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RESUMO

O processo autofagico possui um papel dindmico e dualistico na progressao do
cancer, dependendo do seu estagio de desenvolvimento. Nos estagios iniciais, a
autofagia tem um papel supressor de tumores pela remocgéo de organelas e proteinas
defeituosas que tenham capacidade de alterar o metabolismo celular. Ja em tumores
bem estabelecidos, a autofagia se relaciona fortemente com a sobrevivéncia das
células tumorais no microambiente adverso no qual se encontram, bem como com a
manutencdo de um estado metabdlico acelerado. No cancer de mama o processo
autofagico pode ser modulado através de receptores nucleares chamados PPAR, fator
de transcricAo que regula a expressdo de diversos genes essenciais para
diferenciacéo, proliferacédo e sobrevivéncia celular, além de influenciar o metabolismo
lipidico e ndo lipidico. O papel conjunto e a relacdo entre autofagia e PPARY no
estabelecimento e progressdo do cancer colorretal, todavia, ainda precisa ser
determinado. Células de linhagem de cancer colorretal (Caco-2) foram tratadas com
o indutores e inibidores de autofagia e do PPARY durante 24 horas. Apds tratamento,
diversas propriedades tumorais, como morte celular, proliferacdo, ciclo celular,
producdo de espécies reativas de oxigénio e o perfil de células tronco tumorais foram
aferidos através de citometria de fluxo. A expressdo de PPARy e LC3 (principal
marcador autofagico) foram analisadas por Immunoblotting. Nossos resultados
mostraram que na linhagem de cancer colorretal Caco-2, a ativagdo PPARYy leva a
inducéo de autofagia e que a inibicao autofagica resulta em aumento da expressao de
PPARY, como visto na expressdo de PPARyYy e LC3 e na regulacdo de corpusculos
lipidicos e vesiculas acidicas. Além disso, as propriedades tumorais analisadas
(morte, proliferacao, ciclo celular, producdo de espécies reativas de oxigénio e perfil
de células-tronco) foram alteradas tanto pela inducéo ou inibicdo da via autofagica,
quanto pela modulacédo de PPARY. A inibicdo da autofagia teve como consequéncia
um aumento da proliferacdo celular, da producéo de espécies reativas de oxigénio e
dos fenotipos CD44+, bem como do indice de morte celular. Portanto, nossos dados
sugerem que autofagia e metabolismo lipidico sado processos inter-relacionados, mas
gque afetam as propriedades tumorais do cancer colorretal de maneira diferencial e de
forma independente. Neste modelo, a via autofagica parece desempenhar papel

crucial na sobrevivéncia, estabelecimento e progresséo tumoral do cancer colorretal.

Palavras-chave: cancer colorretal, autofagia, PPARy, metabolismo lipidico



ABSTRACT

The autophagic pathway shows a dynamic and dualistic role in cancer progression,
depending on its developmental stage. In early stages, autophagy acts as a tumor
suppressor, removing defective organelles and proteins with potential to alter the
cellular metabolism. In the other hand, well-established tumors show the autophagy
process to be related with cancer cell survival in the harsh microenviroment in which
they are found, and this cellular process also contributes to maintain an accelerated
metabolic state. In breast cancer, the autophagic process is modulated by nuclear
receptors called PPAR, transcription factors that regulate the expression of many
genes essential for differentiation, proliferation and cell survival, as well as influencing
lipid and non-lipid metabolism. The cooperative action and the relationship between
autophagy and PPARYy role in the establishment and progression of colorectal cancer,
however, remains to be determined. To clarify this relationship, lineage cells from
colorectal cancer (Caco-2) were treated with inducers and inhibitors of autophagy and
PPARY for 24 hours. After treatment, several tumor properties, such as cell death,
proliferation, cell cycle, production of reactive oxygen species and the profile of cancer
stem cells were measured by flow cytometry. The expression of PPARy and LC3 (main
autophagic marker) also was analyzed by Immunoblotting. Our results showed that the
in Caco-2 colorectal cancer cell line, activation of PPARy leads to induction of
autophagy and that autophagic inhibition leads to a higher PPARY expression, as seen
by the expression of LC3 and PPARYy, lipid bodies regulation and also by formation of
acidic vesicles. Moreover, the analyzed tumor properties were modified either by
induction or inhibition of autophagy route, as well as by PPARy modulation. The
autophagic inhibition resulted in increased cell proliferation process, production of
reactive oxygen species and CD44 + phenotypes, as well as cell death. Therefore, our
data suggest that autophagy and lipid metabolism are interrelated processes that affect
the tumoral properties of colorectal cancer differential and independently. In this model,
the autophagic pathway seems to play a crucial role in colorectal cancer’s survival,

establishment and progression.

Keywords: colorectal cancer, autophagy, PPARYy, lipid metabolism
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1. INTRODUCAO

1.1. Céancer

Neoplasias sao definidas como a formacdo de uma massa tecidual resultante
do crescimento tecidual anormal, geralmente precedida por metaplasia (diferenciacao
tecidual) e/ou displasia (anormalidade no desenvolvimento de um 6rgéo), nas quais o
crescimento das células neoplasicas ultrapassa o de células do tecido normal
circundante (KIRCHNER, 2014). Neoplasias podem ser benignas, pré-malignas
(carcinoma in situ) ou malignas (cancer) (2; 4). Geralmente, a transformacao de uma
neoplasia benigna em cancer € causada por danos ao material genético da célula
(BERNSTEIN, 2013).

O céncer pode ser definido como um conjunto de doengas em que muitos dos
controles e caracteristicas normais da célula sédo perdidos ou perturbados.
Proliferacdo celular descontrolada e capacidade de sobrevivéncia alterada sé&o
aspectos comuns de varios tipos de cancer. Geralmente apresentam também defeitos
morfoldgicos aliados a aquisicdo de propriedades migratorias e invasivas de acordo
com o estagio de progressao da doenca (HALL, 2009; PIANA, 2013). A tumorigénese
pode ser estabelecida por mutacdes somaticas, pela propagacao de genes mutados
de uma geracdo para outra, e/ou por fatores epigenéticos. Estas caracteristicas
conferem vantagens seletivas para as células tumorais frente as células normais,
habilitando-as, ainda, para migracéo e colonizacao de regides restritas a outros tipos
celulares. Esta caracteristica, conhecida como metastase, é o fator que determina a
malignidade de um tumor (MICHOR, IWASA, 2004; FANG, ZHANG, JIN, 2014). A
aqguisicao deste potencial irregular de expanséao clonal ocorre também em associacéo
a mutacdes adicionais (YACHIDA et al., 2010; SNIPPERT, 2014) e ao surgimento de
anormalidades fenotipicas que concedem as células cancerigenas competéncias
diferentes das do tecido original. A massa tumoral formada &, portanto, biologicamente
heterogénea e contém subpopulacdes de células com diferentes propriedades
angiogénicas, invasivas e metastaticas (FIDLER, 2002; BARRETT, 2013; ZHAO,
2014).



1.1.1. Epidemiologia

No ano de 2012, em todo o mundo, foram relatados 14,1 milhdes de novos
casos com 8,2 milhdes de 6bitos. Nas regides menos desenvolvidas, foram descritos
58% (8,178 milhdes) dos novos casos e 65% (5,330 milhdes) das mortes (FERLAY,
2013). A taxa de incidéncia de cancer é aproximadamente 25% mais alta em homens
do que em mulheres e, em termos de mortalidade, as taxas também sao maiores em
paises menos desenvolvidos, sendo 15% mais altas em homens e 8% em mulheres
(FERLAY, 2013). Para 2014, no Brasil, o Instituto Nacional do Cancer estima o
surgimento de 567 mil novos casos de cancer, com maiores taxas de incidéncia em
localizagBes primarias na préstata, pulméo e célon para homens e mama, colon e
Gtero para mulheres (INCA, 2013).

1.1.2. Classificacao

Existem mais de cem tipos distintos de cancer, com subtipos determinados a
partir do érgdo de origem especifico (HANAHAN, WEINBERG, 2000; KOSARY, 2006).
Em geral, canceres séo classificados de dois modos: pelo tipo de tecido no qual o
cancer se origina (tipo histoldgico) e pelo seu sitio primario, a localizacdo no corpo
onde o cancer se desenvolveu. Do ponto de vista histolégico, existem seis grandes
categorias: carcinomas, sarcomas, mielomas, leucemias, linfomas e tipos mistos
(KANDOTH, 2013; SEER, 2014). A maioria dos casos de cancer (80 a 90%) é
caracterizada como carcinoma, se referindo a uma neoplasia maligna de origem
epitelial. O tecido epitelial € vastamente encontrado no corpo, estando presente
principalmente na pele e revestindo 6rgdos e passagens internas, como o trato
gastrointestinal (VALASTYAN, WEINBERG, 2011; NAISH, REVEST, COURT, 2009).
Os carcinomas sao divididos em dois grandes subtipos: adenocarcinomas (originarios
de um orgao uma glandula, geralmente com capacidade secretora) e carcinomas de
células escamosas (originarios do epitélio escamoso) (TRAVIS, 1999; DABBS,
SILVERMAN, 2001). O presente estudo se baseia no modelo de adenocarcinoma

colorretal.

