Rab18, foi posteriormente confirmada por
imunofluorescéncia em diferentes tipos celulares (MARTIN et al., 2005; OZEKI et al.,

2005). Proteinas Rab s&o reguladoras criticas do trafego vesicular e de interagdes entre
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organelas (SEABRA et al., 2002), e a presenga dessas proteinas em corpusculos lipidicos
sugere interagdo com outras organelas na célula (LIU e col., 2007). Por exemplo, Ozeki e
colaboradores mostraram que Rab18 medeia interagdes entre corpusculos lipidicos e o
reticulo endoplasmatico (OZEKI et al., 2005). A presengca de proteinas Rab em
corpusculos lipidicos ainda sugere um papel dessas organelas no trafego de membranas
(LIU et al., 2004; MURPHY et al., 2009).

A presenca de diversas proteinas cinases em corpusculos lipidicos indica que esta
organela possa atuar como um dominio citoplasmatico implicado na compartimentalizagao
da sinalizacdo intracelular. Foi demonstrada a localizacdo em corpusculos lipidicos de
proteinas MAP cinases, PKC e PI3K, enzimas chave na sinalizacio intracelular lipidica
em diversas respostas celulares (YU et al., 1998, 2000; CHEN et al., 2002). A fosfolipase
cPLA2, enzima que especificamente hidrolisa acido araquidénico de glicofosfolipidios
(CLARK et al., 1990; LESLIE, 1991) é ativada por fosforilagao pelas proteinas MAP cinase
ERK1, ERK2 e p38 (LIN et al., 1993; SA et al., 1995). Yu e colaboradores mostraram a
co-localizagédo dessas cinases com cPLA2 em corpusculos lipidicos ricos em
araquidonato (YU et al.,, 1998), sugerindo que a compartimentalizagdo da sinalizagao
garante a rapida ativagcado de cPLA2 em resposta a estimulos extracelulares.

Outro grupo de proteinas que podem ser encontradas em corpusculos lipidicos s&o
citocinas, uma familia de glicoproteinas envolvidas em crescimento celular, inflamac&o,
imunidade, diferenciacdo e reparo. Essas moléculas sinalizadoras sao produzidas por
diversas células, incluindo leucdcitos ativados como macrofagos, neutrofilos, mastocitos
basotfilos e eosindfilos. Essas células sdo capazes de estocar citocinas em diversos
compartimentos celulares, como granulos, vesiculas e corpusculos lipidicos (BANDEIRA-
MELO e WELLER, 2005). A primeira citocina encontrada nessas organelas foi o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), localizado em corpusculos lipidicos de neutrdfilos,
macrofagos e eosindfilos infiltrantes de amostras de tecido intersticial de pacientes com
doenga de Crohn (BEIL et al., 1995). TNF-a também foi localizado em corpusculos
lipidicos de leucdcitos circulantes de pacientes com quadro clinico de sepse e de
camundongos apods inducao de sepse experimental (PACHECO et al., 2002). Da mesma
forma, o fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) foi localizado em corpusculos
lipidicos de mastocitos pulmonares (DVORAK et al., 2001), e os fatores taticos IL-16 e
RANTES foram detectados em corpusculos lipidicos de eosinéfilos (LIM et al., 1996). E
possivel ainda que corpusculos lipidicos participem de processos de exocitose de
citocinas. Foi demonstrado recentemente que proteinas SNARE medeiam a fusdo entre
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corpusculos lipidicos (BOSTROM et al., 2007). Ja que essas proteinas sdo importantes
para a fusdo de vesiculas secretorias e a membrana plasmatica (HONG et al., 2005;
JAHN e SCHELLER, 2006), é possivel que estas organelas também participem desse
processo. No entanto, a sua participagdo na exocitose ainda nao foi demonstrada.

1.1.4.4. Regulacéao de corpusculos lipidicos no cancer

A lipogénese tem sido associada com alguns carcinomas humanos, tendo sido
identificada como determinante de mau progndstico em cancer de mama, prostata e célon
(KUHAJDA, 2006; SWINNEN et al., 2006). A observagdao de que algumas células
neoplasicas exibem numeros aumentados dessas organelas revelou a possibilidade de
utilizar a deteccao de corpusculos lipidicos ou a quantificacdo de proteinas da familia PAT
como biomarcadores de alguns tipos de cancer. Por exemplo, Straub e colaboradores
mostraram que proteinas PAT sao frequentemente encontradas em tecidos neoplasicos
que apresentam algum grau de esteatose, como no carcinoma hepatico, no carcinoma
colorretal, e no carcinoma de células renais, porém com niveis diferentes de expressao
(STRAUB et al., 2010). E particularmente interessante a relevancia que a proteina ADRP
vem adquirindo como possivel biomarcador, suportado pela sua expressao diferencial em
alguns tipos de cancer. Foi observado o aumento da expressdo de ADRP em carcinoma
de células renais (RAE et al., 2000; YAO et al., 2005, 2007), no carcinoma hepatocelular
(KUROKAWA et al., 2004), em algumas lesbes cutaneas malignas e pré-malignas
(OSTLER et al., 2010), em carcinoma de colon (MATSUBARA et al, 2011) e no
carcinoma apocrino de mama (MORITANI et al., 2011).

Apesar da possivel ligagdo da lipogénese com cancer, existem ainda poucas
evidéncias sobre os mecanismos que regulam a biogénese de corpusculos lipidicos ou a
sua significancia funcional na tumorigénese. No entanto, observagdes do nosso grupo
sugere um possivel papel de corpusculos lipidicos na patogénese do adenocarcinoma de
coélon (ACCIOLY et al., 2008). Foi mostrado que células tumorais de tecidos de
adenocarcinoma de colon humanos apresentam mais corpusculos lipidicos que células
presentes no tecido normal adjacente (ACCIOLY et al., 2008). Além disso, um grande
numero de corpusculos lipidicos também foi observado em linhagens tumorais de cdélon
quando comparada a linhagem epitelial de intestino de rato ndo transformada IEC-6
(ACCIOLY et al., 2008). Foi notado ainda que o aumento no numero de corpusculos
lipidicos era acompanhado de produgao in situ de PGE2, e que a inibicdo da biogénese
dessas organelas causou reducdo na taxa de proliferagdo dessas linhagens (ACCIOLY et
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al., 2008). Por fim, foram observados um aumento no numero de corpusculos lipidicos e
maior producdo de PGE2 apds transformagdo da linhagem epitelial IEC-6 com uma
versao constitutivamente ativa da oncoproteina H-Ras, enquanto que a inibicdo da
biogénese dessas organelas foi suficiente para reverter o fenétipo hiperproliferativo destas
células (ACCIOLY et al., 2008). Esses dados sugerem um papel de corpusculos lipidicos
como produtores centrais de PGE2 em células tumorais de célon, o que pode ter
implicacdes para a patologia desta neoplasia (ACCIOLY et al., 2008).

A grande diversidade de proteinas funcionais encontradas em corpusculos
lipidicos, incluindo proteinas estruturais, enzimas de metabolismo de lipidios e proteinas
de sinalizagdo intracelular, sugere uma participagao crucial dessas organelas em diversas
funcbes celulares envolvidas na proliferacdo e diferenciagdo celular. Um dos possiveis
mecanismos a serem investigados é a coordenag&o do ciclo celular por corpusculos
lipidicos, e de que forma a sua desregulagcdo pode levar ao desenvolvimento de
patologias como o cancer. Alguns trabalhos ja mostram indicios de um possivel papel
dessas organelas na progressdo do ciclo celular em hepatocitos de camundongo
(FERNANDEZ et al., 2006) e leveduras (KURAT et al., 2008). Por ser um intermediario
importante entre a homeostase energética e o sistema imune e possuir um papel na
inflamacdo e em doencgas relacionadas a obesidade, a leptina deve ter caracterizadas
suas fungdes no metabolismo lipidico e na regulagdo de corpusculos lipidicos, para que
se entenda o papel deste horménio na patogénese de doengas como o cancer.

1.1.4.5. Protebmica de corpusculos lipidicos

Corpusculos lipidicos compreendem um nucleo de triacilglicerois (TAG) e ésteres
de colesterol circundados por uma monocamada de fosfolipidios, colesterol e de uma
variedade de proteinas (WALTHER et al., 2008; FUJIMOTO et al., 2011). Estudos
recentes revelam que estas organelas sdo estruturas celulares dinamicas e podem
desempenhar um papel no sequestramento de proteinas como um mecanismo que regula
a abundancia e funcao das proteinas no interior das células, bem como a homeostase de
lipidios. Apesar destas terem sido previamente consideradas como entidades de depdsito
de lipidios a longo prazo, hoje se sabe que estas organelas celulares estdo envolvidas
ativamente no controle do metabolismo lipidico, em interacdo direta e dinamica com
outras organelas como por exemplo o reticulo endoplasmatico e também mitocéndrias
(ZEHMER et al., 2009; ZHANG et al., 2011; LARSSON et al., 2012; BRASAEMLE et al.,
2012). Durante a ultima década, tem aumentado o interesse em estudar as interagbes das

27



proteinas com corpusculos lipidicos intracelulares. Os estudos apontam algumas
proteinas em comum em varios proteomas, ao passo que algumas proteinas sao
exclusivas. Em parte, isto pode resultar do fato de que diferentes células e linhagens
celulares tém sido utilizadas, sendo os resultados influenciados pelo fato de que certas
proteinas sao expressas de um modo célula-especifico. As proteinas associadas com
corpusculos lipidicos tém sido caracterizadas em diferentes tipos de células de
mamiferos, incluindo adipdcitos 3T3-L1, células epiteliais mamarias, células hepaticas
(HODGES et al., 2010), Caco-2/ enterécitos TC7 (BOUCHOUX et al., 2011), células
musculares (ZHANG et al., 2011) e células 3 produtoras de insulina (LARSSON et al.,
2012). Estes estudos indicam que as proteinas encontradas em corpusculos lipidicos
variam de acordo com tipo de célula, embora ocorram caracteristicas em comum.

As proteinas estruturais da familia Plin (KIMEL et al., 2010) estdo sempre
presentes em corpusculos lipidicos. A analise protedmica feita a partir de mondcitos
humanos (U937) detectou muitas proteinas envolvidas no metabolismo de colesterol e
triglicerideos, Rab GTPases e muitas proteinas associadas ao reticulo endoplasmatico
(ER). Além disso, a presenca de ribossomos, muitas proteinas associadas a membrana,
bem como membranas semelhante a de reticulo endoplasmatico e também proteinas do
lumen do reticulo, indicam que o corpusculo lipidico podem ser sitios de sintese proteica
(WAN et al., 2007). Esta hipdtese é suportada pela demonstragdo de corpusculos lipidicos
exibindo acumulo de 3H-uridina e deteccdo de RNA mensageiro por hibridizagao in situ
(DVORAK et al., 2003; DVORAK, 2005). A analise proted6mica de fragdes de corpusculos
lipidicos derivados de leucdcitos identificou varias proteinas de subunidade ribossémica,
bem como fatores de iniciagdo da tradugcdo (WAN et al., 2007). Além disso, proteinas
ribossomais e proteinas que interagem com RNA foram também identificadas nas
analises protebmicas de corpusculos lipidicos obtidos a partir de uma linhagem de
hepatoma que expressa a proteina do capsideo do virus da hepatite C (SATO et al.,,
2006). Um estudo recente do proteoma de corpusculos obtidos a partir de linhagens de
ovario de hamster (células CHO K2) revelou um total de 125 proteinas (BARTZ et al.,
2007). Juntamente com as proteinas estruturais de corpusculos lipidicos ja conhecidas,
foram identificadas varias enzimas envolvidas na sintese de lipidios e proteinas de
transporte de membrana. Foram encontradas 18 proteinas Rab, que podem ser
classificadas como proteinas dependentes de GTP que controlam o fluxo entre
compartimentos de membranas (LIU et al., 2004). Um fosfoproteoma de corpusculos
lipidicos isolados de células Hela identificou 45 proteinas fosforiladas, incluindo ADRP,
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Rab e ATGL (BARTZ et al., 2007; KIM et al., 2006). A presencga da proteina caveolina foi
demonstrada em corpusculos lipidicos recém-formados a partir de membranas
microssomais com perda de microdominios lipidicos (lipid rafts) (OLOFSSON et al., 2008).
Contudo, mais estudos sao necessarios para identificar o papel da caveolina na biologia
destas organelas.

Os corpusculos lipidicos também podem desempenhar um papel ativo na sintese
de lipidios. Enzimas envolvidas na sintese de lipidios tém sido encontradas em
corpusculos isolados de células de mamiferos (BOZZA et al., 2011; ZHANG et al., 2010).
Através de uma abordagem proteémica diferencial (iTRAQ), fragcbes de corpusculos
isolados de células de adenocarcinoma de colon humano, Caco-2, e enterdcitos/ TC7 que
expressam ou ndo a proteina do nucleo do virus da hepatite C, foram identificadas 42
proteinas, sendo 21 envolvidas no metabolismo de lipidios (BEILSTEIN et al., 2013). A
perilipina 1 encontra-se especificamente em corpusculos lipidicos de adipdcitos. A
perilipina 5 também conhecida como OXPAT, é expressa em células que tém uma
elevada capacidade de oxidacdo de acidos graxos, tais como células do musculo
cardiaco. Ja a perilipina 2 (ADRP) e perilipina 3 (TIP47) sdo ubiquos (WOLINS et al.,
2006). As enzimas envolvidas na biossintese do colesterol tém sido rotineiramente
identificadas em estudos de protedbmica (HODGES et al., 2010; BOUCHOUX et al., 2011;
BARTZ et al., 2007). Um estudo comparou corpusculos ricos em ésteres de colesterol
com corpusculos ricos em TAG utilizando espectrometria de massas em tandem. Neste
estudo foram encontradas 278 proteinas em quantidades semelhantes em ambas
amostras, incluindo proteinas previamente encontrado em corpusculos como proteinas de
trafico de membrana, anexina 2, Rab5c e proteinas estruturais, Rab8a, vimentina,
tubulinas alfa e beta, chaperonas HSPa8, HSPd1, GRP78, HSP70 e HSP90, bem como
ADRP e VDAC1, sendo esta ultima envolvida na transferéncia de lipidios no interior de
mitocondrias (KHOR et al., 2014). Varios estudos in vitro tém verificado tanto a presenca
quanto a atividade destas enzimas em corpusculos lipidicos (SORGER e DAUM, 2002;
FUJIMOTO et al., 2007; MOESSINGER et al., 2011;), sugerindo que estas organelas sao
locais onde ocorrem alguns passos da sintese de lipidios. Juntos, estes resultados ndo s6
demonstram as atividades dindmicas de corpusculos lipidicos, mas, também fornece
informagdes importantes para uma investigacdo mais aprofundada do papel desta
organela em doengas como obesidade, diabetes e cancer. Sendo necessarios maiores
estudos mais amplos acerca do papel de proteinas encontradas nos proteomas na
dinamica destas organelas.
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JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Ha anos ja é conhecido que o excesso no indice de massa corporal aumenta o
risco de doencgas cardiovasculares e diabetes tipo dois. Entretanto, no ano de 2001, foi
primeiramente estabelecida uma relagdo entre obesidade e cancer através de estudos
epidemioldgicos publicados pela International Agency for Research into Cancer (IARC) e
World Cancer Research Found (WCRF). Porém, somente apds anos, foi aceito que o
aumento da adiposidade constitui um fator de risco para o desenvolvimento de cancer
(ROBERTS et al., 2010). Adipocinas s&o moléculas ativas secretadas por adipécitos, que
atuam tanto a nivel local quanto sistémico. Leptina e adiponectina sdao as mais
abundantes e mais estudadas adipocinas (Kershaw et al., 2004). No hipotalamo, a leptina
ativa a via de PI3K, sendo que, durante a obesidade induzida por dieta, ha uma
resisténcia a leptina desencadeada por alteragbes nesta via de sinalizagao
(METLAKUNTA et al., 2008). Além disso, estudos do nosso grupo demonstraram que a
leptina ativa macrofagos de forma dependente da via de PISBK-mTOR e o tratamento com
a rapamicina, inibidor de mTOR, inibe o metabolismo lipidico e a produ¢ado de mediadores
inflamatorios induzidos por leptina (MAYA-MONTEIRO et al., 2008). Em estudos de
canceres humanos, o receptor de leptina (ObR) é altamente relacionado a presenga de
leptina, sugerindo que a malignidade induzida por este hormdnio, deve ser regulada via
mecanismos autocrinos e paracrinos (FIORIO et al., 2008). A mTOR ¢é uma
serina/treonina cinase, pertencente a familia das PI3K, importante na proliferacédo e
metabolismo celular (SABATINI et al., 2009). Kershaw e Flier observaram que o
complexo mTORC1 é altamente ativo no tecido adiposo de roedores obesos. Sugerindo
assim, a participagdo de mTOR no acumulo de lipideos quando o gasto energético &
menor que a ingesta alimentar. Além disso, em baixas doses, a rapamicina inibe
significativamente o crescimento de tumores com vascularizagcado estabelecida (GUBA et
al.,, 2002). Analogos desta droga tém sido desenvolvidos, como por exemplo, o
tensirolimus e everolimus. Em estudos recentes ambos aumentaram a sobrevivéncia de
pacientes com carcinoma renal avangado, levando a aprovagéo destas drogas para este
tipo de cancer (ATKINS, 2004). Os corpusculos lipidicos também chamados de gotas
lipidicas, sao inclusdes citoplasmaticas, delimitadas por uma monomembrana, associadas
a elementos do citoesqueleto (FRANKE et al.,, 1987, DVORAK e MONAHAN-EARLY,
1992; DVORAK et al, 1992). De forma interessante, o aumento da formagdo de
corpusculos lipidicos foi também observado em linhagens de adenocarcinoma de colon e
em tecido intestinal obtido de pacientes com este tipo de carcinoma. Além disso, estes
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corpusculos compartimentalizam a enzima COX-2 e a inibicdo da formacdo destas
organelas € acompanhada por uma inibicdo na producdo de PGE; e redugdo da
proliferagdo celular (ACCIOLY et al.,, 2008). O aumento no numero de corpusculos
lipidicos tem sido descrito em varios tipos de cancer, incluindo adenocarcinoma de colon,
carcinoma cervical escamoso invasivo, tumor de cérebro humano e hepatocarcinoma
(BOZZA et al., 2010). Os mecanismos que regulam a formagéo de corpusculos lipidicos e
sua significancia funcional na biologia celular da inflamac&o e da tumorigénese estao
atualmente sob intensa investigacdo (BOZZA et al., 2010).

Nosso estudo sera importante para estabelecer uma correlagado entre obesidade e
a progressao tumoral, verificando a participacédo e localizagdo de proteinas de vias de
sinalizacdo e enzimas envolvidas no metabolismo lipidico importantes nos eventos de
proliferacdo celular. Até o presente momento, nada foi descrito sobre os efeitos da leptina
em corpusculos lipidicos de células epiteliais, bem como a participacdo da via de mTOR
neste processo. O proteoma de corpusculos lipidicos com énfase na validacido de
proteinas envolvidas com o processo de tradugdo celular e fenétipo hiperproliferativo
também sdo inovadores. Nossa hipotese € que a via de mTOR possa participar na
biogénese de corpusculos lipidicos induzida por leptina, de maneira similar ao que
acontece em macréfagos (MAYA-MONTEIRO et al., 2008). Além disso, especulamos que
os corpusculos lipidicos possam servir de sitio de localizagdo de proteinas envolvidas na
via de mTOR e traducéo de proteinas, bem como proteinas relacionadas a proliferacao,
metabolismo lipidico, sinalizagdo e ciclo celular, contribuindo para o fendtipo
hiperproliferativo observado em tumores.

Na primeira parte do trabalho estudamos o papel da leptina na formacédo de
corpusculos lipidicos, producdo de mediadores inflamatorios e proliferacdo celular em
células epiteliais. Além disso, avaliamos a participa¢ao da via de mTOR nestes processos

utilizando o inibidor rapamicina.
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Figura 1.5: Desenho esquematico dos objetivos propostos para a primeira parte da tese.
Leptina ativa o receptor de forma longa ObRb e resulta na ativagdo da célula epitelial
levando a biogénese de corpusculos lipidicos, a secregao de citocinas pré-inflamatérias e
ao aumento da proliferacao celular, sendo estes eventos de maneira dependente da
ativacdo de mTOR. Estes eventos culminam na geragdo de um microambiente
inflamatoério que pode estar envolvido nos mecanismos de carcinogénese relacionados a

obesidade

Na segunda parte do trabalho, realizamos o estudo do proteoma descritivo de
corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de cdélon e a interagao das proteinas
encontradas. Além disso, realizamos a validagao de algumas proteinas da via de mTOR
(figura 1.5).
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Estudar a relagdo entre obesidade e carcinogénese avaliando o papel da leptina e dos
corpusculos lipidicos nos mecanismos de regulagdo do metabolismo lipidico e progressao

tumoral.
2.2, Objetivos especificos

Parte 1

- Investigar o efeito da leptina na formag&o de corpusculos lipidicos, produ¢do de
mediadores inflamatorios e expressao da enzima COX-2 em células intestinais (IEC-6).

- Analisar a ativagdo da via de mTOR em células epiteliais por leptina e verificar a
participacdo desta via na producdo de corpusculos lipidicos e produ¢cdo de mediadores
inflamatorios.

- Avaliar a formacao de corpusculos lipidicos e proliferacdo de células intestinais frente a
estimulagdo com leptina, utilizando inibidores da via de mTOR

Parte 2

- Descrever o proteoma qualitativo preliminar de corpusculos lipidicos isolados a partir de
linhagens de adenocarcinoma de colon e avaliar a localizagdo subcelular de proteinas da
via de mTOR.

-Validar a presenca de S6K e mTOR por imunolocalizagao subcelular ou western blot de

fracdes purificadas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Cultura de células

As células da linhagem IEC-6 (doadas pelo Dr. Bruno Diaz, Universidade Federal
do Rio de Janeiro) foram mantidas em meio DMEM (Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco) estéril suplementado com 10% ou 2% de soro fetal bovino (SFB), 100 mg de
estreptomicina, 100.000 unidades de penicilina e 0.1 U/mL de insulina humana. As
células da linhagem de carcinoma de colon humano CACO-2 (doadas pelo Dr. Jodo Viola
da Divisdo de Biologia Celular do Instituto Nacional do Cancer) foram mantidas em meio
DMEM suplementado com 10% ou 2% de soro fetal bovino (SFB), 100 mg de
estreptomicina, 100.000 unidades de penicilina. As linhagens foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO,. Para retirada da monocamada de células foi utilizada solugcéo de
0,25% tripsina/ 4mM EDTA.

3.2. Cultura de células e estimulo in vitro

As células da linhagem IEC-6 foram soltas como descrito acima e a suspensao de
células foi recolhida e adicionada a quantidade equivalente de meio DMEM estéril
suplementado com 10% de soro fetal bovino. A suspenséo foi centrifugada a 1200 rpm a
4°C por 10 min. Apéds este procedimento, as células foram ressuspendidas em DMEM
high-glicose (LGC Biotecnologia) estéril (2% SFB, 1% de penicilina e estreptomicina 100
Ul/mL concentragao final) e incubadas a 37°C na atmosfera de 5% CO,, em placas de 6
ou 24 pogos, estas ultimas contendo ou n&o laminulas de 13 mm no fundo de cada pocgo.
Em cada um dos pogos das placas de 24, foram adicionados 1,0 mL da suspensao celular
ajustada para 1 x 10° células/mL. Apds cerca de 18 horas, as células epiteliais foram
estimuladas com diferentes concentragcées de leptina de rato (Peprotech) (10, 20, 60 e
100 nM) e por tempos distintos (0-96 h), além de tempos mais curtos para analise da
fosforilagdo (0, 5, 10, 20 e 40 min) e tempos mais longos para analise da proliferagdo
celular (0, 24, 48, 72 e 96 h). Apos estes tempos, os sobrenadantes das culturas foram
removidos e armazenados a -20°C para posterior quantificagao de citocinas e mediadores
lipidicos. As células foram processadas de acordo com o tipo de analise.
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3.3. Tratamentos com inibidores de mTOR

As células epiteliais foram tratadas com diferentes concentragdes dos inibidores de
mTOR, rapamicina (Calbiochem) e everolimus (LC laboratories) 30 minutos antes da
incubac&o com leptina. Utilizamos também a droga FK-506 (LC laboratories), esta que se
liga a FKBP12, porém, ndo inibe o complexo mTORC1. Todas as drogas foram
ressuspendidas em DMSO (Sigma) estéril ou agua MiliQ e na hora do uso diluidas em
DMEM-high glucose. Os controles receberam apenas o veiculo, onde permaneceram a
37°C em atmosfera de 5% de CO, Os tratamentos cujo veiculo foi o DMSO (DMSO
0,01% em DMEM) foi usado como controle.

3.4. Coloragao e contagem de corpusculos lipidicos

As laminulas contidas nas placas de 24 pogos dos grupos controle ou estimulados
com leptina (1, 6, 24 h), tratados ou nao, foram fixadas em formaldeido 3,7% em PBS (pH
7,4), por 1 h, em seguida, lavados em tamp&o cacodilato 0,1 M (pH 7,4) diluido em agua
MiliQ e fixados em tetréxido de ésmio a 1,5% diluido em tamp&o cacodilato por 30 min.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas em agua destilada, tratadas com
tiocarbohidrazida a 1% por 5 min. Em seguida, as laminulas foram lavadas em agua
destilada e tampé&o cacodilato 0,1 M e contrastadas em tetroxido de ésmio a 1,5% por 3
min, lavadas novamente com agua destilada e montadas com o meio “Aqua Polymount”
(Vector). As analises para quantificagdo dos corpusculos foram feitas em microscopia de
campo claro (objetiva de 100X). Alternativamente, foram contados os corpusculos

lipidicos obtidos de 50 células de campos consecutivos.

