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Resumo

Corpusculos lipidicos (CLs) sao inclusdes citoplasmaticas compostas principalmente
por triglicerideos e ésteres de colesterol, sendo também depdsitos intracelulares de &cido
araquidoénico (AA) que pode ser metabolizado para a formacéao de eicosanoides. A PGE, é o
principal metabdlito da via do AA produzido por células epiteliais. E um potente mediador
capaz de modular a motilidade, sobrevivéncia celular, proliferacdo celular e angiogénese,
que sao processos importantes na restauracdo da homeostase do tecido epitelial apés
injuria. O nosso objetivo central foi investigar a modulagéo da biogénese de CLs e seu papel
na via do AA em células epiteliais. Foram avaliados: i) a inducdo de CLs por mediadores
inflamatérios; ii) as vias de sinalizagéo intracelular envolvidas; iii) e a modulagdo de CLs
durante a proliferagdo e migragdo celular. Utilizamos como modelo experimental uma
linhagem celular derivada de epitélio intestinal normal de rato (IEC-6) e os CLs foram
contados por microscopia de campo claro apos coloracao com tetroxido de ésmio. Analise
da expressao de proteinas foi realizada por Western Blot e a produgéao de PGE; por EIA no
sobrenadante das culturas. Células IEC-6 cultivadas em DMEM suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB) apresentaram de 15 a 20 CL/célula em sub-confluéncia. Entretanto a
retirada de SFB ou o estabelecimento de confluéncia nas culturas elimina os CLs das
células. A biogénese de corpuUsculos lipidicos foi induzida por SFB em células néao-
confluentes foi bloqueada por inibidores de ERK1/2 e p38. A estimulagdo de IEC-6
confluente com IL-1 e PAF e PMA foi incapaz de induzir a biogénese de CLs. Enquanto a
adicdo de AA induziu a formacao de CLs de maneira dose-dependente, mas independente
de seu metabolismo a PGE_, e focos de proliferagao nas células confluentes. A formacéo de
corpusculos lipidicos induzida por AA depende da sinalizagdo por p38, PKC e PI3K, mas
nao de ERK 1 e 2 ou JNK. A biogénese de corpusculos lipidicos em células epiteliais
facilitou a mobilizacdo de AA apds ativagdo sem alterar a expressao de Fosfolipase Az
citosolica-a (cPLA2-a)). Nossos resultados sugerem uma forte relagdo entre a biogénese de
corpusculos lipidicos e proliferacao celular, e que essas organelas sao induzidas de forma
estimulo-especifica em células epiteliais facilitando a mobilizagcdo de AA.



Abstract

Lipid Bodies (LBs) are cytoplasmic inclusions manly formed by triglycerides and
cholesterol esters, being also intracellular deposits of arachidonic acid (AA), which can be
metabolized for generation of eicosanoids. PGE; is the major AA metabolite produced by
epithelial cells. It is a potent mediator of cell motility, survival, proliferation and angiogenesis,
all central processes to restoration of epithelial tissue homeostasis after injury. Our aim was
to investigate LBs biogenesis and their role in AA metabolic pathway in epithelial cells.
Specifically we evaluated: i) induction of LBs by inflammatory mediators; ii) intracellular
signaling pathways involved in such induction; iii) and modulation of LBs during cell
proliferation and migration. We used IEC-6 as experimental model, a cell line derived from
rat normal intestinal epithelium. LBs were evaluated under light microscopy after staining by
osmium tetroxide. Protein expression level was assessed by western blotting, and PGE;
generation determined by EIA in cell culture supernatants. IEC-6 cells cultured sub-
confluently in DMEM supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) presented 15-20
LBs/cell. FBS withdraw or reaching confluency eliminated LBs. FBS-induced LB biogenesis
in sub-confluent cells was blocked by ERK1/2 and p38 inhibitors. Stimulation of confluent
IEC-6 by IL-1B, PAF and PMA was unable to induce LBs. In contrast, addition of AA dose-
dependently-induced LB formation, independent of its metabolism to PGE,, and proliferation
foci in confluent cells. LBs formation induced by AA was dependent on signaling through
p38, PKC and PI3K, but not on ERK 1/2 or JNK. LB biogenesis by epithelial cells facilitates
AA release after activation without changes in cytosolic phospholipase A.-a (cPLA2-t)
expression. Altogether, our results suggest a strong relationship between LB biogenesis and
cell proliferation, and indicate that such organelles are induced in a stimulus-specific manner
and facilitate AA mobilization in epithelial cells.
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1 - Introducao

1.1 — O trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal € um ambiente dinAmico que serve primariamente como
6rgdo de captagdo de &gua e nutrientes para o corpo. Cada parte do trato
gastrointestinal esta adaptada para desempenhar funcdes especificas, o esbéfago
para a passagem do alimento, o estdbmago para armazenamento e mistura do
alimento com secregbes gastricas iniciando a digestéo, e o intestino responsavel por
concluir a digestao e absor¢ao dos nutrientes.

A parede do trato intestinal é constituida por seis camadas bem definidas. Da
superficie do lumen para o interior do érgao, inclui as seguintes camadas: mucosa,
submucosa, camada muscular circular, camada muscular longitudinal e serosa
(Guyton e Hall, 2002). O trato intestinal € uma estrutura complexa, apresentando
depressdes na superficie que sao invaginacbes do epitélio na submucosa,
denominadas criptas de Lieberkuhn e por protusdées luminais formando as
vilosidades, sendo essas encontradas somente no intestino delgado (Sancho et al.,
2004) (Esquema 1.1). Além disso, as células epiteliais intestinais sdo caracterizadas
pela presenga de microvilosidades na regido apical formando a borda em escova. O
intenso pregueamento formado pela combinagéo das vilosidades e microvilosidades
proporciona uma ampla superficie de contato com o bolo alimentar, garantindo a alta
capacidade de absorg¢éao intestinal.

A mucosa do trato intestinal é revestida por uma uUnica camada de células
epiteliais, que se originam de células pluripotentes (células tronco intestinais), que se
localizam na base da cripta. Essas células podem gerar quatro tipos de células
envolvidas em fungdes homeostaticas, como os enterécitos envolvidos no processo
de digestdo de nutrientes e absorcdo; as células caliciformes, principais células
produtoras de mucinas; as células enteroenddcrinas que secretam hormdnios
peptidicos; e as células de Paneth que secretam substancias antimicrobianas e
enzimas digestivas, estando ausentes do intestino grosso (Cheng e Leblond, 1974).
Dentre esses quatro tipos celulares, o enterdcito € o principal tipo celular encontrado
no epitélio intestinal, revestindo aproximadamente 80% do Orgédo. S&o células
epiteliais polarizadas liberando enzimas digestivas e participando ativamente do
processo de absorcdo pelo tecido epitelial, através do transporte transcelular
(Snoeck et al., 2005).
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Esquema 1.1 — Estrutura do intestino delgado e intestino grosso. O esquema
apresenta as camadas mais externas voltadas para o liumen do intestino delgado e
grosso: camada muscular circular formada por musculo liso, submucosa e mucosa
(epitelial) e também as células que compde o revestimento epitelial. Em (A) a
estrutura do intestino delgado, as células tronco se localizam logo acima das células
de Paneth. As células em proliferacdo migram para regido superior da cripta,
parando de proliferar na jungdo da cripta com a vilosidade, se diferenciam em
direcdo ao topo da vilosidade onde sofrem o processo de descamagdo. Em (B) a
estrutura do intestino grosso, as células tronco se localizam na base da cripta, visto
que as células de Paneth estdo ausentes no intestino grosso. A parada do ciclo
celular e a diferenciagdo ocorrem na regido superior da cripta. Adaptado de Sancho
e colaboradores, 2004.

Além das funcbes de digestdo e absor¢do, uma funcdo crucial do tecido
epitelial intestinal é providenciar uma barreira contra substancias tdxicas e
imunogénicas a partir do lumen do 6rgdo. O epitélio é continuamente exposto a
agentes nocivos incluindo fatores enddgenos (enzimas pancreaticas € secregao
biliar) e fatores externos (como derivados alimentares, patégenos e farmacos) que
podem induzir danos na mucosa intestinal (Tabel et al., 2003). A superficie epitelial
nao é apenas uma barreira passiva para invasores. Esse tecido possui diversos

mecanismos para reduzir a infecgcdo por patdégenos invasivos e danos por



compostos téxicos. A integridade do epitélio intestinal depende da producao de
mucinas, peptideos antimicrobianos como as defensinas e liberagao de citocinas (IL-
1B, IL-6 e TNF-a), assim como da alta capacidade de regeneragdo e organizacao
desse epitélio (Oswald, 2006).

O epitélio intestinal é um sistema altamente dindmico, continuamente renovado
por um processo envolvendo proliferagdo e migracdo celular a partir dos
compartimentos de células tronco, localizados na base das criptas, evoluindo para
morte celular programada e descamacao das células diferenciadas no topo da
vilosidade (intestino delgado) ou na superficie do célon (criptas coloretais) para o
limen intestinal (Sancho et al., 2004) (Esquema 1.1). O processo completo, desde a
proliferacdo até a descamacao da célula, ocorre no prazo de 3 a 5 dias dependendo
da espécie (Martin-Venegas et al., 2006). Essa manutencdo € um mecanismo
importante na fisiologia gastrointestinal devido a perda continua das células através

do atrito mecéanico com o material ingerido, diferenciagdo e descamagcao.

1.1.1 — Integridade do epitélio intestinal

A integridade da barreira seletiva e a polarizagdo das células epiteliais sao
estabelecidas e mantidas devido a interagdo célula-célula e célula-matriz em
diferentes pontos de contato, os quais sédo coletivamente denominados de jungbes
celulares. Funcionalmente, as jungdes celulares podem ser classificadas como: (i)
juncbes de ancoramento, (exemplo: jungdes aderentes, desmossomos e
hemidesmossomos); (ii) jungdes comunicantes (exemplo: jungdes tipo fenda e as
sinapses quimicas); e (iii) juncdes ocludentes (exemplo: jungcdes compactas em
vertebrados) (Alberts et al., 2004b).

As jungdes aderentes envolvem a ligagao de feixes de actina entre as células
adjacentes mediadas pelas regides extracelulares dos homodimeros de E-caderinas,
formando um cinturdo de adesao na regido basolateral das células epiteliais. No
epitélio intestinal, a expressdo de E-caderina é reduzida na fracdo basal da cripta
(Escaffit et al., 2005). Corroborando esta correlagdo negativa entre E-caderina e
proliferacdo celular, células superexpressando E-caderina tém uma reducao
significativa na proliferacdo e migracao, com aumento de apoptose (Hermiston et al.,
1996).

Os desmossomos séo pontos de contato presentes na regido basolateral que

fixam uma célula a outra, através de filamentos intermediarios sendo formados



principalmente por filamentos de queratina (Garrod et al., 1996). Na regido basal de
uma célula polarizada ha os hemidesmossomos, um tipo de jungdo de ancoramento
que integra elementos da matriz extracelular com o citoesqueleto da célula epitelial,
constituido principalmente de filamentos intermediarios (Green e Jones, 1996).

As juncbes comunicantes permitem a passagem de pequenas moléculas € ions
entre as membranas de células adjacentes, através dos canais formados por
proteinas denominadas conexinas. As juncées compactas, ou zona ocludente selam
as células adjacentes constituindo uma barreira semipermeavel que permite a
passagem de ions, solutos e agua. Além disso, impede a difusdo de proteinas entre
os dominios apicais e basolaterais, favorecendo o transporte transcelular de
macromoléculas (Madara et al., 1980; Mitic e Anderson, 1998). As claudinas sé&o as
principais proteinas formadoras de jungbes compactas, € ndo estdo envolvidas
apenas no estabelecimento e controle da polaridade e permeabilidade celular, mas
também na transducao de sinal e tumorigénese (Oliveira e Morgado-Diaz, 2007).

A integridade da zona ocludente pode ser facilmente rompida pela remocao de
célcio extracelular, induzindo a perda da polaridade das células epiteliais afetando a
permeabilidade paracelular (Cereijido et al., 2000). Essa permeabilidade paracelular
pode ser um indicador do grau de organizacao das juncbes celulares e da
integridade epitelial, e tem sido analisada através da medida da resisténcia elétrica
trans-epitelial (TEER) (Grasset et al., 1984). Essa técnica tem sido amplamente
utilizada para avaliar o efeito de diferentes fatores, como citocinas, substancias
derivadas de alimentos, farmacos e mediadores lipidicos da inflamacdo, na
integridade do complexo juncional basolateral.

1.1.2 — Injuria intestinal, Inflamacao e cancer

O epitélio intestinal esta constantemente exposto a agentes infecciosos ou
irritantes derivados da dieta ou da ingestao de medicamentos presentes no limen do
6rgao, além do trauma mecéanico provocando injurias teciduais. A injuria intestinal
esta associada a diversas caracteristicas estruturais e funcionais caracterizada pela
ruptura do revestimento epitelial, com perda da barreira e diminuicdo da TEER,
danos no endotélio microvascular e até mesmo na musculatura da mucosa, como
pode ser observado em Ulceras gastrointestinais (Tarnawski, 2005). Estas lesdes
sé@o rapidamente cicatrizadas devido a mecanismos celulares e moleculares que

iniciam e mantém a resposta para a reepitelizagéo da area danificada.



O processo de cicatrizacdo de Ulceras gastricas € o mais bem estudado e
envolve migracao e proliferacdo das células epiteliais, angiogénese e deposicao de
matriz mediada por fibroblastos, sendo um processo altamente regulado por fatores
de crescimento (EGF, VEGF, TGF-a e FGF) (Jones et al., 1999; Bouma e Strober,
2003; Tarnawski, 2005). Relatos prévios tém sugerido que migracao celular € uma
parte essencial do processo inicial de reparo da mucosa gastrointestinal, e esse
processo de reparo tem sido denominado de restituicdo (McCormack et al., 1992;
Terano et al.,, 2001). Durante o processo de restituicdo, células viaveis migram a
partir da area adjacente para a superficie danificada para cobrir a area desnuda. Isto
ocorre dentro de poucas horas, e nao requer proliferacdo celular (Terano et al.,
2001). Em contraste, em feridas mais extensas ou Ulceras, a restituicado pode levar
dias ou semanas e requer migracdo e proliferagcdo celular para restabelecer a
superficie epitelial.