1.1.3. Patogénese

O estabelecimento do tumor é um processo complexo e que consiste em varias
etapas sucessivas até a transformacéo total da célula (NOWELL, 1976; FOULDS,
1958; PURANDARE, 2013). Em modelos experimentais, foram discriminados ao

menos trés estagios distintos para o cancer: iniciacdo, promog¢ao e progressao
2



(HECKER, 1982). O avanco através desses estagios ocorre como resultado de um
pequeno numero de eventos pontuais (STEEN, 2000). A maioria dos tipos de cancer
se estabelece a partir de quatro a oito eventos mutacionais necessarios para a
transformacao de células normais em células tumorais (BALMAIN, 1993; STEPHENS,
2011). Cada passo representa uma barreira fisiolégica que deve ser quebrada para
que a célula progrida por estas fases até atingir o ponto final de malignidade. Tais
barreiras tem como objetivo assegurar que a transformacéo seja um evento raramente
alcancado (WEINBERG, 1989; GIALELI, THEOCHARIS, KARAMANOS, 2011). O
proprio genoma das células normais, contudo, contém genes com o potencial de, sob
certas circunstancias, induzir transformacdes celulares e desenvolver,
consequentemente, o cancer, definindo o conceito de proto-oncogenes (ADAMSON,
1987; WEINBERG, 2006; MENG, 2012).

Proto-oncogenes sdo genes que codificam proteinas que fazem parte da
regulacdo do crescimento e diferenciacao celular, estando geralmente envolvidos na
transducdo e execucdo de sinais mitogénicos (TODD, WONG, 1999; WEINSTEIN,
JOE, 2006). Como consequéncia de mutagbes e/ou superexpressdo, um proto-
oncogene se torna um agente indutor de tumores, um oncogene (LAKSHMI, 2010).
Oncogenes sao originados pela aquisicdo de mutacdes que resultam em um ganho
de funcéo da proteina produzida. Nesse caso, a mutacdo em um so alelo é suficiente
para induzir a transformacao celular (DAI, WANG, 2010). Certos tipos de tumor se
estabelecem através de alteracBes genéticas especificas que causam a ativacao
oncogénica e a manutencdo continuada daquele sinal em particular (STELLA, 2013).
Células cancerigenas, contudo, sdo caracterizadas ndo sO por mutacbes de
oncogenes especificos, mas também por uma gama de aberracbes cromossdmicas
(MITELMAN, 1997; THOMPSON, COMPTON, 2011). O desenvolvimento do cancer,
entdo, &€ marcado pela “quebra” da defesa dos mecanismos adaptativos existentes
para a prevencao da transformacdo celular (DEMETRIUS, 2010). A progressao
tumoral em direcdo a seu estagio final (metastatico) pode ser, portanto, definida como
um processo de multiplos estagios. O ponto mais critico para a vida humana é
representado pela fase da doenca na qual as células cancerigenas se dispersam do
tumor de origem para colonizar 6rgdos distantes (NGUYEN, 2009; CASAS-SELVES,
DEGREGORI, 2011).



Diversos estudos investigaram o impacto de mutagBes genéticas no
desenvolvimento do cancer, principalmente nos estagios iniciais da génese tumoral
(VOGELSTEIN, 2013; MCFARLAND, 2013; VALTORATA, 2013). De maneira
contrastante, poucas mutacfes genéticas foram especificamente ligadas a
progresséo tumoral, sugerindo o envolvimento de outros mecanismos, Como 0 sistema
de controle epigenético (FEINBERG, 2004; SLATER, 2013; MALUMBRES, 2013). Em
células normais, os genes também podem ser modificados por fatores epigenéticos,
gue alteram os padrdes de expressao génica. Isso pode ocorrer por metilacdo do DNA,
metilacdo, acetilacdo, ou fosforilagdo de histonas e outras proteinas que interagem
com o DNA para formar a cromatina (NOVAK, 2004; LOKODY, 2013; SETON-
ROGERS, 2013). A metilacdo do DNA é geralmente a marca epigenética com maior
diferenca entre células normais e células tumorais. O perfil de metilacdo CpG normal
geralmente é invertido em células que se tornam tumorigénicas (ESTELLER, 2007,
HERVOUET, 2013; PORTELA, 2013). Alterac6es epigenéticas sdo comumente
encontradas em diversos genes reguladores do ciclo celular e do sistema de reparo a
danos no DNA, a exemplo do silenciamento transcricional através de hipermetilacéo
de genes como p16 (inibidor de CDK), p53 (supressor de tumor), complexo promotor
da anafase (APC) (regulador do ciclo celular), MGMT, MLH1 e BRCAL (genes de
reparo do DNA) (JONES, BAYLIN, 2002; GOMES, 2014; LI, 2014). Desta forma, a
sinergia das mutacdes génicas e alteracdes epigenéticas tem papel importante para
a aquisicdo de vantagens adaptativas pelas células tumorais, possibilitando a

tumorigénese.

Um exemplo classico que segue a linha de desenvolvimento tumoral em
multiplas etapas € o estabelecimento do cancer colorretal. O cancer colorretal se
desenvolve como resultado do acumulo progressivo de alteracbes genéticas e
epigenéticas que levam a transformacdo do epitélio colbnico normal em
adenocarcinoma colorretal (BARDHAN; LIU, 2013; FEINBERG, 2004). Geralmente, o
cancer de colon tem desenvolvimento lento e demonstra mudancas nos padrdes
moleculares e histolégicos (GRADY; MARKOWITZ, 2002; NGUYEN, BOS,
MASSAGUE, 2009).



1.2. Céancer Colorretal

No mundo, o cancer colorretal (CRC) é o terceiro tipo de cancer mais comum
em homens e o segundo em mulheres, sem considerar o cancer de pele nao
melanoma (SCHOEN, 2012). Para 2014, estima-se que no Brasil surjam 15.070 novos
casos de cancer colorretal (INCA, 2013). Particularmente, esdfago, estdbmago e célon
sdo Orgaos com alto risco de desenvolvimento de cancer (FUCCI, 2012). De fato, os
canceres esofagico (EC), gastrico (GC) e colorretal representam doencas muito
comuns, sendo responsaveis por aproximadamente 30% das mortes relacionadas a
cancer no mundo (THOMAS, SOBIN, 1995; SAMADDER, 2013)

O revestimento interno do trato digestivo € composto por células de alta
proliferacéo localizadas na base do epitélio e por células diferenciadas submetidas a
substituicdo continua (VAN LOMMEL, 2002). A r4pida renovacao das células é
necessaria para a manutencdo da homeostase da mucosa e a resposta a um ambiente
adverso, representado por toxinas e agentes cancerigenos presentes em alimentos
digeridos, fazendo do trato digestivo um local propicio para o desenvolvimento do
cancer (FUCCI, 2012).

Consistente com a hipotese de desenvolvimento em multiplas etapas, o cancer
de célon é geralmente iniciado por alteragdes nas vias de sinalizacdo Wingless/Wnt e
sua progressao é resultado do acumulo de eventos sequenciais que ou ativam
oncogenes ou inativam genes supressores de tumor (WANG, 1998; PARK, 2012).
Algumas das alteracdes ja descritas que promovem a carcinogénese do cancer
colorretal afetam K-RAS, p53 e elementos da via de sinalizacdo de TGF-, como
TGFBR2 e SMADA4. De fato, p53 e K-RAS j& sdo alvos terapéuticos e passam por
estudos de fase clinica (GRADY, MARKOWITZ, 2002; SUI, 2011; ZEESTRATEN,
2013).

Embora as alteracbes genéticas e epigenéticas responsaveis pelo
estabelecimento de diferentes canceres gastrointestinais (Gl) sejam descritas em
certos estudos (SELARU, 2009; ALI, 2013), ha pouco, um papel fundamental da
inflamacdo na patogénese do cancer colorretal comegou a ser descrito
(GRIVENNIKOV, 2013; SEBASTIAN, 2014).

Na vasta maioria dos casos, o0 CRC tem apenas 5 a 10% dos casos
relacionados & mutacdes hereditarias (SCHOEN, 2012). O risco de desenvolvimento
5



de CRC aumenta significativamente em pessoas com doencas inflamatérias
intestinais (DIIs), como colite ulcerativa e doenga de Chron (DC) (MANNINEM, 2013;
JESS, 2013). O processo de inflamacao crénica induz o desenvolvimento de canceres
associados a colites (CAC) geralmente iniciados por mutacdes na proteina P53 ou
pela superexpressdo de COX seguida de inativacdo de APC (HARTNETT, EGAN,
2012; FOERSCH, 2013; WOHL, 2013). De maneira concordante, estudos
epidemioldgicos demonstraram que 0 uso regular e a longo prazo de drogas anti-
inflamatorias néo esteroidais (NSAIDs, inibidores de COX2) reduz a mortalidade em
grupos de individuos com tumores do trato digestivo (HAFNER, REICHLE, VOGT,
2005; BITTO, 2012; JIANG, 2013).