3.5. Lise celular e dosagem de proteinas

ApoGs tempos variados de estimulo, os sobrenadantes foram retirados e as células
epiteliais aderidas lavadas 2 vezes com PBS 1X (pH 7,4). Apds esta lavagem, 50 ul de
tampao de lise celular/(1 X 10° células): 20 mM Tris/HCI, pH 7,5; 16 mM CHAPS
(detergente); 0,5 mM dithiothreitol (agente redutor); 1 mM EDTA (inibidor de
metaloprotease); 1 mM benzamidina HCI (inibidor de soro protease); 1 pg/mL de
leupeptina (inibidor de thiol protease); foi adicionado e as células lisadas mecanicamente
por raspagem. O lisado celular foi centrifugado em microcentrifuga (Eppendorf) a 800 g/10

min e o sobrenadante armazenado a —20°C. As proteinas foram dosadas pelo “kit’ de

36



dosagem de proteina BCA (Pierce) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

Aplicou-se 20 ug de proteinas totais de cada amostra em 60 pL do lisado total no gel.

3.6. Western blotting

Células IEC-6 foram inoculadas na densidade de 1x10° em placas de 6 pogos apds
suplementagcdo com meio contendo 10% de soro fetal bovino Apds os tempos indicados,
células foram centrifugadas e lisadas em tamp&o de ressuspenséo (10mM de EDTA, 40
mM de Tris-HCI pH 7,5 e 60 mM de pirofosfato de sddio) contendo 20 uM de SDS 10%.
Os lisados foram aquecidos a 100°C por 5 minutos e guardados a -20°C. Os extratos de
proteina total foram misturados com tamp&o de amostra e separados em géis de
poliacrilamida 6 ou 10%. Junto aos extratos foi aplicado um padrao de peso molecular
(Rainbow) e este foi submetido a eletroforese a 120 Volts por 90 minutos em SDS-PAGE
e transferida para uma membrana de nitrocelulose pré incubada em 100 mL de tampéo de
transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8 e 20 % de metanol em H,O MiliQ). A
transferéncia foi realizada a 17 Volts por 60 min em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi
Dry, GE). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com solugédo
bloqueadora de leite desnatado a 5% em TBST (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl,
0.05 % Tween 20). Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST, e incubada por 1 h
com o anticorpo primario anti-pP70S6K (Cell Signaling) diluigdo 1:1000; anticorpo anti-
pS6 ribossomal protein (Cell Signaling) 1:1000; anticorpos anti-P70S6K ou anti-S6 total
(Cell signaling) na concentracdo de 1:1000. Apds este tempo, as membranas foram
lavadas 3 x com TBST, e as proteinas de interesse foram entdo identificadas pela
incubagdo da membrana com anticorpos secundarios anti-coelho ou anti-camundongo
(Pierce), conjugado a peroxidase (HRP) diluidos na hora do uso na concentragcdo de
1:10.000. Todos os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em TBST. Apds a
lavagem, a detecgdo foi realizada com o sistema de analise de “Western blotting
“‘Supersignal Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana exposta a fiime de

autoradiografia (GE Healthcare).
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3.7. Dosagem de PGE;

Os niveis de PGE, nos sobrenadantes das culturas celulares foram avaliados por
ensaio imunoenzimatico conforme as instrugbes do fabricante (Cayman Chemical, Inc).
Os pogos das placas de 96 foram cobertos com 200 ul de anticorpo de cabra anti-IgG de
camundongo diluido em tamp&o fosfato de potassio (0,05 M) durante o periodo de uma
noite. No dia seguinte, as ligagdes inespecificas foram bloqueadas com adi¢gao de 200 ul
de tampao fosfato de potassio (0,05 M) com BSA 1% e a placa foi mantida sob agitacéo,
por 4 horas. Apos este tempo a placa foi lavada com Tween 20 a 0,05% em PBS.
Posteriormente, foram adicionados 50 ul das amostras ou 50 ul da PGE; na curva-padrao
(1 ng/ml, 500, 250, 125, 63, 31 e 16 pg/ml diluidos tampao fosfato de potassio 0,05 M com
BSA 1%). O anticorpo anti-PGE, (50 ul) e a PGE, conjugada com colinesterase foram
adicionados e incubados durante cerca de 16 h. O branco recebeu somente o tampao
fosfato com 1% de BSA e a PGE; conjugada com colinesterase. Em seguida, a placa foi
lavada (5x) com tampéo fosfato contendo Tween 20 a 0,05%. Em seguida, foram
adicionados 200 ul do reagente de Ellmans, que contém o substrato para a enzima
colinesterase (diluido em agua MilliQ, segundo instrugbes do fabricante Cayman
Chemical), para revelar a reacdo. A placa foi mantida sob agitagdo durante 2 h e lida em
leitora de placa a 405 nm. Os dados foram analisados com o programa Soft Max Pro, e a
dosagem baseada na curva-padréo.

3.8. Dosagem de citocinas e quimiocinas

As dosagens de IL-6, IL10, TNFa, TGF-B e CINC-1 foram realizadas através da
técnica de ELISA, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos (Duo set kit — R&D
systems). Para essas analises foi utilizado o protocolo da Pharmingen, onde, placas de 96
pocos (Nunc) foram revestidas com anticorpos de captura. As placas foram cobertas e
incubadas em torno de 16 h na geladeira. No dia seguinte, apdés 3 lavagens com
PBS/Tween, as placas foram bloqueadas com PBS/BSA 1%, para evitar as ligagcdes
inespecificas. Apés 1 h de intervalo, as placas foram submetidas novamente a quatro
lavagens, com o reagente especifico, onde foram adicionadas as curvas-padréo, bem
como as amostras (sobrenadantes das culturas celulares). Novamente foram incubadas
por 16 h na geladeira. No ultimo dia, apds lavagem, os anticorpos de detecgao
conjugados com biotina foram adicionados, deixando-se por mais 1 h. As lavagens foram
feitas novamente e o substrato (avidina-peroxidase) foi colocado para incubagdo por
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cerca de 30 minutos. Em seguida, o revelador (OPD) foi adicionado. A leitura foi feita em
leitora de placa a 450 nm. Os dados foram analisados através do programa Soft Max Pro,
com as dosagens baseadas nas respectivas curvas-padrao.

3.9. Localizagao subcelular de COX-2 por microscopia de fluorescéncia

Apo6s estimulo com leptina ou veiculo (24 h), as culturas de células epiteliais foram
fixadas em formalina 3% por 10 min, posteriormente as células foram lavadas com PBS,
permeabilizadas em Triton 0,05% por 20 min. Apds a permeabilizacédo, as células foram
lavadas 2X com PBS e incubadas com solucéo de bloqueio, BSA 1% em PBS por 30 min.
Posteriormente incubamos com os anticorpos primarios, diluidos na mesma solucédo de
bloqueio, para COX-2 (C-20 santaCruz goat antibody) na diluicdo de 1:100, apds esta
incubagdo as células foram lavadas 3X com PBS e incubadas com os anticorpos
secundarios, diluidos na solugdo de bloqueio. Os anticorpos secundarios estavam
conjugados com os fluordforos, (anti-goat dylight 488) diluidos 1:3000. As especificidade
das marcagdes foram feitas usando controles negativos pelo uso de isotipos controles IgG
de cabra no lugar dos anticorpos primarios (Jackson Laboratories). As laminulas foram
montadas em meio de montagem para fluorescéncia Prolong Gold contendo DAPI para
contra-coloracdo do nucleo e analisadas ao microscopio de fluorescéncia OLYMPUS
equipado com camera digital e processadas pelo programa “Cell F”.

3.10. Localizagcao subcelular de S6K e mTOR por microscopia confocal

Células CACO-2 foram fixadas nos tempos indicados usando 200 pL de formalina
3% a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, as células fixadas foram
permeabilizadas em PBS contendo Triton X-100 0,2%, e bloqueadas em solugao
contendo Triton X-100 0,2% e albumina bovina 1% em PBS. Apds isso, as células foram
incubadas sob agitagdo durante a noite com anticorpo primario monoclonal para mTOR,
com diluicdo de 1:400, e S6K, com diluicdo de 1:100 em solugao de bloqueio, e entdo
lavadas com a mesma solug&o com trés banhos de 10 minutos. Foi feita posteriormente a
incubagdo com o anticorpo secundario Dylight 488 diluido 1:3000 (anti-mTOR) e Dylight
550 diluido 1:5000 (anti-S6K) na solugao de bloqueio, seguido por mais um processo de
lavagem. Células foram entdo incubadas em temperatura ambiente com a sonda
hidrofobica fluorescente Bodipy® (1/500) em PBS por 15 minutos. Células foram lavadas
com trés banhos de PBS por 10 minutos cada. As laminulas foram montadas em laminas
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utilizando o meio de montagem Prolong Gold antifade mountant contendo DAPI (Life

Technologies) e observadas por microscopia confocal (Olympus FV1000).

3.11. Analise da proliferacao celular por cristal violeta

ApoOs os tempos de 0, 24, 48, 72 e 96h, as células epiteliais tratadas ou nao e
estimuladas ou ndo com leptina, foram lavadas 1X com PBS (pH 7.4) e fixadas com
etanol 100% por 10 min. Posteriormente, apdés secagem do etanol, as células foram
incubadas com a solugdo de cristal violeta a 0,05% (diluida em etanol 20%) por 10
minutos. Depois deste tempo, as mesmas foram lavadas com a&agua destilada
sucessivamente por cerca de 5 a 6 vezes, até que o liquido saisse claro e incubadas por
5 minutos com metanol 100%, sendo que neste periodo a placa foi mantida sob constante
agitacdo. Passado este tempo, a placa foi lida em leitora de placa a 595 nm. Os dados de

absorbancia foram analisados com o programa Soft Max Pro.

3.12. Isolamento de corpusculos lipidicos por fracionamento subcelular

Células da linhagem CACO-2 (20 x 10°) foram cultivadas em garrafas de 150cm?
em 90% de confluéncia. As mesmas foram tripsinizadas, centrifugadas, lavadas por duas
vezes com PBS 1X e lisadas em tampao TEE-KCI (25 mM Tris/HCI, 100 mM KCI, 1 mM
EDTA and 5mM EGTA/ pH7.4). Foi adicionado coquetel inibidor de proteases
(Complete® protease inhibitor cocktail - Roche) e fosfatase e as células foram rompidas
por cavitagdo em nitrogénio a 700 g (psi) por 15 minutos em gelo. Ao cavitado foi
adicionado 1,5 mL de sacarose 1,08 M. Apos homogeneizar, foi adicionada,
vagarosamente, 1 mL de sacarose 0,27 M, seguida de 1 mL sacarose 0,135 M. O
gradiente de sacarose foi centrifugado em ultracentrifuga (Optima Max-XP / Beckman
Coulter) a 150 000 x g, 4°C, por 80 minutos (Brasaemle and Wolins, 2006). A
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose gera sete fragbes subcelulares, conforme

desenho abaixo:
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\/ » Fragdo 1: Lipidios

—— Fragdo 2: Lipidios

—» Fracdio 3: Microssomal e citosélica

3 Fragdo 4: Microssomal e citosélica

» Fracdo 5: Microssomal e citosolica

——p Fragdo 6: Restos de nlicleo e membranas

— Fracdo 7: Restos de niicleo e membranas

Figura 3.1: Esquema de fracionamento subcelular apés ultracentrifugagcdo em gradiente
de sacarose.

As fragbes foram recolhidas cuidadosamente e, com uma amostra de 20uL de cada
uma, foi realizada a dosagem de LDH (lactato desidrogenase) com o kit CytoTox 96
(Promega), com leituras em 470 nm nos tempos 0, 5, 10, 15, 25 e 35 minutos. Espera-se
que nas fragdes 1 e 2 nédo haja variagdo na quantificagdo de LDH ao longo dos tempos,
pois LDH € uma enzima citoplasmatica e estas fracbes sdo as ricas em lipidios e nao
devem possuir atividade desta enzima. Como o objetivo € avaliar a presenca de proteinas
de interesse nas fragdes, deve-se realizar a precipitacao de proteinas. Para isto, mistura-
se cada uma das fragbes ao acido tricloroacético (TCA- Sigma) de forma a obter uma
concentracédo final do mesmo de 10%. Agitar vigorosamente as amostras e incubamos por
1 hora em gelo. Apés este tempo, centrifugar a 7 500 x g, 4°C, 10 minutos. Desprezar os
sobrenadantes e ressuspender em acetona gelada, seguindo com agitagbes vigorosas,
centrifugacbes e adigdes de acetona por mais duas vezes. Por fim, deixar a acetona
evaporar e ressuspender os pellets em tampao de corrida 1X.

3.13. Analises de ciclo celular e conteudo de DNA sub-GO0 por iodeto de propidio
Células IEC-6 cultivadas com 10% de soro estimuladas ou n&o por leptina foram
soltas da monocamada com tripsina, lavadas uma vez com PBS, e marcadas com iodeto
de propidio na presenga de NP-40. Analise do conteudo de DNA foi feito coletando 10.000
eventos para analise de ciclo celular e 20.000 eventos para analise de DNA sub-GO
utilizando o citbmetro de fluxo FACScalibur e o software CellQuest (BD Biosciences).
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3.14. Analise de ciclo celular por incorporagao de BrdU

Células IEC-6 sincronizadas por confluéncia e privagao de soro foram inoculadas a
densidade de 2x10° células (IEC-6) em garrafa de 75 cm2, sendo mantidas em cultura
com meio contendo 10% de soro fetal bovino até adesao (0h) ou até os tempos indicados
(12 h, 24 h, 36 h, 48 h). Trinta minutos antes da fixagc&o, células foram incubadas com 20
nM de BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina) em meio DMEM com 10% de soro, ap6s o qual
foram imediatamente lavadas com PBS, contadas, e fixadas em etanol gelado 100%,
sendo entdo mantidas & -20°C por pelo menos 24 horas. Apos esse periodo, 5x10°
células foram lavadas em solugdo de soroalbumina bovina (BSA) 1% em PBS e tratadas
com HCI 2N contendo 0,5% de Triton X-100 por 30 minutos para desnaturagédo do DNA,
sendo esta reagdo posteriormente inativada com tetraborato de sodio (Bérax) 0,1 M.
Células foram novamente lavadas com solugao de BSA 1%, e incubadas no escuro e em
temperatura ambiente por uma hora com o anticorpo monoclonal anti-BrdU conjugado a
FITC (isotiocianato de fluoresceina), com diluicdo de 1:20 em solugdo de BSA 1% e
Tween 20 0,5% em PBS. Apds incubacéao, células foram lavadas com solugdo de BSA 1%
e Tween 20 ‘ 42 0,5%, e incubadas a 4°C durante a noite com solugdo de marcacido com
iodeto de propidio (0,5 mg/ml de ribonuclease A, 0,02 mg/ml de iodeto de propidio, e
Triton X-100 0,1% em PBS). Apds marcagado, células foram analisadas utilizando o
citbmetro de fluxo FACScalibur e o software CellQuest (BD Biosciences).

3.15. Marcacao e quantificagcao de corpusculos lipidicos por Oil Red O

Células IEC-6, 1x10° células foram plaqueadas em laminulas de 13 mm de
diametro apds suplementagdo com meio contendo 10% de soro fetal bovino. Estas foram
entdo fixadas com 200 pl de formalina 3,7% por 10 minutos, lavadas trés vezes com agua
destilada, e incubadas com propilenoglicol 100% por cinco minutos. Células foram entao
incubadas com QOil Red O (0,5% em propilenoglicol) por dez minutos, e entdo incubadas
com propilenoglicol 100% por mais cinco minutos. As laminulas foram posteriormente
lavadas trés vezes com agua destilada, e montadas com meio Prolong Gold antifade
mountain contendo DAPI (Life Technologies). Para quantificacdo de corpusculos lipidicos
em cada tempo analisado, foram fotografadas por microscopia de fluorescéncia
(microscopio OLYMPUS BX60) cinquenta células escolhidas aleatoriamente por cinco
campos diferentes, utilizando o mesmo periodo de exposi¢cao pré-estabelecido para cada
fotografia. Posteriormente, as fotografias foram convertidas para escala de cinza
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utilizando o software AdobePhotoshop®, e corpusculos lipidicos foram quantificados

através do software Fidi/lmagedJ.

3.16. Analise estatistica
Os dados obtidos neste estudo foram comparados através do teste de ANOVA e

Newman-Keuls, considerando significativos os valores de p < 0,05.

3.17. Dosagem de proteinas pelo método Qubit

A concentragao de proteina nas amostras de corpusculos lipidicos de células de
adenocarcinoma de célon (CACO) foi mensurada por fluorometria através do método
Qubit (Fluorometer Qubit® 2.0. Invitrogen). Esta metodologia é capaz de quantificar
amostras que apresentem um intervalo dindmico linear de cerca de trés ordens de

grandeza (12,5 a 5.000 ug/mL) e apresenta pequena variagédo de proteina para proteina.

3.18. Preparacao de digestos tripticos para analise por espectrometria de massas
Volumes equivalentes a dez microgramas de extrato proteico oriundo de
corpusculos lipidicos de células CACO-2 e a 10 yg de soroalbumina bovina (controle
positivo - 1 mg/mL, Sigma-Aldrich, EUA) foram separados em novos microtubos e
completamente secos por liofilizagdo. Todas as amostras foram dissolvidas em 20 yL de
0,4 M de bicarbonato de amoénio / 8 M de uréia e reduzidas em 20 mM de ditiotreitol (DTT)
em agua, a 37°C, por 3 h. Em seguida, as amostras foram alquiladas em 67 mM de
iodoacetamida (IAA) em agua, por 15 min, no escuro, a temperatura ambiente. Para diluir
a uréia para 1 M, foram adicionados 130 pyL de agua deionizada. As amostras foram
incubadas com 1 yL de tripsina (0,2 pg/pL em acido acético 50 mM, Promega, EUA), a
37°C, por 20 h. Os tripsinizados foram acidificados com acido trifluoroacético (TFA) para
uma concentragdo final de acido de 1% (v/v) e aplicados em microcolunas de
aproximadamente 10 uL, preparadas em ponteiras de 200 yL e equilibradas com 1% (v/v)
de TFA no laboratério (LARSEN et al., 2006). Apés lavagem com 0,1% (v/v) de TFA, os
peptideos foram eluidos em 40 pL de 0,1% (v/v) de TFA em 70% (v/v) de acetonitrila. Os
peptideos foram completamente secos em concentrador de amostras sob vacuo

SpeedVac (Thermo Savant, EUA) e armazenados a -20°C.
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3.19. Identificagcao de proteinas por nanocromatografia acoplada a espectrometria
de massas de alta resolugao

Primeiramente os extratos peptidicos foram ressuspensos em 40 uL de acido
férmico a 1% (v/v). O nanocromatografo utilizado foi um sistema nLC-Easy Il (Proxeon
Biosystems, Dinamarca) acoplado a um espectrdmetro de massas LTQ-Orbitrap XL
(Thermo, EUA). Quatro microlitros de amostra foram inicialmente aplicados em uma pré-
coluna de 2 cm de comprimento (100 um de didametro interno) empacotada com particulas
de silica de diametro de 5 ym, poro de 200 A, (Magic C18 AQ, Michrom Bioresources,
EUA) e, em seguida, separada em coluna de 10 cm de comprimento (75 pm de diametro
interno), empacotada com a mesma matriz em coluna PicoFrit com ponta de 30 um (New
Objective, EUA). As amostras foram carregadas em 0,1% (v/v) de acido férmico e 2% de
acetonitrilo (eluente A), na pré-coluna, com fluxo de 2 yL/min, enquanto que a separagao
cromatografica ocorreu a 200 nL/min. Os peptideos foram eluidos com um gradiente de 2
a 60% de 0,1% (v/v) de FA em acetonitrilo (eluente B) durante 32 min, seguido de
gradiente de 40 a 80% B em 4 min e lavagem a 80% B por 2 min. Na entrada do
espectrometro, a voltagem do spray foi ajustada para 1,9 kV, sem fluxo de gas auxiliar e
com a temperatura do capilar a 200 °C. As voltagens do capilar e das lentes foram
ajustadas para 48 e 100 V, respectivamente. Os espectros dos precursores, modo MS
(full scan MS), foram adquiridos com um microscan no analisador Orbitrap, com resolugcéo
de 60.000 (Full Width Half Maximum, FWHM para m/z 400), valor de Automatic Gain
Control (AGC) definido para 5x105 e tempo maximo de injegdo de 500 ms. Até 10 ions
precursores mais abundantes de cada varredura (de intervalo de m/z 300 a 1.700) foram
sequencialmente submetidos a fragmentagcdo por dissociagdo induzida por colisdo
(Collision Induced Dissociation, CID) e os ions-fragmento foram analisados no Linear Trap
Quadrupole (LTQ) no modo MS/MS, usando os seguintes parametros: valor de AGC
definido para 1x104, tempo de preenchimento maximo de 100 ms e limite de sinal minimo
de 10.000 contagens. A fragmentagédo do ion precursor foi realizada utilizando a energia
de colisdo normalizada de 35%, janela de isolamento de 2 m/z, tempo de ativagédo de 30
ms e tempo de permanéncia de um ion na lista de exclusédo (exclusao dindmica) de 45 s.
ions de carga Unica e ions sem estado de carga definido ndo foram submetidos a MS/MS.

Os espectros MS/MS obtidos foram extraidos, desconvoluidos para determinacao
do estado de carga e transformados para massas monoisotdpicas utilizando a ferramenta
pXtract version 2.0. Todos os espectros foram submetidos ao processo de identificagao
utilizando a ferramente de busca Mascot (Matrix Science, Londres, GB; versédo 2.4.1). A
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ferramenta foi configurada para buscar o banco de dados Uniprot da espécie Homo
sapiens, versao de 8 de outubro de 2014, contendo 44.151 entradas, assumindo a
digestdo da amostra por tripsina. Utilizou-se toleréncias de massas de 10 ppm e 0,6 Da,
para os ions precursores e ions-fragmento, respectivamente. A carbamidometilagdo de
cisteina foi especificada como uma modificagado variavel. O software Scaffold (versao
4.3.4, Proteome Software Inc., EUA) foi utilizado para validar as identificagbes obtidas
pela ferramenta Mascot. Foram aceitas identificacbes de peptideos para um false
discovery rate (FDR) menor ou igual a 1% e o mesmo para o nivel de proteina, sendo
suas probabilidades calculadas pelo algoritmo Protein Prophet (NESVIZHSKII et al.,
2003). Proteinas com peptideos similares que n&o puderam ser diferenciadas baseando-
se apenas na analise dos espectros MS/MS foram agrupadas para satisfazer o principio
da maxima parciménia. Proteinas que compartilharam evidéncia de identificacdo peptidica

estatisticamente significativa foram agrupadas em clusters.

3.20. Interactoma ou mapa de interagoes de proteinas

O mapa de interagbes das proteinas encontradas no proteoma descritivo foi

realizado utilizando o programa String verséo 9.1 (http://string-db.org/). Através do numero

de acesso (acession number) e/ou nome do gene relacionado a uma proteina (gene
name) depositados no banco de dados utilizado UNIPROT, o String identifica as
interagcdes relacionadas as proteinas, gerando um mapa destas interagdes. Para esta
analise, utilizamos os “gene names”das proteinas identificadas no proteoma descritivo. O
programa String reconheceu parte dos “‘gene names” e reportou possiveis interagdes.
Dentro deste mesmo programa foram realizadas analises baseadas no banco de dados
de ontologias genéticas, o Gene Ontology (http://geneontology.org/). Avaliamos os termos

encontrados para os processos bioldgicos e fungbes moleculares mais relevantes neste
estudo e, a partir destes, novas redes de intera¢des foram filtradas e reportadas.

Para a analise da rede de interacdo entre as proteinas encontradas no proteoma,
realizamos a conversdo da entrada das proteinas (ID) no gene correspondente (gene
name) de um total de 370 proteinas. O programa string reconheceu 297 proteinas de
acordo com os genes dados pelo Uniprot e observou 1745 interagdes. Dentro deste
mesmo programa foram realizadas analises baseadas no banco de dados Gene Ontology
para avaliar as redes de interagbes das proteinas de acordo com processos bioldgicos e

fungdes moleculares.
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4. RESULTADOS

4.1. Leptina induz a formagao de corpusculos lipidicos em células epiteliais

intestinais

A formacgao de corpusculos lipidicos pode ser desencadeada por varios estimulos
inflamatorios e infecciosos. Estudos de Maya-Monteiro e colaboradores, demonstrou que
a leptina induz a formacdo de corpusculos lipidicos em macréfagos in vitro e também
acumulo da proteina ADRP (MAYA-MONTEIRO et al., 2008). Com o objetivo de
estabelecer a o efeito da leptina em células epiteliais, foi utilizada a linhagem celular IEC-
6, que sdo células epiteliais intestinais de rato. Essa linhagem foi escolhida por nao
apresentar fendtipo de transformacgao, como crescimento na auséncia de estimulo ou
perda de inibicdo da proliferacdo por contato. Com base nestes dados e objetivando
estabelecer o efeito da leptina em nivel periférico, avaliou-se o efeito da estimulagao in
vitro com leptina sobre células epiteliais intestinais, através de diferentes doses e por
diferentes intervalos de estimulo. Analisando a dinamica de formag¢ao de corpusculos
lipidicos através da coloracdo por 6smio, a leptina foi capaz de induzir um aumento do
numero de corpusculos lipidicos em células epiteliais intestinais de modo dependente do
tempo estudado, mostrando-se significativo de 1 a 24 horas de estimulo (Fig. 4.1).