O processo inflamatério € essencial na restauracdo da homeostase tecidual,
envolvendo recrutamento celular e liberagdo de mediadores inflamatérios, como
citocinas e eicosandides que atuam na proliferagdo e migracao celular (Wallace e
Ma, 2001). Diversos estudos tém apresentado que usos de drogas antiinflamatorias
nao-esteroidais, como aspirina, reduzem o processo de cicatrizacdo do epitélio
gastrointestinal (Halter et al., 2001; Wallace e Devchand, 2005). Inflamagéao
associada com cicatrizagao tecidual normalmente € um processo “autocontrolado”,
entretanto o desequilibrio entre mediadores antiinflamatérios e pré-inflamatorios
promove um risco de neoplasias, visto que o desenvolvimento tumoral é
amplamente controlado por mediadores inflamatérios (Coussens e Werb, 2002).

Na inflamacao crénica ha insuficiéncia ou perda dos mecanismos requeridos
para resolugdo do processo inflamatoério, e consequentemente persisténcia dos
fatores inflamatorios (Coussens et al.,, 2002). Citocinas e mediadores lipidicos
induzem proliferacdo celular, recrutamento de células inflamatérias, aumento da
liberagdo de espécies reativas de oxigénio levando a danos oxidativos no DNA
concomitante com reducao no reparo do DNA(Coussens et al., 2002). Independente
do agente, infeccioso ou nao, inflamagéao crénica providencia um ambiente ideal
para o desenvolvimento de um cancer No caso de doenga inflamatoria intestinal
(IBD) crbnica, a presenca de mediadores inflamatorios provoca uma hiperplasia
epitelial acentuada, com alteragbes na diferenciacdo e proliferagdo celular
determinando inicialmente a formagédo de tumores benignos (O'Byrne e Dalgleish,
2001).



Pacientes com IBD, como colite ulcerativa e doenca de Crohn, possuem um
risco elevado de desenvolvimento de cancer coloretal (CRC) (ltzkowitz e Yio, 2004).
IBD esta entre as trés principais condicbes de alto risco para CRC, junto com
Sindrome da Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) e Cancer Colorretal Hereditario
sem Polipose (HNPCC) (Instituto Nacional de Cancer et al., 2003; ltzkowitz et al.,
2004). O CRC é o cancer mais comum do trato gastrointestinal e a lesdo precursora
dos adenomas ou polipos nao hereditarios sado frequentemente de natureza
inflamatdria (Higaki et al., 1999).

Estudos epidemiolégicos documentaram a redugéo de 40-50% no risco de CRC
em pessoas que usam regularmente aspirina (Thun et al., 1991; Thun et al., 1993).
O efeito antitumoral dessas drogas € atribuido a capacidade de inibicdo das
ciclooxigenases (COX) (Vane e Botting, 1998). A COX-2 é uma enzima cuja
expressao € induzida durante a inflamacao. A participacdo mais aceita para atuagéao
da COX-2 na tumorigénese é a producao de PGE;, um potente mediador lipidico
capaz de modular motilidade e sobrevivéncia celular (Sheng et al., 2001),
proliferacdo celular (Tsujii e DuBois, 1995), angiogénese (Tsujii et al.,, 1998) e

ruptura do complexo juncional (Martin-Venegas et al., 2006).
1.2 — Mediadores lipidicos da inflamacao
1.2.1 — Fosfolipase A; e Acido Araquidénico

Fosfolipases A, (PLAz) sdo enzimas envolvidas em metabolismo de lipideos,
tendo importante papel em varios processos celulares. A familia de enzimas PLA;
participa no primeiro passo de biossintese de mediadores lipidicos da inflamacéo. As
PLA, hidrolizam fosfolipideos na posicao sn-2 liberando lisofosfolipideos e acidos
graxos. Um importante acido graxo liberado no processo inflamatorio € o acido
araquidénico (AA), o substrato da COX ou LO (Lipoxigenase) para formagao dos
eicosandides (Diaz e Arm, 2003) (Esquema 1.2).

Os lisofosfolipideos gerados a partir da acao das fosfolipases também podem
ativar respostas celulares. Além disso, fosfolipideos contendo uma ligacao éter na
posicdo sn-1 e um residuo de colina ligado ao fosfato, ao serem hidrolisados por
PLA, formam Liso-PAF. Esse metabdlito pode ser acetilado na posicdo sn-2

formando PAF (fator de agregacao plaquetaria), um potente mediador lipidico,



envolvido em diversos processos celulares, principalmente inflamagao (Prescott et
al., 2000).

As enzimas PLA; tém sido caracterizadas e subdivididas em quatro grandes
grupos, o das PLA; citosodlicas (cPLA,), o das secretérias (sPLA), as independentes
de calcio (iPLA2) e as PAF acetil-hidrolases (PAF-AH). As isoformas de iPLA, ou
Grupo VI sdo enzimas expressas de forma constitutiva, atuando principalmente no
remodelamento da membrana, controlando o conteddo de AA disponivel para
liberacao por outras PLA, (Winstead et al., 2000). As enzimas dos grupos VIl e VIII,
que compreendem as PAF-AH degradam PAF, podendo atenuar e prevenir
processos inflamatérios e estresse oxidativo (Tjoelker e Stafforini, 2000).

Fosfolipideos

cPL/N
Lisofosfolipideos

SPLA2

Acido araquidénico

Lipoxigenay Xclooxigenase

5-HPETE PGG,
LTA, PGH,
LTB, LTC, Prostaglandinas Tromboxana
PGE; . TXA;
Leucotrienos PGD, Prostacilina
PGl,
Prostanoides

Esquema 1.2 - Vias de metabolizacdo do &cido araquidbnico — O &cido
araquidonico liberado da posicao sn-2 de um fosfolipideo por fosfolipase Az, pode
ser metabolizado por 2 vias para formacdo dos mediadores lipidicos
inflamatoérios, os eicosandides. A via das ciclooxigenases da origem a
endoperdxidos de prostaglandinas instaveis (PGG. e PGH.), que séao
intermediarios na biossintese dos prostanoides que incluem as prostaglandinas,
prostaciclina e tromboxana. A via da lipoxigenase forma inicialmente um
composto intermediario, o acido hidroperoéxi-eicosatetraendico (5-HPETE), que é
o precursor dos leucotrienos.



As PLA; hidrolizam fosfolipideos podendo liberar substrato para formagéao de
mediadores lipidicos, sendo amplamente aceito que diferentes isoformas de PLA, e
principalmente cPLA; e sPLA,, apresentam um papel no processo inflamatério
(Yedgar et al., 2006). A participacao de diferentes PLA, no fornecimento de AA para
a sintese de eicosandides é estimulo- e célula-dependente.

Varios estudos tém indicado que sPLA; e cPLA2 agem de modo coordenado
na geracao de eicosandides em macréfagos (Balsinde et al., 1998; Satake et al.,
2004), neutréfilos (Kim et al., 2002), osteoblastos (Murakami et al.,, 1997) e
fibroblastos (Kuwata et al., 1998). Deve se ressaltar que a cPLA>-a. é expressa de
forma constitutiva na maioria dos tecidos (Dessen, 2000), enquanto que as sPLA;
apresentam expressao diferenciada em diversos 6rgaos e tecidos (Andreani et al.,
2000), tornando-se um potencial alvo terapéutico com maior seletividade e menos
efeitos colaterais. A cPLA; sdo enzimas com peso molecular entre 61-114 KD,
possuem um residuo de serina em seu sitio catalitico, e sdo dependentes de
concentracdo de calcio na faixa de submicromolar (Six e Dennis, 2000).

As cPLAz-o sdo enzimas de aproximadamente 85 KD, sendo a mais bem
estudadas, devido a sua seletividade em liberar AA. Essas enzimas s&o ativadas
apés fosforilagdo seguida por uma translocacdo para sitios onde hidrolizam
especificamente fosfolipideos contendo AA. A disrupcdo do gene para cPLAz-a
demonstrou o requerimento dessa enzima para geragdo de eicosandides por
macrofagos (Uozumi et al., 1997; Bonventre et al., 1997) e mastdcitos derivados de
medula 6ssea (Fujishima et al., 1999). A deficiéncia desta enzima leva a redugéo do
namero de pdlipos intestinais em camundongos susceptiveis (Takaku et al., 2000;
Bandeira-Melo e Weller, 2003), indicando um potencial papel para a cPLAz-a em
cancer de célon. Entretanto, esses resultados ndo excluem a participacdo de sPLA;
na geracao de eicosandides.

As PLA; secretérias formam uma familia composta por um nimero extenso de
membros (1B, 1A, 1IB, IIC, 1ID, lIE, IIF, Ill, V, X e Xll), que possuem baixo peso
molecular (entre 14 a 19 KDa) e necessitam de concentracdes de célcio na faixa de
milimolar para ativagdo. As sPLA, diferem umas das outras por alguns aspectos
como carga, distribuicdo tecidual e capacidade de interacdo com a membrana
plasmatica, devido a afinidade por proteoglicanos ou fosfatidilcolina (Diaz e Arm,
2003).

Varios indicios apontam para a participagdo de sPLA, em cancer. Estudos

clinicos indicaram elevados niveis de sPLA>-IIA em soro e na mucosa do colon de



pacientes com colite ulcerativa e doenga de Crohn, que s&o pacientes de alto risco
para cancer de célon (Haapamaki et al., 1999). A expressao de sPLA>-X é detectada
em tumores de colon humanos, o que se correlaciona com a expressao de COX-2
nestes tecidos (Morioka et al., 2000). Em linhagens celulares de cancer de célon,
essa enzima potencia a liberacao de AA e formacao de PGE. dependente de COX-2
(Morioka et al., 2000). Além de fornecer AA livre para geragdo de PGE,, algumas
sPLA, também modulam a inducdo de COX-2. Em macréfagos e mastécitos, a
sPLA; -V participa na expressao de COX-2 (Balsinde et al., 1999; Diaz et al., 2006).

O AA liberado pelas PLA; ndo atua somente como substrato para sintese de
eicosandides, mas ao ser liberado, exerce efeitos diretos nas funcdes celulares.
Estes efeitos incluem degranulagdo de neutrofilos (Bates et al., 1995), secrecéo de
insulina por células de Langerhans isoladas (Band et al., 1992), diferenciacdo de
células de leucemia promielocitica, HL60 (Finstad et al., 1994), inibicdo da
permeabilidade entre células aderentes (Hii et al., 1995), aumento da aderéncia de
neutréfilos e da expressao do receptor de integrina (Bates et al., 1993), aderéncia de
células de cancer de mama em colageno tipo IV (Paine et al., 2000), inducédo da
migragcdo de células epiteliais (Ruthig e Meckling-Gill, 1999) e modulacdo da
proliferacdo de diversos tipos celulares, incluindo células tumorais (Monjazeb et al.,
2006; Rasha et al., 2007).

Diversos mecanismos moleculares tém sido descritos para as agbes de AA,
como ativacdo de proteina cinase C (PKC) (Murakami e Routtenberg, 1985),
fosfatidilinositosol 3-cinase (PI3K) (Hii et al., 2001), e modulagdo da atividade de
MAPK (Hii et al., 1998).

1.2.2 — Ciclooxigenases e PGE;,

As ciclooxigenases sdo enzimas responsaveis pela conversdo de AA em
PGHo,, sendo este o precursor dos prostandéides, como prostaglandinas (PGE,, PGD»
e PGF2l), prostaciclina e tromboxano. Estes sdo importantes reguladores de
processos homeostaticos bem como de inflamagdo. A isoforma COX-1 é uma
enzima constitutiva que sintetiza prostaglandina para manutencdo do organismo,
como no caso da protegcdo da mucosa gastrica e fungbes plaquetarias (Smith et al.,
1998). A COX-2 é uma isoforma induzida por estimulos como citocinas e fatores de
crescimento, e tem sido amplamente associada com doencgas inflamatorias e cancer
(Prescott e Fitzpatrick, 2000).



O AA apo6s ser metabolizado pelas ciclooxigenases a PGH,, composto
extremamente instavel, e pode ser convertido rapidamente a prostaglandina,
prostaciclina, ou a tromboxano pelas enzimas sintases terminais. A atividade de
ciclooxigenase tem presenca disseminada nos tecidos, sendo a presenca dos
produtos da cascata do AA dependente da distribuicdo e predominio das enzimas
sintases terminais.

Em céancer de célon, a COX-2 possui um papel central no desenvolvimento do
tumor, e a superexpressao dessa enzima é capaz de modular a proliferagado (Leahy
et al.,, 2002), metastase (Tsujii et al., 1997), e alteragdes do processo apoptotico
(Tsujii et al., 1995). Abordagens genéticas como a disrupgdo do gene da COX-2
(Ptgs2) levam a reducao significativa do risco de aparecimento de tumores
intestinais em camundongos susceptiveis ao desenvolvimento desse tipo de tumor
(Oshima et al., 1996). O modo mais aceito para a atuacdo da COX-2 na
tumorigénese é a producado aumentada de PGE..

Duas isoenzimas de sintase de prostaglandina E (PGES) tém sido
identificadas e caracterizadas: a PGES citosdlica (cPGES) e duas isoformas de
PGES associadas a membrana (mPGES-1 e 2). Estudos de co-transfeccao de COX
e PGES sugerem que COX-2 trabalha mais eficientemente com mPGES-1,
enquanto COX-1 é preferencialmente acoplada a cPGES. A disrupcédo do gene da
mPGES-1 impossibilita a producao de PGE, em macrofagos estimulados com LPS
(Uematsu et al., 2002), sugerindo um importante papel para essa isoforma em
inflamacéo.

A expressdo de COX-2 e mPGES-1 é simultaneamente aumentada em
pélipos intestinais em modelo animal de FAP, enquanto a expressdo de COX-1 e
cPGES permanecem inalteradas quando comparadas com o tecido intestinal normal
(Takeda et al., 2003). Corroborando o papel de mPGES-1 na tumorigénese, a co-
transfecgdo de COX-2 e mPGES-1 em células HEK-293 induz formagéo de tumor
quando essas células sdo injetadas em camundongos imunodeficientes (Kamei et
al., 2003).

A PGE. é um potente mediador lipidico, capaz de modular a motilidade e
sobrevivéncia celular (Sheng et al., 2001), aumentar a proliferacado celular e induzir
angiogénese (Tsuijii et al., 1998). Estudos usando inibidores seletivos para COX-2
mostraram reducdo da proliferacdo de cancer de colon (Sheng et al., 1997), e
inducao de apoptose de células endoteliais (Leahy et al., 2002), fortalecendo o papel
de PGE; na tumorigénese.



1.2.3 — Corpusculos lipidicos

Corpusculos lipidicos sao inclusdes citoplasmaticas ricas em lipideos, sendo a
segunda maior reuniao de lipideos associada ao sistema biologico. A primeira é a
bicamada lipidica que forma a matriz de todas as membranas celulares. Corpusculos
lipidicos tém sido encontrados em diversos tipos celulares de diversos organismos,
incluindo leveduras, plantas, animais, bem como alguns procariotos (Murphy e
Vance, 1999), e podem permitir a rapida mobilizacdo de lipideos para varios
processos bioldgicos.