Condicdes inflamatérias promovem o desenvolvimento do cancer por aumento
do estresse oxidatvo e do numero de mutagcbes (REUTER, 2010).
Concomitantemente, oncogenes promovem inflamacao, permitindo a progressao do
tumor por alteracdo do microambiente tumoral (MANTOVANI, 2008; BALKWILL,
MANTOVANI, 2012). Em muitos casos, as causas da inflamacdo cronica séo
conhecidas: infeccao persistente por patdégeno (por exemplo, hepatite B e C; infeccdo
por H. pylori) ou exposicéo a toxinas (alcool, fumo) (HE, KLIONSKY, 2009; MUNZ,
2013).

1.3. Autofagia

A autofagia € um processo biolégico natural que tem como objetivo a remocao
de organelas danificadas e micro-organismos, sendo também o0 mecanismo de
resposta para escassez de nutrientes (BETIN, 2013; MCALPINE, 2013).

Autofagia € um processo intracelular catabolico que resulta na degradacao de
componentes citosélicos a fim de manter a homeostase celular. Proteinas e organelas
podem ser removidas pela autofagia para controle do turnover e/ou reciclagem
(RANDALL-DEMLLO, CHIEPPA, ERI, 2013). Em mamiferos, o processo autofagico
transporta em vesiculas o conteudo a ser degradado até o lisossomo, onde essas
vesiculas se fundem (HE, KLIONSKY, 2009). A via autofagica participa de diversos
processos celulares, como diferenciacdo celular, remodelamento tecidual,
crescimento, defesa contra patdogenos e resposta a condicbes ambientais adversas
(KIM, KLIONSKY, 2000; FIMIA, PIACENTINI, 2010; LIU, 2013; SATO, SATO, 2013).
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Nos eucariotos, o termo autofagia se refere a trés grandes vias intracelulares:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (SUI, 2011). O
presente trabalho lida apenas com a macroautofagia, o processo pelo qual organelas
e porcdes citoplasmaticas sao envoltos por uma membrana, resultando na formacao
de uma estrutura chamada autofagossomo. Subsequentemente, o autofagossomo se
funde com o lisossomo, formando o autofagolisossomo, no qual enzimas hidroliticas
degradam o seu contetdo (YANG, KLIONSKY, 2010). As macromoléculas resultantes
deste processo de clivagem séo transportadas de volta para o citosol para reutilizagéo
(reciclagem) (MIZUSHIMA, 2007). A microautofagia envolve o englobamento do
citoplasma na superficie lisossomal, enquanto a autofagia mediada por chaperonas
ocorre pelo transporte de proteinas sollUveis diretamente através da membrana do
lisossomo (RANDALL-DEMLLO, CHIEPPA, ERI, 2013).

Na Figura 1 estéo representados as principais etapas da autofagia, conhecidas
como inducdo, reconhecimento de carga, formacéo de vesicula, fusédo e formacao do
autofagolisossomo, degradacdo da carga e liberagdo dos produtos no citosol
(GARCIA-MAURINO, ALCAIDE, DOMINGUEZ, 2012).
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Figura 1. Remocé&o e degradagdo de material intracelular por autofagia. O material intracelular é
envolto por membrana, formando o autofagossomo. O autofagossomo (contendo LC3, representado
por circulos) se funde com o lisossomo, formando o autofagolisossomo. Os produtos da degradacgdo
séo liberados no citoplasma. Intera¢gBes positivas sdo representadas por setas e negativas, por linhas.
Adaptado de GARCIA-MAURINO, ALCAIDE, DOMINGUEZ, 2012.

1.3.1. Regulacdo da autofagia

Ao menos 33 genes relacionados a autofagia (ATG) foram descritos em
leveduras, e ortélogos de muitos deles vem sido descritos em outros eucariotos
(KLIONSKY, 2003; YANG, KLIONSKY, 2009). O complexo Ulkl (unc51-like kinase)
controla as primeiras etapas na formacdo do autofagossomo, agindo a jusante do alvo
da Rapamicina (mTOR) (KAMADA, 2000; HOSOKAWA, 2009; JUNG, 2009). UIk1,
mAtgl3 e FIP200 (ortéloga de Atgl7) formam um complexo independentemente do
estado de fosforilagdo de mAtgl3. A atividade do complexo esta relacionada a mTOR,
gue se liga a ele em condic¢fes ricas em nutrientes e rapidamente se dissocia em caso
de escassez de nutrientes (YANG, 2007). Além disso, uma nova proteina, Atg101, foi
identificada e interage com Ulkl, sendo essencial para a autofagia (MERCER,
KALIAPPAN, DENNIS, 2009). A inibicdo de mTOR resulta na translocagdo do
complexo Ulkl do citosol para certos dominios do reticulo endoplasméatico (RE)

(MIZUSHIMA, 2010). Isso leva ao recrutamento do complexo de fosfatidilinositol-3
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quinase para o RE (ITAKURA, MIZUSHIMA, 2010) ou para outras organelas ligadas
a formacao do autofagossomo.

O complexo PI3K Ill/Beclina-1 (Bcl-2 interacting coiled-coil protein 1) controla a
producao de sinais que facilitam a montagem do autofagossomo (TASSA, 2003). Em
mamiferos, a Beclina-1 forma um complexo com hVps34 (vacuolar sorting protein 34),
uma PI3K Il (MEHRPOUR, 2010); este complexo interage com outras proteinas,
como pl150 (vacuolar sorting protein 15), Atgl4L (ortdlogo de Atgl4d de levedura),
UVRAG (UV irradiation resistance-associated gene) e Rubicon (RUN domain and
cysteine-rich domain containing, Beclin 1-interacting) (FUNDERBURK, WANG, YUE,
2010). O nucleo principal € formado por Beclina-1, hVps34 e p150.

Dois sistemas semelhantes ao sistema ubiquitina sdo necesséarios para a
dindmica correta da membrana durante o processo (OHSUMI, 2001), o sistema Atg12
e o sistema Atg8. A cascata de Atgl2 se inicia quando essa proteina € ativada por
Atg7, resultando em ligacéo covalente. Atg12 é entéo transferida a Atg10 e finalmente
forma um conjugado com Atg5. A maioria de Atg5 e Atgl2 existe na forma de
conjugados, independente da inducdo ou ndo da autofagia (KUMA, 2002; OTOMO,
2013). Além dessa interacdo, Atg5 interage nao-covalentemente, com Atgl6
(MIZUSHIMA, 1998; MIZUSHIMA, 2003). Atg16L1, de mamiferos, € um alelo de risco
associado a doenca de Chron (MASSEY, PARKES, 2007). Uma funcao do conjugado
Atgl2-Atg5 é promover a formacdo do conjugado Atg8-fosfatidiletanolamina (FE), o
segundo conjugado essencial para formacdo do autofagossomo (SUZUKI, 2001;
HANADA, 2007). Em mamiferos, Atg8 é chamada de LC3 (microtubule-associated
protein 1 light chain 3). A cascata se inicia com a clivagem de um residuo de glicina
de LC3, chamada agora de LC3-1 ou LC3A, por Atg4. Atg7 catalisa a ativacao de LC3-
I, que é transferia para Atg3 e, subsequentemente, conjugada a fosfatidiletanolamida
(FE) (KABEYA, 2000; MANN, HAMMARBACK, 1994). O conjugado PE é chamado de

LC3-1l ou LC3B e se associa a membrana do autofagossomao.

Diversos sinais podem induzir a autofagia, tais como a escassez de nutrientes.
Além disso, a autofagia se conecta a varios processos fisioldgicos (LEGAKIS, YEN,
KLIONSKY, 2007; MIZUSHIMA, 2009). O nivel basal de autofagia tem papel central
na homeostase e também na resposta ao estresse ambiental (hipOxia, estresse
oxidativo, infeccédo, radiacao, droga antitumoral) (RYTER, CLOONAN; CHOI, 2013).
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O nivel autofagico pode ser aumentado como resposta protetora, resultando em
adaptacao e sobrevivéncia. Ainda assim, o excesso de autofagia pode levar & morte

celular.