Na figura 4.2, observa-se a contagem de corpusculos lipidicos em células epiteliais
apods 6 horas de estimulo, sob as concentragcdes de 10, 20, 50 e 100 nM de leptina. A
leptina foi capaz de induzir um aumento do numero de corpusculos lipidicos em células
epiteliais intestinais em todas as concentragdes utilizadas, sendo a dose de 20nM
considerada dose otima. Esta indu¢gdo mostrou-se significativa de 10 nM a 100 nM de

concentracao.
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Figura 4.1 — Cinética de formagado de corpusculos lipidicos as 1, 6 e 24 h apés
estimulo com leptina. As células epiteliais intestinais de rato foram estimuladas ou nao
por leptina, na dose de 20 nM e incubadas a 37°C na presenca de 5% de CO, durante os
tempos indicados. Apds estes tempos as células epiteliais foram coradas com tetroxido de
osmio e a contagem dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em
microscopio de campo claro. Os resultados sao representativos de 3 experimentos
independentes e expressam a média + erro padrdo da média (EPM); *diferenga
significativa entre os grupos controles e estimulados por leptina; (p<0,05).
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Figura 4.2 — Curva de dose da formacao de corpusculos lipidicos apdés estimulo
com leptina. As células epiteliais intestinais de rato foram estimuladas ou nao por leptina,
nas doses de 10, 20, 50 e 100 nM e incubadas a 37°C na presenca de 5% de CO,,
durante 6 h. Apds este tempo, as células epiteliais foram coradas com tetréxido de ésmio
e a contagem dos corpusculos lipidicos de 50 células consecutivas foi realizada em
microscopio de campo claro. Os resultados sao representativos de 3 experimentos
independentes e expressam a média + erro padrdo da média (EPM); *diferenga
significativa entre os grupos controles e estimulados por leptina; (p<0,05).
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4.2. Avaliagdao da fosforilagdo de P70S6K em células epiteliais durante a
estimulagado com leptina

Maya-Monteiro e cols., 2008, demonstraram que a leptina ativa a via de mTOR em
macrofagos peritoneais. Para avaliar a ativagado da via de mTOR em células intestinais
frente a estimulacdo com leptina, utilizamos as analises de Western blotting, onde
verificamos a fosforilagdo de P70S6K durante a estimulagdo desencadeada por leptina in
vitro. A figura 4.3 mostra que a leptina induz aumento da fosforilagdo de P70S6K (76
KDa), uma cinase ativada por mTOR, e este aumento se mostrou dependente do tempo e
da dose de leptina, mostrando um consideravel aumento da fosforilagdo de P70S6K ja a
partir de 10 minutos, e principalmente em 20 minutos de estimulo. Além disso, a leptina
na dose de 20 nM induziu uma elevada fosforilacdo desta cinase, o que n&o acontece nas
células dos grupos controle, onde a fosforilagdo de P70S6K & quase indetectavel. Como
controle foi avaliada a expressao total da proteina P70S6K, onde tanto na curva de dose

guanto na curva de tempo, esta ndo apresentou variacido na expressao.
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Figura 4.3 — Analise da fosforilagao de P70S6K por “Western blotting” em células
epiteliais estimuladas com leptina in vitro. (A) As raias estdo representadas pelo grupo
estimulado com leptina nas concentragées de 10, 20, 40 e 100 nM. (B) As raias estao
representadas pelo grupo estimulado com leptina (20 nM) nos tempos de 0, 5, 10, 20 e 40
minutos. Para a separacdo das proteinas, os lisados celulares foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, foram aplicados 30 ug de proteinas totais.
Para a deteccdo de P70S6K utilizou-se anticorpo policlonal de coelho anti-pP70S6K,
diluigéo (1:1000) ou anti-P70S6K (1:10.000).



4.3. Leptina induz aumento da sintese de PGE;, CINC-1 e TGF-B em células epiteliais
intestinais

Diante destes dados, avaliamos o efeito da estimulacao in vitro com a dose de 20
nM de leptina nos niveis de PGE;, CINC-1, TGF-B, IL-6 e TNF-a. Os niveis de PGE; foram
quantificados no sobrenadante das culturas por ensaio imunoenzimatico (EIA). Para a
quantificacdo das citocinas utilizamos o ensaio de ELISA. A leptina induziu um aumento
dos niveis de PGE; avaliados nos sobrenadantes das culturas de células epiteliais no
tempo de 6 h em relagao as células ndo estimuladas, além disso, este horménio foi capaz
de produzir um aumento nos niveis de CINC-1, uma quimiocina de rato semelhante a IL-8
de humanos, no tempo de 6 h de estimulo. Este efeito ndo é observado no tempo anterior
de 1h e no tempo tardio de 24 h (Fig. 4.4).
4.4. Anadlise da participagao da via de mTOR na sinalizagao de leptina em células
epiteliais intestinais

O complexo mTORC1 é importante para os efeitos da leptina no hipotalamo. A
inibicdo deste complexo pela rapamicina, inibe o sinal anorexigeno da leptina, modulando
a ingesta alimentar (COTA e cols., 2006). Nés verificamos o papel da via de mTOR na
sinalizagao por leptina em células epiteliais através da analise da fosforilagdo de P70S6K.
Identificamos que a mTOR possui um papel na sinalizagdo desencadeada por leptina,
uma vez que as células epiteliais tratadas com rapamicina e everolimus (analogo de
rapamicina), inibidores de mTOR, apresentaram uma inibigdo da fosforilagdo de P70S6K.
Utilizamos a droga FK-506, objetivando verificar a especificidade da ativagdo de mTOR.
FK-506 se liga a FKBP12, como a rapamicina, porém, ndo desencadeia modificagbes na
via de sinalizagdo de mTOR (Fig. 4.5).
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Figura 4.4 — Producao de PGE; e citocinas apés estimulagao por leptina. As células
epiteliais intestinais foram estimuladas ou n&o por leptina, 20 nM, a 37°C na presenca 5%
de CO,, durante 6 horas. Os niveis de CINC-1, TGF-[3, IL-6 e TNF-a foram detectados por
ELISA e os niveis de PGE; foram detectados através de ensaio imunoenzimatico (EIA).
Os resultados sao representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
meédia + erro padrdo da média (EPM); *diferenca significativa entre os grupos controle e
estimulado por leptina; (p<0,05).
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Figura 4.5 — Analise da fosforilagao de P70S6K por Western blotting em células
epiteliais estimuladas por leptina. (A) As raias estdo representadas pelos grupos nao
estimulados (CT), estimulados (Lep), tratados por rapamicina (Rap) e tratados por
rapamicina e estimulados por leptina (L+R), ambos na dose de 20 nM. (B) As raias estéao
representadas pelos grupos estimulados (Lep), tratados por rapamicina e estimulados por
leptina (L+R), tratados por everolimus (analogo da rapamicina) e estimulados por leptina
(L+E) e tratados por Fk-506 e estimulados por leptina (L+Fk), ambos na dose de 20 nM. A
droga Fk-506 foi utilizada para verificar a especificidade da ativagcdo de mTOR. Para a
separagao das proteinas, os lisados celulares foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%. Foram aplicadas 30 ug de proteinas totais. Para a detecgédo de
pP70S6K utilizou-se anticorpo de coelho anti-pP70S6K na diluigao de (1:1000).
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4.5. Mecanismos envolvidos na formacao de corpusculos lipidicos em células
epiteliais intestinais induzidos por leptina

Para investigar o papel de mTOR nos mecanismos de formag¢do de corpusculos
lipidicos induzidos por leptina em células epiteliais intestinais, nos utilizamos inibidores de
mTOR (rapamicina e everolimus) e a droga FK-506. Na figura 4.6, observa-se a formagao
de corpusculos lipidicos em células epiteliais apos tratamento com inibidores de mTOR,
rapamicina e everolimus, bem como com a droga FK-506, apds 6 horas de estimulo com
o horménio leptina. Através da anadlise da formagao de corpusculos lipidicos tanto por
coloragédo com tetréxido de ésmio (A), quanto por Oil red O (B e C), a leptina foi capaz de
induzir um aumento do numero de corpusculos lipidicos em células epiteliais intestinais.
Além disso, confirmando o resultado de (A), o tratamento com rapamicina foi capaz de
reduzir significativamente a area de corpusculos lipidicos por célula, enquanto a leptina
aumenta a mesma. O tratamento com os inibidores de mTOR, rapamicina e everolimus,
inibiu a formagao destas organelas (A). Ja o tratamento com a droga FK-506 n&o alterou o
aumento no numero de corpusculos lipidicos induzido por leptina nestas células. Estes
resultados demonstram um papel essencial para mTOR na modulagdo do metabolismo
lipidico em células epiteliais.

4.6. Papel da leptina e via de mTOR na expressao de COX-2 e TGF-

A fim de investigar o papel da leptina e da via de mTOR na expressao da enzima
COX-2 e producéo do fator TGF-3 em células epiteliais intestinais, utilizamos o inibidor de
mTOR, rapamicina. Na figura 4.7 (A), observa-se que a leptina é capaz de aumentar a
expressao da enzima COX-2 em células epiteliais intestinais e o tratamento com o inibidor
de mTOR, inibe a expressdo desta enzima. Este efeito foi observado através de
imunolocalizagdo. Em (B), foi possivel observar que a leptina aumenta a produgédo da
citocina TGF-B em células epiteliais e o pré-tratamento com rapamicina foi capaz de inibir
a producao deste mediador. Estes resultados demonstram um papel essencial de leptina
e da via de mTOR no aumento da expressdo da enzima COX-2, uma importante enzima
envolvida com o metabolismo lipidico e producdo do fator TGF-B, em células epiteliais

intestinais.
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Fig. 4.6 - Formacao de corpusculos lipidicos em células epiteliais induzido por
leptina é dependente da atividade de mTOR. (A) Contagem de corpusculos lipidicos em
células IEC-6 apds incubacéo in vitro com leptina por 6h (20 nM) na presenga ou néo de
rapamicina (20 nM) ou everolimus (20 nM), como indicado. * Diferengas estatisticamente
significativas entre a leptina e controle; + Diferenga estatisticamente significativas entre
os tratados com rapamicina e o grupo leptina. + Diferenga estatisticamente significativa
entre o tratado com everolimus e o grupo leptina. (B) Area de fluorescéncia de
corpusculos lipidicos corados com ORO ap6s incubacédo com leptina por 6 h, na presenca
ou n&o de rapamicina. As imagens foram analisadas com o programa com FiJi / ImageJ.
*, Diferengas estatisticamente significativas entre o grupo leptina e o controle. (C)
Fluorescéncia de corpusculos lipidicos corados com ORO apds incubagado com leptina por
6 h. Os resultados sao representativos de 3 experimentos independentes e expressam a
meédia + erro padrdo da média (EPM); (p<0,05). (CT: controle; Rapa: rapamicina ; Lep:
leptina ; L + R : Leptina+ rapamicina).
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Figura 4.7 — Estudo do envolvimento de mTOR na expressao de COX-2 e produgao
de TGF-B apés estimulagdao com leptina: (A) Imunolocalizagcdo de COX-2 em células
epiteliais estimuladas por leptina e tratadas com rapamicina, revelada com anticorpo anti-
COX-2. Aumento de 100X. (B) Células epiteliais intestinais pré-tratadas ou n&o com
rapamicina, foram estimuladas durante 6 horas por leptina (20 nM) ou avaliadas como
controle. Os niveis de TGF-B foram detectados por ELISA. * Diferengas estatisticamente
significativas entre a leptina e controle; # Diferenga estatisticamente significativa entre os
tratados com rapamicina e o grupo leptina. Os resultados sao representativos de 3
experimentos independentes e expressam a média + erro padrdo da meédia (EPM). (CT:
Controle/ L+R: Leptina + Rapamicina).
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4.7. Papel da leptina e via de mTOR na proliferagao e crescimento celular

Varios estudos demonstram uma superativacédo da via de mTOR em varios tipos de
tumores, além disso, a leptina € capaz de promover a migragao e invaséo de células de
carcinoma hepatocelular, através da ativagado da via de PI3K/Akt. A fim de investigar o
papel da via de mTOR e da leptina na proliferacdo de células epiteliais intestinais, nds
utilizamos o inibidor de mTOR, rapamicina. Na figura 4.8, observa-se que a leptina é
capaz de aumentar a proliferacdo de células epiteliais intestinais e o tratamento com o
inibidor de mTOR inibe este efeito. Estes resultados demonstram um papel essencial para
mTOR ativada por leptina na proliferacdo e possivel transformacédo de células epiteliais,
estabelecendo parte da relagcédo entre obesidade e cancer.

A expansao celular depende de um equilibrio entre morte celular e proliferagao.
Uma vez observado um aumento importante no numero total de células mediante
tratamento com leptina (Fig. 4.8, A-C), decidimos avaliar a progressao do ciclo celular. A
distribuicdo de células ao longo das fases do ciclo celular foi analisada por ensaio de
incorporagao de iodeto de propideo e analise de FACS. Detectamos um acumulo de
células na fase S apds tratamento com leptina (Fig. 4.8, D) e o tratamento com rapamicina
leva a um importante arresto de células IEC-6 na fase G0/G1 do ciclo celular, sem resultar
em morte celular significativa. Estes resultados indicam que a ativagdo da via mTOR
possui um papel importante no aumento da proliferagdo de células epiteliais de cdlon, e,
portanto, podem contribuir para a promogao da carcinogénese relacionada a obesidade.
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Figura 4.8 — Analise da participagcdao da via de mTOR na proliferagdo mediante
estimulagdao com leptina: (A) Células epiteliais intestinais cultivadas e tratadas com
rapamicina na dose de 20 nM e estimuladas ou ndo por leptina, na dose de 20 nM, sendo
incubadas por 120 horas. A proliferagao foi avaliada através da coloragdo com cristal
violeta. (B) Células epiteliais intestinais de rato foram cultivadas e tratadas com
rapamicina na dose de 20 nM e estimuladas ou ndo por leptina, na dose de 20 nM, sendo
incubadas por 0, 24, 48, 72 e 96 horas. A proliferagao foi avaliada através da absorbancia
obtida a 595 nm, apds coloragdo com cristal violeta. (C) Células epiteliais intestinais de
rato foram cultivadas e tratadas com rapamicina na dose de 20 nM e estimuladas ou nao
por leptina, na dose de 20 nM, sendo incubadas por 0, 24, 48, 72 e 96 horas. A
proliferacdo foi avaliada através da absorbancia obtida a 595 nm, apds coloragdo com
cristal violeta (D) Células epiteliais foram incubadas com leptina (20nM) na presenga ou
auséncia de rapamicina (20nM) por 48 h. Posteriormente, as células foram marcadas com
iodeto de propideo para analise por citometria de fluxo. A percentagem de células em
cada estagio do ciclo celular (GO/G1, S e G2/M) esta indicada na figura. Os resultados
sao representativos de pelo menos 3 experimentos independentes e expressam a media
+ erro padrdao da média (EPM); * diferenga significativa entre os grupos controle e
estimulado por leptina; * diferenga significativa entre os grupos leptina e tratados com
rapamicina; (p<0,05).
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4.8. Analise qualitativa preliminar de linhagens de adenocarcinoma de célon
utilizando uma abordagem protedmica shotgun simplificada

O tamanho amostral utilizado neste trabalho foi reduzido, dada a limitacdo de
tempo e de amostra, mas suficiente para uma analise exploratéria inicial. Foram
identificadas, pela maxima parciménia, 370 proteinas que foram agrupadas em 295
clusters proteicos. Dentre as principais proteinas estruturais de corpusculos lipidicos ja
identificadas e associadas a corpusculos lipidicos de outros tipos celulares, e encontradas
presente em corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de codlon, estdo
perilipina-2/ADRP e perilipina-3/TiP47 (Tabela 4.1). Também foram encontradas diversas
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, incluindo sintese de colesterol e
triglicerideos, dentre elas estdo lanosterol sintase, ligase 3 de acidos graxos de cadeia
longa, NADPH desidrogenase e proteina ligante de retinol 4.

Como visto na tabela 4.1, duas proteinas de citoesqueleto, cadeia alfa da tubulina
e actina, previamente descritas em corpusculos lipidicos (WAN et al., 2007), também
foram identificadas em nosso estudo. Além disso, outras proteinas importantes de
citoesqueleto como miosina, prelaminina A/C, profilina 1, vinculina, alfa actinina, proteina
relacionada a actina 3C, tropomiosina 3, plectina, proteina de capeamento (F-actina),
filamina B e catenina foram encontradas no proteoma descritivo de corpusculos lipidicos.
As chaperonas calnexina, BiP e proteina 70 de choque térmico estavam presentes nas
amostras de corpusculos lipidicos. Muitas proteinas envolvidas no trafico de vesiculas
foram identificadas, incluindo varios membros da grande familia Rab de proteinas, sendo
membros da familia Ras de oncogenes. Dentre elas estdo, Rab 1A, Rab 2A, Rab 5B, Rab
7A e VAT-1 (proteina de trafico transmembranar). Estas proteinas foram previamente
associadas a corpusculos lipidicos de outras células. De forma interessante, foram
encontradas diversas proteinas envolvidas na tradugdo como por exemplo a S6 cinase e
também componentes ribossomais, como proteinas da subunidade 60S e 40S
ribossomais, fatores de alongamento e varios fatores de iniciagdo da tradugédo, muitos
deles ainda n&o descritos em corpusculos lipidicos. Também foram identificadas diversas
proteinas mitocondriais como NADPH desidrogenase, hexoquinase 1, glicerol-3-fosfato
desidrogenase, NADPH desidrogenase, succinato desidrogenase, glicose 6-fosfato 1-
desidrogenase, dentre outras. Proteinas nucleares também foram encontradas em
corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de coélon, sendo elas Histona H3,
H2A, H2B e também RNA helicase DDX39B. Proteinas relacionadas a ubiquitinacéo

também foram encontradas no proteoma destas organelas, proteinas como ubiquitina
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conjugada a enzima E2, ubiquitina OS, proteina modificadora 1 associada a ubiquitina e
proteina UBBP4. Ja nesta mesma categoria, chaperonas como DJ1/ PARK7, HSP70,
HSP60 e proteina dissulfeto isomerase A3 também foram encontradas. Quanto a
sinalizacdo celular, foram encontradas diversas proteinas importantes, dentre elas
HMGB1, HMGB2, calmodulina, proteina cinase dependente de calcio e calmodulina, S100
A6, adenilato cinase isoenzima 1, RhoA, correpressor associado a Dr1 e serina/treonina
fosfatase 2A. Com relagdo a ciclo celular e céncer foram encontradas as proteinas
CDC42, RNA helicase DDX39B, subunidade 1 do complexo ativador de proteassoma,
proteina tumoral controlada traducionalmente (TPT1) e NDGR1. Proteinas de diversas
classes também foram encontradas, como calcineurina B, anexina, vimentina, flotilina 2,

citocromo P450, calmodulina, glutationa S-transferase, dentre outras.

4.9. Analise da rede de interagao de proteinas (Interactoma) descritas no proteoma
de corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de célon

O mapa de interagbes das proteinas encontradas no proteoma descritivo foi
realizado utilizando o software string. Para a anadlise da rede de interacdo entre as
proteinas encontradas no proteoma, realizamos a conversdo da entrada das proteinas
(ID) no gene correspondente (gene name) de um total de 568 proteinas. O programa
string reconheceu 314 proteinas de acordo com os genes e observou 2238 interagdes.
Dentro deste mesmo programa foram realizadas analises baseadas no banco de dados
Gene Ontology para avaliar as redes de interagbes das proteinas de acordo com
processos biolégicos e fungdes moleculares (Fig. 4.10).

Outro processo importante evidencionado foi a sinalizagado celular. Dentro dessa
categoria foram encontrados 60 genes relacionados a transdugdo de sinal de uma forma
geral. Foram encontrados 36 genes relacionados a transdugao de sinal intracelular e 20
genes relacionados a transdugao de sinal mediada por pequenas GTPases.

Com relagdo ao processo de traducdo de proteinas, 42 genes de proteinas
envolvidas em fungdes moleculares relacionadas a este processo foram encontradas e 83

interagdes foram observadas no total (Fig. 4.11)

61



Tabela 4.1 Lista de proteinas identificadas em fracdes de corpusculos lipidicos isolados
de células de adenocarcinoma de célon (CACO-2)

Proteina Swiss-prot

Estruturais |Perilivina 3/ TiP47 K7EL96_HUMAN, K7ER39_HUMAN
de CL Perilipina 2/ ADRP gggggggmﬂ Q5SYF4_HUMAN,

Lanosterol sintase C9J315_HUMAN

Ligase 3 de acidos graxos de cadeia longa (ACSL3 / FACL3) H7BYZ7_HUMAN

NADPH desidrogenase H3BNV2_HUMAN

Proteina ligante de retinol 4 Q5VY30_HUMAN

Ligase 4 de acidos graxos de cadeia longa (ACSL4 / FACL4) HOY9A0_HUMAN

Metabolismo | par acetilhidrolase 1B / LpPLA2 J3KNE3_HUMAN

lipidico Acetil-coenzima A sintetase 1-acilglicerol-3-fosfato O- aciltransferase

(AGPAT)

H7BZY9_HUMAN

Acil coenzima A tioester hidrolase

B4DUX0_HUMAN

Acetil-CoA aciltransferase D-3-fosfoglicerato dehidrogenase

Q5SZU1_HUMAN

Retinol dehidrogenase 2

G3V145_HUMAN

Enolase

F5HOC8_HUMAN

Proteinas de
citoesqueleto

Actina

A6NL76_HUMAN, Q5T8M8_HUMAN

Cadeia alfa 4A da tubulina

C9JEV8_HUMAN, C9]JQ8_HUMAN,
€9JQ00_HUMAN

Miosina

J3QRS3_HUMAN

Prelaminina A/C

Q5TCI8_HUMAN

Profilina 1

I3L3D5_HUMAN

Vinculina

Q5JQ13_HUMAN

Alfa actinina 1

H9KV75_HUMAN

Proteina relacionada a actina 3C

H7C4]J1_HUMAN

Tropomiosina 3

J3KN67_HUMAN

Plectina

E9PMV1_HUMAN

Proteina de capeamento (F-actina)

F8BWION7_HUMAN

Filamina B E7EN95_HUMAN
Catenina G3XAM7_HUMAN
DJ1 / PARK7 HOY9H1_HUMAN
HSP70 I3LOK7_HUMAN

HSP60 E7ESH4_HUMAN

Proteina dissulfeto isomerase A3

H7BZ]3_HUMAN

Ubiquitina conjugada a enzima E2

F8VQQ8_HUMAN

Chaperonas/ B4DV12_HUMAN, F5GXK7_HUMAN,
PP F5GYU3_HUMAN, F5H041_HUMAN,
Ubiquitinagao F5H265_HUMAN, FSH2Z3_HUMAN,

Ubiquitina OS

F5H388_HUMAN, F5H6Q2_HUMAN,
F5H747_HUMAN, J3QKNO_HUMAN,
J3QS39_HUMAN, J3QTR3_HUMAN,
Q96C32_HUMAN

Proteina modificadora 1 associada a ubiquitina

Q5JRR6_HUMAN

Proteina UBBP4

J3QLP7_HUMAN, J3QRK5_HUMAN
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Sinalizacao
celular

HMGBH1

Q5T7C4_HUMAN, Q5T7C6_HUMAN

HMGB2

D6R9A6_HUMAN

Calmodulina

D6R938_HUMAN, E9PBG7_HUMAN,
E9PF82_HUMAN

Proteina cinase dependente de calcio e calmodulina Il - CAMKI

D6R938_HUMAN, E9PBG7_HUMAN,
E9PF82_HUMAN

S100 A6

R4GN98_HUMAN

Adenilato Cinase isoenzima 1

Q5T9B7_HUMAN

RhoA (proteina transformadora de ligagcdo ao GTP)

E9PQH6_HUMAN, Q5JR05_HUMAN,
Q5JR07_HUMAN, Q5JR08_HUMAN

Correpressor associado a Dr1

C9JCC6_HUMAN, E9PNC7_HUMAN,
E9PQX9_HUMAN

Serina/ treonina fosfatase 2A

HOYDG7_HUMAN

Ciclo celular/

CDC42

Q5JYX0_HUMAN

RNA helicase DDX39B

HOY400_HUMAN

Subunidade 1 do complexo ativador de proteassoma / PSME1

HOYM70_HUMAN

cancer Proteina tumoral controlada traducionalmente / TPT1 Q5WO0H4_HUMAN
NDGR1 E5RGM5_HUMAN, E5RIM2_HUMAN,
E5RIR1_HUMAN, E5RIV1_HUMAN
DJ1/ PARKY7 HOY9H1_HUMAN
HSP70 I3LOK7_HUMAN
Chaperonas
HSP60 E7ESH4_HUMAN
Proteina dissulfeto isomerase A3 H7BZ]3_HUMAN
. . . F8VUA6_HUMAN, G3V203_HUMAN,
Proteina ribossomal L18 da subunidade 60S HOYHA7 HUMAN, 30067 HUMAN
Proteina ribossomal S5 da subunidade 40S MOROFO_HUMAN, MOROR2_HUMAN
. . Fator de elongamento 1 beta C9JZW3_HUMAN
Ribossomais/ ——— -
- Fator de iniciagdo da tradugao eucariético 5A 13L397_HUMAN, I3L504_HUMAN
Tradugao