Em contraste com outras organelas citoplasmaticas, corpusculos lipidicos séo
envoltos por uma Uunica camada de fosfolipideos (Tauchi-Sato et al., 2002),
apresentando um centro rico em lipideos neutros, como triacilglicerol (TAG),
diacilglicerol (DAG) e éster de colesterol (EC) (Murphy, 2001). Corpusculos lipidicos
podem ser relativamente heterogéneos em respeito a tamanho e composicao
(Murphy, 2001). Varias células estocam TAG e EC em corpusculos lipidicos
relativamente pequenos (<1 pum de didmetro), por sua vez, adipdcitos podem formar
corpusculos lipidicos que podem exceder 100 um de diametro (Londos et al., 1999).

A biogénese de corpusculos lipidicos vem sendo muito estudada, porém
ainda é pouco compreendida. A hipdtese mais aceita é que sao formados a partir do
reticulo endoplasmatico (RE). Com a sintese de triacilglicerol e ésteres de colesterol
pelas enzimas acil CoA-diacilglicerol aciltransferase e acil CoA-colesterol
aciltransferase no RE, ha um acumulo destes lipideos entre as camadas citosélicas
fosfolipidicas da membrana, gerando um brotamento para formar uma organela
independente, limitada por uma monocamada de fosfolipideos e proteinas (Martin e
Parton, 2006). Uma das propostas da biogénese de corpusculos lipidicos envolve
invaginagbes da monocamada luminal do RE, onde ela ficaria disposta no interior
dos corpusculos lipidicos, explicando assim porque alguns corpusculos lipidicos
possuem varias monocamadas de fosfolipideos no seu interior (Robenek et al.,
2004).

A biogénese de corpusculos lipidicos ndo é um simples reflexo do acumulo de
gordura, é um fenbmeno altamente regulado sendo estimulo- e célula- especifico
(Bozza e Bandeira-Melo, 2005). Em leucécitos, diversos estimulos inflamatorios néo-
lipidicos sao capazes de induzir a formacao de corpusculos lipidicos, como produtos
derivados de bactérias e citocinas (Bozza et al., 2007), e esta inducdo requer
ativagcao de diferentes vias de sinalizagédo e sintese protéica, processos que também



sédo dependentes do estimulo e do tipo celular (Bozza et al., 1997a; Bozza et al.,
1997b).

Corpusculos lipidicos sdao associados com varios elementos de citoesqueleto,
e podem estar cercados por uma capsula fibrilar ap6s sua formacgao (Almahbobi e
Hall, 1990; Almahbobi et al., 1992; Almahbobi, 1995). Esta capsula inclui filamentos
intermediarios de vimentina que sdo aderidas aos corpusculos lipidicos por proteinas
adaptadoras, como a proteina associada a filamentos intermediarios P200 (Wang et
al., 1997; Fong e Wang, 1997). A ruptura de filamentos de vimentina durante a
diferenciagéo de adipdcitos 3T3-L1 inibe o acumulo de corpusculos lipidicos (Lieber
e Evans, 1996). Entretanto, a auséncia de vimentina, em camundongos deficientes
nesse gene, nao prejudica a formacdo e maturagdo de corpusculos lipidicos
(Colucci-Guyon et al., 1994). O fenétipo de camundongos deficientes em vimentina
sugere um papel importante para a P200, que poderia se acoplar a outras proteinas
de citoesqueleto de maneira a compensar a perda de vimentina e impedir uma
deficiéncia na formagao de corpusculo lipidicos (Murphy, 2001).

Apesar da capsula fibrilar que circunda os corpusculos lipidicos, essas
organelas sao estruturas altamente dindmicas, capazes de se movimentar no
espaco intracelular provavelmente para rapida relocagdo e disponibilizacdo de
lipideos apds ativagao celular. Em eosindfilos ativados, ocorre polarizagao da célula
e formacgao de uropddios, com subseqlente translocagédo de corpusculos lipidicos
para essas regides (Bandeira-Melo et al., 2001). Em células de carcinoma de colon
Caco-2, particulas de HDL(3) sdo rapidamente internalizadas e localizadas em
corpusculos lipidicos em um processo dependente de tubulina (Rogler et al., 2000).
Em embrides de Drosophila, corpusculos lipidicos sdo capazes de se movimentar
bidirecionalmente por associacdo com dineina, uma proteina motora capaz de se
mover através de microtubulos (Welte et al., 1998). A mobilidade de corpusculos
lipidicos também tem sido observada em processo de fagocitose, essas estruturas
tém sido encontradas préximo a fagossomos em macréfagos, sugerindo interagao
entre essas organelas (D'Avila et al., 2006).

Corpusculos lipidicos também apresentam interacdes com outras organelas
intracelulares. A principal e mais bem estudada interacdo é com o RE, visto que a
hipétese mais aceita para biogénese de corpusculos lipidicos é a partir dessa
organela. Membranas do RE tem sido constantemente vistas circundando
corpusculos lipidicos (Ozeki et al., 2005; Robenek et al., 2006; Bozza et al., 2007).
Associacdo de corpusculos lipidicos com ribossomos e mitocdndrias tem sido



apresentada em mastécitos (Engelbrecht et al., 2005), e também com peroxissomos
em células COS-7 (Schrader, 2001). Essas possiveis interacbes fortalecem o
recente conceito de que corpusculos lipidicos sao organelas complexas e
multifuncionais, e ndo apenas um estoque inerte de lipideos.

1.2.3.1 — Proteinas relacionadas a corpusculos lipidicos

O estudo de corpusculos lipidicos com modernas técnicas protedmicas tem
contribuido significativamente para a descricdo das proteinas associadas aos
corpusculos lipidicos. Dentre essas proteinas, varias estao intimamente ligadas a
transporte vesicular, fusdo de membranas e motilidade de citoesqueleto, incluindo
proteinas da familia PAT, Rab e ADP-ribosylation factor (ARF) que sdo pequenas
GTPases, caveolinas e fosfolipase D (PLD) (Liu et al., 2004; Cermelli et al., 2006).

Numerosas proteinas da familia Rab, que sdo pequenas GTPases, tém sido
detectadas em corpusculos lipidicos, entretanto a Rab 18 tem recebido especial
atencao, pois em contraste com outras Rab, somente essa isoforma é quase que
exclusivamente encontrada em corpusculos lipidicos (Ozeki et al., 2005). Além disso,
Rab 18 apresenta localizacao especifica ap6s estimulo na superficie de corpusculos
lipidicos, sendo recrutada ap6s a estimulacdo de lipdlise em adipdcitos com
agonistas p-adrenérgicos (Martin et al., 2005). Rab 18 € localizada em corpusculos
lipidicos que séao tipicamente ativos e a expressdao dessa proteina € elevada em
regides de contato com o RE. A elevada associacdo com o RE é provavelmente
para facilitar a transferéncia de &cidos graxos e lipideos neutros entre a
monocamada dos corpusculos lipidicos e a bicamada do RE (Ozeki et al., 2005).

As caveolinas (Cav1, Cav2 e Cav3) séo proteinas integrais de membrana,
presentes nas invaginagbes caracteristicas da membrana plasmatica, os calvéolos,
sendo importantes mediadoras no transportes de colesterol intracelular (Martin e
Parton, 2005). Caveolina esta presente na superficie de corpusculos lipidicos
(Robenek et al., 2004) e alteracbes no gene dessa proteina alteram o metabolismo

dessas organelas. Mutante Cav3®®V

, 0 qual codifica uma proteina truncada da
isoforma caveolina 3, promove um acumulo de lipideos neutros nos corpusculos
lipidicos, por reduzir a hidrélize e catabolismo desses lipideos (Pol et al., 2004).
Além disso, a expressao de caveolina mutante previne a associagdo de Rab 18 com

a superficie dos corpusculos lipidicos (Martin et al., 2005).



Recentemente, um estudo com camundongo mutante para isoforma de
caveolina 1 (cavi”) demonstrou que esses animais apresentavam regeneragio
prejudicada do figado apés hepatectomia parcial, com reduzida acumulacédo de
corpusculos lipidicos e as células eram incapazes de progredir no ciclo celular
(Fernandez et al., 2006). Durante a regeneracao do figado, corpusculos lipidicos
parecem atuar principalmente no suprimento energético das células hepéaticas, visto
que o tratamento com glicose reverte o efeito prejudicial causado pela deficiéncia de
caveolina.

As proteinas mais estudadas em corpusculos lipidicos s&o as da familia PAT,
que inclui: perilipina, adipose-differentiation related protein (ADRP), TIP47 e S3-12.
Em adipécitos, a principal proteina encontrada associada ao corpusculo lipidico € a
perilipina, enquanto em pré-adipcitos e em outras células, a proteina mais
encontrada € ADRP (Blanchette-Mackie et al., 1995; Brasaemle et al., 1997a). A
isorforma A de perilipina é a proteina mais abundante em corpusculos lipidicos de
adipdcitos e células esteroidogénicas. A fosforilacdo da perilipina A em adipécitos
através da ativagao de proteina cinase A (PKA), é um evento chave no catabolismo
de lipideos nessas estruturas, pois é essencial para translocacao da lipase sensivel
a hormobnios (Brasaemle et al., 1997b). Brasaemle e colaboradores (1997)
demonstraram que a expressao de perilipina A em pré-adipdcitos, que normalmente
nao expressam essa proteina, acarreta na hidrolise retardada de triacilglicerol
(Brasaemle et al., 1997a).

O RNAm para ADRP é encontrado em uma ampla variedade de tecidos
murinos, como coragao, cerebro, bago, pulméo, figado e também em linhagens
celulares, como 3T3-L1 (adipécitos), CHO (fibroblastos) e HepG2 (hepatoma)
(Bergers e Benjamin, 2003). A superexpressdo de ADRP em linhagens celulares
resultou em aumentada incorporacdo de acidos graxos e acumulo de corpusculos
lipidicos (Gao e Serrero, 1999; Imamura et al., 2002). Recentemente, ADRP foi
relacionada com disfuncao renal em camundongos diabéticos (Mishra et al., 2004) e
indicada como potencial marcador de diagnéstico e prognéstico para carcinoma
renal (Yao et al., 2005).

1.2.3.2 — Func¢ao dos corpusculos lipidicos

Diversos estudos tém levado a um novo conceito que os corpusculos lipidicos

ndao sdao somente um estoque de lipideos neutros do tecido adiposo, mas uma



organela multifuncional. Diversas fungdes tém sido descritas para essas organelas,
como participacao na sinalizagdo celular, trafego de membrana e o mais ébvio a
homeostase de lipideos (Murphy, 2001). Essas estruturas também apresentam um
importante papel em doengas, incluindo aterosclerose, diabetes, obesidade e cancer
(Yao et al., 2005). Estudos em embrido de D. melanogaster também tém chamado a
atencdo para os corpusculos lipidicos como uma organela crucial durante o
desenvolvimento (Welte et al., 1998).

Acumulo de corpusculos lipidicos € um processo altamente indutivel que pode
ser disparado por uma variedade de estimulos de desenvolvimento, injurias
ambientais e pode apresentar um papel chave na resposta inflamatéria. A sintese de
eicosandides depende da co-localizagcdo das enzimas responsaveis pela
metabolizacdo do AA. Dois sitios intracelulares sao importantes para a formacao de
eicosandides: a membrana nuclear e os corpusculos lipidicos. Corpusculos lipidicos
estdo aumentados em numero e tamanho durante a inflamagcdo e aumentam a
capacidade celular de producdo de eicosandides sendo importantes sitios de
producao desses mediadores em diversos tipos celulares envolvidos em processos
inflamatoérios (Weller et al., 1991b; Bandeira-Melo et al., 2002; Melo et al., 2006;
Bozza et al., 2007).

Corpusculos lipidicos servem de depédsitos intracelulares de AA e
representam fontes citoplasmaticas deste acido graxo para a geragcdo de
mediadores lipidicos (Weller et al., 1991a; Bandeira-Melo et al., 2001). A
participacdo de corpusculos lipidicos na geracdo de mediadores lipidicos foi
sugerida inicialmente pela localizagdo de PLA; citosdlica, MAPK, ciclooxigenases e
lipoxigenases em um variedade de leucécitos (Bozza et al., 1997b; Yu et al., 1998;
Yu et al., 2000). A formagao de corpusculos lipidicos é induzida por acidos graxos
insaturados, como AA e &cido oléico em neutrofilos (Weller et al., 1991b) e em
eosindfilos (Bozza et al., 1997b), e congregam as diferentes enzimas participantes
na cascata de producdo de eicosandides (Weller e Dvorak, 1994). A deteccao de
prostaglandina E> (PGEz) e Leucotrieno C4 (LTC4) neo-formados em corpusculos
lipidicos reforca o envolvimento dessas estruturas na formagdo de eicosandides
(Bandeira-Melo et al., 2001; D'Avila et al., 2006).



1.3 — Vias de sinalizacao celular

A sintese de prostandides como a PGE, é regulada por quatro passos
sucessivos: formagcdo de corpusculos lipidicos, liberacdo de AA pelas PLA,
metabolizacdo deste acido graxo pela COX e em seguida pela enzima terminal,
PGES. Diversos estudos tém relacionado a biossintese de eicosandides com
ativacdo das trés principais vias de sinaliza¢do intracelular: a via das cinases de
fosfatidilinositosol-3 (PI3K), via das proteinas cinases C (PKC) e a via das proteinas
cinases ativadas por mitogenos (MAPKs). Essas mesmas vias de transdugédo de
sinal também s&o importantes na regulacao de proliferacdo, migracao, diferenciagao
e apoptose.

1.3.1 - Proteinas cinases C (PKC)

Proteinas cinases C formam uma familia de 12 enzimas serina/treonina cinases
que podem ser divididas em trés classes: as isoformas classicas ou convencionais
(PKC—a,—BI,—BII e —y); as novas PKC- 9, —¢, -1 e 0) e as isoformas atipicas (PKC -
C e A) e recentemente descritas PKC-u e PKC-v. As enzimas PKC apresentam um
papel chave na via de transdugédo de sinal. PKC é regulada por dois mecanismos
sequenciais: 1) fosforilacdo por uma cinase dependente de fosfatidilinositosol-3
(PDK1) e 2) ligagao de um segundo mensageiro lipidico, o diacilglicerol (Dempsey et
al., 2000).