Nos Ultimos anos, cascatas de sinalizacdo complexas de controle da autofagia
foram descritas (YANG, KLIONSKY, 2010). Um dos principais reguladores da
autofagia € o mTOR. Esta quinase representa um ponto de convergéncia de varias
vias e é considerada a mais importante reguladora negativa da autofagia (CHEN,
KLIONSKY, 2011). Nao obstante, mTOR n&do é a Unica molécula em acédo. A
associagao entre o mau funcionamento da autofagia e diversas doengas (SRIDHAR,

2012) tem destacado a importancia de outras moléculas no processo.

Conforme previamente indicado, o complexo PI3K Ill/Beclina-1 é essencial para
a inducdo da autofagia. A atividade desse complexo é regulada por proteinas
antiapoptoticas da familia Bcl-2 (MARQUEZ; XU, 2012). Tais proteinas inibem a
funcdo autofagica de Beclina-1, atuando como inibidores autofagicos. A ligacao de
Bcl-2 a Beclina-1 desfaz a associacdo de Beclina-1 com hVps34 e diminui sua
atividade de PI3K lll, inibindo a autofagia (PATTINGRE, 2005). A fosforilagéo de Bcl-
2 por JNK1 (c-Jun N-terminal kinase 1), que € induzida por escassez de nutrientes,
desfaz as interacBes entre Beclina-1 e Bcl-2, liberando Beclina-1 para promover
autofagia (WEI, 2008).

A proteina mTOR existe na forma de dois complexos diferentes, mMTORCL1 e
MTORC2 (YANG, GUAN, 2007), sendo que o primeiro possui papel importante no
controle da autofagia. Varias vias de sinalizacdo que regulam a autofagia convergem
em mTOR (JUNG, 2010). mTOR integra sinais a montante que inibem a autofagia
através da via PI3K-Akt (fosfatidilinositol-3 quinase de classe I-proteina quinase B) (LI,
2013). Tal via é ativada pela ligacao de fatores de crescimento a receptores tirosina-
quinase, levando a ativacdo de mTOR pela inibicdo de TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis complex 1/2) (INOKI, 2002). Sinais que ativam AMPK (AMP-dependent
kinase) e ativacéo de P53 causam inducao da autofagia por inibicdo de mTOR (FENG,
2005). Dessa maneira, tanto reguladores autofagicos positivos quanto negativos
convergem em mMTOR. Aqueles que o ativam (PI3K-Akt), suprimem autofagia,
enguanto os que o inibem (AMPK e p53), a promovem. O complexo Ulk1, que controla
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as etapas inicias da formacédo do autofagossomo, estd a jusante de mTOR, sendo
regulados, assim, pela disponibilidade de nutrientes (SHANG, 2011).

1.3.2. Autofagia e a patogénese de doencas

A autofagia se encontra comprometida em uma variedade do doencas, como
Alzheimer, Parkinson, Huntington e outras desordens neurodegenerativas (SARKAR,
RAVIKUMAR, RUBINSZTEIN, 2009; CHEUNG, IP, 2011; PAN, YUE, 2014). Autofagia
também esta relacionada a desordens musculares (NISHINO, 2006) e diferentes tipos
de cancer (CUERVO, 2004; MORSELLI, 2009).

Muito se discute sobre o papel da autofagia em doencas e sobre sua funcao
dualistica como mecanismo de sobrevivéncia e de morte celular (ESKELINEN, 2011).
Inicialmente, a ativacdo da autofagia pode prover a célula a energia necessaria para
o minimo funcionamento durante indisponibilidade nutricional, além de diminuir os
riscos de danos pela eliminacéo de proteinas ou organelas anémalas (RUBIO, 2012).
Contudo, em estagios mais avancados do cancer, a autofagia pode garantir a
execucao da morte celular (RESENDE, ULRICH, 2013). A observacéo do acumulo de
autofagossomos em células no processo de morte levou a definicdo de uma forma de
morte celular programada ndo-apoptética, chamada de morte celular do tipo II, que
funcionaria como mecanismo supressor de tumores, semelhante a apoptose (LEVINE,
YUAN, 2005). Autofagia e apoptose podem ser iniciadas por sinais em comum
(HACKENBERG, 2013). Ocasionalmente, isto resulta na combinacéo das duas vias,
enquanto em diferentes condic¢des, a célula varia entre as duas respostas de maneira
mutuamente exclusiva (MAIURI, 2007; TAVASSOLY, 2013).

A reducao dos niveis de varias proteinas requeridas para a autofagia tem sido
associada a um maior desenvolvimento tumoral (LIU, 2013). No entanto, o papel da
autofagia no cancer é muito complexo, ja que existem evidéncias de que a autofagia
pode ser oncogénica em certos contextos e supressora de tumor em outros (KONDO,
2005; HIPPERT, O'TOOLE, THORBURN, 2006; MATHEW, KARANTZA-
WADSWORTH, WHITE, 2007; WHITE, DIPAOLA, 2009; RAO, 2014). O numero
crescente de evidéncias conectando cancer e autofagia torna sua manipulagcao
interessante para o tratamento deste. Em teoria, ambas a ativacdo e inativagao da
autofagia podem beneficiar células cancerigenas dependendo do estagios em que
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estas células se encontrem. Em estagios iniciais de desenvolvimento do cancer, a
ativacao da autofagia bloqueia o crescimento tumoral. Em contraste, a ativagao da
autofagia em estagios mais avancados pode promover a sobrevivéncia de células
cancerigenas sob restricdo de nutrientes, como em tumores pouco vascularizados.
Além disso, a ativacao autofagica promove a eliminacdo de moléculas e organelas
intracelulares danificadas apés tratamentos antitumorais, 0 que aumenta a resisténcia
do tumor a quimioterapia (LIU, 2011; DASS, 2013).

Defeitos no processo autofagico recriam um estado inflamatorio sem a
necessidade de uma fonte de dano extrinseca. Assim, em células e tecidos defectivos
para a autofagia, a falha na remocédo de detritos celulares e a disfuncdo celular
resultante sdo estimulos inflamatérios que criam um ambiente propenso ao
desenvolvimento do cancer (HE, KLIONSKY, 2009; MUNZ, 2013). O conceito de que
0 mecanismo autofagico limita o dano tecidual e a inflamacédo, se tornando um
mecanismo supressor de tumores, € recente (WHITE, 2010; LORIN, 2013). A
autofagia suprime doencas resultantes de agregacoes proteicas, inflamacéo e cancer
(PERLMUTTER, 2009; GRANNEL, 2008; KNAEVELSRUD, SIMONSEN, 2010; CHOI,
RYTER, LEVINE, 2013), apoiando o possivel papel para o controle de qualidade
celular pela via autofagica na supressao tumoral, envolvendo proteinas como a P62,
responsavel pelo reconhecimento de proteinas poliubiquitinadas e agregados
proteicos (MATHEW, 2009; MURROW, DEBNATH, 2013; MORIMOTO, CHRISTEN,
2013) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos pelos quais defeitos na autofagia promovem o cancer. Estresse metabdlico
resulta em dano oxidativo e acimulo de p62. A autofagia é responsavel pela degradacdo do material
celular danificado. Adaptado de WHITE, 2010.

Os efeitos promotores de tumor da autofagia podem estar relacionados a:
a) Reciclagem de nutrientes para abastecer as células cancerigenas
b) Aumento das chances de células tumorais de sobreviver a hipdxia
c) Aumento da resisténcia a drogas antitumorais
Os efeitos antitumorais da autofagia podem estar relacionados a:
a) Prevencdo do acumulo de proteinas e organelas defectivas
b) Controle do estresse oxidativo por remocéo de mitocondrias danificadas

c) Prevencdo do estresse do reticulo endoplasmatico (RE), requerido por certos

tumores

d) Limitagdo e prevencédo da inflamacao cronica, fator de risco para varios tipos de

cancer
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Em relagéo a este dltimo ponto, as doencas inflamatoérias intestinais sdo bons
exemplos de como o mau funcionamento da autofagia pode induzir inflamacao e,
assim, criar um ambiente pré-tumorigénico. A inflamacgéo cronica €, conhecidamente,
um fator de risco para o desenvolvimento do cancer colorretal (EKBOM, 1990;
O’CONNOR, 2010; KAPPELMAN, 2014).

1.4. Autofagia, doencas inflamatdrias intestinais e cancer colorretal

Doencas inflamatorias intestinais (Dlls) compreendem duas formas do
inflamacéo intestinal: colite ulcerativa (UC) e doenca de Chron (PODOLSKY, 1991;
HANAUER, 2006). DlIs diferem de outras doencas inflamatdrias por sua incapacidade
de regular negativamente a resposta inflamatéria. Em individuos saudaveis, o intestino
se torna inflamado em resposta a um patdégeno e entdo retorna ao seu estado de
tolerancia uma vez que o patdégeno tenha sido removido. Em individuos com Dlls,
contudo, a inflamacédo ndo é negativamente regulada e o sistema imune da mucosa
permanece cronicamente ativado (LAGNHORST, 2007).