Fator de iniciagéo eucariético 4A

E7EQG2_HUMAN

Fator de iniciagédo da tradugéo eucariético 4 gamma

D3DQV9_HUMAN, HOY3P2_HUMAN,
HOYCH5_HUMAN

Proteina S6 cinase alfa-2 / S6K

B7Z3B5_HUMAN, F2Z2]1_HUMAN

Trafego de

Rab 7A

C9]592_HUMAN

Rab 5B (Membro da familia RAS de oncogenes)

F8VUA5_HUMAN

Rab 1A (Membro da familia RAS de oncogenes)

E7END7_HUMAN

vesiculas |Rab11A H3BMH2_HUMAN, H3BSC1_HUMAN
Rab2A H7C125_HUMAN
VAT-1 K7EM19_HUMAN, K7ENX2_HUMAN
Histona H3 K7EK07_HUMAN

Proteinas Histona H2A C9J0D1_HUMAN

nucleares |Histona H2B U3KQKO_HUMAN

RNA helicase DDX39B

Q5STU3_HUMAN
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Mitocondriais

NADPH desidrogenase

H3BNV2_HUMAN

Hexoquinase 1

E7ENR4_HUMAN

Glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial

F8W6E4_HUMAN

NADPH desidrogenase

H3BNV2_HUMAN

Succinato desidrogenase

D6RFM5_HUMAN

Adenilato cinase 2 mitocondrial

F8VZG5_HUMAN, F8W1A4_HUMAN

Citocromo ¢ oxidase mitocondrial

H3BRM5_HUMAN, H3BV69_HUMAN

Subunidade alfa da ATP sintase mitocondrial

K7EK77_HUMAN

Isocitrato desidrogenase (NADP) mitocondrial

HOYL11_HUMAN

Glicose 6-fosfato 1-desidrogenase

E7EM57_HUMAN, E7EUI8_HUMAN

Serina hidroximetiltransferase mitocondrial

G3V5LO_HUMAN

Lanosterol sintase

C9J315_HUMAN

Variadas

Calcineurina B

F5GX29_HUMAN, HOYKE7_HUMAN,
HOYNG9_HUMAN

Anexina

HOYM50_HUMAN

Vimentina

B0Y]JC4_HUMAN

Proteina ligante de retinol 4

Q5VY30_HUMAN

Flotilina 2

K7EKW9_HUMAN

Citocromo P450

E7EVL8_HUMAN

Glutationa S-transferase

A8MX94_HUMAN

Calmodulina

E7ETZ0_HUMAN

Proteina reguladora de actina CAP-G

E7ENU9_HUMAN
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Figura 4.10 — Rede de interagao das proteinas encontradas no proteoma descritivo

de corpusculos lipidicos oriundos de células de adenocarcinoma de coélon. O

interactoma das proteinas encontradas no proteoma descritivo foi realizado utilizando o

software string. O programa string reconheceu 314 proteinas de acordo com os genes e

observou 2238 interagdes.
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Figura 4.11 — Rede de interagao das proteinas envolvidas na tradugao encontradas
no proteoma descritivo de corpusculos lipidicos oriundos de células de
adenocarcinoma de célon. O interactoma das proteinas envolvidas no processo de
traducdo celular encontradas no proteoma descritivo foi realizado utilizando o software
string. O programa string reconheceu 40 proteinas de acordo com os genes e observou

263 interagdes.
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Figura 4.12 — Rede de interagdo das proteinas envolvidas na sinalizagdo celular
encontradas no proteoma descritivo de corpusculos lipidicos oriundos de células
de adenocarcinoma de célon. O interactoma das proteinas encontradas no proteoma
descritivo foi realizado utilizando o software string. O programa string reconheceu 52

proteinas de acordo com os genes e observou 92 interagdes.
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4.10. Proteinas da via de mTOR estao localizadas em corpusculos lipidicos de
linhagens de adenocarcinoma de célon

Um e cols., 2004, demonstraram que animais deficientes em S6K apresentam uma
importante reducao de tecido adiposo, devido ao aumento na lipdlise, no gasto energético
e reducao no acumulo de lipideos em corpusculos lipidicos presentes em adipodcitos (Um
et al., 2004). Nossos resultados mostram que o estimulo de células epiteliais com leptina
leva a um aumento da formacdo de corpusculos lipidicos, sendo este mecanismo
dependente da via de mTOR. Recentemente o papel de corpusculos lipidicos na sintese
proteica foi sugerido devido a observagdo da localizagdo de RNA mensageiro e de
ribossomos associados aos corpusculos lipidicos (WAN et al., 2007). A mTOR esta
envolvida na ativacado das vias de ativagcao da traducédo de proteinas e de proliferagao
celular. Sendo assim avaliamos se proteinas da via de mTOR se localizam em
corpusculos lipidicos. A localizacdo subcelular de mTOR e S6K em células CACO-2 foi
investigada por dupla marcacéo fluorescente utilizando anticorpos anti-P70S6K e anti-
MmTOR e marcadores de organelas (DAPI para nucleo; bodipy para corpusculos lipidicos,
avaliados por microscopia confocal). Dosamos LDH (Lactato desidrogenase) de todas as
fragdes. A proteina S6K se mostrou muito proxima de corpusculos lipidicos em células de
adenocarcinoma de colon (Fig. 4.14, A). Ja a proteina mTOR n&o parece estar localizada
em corpusculos lipidicos, mas, também se mostrou proxima destas organelas,
circundando principalmente or corpusculos lipidicos de menor tamanho (Fig. 4.14, B). A
localizagdo de S6K foi confirmada por western Blotting através de amostras da fragao
lipidica obtida por fracionamento subcelular em gradiente de sacarose. Através da técnica
de Western blotting foi possivel observar que a proteina S6K se encontra presente em
corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de célon, confirmando desta forma a
presenca da mesma no proteoma descritivo (Fig. 4.14, C).
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Figura 4.14 — Analise da localizagdo subcelular de mTOR e P70S6K em células de
adenocarcinoma de coélon. As células CACO-2 foram submetidas ao fracionamento
subcelular por gradiente de sacarose. Para isolamento de corpusculos lipidicos foi
utilizado um tampao especifico (TEE), sendo sempre entre 30 x10° células por gradiente.
Posteriormente as células foram cavitadas em nitrogénio a 700 psi por 15 minutos a 4°C,
utilizando inibidores de protease. O gradiente de sacarose (em tamp&o TEE) em tubo de
ultracentrifuga foi ultracentrifugado em rotor swing bucket a 150.000 x g por 70 minutos a
4°C. Posteriormente foi dosado LDH de todas as fragbes. (A) Imunomarcagdo por
microscopia confocal mostrando a localizacdo subcelular de mTOR e corpusculos
lipidicos em células de adenocarcinoma de coélon. Em vermelho: mTOR/ Em verde:
Bodipy/ Em azul: nucleo corado com DAPI. Aumento de 100X. (B) Imunomarcagéo por
microscopia confocal mostrando a localizacdo subcelular de mTOR e corpusculos
lipidicos em células de adenocarcinoma de coélon. Em vermelho: mTOR/ Em verde:
Bodipy/ Em azul: nucleo corado com DAPI. Bar, 10um. (C) Expressao de S6K e ADRP de
fragbes subcelulares obtidas através da ultracentrifugagcdo por gradiente de sacarose
obtidos de células de adenocarcinoma de colon.
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5. DISCUSSAO

A obesidade € definida pela organizagcdo mundial de saude (OMS) como uma
condicdo de acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo, causada pelo desbalango
no gasto energético e ganho de peso, de tal forma que ha danos a saude do individuo.
Estudos epidemiologicos recentes mostram um grande aumento na prevaléncia da
obesidade na populagdo mundial, se tornando um grave problema de saude publica. Até o
presente, mais de um bilhdo de pessoas estdo acima do peso, onde mais de 300 milhdes
sdo classificadas como obesas. A obesidade é um importante fator de risco para o
desenvolvimento de varias doencas crénicas, como hipertensao, dislipidemia, resisténcia
a insulina, diabetes mellitus e varios tipos de cancer (RAHMOUNI et al., 2005; RAVUSSIN
e SMITH, 2002; KAHN e FLIER, 2000). Os mecanismos que ligam o excesso de peso ao
aumento do risco de cancer ainda nao estdo completamente entendidos, mas, trés
sistemas hormonais tém sido amplamente estudados, incluindo fatores de crescimento
semelhantes a insulina, horménios sexuais esterdides e adipocinas (RENEHAN et al.,
2008). Individuos obesos possuem um maior conteudo de tecido adiposo, este por sua
vez secreta varios fatores de crescimento e citocinas que possuem um papel essencial na
inflamacéao crbnica presente em pacientes obesos. Os niveis de leptina sdo proporcionais
ao conteudo de tecido adiposo e se encontram elevados em pacientes obesos
(VENDRELL et al., 2004). Apesar de existrem muitos estudos epidemioldgicos
relacionando a obesidade e o risco aumentado de cancer, necessita-se de mais estudos
acerca dos eventos celulares e moleculares envolvendo o papel de adipocitocinas na

sinalizagao celular e desenvolvimento de cancer.

A leptina € uma hormdnio/citocina de 16 kDa secretada pelos adipocitos envolvida
no controle do apetite e metabolismo energético através de seus efeitos sobre o
hipotalamo. Este horménio € ainda produzido em pequenas quantidades pela mucosa
gastrica, epitélio mamario, midcitos esqueléticos e também pela placenta (HOWARD et
al., 2010). No estado ndo-obeso, altos niveis de leptina resultam em diminuigdo do apetite
através de alteracbes neuroenddcrinas, mas durante a obesidade existe o
estabelecimento de niveis plasmaticos elevados deste horménio em fungcdo de uma
resisténcia hipotalamica (HURSTING et al., 2009). Tanto que animais que apresentam
mutagdes no gene que codifica a leptina (Ob/Ob) ou no gene do receptor de leptina
(Db/Db) exibem fenotipos obesos e sdo utilizados em muitos estudos como modelos de
obesidade animal (TILG e MOSCHEN, 2006). A leptina é considerada uma citocina proé-
inflamatoria como por exemplo, IL-6 e IL-12. Inicialmente, os estudos de leptina focavam
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em seus efeitos na reducdo de peso e no eixo leptina/receptor de leptina para o
desenvolvimento de drogas a fim de tratar a obesidade. Porém, a simples administragcao
de leptina ndo diminui completamente o ganho de peso, pois ocorre resisténcia a esta
adipocina em grande parte dos humanos obesos. Entretanto, tem se estudado o papel
desta adipocina nos efeitos diretos na periferia como no sistema imune e também no
metabolismo de acidos graxos. Trabalhos recentes demonstraram o efeito da leptina no
metabolismo e sinalizagdo celular em linhagens de células sanguineas, pancreaticas,
musculares e também em adipocitos (BJORBAEK e KAHN, 2004). Em relagédo ao estoque
de lipideos e metabolismo, a leptina parece ter um papel distinto de acordo com o tipo de
tecido. Nos rins de camundongos deficientes para o receptor de leptina (db/db), ha um
aumento do acumulo de lipideos e expressdo de ADRP (O'ROURKE, 2009). De forma
interessante, pesquisadores do nosso grupo demonstraram que a leptina é capaz de
induzir a formagao de corpusculos lipidicos em macrofagos (MAYA-MONTEIRO et al.,
2008). A leptina também é capaz de ativar a Src cinase e PI3K em células de cancer de
célon e promover a invasao das células epiteliais através da ativagao das vias PI3K-Rho-
Rac (JAFFE e SCHWARTZ, 2008; ATTOUB et al., 2000). Recentemente, Wang e
colaboradores demostraram que o receptor de leptina esta presente em amostras de
tecidos de carcinoma do cdélon e se correlaciona com a gravidade do tumor e que a
ativacdo de mTOR por leptina induz a proliferagdo da linhagem de carcinoma de cdélon
HTC-116 (WANG et al., 2012). Baseado nesses dados, este trabalho teve por objetivo
estudar o papel da leptina no metabolismo lipidico e proliferacdo celular, avaliando in vitro
a regulacéo de corpusculos lipidicos e da via de mTOR na transformacao celular. Para
estudo do efeito da leptina na formacédo de corpusculos lipidicos em tecidos periféricos
como o intestino, foi avaliado neste trabalho um estimulo que favorece a biogénese
destas organelas em células epiteliais intestinais in vitro. Assim, este trabalho visa
demonstrar a relagdo de vias de sinalizacdo ativadas por esta adipocina e sua relagao
com a progressao tumoral e alteracdo do metabolismo lipidico em células epiteliais
intestinais, bem como sua participacdo na ativagao celular e produ¢cao de mediadores

inflamatorios.

Para as analises do papel da leptina na modulagdo da atividade celular, utilizou-se
doses e tempos variados de estimulo com este horménio. Os resultados mostraram que a
leptina foi capaz de induzir a formacado de corpusculos lipidicos em células epiteliais
intestinais. Mais ainda, para o estudo do papel de mTOR nesta modulacéao, utilizou-se um
inibidor do complexo mTORC1 (rapamicina). Foi observado que a rapamicina inibiu
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significativamente a formagao de corpusculos lipidicos em células epiteliais estimuladas
por leptina em 6 horas. Um ponto curioso deste estudo foi a observagéo de imagens de
corpusculos lipidicos de células epiteliais estimuladas com leptina 6 horas apos o
estimulo, onde estes corpusculos se apresentavam ndao sé em maior numero, mas
também com tamanho maior que quando comparados aos grupos controle e tratado.

Em conjunto, os dados sugerem uma relevante e importante participagdo de mTOR
nos mecanismos que levam ao acumulo intracelular de lipidios em células do epitélio
intestinal estimuladas por leptina. O complexo mTORC1 possui dois substratos bem
estabelecidos, S6K1 e 4EBP1, que controlam aspectos da traducédo de proteinas. Apds
ativacdo, mTORC1 é recrutado para o complexo elF3, onde fosforila diretamente S6K1,
para o aumento da tradugdo (FOSTER e FINGAR, 2010). De maneira interessante, os
resultados mostraram que a estimulacao de células epiteliais intestinais com leptina altera
significativamente os niveis de fosforilagdo de P70S6K, indicando a participagdo de
mTOR na ativacdo de células epiteliais ocasionada pela leptina. A caracterizacdo da
funcdo da leptina na regulacdo do metabolismo de lipidios, produgdo de mediadores
inflamatorios e na biogénese de corpusculos lipidicos em células epiteliais € importante
para a compreensdo do seu papel na patogénese do adenocarcinoma do colon e outros
tumores relacionados com a obesidade.

A leptina exerce um importante papel tanto na imunidade inata quanto na
imunidade adaptativa, sendo o receptor de leptina expresso em uma variedade de células
do sistema imune (GUZIK et al., 2006). Este horménio é um potente indutor da
quimiotaxia de neutréfilos e mondcitos (CURAT et al.,, 2004). Em neutrdfilos, a leptina
estimula a produgédo de citocinas como IL-6, TNF-a, CCL2 e VEGF (TILG e MOSCHEN,
2006). De maneira interessante, nossos resultados demonstraram que a leptina é capaz
de induzir um aumento da produgdao de CINC-1, uma proteina quimiotatica para
neutréfilos em ratos, no periodo de 6 horas de estimulo. Logo, a producédo de CINC-1 por
células epiteliais intestinais pode contribuir para o recrutamento de neutréfilos para este
tecido. Os neutréfilos poderdo participar na produgdo citocinas importantes na
constituicdo de um microambiente inflamatério, que contribuem na progresséo tumoral
(BAYNE et al., 2012). O trabalho de Tian e colaboradores demonstrou a capacidade da
leptina em induzir a quimiotaxia de neutréfilos e produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) por estas células, sendo a maioria destes efeitos mediados através do
receptor de forma longa (ObRb), expresso em células endoteliais e por varios leucocitos
(TIAN et al., 2002). A leptina induz ainda aumento da expressao de TGF-B, VEGF e bFGF
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(Fator de crescimento de fibroblastos basico) e induz aumento na migragédo de linhagens
de carcinoma de prostata (FRANKENBERRY et al., 2004). De forma interessante, a
leptina foi capaz de induzir aumento da sintese do mediador TGF-3 em células epiteliais.
Além disso, verificou-se uma importante participagdo de mTOR na producido de TGF-(,
onde o tratamento com a rapamicina inibiu o efeito da leptina em induzir a producéo deste
mediador. Sendo assim, a produg¢ao destes mediadores contribui para a inflamag&o aguda
e estabelecimento de um microambiente inflamatério importante na carcinogénese.

O receptor de leptina pertence a familia de receptores de citocinas classe |. Estes
possuem um dominio homologo ao receptor de citocina na regido extracelular. Existem
seis isoformas do receptor e apesar das cinco isoformas curtas do receptor possuir
dominio transmembrana, somente a forma longa do receptor possui os motivos
intracelulares necessarios para a ativagdo de vias de sinalizagdo (TARTAGLIA, 1997).
Assim como outros receptores de classe | de citocinas, a leptina ativa a via de JAK/STAT
(AHIMA e OSEI, 2004). Estudos do nosso grupo demonstraram que a leptina € capaz de
ativar a via de PI3K/mTOR em macrofagos peritoneais (MAYA-MONTEIRO et al., 2008).
A via de PI3K/Akt/mTOR ¢é ativada por fatores de crescimento, mitdgenos e horménios e
um importante efeito desta ativagdo € a tradugcdo de RNA mensageiro dependente de
capeamento. As células de mamiferos possuem duas proteinas cinases ribossomais S6
(S6K1 e S6K2), codificadas por diferentes genes, sendo que ambas s&o alvos de mTOR
(MAMANE et al., 2006). As S6 cinases possuem um importante papel no crescimento
celular, uma vez que a delegao destas resulta em animais de tamanho reduzido (PENDE
et al., 2004). Estudos tem demonstrado a participagcdo de S6K1 na angiogénese,
mobilidade e no potencial invasivo de tumores (SKINNER et al., 2004; ZHOU e WONG,
2006). Além disso, tem sido descrito que mutagdes que superativam a via de PI3K /mTOR
contribuem para a tumorigénese de células epiteliais, incluindo carcinoma de colon (LIU et
al., 2009). A rapamicina, também chamada sirolimus, exerce seus efeitos bioldgicos
através de sua ligagéo a proteina de ligagdo a FK-506 (FKBP12), onde este complexo se
liga a mTOR e inibe a sinalizagéo e ativagdo subsequente de S6K e 4E-BP (SARBASSOV
et al., 2005). O FK-506, também conhecido como tacrolimus, € um imunossupressor
isolado de Streptomices tsukubaensis, que se liga ao seu receptor citosolico, FKBP12. O
complexo FK-506/FKBP liga-se a serina/treonina fosfatase calcineurina, o que inibe a
translocacao de NFAT para o nucleo, resultando na inibigdo da transcricdo de IL-2, IL-3,
IL-4, GM-CSF, TNF-a e INF-y. Esta droga € mais potente que a ciclosporina (YAMA et al.,
2004). Sendo a via de mTOR importante em varios tipos de tumores, avaliamos o papel
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desta via na ativagdo de células epiteliais induzida por leptina. O inibidor de mTOR, a
rapamicina, foi capaz de inibir a fosforilagdo de S6K induzida por leptina. Da mesma
forma, o analogo da rapamicina, everolimus, foi capaz de inibir a fosforilagdo de S6K em
células epiteliais intestinais, porém, o imunossupressor FK-506, nao foi capaz de abolir
este efeito. Uma vez que o FK-506 se liga a FKBP12 e n&o exerce efeitos sobre mTOR,
utilizamos esta droga como nosso controle negativo e esta se mostrou importante para os
estudos de fosforilagdo em células intestinais. Em suma, a leptina ativa a via de mTOR
em células epiteliais intestinais, sendo esta uma via envolvida na progressdo tumoral.
Corroborando nossos achados, Um e colaboradores demonstraram que animais
deficientes em S6K apresentam uma importante reducao de tecido adiposo, devido ao
aumento na lipdlise, no gasto energético e redugdo no acumulo de lipidios em
corpusculos lipidicos presentes em adipocitos (UM et al., 2004). Uma vez que mTOR tem
papel chave no metabolismo lipidico e carcinogénese, foi investigado o papel da via de
mMTOR na indugcdo de corpusculos lipidicos por leptina. Assim, documentamos pela
primeira vez, que a leptina induz aumento na formagéo de corpusculos lipidicos de forma
dependente de mTOR em células epiteliais, pois o tratamento com os inibidores de
mTOR, rapamicina e everolimus, aboliram este efeito. Logo, a via de mTOR é de grande
importancia para o mecanismo de inducdo da formacdo de corpusculos lipidicos
desencadeado pela leptina em células epiteliais. Temos por hipétese que o aumento do
numero de corpusculos lipidicos pode ser importante na malignidade celular uma vez que
contribuem para: (1) geragdo de substratos para a sintese de novas membranas celulares
a fim de acompanhar as altas taxas de proliferacdo; (2) Composicdo e regulagdo de
estruturas membranares que coordenam a transdugédo de sinal, como por exemplo lipid
rafts; (3) Biossintese de moléculas de sinalizagao lipidicas pro-tumorigénicas, como por
exemplo as prostaglandinas e o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, que € gerado pela agao
de PI3K e ativa Akt e consequentemente mTOR, promovendo proliferagdo celular.

Além disso, as SREBPs (proteinas reguladoras de ligagdo ao elemento esterol),
que induzem a expressao de um grande numero de genes envolvidos na sintese de novo
de lipidios e na biossintese de esterol, surgiram como os principais efetores da
sinalizacdo de mTORC1 e estimulam a lipogénese (LAPLANTE e SABATINI, 2009). Em
cancer de prostata, o fendtipo alterado de colesterol foi induzido pela perda do supressor
de tumor PTEN, superativacdo da via de PI3K/ Akt/mTOR e consequente ativagao da
SREBP e do receptor da LDL (lipoproteina de baixa densidade). Neste estudo, a inibicao

da esterificagdo do colesterol suprimiu significativamente a proliferacdo, migracao,

76



invasdo e crescimento do tumor in vivo (YUE et al., 2014). A proliferagdo celular
exacerbada, uma caracteristica comum de todos os tipos de céncer, requer acidos graxos
para a sintese das membranas e também de moléculas de sinalizacdo, sendo que a
grande maioria das células armazenam acidos graxos na forma de TAGs em corpusculos
lipidicos. Assim, os acidos graxos sao essenciais para a proliferagdo celular, inclusive de
células tumorais, e limitar sua disponibilidade pode ser uma importante estratégia
terapéutica.

As adipocinas proporcionam um elo importante entre a obesidade, resisténcia a
insulina e inflamacdo. A inflamacdo € considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer, sendo que condi¢cdes inflamatorias como colite e doenca de
Crohn predispdem ao cancer de coélon (JES et al., 2005; LISA e WERB, 2002). Nosso
grupo demonstrou que corpusculos lipidicos de células do cancer de colon sdo organelas
dindmicas e funcionais envolvidas centralmente na sintese de PGE; (ACCIOLY et al.,
2008). Além disso, estas organelas s&o descritas como sitios de localizagdo de enzimas
envolvidas na sintese de prostaglandinas, incluindo a cPLA,; e COX-2 em células epiteliais
(ACCIOLY et al., 2008; MOREIRA et al., 2009). No presente estudo, demonstramos que a
leptina também foi capaz de induzir a expressao de COX-2 e TGF- em células epiteliais
e o pré-tratamento com o inibidor de mTOR, rapamicina, bloqueia estes efeitos, o que
sugere uma importante correlacdo desta via com a indugdo de um ambiente proé-
inflamatdrio. Ja foi demonstrado que a leptina aumenta a disponibilidade de &acido
araquidoénico, aumenta a expressao e atividade de fosfolipase A; e induz a expressao de
COX-2 em macréfagos alveolares (RASO et al., 2002). Estudos indicam um efeito
mitogénico da leptina sobre cancer gastrico (PAIl et al., 2005), mama (ROSE et al., 2004),
ovario (CHOI et al., 2005), prostata (SOMASUNDAR et al., 2004) e endométrio (SHARMA
et al., 2006). No entanto, os mecanismos envolvidos na proliferagdo celular induzida por
leptina ndo sdo completamente compreendidos. Ogunwobi e Beales relataram que a
leptina estimula a proliferagao de linhagens de carcinoma de es6fago através da ativagao
do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (OGUNWOBI e BEALES, 2008).
Além disso, a leptina promove o crescimento, invasao e migragdo do hepatocarcinoma via
sinalizagcao de JAK/STAT (SAXENA et al., 2007). Neste trabalho demonstramos que a
leptina estimula o crescimento de células epiteliais intestinais n&o-transformadas,
aumentando inclusive o numero de células na fase S do ciclo celular. Este fenbmeno é
inibido por rapamicina. A inibicdo da formacao de corpusculos lipidicos por rapamicina se
correlaciona com a inibigdo da geragcdo de COX-2 e proliferacdo de células epiteliais. As
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proteinas com fungdes bem estabelecidas na transformagédo celular oncogénica,
tumorigénese, e metastase, incluindo, PI3K, proteina cinase 1 regulada por sinal
extracelular (ERK1), ERK2, p38 e PKC, foram localizadas em corpusculos lipidicos de
varios tipos celulares (YU et al., 1998; YU et al., 2000; CHEN et al., 2002). Além disso, o
aumento do tamanho de corpusculos lipidicos estimula a proliferagcéo de células de tumor
de cdlon, principalmente pela perda de FOXO3 (Ql et al, 2013). Dados recentes indicam
que a carcinogénese e angiogénese sao resultado n&o apenas da interagdo de células
tumorais com células endoteliais vasculares ou linfaticas, mas também com o estroma
circundante e células inflamatorias (BISELL e LABARGE, 2005), demonstrando assim a
importante participagdo do microambiente tumoral nestes processos. Neste trabalho
demonstramos uma importante participacdo da leptina na ativagcado de células epiteliais,
formagao de corpusculos lipidicos e produgao de mediadores como PGE; TGF-f3 e CINC-
1, contribuindo desta forma para o estabelecimento de um microambiente tumoral que

favorece o processo de tumorigénese.