A ativacdo de PKC é dependente de calcio, apesar da adicdo de pequenas
quantidades de diacilglicerol reduzir significativamente essa dependéncia (Murakami
et al., 1986). Os efeitos do diacilglicerol podem ser imitados pela adicao de ésteres
de forbol, como PMA e TPA, que se ligam e ativam dominios da enzima PKC
(Castagna et al., 1982). Enzimas PKC apresentam um importante papel na
regulacdo de proliferacdo e diferenciagéo, e também estdo envolvidas na regulacao
de sobrevivéncia celular. Expressédo de dominante-negativo da isoforma de PKC-a
induz apoptose em células COS-1 e em células de glandula salivar, sugerindo que
PKC-a pode ser um fator de sobrevivéncia (Dempsey et al., 2000). A isoforma PKC-
A protege contra apoptose a linhagem celular de leucemia K562 (Murray e Fields,
1997).

O papel de PKC também se estende a cancer de célon. O desenvolvimento

desses tumores é acompanhado por mudancas na expressao de isoformas de PKC,



principalmente, um aumento significativo de PKC-BIl (Gokmen-Polar et al., 2001).
Animais trangénicos para PKC-BII exibem uma hiperproliferagdo do epitélio colénico
e aumentada susceptibilidade para carcinogénese induzida por azoximetano (Murray
et al.,, 1999). Reforcando seu papel promotor do desenvolvimento tumoral.
Recentemente, foi proposto que a participacao de PKC-BIl em céncer de coélon esta
relacionada, pelo menos em parte, com a inducdo e estabilizacdo de RNAm de
COX-2 (Yu et al., 2003). Estudos recentes demonstraram a modulacao reciproca
destas enzimas e a metabolizagdo de AA. PKC-a regula a fosforilagao e atividade
de cPLA, em mondécitos humanos, podendo ser co-precipitadas, indicando a
formacao de um complexo (Li et al., 2007). PKC participa ainda da inducao de COX-
2 por IL-1B em células do epitélio pulmonar (Chen et al., 2006) e AA induz a
translocacao dessa cinase para a membrana plasmatica em células de carcinoma de
mama MCF-7 e em HEK293 (Lopez-Nicolas et al., 2006).

Enzimas da familia PKC também participam da biogénese de corpusculos.
PMA é capaz de induzir a formagao de corpusculos lipidicos em neutrofilos (Weller
et al., 1991b). O envolvimento de PKC na formag&o de corpusculos lipidicos também
foi demonstrado com o uso de inibidores dessa enzima, que reduz significativamente
a formagéo de corpusculos lipidicos induzidos por PAF em eosinéfilos e neutréfilos
(Bozza et al., 1997a; Bozza et al., 1997Db).

1.3.2 - Proteinas cinases de fosfatidilinositosol-3 (PI3K)

PIBK é uma familia de cinases de lipideos que fosforilam o carbono 3 do anel
de inositol dos fosfolipideos de membrana, resultando na formacdo de
fosfatidilinositol, como o PI(3,4,5)Ps. Este composto serve como sitio de ancoragem
para proteinas sinalizadoras, como PDK1 e proteina cinase B (também chamada de
Akt). A ligacdo de Akt aos fosfolipideos de inositol na membrana permite que essa
proteina seja fosforilada e ativada por PDK1. Quando ativada, Akt retorna para o
citoplasma e fosforila varias proteinas-alvo (Alberts et al., 2004a).

A via de PI3K/AKt é ativada principalmente a partir de receptores de fatores de
crescimento apresentando um papel critico na regulagdo, proliferagdo e
diferenciacao de células do epitélio intestinal. EGF e TGF-a estimulam a ativagdo de
PISK, a qual é requerida para expressao de ciclina D1, e progressao no ciclo celular
em células RIE, uma linhagem de epitélio intestinal de rato (Sheng et al., 2003).

Corroborando esses resultados, a inibicdo da atividade de PI3K resulta na



diferenciagcéo e reducao da proliferacdo em células de co6lon de origem tumoral, HT-
29 e Caco-2 (Wang et al., 2001). A participacao de PI3K na transformacéao celular do
epitélio também é sugerida por regular jungdes aderentes e ativacdo de p38 MAPK
(Laprise et al., 2002).

Recentemente, foi relatado que o AA apresenta um importante papel na
estimulacdo da via de PI3K em neutrofilos, HL60 e HUVECs (Hii et al., 2001). Em
cancer de prostata AA induz varios genes (ex: COX-2,IL-1B, IL-6, TNF-a) que séo
regulados por NF-xB, e essa ativacao € via PI3K, indicando um papel de destaque
para essa cinase em processos inflamatérios (Hughes-Fulford et al., 2006). A
participacdo de PI3K na modulagdo de mediadores lipidicos inflamatérios foi
demonstrada pela dependéncia dessa enzima na biogénese de corpusculos lipidicos
e producdo de LTC4 induzidos por eotaxina em eosinéfilos (Bandeira-Melo et al.,
2001). Yu e colaboradores (2000) detectaram a presenca de PIBK em corpusculos
lipidicos, sugerindo que a sinalizagdo mediada por PI3K pode estar ativa dentro
dessas estruturas, e reforcando a relacdo entre essa via de sinalizagédo e
corpusculos lipidicos (Yu et al., 2000).

1.3.3 - Proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK)

A via das MAPK fosforila sitios especificos de serina/treonina na proteina alvo
regulando uma ampla gama de respostas celulares. A familia das MAP cinases
compreende trés subgrupos de enzimas: as cinases reguladas por sinal extracelular
(ERK1/2); proteinas cinases da regiao N-terminal de c-jun (JNK) e p38 MAPK.
ERK1/2 sao predominantemente ativadas por fatores de crescimento, sendo o seu
principal papel no crescimento e diferenciacdo celular. Em contraste, JNK e p38
MAPK sao ativadas por diversos tipos de estresses, como choque térmico, luz
ultravioleta e citocinas inflamatorias (Johnson e Lapadat, 2002).

O grupo da p38 MAPK ¢é formado por quatro isoformas (a.,p,y, € 0 ). p38a e p38p3
sdo expressas em todos os tecidos, enquanto p38y é predominante expressa no
musculo esquelético e p383d € encontrada em pulméao, testiculos, pancreas e
intestino delgado (Kaminska, 2005). As duas isoformas p38a e p38f MAPK
apresentam um importante papel na inflamagéo. Inibidores especificos dessas
enzimas bloqueiam a producao de varias citocinas inflamatérias, (TNF- o, IL-1B, IL-6
e IL-8) e outras proteinas envolvidas em processos inflamatérios, como a COX-2
(Saklatvala, 2004).



A cascata de MAPK é uma das mais importantes vias de sinalizagdo envolvida
na expressao do gene da COX-2 e biossintese de prostaglandinas. Inibidores
especificos de p38 blogueiam o acumulo de RNAm de COX-2 em uma variedade de
células tratadas com mediadores proé-inflamatérios (Lasa et al., 2000). A principal
funcéo da via de p38 é descrita como na estabilizacdo de RNAm por interagir com a
regidao rica em elementos AU (ARE) dessas moléculas (Ridley et al., 1998;
Saklatvala, 2004). Esses elementos, os quais estao presentes na regiao 3’-UTR nao
traduzida do RNAm de varios proto-oncogenes e citocinas incluindo COX-2, confere
um controle pds-transcripcional da expressdo dessas proteinas por atuarem na
instabilidade do RNAm (Dixon et al., 2000).

Inibidores especificos de ERK inibem a indu¢do de COX-2 por EGF em células
epiteliais e atividade de ERK parece ser requerida para inducao de COX-2 via Ras
(Sheng et al., 1998). Mutag¢des oncogénicas em Ras e a superexpressao de COX-2
sao encontradas em uma variedade de tumores humanos, incluindo cancer coloretal
e cancer de mama. Recentemente, foi demonstrado que p38 e ERK1/2 coordenam a
dindmica do processo de cicatrizacdo, estando envolvidas em migragdo e
proliferacao de células epiteliais (Sharma et al., 2003; Frey et al., 2004).

Diversos trabalhos tém mostrado que AA pode ativar membros da familia das
MAPK, fortalecendo o envolvimento dessas enzimas na producao de eicosandides
(Paine et al., 2000; Alexander et al., 2001). A enzima p38 MAPK esta envolvida na
fosforilacdo de cPLA, em plaquetas (Lin et al., 1993; Kramer et al., 1996), entretanto
em neutréfilos essa ativagdo é via ERK 2 (Syrbu et al., 1999). Em macrofagos ativados
com zymosan, ERK e p38 tém importante papel na ativagdo de cPLA: (Hiller e
Sundler, 1999). A fosforilacdo de p38 induzida por AA em neutrofilos é atenuada por
inibidores de receptores tirosina cinases e PKC, mas n&o por inibidores de PI3K
(Chang e Wang, 2000), sugerindo uma interag@o entre as vias de sinalizacao celular.

A biogénese de corpusculos lipidicos tem sido alvo de muitos estudos.
Diversos deles apontam para a participacdo das MAPK na formacao dessas
estruturas. Em eosindéfilos estimulados com eotaxina é detectada uma reducgéo
significativa da formacao de corpusculos lipidicos apds o tratamento com inibidores
da via de ERK 1/2 e p38 e concomitante reducao de LTC4 (Yu et al., 1998; Bandeira-
Melo et al., 2001). A co-compartimentalizagdo de MAPK, como ERK 1/2 e p38, e
cPLA> em corpusculos lipidicos sugere que essas estruturas podem ser sitios
intracelulares ativos de liberacdo de acido araquiddnico e formagao de eicosandides
(Yu et al., 1998)



2 — Objetivo

Corpusculos lipidicos estdao aumentados em numero e tamanho durante a
inflamacdo e aumentam a capacidade de producdo de eicosanodides, sendo
importantes sitios de producdo desses mediadores em diversos tipos celulares
envolvidos em processos inflamatorios. Tendo em vista a importancia dos
corpusculos lipidicos na inflamagéo, bem como o papel desse processo na resposta
a injurias teciduais, o nosso objetivo central é:

Investigar a modulacao de corpusculos lipidicos em células epiteliais

intestinais.

Objetivos especificos:

— Analisar o efeito de mediadores inflamatérios na formacédo de

corpusculos lipidicos em células confluentes;

— Identificar as vias de sinalizagdo envolvidas na biogénese de

corpusculos em células epiteliais confluentes e ndo-confluentes

— Estudar o envolvimento de corpusculos lipidicos na cascata do AA;

— Investigar a relacdo de corpusculos lipidicos e o estado proliferativo
das células epiteliais



3 — Materiais e Métodos:

3.1 - Materiais — Os inibidores PD98059, SP600125, SB202190, U0126,
LY294002 e Calphostin C foram obtidos da Biomol. Os reagentes: fator de ativacao

plaquetaria (PAF), NS398, Salicilato de Valerila, &cido araquidonico (AA), acido
oléico (AO) e prostaglandina (PG) E> foram obtidos da Cayman Chemical. A
interleucina (IL) 1B foi obtida da R&D system. Acetato de miristato de forbol (PMA),
ionéforo de Calcio A23187, e o inibidor Genistein foram obtidos da Sigma-Aldrich. O
[5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 15 - *H]JAA ([*H]AA) foi obtido da Amersham Biosciences. Os
anticorpos monoclonais IgG de camundongo contra phospho-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182, clone 28B10) e contra phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2)
(Thr2002/Tyr204, clone E10) foram obtidos da Cell Signaling, o anticorpo contra
COX-2 (clone 33) obtido da BD Transduction e o anticorpo contra cPLA; (4-4B-3C) e
o contra GAPDH (clone 6C5) obtido da Santa Cruz. O anticorpo policlonal purificado
de coelho contra phospho-JNK (pTpY 183/185) foi obtido da Biomol. Os anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase produzidos em cabra anti IgG de camundongo

foi obtido da Santa cruz e contra IgG de coelho obtido da Jackson.

3.2 - Células — A linhagem de célula epitelial de intestino delgado de rato (IEC-
6) foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro, cultivadas em DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml de Penicilina e 100
ug/ml de Estreptomicina (todos da Gibco). As células foram mantidas em garrafas de
cultura (TPP, Techno Plastic products) a 37°C em 5% de CO,. Entre 5-7 dias,
quando atingiam a confluéncia, as células foram lavadas com tampao salino fosfato
(PBS) (KCI 2,67 mM, NaCl 137,983 mM, KH,PO4 1,47 mM e Na;HPO4 8,10 mM) por
duas vezes, e tratadas com 0,25% de tripsina com 0,38 g/L de EDTA por
aproximadamente 5 minutos a 37°C para soltarem da garrafa de cultura. DMEM
suplementado com SFB foi utilizado para inativar a tripsina. As células foram
recolhidas para centrifugacdo, a 300 x g por 5 minutos em temperatura ambiente.
Apos centrifugacdo, foram ressuspendidas em meio fresco e foram repicadas na
proporcao de 1:8. Para execucdo dos experimentos utilizamos somente células

mantidas até a décima passagem.



3.3 - Tratamento e inducdo de corpusculos lipidicos — Para analise de

corpusculos lipidicos, as células foram plaqueadas para aderirem em laminulas de
vidro em placa de 24 pogos em diferentes estagios de confluéncia. As células foram
analisadas 3 dias apds o plaqueamento de 1x10° células por pogo para andlise em
estagio confluente e 1x10* células por pogo para as células nao-confluentes.
Somente para analise da cinética de confluéncia, as células plagueadas na
concentracdo de 1x10* células por pogo foram cultivadas por até 7 dias. As células
nao-confluentes foram mantidas por 24 horas na auséncia de soro antes da ativagédo
com 5% SFB por 24 horas. As células confluentes foram ativadas com IL-13 (10
ng/ml), PMA (30 nM), PAF (1 uM), AA (1 a 30 uM) e AO (1 a 30 uM) ou PGE; (1 e 10
uM) por 4 horas no terceiro dia de cultura. As células confluentes também foram
analisadas nos tempos de 0, 10, e 30 minutos e 1,2,4,8 e 24 horas apds a ativagao
com 10 uM de AA. As células foram pré-tratadas com inibidores de COX-1 (Salicilato
de Valerila, 10 uM) ou de COX-2 (NS398, 1 uM), da via de ERK1/2 (U0126, 20 uM
ou PD98059, 50 uM), de JNK1/2/3 (SP600125, 20 uM), de p38 (SB202190, 15 uM),
PI3K (LY294002, 10 uM), PKC (Calphostin C, 1 uM) e tirosina cinases (Genistein 10
uM) por 30 minutos. Em seguida, as células foram ativadas com AA 10 uM por 4
horas em células confluentes e 5% SFB em células n&do-confluentes por 24 horas.
As células permaneceram na presenca dos inibidores durante todo o tempo de
ativagdo com AA ou SFB. Os estoques dos reagentes estavam diluidos em
PBS/BSA 0,1% (PAF, IL-1B), etanol (AA, AO, PMA, PGE,) ou DMSO (SP600125,
SB202190, U0126, NS398, Salicilato de Valerila, LY294002, Calphostin C e
Genistein) onde todas as células receberam concentragbes iguais do veiculo e esta
nao excedeu 0,1%. Todos os experimentos com IEC-6 confluente foram realizados
na presenga de 5% SFB. A viabilidade celular foi determinada pela morfologia

celular.