A inflamacéo crénica € um fator de risco chave para CRC em pacientes com
Dlls (O'CONNOR, 2010). A progressao de adenoma a carcinoma que ocorre durante
o desenvolvimento esporadico de tumores colorretais parece ser uma sequéncia de
inflamagé&o-displasia-carcinoma em CRC associados a DlIs (ZISMAN, RUBIN, 2008).
Levando em conta este relacionamento, pode se considerar que os mesmos defeitos
autofagicos envolvidos na patogénese de Dlls também séo fatores de risco para o

desenvolvimento de CRC.

A relacdo, por exemplo, entre ativacdo de mTOR e CRC é suportada por
diversos estudos (GULHAT, 2009; CAl, 2014; DUFOUR, 2011). A polipose colbnica,
formacdo de pdlipos, ou seja, protuberancias teciduais resultantes de crescimento
anormal do tecido, observada em camundongos knock-out para Apc716 foi
relacionada a instabilidade cromossomal mediada pela ativagdo de mTOR (AOKI,
2003). No mesmo modelo, a inibicdo de mTORC1 por everolimus, inibidor de mTOR,

reduziu 0 nimero e o crescimento destes polipos (FUJISHITA, 2008).

A via Akt-mTOR desempenha um papel critico no crescimento e na progressao

do CRC. Um estudo envolvendo pacientes com cancer colorretal mostrou que
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variacdes genéticas relacionadas a via Akt-mTOR contribuem para o risco de cancer
colorretal (SLATTERY, 2010; PANDURANGAN, 2013). Vérias proteinas da via
estavam significativamente superexpressas em CRCs quando comparados ao tecido
colénico normal dos mesmo pacientes (JOHNSON, 2010). A regulacdo positiva da
sinalizagdo por mTOR também foi evidenciada em outros estudos envolvendo CRC
(GULHATI, 2009; ZHANG, 2009; EKSTRAND, 2010). Na mesma linha, a ativacao
anormal de mTOR foi encontrada em pacientes com DIl (DENG, 2010), tornando,

assim, o uso de inibidores de mTOR/indutores autofagicos uma terapia promissora.

O assunto se torna ainda mais complexo pelo fato de que os efeitos oncogénico
e supressor de tumor podem coexistir dentro do mesmo tumor. Além disso, a autofagia
possui diversos papéis benéficos no tecido normal, impossibilitando uma terapia
sistémica. Vérios estudos focam na autofagia como alvo para prevencéao e tratamento
do cancer (LIU, 2010; TURCOTTE, GIACCIA, 2010; YANG, 2011; MESCHINI, 2011;
HELGASON, HOLYOAKE, RYAN, 2013). No que diz respeito ao CRC, a maioria dos
dados apontam para a autofagia como processo de atraso da apoptose e, por
conseguinte, a inibicdo da autofagia é mais susceptivel a realizar o efeito terapéutico
desejado do que o uso de compostos indutores de autofagia. Ainda assim, evidencias
experimentais mostram efeitos antitumorais tanto para inibidores quanto para
indutores autofagicos (WANG, 2012; SELVAKUMARAN, 2013; ZHAI, 2013).
Inibidores da autofagia podem aumentar a eficacia de tratamentos antineoplasicos
utilizados atualmente, ao passo que promotores da autofagia podem induzir morte

celular mediada por autofagia em tumores nédo apoptoticos.

A maioria dos estudos envolvendo inibicdo da autofagia na terapia do cancer
utilizam cloroquina e hidroxicloroquina (SASAKI, 2010; KIMURA, 2013). Tais
compostos sdo vastamente utilizados como tratamentos para malaria e reumatismo e
atuam inibindo a acidificacdo lisossomal, bloqueando, assim, os estagios finais da
autofagia (MORIMURA, 2014). A Cloroquina inibe a proliferagdo da linhagem de
cancer colorretal de camundongo CT26 in vivo e in vitro (ZHENG, 2009) e potencializa
o efeito antitumoral de 5-fluorouracil (5-FU) em células de cancer de célon humano
(SASAKI, 2010).

O bloqueio autofagico € uma abordagem promissora para evitar a funcao

citoprotetora desse processo durante a terapia antitumoral. Ja foi relatada a
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modulacdo da autofagia por tratamentos cuja acéo € bastante distinta, como radiacao
ionizante e quimioterapicos tradicionais contra o céancer (HOYER-HANSEN,
JAATTELA, 2008). A ativacdo da autofagia em resposta a radiagdo ou quimioterapia
€ benéfica para células tumorais, devido a contribuicdo para a eliminacdo de
organelas danificadas, prevenindo, desse modo, a ativagcdo da apoptose. Para esse
fim, a inibicdo autofagica pode ser usada como uma estratégia de sensibilizacdo do

tumor para promover a atividade antitumoral de compostos quimioterapicos.

O método mais comum de inducdo da autofagia é através da via Akt-mTOR.
Ativacdo exacerbada de mTOR leva a producédo de sinais proliferativos e resisténcia
a morte celular (LIN, 2014; LOPEZ-RIVERA, 2014). Além disso, mTOR regula a
invasdo celular, metastase e angiogénese. Em CRCs, mTOR se encontra regulada
positivamente e existem evidéncias que sugerem um potencial terapéutico para
inibidores de mTOR (DUFOUR, 2011). Rapamicina e seus analogos demonstraram
atividade antitumoral em alguns modelos de CRC in vitro. Por exemplo, a combinacéo
de Rapamicina e 5-aza-deoxicitidine suprimiu o crescimento de células HCT116 e
reduziu a incidéncia e volume do tumor em camundongos (ZHANG, 2009). Efeitos
favoraveis da Rapamicina tem sido relatados em testes clinicos com pacientes com
tumores solidos, incluindo CRCs (TABERNERO, 2008; FUJISAKA, 2010; OKAMOTO,
2010; LANE, O'REILLY, WOOD, 2013). Embora Rapamicina e seus analogos tenham
se mostrado eficientes em modelos pré-clinicos, quando utilizados como agentes

terapéuticos unicos, seus efeitos tem sido modestos (DON, ZHENG, 2011).

As vias inflamatoérias e autofagicas também podem ser reguladas por outros
elementos, como fatores de transcricdo da familia PPAR. Dentre estes fatores, o
PPARyY tem sido proposto como um fator de protecdo em colites, agindo
principalmente através da atenuacdo da atividade de NFkB (DUBUQUOY, 2003;
KELLY, 2004; ZUBAIR, FRIERI, 2013). Bactérias comensais parecem contribuir para

a homeostase da mucosa intestinal por elevar a expressao de PPARy (CARIO, 2005)

1.5. PPARY, autofagia e cancer colorretal
PPARYy faz parte de uma familia de aproximadamente 50 fatores de transcri¢cao
envolvidos em varios processos bioldgicos diferentes (GUAN, 2004). PPARy néo
regula apenas o metabolismo lipidico, mas também proliferacdo, diferenciacdo e
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apoptose em diferentes tipos de cancer (FUCCI, 2012; ZENG, 2012; PANG, 2014).
Em linhagens de cancer de mama, a ativacdo de PPARY induz autofagia e inibe o
crescimento tumoral através de morte celular por apoptose (ROVITO, 2013). Os
efeitos da ativacdo de PPARY na inflamag¢ao ndo foram completamente elucidados,
pois diferentes tipos celulares mostram diferentes respostas inflamatorias em resposta
a sua ativacao (ZHOU, 2009; MAHMOOD, 2011; GRAY, 2012).

As células de cancer colorretal, particularmente, apresentam alta expressao de
PPARY (SU, 2007) e sua ativagao parece estar ligada a efeitos antitumorais. Estudos
utilizando agonistas de PPARy mostram reducdo na severidade de modelos in vitro
de DlIs (TANAKA, 2001; SHRESTHA, XIA, 2012) e inibicdo da proliferacdo celular
aliada a inducéo de apoptose (DAI, WANG, 2010) (Figura 3). Contudo, existem dados
contrarios mostrando uma tendéncia a maior severidade do cancer em camundongos

com susceptibilidade a doencas colorretais quando PPARY é ativado (SAEZ, 1998).