Os corpusculos lipidicos interagem com outras organelas envolvidas em atividades
metabdlicas fundamentais para a homeostase celular, como mitocéndrias (WAN et al.,
2007), reticulo endoplasmatico (OZEKI et al., 2005) e peroxissomos (BINNS et al., 2007).
Além disso, a estrutura dessas organelas € composta por uma combinagdo complexa de
lipidios e proteinas, que variam conforme o estimulo ou tipo celular (MURPHY, 2001;
MARTIN e PARTON, 2006; BOZZA et al., 2007). Corpusculos lipidicos estdo envolvidos
em fungdes tdo diversas como metabolismo lipidico (MARTIN e PARTON, 2005;
LONDOS et al., 2005), trafego de membranas (LIU et al., 2003) e na resposta imune
(BOZZA et al., 2007, 2009). Dentre as diversas fungbes celulares mencionadas
anteriormente nas quais corpusculos lipidicos estdo implicados, € importante destacar o
possivel papel que estas organelas desempenham na proliferagdo e na transformagao
celular. Foi sugerido o papel de corpusculos lipidicos no fenotipo hiperproliferativo de
células tumorais de colon (ACCIOLY et al., 2008). Em primeiro lugar, corpusculos lipidicos
apresentam em sua estrutura proteinas envolvidas na sinalizagao intracelular mitogénica
como PI3K, MAP cinases e PKC (YU et al., 1998, 2000; CHEN et al., 2002). Em segundo
lugar, as proteinas caveolina-1 e Tgl4, residentes de corpusculos lipidicos e inicialmente
relacionadas com o metabolismo de lipidios, foram apontadas como pegas chave na
progressao do ciclo celular em hepatdcitos e leveduras, respectivamente (FERNANDEZ et
al., 2006; KURAT et al., 2009).
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A analise protedmica feita a partir de mondcitos humanos (U937) detectou muitas
proteinas envolvidas no metabolismo de colesterol e triglicerideos, Rab GTPases e muitas
proteinas associadas ao endoplasmatico (ER). Além disso, a presenga de ribossomos,
muitas proteinas associadas a membrana, bem como membranas semelhante a de
reticulo endoplasmatico e também proteinas do lumen do reticulo, indicam que o
corpusculo lipidico podem ser sitios de sintese proteica (WAN et al., 2007). Esta hipdtese
€ suportada pela demonstracao de corpusculos lipidicos exibindo acumulo de 3H-uridina e
deteccdo de RNA mensageiro por hibridizac&o in situ (DVORAK et al., 2003; DVORAK,
2005;). A analise protebmica de fragbes de corpusculos lipidicos derivados de leucécitos
identificou varias proteinas de subunidade ribossémica, bem como fatores de iniciacdo da
traducédo (WAN et al., 2007). Além disso, proteinas ribossomais e proteinas que interagem
com RNA foram também identificadas nas analises protedmicas de corpusculos lipidicos
obtidos a partir de uma linhagem de hepatoma que expressa a proteina do capsideo do
virus da hepatite C (SATO et al., 2006). Um estudo do proteoma de corpusculos obtidos a
partir de células de mamifero revelou um total de 125 proteinas (BARTZ et al., 2007).
Juntamente com as proteinas estruturais de corpusculos lipidicos ja conhecidas, foram
identificadas varias enzimas envolvidas na sintese de lipidios e proteinas de transporte de
membrana. Um fosfoproteoma de corpusculos lipidicos isolados de células Hela
identificou 45 proteinas fosforiladas, incluindo ADRP, Rab e ATGL (BARTZ et al., 2007,
KIM et al., 2006). Em nossas amostras de corpusculos lipidicos obtidos através de células
de adenocarcinoma de colon, encontramos um total de 370 proteinas, agrupadas em 295
clusters proteicos. Foram encontradas proteinas como Rab 2, Rab 5, Rab 7, Rab 10, Rab
11 e Rab 21, que podem ser classificadas como interruptores dependentes de GTP que
controlam o fluxo entre compartimentos de membranas, além disso também foram
identificadas proteinas da familia das SNAREs, envolvidas na fusdo de vesiculas, como
VPS e VAMP.

Os corpusculos lipidicos também podem desempenhar um papel ativo na sintese
de lipidios. Enzimas envolvidas na sintese de lipidios tém sido encontrados em
corpusculos isolados de células de mamiferos (BOZZA et al., 2011; ZHANG et al., 2010).
Através de uma abordagem proteémica diferencial (iTRAQ), fragcbes de corpusculos
isolados de células de adenocarcinoma de célon humano, Caco-2, e enterdcitos/TC7 que
expressam ou ndo a proteina do nucleo do virus da hepatite C, foram identificadas 42
proteinas, sendo 21 envolvidas no metabolismo de lipidios (BEILSTEIN et al., 2013). A
perilipina 1 encontra-se especificamente em corpusculos lipidicos de adipdcitos. A
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perilipina-5 também conhecida como OXPAT, é expressa em células que tém uma
elevada capacidade de oxidacdo de acidos graxos, tais como células do musculo
cardiaco. Ja a perilipina 2 (ADRP) e perilipina 3 (TIP47) sdo ubiquas (WOLINS et al.,
2006). Em nosso estudo de protebmica foram encontradas proteinas estruturais de
corpusculos lipidicos, tais como ADRP/PLIN2 e TIP47/PLIN3. As enzimas envolvidas na
biossintese do colesterol t€m sido rotineiramente identificadas em estudos de protedmica
(HODGES et al., 2010; BOUCHOUX et al., 2011; BARTZ et al., 2007). Varios estudos in
vitro tém verificado tanto a presenca e atividade destas enzimas em corpusculos lipidicos
(SORGER e DAUM, 2002; FUJIMOTO et al., 2007; MOESSINGER et al., 2011;),
sugerindo que estas organelas s&o locais onde ocorrem alguns passos da sintese de
lipidios. Neste estudo encontramos diversas enzimas envolvidas no metabolismo lipidico
como Acetil-CoA acetiltransferase, Acil-CoA sintetase, lanosterol sintase, 1-acilglicerol-3-
fosfatase O-aciltransferase (CGI-58), transaldolase e retinol desidrogenase. Também
encontramos proteinas de citoesqueleto como tubulina, actina, vimentina, dentre outras.
De forma interessante, chaperonas importantes como HSP70, HSP90, chaperonina,
calnexina e Protein dissulfide isomerase (PDI), foram encontradas no proteoma de nosso
estudo.

Um estudo comparou corpusculos ricos em colesterol éster com corpusculos ricos
em TAGs utilizando espectrometria de massas em tandem. Neste estudo foram
encontradas 278 proteinas em quantidades semelhantes em ambas as amostras,
incluindo proteinas previamente encontradas em corpusculos como proteinas de trafico
de membrana, anexina 2, Rab5c e proteinas estruturais Rab8a, vimentina, tubulinas alfa
e beta, chaperonas HSPa8, HSPd1, GRP78, HSP70, HSP90 e, bem como ADRP e
VDAC1, sendo esta ultima que envolvida na transferéncia de lipidios no interior de
mitocondrias (KHOR et al., 2014). Como descrito anteriormente, foi demonstrado também
nessas organelas a compartimentalizagdo de enzimas fundamentais na liberagdo de AA,
como cPLA2, ERK1, ERK2, p38 e p85 (YU et al., 1998). Cao e colaboradores
demonstram que expressdo de FACL4 esta aumentada em pacientes com
adenocarcinoma de colon (CAO et al.,, 2001). Neste estudo identificamos proteinas de
sinalizagdo importantes como a FACL4, HMGB1, PAFAH, Glutationa S transferase,
S100A6 (envolvida na progressdo do ciclo celular), TGK1, calmodulina, ciclofilina A e

anexina 1.

De forma interessante, também foram identificadas proteinas ribossomais

envolvidas no processo de tradugdo, como a proteina S6 cinase, envolvida diretamente
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neste processo, também o fator de alongamento eucariotico 1, fator de alongamento
eucariodtico 2, fator de iniciagdo da traducao eucariético 5, L22 proteina ribossomal 60S e
proteina ribossomal acida 60S (componentes da subunidade ribossomal 60S). Varias
histonas também foram encontradas, como Histona 2Az, 2B, 3 e 4. Além disso, proteinas
importantes envolvidas no crescimento e ciclo celular como RNA helicase DDX3X, uridina
fosforilase e proteina ligante de DNA helicase 8 (CHD8) foram encontradas no proteoma
de corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de colon. De acordo com os
dados obtidos no proteoma descritivo de corpusculos lipidicos de células de
adenocarcinoma de colon, fizemos um mapa da rede de interagbes entre as proteinas
encontradas. O programa string reconheceu 314 proteinas de acordo com 0s genes e
observou 2238 interagbes. Dentro deste mesmo programa foram realizadas analises
baseadas no banco de dados Gene Ontology para avaliar as redes de interagdes das
proteinas de acordo com processos biolégicos e fungdes moleculares, gerando
posteriormente dois novos mapas para as interagdes entre as proteinas envolvidas na

sinalizagao celular e no processo tradugao.

Dentro da categoria processos bioldgicos, foram encontrados 62 genes de
proteinas envolvidas com transporte intracelular de uma maneira geral. Também foram
encontradas 37 genes de proteinas envolvidas na regulagédo do transporte intracelular. De
maneira interessante, 8 genes de um complexo proteinas que recobrem vesiculas
transportadoras de proteinas do complexo de golgi para o reticulo endoplasmatico por
exemplo foram encontrados. Quanto a proteinas envolvidas na regulagdo da organizagao
do citoesqueleto, 13 genes foram identificados. Ja na regulagdo do transporte mediado
por vesiculas, 11 genes estéo listados. Também foram encontrados 13 genes envolvidos
na regulagao do transporte de proteinas.

Com relagdo ao processo de traducdo de proteinas, 38 genes de proteinas
envolvidas em reagdes quimicas e vias envolvendo RNA mensageiro foram encontradas
nesta analise. Com o processo de iniciacdo da tradugao foram descritos 18 genes de
proteinas diversas. Ja com relagdo ao alongamento da cadeia polipeptidica e término da
traducdo foram encontrados 17 genes. Foram encontrados também 20 genes
relacionados ao processamento de RNA. Com relacdo ao processo de traducdo de
proteinas, 42 genes de proteinas envolvidas em fungées moleculares relacionadas a este
processo foram encontradas e 83 interagdes foram observadas no total. Estas interacbes

mostram de fato uma comunicagdo entre as proteinas encontradas em corpusculos
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lipidicos de células de adenocarcinoma de cdélon importantes tanto no contexto de
processos bioldgicos quanto de fungdes moleculares, demonstrando desta forma que
estas proteinas podem estar ativas nestas organelas participando de varios processos
intracelulares envolvidos nos mecanismos de tumorigénese.

Juntos, estes resultados contribuem para o conhecimento atual de que mTOR é
criticamente envolvida na sinalizagao por leptina, na ativacado de células epiteliais, levando
ao acumulo de corpusculos lipidicos, producdo de mediadores inflamatérios e aumento da
proliferacdo celular. Além disso, nosso trabalho reforca a atividade dinamica de
corpusculos lipidicos no contexto tumoral, fornecendo informagdes importantes acerca do
conteudo proteico para uma investigacao mais aprofundada do papel desta organela em
doencas como obesidade, diabetes e cancer. Um maior conhecimento destas organelas
podera contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas estratégias e terapias para

o controle de neoplasias.
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6. CONCLUSOES

= Neste estudo foi demonstrada a participagcdo de mTOR na ativacado de células epiteliais
por leptina in vitro.

= A adipocina leptina induz a ativacao de células epiteliais caracterizada por aumento no
numero de corpusculos lipidicos, produgdo de citocinas como CINC-1, TGF-B e
mediadores inflamatoérios como PGE:.

= A ativagdo da via de mTOR é fundamental para biogénese de corpusculos lipidicos,
producao de TGF- e expressado de COX-2 em células epiteliais estimuladas por leptina

= mTOR esta envolvida na alteragdo do metabolismo lipidico, produ¢cdo de mediadores
inflamatdrios e proliferagao de células epiteliais.

= Os resultados sugerem que a leptina possui um importante papel nos mecanismos de
transformagdo celular e carcinogénese, regulando a via de sinalizagdo de mTOR
envolvida na formacao de corpusculos lipidicos, producdo de mediadores inflamatorios e
proliferacao celular.

= Os corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de coélon contem proteinas e
enzimas envolvidas em diversos eventos celulares, evidenciando desta forma uma
possivel interacdo desta com outras organelas. Esta funciona como uma importante
plataforma de sinalizagdo, podendo ter um papel impar nos eventos celulares de
transformacgao e carcinogénese.

= Os mapas das redes de interacbes de proteinas demonstram uma importante
interligacdo de proteinas envolvidas nos processos de tradugdo e sinalizagdo celular
presentes em corpusculos lipidicos de células de adenocarcinoma de cdélon, sugerindo
que estas organelas funcionam como importantes plataformas de sinalicagdo celular e
traducao de proteinas.
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Abstract

Accumulating evidence suggests that obesity and enhanced inflammatory reactions are
predisposing conditions for developing colon cancer. Obesity is associated with high levels of
circulating leptin. Leptin is a adipocytokine that is secreted by adipose tissue and modulates
immune response and inflammation. Lipid droplets (LD) are organelles involved in lipid
metabolism and production of inflammatory mediators and increased numbers of LD were
observed in human colon cancer. Leptin induces the formation of LD in macrophages in a
PI3K/mTOR pathway-dependent manner. Moreover, the mTOR is a serine/threonine kinase
that plays a key role in cellular growth and is frequently altered in tumors. We therefore
investigated the role of leptin in the modulation of mTOR pathway and regulation of lipid
metabolism and inflammatory phenotype in IEC cells. We show that leptin promotes a dose-
and time-dependent enhancement of LD formation. The biogenesis of LD was accompanied by
enhanced CINC-1 and TGF-f production in these cells. We demonstrated leptin-induced
mTORC1 activation with enhanced phosphorilation of the downstream proteins P70S6K and
S6 ribossomal protein, and pre-treatment with rapamycin significantly inhibited all leptin
effects in IEC cells. Moreover, leptin was able to stimulate the proliferation of epithelial cells
with enhanced inflammatory milieu on a mTOR-dependent manner. We conclude that leptin
regulates lipid metabolism, cytokine production and proliferation of intestinal cells through a
mechanism dependent on activation of the mTOR pathway, thus suggesting that leptin-
induced mTOR activation may contribute to the obesity-related enhanced susceptibility to

colon carcinoma.
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Introduction

The incidence of obesity and its associated disorders is increasing markedly
worldwide. Based on results from epidemiological studies, the International Agency for
Research on Cancer has concluded that people with obesity are at increased risk of developing
several types of cancer, including adenocarcinoma of the oesophagus, colon cancer and breast
cancerl. High-fat diet intake may predispose to the development of colorectal cancer in
humans?, a phenomenon also shown in animal models reinforcing the existence of a link
between fat intake and colorectal cancer3. However, the molecular mechanisms involved in
obesity -related tumors are not fully understood.

Adipose tissue is no longer considered to be an inert tissue functioning solely for
energy storage, but is emerging as an important player in the regulation of many pathological
processes*. It is also important in the regulation of energy balance and lipid metabolism
through the release of adipokines such as leptin, adiponectin, resistin and tumour necrosis
factor-a (TNFa)>. Leptin is an adipocyte-derived cytokine mainly secreted by adipocytes that
links nutritional status with neuroendocrine and immune functions®. Leptin was the first
adipocyte-derived hormone/cytokine described, and the plasma leptin concentration is
directly proportional to the amount of adipose tissue’. Studies in cellular and animal models
indicate that leptin can potentiate the growth of cancer cells (breast, oesophageal, gastric,
pancreatic, colorectal, prostate, ovarian and lung carcinoma cell lines)8. Brandon and cols
demonstrated that leptin may accelerate tumor growth while leptin deficiency in the absence
of obesity attenuates tumor growth®. Furthermore, the leptin receptor is important for the
progression of aberrant crypt foci to colonic tumors, mediated by activation of STATS3
signaling19.

Our group has established that mTOR activity is an important intracellular player in

the activation and regulation of lipid metbolism of macrophages induced by leptin* 1. The
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mTOR is a serine/threonine kinase that regulates cellular growth by modulating many
processes, including protein synthesis, ribosome biogenesis and autophagy!?. mTORC1
pathway, that is inhibited by rapamycin, regulates growth through downstream effectors, the
regulators of translation 4EBP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1)
and S6K1 (ribosomal S6 kinase 1)13. Rapamycin forms a complex with FK506-binding protein
(FKBP)12 and mTOR, resulting in potent inhibition of mTOR signaling!41>. Recently was
demonstrated that the mTORC1 complex induce the genes important for glycolysis, the
pentose phosphate pathway, and sterol and lipid biosynthesis?e.

It is now well established that upregulated lipogenesis is a common phenotype to
numerous human carcinomas and has been associated to poor prognosis in breast, prostate
and colon cancerl718 19, In different cell systems, including adipocytes and macrophages,
intracellular lipids are stored and metabolized in hydrophobic organelles called lipid
bodies/lipid droplets (LD). Recent studies have described increased numbers of LD in several
neoplastic processes including adenocarcinoma of colon??, invasive squamous -cervical
carcinoma?!, human brain tumour?? and hepatocarcinoma?3. Human colon adenocarcinoma
cell lines and colon cancer biopsies from patients have been shown to exhibit an increase in
adipose differentiation-related protein (ADRP), that is a major structural protein associated
with LD. The increase in ADRPin those cells is accompained by COX-2-enriched LD.
Furthermore, inhibition of LD formation inhibits PGE; production and correlates with
diminished cancer cell proliferation?? Indeed, the mechanisms that regulate LD formation and
their functional significance to the cellular biology of inflammation and tumorigenesis are
now under intense research?*,

Nevertheless, a direct role of leptin in normal intestinal epithelial cell lipid metabolism
and proliferation has never been described. Here we evaluate the ability of leptin to trigger LD

biogenesis and the inflammatory microenvironment in epithelial cells. Leptin effects on LD
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formation, COX-2 expression and cell proliferation are strictly dependent on the mTOR
pathway. Our results demonstrate new activities of leptin in inflammation and lipid
metabolism in epithelial cells and propose a mechanistic link between obesity and enhanced-

susceptibility to colon carcinoma.

Results
Leptin triggers lipid droplets biogenesis within rat epithelial cells. Lipid droplets are
emerging as dynamic organelles involved in lipid metabolism and inflammation. Our group
demonstrated that leptin directly activates macrophages to form adipose differentiation-
related protein (ADRP)-enriched lipid droplets!!. Increased lipid droplet numbers have been
described in colon cancer cells where it was shown to be centrally involved in PGE> synthesis.
Lipid droplet inhibition blocks cancer cell proliferation, suggesting that lipid droplets might
potentially have implications to the pathogenesis of colon adenocarcinoma?®24 We
hypothesized a role for leptin in regulating epithelial cell lipid droplets biogenesis and
function. As shown in Fig. 1 A, B, leptin induced a time and concentration-dependent lipid
droplet biogenesis in epithelial cells as quantified by osmium (0sO4). Panel C shows the
fluorescence microscopy of LD staining by oil red O (ORO). The increase in lipid droplets was
significant 1 h and maximum 24 h after leptin stimulation (Fig. 1B). In addition, we analysed
the lipid droplet biogenesis after 6 hours of stimulation with 10,20, 50 and 100 nM of
leptin. Leptin induced anincrease in the number of lipid droplets in intestinal epithelial
cellsat all concentrations used, with an optimal dose of 20 nM.This induction was
already significant at the 10 nM dose. Osmium-labeled lipid droplets were quantified and
fluorescent area of ORO-labeled lipid droplets were determined confirming the effect of leptin

in inducing lipid droplet biogenesis (Fig. 14). Taken together, our results suggest that leptin
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induced lipid accumulation in epithelial cells and have a role in regulation of lipid metabolism

in these cells.

Leptin-induced production of inflammatory mediators. Inflammation is a critical player in
the development of both colitis-associated and sporadic colon cancers. Even in cases of
sporadic colon cancer, inflammatory mediators have clearly been associated with tumor
promotion within the tumor microenvironment?>1%. The cytokines that are secreted by
adipose tissue may activate epithelial cells, macrophages and other inflammatory cells. It has
recently been demonstrated that tumour-associated macrophages (TAMs) have a key role in
the tumour microenvironment?6 . TAMs are believed to contribute to tissue invasion??,
angiogenesis?® and metastasis?®. Increased macrophage chemoattractant protein 1 (MCP1;
also known as CCL2) in breast tumour extracts is a predictor of early relapse and metastasis?°.
Thus, it is possible that the activation of macrophages or other inflammatory cells in the
setting of obesity may result in increased tumorigenesis. We observed that 20 nM of leptin
was able to trigger the release of the pro-inflammatory chemokine CINC-1, but not TNF or IL-

6, by intestinal epithelial cells within 6 h (Fig. 2 A).

Leptin-induced lipid droplet formation depends on mTOR. mTOR is a serine/threonine
kinase that control translation of specific transcripts by regulating key translational
mechanisms and is activated downstream of the PI 3-kinase pathway30. Several stimuli,
mainly signals from the cell environment and nutrient availability contribute to the activation
of mTOR. Insulin and other growth factors can activate mTOR by activation of AKT
downstream PI3K with subsequent phosphorylation and inhibition of TSC1 and TSC2
(tuberous sclerosis complex 1 and 2), which is a inhibitor of mTOR31. We have demonstrated

that leptin regulates macrophage lipid metabolism and inflammation in a PI3K/mTOR
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pathway dependent manner!l. Of note, mTOR is a kinase that plays a key role in cellular
growth and is frequently overexpressed and activated in tumors!4. The role of mTOR in leptin-
induced effects on epithelial cell function has never been addressed. We incubated the
epithelial cells with 20 nM of leptin for 5, 10, 20 or 40 minutes. As shown in Fig. 3A, leptin
induced a time- and concentration-dependent phosphorylation of p70S6K and S6 ribossomal
in epithelial cells in vitro. p70S6K and 4EBP1 are the main downstream protein targets of
mTORC1 phosphorylation and activate the translation initiation by activation of the S6
protein and release of the elF4E, respectively3?. We employed rapamycin and everolimus,
specific inhibitors of mTOR activity. FK-506, that binds to FKBP12 but does not inhibit mTOR
activity, was used as a negative control. These drugs were able to inhibit the phosphorilation
of the p70S6K induced by leptin, as shown in Fig. 3B.

To investigate the functional role of mTOR activation in leptin-induced epithelial cell
activation we employed the pretreatment with rapamycin or everolimus. Both compounds
significantly inhibited lipid droplet formation in epithelial cell stimulated by leptin in vitro, as
shown in Fig. 4A. The fluorescent area of ORO-labeled lipid droplets was determined
confirming the mTOR dependent effect of leptin in lipid droplet biogenesis

(Fig. 4B). Collectively, these results indicate that leptin-induced alterations in lipid
metabolism and induction of a pro-inflammatory microenvironment were largely dependent
on mTOR activation, providing novel links between nutrient regulatory pathways and

epithelial cell responses and lipid metabolism.

Leptin modulates COX-2 expression in mTOR-dependent fashion in IEC cells. Next, we
investigated the effects of leptin in COX-2 expression. Different products of arachidonic acid
(AA) metabolism are also implicated in carcinogenesis. As much as 80% to 90% of colon

carcinomas shown enhanced COX-2 (prostaglandin H synthase 2) expression compared with

115



normal intestinal mucosa33-3>. Several evidences suggest that the inflammatory
microenvironment and COX-2 overexpression have a central role in colorectal carcinogenesis
and recent studies have demonstrated a role for leptin in prostaglandin and leukotriene
synthesis by leukocytes and suggest physiological activities for leptin in inflammation3637.
Interestingly, we demonstrated that leptin induces increased COX-2 expression (Fig. 5A). We
employed rapamycin to investigated the role of mTOR in this phenomenon. Rapamycin was
able to inhibit COX-2 expression induced by leptin in epithelial cells. This effect was
accompanied by the stimulus to TGF-B production that was also significantly inhibited by
rapamycin (Fig. 5B).