3.4 - Coloragcdo de corpusculos lipidicos — Apds ativagdo, os pogos foram

lavados com PBS, e as células fixadas a temperatura ambiente com formaldeido
3,7% (MERCK) em PBS por no minimo 1 hora. Posteriormente, as laminulas foram
lavadas com agua MilliQ e incubadas com &cido cacodilico a 0.1 M (Sigma) e
tetréxido de désmio (OsOs4) 1,5% (Sigma) (propor¢cdo 1:1) por 30 minutos. Em
seguida, as laminulas foram lavadas com agua, e as laminulas incubadas com
tiocarbohidrazida 0,1% por 3 minutos. As laminulas foram lavadas com agua e
incubadas novamente com OsO4 1,5% e &cido cacodilico a 0.1 M (proporgédo 1:1)



por 5 minutos. Apds essa incubacgao, as laminulas foram lavadas com agua para
retirar todo excesso de 6smio e montadas em laminas. A morfologia e a contagem
de corpusculos lipidicos foi realizada por microscopia Optica de campo claro (Zeiss
Axiophot) com objetiva com aumento de 100X, e 50 células foram analisadas
consecutivamente. A captura das imagens representativas foi realizada em camera
digital CollSNAP-Pro CF em microscoépio Olympus BX-FLA.

3.5 - Lisado celular — As células foram plaqueadas em placa de 6 pogos na

concentragdo de 2x10* ou 2x10° células por poco para células ndo-confluentes e
confluentes respectivamente, e mantidas por 3 dias. O lisado total dessas células foi
obtido em diferentes intervalos de tempo apds ativacdo com um tampéao de extragéo
(Triton 1%, desoxicolato de so6dio 0,5%, SDS 0,2%, NaCl 150 mM, Hepes 10 mM,
EDTA 2 mM, Ortovanadato de sédio 2 mM, NaF 20 mM, Pepstatina 5 pg/ml,
Leupeptina 10 pg/ml, Aprotinina 1 ug/ml e PMSF 1 mM). Foi adicionado 120 ul desse
tampdo em cada pogco e com um auxilio de um raspador (COSTAR), as células
foram lisadas e transferidas para um tubo de 0,6 ml. Para a andlise das células nao-
confluentes, 10 pogos foram tratados com tripsina conforme descrito no item 3.2 e
reunidos em um unico tubo e lavados com PBS por centrifugagcdo. Em seguida,
ressuspendidas em 120 ul de tampao de extracdo. O controle de células confluentes
sofreu 0 mesmo processo. Foi adicionado 40 ul de tampéao de carregamento 4X com
20% de B-mercaptoetanol (solugdo estoque 5X: 4,2 g de Tris, 10 ml de glicerol, 10
ml de 0,1 % azul de bromofenol, 15 g de SDS em volume final de 75 ml, pH 6,8). As
amostras foram entédo incubadas a 100 °C por 5 minutos e armazenadas a -20 °C.

3.6 - Western Blotting — O lisado total foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% (acrilamida/bis 29:1) a 28 mA/gel em condicao
desnaturante (Tris Base 30,3 g, SDS 10,0 g e Glicina 144,0 g para 1 L de agua

destilada) por aproximadamente 1 hora. As proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (porosidade de 0,45uM, BioAgency), a 250mA, por 1,5
hora a 4°C em tampao de transferéncia (Metanol 500 mL, agua destilada 2 L, Tris
Base 7,57 g e Glicina 36,05 g). Apds a transferéncia, as membranas foram
incubadas com tampao de bloqueio contendo 5% de leite desnatado (Nestlé) em
TBST (Tris Base 1,2 g, NaCl 9,0 g, Tween-20 1 ml para 1L, pH 7,4) por 2 horas. As
membranas foram lavadas seis vezes com TBST, por aproximadamente 1 minuto

sob agitacdo e temperatura ambiente. A seguir, incubadas com anticorpo primario



por 16 horas sob agitagdo a 4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram: phospho-
p38 (1:2000), phospho-p42/44 (ERK1/2) (1:2000), phospho-JNK (0,25 pg/ml), cPLA,
(1 ng/ml) e COX-2 (1 ug/ml). Anticorpo contra GAPDH (3 ng/ml) foi utilizado para
normalizacdo da quantidade de proteina aplicada no gel. Todos os anticorpos foram
diluidos em TBST. As membranas foram lavadas seis vezes com TBST, por
aproximadamente 1 minuto sob agitacdo e temperatura ambiente. Em seguida,
foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase apropriado
(1:4000) por 1 hora sob agitagdo em temperatura ambiente. As membranas foram
lavadas seis vezes com TBST, por aproximadamente 1 minuto sob agitacdo e
temperatura ambiente. Apds a lavagem, as membranas foram incubadas com
substrato quimioluminescente ECL™ Western Blotting Analysis System conforme
especificacbes do fabricante (Amersham Biosciences). Para visualizacdo da
expressdo das proteinas de interesse, filme de raio-x (Kodak BioMax Light Film)
foram expostas as membrana. Apds incubagdo o filme foi revelado por
autoradiografia em uma maquina reveladora (KodaK X-OMAT 2000 Processor).

3.7 - Producdo de PGE, — As células foram plaqueadas em placa de 6 pogos

na concentragdo de 2x10° célula/poco para células confluentes e mantidas por 3
dias, em um volume de 2 ml de meio. As células foram estimuladas com AA
10 uM por 2 horas, e entdo lavadas com PBS por duas vezes e incubadas com meio
hipertonico (adicao de NaCl 0,1M por 8 h). Apds a incubacao, 1 ml do sobrenadante
foi recolhido ap6s homogeneizacdo, centrifugado a 200 x g por 5 minutos,
transferido para outro tubo e estocados a -80°C. A liberagdo de PGE:> no
sobrenadante da cultura foi analisada por ensaio imunoenzimatico (EIA) com STAT-
Protaglandin E, EIA, segundo as especificacées do fabricante (Cayman Chemical).
As reacoes de EIA foram analisadas em espectrémetro a 450nm (Spectra Max 190,
Molecular Devices). Apos recolher o sobrenadante as células foram lisadas
conforme descrito no item 3.5 para analise de proteina por Western Blotting.

3.8 - Modelo de Cicatrizacdo — As células foram plaqueadas na concentragéo

de 1x10° células/poco em placa de 24 pocos contendo laminulas e mantida por 3
dias para atingir a confluéncia. A integridade da monocamada foi rompida por uma
ponteira de micropipeta de 1 ml estéril de um lado ao outro do pogco. Em seguida, o
meio contendo as células deslocadas foi trocado por meio fresco e as células na

borda da lesdo foram acompanhadas em intervalos de 2, 4, 8 e 24 horas. Apds cada



tempo de incubacéo, as laminulas foram fixadas com formaldeido 3,7% e coradas

com OsO4 para enumeracao de corpusculos lipidicos.

3.9 - Liberacdo de A&cido araquidbnico — As células foram plaqueadas na

concentracdo de 2x10° células/poco em placa de 6 pocos e mantidas por 2 dias, e
entdo foram cultivadas na presenca de 1 pCi/ml de [°H]-AA por 16 horas. A
concentracdo de [H]-AA utilizada ndo induz a formagdo de corpusculos lipidicos.
Apbs a remocdo do sobrenadante contendo [°H]-AA ndo incorporado, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com meio fresco na presenca ou
ndao de 10 e 30 uM de &cido oléico por 4 horas. Em seguida, o sobrenadante
contendo acido oléico foi removido e as células foram incubadas por 1 hora com 2
ml de meio fresco contendo ion6foro de calcio (A23187, 5 uM). Todo o sobrenadante
foi recolhido e centrifugado por 10 minutos a 200 x g a 4°C. As células foram lavadas
com PBS, em seguida, lisadas com 2 ml de Triton-X 0,1% diluido em &gua destilada.
O sobrenadante e o lisado total foram armazenados a -20°C para analise da
liberagdo [°H]-AA por cintilacdo liquida (LS 6000 LL, Beckman Instruments).
Utilizamos 0,2 ml de amostra em 1,6 ml de liquido de cintilagdo Ultima Gold
(PerkinElmer Life & Analytical Science). A porcentagem de liberacdo de acido
araquidonico foi calculada pela divisdo entre a quantidade radioatividade liberada no
sobrenadante e a quantidade de radioatividade do total (lisado e sobrenadante)
multiplicado por 100.

3.10 — Analise Estatistica — A analise estatistica dos resultados foi realizada no

programa GraphPad Prism 4, através de teste t de Students ou ANOVA seguida pelo
teste de Tukey, considerando significativos os valores de p<0,05.



4 — Resultados

4.1 — Biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA

No presente estudo, utilizamos uma linhagem celular derivada de epitélio
intestinal normal de rato (IEC-6). Essas células quando confluentes ndo apresentam
corpusculos lipidicos (Figura 4.1), sendo um modelo ideal para estudo da inducao da
biogénese de corpusculos lipidicos por mediadores inflamatérios em uma camada
epitelial integra. Para realizagdo desse estudo, o numero de corpusculos lipidicos foi
analisado por microscopia Optica de campo claro apds tratamento com diferentes
estimulos inflamatdérios. A linhagem IEC-6 apéds atingir a confluéncia, foi estimulada
com diferentes estimulo, como IL-13, PAF, PMA que nao induziram a formacao de
corpusculos lipidicos nessas células (Figura 4.2), enquanto AA induziu de forma
significativa a formagao de corpusculos lipidicos. Essa indugcdo ocorreu de maneira
dose-dependente (Figura 4.3A) e a cinética de formacao de corpusculos lipidicos
induzido por 10 uM de AA atinge o ponto maximo em 4 horas (Figura 4.3B). Em
seguida, comeca reduzir, enquanto na cinética de 30 uM de AA o numero de
corpusculos lipidicos é mantido elevado (Figura 4.3C). Para analisar se a indugéo de
corpusculos lipidicos por AA exdgeno seria através de sua metabolizagdo a
eicosandides, as células foram estimuladas com diferentes doses de PGE; o
principal eicosanoide produzido por células epiteliais. A adicdo de PGE> (1 a 10 uM)
exodgena nao altera o numero de corpusculos lipidicos em IEC-6 confluente (Figura
4.4A), indicando que a indugao de corpusculos lipidicos por AA é independente da
formacao de PGE.. Corroborando estes resultados, o uso de inibidores de enzimas
envolvidas na via de metabolizagdo do AA em PGE,, Salicilato de Valerila (10 uM)
que inibe COX-1 e o NS-398 (1 uM) que inibe COX-2, também n&o interferem

significativamente na biogénese de corpusculos lipidicos por AA (Figura 4.4 B e C)

4.2 — Vias de sinalizacao envolvidas na biogénese de corpusculos lipidicos
induzida por AA

A biogénese de corpusculo lipidico € um processo regulado que € estimulo- e
células-especifico. Essa definicdo nos levou a investigar as vias de sinalizagao
envolvidas na indugdo de corpusculos lipidicos por AA no nosso modelo de estudo.
Portanto, utilizamos inibidores seletivos de diversas vias de sinalizagdo. O inibidor



de tirosinas cinases, Genistein (10 uM) (Figura 4.5C), ndo teve efeito inibitério
significativo na indugédo de corpusculos lipidicos por AA, enquanto os inibidores da
via de PKC (Calphostin C 1 uM) e de PI3K (LY294002 10 uM) reduziram
significativamente o numero de corpusculos lipidicos (Figura 4.5A e B),
demonstrando um importante papel para a via de PKC e PI3K na biogénese de
corpusculos lipidicos nas células ativadas com AA. As vias de sinalizagéo
intracelular envolvendo enzimas da familia das MAPK também foram analisadas. Os
inibidores U0126 (10 uM), de MEK1/2 que participam da via de ERK 1/2, e
SP600125 (20 puM) inibidor de JNK n&o alteram de modo significativo o nimero de
corpusculos lipidicos nas células estimuladas com AA (Figura4.6). Corroborando
esse resultado, a ativagcdo de células IEC-6 com AA nido é capaz de induzir a
fosforilacdo de ERK1/2 e JNK 9 (Figura 4.7), indicando que essas enzimas nao
participam da biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA. Dentre os
inibidores de MAPK, o inibidor de p38, SB202190 (15 uM) teve um efeito parcial na
reducdo do numero de corpusculos lipidicos induzidos por AA (Figura 4.8A). O papel
para a p38 na via sinalizacdo da biogénese de corpusculos lipidicos por AA, €
reforcado pela fosforilacdo dessa enzima em IEC-6 estimulada por AA analisada por
SDS-PAGE (Figura 4.8B).

4.3 — Corpusculos lipidicos se correlacionam com a liberacao de AA

Para compreender a funcdo dos corpusculos lipidicos neo-formados em
células epiteliais estimuladas com AA, analisamos a liberacao de AA por IEC-6 ap6s
a indugdo dessas estruturas. As células foram incubadas com AA marcado
radioativamente por aproximadamente 16 horas para que pudesse ser incorporado a
fosfolipideos de membranas. A concentragdo de [*H]-AA (2,3 fM) utilizada nao induz
a formagédo de corpusculos lipidicos. As células foram entdo lavadas e cultivadas na
presenca ou ndo de 10 e 30 uM de &cido oléico por 4 horas. Em experimento
paralelo, &cido oléico estimula a formagao de corpusculos lipidicos semelhante a
induzida por AA (Figura 4.9). Apo6s ativagdo com ionoforo de caélcio, podemos
observar que células nas quais foi induzida a formagcdo de corpusculos lipidicos
liberam mais AA (Figura 4.10). Esta diferenga ndo pode ser atribuida a diferengas na
expressao de cPLA;, pois esta ndo apresenta alteracdes apos a estimulacao por AA
(Figura 4.11A) ou por AO (dado nao mostrado).



4.4 — AA induz a expressao de COX-2

Para investigar o envolvimento de corpusculos lipidicos na producdo de
eicosandides, as células foram ativadas com AA 30 uM e com meio hipertonico
(adicdo de 0,1M de NaCl) por 2 h. Meio hipertonico foi utilizado como controle
positivo na inducao da expressao de COX-2, entretanto este ndo € capaz de induzir
formacdo de corpusculos lipidicos (dados ndo mostrado). Apesar de AA induzir a
formacdao de corpusculos lipidicos e expressdao de COX-2 (Figura 4.11B), nao
encontramos niveis detectaveis de PGE,. As células também foram estimuladas com
AA, o substrato para PGE,;, em combinacdo com meio hipertdnico, por diferentes
intervalos de tempo, ainda assim nao detectamos liberacdo de PGE; através do
método utilizado (EIA).