Inibicdo da proliferacio celular Inducdo de apoptose

Aumento de PTEN
Diminuicao de survivina
Diminuicdo de inibidor de apoptose
ligado ao X (XIAP)
Supressao de NF-kB

Aumento de inibidores de CDK (p21, p27, etc.)
Diminuicao de CDK (CDK2, CDK5)
Diminuicdo de Ciclina D1
Inibicdo da atividade de telomerase e

pERo e hTERT Aumento de Bax e diminuicZo de Bcl-2
v v
PPARY no cancer colorretal
“Supressor de tumor”
A& A
Diminui¢ao de VEGF
Aumento de E-caderina Diminuicao de MMPs
Aumento da expressao de Drg-1 DiminuigZo de iNOS e COX-2
Diminuicao de mediadores pro-inflamatorios
Inducdo de diferenciacdo InibicZo da angiogénse

Figura 3: Potenciais mecanismos moleculares da agdo do PPARY como supressor de tumor no

cancer colorretal. Adaptado de PARK, KWAK, 2012.
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1.6. Justificativa

O cancer é um problema de saude publica ndo s6 no Brasil, mas também em
escala mundial. O céancer colorretal, especificamente, tem grande incidéncia e é
responsavel por grande numero de mortes, tanto entre homens quanto entre
mulheres, anualmente, em todo o mundo. Desta forma, uma melhor compreenséo dos
mecanismos de estabelecimento e progressédo do tumor de colon retal é essencial
para o desenvolvimento de novos tratamentos e métodos de diagndéstico precoce para
esta doenca. O processo autofagico e o controle do metabolismo lipidico, como
mantenedores da homeostase celular, possuem grande impacto nas vias que podem
levar & transformacdo celular. O melhor entendimento de suas atuagbes como
processos pré ou antitumorais € fundamental para o entendimento do estabelecimento

desta doenca.

Até o momento, ndo foi relatada a regulacdo da via autofagica pelo fator de
transcricdo nuclear PPARY ou da expressédo de PPARY pela autofagia em células de
cancer colorretal. Além disso, os efeitos da modulagéo das duas vias em conjunto sédo

desconhecidos neste tipo de cancer.

A utilizacdo, portanto, de células de linhagem de céancer colorretal, como Caco-
2, se torna uma ferramenta Uutil para o desmembramento das vias e andlise das

consequéncias de suas regulacdes sobre a inflamacéo e as propriedades tumorais.

Assim sendo, o presente trabalho investigou o envolvimento da autofagia e do
metabolismo lipidico em relacdo as propriedades tumorais observadas no cancer

colorretal, utilizando, para tal fim, células Caco-2.

1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo Geral
Investigar a relacdo entre o metabolismo lipidico, a via autofagica e o fator de
transcricdo PPARY e seus efeitos nas propriedades tumorais do cancer colorretal em

modelo de adenocarcinoma colorretal in vitro.
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1.7.2. Objetivos Especificos
- Verificar a existéncia de regulacdo da via autofagica pela ativacdo de PPARy em

células Caco-2.

- Avaliar a regulacao da expressao de PPARY por modulag&o do processo autofagico
em células Caco-2;

- Analisar os efeitos da ativagéo e inibicdo de PPARY, bem como da indugéo e inibicéo
da autofagia nas células tumorais de adenocarcinoma colorretal pela analise dos
eventos de morte, proliferacdo, ciclo celular, producdo de espécies reativas de

oxigénio e pelo perfil de células-tronco tumorais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Fluxograma
O fluxograma experimental se resume a estimulacdo de células Caco-2 e

subsequente analise de diversos parametros (Figura 4).

Rapamicina: Indutor autofagico

Cultura de 3-MA: Inibidor autofagico
células Rosiglitazona: Agonista de PPARy
(Caco-2) GW-9662: Antagonista de PPARy
Immunoblot / (
) . Microscopia de Luz
Citometria
PPARy . o )
Corpusculos Lipidicos (Oil Red O
LC3B Autofagia (Laranja de Acridina) L P P ( )
Morte Celular (Anexina-V/PI)
Proliferagdo (CFSE) 4
Microscopia Confocal Ciclo Celular (PI) Espectrofotometria
ROS (CellROX) )
PPARy Células-tronco Tumorais (CD44/24) Proliferagéo
(Cristal Violeta)

Corpusculos Lipidicos (Bodipy) \ / \_

Figura 4. Desenho experimental esquematico. Resumo da metodologia utilizada.

2.2. Reagentes e equipamentos

Para o cultivo celular, utilizou-se meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) High Glucose e Soro Fetal Bovino (SFB) da empresa Gibco — Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA). Além disso, Tripsina 0,25% em EDTA (T4049) e
antibiotico Penicilina-Estreptomicina (P4333) foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para estimulacfes, foram utilizados Rapamicina
(R8781), 3-Metiladenina (M9281), Rosiglitazona (R2408) e GW-9662 (M6191), todos
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-MAP LC3B H-50 (SC-28266) e
anti-PPARy H-100 (SC-7196) da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA,
EUA); anti-CD44-FITC (MHCD4401) e anti-CD24-PE (MHCD2404) da Molecular
Probes — Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA); anti-B-Actina-Peroxidase (A3854)
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os anticorpos secundarios utilizados foram
IgG de cabra anti-coelho — Alexa Fluor 546 (A-11010) e IgG de cabra anti-coelho Alexa

Fluor 680 (A-21076), ambos da Invitrogen — Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA);
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IgG de cabra anti-coelho conjugada a peroxidase (111-035-006) da Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc. Como controles isotipicos, foram utilizados os
anticorpos IgG1-PE (SC-2866) e IgG2b-FITC (SC-2857), ambos da Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, EUA). Os marcadores fluorescentes utilizados
foram Laranja de Acridina (6130), da empresa ImmunoChemistry Technologies, LLC
(Bloomington, MN, EUA), Oleo Vermelho O (01391), BODIPY 493/503 e DAPI
(32670), obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Na eletroforese de proteinas em gel, utilizou-se inibidor de protease (BP-477)
da Boston Bioproducts (Ashland, MA, EUA) e géis pré-prontos Amersham ECL Gel
10%, 10 pocos da GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, Inglaterra). A
revelacdo foi realizada usando solucdo SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (34077) da Thermo Scientific - Thermo Fisher Scientific, Inc. (Pittsburgh,
PA, EUA) e a aquisicéo de imagens foi realizada pelo equipamento Image Quant LAS
4000 da GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, Inglaterra), com a analise

realizada no programa ImageJ (NIH, EUA).

Para os ensaios de imunofluorescéncia, utilizou-se Triton X-100 (X100) e
Albumina de Soro Bovino (BSA) (A2153) da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), leite desnatado Molico e meio de montagem anti-decaimento de fluorescéncia,
ProLong Gold (P36934), da Invitrogen — Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA).

Diferentes kits foram utilizados: Anexina-V conjugada a FITC (BMS500FI), da
eBioscience (San Diego, CA, EUA), para analise de morte celular; CellTrace™ CFSE
Cell Proliferation Kit (C34554), da Invitrogen — Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA),
para analise de proliferacao; lodeto de Propideo (P3566) da Molecular Probes — Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA), para analise do ciclo celular e CellROX Deep Red
Flow Cytometry Assay Kit (C10491), da Molecular Probes — Life Technologies
(Carlsbad, CA, EUA), para analise do estresse oxidativo.

Cristal Violeta (42555) foi adquirido da empresa VETEC, Propilenoglicol
(0398039) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e Entellan da empresa
Merck Millipore.

A separacdo de proteinas por eletroforese em gel foi realizada no aparelho

Amersham ECL Gel Box, da GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire,
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Inglaterra) e a transferéncia foi feita no aparelho Trans-Blot Semi-Dry, da BIORAD. A
leitura de absorbancias foi realizada no leitor de microplacas Spectramax M5, com
analise dos dados realizada pelo programa SoftMax Pro 5.2, ambos da Molecular
Devices, LLC (Sunnyvale, CA, EUA). Dois citometros de fluxo foram utilizados, o BD
FACSCalibur e o BD FACSVerse, da BD Biosciences, Inc., com a analise dos dados
realizada no programa FlowJo v.7.6.5, da Tree Star, Inc. (Ashland, OR, EUA). As
imagens de imunofluorescéncia foram obtidas em Microscépio Confocal de Varredura
a Laser SP5, da Leica (Wetzlar, HE, Alemanha).

2.3. Cultura de células

Células de linhagem de adenocarcinoma colorretal Caco-2 (ATCC HTB-37),
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de SFB, 100.000 U/L de penicilina e 100mg/L
de estreptomicina e mantidas em atmosfera iumida a 37°C e 5% de CO2. Passagens

eram feitas ao atingir 90% de confluéncia.

2.4. Tratamentos

As células foram tratadas com indutor autofagico Rapamicina (100ng/mL),
inibidor de PI3K Il 3-Metiladenina (5mM), agonista de PPARy Rosiglitazona (10uM),
antagonista de PPARy GW-9662 (10uM) e combinacdes destes estimulos por 24 ou
48 horas. Como controles experimentais, foram utilizadas células mantidas em meio

de cultivo e tratadas com volumes correspondentes de DMSO.