We can therefore conclude that leptin has a central role in modulating cell transformation-
related inflammatory microenvironment through COX-2 overexpression and pro-
inflammatory cytokine release in a mTOR-dependent fashion, contributing to the altered

intracellular signaling pathways.

In vitro leptin-induced epithelial cell proliferation depends on mTOR downstream
signaling. We next examined the effect of leptin on epithelial cell proliferation by staining
treated cells with crystal violet. For these experiments, epithelial cells were serum-starved for
16 h followed by treatment with 20 nM of recombinant murine leptin for different time
intervals (0, 24, 48, 72 and 96 h). Leptin treatment stimulated the growth of epithelial cells in
a time dependent manner when compared to non treated IEC-6 cells. Substantial stimulation
was observed 24h and 48h after treatment of cells with leptin (Fig. 6). To gain insight into the
mechanism underlying the proliferative effect of leptin on epithelial cells, we next evaluated if
mTOR activity was important for the leptin effect. Indeed, treatment with rapamycin, besides

inhibiting lipid droplet formation, significantly decreased IEC-6 cell proliferation (Fig. 6B).
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Cellular expansion depends on a balance between cell death and proliferation. Since we
observed an important increase in total cell number upon treatment of [EC-6 with leptin (Fig.
6B), we decided to evaluate cell cycle progression. IEC-6 cells were cultured as described in
the materials and methods and the distribution of cells along the phases of the cell cycle
assayed by PI staining and FACS analysis. We detected an accumulation of cells at the S phase
upon treatment with leptin (Fig. 7) and the treatment with rapamycin leads to an important
GO/G1 cell cycle arrest. These results indicate that activation of the mTOR pathway play and
important role in the increase of colon epithelial cell proliferation, and therefore may

contribute to the promotion of obesity-related colon carcinogenesis.
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Discussion

Obesity is an important risk factor for several chronic diseases, including hypertension,
dyslipidemia, insulin resistance, diabetes mellitus and many cancers3840. Leptin is a
hormone/cytokine secreted from adipocytes that is involved with appetite control and energy
metabolism through its effects on the hypothalamus. In the non-obese state, higher leptin
levels result in decreased appetite through neuroendocrine changes, but during obesity there
is the stablishment of chronic high leptin plasma levels with hypothalamic resistance*!. The
characterization of leptin function in regulating lipid metabolism, inflammatory mediator
production and lipid droplet biogenesis in epithelial cells is of importance for understanding
its role in the pathogenesis of colon adenocarcinoma and other obesity-related tumors. Here
we show that leptin directly activates epithelial cells to form lipid droplets and enhance
inflammatory mediator production, in a mechanism dependent on activation of the mTOR
pathway. This is the first demonstration that leptin directly regulates the accumulation of
lipids within lipid droplets in epithelial cells, thus suggesting that leptin has roles in regulating
the lipid metabolism in these cells. We also demonstrated that, in IEC cells, leptin treatment
leads to enhanced CINC-1 and TGF-p production, contributing to the acute inflammation and
establishment of an inflammatory tumor microenvironment. mTOR’s major functions include
activation by phosphorylation of S6Kinase and activation of el[F4E by inhibition of 4E-BP1 (4E
binding protein). These effects result in cell proliferationl4 It has been described that
mutations that enhance the PI-3K/mTOR pathway, the signaling pathway activated upon
nutrient sensing, contribute to tumorigenesis of epithelial cells, which include colon
carcinoma#?. Leptin signals through the PI3K/Akt in different cell types, including
macrophages. Our group demonstrated that leptin activates the PI3K/mTOR pathway in
macrophages, leading to lipid droplet formation and LTB4 generation that are strictly

dependent on PI3K and mTOR?.. Moreover, leptin-induced hypothalamic effect on food intake
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is dependent on the mTOR pathway*3. Leptin has also been shown to activate Src kinase and
PI3K in the colon cancer cells LS174T and HM744and promotes invasiveness of the epithelial
cells via PI3K-Rho-Rac*>.Recently, Wang et al. showed that leptin receptor is present in colon
carcinoma biopsies and correlates with tumor severity and that activation of mTOR by leptin
induces proliferation of HTC-116 colon carcinoma cells*¢. During obesity leptin levels are
enhanced long before the tumor development, therefore, we hypothesized that leptin might
modulate also the non tumor epithelial cell responses through the mTOR pathway. Indeed, in
IEC cells, leptin induced a time and concentration-dependent phosphorylation of p70S6K in a
rapamycin-sensitive mechanism. Moreover, we show, for the first time, that rapamycin
drastically inhibited the lipid droplet formation induced by leptin in epithelial cells,
suggesting that mTOR activity, downstream of PI3K, is crucial for leptin effects on the
epithelial lipid metabolism. In addition, the sterol-regulatory element-binding proteins, which
induce the expression of a large number of genes involved in de novo lipid and sterol
biosynthesis, have emerged as major effectors of mTORC1 signaling, and mTORC1 activation
stimulates lipogenesis*’. The altered cholesterol fenotype was induced by loss of tumor
suppressor PTEN, upregulation of PI3K/AKT/mTOR pathway, and consequent activation of
sterol regulatory element-binding protein (SREBP) and low-density lipoprotein receptor
(LDLr) in prostate cancer. Inhibition of cholesterol esterification significantly suppressed
cancer proliferation, migration, invasion, and tumor growth in vivo*8. Cellular proliferation, a
common feature of all cancers, requires fatty acids for synthesis of membranes and signaling
molecules and most cells store fatty acids in triacilglycerois in the cytosolic lipid droplets.
Thus, fatty acids are essential for cancer cell proliferation and limiting their availability could
be a new therapeutic strategy*°.

Adipokines are thought to provide an important link between obesity, insulin

resistance and related inflammatory disorders’>0. Inflammation is considered a cancer risk
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factor, and a number of inflammatory conditions predispose to colon cancer, including
ulcerative colitis and Crohn’s disease>152, Recently, our group demonstrated that lipid
droplets in colon cancer cells are dynamic and functional organelles centrally involved in
PGE2 synthesis. In addition, lipid droplets have been described as sites to where enzymes
involved in prostaglandin synthesis are localized, including cPLA2 and COX-223. In the present
study, we show that leptin was also able to induced COX-2 and TGF-f3 expression in IEC-6 cells
and the pretreatment with the mTOR inhibitor rapamycin blocked these effects, suggesting
the correlation with this pathway with of a pro-inflammatory environment induction.
Accordingly, it has been demonstrated that leptin increases arachidonic acid availability,
increases phospholipase Az protein expression and activity, and induces COX-2 expression in
alveolar macrophages3’.

Accumulating evidence indicate a mitogenic effect of leptin on gastric®3, breast>,
ovarian®>, prostate®®, and endometrial®? cancer cells. However, the mecanisms involved in
leptin induced cell proliferation are not completely understood. Ogunwobi and Beales
reported that leptin stimulates proliferation through activation of the Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) system®8. Moreover, Leptin promotes hepatocellular carcinoma
growth, invasiveness, and migration and implicate the JAK/STAT pathway as a critical
mediator of leptin action>®. Here, we demonstrated that leptin stimulates the growth of
nontransformed epithelial intestinal cells. This phenomenon is inhibited by rapamycin.
Inhibition of lipid body formation by rapamycin, correlated to inhibition of COX-2 generation
and epithelial cell proliferation. Proteins with well-established roles in oncogenic cell
transformation, tumorigenesis, and metastasis, including PI3K, extracellular signal-regulated
kinase 1 (ERK1), ERK2, p38 and PKC, were shown to localize to lipid droplets in a variety of
cell types®0-62. Moreover, the increase in lipid droplet density stimulates proliferation of colon

cancer cells, mainly by loss of FOX0363
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Recent data indicate that carcinogenesis and tumour angiogenesis result not only from
the interaction of cancer cells with endothelial cells of various origin (vascular or lymphatic),
but also with surrounding ‘normal’ stromal and inflammatory cellsé. In conclusion, our
results add to the current knowledge that mTOR is critically involved in the leptin signaling to
activation of epithelial cells, leading to intracellular lipid accumulation, inflammatory
mediator production and cell proliferation. Such alterations in lipid metabolism and
inflammatory mediator production induced by leptin may provide a favorable
microenvironment for increased cell proliferation. Taken together, our results suggest that
leptin-induced mTOR activation may contribute to the obesity-related enhanced susceptibility
to colon carcinoma by altering the intracellular lipid metabolism and inflammatory

environment.
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Materials and Methods
Cell culture and in vitro stimulation

IEC-6 cells were also grown in DMEM containing 10% FBS supplemented with 0.1 unit of
insulin at 37°C in a humidified 5% CO, incubator. Rat intestinal epithelial cells, IEC-6, were
stimulated with leptin (20 nM) for 20 min or 6 h in DMEM medium with 2% fetal bovine serum. In
designated groups, cells were pretreated with everolimus (10 nM), FK-506 (10 nM) or rapamycin
(20 nM) for 30 min before the addition of the stimuli. Cell viability was always greater than 90%, as

determined by trypan blue dye exclusion at the end of each experiment.

Lipid droplet staining and enumeration

Cells (5x10° per well) were stimulated with leptin (20 nM) and untreated or treated with
rapamycin (20nM), everolimus (10nM) or FK-506 (10 nM) for 6 h. Lipid droplets were stained as
previously described in each triplicate well. In brief, cells (5x10° cells/mL) were fixed in 3.7%
formaldehyde in calcium/magnesium-free HBSS (pH 7.4), rinsed in 0.1 mol/L cacodylate buffer,
stained in 1.5% OsOs4 (30 min), rinsed in distilled water (dH,O), immersed in 1.0%
thiocarbohydrazide (5 min), rinsed in 0.1 mol/L cacodylate buffer, restained in 1.5% OsO4 (3 min),
rinsed, and then dried and mounted. The morphology of fixed cells was observed, and lipid droplets
were enumerated by light microscopy with 100x objective lens in 50 consecutively scanned cells.
Alternatively cells were stained with Oil Red O (lipid fluorescent stain) and Dapi for the analyses of
epithelial cell lipid droplet formation in vitro performed 6 h after leptin (20 nM) stimuli and
treatment with rapamycin (20 nM). The area of fluorescence was analyzed with the use of

FiJi/ImageJ public domain software.

Western Blotting
Cell lysates were prepared in reducing and denaturing conditions and subjected to SDS-

PAGE. Samples were submitted to electrophoresis on polyacrylamide gel. After transfer onto
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nitrocellulose membranes, nonspecific binding sites were blocked with 5% nonfat milk in Tris-
buffered saline-Tween (TBST; 50mM Tris- HCL, pH 7.4, 150mM NaCl, 0.05% Tween 20).
Membranes were probed with anti-phospho-p70S6K (Cell Signaling, Danvers, MA), or anti-
p70S6K monoclonal antibody (Cell Signaling, Danvers, MA) in TBST. Proteins of interest were
then identified by incubating the membrane with horseradish peroxidase conjugated secondary
antibody in TBST, followed by detection of antigen-antibody complexes by Supersignal

chemiluminescence (Pierce).

Immunolocalization. IEC-6 cells (1x10%) were stimulated with leptin (24 h) and treated with
rapamycin and fixed in 3% formaldehyde at room temperature for 10 min. After permeabilization in
0.2% Triton X-100 for 20 min at room temperature, slides were washed in PBS. The unspecific
sites were blocked with 1% normal donkey serum for 10 min. The cells were incubated overnight
with goat polyclonal antibody anti-COX-2 (C-20; Santa Cruz Biotechnology). Then, cells were
blocked with 1% donkey serum for 10 min before simultaneous incubation with Dylight 488
donkey anti-goat (Jackson ImmunoResearch Laboratories) for 1 h. Then, cells were washed several
times with PBS, mounted with an aqueous mounting medium with DAPI (Prolong Gold antifade
reagent; Life technologies). Slides were viewed by both phase-contrast and fluorescence
microscopy, and digital images were obtained using a Hoper Scientific digital camera with the

Image-Express software.

Cell proliferation assay. Cells (5x10* per well) were stimulated with leptin (20 nM) and untreated
or treated with rapamycin (20 nM) for 24, 48, 72, and 96 h. After treatment, cell proliferation was
assayed in each triplicate well. Briefly, cells were fixed with ethanol for 10 min, stained with 0.05%
violet crystal in 20% ethanol for 10 min, the crystal was extracted with methanol, and the

absorbance was quantified in a spectrometer at 595 nm.
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Cell cycle analysis. IEC-6 cells were stimulated with leptin (20 nM) and untreated or treated
with rapamycin (20 nM) for 24 hours. After treatment, cells were washed and stained with
propidium iodide staining solution (4 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 nM NaCl, 0.1% NP-40, 700 U/L
Ribonuclease A, 0.075 mM propidium iodide). DNA content analysis was performed by flow

cytometry in a FACScalibur equipament (BD Biosciences).

Statistical analysis. Statistical analysis of values from control and treated groups was determined
using an unpaired Student’s t test for single comparison or an ANOVA followed by the Student-

Newman-Keuls for multiple comparisons. P < 0.05 was considered to be statistically significant.
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Figure legends

Figure 1. Effects of Leptin on IEC cells lipid droplet formation. IEC cells were
treated with different leptin concentrations for 6 h (A) or with 20 nM leptin for
different times (B). After incubations the cells were stained with Osmiun tetroxide
and the lipid droplets counted. (C) IEC cells were stimulated with 20 nM of leptin in
6 h and the lipid droplets were labeled with Oil Red O. The results are
representative of at least 3 experiments. The symbols (*, ** ;***) represent

significant differences from controls according to the Student’s T test when p<0,05.

Fig 2. Leptin induces inflammatory mediator production and activates the
mTOR downstream signaling. (A) Measurents of CINC-1 and TGFf after six
hours of incubation with leptin in the culture supernatants. (*) represent
significant differences from controls and from leptin treated samples; according to
the Student’s T test when p <0,05. IEC cells were incubated with leptin 20 nM for
the time dependence curve (B, bottom panels), or for 20 min for the leptin
concentration curve (A, upper panels). After incubations the cells were harvested
and Western blottings for phosphorilated P70S6K (pP70S6K) and total P70S6K

were performed. The results are representative of at least 3 experiments.

Fig 3. The leptin effects on IEC cells are dependent on mTOR pathway. (A) IEC
cells were incubated with 10, 20, 40 e 100 nM of leptin for 20 minutes and with
leptin (20nM) for 0, 5, 10, 20 and 40 minutes. After incubations the cells were
harvested and Western blottings for phosphorilated P70S6K (pP70S6K) and total
P70S6K were performed (B) The IEC cells were incubated with leptin (20 nM, 20

min) in the absence or presence of mTOR inhibitor, rapamycin (20nM). After
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incubations the cells were harvested and Western blottings for phosphorilated
P70S6K (pP70S6K) and total P70S6K were performed. Cells were also incubated
with leptin (20 nM, 6h) in the absence or presence of rapamycin (20 nM) or
everolimus (20 nM). The results are representative of at least 3 experiments. (CT:

control; Fk: FK-506; Lep: Leptin; L+E: Leptin plus everolimus)

Fig. 4. Leptin-induced epithelial cell lipid droplet formation is requisitely
dependent on mTOR activity. (A) Lipid droplet counting in I[EC cells after in vitro
incubation for 6h with leptin (20 nM) alone or in the presence of rapamycin (20 nM)
or everolimus (20 nM) as indicated. *, statistically significant differences between
leptin and control; +, statistically significant difference between rapamycin-treated
and leptin stimulated groups. +, statistically significant difference between
everolimus-treated and leptin stimulated groups. (B) The fluorescent area of ORO-
labeled lipid droplets were measured with FiJi/Image] after incubation for 6h with
leptin (20 nM) alone or in the presence of rapamycin (20 nM). *, statistically
significant differences between leptin and control.. (CT: control; Rapa: Rapamycin;

Lep: Leptin; L+R: Leptin plus rapamycin)

Fig. 5. Leptin stimulates COX-2 overexpression and TGF- production in a
mTOR dependent fashion. (A) Cells were incubated with leptin (20 nM) in the
absence or presence of rapamycin (20nM). After incubations, cells were processed
for Imunofluorescence detection. The cells were labeled with anti-Cox-2 antibody
and a secondary dylight 488 labeled antibody. (B) The supernatants from
incubations with leptin (20nM) for 6 h and/or treated with rapamycin (20 nM)

were obtained and TGF-[3 measurement by ELISA. The results are representative of
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at least 3 experiments; (*) represent significant differences from controls; (+) or (#)
represent signifficant differences from leptin treated samples. (L+R: Leptin plus

rapamycin)

Fig. 6. Leptin stimulates IEC cell proliferation in a mTOR dependent manner.
Cells were incubated with leptin (20 nM) in the absence or presence of rapamycin
(20nM). After incubations the cells were incubated with Crystal Violet. (A) Image of
the plate wells of cells treated for 120 h. (B) Quantification of the Crystal Violet
stain absorbance after extracting it from the culture plates in different time points.
(*) represent significant differences between leptin treated and control; and (+)
represent significant differences between leptin treated and leptin plus rapamycin

groups; according to the Student’s T test when p<0,05.

Fig. 7. Leptin stimulates cell cycle entrance and progression of IEC cells in a
mTOR dependent manner. Cells were incubated with leptin (20 nM) in the
absence or presence of rapamycin (20nM) for 48 hours. After incubation, cell cycle
progression was evaluated by propidium iodide staining and flow cytometry
analysis. The percentages of cells in each stage of the cell cycle (Go/Gj, S, and Gz/M)

are indicated.
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Figure 3
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Anexo 8.4. Revisao em fase final de preparagao
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ABSTRACT

Lipid droplets are lipid-rich, cytoplasmic organelles that play important roles in
cell signaling, lipid metabolism, membrane trafficking, and production of
inflammatory mediators. Lipid droplet biogenesis is a regulated process, and
accumulation of these organelles within leukocytes, epithelial cells, hepatocytes,
and other non-adipocyte cells is a frequently observed phenotype in several
physiologic or pathogenic situations, and thoroughly described during
inflammatory conditions. Moreover, in the last years several studies described
an increase of intracellular lipids in different neoplastic processes, although it is
not clear so far if lipid droplets accumulation is directly involved in the
establishment of these different types of malignancies. This review discusses
current evidence related to the biogenesis, composition and function of lipid
droplets that related to hallmarks of cancer: inflammation, cell metabolism,
increased proliferation, escape from cell death, and hypoxia.

1.  INTRODUCTION

Lipid droplets are cytoplasmic lipid-enriched organelles with multiple functions in
cell physiology and pathophysiological mechanisms. These organelles are
heterogeneous in size and composition, and referred by different terms such as
“lipid bodies”, “lipid globules”, or “adiposomes” (Murphy, 2001; Martin and
Parton, 2006). Lipid droplets are described as one of the major forms of
macromolecular lipid composition in biological systems, the other being the lipid
bilayer that composes all cellular membranes (Murphy, 2001). Until a few years,
lipid droplets were associated mostly to tissues with a role in lipid accumulation
or transport, especially to adipose tissue or hepatocytes in mammals. However,
increasingly evidences start to shed light on the functions lipid droplets play in
physiological or pathological conditions, and nowadays they are considered
dynamic and ubiquitous organelles (Martin and Parton, 2006). It has been
suggested that lipid droplets are involved in lipid trafficking, cellular signaling,
and production and secretion of inflammatory mediators (Martin and Parton,
2006; Bozza et al., 2009; Bozza and Viola, 2010). Also, the mechanisms that
regulate the formation of lipid droplets and their functional significance for
tumorigenesis are now under intense investigation (Bozza and Viola, 2010).

1.1. Models for lipid droplets biogenesis and signaling pathways involved
in lipid droplet formation

Lipid droplets are lipid-rich cytoplasmic organelles delimited by a monolayer of
amphipathic phospholipid, glicolipids, and steroids, which circles a hydrophobic
core composed by neutral lipids such as triacylglycerols (TAGs), diacylglycerols
(DAGs), cholesteryl esters, retinyl esters, and free cholesterol (Tauchi-Sato et
al., 2002; Martin and Parton, 2005; Bozza et al., 2009; Walther and Farese,
2012). Although the morphology and composition of lipid droplets are well
known, the molecular and cellular mechanisms involved in lipid droplets
biogenesis are still not completely understood. On the other hand, major
advances have been made in this field in recent years, and hypothetical models
for lipid droplets biogenesis were proposed. Essentially, these models share the
concept that these organelles originate and are intimately related to the
endoplasmic reticulum (ER), based on the transfer of lipids and proteins from
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the ER to newly formed lipid droplets (Martin and Parton, 2006; Bozza et al.,
2009). The first and still largely accepted model of lipid droplets formation
suggests that these organelles are derived from the accumulation of newly
synthesized lipids within the double layer of the ER membrane, with subsequent
budding off from the ER to the cytoplasm after reaching a critical size (Tauchi-
Sato et al., 2002; Martin and Parton, 2006). According to this model, a newly
formed hydrophobic neutral lipid core detaches itself creating an independent
organelle, surrounded by a phospholipid monolayer derived from the
cytoplasmic leaflet of the ER coated with proteins that lack transmembrane
spawning domais (Brown, 2001; Murphy, 2001; Robeneck et al., 2004; Martin
and Parton, 2006; Brasaemle and Wolins, 2012).

Accumulating evidence from different studies suggests however a greater
complexity of lipid droplet formation and structure than initially anticipated, giving
rise to new hypothetical models for lipid droplet biogenesis (Robenek er al.,
2004; Ploegh, 2007; Wan et al., 2007; Bozza et al., 2009; Guo et al, 2009). One
of these alternate models is based on cryofracture microscopy experiments,
which reveals apparent ER membranous structures in close contact with lipid
droplets. In fact, the authors postulate that newly formed lipid droplets originate
close to ER in chalice-shaped clefts, where lipid droplets structural proteins
would mediate transport and deposit of neutral lipids (Robenek et al., 2006). In
addition, electron microscopy studies have reported images suggestive of
membranous structures, such as membrane “wrinkles”, within lipid droplets. This
would allow the localization of proteins with predicted membrane insertions and
transmembrane domains to permeate lipid droplet cores (Dvorak et al., 1992,
1993, 1994; Bozza et al., 1997; Robenek et al., 2005; Walther and Farese,
2009). In agreement with this model, findings of in situ enzymatic activity within
lipid droplets, such as eicosanoid production discussed below (Section 2.1),
suggest the existence of subcompartments inside these organelles made
possible through the incorporation of ER-derived membranes (Wan et al., 2007;
Bozza et al., 2009, Melo et al., 2013; Melo and Weller, 2014).

Lipid droplets biogenesis is an induced, well-regulated process, and dependent
on several stimuli in each specific cell type. In the presence of interleukins or
chemokines, leukocytes rapidly form lipid droplets even in absence of
exogenous lipids (Bozza et al., 1998; Bartemes et al., 1999; Bandeira-Melo et
al., 2001, 2002; Pacheco et al., 2007). In neutrophils, lipid droplets are induced
in vitro after stimulus with platelet-activating factor (PAF), protein kinase C
(PKC) activators, or cis-unsaturated fatty acids such as oleic acid or arachidonic
acid (Weller et al., 1989, 1991; Bozza et al., 1996a, 1996b). Increase in lipid
droplet biogenesis in neutrophils and macrophages can also be triggered by
lipopolysaccharides (LPS) or oxidized low-density lipoproteins (oxLDL), but not
native LDL, indicating the role of receptor-mediated events (Ross, 1995; Li and
Glass, 2002; Pacheco et al.,, 2002; Silva et al., 2002; Schimitz and Grandl,
2008). Also, it has been described that leptin can promote formation of lipid
droplets in macrophages, showing an important role of phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) and the mammalian target of rapamycin (mTOR) in this process
(Maya-Monteiro et al., 2008). Besides leukocytes, distinct signaling pathways in
lipid droplets biogenesis were availed in other cell types. In epithelial cells, lipid
droplets formation was detected after treatment with unsaturated fatty acids,
involving PI3K and p38 kinase activity (Moreira et al., 2009). The function of
phospholipase D1 and ERK2 was evaluated both in fibroblasts and in a cell-free
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system (Andersson et al., 2006), and it was revealed that P311 protein has a
pivotal role in lipid droplets biogenesis in lung fibroblasts after retinoic acid
stimulation (Leung et al., 2008). Moreover, serum-induced lipid droplets
formation in several cell types depends on citosolic phospholipase A2-a (cPLA2-
o) phosphorylation on Ser®® residue, mediated by c-Jun N-terminal kinase
(JNK) and ceramide kinase (Gubern et al., 2008, 2009). In mouse adipocytes,
Prp19p and fat specific protein 27 (FSP27) were identified as lipid droplets
constituents, and necessary for their biogenesis (Cho et al., 2007; Puri et al.,
2007; Nishino et al., 2008). Also, a homologue for seipin, a protein involved in
an autosomal recessive disorder known as Berardinelli-Seip Congenital
Lipodystrophy, is necessary for lipid droplets formation in yeast (Szymanski et
al., 2007; Fei et al., 2008). And in endothelial cells, lipid droplets formations was
seen during hypoxia through PCK activation and tyrosine kinases-dependent
signaling (Scarfo et al., 2000).