4.5 — Auséncia de corpusculos lipidicos em borda de lesdao de monocamada
celular

O tecido epitelial intestinal esta frequentemente exposto a agentes que
provocam injurias na mucosa. Durante a injuria tecidual, ocorre liberagdo de
mediadores inflamatérios que induzem migracdo e proliferagdo, potencializando a
restauracdo da integridade da mucosa. Diversos estudos tém demonstrado que o
processo de reparo apds lesdo tecidual envolve mediadores lipidicos da inflamagéo.
Para compreender melhor a relacdo de corpusculos lipidicos em reposta a ruptura
da integridade da monocamada, utilizamos como modelo o ensaio de cicatrizagdo. O
rompimento da monocamada foi realizado com uma ponteira de 1 ml, o meio foi
trocado e as células da borda da lesao foram acompanhadas por 2, 8 e 24 horas na
presenca de SFB, até que a area desnuda fosse fechada. Apds coloragdo com
OsO4, podemos observar que células que provavelmente estariam migrando na
borda da “cicatriz’ ndo apresentavam corpusculos lipidicos (Figura 4.12), indicando

que corpusculos lipidicos nao participam desse processo de reparo.
4.6 — Acido araquidénico altera a integridade da monocamada celular
Para compreender o envolvimento de corpusculos lipidicos induzidos por AA

na disrupcdo da homeostase tecidual, as células IEC-6 confluentes foram tratadas

com 30 uM de AA por 24 horas. O tratamento prolongado com altas doses de AA



induz a formagéao de focos de proliferacdo celular (Figura 4.13), além de induzir a
formacdo exacerbada de corpusculos lipidicos (Figura 4.3C). Estes resultados

indicam uma possivel relagdo da presenca de corpusculos lipidicos e homeostasia.

4.7 — Presenca de corpusculos lipidicos em células nao-confluentes

Tendo em vista que células IEC-6, apds tratamento com mediador lipidico
inflamatorio, possuem o numero de corpusculos lipidicos elevados, e sofreram uma
alteracdo da integridade da monocamada, observamos se células em estagio
proliferativo teriam alteragdo no numero de corpusculos lipidicos. Células IEC-6,
quando analisadas em um estagio de sub-confluéncia, possuem um numero elevado
dessas estruturas, comparado com as células reproduzindo a camada epitelial
integra (Figura 4.14). Células plaqueadas em um estagio n&o-confluente quando
acompanhadas por 7 dias, ou seja, até atingirem a confluéncia, diminuem
progressivamente o numero de corpusculos lipidicos (Figura 4.14B). Esses
resultados corroboram a relacdo da presenca de corpusculos lipidicos e a auséncia

da integridade tecidual.

4.8 — Biogénese de corpusculos lipidicos induzida por SFB

Os maiores estimulos para reparo tecidual sdo os fatores de crescimento, tal
como EGF, HGF e FGF. Em modelos in vitro, 0 meio de cultura é enriquecido
desses fatores devido a suplementagdo de SFB. A anadlise de corpusculos lipidicos
foi realizada na presenca ou auséncia de SFB por 24 horas. A auséncia de SFB
provoca uma reducdo drastica no numero de corpusculos lipidicos em células n&o-
confluentes (Figura 4.15A). Com a adicao de SFB, apds 24 horas na auséncia deste,
o0 numero de corpusculos lipidicos em células nao-confluente é completamente
restaurado em 24 horas (Figura 4.15B). Células confluentes permanecem refratarias
a presenca de SFB, mesmo um periodo de retirada e reposicao (Figura 4.15C).
Estes resultados indicam uma forte relacao entre corpusculos lipidicos e a resposta
do tecido epitelial no reparo tecidual. Sabendo que células intestinais possuem
crescimento inibido por contato, alterando assim o metabolismo e a morfologia
celular em um processo de diferenciacédo, investigamos a possibilidade de que
células confluentes poderiam modular o nimero de corpusculos lipidicos através da

liberacdo de fatores solUveis apds atingirem a confluéncia. O meio condicionado



obtido de células confluentes cultivadas na auséncia de SFB por 48 horas foi
recolhido e centrifugado a 200 g por 5 minutos. Em seguida, transferido para células
nao-confluentes que estavam sendo cultivadas em 5% SFB. As células foram
mantidas por 24 h com meio condicionando na auséncia ou presenca de 5% de
SFB. Apds o tempo de incubacao as células foram fixadas e coradas com OsO4. A
reducéo de corpusculos lipidicos sé foi observada no meio condicionado sem SFB, e
essa alteracdo é atribuida a auséncia de SFB (Figura 4.16B). Em células nao-
confluentes mantidas com meio condicionado contendo 5% SFB, o numero de
corpusculos lipidicos se manteve inalterado (Figura 4.16C). Esses resultados
indicam que a reducdo do numero de corpusculos lipidicos em células IEC-6 nédo €
devido a um fator soluvel liberado pelas células quando atingem esse estagio de

confluéncia.

4.9 — Vias de sinalizacao envolvidas na biogénese de corpusculos lipidicos
induzida por SFB

Para uma melhor compreensdao da biogénese de corpusculos lipidicos
induzidos por SFB em células IEC-6 nao-confluentes, analisamos as vias de
sinalizacao envolvidas na inducdo dessas estruturas. As células mantidas por 24
horas na auséncia de SFB para reducao completa de corpusculos lipidicos, foram
pré-tratadas por 30 minutos com inibidores das trés principais vias de MAPK: p38,
ERK1/2 e JNK, em seguida as células foram estimuladas com 5% de SFB por 24
horas. O inibidor SP600125 (20 pM), que inibe a via de JNK ndo afetou
significativamente o nuimero de corpusculos lipidicos induzidos por SFB (Figura
4.17C), enquanto que o inibidor da via de p38, SB202190 (15 uM) e o inibidor de
ERK 1/2, PD98059 (50 uM) inibiram drasticamente a formagdo de corpusculos
lipidicos induzida por SFB (Figura 4.17A e B), indicando um importante papel de p38
e ERK1/2 na inducdo de corpusculos lipidicos induzidos por SFB em |IEC-6 néo-

confluente.

4.10 — Biogénese de corpusculos lipidicos induzida por SFB é independente de
COX

Corpusculos lipidicos estao relacionados com o aumento da producdo de

eicosandides em células hematopoiéticas envolvidas na inflamagéo. A COX-2, uma



enzima participante na producao de eicosandides, € expressa em diversos tecidos
frente a um processo inflamatério. Em células IEC-6, a presenca de corpusculos
lipidicos se correlaciona com a expressdao de COX-2, visto que quando cultivadas
somente com 5% SFB, células ndo-confluentes expressam COX-2 enquanto nas
células confluentes essa enzima nao foi detectada (Figura 4.18C). Entretanto, o uso
de Salicilato de Valerila (10 uM) e NS398 (1 uM), que séao inibidores seletivos COX-1
e COX-2 respectivamente, ndao afetaram a inducao de corpusculos lipidicos induzida
por SFB (Figura 4.18A e B), demonstrando que a inducdo da formacdo de
corpusculos lipidicos por SFB é independente de COX.



Figura 4.1 — Células IEC-6 confluentes nao apresentam corpusculos lipidicos -
As imagens sao representativas de células IEC-6 plaqueadas na concentracdo de
1x10° cel/pogo e cultivadas por 3 dias com 5% SFB. Para observagéo de corplsculos
lipidicos foi utilizado microscopia Optica de campo claro apés coloragdo com OsOg.

Barra = 10 um.
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Figura 4.2 — Efeito de estimulos inflamatérios na inducao de corpusculos lipidicos
em |IEC-6 confluente. As células foram plagueadas na concentracdo de 1x10° cel/poco
e apoés 3 dias de cultura, sempre na presenca de 5% de SFB as células foram ativadas
por 4 horas com diferentes estimulos: PAF 1 uM; IL-1B 10 ng/ml; PMA 30 nM e AA 30uM.
Para contagem de corpusculos lipidicos utilizamos microscopia 6ptica de campo claro
apds coloracdo com OsO4 Os valores sao representativos de trés experimentos
independentes em que 50 células foram contadas consecutivamente. *, p<0.05 em
relagéo ao grupo veiculo.
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Figura 4.3 — A biogénese de corpusculos lipidicos induzida ?or AA em IEC-6
confluente. As células foram plaqueadas na concentracdo de 1x10” cel/poco e apds 3
dias as células foram estimuladas (A) por 4 horas com diferentes concentragdes de AA
1 a 30 uM. As células foram estimuladas por diferentes intervalos de tempo com 10 uM
(B) ou 30 uM (C) de AA. D) Imagens representativas de IEC-6 nao estimulada
(controle) e estimuladas com 10 e 30 uM de AA por 4 horas. Para contagem de
corpusculos lipidicos, utilizamos microscopia 6ptica de campo claro apds coloracao
com OsQ4, Os valores representam a média de trés experimentos independentes em
que 50 células foram contadas consecutivamente. *, p<0.05 em relagdo ao grupo
veiculo. Barras = 10 um.
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Figura 4.4 — A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA em IEC-6 confluente
é independente da formacao de PGE,. (A) As células foram plagueadas na concentragao
de 1x10° cel/poco e apés 3 dias as células foram estimuladas com diferentes concentragdes
de PGE: (1 a 10 uM). As células confluentes foram pré-tratadas com inibidores de COX-1,
Salicilato de Valeril 10 uM (B) ou de COX-2, NS3981 uM (C) por 30 minutos, em seguida
estimuladas com 10 uM de AA por 4 horas. As células permaneceram na presenca dos
inibidores durante todo o tempo de ativacdo. Para contagem de corpusculos lipidicos,
utiizamos microscopia éptica de campo claro apds coloragdo com OsQO4 Os valores
representam a média de trés experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. *, p<0.05 em relacdo ao grupo veiculo; +, p<0,05 em relacdo ao grupo
tratado somente com o inibidor de COX.
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Figura 4.5 — A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA em IEC-6
confluente é dependente da via de PI3K e PKC. As células foram plaqueadas na
concentragdo de 1x10° cel/poco e ap6s 3 dias foram pré-tratadas com inibidores da via
de (A) PKC, Calphostin 1 uM, (B) PI3K, LY294002 10 uM e (C) tirosina cinase,
Genistein 10 uM por 30 minutos. Em seguida, as células foram estimuladas com 10 uM
de AA por 4 horas. As células permaneceram na presenca dos inibidores durante todo o
tempo de ativacdo. Para contagem de corpusculos lipidicos, utilizamos microscopia
Optica de campo claro apds coloracdo com OsQO4. Os valores sdo representativos de
dois experimentos independentes em que 50 células foram contadas consecutivamente.
*, p<0.05 em relacdo ao grupo veiculo; +, p<0,05 em relacdo ao grupo tratado somente
com o inibidor; #, p<0,05 em relacao ao grupo estimulado com AA.
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Figura 4.6 — A biogénese de corpusculos lipidicos por AA em IEC-6 confluente é
indegendente de ERK1/2 e JNK As células foram plagueadas na concentracdo de
1x10° cel/poco e apds 3 dias foram pré-tratadas com inibidores da via de (A) ERK 1 /2,
U0126 20 uM e (B) JNK, SP600125 20 uM por 30 minutos. Em seguida, as células
foram estimuladas com AA 10uM por 4 horas. As células permaneceram na presenca
dos inibidores durante todo o tempo de ativacdo. Para contagem de corpusculos
lipidicos, utilizamos microscopia Optica de campo claro apds coloracdo com OsO4 Os
valores representam a média de trés experimentos independentes em que 50 células
foram contadas consecutivamente. *, p<0.05 em relagcdo ao grupo veiculo; +, p<0,05
em relacdo ao aruno tratado somente com o inibidor.
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Figura 4.7 — A fosforilacao de ERK 1/2 e JNK nao é induzida por AA em IEC-6
confluente, As células foram plaqueadas na concentracéo de 2x10° cel/poco em placa
de 6 pogos e apo6s 3 dias estimuladas com 30 uM de AA por diferentes intervalos de
tempo (1 a 60 minutos). As proteinas do lisado total foram separadas por SDS-PAGE.
A ativacao de (A) ERK1/2 e (B) JNK foi analisada por imunoblotting com anticorpos
para forma fosforilada dessa enzimas. Anticorpo contra GAPDH (C) foi utilizado para

normalizacdo da quantidade de proteina aplicada no gel. As imagens séo
representativas de pelo menos trés experimentos. V = veiculo
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Figura 4.8 — p38 MAPK participa na formacao de corpusculos lipidicos induzida
por AA em IEC-6 confluente. (A) As células foram plaqueadas na concentracdo de
1x10° cel/pogco e apés 3 dias foram pré-tratadas com inibidores da via de p38,
SB202190 15 uM por 30 minutos. Em seguida, as células foram estimuladas com 10
uM de AA por 4 horas. As células permaneceram na presenca do inibidor durante todo
o tempo de ativacdo. Para contagem de corpusculos lipidicos, utilizamos microscopia
Optica de campo claro apds coloracdo com OsO4 Os valores representam a média de
trés experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. (B) As células foram plaqueadas na concentragdo de 2x10° cel/pogo
em placa de 6 pocos e apds 3 dias estimuladas com 10 uM de AA por diferentes
intervalos de tempo (1 a 60 minutos). As proteinas do lisado total foram separadas por
SDS-PAGE. A ativacdo de p38 foi analisada por imunoblotting com anticorpos para
forma fosforilada dessa enzima. Anticorpo contra GAPDH foi utilizado para
normalizacdo da quantidade de proteina aplicada no gel. A imagem é representativa de
pelo menos trés experimentos. *, p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo; #, p<0,05 em
relagdo ao grupo estimulado com AA. V= veiculo
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Figura 4.9 — AO induz a formacao de corpusculos lipidicos em IEC-6 confluente.
As células foram plaqueadas na concentragcdo de 1x10° cel/poco e apds 3 dias
estimuladas com 10 e 30 uM de AA ou AO por 4 horas. Para contagem de corpusculos
lipidicos, utilizamos microscopia Optica de campo claro apds coloragdao com OsQ4. Os
valores sao representativos de dois experimentos independentes em que 50 células
foram contadas consecutivamente para cada ponto. *, p<0.05 em relacdo ao grupo
veiculo;
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Figura 4.10 — O aumento do numero de corpusculos lipidicos se correlaciona
com o aumento da liberacao de AA. As células foram plaqueadas na concentragéao
de 2x10° células/poco em placa de 6 pocos e mantidas por 2 dias. Entdo as células
foram cultivadas na presenca de 1 pCi/ml de [°H]-AA por 16 horas. Apés a remogao
do sobrenadante, as células foram lavadas com PBS e estimuladas com 10 e 30 uM
de AO por 4 horas. O sobrenadante contendo AO foi removido e as células ativadas
por 1 hora com 5uM A2187. O sobrenadante foi recolhido para analise da
radioatividade por cintilacdo liquida. Os valores sdo representativos de dois
experimentos independentes. *, p<0.05 em relacdo ao grupo veiculo; #, p<0,05 em
relacdo ao grupo ativado somente com A2187.
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Figura 4.11 — Ativacao de IEC-6 confluente com AA induz a expressao de COX-2
mas nao altera a expressao de cPLA,. As células foram plagueadas na concentracao
de 2x10° cel/poco em placa de 6 pocos e apés 3 dias estimuladas com 30 uM de AA.
(A) Para analise de cPLA,, as células foram estimuladas por diferentes intervalos de
tempo (2 a 24 horas). (B) Para analise de COX-2, as células foram estimulas por 2
horas. Células estimuladas com meio hipertnico (adicio¢gdao de 0,1 M de NaCl) foram
utilizadas como controle na indugao de COX-2. As proteinas do lisado total foram
separadas por SDS-PAGE. A ativacdo de cPLA, e COX-2 foi analisada por
imunoblotting e anticorpo contra GAPDH foi utilizado para normalizacdo da quantidade
de proteina aplicada no gel. As imagens sao representativas de pelo menos trés
experimentos. V = veiculo