2.5. Eletroforese em gel e imunodeteccao

Para o ensaio de imunodeteccao, 2x10° células foram semeadas em placas de
6 pocgos contendo 2mL de meio de cultura por poco. Apos tratamentos, 0 meio foi
retirado e as células lavadas trés vezes com PBS. Adicionou-se ao poco solugéo de
lise celular (Tris 50mM, NaCl 150mM, EDTA 5mM e 1% de Triton X-100 — pH 7,4)
contendo inibidor de protease. A lise foi auxiliada mecanicamente pelo uso de
espalhador de células. O lisado celular foi mantido no gelo e severamente agitado 5

vezes com intervalos de 5 minutos entre cada agitacao e, por fim, centrifugado a
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15.000 r.p.m. O sobrenadante coletado foi armazenado a -80°C. Antes da aplicacao
no gel, as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford e a quantidade
necessaria de Tampdo de Amostra (Tris 125mM, 20% de glicerol, 10% de 2-
mercaptoetanol, 4% de SDS e 0,004% de azul de bromofenol) foi adicionada. As

amostras, entdo, foram fervidas por 5 minutos a 95°C e aplicadas no gel.

Géis de acrilamida pré-prontos foram utilizados de acordo com o indicado para
o produto. As amostras correram em tampao Tris-Glicina (Tris 25mM; Glicina 192mM;
1% SDS - pH 8,3) a 160V, por uma hora e 20 minutos, a 4°C. Apés a corrida, o gel

seguiu para transferéncia a membrana de nitrocelulose.

O gel foi transferido em sistema semi-dry por 45 minutos a 15V, a 4°C,
utilizando membranas de nitrocelulose e Tampao de Transferéncia (Tris 25mM,
Glicina 192mM, 20% Metanol — pH 8,3). As membranas foram entédo bloqueadas por
1 hora com 5% leite desnatado e 0,05% Tween-20 em PBS em agitacdo. Os
anticorpos primarios foram diluidos na solucdo de bloqueio e incubados com a
membrana “overnight”a 4°C em agitacéo, nas seguintes diluicdes: 1:1.000 anti-LC3B;
1:500 anti-PPARYy.

ApGs incubagédo, as membranas foram entdo lavadas trés vezes, por 5 minutos
cada, com 0,05% Tween-20 em PBS e incubadas com os anticorpos secundarios
conjugados a HRP, diluidos em solucao de bloqueio em 1:2.000. O anticorpo anti-3-
Actina foi utilizado em diluicdo de 1:20.000. As incubacdes ocorreram por uma hora e
meia em temperatura ambiente sob agitacdo. As membranas foram novamente

lavadas e incubadas com proporc¢des iguais de solugéo para revelagao.

AplOs a captura de imagens, a analise das quantidades de proteinas foi
realizada pela normalizacdo das intensidades das bandas de proteinas alvo para a
intensidade de B-Actina. A quantificacdo demonstrada nos gréaficos significa a
proporcdo de expressado proteica, tendo-se a expressdo da célula ndo estimulada

como 100%.

2.6. Imunofluorescéncia
Para microscopia confocal de fluorescéncia, 3x10° células foram semeadas em

placas de 24 pocos contendo 1mL de meio de cultura por poco e laminulas em seu
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interior. Ap0@s tratamento, as células foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com
Formalina 3,7% overnight, a temperatura ambiente. Ap0s retirada da Formalina, as
células foram novamente lavadas trés vezes com PBS e, em seguida,
permeabilizadas com 0,2% Triton X-100 em PBS por 20 minutos, em temperatura
ambiente. Apds lavagem, adicionou-se solu¢éo de bloqueio (2,5% de BSA em PBS)

por 20 minutos, em temperatura ambiente.

PPARY foi marcado com anticorpo anti-PPARYy na diluicdo de 1:300 e 5ug/ml
de anticorpo secundério conjugado a Alexa Fluor 546 ou Alexa Fluor 680; lipidios
neutros foram marcados com BODIPY na diluicdo de 1:300. Os anticorpos foram
incubados overnight a 4°C, em camara Uumida, ou por 1 hora a 37°C. O nucleo foi
marcado com DAPI, na concentracdo final de 300nM. As laminas foram montadas

utilizando meio de montagem anti-decaimento de fluorescéncia.

2.7. Presenca de vesiculas acidicas

A deteccéo de vesiculas acidicas intracelulares se deu com a marcacao com
Laranja de Acridina. Laranja de Acridina é uma base fraca que se acumula nos
lisossomos das células devido ao baixo pH lisossomal, produzindo fluorescéncia

vermelha quando excitada por luz azul.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por poco. Apdés tratamentos, as células foram lavadas trés vezes com PBS
e incubadas com solucdo de Laranja de Acridina 1pg/mL por 15 minutos, a 37°C e
protegidas da luz. As células entédo foram lavadas, ressuspendidas em 500uL de PBS

e analisadas por citometria de fluxo.

Foram adquiridos 10.000 eventos e analisadas as fluorescéncias nos canais
FL1-H e FL3-H em escalas logaritmicas. A analise dos dados foi realizada com a
sobreposicdo dos histogramas e comparacdo entre as médias geométricas de

intensidade de fluorescéncia.

2.8. Biogénese de corpusculos lipidicos
A biogénese dos corpusculos lipidicos foi detectada pela marcacéo de lipideos

neutros por Oleo Vermelho O.
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No ensaio, 2x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo
1mL de meio de cultura por pogo e laminulas no interior. ApGs tratamentos, as células
foram fixadas com Formalina 3,7% por 10 minutos e lavadas com agua Milli-Q trés
vezes, por 30 segundos cada vez. Em seguida, as laminas foram incubadas com
100% de Propilenoglicol (PEG) por 2 minutos e posteriormente com solucéo de 0,5%
de Oleo Vermelho O por 15 minutos. As células foram entéo lavadas com solugéo de
60% de PEG por 1 minuto e mais trés vezes com agua Milli-Q, por 30 segundos cada
vez. Para marcacdo nuclear, utilizou-se Hematoxilina por 5 segundos seguida de

lavagens com agua Milli-Q. A laminula foi montada utilizando Entellan.

2.9. Morte celular

A viabilidade celular foi constatada através de marcagcdo com Anexina-V FITC
e PI. Células apoptéticas perdem a assimetria dos componentes da membrana e tem
a fosfatidilserina marcada por Anexina-V, enquanto aquelas que perdem a integridade
da membrana, como células necréticas, ficam permeaveis ao PIl. Assim, os diferentes
eventos de morte celular podem ser distinguidos conforme os padrdes de marcagao.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por poco. Apos tratamentos, o sobrenadante foi coletado e centrifugado
para o resgate de células mortas desaderidas. As células totais foram lavadas trés
vezes com PBS e ressuspendidas em Tampao de Ligacdo de Anexina 1X (HEPES
10mM; NaCl 140mM; CaClz 2,5mM — pH 7,4) e incubadas com 2,5uL de Anexina-V
FITC por 15 minutos, em temperatura ambiente e protegidas da luz. Decorrido o
tempo, adicionou-se 400uL de Tampédo de Ligacdo de Anexina 1X e Pl em
concentracgédo final de 2 pg/ml por 5 minutos, a 4°C protegido da luz, analisando as

células imediatamente por citometria de fluxo.

Foram adquiridos 10.000 eventos e analisadas as fluorescéncias nos canais
FL1-H e FL3-H em escalas logaritmicas. A analise dos dados foi realizada usando a
porcentagem de células presente em cada quadrante. Para controle experimental, a
apoptose foi induzida com 20% de DMSO por 15 minutos em meio de cultura. Células

necroticas foram obtidas fervendo as células por 15 minutos a 70°C.
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2.10. Proliferacao celular

2.10.1. CFSE

O ensaio com CFSE tem como base a incorporacdo do marcador pelas células.
Tal marcador, apés clivagem, torna-se fluorescente. Com o passar das divisdes
celulares, o contetdo citoplasmatico vai sendo diluido entre as células-filhas e a

intensidade da fluorescéncia, assim, caindo pela metade a cada divisao.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por poco. Apés tratamentos, as células foram lavadas trés vezes com PBS
e adicionou-se CFSE na concentra¢ao de 10uM durante 15 minutos a 37°C, no escuro.
As células foram entdo lavadas e DMEM foi adicionado por 30 minutos. Para a andlise
em citbmetro de fluxo, as células foram ressuspendidas em PBS. Foram adquiridos
10.000 eventos e analisada a fluorescéncia no canal FL1-H em escala logaritmica. A
analise dos dados foi realizada com a sobreposi¢cdo dos histogramas e conforme
parametros de proliferacao celular do préprio programa. Para controle experimental,
células foram tratadas com Colchicina (10pM) por 24 horas.

2.10.2. Cristal Violeta

Como alternativa de analise, foi realizado o ensaio de proliferacdo celular
utilizando Cristal Violeta. Neste ensaio, 5x10* células foram semeadas em placas de
96 pocos contendo 200uL de meio de cultura por poco. ApG@s tratamentos, por 24 ou
48 horas, as células foram fixadas com etanol por 10 minutos e marcadas com Cristal
Violeta 0,05% em etanol 20% por 10 minutos, com subsequente lavagem para retirada
do excesso de corante. Apos solubilizagdo com metanol, a leitura no

espectrofotdmetro foi realizada no comprimento de onda de 595nm.