Lipid droplets biogenesis is a highly dynamic process, in which is possible to
detect newly formed organelles until one hour after stimulus. Thus, studies
addressed the necessity of protein synthesis in this process. Pre-treatment of
leukocytes with protein synthesis inhibitors partially interrupted the induction of
new lipid droplets after PAF stimulation (Bozza et al., 1997), suggesting that,
depending of the stimulus, de novo protein synthesis and activation of early
genes is important for this process to occur (Bozza et al., 1996a; 1996b; 1997;
Bandeira-Melo et al., 2001b; Pacheco et al., 2002). Indeed, signaling control of
protein synthesis and stability contributes to the dynamics of lipid droplet
accumulation. The mTOR-dependent signaling pathway was shown to be
important in the translational control of lipid droplet biogenesis (Maya-Monteiro
and Bozza, 2008), since leptin-induced lipid droplets were drastically reduced by
treatment with the mTOR inhibitor rapamycin (Maya-Monteiro et al., 2008). It
has been suggested that mTOR controls the translation of adipocyte
differentiation-related protein (ADRP) in adipocytes stimulated with conjugated
linoliec acid and in macrophages stimulated with leptin (Chung et al., 2005;
Maya-Monteiro et al., 2008). ADRP is a lipid droplets structural protein known to
be directly involved in lipid biogenesis, and increased ADRP expression by itself
has been shown to directly correlate with an enhanced capacity of neutral lipid
storage, as ADRP promotes intracellular accumulation of triglycerides and
cholesterol, and reduces cholesterol efflux (Larigauderie er al., 2004). ADRP
may also act as a nucleation center for the assembly of lipids to form nascent
lipid droplets, and enhance its stability in lipolytic conditions (Wang et al., 2003;
Gross et al., 2006). Transcription-dependent mechanisms are also involved in
lipid droplets biogenesis. The peroxisome proliferator-activated receptors
(PPAR), a family of nuclear transcription factors, were associated to lipid
droplets formation during macrophage differentiation (Nagy et al., 1998;
Tontonoz et al., 1998). Specific PPARy ligands potentiate lipid droplets
biogenesis induced by oxLDL, by PAF-like agonists, and by granulocytes
colony-stimulating factor (G-CSF) (De Assis et al., 2003; Inazawa et al., 2003).
PPARYy directly regulates the expression of several genes participating in fatty
acid uptake, lipid storage and the inflammatory response by binding to specific
DNA response elements in target genes as heterodimers with the retinoid X
receptors (RXR), including fatty acid synthase and ADRP (Gearing et al., 1993;
Keller et al., 1993; Chawla et al., 2001).
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1.2. Lipid droplets biogenesis in cancer

Increasingly information about lipid droplets biology has  being  gathered
during the last few decades, and consequently its potential role in the
pathophysiology of diseases is gradually being revealed. Increase in lipid
content and defect in lipids regulation are common phenotypes seen in some of
these cases, and several studies associate the increase of lipid droplets
formation to extremely spread and economically relevant diseases, like diabetes
(Bostrom et al., 2007; Bostron et al., 2010), atherosclerosis (Larigauderie et al.,
2004; 2006; Paul et al., 2008), and inflammatory processes (Ridley e Ridley,
1987; Triggiani et al., 1995; Bozza et al., 1996b; Hernandez-Pando et al., 1997,
Cardona et al., 2000; Pacheco et al., 2002; D’Avila et al., 2006; Pacheco et al.,
2007). In the same manner, upregulated lipogenesis is also seen in numerous
carcinomas and has been associated with poor prognosis in breast, prostate
and colon cancer. (Swinnen et al., 2006; Kuhajda et al., 2006). Two processes
may be responsible for the increased numbers of lipid droplets in tumor cells:
the association of transformed cells with adipose tissue surrounding the tumor
site or necrotic parts within the tumor (Zoula et al., 2003; Moritani et al., 2011;
Nieman et al., 2011); and intrinsic changes to lipid metabolism. Altered lipid
metabolism in cancer cells involves modulation of numerous lipogenic enzymes
(Kuhajda 2006; Wang et al., 2012), and culminates in the accumulation of newly
formed lipid in cytoplasmic lipid droplets (Table 1). Indeed, enhanced numbers
of lipid droplets have been described in several neoplastic process, including
colon adenocarcinoma (Accioly et al., 2008), invasive squamous cervical
carcinoma (Than et al., 2003); human brain tumor (Opstad et al., 2008),
hepatocarcinoma (Dvorak et al., 1993), and Burkitt lymphoma (Ambrosio et al.,
2012) (Table 1), and may be directly associated with events of cellular
transformation.

The observation that some neoplastic cells exhibit increased numbers of lipid
droplets has raised the possibility of using the detection of lipid droplets and/or
overexpression of PAT proteins (perilipin, ADRP, and tail-interacting protein of
47 kDa) as biomarkers for specific cancer types, cancer stage, or cancer
aggressiveness (Table 1). For example, it has been described that PAT proteins
are frequently expressed in neoplastic tissues which develop some degree of
steatosis, such as hepatic, colorectal, and renal cell carcinomas, albeit each of
these cancer types exhibits a distinct pattern and distinct expression levels of
each PAT family member (Straub et al. 2010). Among all PAT proteins, the
relevance that ADRP is attaining as a potential biomarker for tumorigenesis is of
particular interest. This is supported by the differential expression of ADRP in
several human carcinomas such as renal cell carcinomas, hepatocellular
carcinoma, colon carcinoma, and in the apocrine carcinoma of the breast (Rae
et al. 2000; Kurokawa et al. 2004; Yao et al. 2005, 2007; Matsubara et al. 2011;
Moritani et al. 2011). ADRP overexpression was also found in malignant or
premalignant cutaneous lesions (Ostler et al. 2010). Interestingly, ADRP was
recently pointed out as an interesting biomarker for Burkitt lymphoma, especially
because of its specific overexpression pattern when compared with diffuse large
B cell lymphomas (Ambrosio et al. 2012). Using lipid-body-associated proteins
as transformation biomarkers would be useful to distinguish tumor types and
staging, as seen between two lymphomas that exhibit a similar cytological
presentation.
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Although recently published data suggest that the increase of lipid droplet
numbers occurring in cells undergoing cell proliferation is a common feature in
many neoplastic process and may contribute towards cell proliferation, no
definitive studies are presently available that establish a causal link between
cytoplasmic lipid droplet increase and carcinogenesis. Evidently, further work on
the mechanistic impact of increased lipid body formation in tumor cells is still
needed. Nevertheless, this review will focus on the multiple roles that lipid
droplets may fulfill in several cancer scenarios, summarizing recent advances in
understanding lipid droplets participation for the establishment of some
hallmarks of cancer in the multistep development of tumors (Hanahan and
Weinberg, 2011). Also, we discuss the detection of cancer-related proteins
through analysis of proteomic studies targeted on lipid droplets extracted from
both malignant and non-malignant cells.

1.3. Lipid Droplet Structure and Composition

Over the past decade, there has been a rise in interest in the interactions of
proteins surrounding intracellular LD. The various proteomics studies that have
been published, some proteins are seen in all studies, whereas some proteins
are unique to an individual study. In part, this might arise from the fact that
different cells and cell lines have been used, with the results being influenced by
the fact that certain proteins are expressed in a cell-specific manner. The
proteins associated with LD have been characterized in different specialized
mammalian cell types including 3T3-L1 adipocytes, mammary epithelial cells,
hepatic cells (Hodges and Wu, 2010), Caco-2/TC7 enterocytes (Bouchoux et al.,
2011), muscle cells (Zhang et al., 2011) and insulin producing B-cells (Larsson
et al., 2012). These studies indicate that the proteome of cytosolic LD depends
on the cell type although common features occur. The structural PLIN proteins
(Kimmel et al., 2010) are always present on LD. Proteomic analyses of LD from
human monocytic U937 cells detected proteins involved in cholesterol and
triglyceride metabolism, Rab GTPases and many membrane and endoplasmic
reticulum (ER)-associated proteins. Moreover, the presence of ribosomes, ER-
like membranes and many membrane-associated and ER luminal proteins
within LD, indicates that LD may be sites of protein synthesis (Wan et al., 2007).
This hypothesis is supported by the demonstration in lipid droplets of 3H-uridine
accumulation and mRNA detection by in situ hybridization (Dvorak, 2005).
Proteomic analyses of purified leukocyte-derived lipid droplet fractions identified
several ribosomal subunit proteins as well as translation initiation factors (Wan
et al., 2007). Moreover, ribosomal and RNA-interacting proteins have also
identified in proteomic analyses of lipid droplets from a hepatoma cell line
expressing the capsid protein from hepatitis C virus (Sato et al., 2006).

A recent total proteome study of LD from mammalian cells revealed a
total of 125 proteins (Bartz et al., 2007). Along with the known droplet structural
proteins, various lipid synthetic enzymes and membrane trafficking proteins
were identified. Among those were 18 Rab proteins, which can be classified as
GTP-dependent switches that control the inter-compartmental flow of
membranes (Liu et al., 2004). Proteomic studies of phosphorylated proteins on
lipid droplets isolated from Hela cells identified 45 phosphorylated proteins,
including ADRP, Rab, and ATGL (Bartz et al., 2007; Kim et al., 2006). The
presence of caveolin has been demonstrated on newly formed lipid droplets
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from microsomal membranes lacking raft structures (reviewed in Olofsson et al.,
2008). Further studies are needed to unravel the role of caveolin in the biology
of the LD.

LD may also play an active role in lipid synthesis. Lipid synthetic enzymes have
been found on lipid droplets isolated from mammalian cells (Bozza et al., 2011,
Zhang et al.,, 2010). Proteome of LD fractions isolated from Caco-2/TC7
enterocytes expressing or not hepatitis C virus core protein by a differential
proteomic approach (iTRAQ) identified 42 proteins, 21 being involved in lipid
metabolism (Beilstein et al., 2013). Perilipin-1 is found specifically on the
adipocyte lipid droplet, perilipin-5/OXPAT is expressed in cells that have a high
capacity for fatty acid oxidation, such as cardiac muscle cells, while perilipin-
2/ADFP/ADRP and perilipin-3/TIP47 are ubiquitous (Wolins et al., 2006).
Enzymes involved in cholesterol biosynthesis have been routinely identified in
proteomic studies (Hodges and Wu, 2010; Bouchoux et al., 2011; Bartz et al.,
2007). One study compared Cholesterol Ester (CE) enriched-LD with TAG-
enriched LD using tandem mass tags based proteomics, where found 278
proteins in similar amounts. These proteins included proteins previously found
on LD, including membrane trafficking proteins annexin 2, Rab5c, and Rab8a,
structural proteins vimentin, a-tubulin, and b-tubulin, chaperone proteins HSPa8,
HSPd1, GRP78, HSP70, and HSP9O0, as well as LD protein ADRP (Plin2) and
Vdac1, last one that is involved in lipid transfer within the mitochondria (Khor et
al., 2014). Several in vitro studies have verified both the presence and activity of
these enzymes on lipid droplets (Sorger et al., 2002; Moessinger et al., 2011;
Fujimoto et al., 2007), suggesting that the lipid droplet is a cellular site for some
steps of lipid synthesis.

Together, proteomic studies not only demonstrate the dynamic activities of lipid
droplets but also provide important information for further mechanistic
investigation of this organelle in many diseases like obesity, diabetes and
cancer.

2. IMPLICATIONS OF LIPID DROPLETS IN CANCER

21. Lipid Droplets in Inflammation and Tumor Microenvironment
Establishment

LD accumulation during inflammatory conditions has been extensively
documented in leukocytes. In these cells, LDs are linked to the regulation of
immune responses by compartmentalization of several proteins and lipids
involved in the control and amplification of eicosanoid biosynthesis. Arachidonic
acid is one major ingredient of animal fats and the biologically active lipids
derived from this substrate have crucial roles in chronic inflammation and
cancer. The metabolism of arachidonic acid by cyclooxygenase (COX),
lipoxygenase (LOX) and P450 epoxygenase pathways generates eicosanoids,
including prostanoids, leukotrienes, hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs),
and others. Epidemiological, clinical and animal studies provide evidence that
activation of COX and LOX pathways during chronic inflammation and
carcinogenesis results in aberrant metabolism of arachidonic acid (Wang and
Dubois, 2010).

LD in leukocytes are remarkably linked to inflammatory responses and
considered structural markers of inflammation (reviewed in Melo et al., 2011,
and in Saka and Valdivia, 2012). Analyses of lipid droplets in different cell types
and stimulatory conditions demonstrated that lipid droplets are particularly active
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sites for the metabolism of arachidonyl lipids. Electron microscopic, auto
radiographic and subcellular fractionation observations demonstrated that
arachidonate is incorporated and estherified prominently in lipid droplets of
leukocytes, epithelial cells and neoplastic cells (Dvorak et al., 1983, 1993;
Weller et al., 1989, 1991; Plotkowski et al., 2008). Free arachidonic acid is an
extremely reactive molecule that functions in cell signaling, acting as an
intracellular second messenger, as a paracrine mediator of cell activation and as
substrate for enzymatic conversion into eicosanoids (Yaqoob, 2003; Six and
Dennis, 2000). Although negligible amounts of free arachidonic acid were
identified in lipid droplets, different enzymes involved in arachidonic acid
metabolism were demonstrated to localize in lipid droplets, thus providing strong
evidence for major role for lipid droplets in arachidonic acid metabolism.
Arachidonic acid is inert and protected within the droplet. To function as a
signaling molecule, arachidonic acid must be released by phospholipases and
the free arachidonate then gains acess to eicosanoid-forming enzymes. cPLA2
hydrolyzes arachidonic acid from the sn-2 position of glycerophospholipids and
is the rate-limiting enzyme in the formation of eicosanoids and PAF (Ghosh et
al.,2006). cPLA2 and its activating protein kinases, ERK1 and ERK2, were
demonstrated to co-localize at LD in cells responding to a wide range of stimuli,
including arachidonic acid (Moreira et al., 2009, Wooten et al., 2008).
Furthermore, high cPLAZ2 specific activity was enriched in purified LD-containing
fraction (Yu et al.,1998).

It have been established that lipid bodies are specialized, inducible
cytoplasmic domains that have central roles to control the synthesis and
secretion of inflammatory mediators, regulating for example the type and
amount of eicosanoid produced. A role for LD in enhanced eicosanoid
generation is supported by the presence of key eicosanoid-forming enzymes to
these organelles during inflammatory and neoplastic conditions. By analyzing
cells stimulated in vitro (Dvorak et al., 1992, 1993; Bozza et al., 1997, 1998;
Accioly et al., 2008; Silva et al., 2009) or obtained from in vivo inflammatory
responses (Pacheco et al., 2002; Vieira-de-Abreu et al., 2005; D’Avila et al.,
2006; Maya-Monteiro et al., 2008), the major enzymes 5-LO, 15-LO and COX,
involved in the enzymatic conversion of AA into eicosanoids, were shown to
localize within LD by using a variety of stimulatory conditions and techniques,
including immunecytochemistry and immunofluorescence, ultrastructural post-
embedding immunogold labeling, and western blotting from subcellular fractions.
Moreover, LTC4-synthase, PGE-synthase and FLAP, members of the
membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism family
(MAPEG), can be found within LD (Accioly et al., 2008; Silva et al., 2009; Bozza
et al., 1997, 2009; Araujo-Santos et al., 2010). Together, these data suggest
that LD may compartmentalize the complete enzymatic machinery for
eicosanoid synthesis on inflammatory and neoplastic conditions, contributing to
amplification of the inflammatory mediators production. Importantly, eicosanoid
formation within lipid droplets is not restricted to leukocytes. Cells that produce
high quantities of eicosanoids under physiological conditions were demonstrated
to exhibit high lipid droplets numbers containing eicosanoid synthesizing
enzymes, including granulosa cells of periovulatory follicles involved in the
production of PGE,, necessary for normal ovulation (Seachord et al., 2005),
luteal steroid-producing and interstitial cells involved in regression of the corpus
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luteum (Arend et al., 2004), and fetal membranes with advancing gestation and
labor (Meadows et al., 2003, 2005).

Its also important to note that are significant correlations between LD
formation and enhanced generation of both 5-LO- and COX-derived eicosanoids
(LTC4, LTBs and PGE,) were observed, thus indicating that LD numbers in
leukocytes would result in enhanced capacity of eicosanoid production in vitro
(Bozza et al., 1996a., 1996b, 1997, 1998; Pacheco et al., 2007; Weller et al.,
1999; Bartemes et al., 1999) and in vivo (Pacheco et al., 2002, Maya-Monteiro
et al., 2008; Vieira-de-Abreu et al., 2005; de Assis et al., 2003; Melo et al., 2003;
Silva et al.,, 2002). Collectively, the data gathered indicate a role for LD in
favoring the increased eicosanoid production. Even though evidence of correct
recruitment, assembly and activation of the eicosanoid forming enzymatic
machinery has been provided, direct proof of eicosanoid synthesis at the
different subcellular compartments came only after the development of a lipid
immunolabeling technique termed EicosaCell. This method has served as a tool
to immobilize and label eicosanoids at the exact locale of their synthesis and
has given further insight into the functionality of subcellular protein organization.
Since eicosanoids are not stored, but are synthesized and released
immediately, we do not analyze translocation, but only compartmentalization of
their synthesis (reviewed in Bandeira-Melo et al., 2011). The first evidence of
eicosanoid-synthesis within a compartment different from the perinuclear
membrane came from a study performed by Bozza and collaborators (Bozza et
al., 1997). Interestingly, the LD are the major intracellular sites for the activation-
elicited formation of LTC4 (Schaloske and Dennis, 2006; Wooten et al., 2008;
Vieira-de-Abreu et al., 2005), and LTBs; (Bozza and Weller, 2001) in
macrophages and neutrophils, and PGE, in macrophages and epithelial cells
(Weller et al., 1989, 1999; Roulin et al., 1999; Weibel et al., 2009).

There is increasing evidence that LD may act as sites for inflammatory
mediators in other cell types and not are restricted to inflammatory responses.
Enzymes involved in PG synthesis, such as phospholipase A;, were associated
with LB formation in cells from human fetal membranes (Meadows et al., 2005)
and in an epithelial cell line stimulated with arachidonic acid or oleic acid
(Moreira et al., 2009). Moreover, PGE; production was directly detected within
LD from epithelial cells, indicating a potential role for these organelles in
epithelial cell-driven inflammatory functions (Moreira et al., 2009). One recent
study demonstrated the biogenesis of LD in muscle cells cultured with the
intracellular protozoan parasite Toxoplasma gondii and showed a significant
time-dependent increase in PGE; generation that positively correlated with LD
formation in T. gondii-infected muscle cells, but not in uninfected cells (Gomes
et al., 2014). Interestingly, endothelial and epithelial cells related with
pathological conditions such as in cancer, hypoxia and during infections were
shown to contain increased numbers of eicosanoid-synthesizing LD (Dvorak et
al., 1992, 1993, 1994, Scarfo et al., 2001; Meadows et al., 2005; Accioly et al.,
2008; Plotkowski et al., 2008; Paiva et al., 2010). Moreover, the heterogeneity of
composition and function of LD in hepatocytes during inflammatory conditions is
discussed. Under resting conditions, hepatic stellate cells displayed high
numbers of large droplets that are implicated in the storage of retinoids (vitamin
A and its metabolites) and present undetectable levels of leukotriene production
(Paiva et al., 2010; Blaner et al., 2009; Friedman, 2008; Borojevic et al., 1990;
Guaragna et al., 1991). Although retinoid storage ability is lost during hepatic
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stellate cell activation including during schistosomiasis infection (Paiva et al.,
2010; Blaner et al., 2009; Friedman, 2008; Borojevic et al., 1990; Guaragna et
al., 1991), schistosome-derived hepatic stellate cells LD are sites of 5-LO
compartmentalization and acquire leukotriene formation functions (Paiva et al.,
2010). In agreement of a role for schistosome-derived hepatic stellate cell LD in
leukotriene formation, lipid bodies contribute to leukotriene production in
response to pathogen infections in different cell types and pathological
conditions (Pacheco et al., 2002, 2007; D’Avila et al., 2006; Sorgi et al., 2009).
Altogether, these features highlight the potential heterogeneity of lipid bodies
and suggest that many aspects of its structure and function depend on cell type,
activation state and inflammatory environment.

2.2. Lipid Droplets and Lipid Metabolism in Cancer

Changes in lipid metabolism can affect numerous aspects of cell homeostasis,
such as the availability of structural lipids for membrane synthesis and energy
production and the magnitude of the lipid-based inflammatory mediators
produced. Each of these factors has a strong impact on vital cellular processes,
including cell growth, proliferation, differentiation, and motility, and thus impact
on cancer promotion and growth (Santos and Schulze 2012). On the basis of
this, enzymes involved in lipid mobilization from lipid storage sites such as lipid
droplets may be appropriate targets for cancer therapy and drug development.
Accordingly, recent reports suggest a relationship between lipolytic and
lipogenic enzymes with tumor development. For example, Nomura and
collaborators showed that aggressive human cancer cells acquire the ability to
liberate fatty acids from lipid neutral stores as a consequence of heightened
expression of a lipolytic enzyme, monoacylglycerol lipase (MAGL). Also, this
fatty acid network is enhanced by oncogenic signaling lipids, such as PGE2 and
lysophosphatidic acid, which promote migration, invasion, survival, and in vivo
tumor growth (Nomura et al. 2010). Moreover, overexpression of MAGL
increases the pathogenicity of nonaggressive tumor cell lines, whereas the use
of a specific MAGL inhibitor was sufficient to cause this phenotype to revert
(Nomura et al. 2010). Taken together, these data strongly designate MAGL as a
potential pharmacological target for cancer therapy.

The discovery of a fat mobilization mechanism between stromal and cancer
cells brought into the picture a possible role for lipid accumulation also in
microenviroment-induced tumor growth and metastasis. Metastasis of ovarian
cancer to the omentum was shown to be mediated by local adipocytes, which
promoted the initial homing of tumor cells through secretion of IL-6, IL-8, MCP-1,
and tissue inhibitor of metalloproteinases 1 (TIMP-1) (Nieman et al. 2011).
Subsequently, adipocytes provided fatty acids to cancer cells, which displayed
increased lipid droplet formation and increased activity and expression of key
enzymes for [-oxidation, and consequentially developed into larger tumor
masses (Nieman et al. 2011). Remarkably, this mechanism was not limited to
ovarian cancer cells, but was also true for breast and colon malignant cells
(Nieman et al. 2011), and provides a rationale for sustained growth of cancer
metastasis targeted to an adipocyte-rich environment. It was pointed out that
fatty acid binding protein 4 (FABP4), a member of the lipid chaperone-like
proteins FABPs which bears variable and selective affinity for long chain fatty
acids (Furuhashi and Hotamisligil, 2008), is directly involved in the metabolic
changes that occur in ovarian cancer metastasis at the omentum (Nieman et al.
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2011). Expression of FABP4 in metastatic cancer was associated with the
proximity to stromal adipocytes, since immunohistochemical staining revealed
strong FABP4 expression in ovarian cancer cells at the adipocyte-cancer cell
interface (Nieman et al., 2011). Moreover, the use of a FABP4 inhibitor
drastically reduced lipid accumulation in cancer cells, and knockdown of FABP4
in host mice adipocytes reduced ovarian cancer metastasis and tumor burden in
the omentum (Nieman et al. 2011). Interestingly, FABP4 was previously
described in macrophages as a pivotal enzyme for cholesterol traffic and
associated inflammation (Makowski et al. 2005), and an increased amount of
FABP4 in plasma was also associated with carotid atherosclerosis or acute
ischemic stroke (Holm et al. 2011). Impairment of FABP4 expression in
macrophages suppressed the inflammatory function of these cells, including
decreased expression of COX-2 and diminished PGE2 production (Makowski et
al. 2005). These findings support the relevance of lipid storage mobilization not
only for energy delivery for cancer growth, but also during formation of an
inflammatory  microenvironment, which could conjunctly help tumor
establishment. Accordingly, other reports have suggested the development of
specific therapies that target the cross talk and fueling of cancer metabolism by
the microenvironment (Pavlides et al. 2009; Martinez-Outschoorn et al. 2010).

Alongside tumor fueling, lipid metabolism was also implicated in cancer-
associated cachexia (CAC), a multifactorial metabolic syndrome associated with
loss of muscle and adipose mass (Tisdale, 2009). CAC is supposed to be the
immediate cause of death in about 15% of cancer patients (Deans and
Wigmore, 2005; Fearon and Moses, 2002), but the mechanistic events that lead
to this syndrome are still poorly understood. CAC pathogenesis is associated
with severe lipid loss, and an increased secretion of lipolytic factors has been
described in CAC patients (Tisdale, 2009). Based on this, Das and collaborators
hypothesized that disruption of fat catabolism could prevent initiation and/or
progression of CAC (Das et al., 2011). To evaluate this, wild-type mice or mice
lacking either Atgl or Hsl genes were submitted to cancer-associated cachexia
by subcutaneous injection of Lewis lung carcinoma cells or B16 melanoma cells.
To note, adipose triglyceride lipase (ATGL) and hormone-sensitive lipase (HSL)
are the enzymes most widely responsible for the hydrolysis of triacylglycerols
from lipid droplets fat storage (Zechner et al., 2009). After subtracting tumor
weight, wild-type mice bearing tumors displayed decreased total body weight
and reduce white adipose tissue (WAT) when compared with healthy
counterparts (Das et al., 2011). In contrast, body weight of Atgl”™ mice with
tumors were always identical to Atgl™ mice without tumors, whereas Hsl”
displayed an intermediate phenotype (Das et al., 2011). Surprisingly, disruption
of Atgl in tumor-bearing mice prevented not only WAT wasting, but preserved
the mass of gastrocnemius muscle as well, whereas wild-type mice bearing
tumors displayed gastrocnemius muscle atrophy (Das et al., 2011). Also, the
authors revealed that increased ATGL or HSL hydrolase activity in visceral WAT
correlates negatively with body mass index of cancer patients (Das et al., 2011).
Although the mechanism for protection of adipose and muscle loss in lipase-
deficient mice was not clarified, based on these results the pharmacological
inhibition of lipases may contribute to cancer-associated cachexia prevention.
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2.3. Lipid Droplets in Cell Proliferation

Recently published data has shown that an increase in lipid droplet numbers
occurs in cells undergoing cell proliferation and that this is a common feature in
many neoplastic processes (Bozza and Viola, 2010). Although they suggest it
may contribute to cell proliferation, no definitive studies are presently available
that establish a causal link between the increase in lipid droplet numbers and
development of cancer.