Figura 4.12 — Corpusculos lipidicos estao ausentes na borda da lesao. As células
foram plaqueadas na concentracdo de 1x10° células por poco e apés 3 dias uma
lesdo mecanica foi feita com ponteira de micropipeta de 1ml. As células na lesdo
foram acompanhadas em 2, 8 e 24h e analisadas ap6s coloragdo com OsO4 em
microscopio Optico. As imagens sao representativas de dois experimentos
independentes. Barras = 10 um.



A)

B)
50-
0, 4
H:
& 30
S3
38 M
L Q
104
0=

veiculo AA 30 uM

Figura 4.13 — Ativacao prolongada com AA altera a integridade da monocamada
de células IEC-6. As células foram plaqueadas na concentracdo de 2x10° cel/poco
em placa de 6 pogos e apos 3 dias estimuladas com 30 uM de AA. (A) A imagem de
microscopia 6ptica representa uma regido alterada da monocamada celular apoés a
coloragdo com OsOs (B) Os focos de proliferagcdo induzidos pela estimulacao
prolongada com AA foram enumerados utilizando microscopia éptica de campo claro.
*, p<0,05. A imagem e grafico sao representativos de dois experimentos

independentes. Barra = 10 um
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Figura 4.14 — Correlacao inversa entre o numero de corpusculos lipidicos e
estagio de confluéncia em IEC-6. (A) Células IEC-6 foram plagueadas em diferentes
estagios de confluéncia e analisadas 3 dias apés plagueamento (B) As células foram
plaqueadas na concentragdo de 10* cel/poco e acompanhadas por diferentes intervalos
de tempo (1 a 7 dias). Para contagem de corpusculos lipidicos, utilizamos microscopia
Optica de campo claro apds coloracdo com OsO4 Os valores sdo representativos de
trés experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. As imagens sao representativas de células coradas com OsOg4
plaqueadas na concentracdo de (C) 1x10° cel/poco e (D) 1x10* cel/pogo, analisadas
apds 3 dias de em microscopia 6ptica. *, p<0,05; +, p<0,05 em relagdo ao primeiro dia.
Barras = 10 um
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Figura 4.15 — Deprivacao de SFB reduz o numero de corpusculos lipidicos em IEC-6
nao-confluente. (A) As células foram plaqueadas na concentracdo de 1x10* cel/poco e
apds 48 horas, cultivadas por 24 horas em meio fresco contendo 5% ou nédo de SFB. As
células foram plaqueadas na concentracdo de (B) 1x10* cel/poco e (C) 1x10° cel/pogo e
apds 24 horas as células foram deprivadas de SFB. Apds 24h na auséncia de SFB, meio
fresco contendo 5% de SFB foi adicionado e as células analisadas em diferentes intervalos
de tempo (2 a 24 horas). Para contagem de corpusculos lipidicos, utilizamos microscopia
Optica de campo claro apés coloracdo com OsQ4. Os gréaficos sdo representativos de pelo
menos dois experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. *, p<0.05.
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Figura 4.16 — Meio condicionado de células confluentes nao altera o numero de
corpusculos lipidicos em células nao-confluentes. As células IEC-6 foram
estimuladas por 24 horas com meio condicionado de células confluentes. O meio
condicionado obtido de células confluentes cultivadas na auséncia de SFB por 48 horas
foi transferido para cultura de células nao-confluentes e mantidos por 24 horas na
auséncia ou presenca de 5% de SFB. Utilizamos microscopia éptica de campo claro
para contagem de corpusculos lipidicos apds coloragcdo com OsQO4 Os valores sao
representativos de dois experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. *, p<0.05 em relagéo a 0% SFB.
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Figura 4.17 — A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por SFB em IEC-6 nao-
confluente é dependente da via de p38 e ERK1/2. As células foram plaqueadas na
concentracdo de 1x10* cel/poco e apds 24 horas as células foram deprivadas de SFB.
Em seguida, as células foram pré-tratadas com inibidores da via de (A) p38, SB202190 10
uM, (B) ERK 1 /2, PD98059 50 uM e (C) JNK, SP600125 20 uM por 30 minutos. Entéo, as
células foram estimuladas com 5% SFB por 24 horas. As células permaneceram na
presengca dos inibidores durante todo o tempo de ativacdo. Os valores séao
representativos de trés experimentos independentes em que 50 células foram contadas
consecutivamente. *, p<0.05 em relacdo ao grupo contendo 0% de SFB (0h); #, p<0,05
em relagdo ao grupo contendo 5% SFB (24h)
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Figura 4.18 — A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por SFB em IEC-6
nao-confluente é independente da via de COX. Apds 24 horas de plagueamento as
células foram deprivadas de SFB por 24 horas. Em seguida, pré-tratadas com
inibidores da via de (A) COX-1, Salicilato de Valeril 10 uM e (B) COX-2, NS398 1 uM
por 30 minutos, entdo estimuladas com 5% SFB por 24 horas. As células
permaneceram na presenca dos inibidores durante todo o tempo de ativacdo. Os
valores representam a média de trés experimentos independentes em que 50 células
foram contadas consecutivamente. *, p<0.05 em relacdo ao grupo contendo 0% de
SFB (0h). (C) As células foram plaqueadas na concentracdo de 1x10* cel/poco e 10
pocos foram tratados com tripsina e reunidos em um Unico tubo para obtengdo do
lisado total. O controle de células confluentes sofreu esse mesmo processo. As
proteinas do lisado total foram separadas por SDS-PAGE. A expressdao de COX-2 foi
analisada por imunoblotting e anticorpo contra GAPDH foi utilizado para normalizagao
da quantidade de proteina aplicada no gel. As imagens representam a média de trés
experimentos independentes. C, confluente e NC, ndo-confluente.



5 — Discussao

Corpusculos lipidicos por muitos anos foram considerados estruturas que
apenas estocavam gordura no tecido adiposo. Porém, é crescente a descricao
dessas estruturas como organelas dindmicas e multifuncionais em diversos tipos
celulares e varios organismos. Corpusculos lipidicos tém sido relacionados com o
aumento da producdo de mediadores lipidicos da inflamacdo em células
hematopoiéticas. Células epiteliais estdo freqlientemente expostas a injuria tecidual
que promove processos inflamatorios. Entretanto, a participagdo de corpusculos
lipidicos na fisiologia do tecido epitelial intestinal ndo tem sido investigada.

Nesse trabalho, estudamos a modulagdo dos corpusculos lipidicos no tecido
epitelial intestinal, utilizando como modelo de estudo uma linhagem de célula
epitelial de intestino delgado de rato, IEC-6. Essas células sdo amplamente
estudadas para melhor compreensdo da fisiologia intestinal por possuirem
caracteristicas de células de epitélio normal, determinadas por critérios morfoldgicos
e imunolégicos (Quaroni et al., 1979). Em nosso trabalho, essas células foram
utilizadas para analise da formacgao de corpusculos lipidicos em diferentes condi¢coes
de cultura, visto que IEC-6 confluente simulando um epitélio integro, ndo apresenta
corpusculos lipidicos, sendo um modelo ideal para estudo.

Células |EC-6 confluentes foram tratadas com diversos mediadores
inflamatérios. Ativagao com IL-1B, PAF, PGE, e PMA nao foram capazes de induzir
a formacgéo de corpusculos lipidicos nessas células. PAF e PMA, que séo capazes
de induzir a formagdo de corpusculos lipidicos em neutréfilos e eosindfilos, nao
induziram em |IEC-6, corroborando a definicdo de Bozza & Bandeira-Melo (2005) que
a modulacao de corpusculos lipidicos € estimulo- e célula- especificos (Bozza et al.,
2005).

Acidos graxos, como AA e AO, induzem de maneira semelhante a formacéo
corpusculos lipidicos na linhagem IEC-6. Entretanto, a inducdo de corpusculos
lipidicos por acidos graxos nao é apenas um acumulo de lipideos, visto que PAF e
PGE,, que também sdo mediadores lipidicos, ndo induzem a formacdo dessas
estruturas. A inducdo de corpusculos com acidos graxos tem sido descrita por ser
dependente da estrutura e esterecisomeria. Em neutréfilos, a formagdo de
corpusculos lipidicos é muito mais potente com acidos graxos cis-insaturados,

enquanto acidos graxos saturados e/ou trans-insaturados nao alteram o numero



dessas estruturas de maneira significativa (Weller et al., 1991b). Em células
epiteliais, essa diferengca na modulacdo de corpusculos lipidicos por diferentes
acidos graxos permanece por ser esclarecida.

A inducdo de corpusculos lipidicos tem sido descrita como um processo
altamente regulado, que é devido a ativacdo de vias de sinalizacéo distintas e pode
depender de sintese protéica (Bozza et al., 1997b). N6s podemos observar que a
regulacdo da biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA em células IEC-6
também envolve a participagéo de diferentes vias de sinalizagdo. O envolvimento de
PKC na indugéo de corpusculos lipidicos em IEC-6 foi avaliado com o tratamento
com Calphostin C, um inibidor que atua no dominio regulatério dessa enzima. Esse
tratamento reduziu drasticamente a formacao de corpusculos lipidicos induzidos por
AA. Essa participacdao de PKC é reforcada por estudos demonstrando que AA é
capaz de ativar essa enzima (Murakami et al., 1985). Além disso, a participacao de
PKC na modulagdo de corpusculos lipidicos tem sido indicada em estudos com
neutréfilos e eosindfilos. Nesses tipos celulares, essa enzima esta envolvida na
formacao dessas estruturas apos estimulos como PAF e PMA (Weller et al., 1991b;
Bozza et al., 1997a; Bozza et al., 1997b). Entretanto, o tratamento de células IEC-6
com PMA, um reconhecido ativador de PKC, nao foi capaz de induzir a formagéao de
corpusculos lipidicos. Esses resultados indicam que a participacdo de PKC na
inducao de corpusculos lipidicos em células IEC-6 é estimulo-especifico.

A familia PKC possui 12 isoformas que possuem expressdao e ativacao
diferenciada nos tecidos. Lopez-Nicolas e colaboradores (2006) recentemente
demonstraram através de mutagdes sitios-especificas que AA interage com dominio
C1 e C2 que apresentam papéis diferentes e especificos na localizagao e ativacao
de PKC-a (Lopez-Nicolas et al., 2006). A interacao de AA com dominio C2 modula a
ativacdo e a localizacdo da enzima na membrana plasmatica através de maneira
dependente de célcio e a interacdo com subdominio C1A estabiliza a interacédo de
PKC-a com a membrana plasmatica (Lopez-Nicolas et al., 2006). O mecanismo
molecular para ativacao de PKC-a por AA difere de PMA pela diferenca na afinidade
dos subdominios da enzima. O subdominio C1B apresenta maior afinidade por
ésteres de forbol (Slater et al., 1996). A mutacado nessa regido ndo altera a ativagéao
de PKC-a por AA (Lopez-Nicolas et al., 2006), sugerindo uma ativagao diferenciada
das isoformas de PKC por PMA, assim como por AA. Além da PKC-a, AA foi capaz

de translocar as isoformas Bl e Bll em neutréfilos (Hii et al., 1998).



A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA também requer a
participacao de PI3K em células IEC-6. A recente deteccdo de PIBK em corpusculos
lipidicos reforca a relacao entre essa via de sinalizagdo e corpusculos lipidicos, além
de sugerir que a sinalizagdo mediada por PI3K pode ocorrer dentro dessas
estruturas (Yu et al., 2000). Em eosindfilos, a biogénese de corpusculos lipidicos e a
producdo de LTC4 induzidos por eotaxina sdo inibidas com o tratamento com
inibidores de PI3K (Bandeira-Melo et al., 2001). A via de PI3K é ativada em células
de céncer de préstata estimuladas com AA participando na indugao de genes
envolvidos em inflamagdo, como COX-2, IL-1B e NF-xB (Hughes-Fulford et al.,
2006). A reducao completa do numero de corpusculos lipidicos induzido por AA apoés
o tratamento com inibidor de PI3K indica uma participacado importante dessa via na
biogénese de corpusculos lipidicos em IEC-6. Entretanto, permanece por ser mais
bem elucidada a relagdo e possivel interagdo dessa via de sinalizagdo e a via de
PKC, visto que ambos inibidores tiveram uma reducao drastica dessas estruturas.

A participacdo da via de MAPK no metabolismo de lipideos também foi
observada na formacdo de corpusculos lipidicos em resposta a estimulos
inflamatérios em células hematopoiéticas. A formacao de corpusculos lipidicos em
eosindfilos estimulados com eotaxina é reduzida com a inibicdo de membros dessa
familia, como ERK e p38 (Bandeira-Melo et al., 2001). A ativacdo das MAPK tem
sido também descrita por participar da liberagdo de eicosanodides, como PGE; e
LTC4 (Bandeira-Melo et al., 2001). Na biogénese de corpusculos lipidicos em IEC-6
induzidos por AA, os inibidores de ERK1/2 e JNK n&o tiveram efeito, enquanto o
inibidor da via de p38 teve uma redugao parcial. Essa participagcdo de p38 é
reforcada com a observacdo de que AA é capaz de induzir a fosforilacdo dessa
enzima, mas nao de ERK e JNK.