Interestingly, a variety of signaling-associated proteins have been demonstrated
to compartmentalize within lipid droplets, suggesting a key role for this organelle
as a cytoplasmic hub favoring proliferative intracellular signaling. Proteins with
well-established roles in oncogenic cell transformation, tumorigenesis, and
metastasis, including PI3K, ERK1, ERK2, p38, PKC and caveolin, were shown
to localize to lipid droplets in a variety of cell types (Yu et al., 1998; Yu et al.,
2000; Pol et al., 2001; Fugimoto et al., 2001; Chen et al., 2002; Cohen et al.,
2004). As stated previously, the presence of MAP kinases ERK1, ERKZ2, and
P38 in lipid droplets is linked to activation of cytosolic phospholipase Az (cPLA>)
and mobilization of arachidonic acid from glycerophospholipids in response to
extracellular stimuli (Yu et al., 1998). PI3K regulatory and catalytic subunits
were also localized to lipid droplets in a human histiocytic lymphoma cell line
and in PAF-stimulated human neutrophils (Yu et al., 2000). Of note, co-
immunoprecipitation studies demonstrated PI3K subunit p85 to be physically
associated with phosphorylated Lyn kinase in lipid droplets of activated human
neutrophils (Yu et al., 2000), which is fully compatible with the possibility that
PI3K-mediated signaling may be active within cytoplasmic lipid droplets.
Interestingly, the signaling axis PI3K/Akt/mTORC1 is known to induce the
activity at least one of the sterol regulatory element-binding proteins (SREBP), a
group of transcription factors that regulates fatty acid, phospholipid, cholesterol,
and triacylglycerol synthesis (Horton, 2002). In this sense, mTORC1 can target
SREBP in multiple ways, including induction of SREBP processing, regulation of
protein stability, and modulation of its subcellular localization (Shao and
Espenshade, 2012). Thus, activation of oncogenic pathways such as PI3K could
stimulate lipid synthesis and accumulation, supported by the evidence that
SREBP transcriptional factors are overexpressed in a number of cancers
(Mendez and Lupu, 2007). Despite this, until now no study unraveled the actual
role of lipid droplet-resident kinases to cell proliferation, although it is supposed
that compartmentalization of kinase-mediated signaling within lipid droplets may
act as scaffold to favor quick intracellular signaling upon cellular stimulation
mediated by specific membrane receptors. Hence, lipid droplets could be a
potential downstream target against uncontrolled triggering of membrane
receptors signaling cascade.

The wide variety of signaling-associated proteins localized to lipid droplets
suggests that these organelles may partake in cellular proliferation and
differentiation. One of the possible mechanisms that remains to be addressed is
in which manner lipid droplets contribute to cell cycle progression, and if lipid
droplet-biosynthesis or composition may play a role in uncontrolled proliferation
that culminate in pathologies such as cancer. The first mechanistic insights on
how lipid droplets may participate in cell cycle regulation were provided by
studies in budding yeast suggestive of a direct link between cell cycle-regulatory
kinases and lipid droplet-derived triacylglycerol degradation (Kurat et al, 2009).
It was observed that the yeast lipase Tgl4, an analogue of the human lipase
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ATGL that colocalizes in lipid droplets, is a target for phosphorilation by the
major yeast cell cycle regulator, Cdc28 (human CDK1 analogue) (Kurat et al,
2009). Absence of Cdc28-mediated phosphorilation leads to a loss of Tgl4
lipolyse activity and, consequently, a delay on bud formation and cell cycle
progression. In addition, combined inhibition of both lipid hydrolysis and fatty
acids production completely abolished progression through G1 cell cycle phase
(Kurat et al, 2009). Together, these data suggest the existence of a general
mechanism in yeast that coordinates membrane synthesis with cell-cycle
progression. More recently, another work demonstrated that lipid droplets
regulation may be tightly coordinated with cell cycle progression in fission yeast.
In this model, events of lipid droplet formation were observed by time-lapse
confocal microscopy during G2 cell cycle phase, divided between de novo
biogenesis and a supposedly fission process of preexistent lipid droplets (Long
et al., 2012).

A positive correlation of lipid droplet increase in numbers and cell proliferation
has been established as well in colon cancer cells (Aciolly et al., 2008).
Although not clear if it is cause or consequence of the transformation process, a
clear dependency of the maintenance of these lipid bodies for continued cellular
proliferation was established. Accordingly, an association between lipid droplets
and cell proliferation has also been observed in the regenerating liver of
caveolin-1 knockout mice (Fernandez et al., 2006). Caveolin-1 belongs to a
group of proteins involved in caveolae formation and lipid homeostasis, and was
previously described as important for lipid droplets biogenesis (Martin and
Parton, 2006). Hepatocytes from caveolin-1 deficient mice exhibit a reduced
number of lipid droplets and cell cycle arrest at the G1 phase following partial
hepatectomy, which impaired liver regeneration and reduced mice survival
(Fernandez et al., 2006). Since glucose administration was able to reestablish
cell cycle progression, it is possible that, in this system, caveolin-containing lipid
droplets supply hepatocytes with energy to fuel its high metabolic rate, enabling
proliferation (Brasaemle 2006; Fernandez et al., 2006). Interestingly, delayed
liver regeneration was also observed in ADRP knockout mice (Kohjima t al.,
2013), in which hepatic triglycerides content has been previously described as
markedly reduced (Chang et al., 2010). Nevertheless, despite all promising data
concerning lipid droplets and cell cycle progression, until now it is still unclear
whether lipid droplets directly play a role in cell proliferation.

Still, an interesting study revealed that specific lipids molecules play active roles
and are essential for cellular division. Establishing a lipidomic comparison
between mitotic and S cell cycle phase cells, Atilla-Gockumen and collaborators
discovered that eleven lipid species accumulate at least 4-fold in cytokinesis,
including an unusual sterol derivative and an ether/ester-linked phosphatidic
acid which differs from diesters phospholipids traditionally found in mammalian
cells (Atilla-Gockumen et al., 2014). Eight of the lipids identified were described
as subspecies within the sphingolipid family, and accordingly, disruption of
several enzymes involved in sphingolipid metabolism, among others lipid-related
enzymes, caused cell division defects (Atilla-Gockumen et al., 2014). Using
atomic force microscopy, the authors also revealed that lipids isolated from
dividing cells have distinct morphological and mechanical proprieties, and
plasma membrane from cells in cytokinesis displayed increased mechanical
resistance, being able to withstand substantially higher forces applied during
force spectroscopy (Atilla-Gockumen et al., 2014). Finally, it was observed that
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dividing cells specifically regulate their lipid composition at midbodies, a
transient structure seen near the end of cytokinesis just prior to the complete
separation of the daughter cells (Atilla-Gockumen et al., 2014). Collectively,
these data shows that cells not only regulate precisely the timing to synthesize
specific lipids, but also the where these lipids are located within larger structures
of the cell. Besides, this work shed light to the importance of lipid composition
for a fundamental biological process such as cellular division.

2.4. Lipid Droplets in Apoptosis and Cell Death

It has been reported that apoptosis induction leads to accumulation of lipid
droplets (Callies et al. 1993; Hakumaki and Kauppinen 2000; Blankenberg
2008). In a practical application, an increase in cellular lipid droplet content has
been used as an in vivo marker of post treatment tumor cell death through 1H
nuclear magnetic resonance spectroscopy, a noninvasive diagnostic technique
(Hakumaki et al. 1999; Blankenberg 2008). Given that lipid droplet accumulation
is one of the first events that occurs on apoptosis induction, techniques based
on 1H nuclear magnetic resonance spectroscopy should be useful in detecting
the earliest signs of cell death following cancer treatment. Moreover, the early
onset of lipid droplets formation during apoptosis may delay accumulation of
toxic fatty acids. Indeed, increased lipogenesis and/or induced [(-oxidation
protected skeletal muscle cells and pancreatic [ cells from toxicity associated
with free fatty acids (Henique et al. 2010; Choi et al. 2011). It was recently
described that early lipid accumulation in apoptotic cells is due to inhibition of
mitochondrial fatty acid B-oxidation and redirection of fatty acids to de novo lipid
synthesis, occurring downstream of apoptosis-induced activation of p53 and
inhibition of mMTOR signaling pathways (Boren and Brindle 2012). Also,
mitochondrial dysfunction and increased levels of mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) correlated with inhibition of fatty acid oxidation (Boren and
Brindle 2012). Similar effects were seen in tumor cells after MYC inhibition,
which caused accumulation of lipid droplets as a direct consequence of
mitochondrial dysfunction (Zirath et al., 2013). Even though these evidences
about the relationship between lipid droplets and cell death may attract attention
to a possible function in cancer cell survival, the relevance of lipid droplet
biogenesis during apoptotic or preapoptotic events is still largely unknown.
Recently, a large-scale transcriptome analysis using human microarray datasets
of normal brain tissues or glioblastoma tissues revealed an interesting
correlation between regulative apoptotic caspases and genes involved in
cholesterol homeostasis (Picco et al., 2014). In this work, genes were
hierarchically clustered according to similarity in correlation of expression levels
between different caspases and cholesterol homeostasis genes, revealing that
the expression of regulatory apoptotic caspases (CASP2, CASP8, CASP9,
CASP10) and the inflammatory caspase CASP1 is linked to several genes
involved in cholesterol biosynthesis, cholesterol import/absorption, cholesterol
export, steroid and bile acid synthesis, and lipid transcriptional regulators (Picco
et al., 2014). Surprisingly, these correlations are less robust in glioblastoma
when compared with normal brain datasets, and CASP1 distinctly changes
relationships with cholesterol genes, now clustering with effector caspases
(Picco et al., 2014). Also, abrogation of caspase-2 expression in glioblastoma
cell lines reduced the number of detectable lipid droplets in these cells, and the
number of cells harboring those organelles (Picco et al., 2014). It was suggested
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that the observed correlations could be orchestrated by selected transcriptional
factors related to lipid homeostasis that display similar expression correlations to
the aforementioned caspases. Nonetheless, the possible implications of
regulative apoptotic caspases to cholesterol production remain inconclusive,
since a strong positive correlation between regulatory apoptotic caspases and
cholesterol biosynthesis genes was opposed to a negative correlation with
HMGRC gene, which represents the rate limiting step in cholesterol biosynthesis
pathway (Picco et al., 2014). Moreover, these correlations between regulatory
apoptotic caspases and cholesterol genes appear to be stronger in the brain,
since microarrays of normal human liver showed a less pronounced and more
restricted correlation. Still, since in glioblastoma the correlations between
regulative apoptotic caspases and cholesterol genes are less prominent than
normal brain, it is suggested that oncogenic driven changes, that results in
altered proliferation and increased survival, could also impact on cholesterol
homeostasis in this scenario by unbalancing the co-regulation of caspases and
cholesterol genes.

2.5. Lipid Droplets in Hypoxia

Hypoxia is defined as a reduction of oxygen (O2) concentration, a condition
encountered in a variety of pathological conditions such as stroke, tissue
ischemia and inflammation, as well as in the core of solid tumors where
vasculature is abnormal or restrict. Whereas in healthy mammalian tissues O
levels are maintained at 2%-9% (40 mm Hg average), hypoxic conditions are
usually defined as < 2% O, and severe hypoxia (or anoxia) is defined as <
0.02% O, (Bertout et al., 2008). Hypoxia responses are transcriptionally
regulated by hypoxia-inducible factor (HIF) family, which are heterodimeric
transcription factors consisting of an oxygen-regulated a-subunit (HIF-1a or HIF-
2a), and a constitutively expressed B-subunit (HIF-B/ARNT) (Wenger, 2002;
Kaelin and Ratcliffe, 2008; Bertout et al., 2008). Hanahan and Weinberg
suggest that hypoxia response system not only causes an induction of the
“angiogenic switch” in cancer (Hanahan and Folkman, 1996), but is also one of
the factors that acts for the reprogramming of cancer cell metabolism (Hanahan
and Weinberg, 2011; de Huang et al., 2014). In fact, some evidence points out
important changes on lipid metabolism in these occasions. For example, fatty
acid synthase was found to be upregulated during hypoxia through HIF-
1a/Akt/'SREBP-1 signaling pathway (Furuta et al., 2008), suggesting that
increased fatty acid synthesis is thought to be stimulated in low O conditions.
Moreover, reductive metabolism of o-ketoglutarate could be used during
hypoxia to synthesize acetyl-CoA for fatty acid production (Metallo et al., 2011;
Sun and Denko, 2014), a mechanism that was also seen in tumor cells with
mitochondrial defects in the citric acid cycle or in the electron transport chain
(Mullen et al., 2011). In another study, HIF-1a activation, seen as a result of
decreased oxygen availability in cardiac hypertrophy development, can
orchestrate an adaptive response where HIF-1a increases glycolysis and free
fatty acids uptake by upregulation of PPARy expression (Krishnan et al., 2009).
Hypoxia can also promote uptake of LDL and VLDL through HIF-1-mediated
induction of VLDLR expression (Shen et al., 2012). In the other hand, it was also
demonstrated that hypoxia could lead to reduced de novo fatty acid synthesis in
mice alcoholic fatty liver disease (Nishiyama et al., 2012). Specific loss of HIF-
1a in this scenario is able to induce SREBP-1 activation, resulting in expression
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of its downstream target acetyl-Coa carboxylase (ACC) and increased lipid
accumulation in hepatocytes (Nishiyama et al., 2012). These alterations were
inversely correlated with the expression of differentiated embryo chondrocyte 1
(DECA1), a HIF-1a target gene and also a SREBP-1 repressor (Nishiyama et al.,
2012). Nevertheless, it is clear that hypoxia responses can alter significantly the
cell lipid metabolism in several pathologies, including cancer.

The evidences presented above support the idea that lipid droplets could be
accumulated in hypoxic cells. It was first revealed that lipid droplets could be
induced during conditions of acute or chronic hypoxia in endothelial cells derived
from bovine aortic or pulmonary vascular beds (Scarfo et al., 2001). In this work,
it was observed an inverse correlation between oxygen concentration and lipid
droplets levels, including a decrease of lipid droplets induction in endothelial
cells exposed to mild hyperoxia (Scarfo et al., 2001). Also, induction of lipid
droplets during oxygen deprivation appeared unique among other cellular
stresses in which these cells were submitted, such as sub-lethal changes in
temperature or glucose deprivation (Scarfo et al., 2001), suggesting that lipid
droplets formation during hypoxia is a distinctive response of endothelial cells to
a decrease of O, concentration rather than a standardized response for any
variety of cellular stress. In accordance to that, ADRP expression was found
increased in cancer cell lines in hypoxic conditions, and liver of mice treated with
CoCly, an inductor of hypoxia-like responses (Saarikoski et al., 2002). Also,
staining of lipid droplets was found in highly hypoxic cells located at the
periphery of necrotic areas of intracerebral glioma (Zoula et al, 2003). HIF-1
transcription factor has a direct role in the accumulation of lipid droplets by
mediating lipin-1 expression, an enzyme that catalyzes the conversion of
phosphatidic acid into diacylglycerol in the penultimate step of triglyceride
synthesis (Mylonis et al., 2012), and HIG2 expression, whose overexpression in
normoxia was able to induce intracellular accumulation of neutral lipids in HelLa
cells (Gimm et al., 2010).

It was until recently that the contribution of fatty acid uptake and lipid storage to
cell growth and survival during hypoxia-reoxygenation in cancer has been
demonstrated. Bensaad and collaborators performed an analysis of possible
genes induced by antiangiogenic therapy in a mouse xenograft model of
glioblastoma, revealing an upregulation of genes involved in fatty acid uptake
and transport (Bensaad et al., 2014). In particular, FABP3 and FABP7, genes
involved in fatty acid uptake, showed some of the highest fold changes
(Bensaad et al., 2014). Moreover, hypoxia induced lipid droplets accumulation in
a HIF-1a-dependent way due to the fact of increased fatty acid uptake, but not
de novo lipid synthesis, and FABP3, FABP7, and ADRP were essential for the
formation of lipid droplets under hypoxic conditions (Bensaad et al., 2014).
According to the authors, these data suggest that lipid droplets accumulation is
an adaptive response to hypoxic conditions and could play an important role in
cell survival. In fact, disruption of FABP3, FABP7, or ADRP expression reduced
ATP production via B-oxidation in a cell-type-dependent manner and increased
ROS levels in hypoxia and hypoxia-regeneration conditions, which were
accompanied by a decrease in cell growth and survival in vitro. Moreover,
FABP3 and FABP7 knockdown impaired in vivo growth of glioblastoma tumor
xenographs (Bensaad et al., 2014). Based on these results, it is suggested that
the use of antiangiogenic therapies in clinic, that would create a hypoxic
environment where lipid droplets induction would be critical for tumor cells
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survival, should be combined with fatty acid oxidation and/or glycogen
metabolism inhibitors, thus resulting in increased lethality.

3. CONCLUDING REMARKS

Although in the past the presence of cytoplasmic lipid droplets was solely
implicated in storage and lipid trafficking, it is currently recognized that these
organelles may partake in several cellular functions through a variety of
mechanisms. Consequently, this draws attention to a potential role of lipid
droplets during the development of different pathological conditions, wherein the
intricate regulation of lipid droplets could be targeted for drug development or
their increased biogenesis inspected as a potential biomarker for diseases. Still,
to a great extent these mechanisms are not yet fully elucidated. Throughout this
review, we discussed some features that involve lipid droplets in cancer
establishment, pointing out recent evidences that associate these organelles
with some of the currently accepted Hallmarks of Cancer. Moreover, proteomic
studies have revealed a diverse array of lipid droplets-associated proteins that
may differ according to the cell type and cellular activation state, and thus may
determine different cellular functions for these organelles. Naturally, the
variation in lipid content of lipid droplets must be accounted for their function as
well, and this is endorsed by the importance of lipid composition dynamics
occurring during cellular division, as discussed previously in this review.
Nevertheless, it will be of great interest the development of selective lipid droplet
inhibitors to address still open questions of fundamental importance to
determine a causal relationship between these organelles and tumorigenesis.
Firstly, how important is lipid droplets biogenesis or lipid metabolism during the
distinct phases of tumor development? As discussed above, lipid droplets may
have a role during either the initial tumor establishment, by converging
mitogenic signaling pathways and providing arising cancer cells with pro-
inflammatory signaling molecules, or during more advanced cancerous stages,
protecting cells from increased ROS levels during hypoxia reprogramming and
providing energy and biomass to highly proliferative cells. Secondly, why is lipid
droplets accumulation or PAT proteins expression in cancer an event that
seems to be cell and tissue-specific? It would be worthy to evaluate if these
lipid-rich cancer cells have comparable metabolic pathways assisting cellular
transformation. Several lipid-related molecules, such as members of FABP
family, or lipolytic enzymes such as ATGL and MAGL, as well as the
aforementioned PAT proteins, may therefore be suitable canditates for anti-
cancer therapies.
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Table 1. Tumors where altered lipid droplet or expression of lipid-droplet
associated proteins is observed

Tissue Tumor Type PAT Expression® Lipid References
Droplets
Brain Human brain tumor ND + Opstad et al.
(2008)
Breast/ Apocrine carcinoma Low TIP47 ND Straub et al. (2010)
mammary High ADRP + Moritani et al.
gland High ADRP ND (2011)
Carcinoma of the breast ND + Piris et al. (2014)
Invasive ductal carcinoma Low ADRP - Guan et al. (2011)
TIP47° Straub et al. (2010)
Invasive lobular Low ADRP - Mellick et al. (2012)
carcinoma Low ADRP - Straub et al. (2010)
Tubular carcinoma Straub et al. (2010)
Cervix Cervical dysplasia High TIP47 - Szigeti et al. (2009)
Than et al. (2003)
Invasive carcinoma High TIP47 - Szigeti et al. (2009)
Than et al. (2003)
Colon Adenocarcinoma High ADRP, TIP47 + Straub et al. (2010)
High ADRP + Accioly et al.
Tubular Adenoma High ADRP, TIP47 - (2008)
Straub et al. (2010)
Esophagus Esophageal ADRP ND Yoshii et al. (2014)
adenocarcinoma
Kidney Chromophobic renal cell ADRP, TIP47, + Straub et al. (2010)
carcinoma PLIN + Straub et al. (2010)
Clear cell renal carcinoma ADRP, TIP47, - Rae et al. (2000)
PLIN - Yao et al. (2003)
High ADRP” - Yao et al. (2005)
High ADRP” + Than et al. (2003)
Invasive renal squamous High ADRP® - Straub et al. (2010)
cell carcinoma ND + Straub et al. (2010)
Kidney angiomyolipoma ADRP, TIP47,
Papillary renal cell PLIN
carcinoma ADRP, TIP47,
PLIN
Larynx Laryngeal squamous cell ADRP, TIP47, - Straub et al. (2010)
carcinoma PLIN
Liver Cholangiocarcinoma High ADRP, low NC Straub et al. (2010)
Dysplastic nodules PLIN - Straub et al. (2010)
Focal nodular hyperplasia High ADRP, low - Straub et al. (2010)
Hepatocellular adenoma PLIN - Straub et al. (2010)
Hepatocellular carcinoma, High ADRP, low + Straub et al. (2010)
all grades TIP47, PLIN Kurokawa et al.
High ADRP, TIP47 - (2004)
Hepatocellular carcinoma High ADRP, low - Straub et al. (2010)
grade 1 PLIN - Straub et al. (2010)
Hepatocellular carcinoma High ADRP” Straub et al. (2010)
grade 2 High ADRP, low
Hepatocellular carcinoma PLIN
grade 3 High ADRP, low
PLIN
Lung Large cell lung carcinoma High ADRP, TIP47 + Straub et al. (2010)
Lung adenocarcinoma High TIP47 aF Straub et al. (2010)
High ADRP ND Zhang et al. (2014)
Lung squamous cell High ADRP, TIP47 + Straub et al. (2010)
carcinoma ADRP ND Zhang et al. (2014)

Sarcomatoid/pleomorphic

Low ADRP, high
TIP47
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Lymphoma
Ovary
Pancreas
Prostate
Salivary

Gland
Skin

Stomach

lung carcinoma

Burkitt lymphoma

Ovarian adenocarcinoma
Pancreas ductal
adenocarcinoma

Protate gland
adenocarcinoma

Mamary analogue

secretory carcinoma
Actinic keratosis
Apocrine-eccrine
carcinoma

Basal cell skin carcinoma

Cutaneous
carcinoma
Sebaceous adenoma

apocrine

Sebaceous carcinoma

Skin carcinoma in situ
Skin squamous cell
carcinoma

Gastric adenoma
Gastric adenocarcinoma
Stomach
adenocarcinoma

ADRP®
ND

ADRP,
PLIN
ADRP,
PLIN
ADRP

TIP47,

TIP47,

Low ADRP, TIP47
ADRP, low PLIN
High ADRP, low
TIP47

ADRP

Low ADRP

Low ADRP

High ADRP, PLIN
ADRP
High
TIP47, PLIN
ADRP
ADRP,
PLIN
ADRP
PLIN, ADRP

Low ADRP, TIP47
Low ADRP, TIP47
ADRP

Low ADRP
ADRP

ADRP,

TIP47,

ADRP
ADRP
ADRP,
PLIN

TIP47,

NC

o4 4t

+ o+ o+ o+

+

+
+

Ambrosio et al.
(2012)
Nieman et al.
(2011)
Straub et al. (2010)

Straub et al. (2010)

Mariano et al.
(2013)

Straub et al. (2010)
Boussahmain et al.
(2013)

Straub et al. (2010)
Ostler et al. (2010)
Milman et al.
(2014)

Piris et al. (2014)
Straub et al. (2010)
Ostler et al. (2010)
Straub et al. (2010)
Ostler et al. (2010)
Muthusamy et al.

(2006)
Milman et al.
(2014)
Boussahmain et al.
(2013)

Straub et al. (2010)
Straub et al. (2010)
Ostler et al. (2010)
Milman et al.
(2014)
Boussahmain et al.
(2013)

Ueo et al. (2012)
Ueo et al. (2012)
Straub et al. (2010)

ADRP adipose-differentiation-related protein, NC Data presented by the author
does not allow for a clear conclusion to be drawn, ND not determined, PAT
perilipin-ADRP-TIP47, PLIN perilipin, TIP47 tail-interacting protein of 47 kDa

2 Protein detection and/or increased or decreased expression when compared to
non-tumoral tissue/samples
b Alteration of mRNA levels
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