Diversos trabalhos tém apresentado uma correlacdo da atividade de PKC e
fosforilacdo de p38 em diversos tipos celulares (Hii et al., 1998; Chang et al., 2000).
Recentemente, foi apresentado que PMA estimula seletivamente a atividade de p38
o e B, sem afetar atividade das isoformas y e & (Kumar et al., 1997), indicando que
diferentes isoformas de PKC podem ativar diferentes isoformas de p38. No modelo
utilizado neste trabalho, utilizamos o inibidor de p38, SB202190, que inibe
seletivamente as isoformas o e B. A inibicdo parcial da formacdo de corpusculos
lipidicos por esse inibidor na linhagem IEC-6 indica uma participacdo de uma outra
via paralela a da p38 MAPK e ou diferentes isoformas de p38 atuando na biogénese
de corpusculos lipidicos induzida por AA em células IEC-6. A utilizagédo de



camundongos deficientes em isoformas especificas de p38 pode contribuir
significativamente para a compreensao dessa relagdo de PKC e p38 no metabolismo
de lipideos.

Doenga inflamatéria crénica intestinal € considerada um fator de risco para
cancer. A proliferacdo excessiva e presenca de mediadores inflamatoérios expéem as
células a um ambiente favoravel para o desenvolvimento de alteragcées genéticas
que sao precursores de tumores. A presenca de corpusculos lipidicos em células
proliferando e alteragbes ocasionadas pela adicdo de AA concomitante com a
elevacdo exacerbada do numero de corpusculos lipidicos, estdo de acordo com a
observacdo de dados anteriores de Accioly e colaboradores (Accioly et al., 2005),
demonstrando que células de cancer de célon possuem um numero elevado de
corpusculos lipidicos quando comparados com o tecido normal adjacente. A adigao
de acidos graxos como araquidénico e linoléico potencializam o crescimento
induzido por EGF em células epiteliais de glandulas mamarias (Bandyopadhyay et
al., 1993), corroborando o possivel papel de corpusculos lipidicos e proliferagao.

A participagdo da via metabolica de AA € bem reconhecida em céncer de
célon. Nesse tipo de céncer, a expressao aumentada de COX-2 € encontrada em
85% dos casos (Eberhart et al., 1994). A via mais aceita para atuacdo da COX-2 na
tumorigénese é a producdo de PGE,, um potente mediador lipidico capaz de
modular a motilidade e sobrevivéncia celular (Sheng et al., 2001), a proliferacao
celular (Tsujii et al., 1995) e angiogénese (Tsujii et al., 1998). Neste trabalho
demonstramos que a expressdao de COX-2 é observada em células IEC-6 em
estagio subconfluente e essa expressdo € perdida quando as células atingem a
confluéncia. Porém, a adigdo de AA em células confluentes é capaz de induzir a
expressao de COX-2, sugerindo um papel para COX-2 durante a proliferagao.

Para testar a participacdo das enzimas envolvidas no metabolismo do AA em
tecido epitelial, células IEC-6 foram tratadas com inibidores de COX 1 e 2, Salicilato
de Valerila e NS398 que nao foram capazes de inibir a inducdo de corpusculos
lipidicos em células estimuladas com SFB ou com AA. Além disso, altas doses de
PGE. exdgena nao foram capazes de modular a biogénese de corpusculos lipidicos
em células confluentes, indicando que a inducao de corpusculos lipidicos por AA é
independente da producdo de eicosanoides. Apesar de COX e PGE: nao
participarem na biogénese de corpusculos lipidicos em IEC-6 e neutréfilos (Bozza et
al., 2002), a formacédo dessas estruturas pode ser um mecanismo que pode
contribuir para sintese aumentada de eicosandides independente do estimulo. A



relacdo do numero de corpusculos lipidicos e liberagdo de eicosanodides foi
observada em leucécitos estimulados com acido oléico (Bozza et al., 1996), que ndo
€ um precursor de eicosandides, e outros estimulos para formacao de corpusculos
lipidicos como RANTES, eotaxina e PAF (Bozza et al., 1996; Bozza et al., 1997b;
Bandeira-Melo et al., 2002).

A participacdo de corpusculos lipidicos na geragdo de eicosandides por
células hematopoiéticas é reforcada pela localizacdo de proteinas envolvidas na
cascata metabolica do AA e co-localizagao de produtos finais desta via, como LTC4
e PGE. (Bandeira-Melo et al., 2001; D'Avila et al., 2006). Nesse trabalho,
demonstramos que a biogénese de corpusculos lipidicos favorece a liberagao de AA,
corroborando a hipétese de que a formagao de corpusculos lipidicos participa na
producdo de eicosanoides em células epiteliais. A deteccao de niveis mais elevados
de liberagdo de AA em células contendo corpusculos lipidicos indica uma possivel
facilitagcdo para atividade da cPLA,, a principal enzima participante na liberagdo de
AA, visto que o tratamento de AA nao induz alteragdes na expressao dessa enzima.

A hip6tese de uma maior atividade de cPLA, ap6s inducdo de corpusculos
lipidicos é reforcada pela participacdo de PKC e MAPK na biogénese dessas
estruturas. A fosforilacdo de cPLA. regula a atividade dessa enzima e esse
mecanismo de ativacdo tem sido relacionado por ser dependente de enzimas PKC e
MAPK. A inibigdo de PKC-a mas ndo PKC-B reduz drasticamente a atividade de
cPLA. em mondécitos humanos. Em cérebro bovino, a fosforilagdo e a atividade de
cPLA; é regulada por PKC e ERK2 (Nemenoff et al., 1993). A dependéncia de PKC
na fosforilagdo de cPLA, também foi relatada na linhagem celular MDCK (Xing e
Insel, 1996)

Apesar da maior liberacdo de AA e indugao da expressao de COX-2, enzima
responsavel pela metabolizacdo de AA a PGE,, ndo foram encontrados niveis
detectaveis desse prostandide através da técnica de EIA. Métodos mais sensiveis
como imunolocalizagdo apo6s fixacdo com carbodiimida (D'Avila et al., 2006)
contribuira com um melhor entendimento na modulacao de corpusculos lipidicos em
células epiteliais. Sendo importante também investigar a presenca das enzimas
PGES neste tipo celular, visto que a presenca dos produtos da cascata do AA
dependente da distribuicdo e predominio das enzimas sintases terminais.

Durante um processo de injuria tecidual, € bem reconhecido que as células
epiteliais proliferam e migram durante o processo de reparo mediado por fatores de
crescimento e mediadores inflamatérios. A participacdo do metabolismo de lipideos



em reparo tecidual foi recentemente relatada em modelo de hepatectomia parcial,
utilizando camundongos com deficiéncia na formacao de corpusculos lipidicos
devido & mutacdo do gene de Cavl. Camundongos cavi” possuem regeneragio
prejudicada do figado, baixa sobrevivéncia apés lesdo, acumulo reduzido de
corpusculos lipidicos e parada do ciclo celular (Fernandez et al., 2006).

A participacdo de corpusculos em resposta a injuria ao tecido epitelial foi
analisada em um modelo de cicatrizagdo utilizando IEC-6 confluentes. A leséo
mecanica realizada com uma ponteira de 1ml permitia somente a observagao de
células migrando, e ndo foi observada alteragcdo no nimero de corpusculos lipidicos
nessas células. Um modelo de cicatrizagdo, simulando lesdes epiteliais mais
extensas como observadas em doencas inflamatérias cronicas intestinais, permitira
a observacdo de células migrando e proliferando e talvez uma possivel modulagéao
de corpusculos lipidicos em resposta a essa lesdo, o que nao foi possivel observar
no modelo utilizado.

A modulacdo de corpusculos lipidicos por SFB somente é observada em
células IEC-6 nao-confluentes, pois a retirada e posterior adicdo de SFB em células
confluentes ndo foi capaz de alterar o numero de corpusculos lipidicos. Em
comparagcdo, IEC-6 nao-confluente cultivada na auséncia de SFB reduz
drasticamente o numero de corpusculos lipidicos, sendo esse restaurado
completamente 24h apdés a adicdo do mesmo. A relacdo entre reducdo de
corpusculos lipidicos e crescimento inibido por contato ndo € devido a um fator
soluvel liberado pelas células quando atingem o estagio de confluéncia. Durante o
processo de diferenciacdo, as células sofrem alteragdes no metabolismo e na
morfologia. A reducdo de corpusculos lipidicos é provavelmente devido a uma
regulagao intracelular do estado proliferativo e/ou da responsividade a estimulagéao.

Diversos fatores de crescimento que participam de processos celulares como
proliferacdo, migragdo e diferenciacdo estdo presentes no SFB. A indugdo de
corpusculos lipidicos em células nao-confluentes por SFB suporta a participacao de
mediadores lipidicos nesses processos. A presenca de corpusculos lipidicos em
células em condicdes proliferativa e a alteracdo da homeostase da monocamada
pela adicdo prolongada de AA, indicam uma participacdo de corpusculos lipidicos na
proliferacdo e/ou diferenciacdo de células epiteliais. Além disso, sugerem o
envolvimento dessas estruturas em resposta a injuria tecidual e nas alteracbes

iniciais que podem levar ao cancer.



Diferentes MAPK participam na regulagdo de cada etapa do processo de
adipogénese, indicando um importante papel para essa familia de enzimas no
metabolismo de lipideos (Bost et al., 2005). Durante a diferenciacao, pré-adipécitos
enriquecem o0s corpusculos lipidicos se diferenciando em adip6citos maduros.
Apesar da participacdo de p38 permanecer controversa nesse processo, pois p38
tem diferentes efeitos dependendo do estagio de diferenciagdo, outras MAPK tém
sido descritas por estarem envolvidas no metabolismo de lipideos. Tang e
colaboradores (2003) demonstraram que U0126, um potente inibidor de MEK,
bloqueia a atividade de ERK e a diferenciacdo de adipécitos. Um inibidor menos
eficiente dessa via, o PD98059, n&o altera o processo de diferenciacao (Tang et al.,
2003). A mutagao no gene de JNK-1, mas nao de JNK-2 induz a uma resisténcia a
obesidade induzida por dieta rica em gordura, sugerindo um papel para essa enzima
na estocagem de gordura (Hirosumi et al., 2002).

Em nosso estudo, demonstramos que ERK1/2 e JNK ndo participam da
formacdo de corpusculos lipidicos induzidos por AA. Entretanto, a formacdo de
corpusculos induzida por SFB em células nao-confluentes requer a participagdo de
ERK1/2, mesmo sendo analisada com um inibidor descrito como menos potente
daquele utilizado na inducéo por AA. Além disso, a indugao por SFB parece ser mais
dependente das isoformas p38a e B do que aquela observada na indugéo por AA,
visto que o tratamento com esse inibidor teve uma redugao drastica no nimero de
corpusculos lipidicos induzidos por SFB em células ndo confluentes. Esses
resultados indicando uma participagao fundamental das enzimas MAPK na formagéo
de corpusculos lipidicos em células que nao atingiram a confluéncia, fortalecendo o
envolvimento de ERK e p38 no metabolismo de lipideos em IEC-6. As vias de
sinalizacao de PI3K, PKC e tirosina cinase na formacgao de corpusculos lipidicos em
células nao-confluentes nao foram investigadas até o momento.

Nossos resultados sugerem que a presenca de corpusculos lipidicos facilita
a mobilizacdo de AA, e a liberagdo de AA é um passo limitante na formacao de
PGE.. No tecido epitelial intestinal, a PGE, possui um importante papel na
modulacdo da proliferagdo celular e no desenvolvimento de tumores coloretais.
Entretanto, fica por ser esclarecido o real papel de corpusculos lipidicos na formacao
de prostaglandinas em células epiteliais. Em conjunto, nossos dados indicam uma
importante relacao entre presenca de corpusculos lipidicos e proliferacéo, e tendo

em vista que a proliferacdo € o processo fundamental no desenvolvimento e na



progressao tumoral, nossos resultados apontam um importante alvo de estudos para

melhor compreensao, diagndstico e controle do cancer coloretal.

IEC-6 nao-confluente
5% SFB IEC-6 confluente

5% SFB
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Esquema 5.1 — Biogénese de corpusculos lipidicos em IEC-6. Células IEC-6 cultivadas
em DMEM suplementado com 5% SFB apresentaram de 15 a 20 corpusculos lipidicos por
célula em sub-confluéncia. Entretanto a retirada de SFB ou o estabelecimento de confluéncia
nas culturas elimina os corpusculos lipidicos das células. Em células nao-confluentes, a
reposicdo de SFB induz a biogénese de corpusculos lipidicos, e requer a participacdo da via
de ERK 1/2 e p38. A estimulacdo de IEC-6 confluente com AA e AO induziu a formagédo de
corpusculos lipidicos. A biogénese de corpusculos lipidicos induzida por AA depende de
distintas vias de sinalizagdo, como PI3K, PKC e p38 MAPK. A formacdo de corpusculos
lipidicos facilitou a mobilizacao de AA apos ativacao, e estimulacado prolongada com esse AA
induziu alteragbes na monocamada celular.



6 — Conclusao

« Acido araquidénico, mas ndo outros estimulos inflamatérios como IL-1B, PAF e
PMA, induz a formacao de corpusculos lipidicos em IEC-6 confluente de maneira
dependente da concentragao;

* A biogénese de corpusculos lipidicos induzido por AA em células confluentes ndo
depende da conversao desse acido graxo a prostanodides;

* A inducao de corpusculos lipidicos por AA nao envolve ativacdo de MEK 1/2 ou

JNK, mas é parcialmente dependente da ativacao de p38;

* A indugao de corpusculos lipidicos por AA nao requer o envolvimento de enzimas
tirosina cinases, mas € dependente das vias de PKC e PI3K;

* A biogénese de corpusculos lipidicos em células epiteliais facilita a mobilizacao de
AA apés ativagao, mas nao altera a expressao de cPLA..

 Atingir a confluéncia ou a retirada de SFB reduzem o numero de corpusculos
lipidicos em IEC-6, indicando uma correlagao positiva entre a proliferagao celular e o
numero de corpusculos lipidicos;

 IEC-6 nao-confluente apresenta a expressdao de COX-2 quando cultivada com 5%
SFB, mas essa enzima ndo participa na biogénese de corpusculos lipidicos induzida
por SFB.

« Em células nao-confluentes, as vias de ERK 1/2 e p38 possuem um papel

fundamental na biogénese de corpusculos lipidicos induzida por SFB.
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