2.11. Ciclo celular

A marcacao do ciclo celular com lodeto de Propideo se resume a capacidade
do Pl interagir com o DNA e, assim, tornar possivel sua quantificacdo. Dessa maneira,
as populacdes podem ser divididas de acordo com a quantidade de DNA presente.

Células possuindo 2n de DNA se encontram na fase GO ou G1, células com 4n de
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DNA se encontram na fase G2 ou M e células com quantidades intermediérias de DNA

se encontram na fase S.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por poco. Apos tratamentos, as células foram removidas e centrifugadas a
300G por 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 100ul de PBS e, em
seguida, adicionou-se 900ul de etanol 70% gelado por tubo, ficando assim por duas
horas a 4°C. As amostras entdo passaram por centrifugacdo a 3000G durante 10
minutos. O precipitado foi lavado com PBS e ressuspendido em solugédo contendo
0,1% de Triton X-100, 100ug/ml de PI e 50pg/ml de RNAse livre de DNAse em PBS e
mantido a 37°C por 10 minutos, protegido da luz. Para a analise em citometro de fluxo,

as células foram ressuspendidas em PBS.

Foram adquiridos 10.000 eventos e analisada a fluorescéncia no canal FL2-H
em escala linear. A andlise dos dados foi realizada conforme parametros de ciclo

celular do proprio programa.

2.12. Espécies reativas de oxigénio

A marcagédo com CellROX consiste no uso de sondas fluorescentes para a
medicdo de espécies reativas de oxigénio. Inicialmente, o marcador — permeavel a
membrana celular — é ndo fluorescente, devido a seu estado reduzido. Apés oxidacao,

o marcador exibe sinal fluorescente e pode ser, entédo, quantificado.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por poco. Apés tratamentos, CellROX, na concentracéo final de 5uM, foi
adicionado ao poc¢o contendo meio de cultura, incubando as células a 37°C por 30
minutos, protegidas da luz. Apés a marcagédo, as células foram lavadas trés vezes
com PBS e ressuspendidas em 500uL de PBS para leitura imediata em citbmetro de

fluxo.

Foram adquiridos 10.000 eventos e analisada a fluorescéncia no canal FL4-H,
em escala logaritmica. A analise dos dados foi realizada com a sobreposicdo dos
histogramas e comparagdo entre as meédias geométricas de intensidade de
fluorescéncia. Para controle experimental positivo, as células foram tratadas com
Rotenona (10uM).
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2.13. Células-tronco tumorais
As populactes de células-tronco tumorais foram definidas conforme os perfis

de expresséao das proteinas de superficie CD44 e CD24.

3x10° células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo 1mL de meio
de cultura por pogo. Apos tratamentos, as células foram removidas, lavadas trés vezes
com PBS e marcadas com os anticorpos anti-CD44-FITC e anti-CD24-PE diluidos em
solucéo de bloqueio (1% de BSA em PBS) numa concentracéo final de 1:20 por 30
minutos, a 4°C. Para andlise em citdmetro de fluxo, as células foram ressuspendidas
em PBS.

Foram adquiridos 10.000 eventos e analisadas as fluorescéncias nos canais FL1-H e
FL3-H em escalas logaritmicas. A analise dos dados foi realizada usando a
porcentagem de células presente em cada quadrante. Para controle experimental,
células marcadas com isétipos (IgG) foram consideradas como negativas para a

marcacao.

2.14. Analise estatistica

As andlises estatisticas compreenderam os testes ANOVA, pls-teste de
Bonferroni—Dunn e teste t-pareado. Experimentos feitos em triplicata, com valores de
p menores do que 0,05 foram considerados significativos. Calculos e gréaficos feitos

no programa GraphPad Prism 5, GraphPad Software, Inc.
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3. RESULTADOS

3.1. Regulacdo da autofagia por moduladores autofagicos e agonistas e
antagonistas de PPARY

Primeiramente, foi avaliada a inducao ou inibicdo da autofagia em células de
linhagem de cancer colorretal. Células Caco-2 foram mantidas em meio de cultura por
24 horas e tratadas com moduladores autofagicos, agonistas e antagonistas de
PPARYy. A fim de detectar a presenca da molécula LC3B, marcador e constituinte
especifico da membrana do autofagossomo, a mesma foi marcada com anticorpo
especifico apos separacao das proteinas por eletroforese em gel. A imunodeteccao
mostrou um aumento na expressao proteica apos a administracao independente do
indutor autofdgico Rapamicina e do agonista de PPARYy, Rosiglitazona. Em
contrapartida, a utilizacdo do inibidor autofagico 3-MA e do antagonista de PPARYy,
GW-9662, causou diminuicdo da expressédo de LC3B em células Caco-2 (Figura 5).
Os tratamentos com Rapamicina e Rosiglitazona elevaram a expressao de LC3B em
34,61% e 12%, respectivamente, enquanto os estimulos 3-MA e GW-9662 reduziram
o nivel de expressao em 30,77% e 17,68%, respectivamente, em relacdo ao controle

nao estimulado (Figura 6).

MW

(kDa) I“'\'[E ~ Rapa _S-M_A_ ~GW  Rosi
B-Actin - 42 'z_ i - -'-‘-
lcas 15 | W - : -

Figura 5. Analise da expressédo de LC3B em células dalinhagem de cancer colorretal Caco-2. Da
esquerda para direita sdo mostradas células n&o estimuladas (N.E.), células tratadas com Rapamicina
(100nM), 3-MA (5mM), GW-9662 (10uM) e Rosiglitazona (10puM) por 24 horas. MW representa a massa
molecular das proteinas, B-Actina (42kDa) foi usada como controle interno do experimento de deteccdo
da LC3B (15kDa).
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Figura 6. Niveis de expressdo de LC3B em células da linhagem de céncer colorretal Caco-2.
Quantificacdo dos niveis de expressdo de LC3B em relacdo as células ndo estimuladas apds
normalizagdo da intensidade das bandas para a intensidade de (3-Actina correspondente. Cada coluna
representa a media e desvio padréo de trés repeticdes experimentais. *p<0,05 significante *** p<0,0001

extremamente significante.

O desenvolvimento de vesiculas acidicas (V.A.s) no citoplasma das células é
uma das caracteristicas do processo autofagico. Para confirmar os resultados obtidos
por imunodetecc¢do, as células foram marcadas com Laranja de Acridina e analisadas

por citometria de fluxo (Figura 7).

Os resultados da amostragem do processo autofagico por marcacdo com
Laranja de Acridina foram altamente concordantes com os obtidos por imunodetecgéo.
Rosiglitazona aumentou o numero de vesiculas (1,399 + 0,09711 vezes), enquanto
GW os reduziu (0,5530 + 0,04894 vezes). Rapamicina aumentou a quantidade de
vesiculas acidicas (3,630 = 0,9445 vezes), ao passo que 3-MA as reduziu (0,3638 +
0,02807 vezes). Nesta etapa, foram realizados também tratamentos coestimulatorios,
modulando autofagia e a ativacdo de PPARy concomitantemente. A coestimulagao
nao gerou diferenca significativa entre a combinacdo de Rapamicina e Rosiglitazona
ou Rapamicina e GW-9662 e a estimulacdo com Rapamicina desacompanhada,
apenas sugerindo interpolacéo das vias. O mesmo padrdo surgiu ha comparacao dos

tratamentos com 3-MA (Figura 8).
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Figura 7. Presenca de vesiculas acidicas (V.A.s) em células Caco-2. Apés tratamento com
Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10puM) e GW-9662 (10uM) e coestimulacdes por 24

horas, a presenca de V.A.s foi aferida por citometria de fluxo com marcacéo por Laranja de Acridina.

Histogramas dos tratamentos (linha vermelha) comparados ao controle ndo estimulado (linha azul).

Cada histograma é representativo de trés experimentos independentes.
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Figura 8. Quantificacdo de vesiculas acidicas (V.A.s) em células Caco-2. Comparacdo da
intensidade de fluorescéncia (IF) dos tratamentos, normalizados em relacdo as células nao
estimuladas. Cada coluna representa a média e desvio padréo de trés repeticbes experimentais.

*p<0,05 significante *** p<0,0001 extremamente significante.

3.2. Presenca e regulacdo de PPARy por moduladores autofagicos na
linhagem Caco-2

Nossos resultados sugerem que ha expressdo constitutiva de PPARY na
linhagem Caco-2 e que o tratamento com Rapamicina ndo causou nenhum efeito
sobre a sua expresséao. O tratamento com Rosiglitazona, agonista de PPARy e GW-
9662, antagonista de PPARyY, como esperado, estimularam e aboliram,
respectivamente, a deteccao de PPARY nas células tratadas. A inibicao autofagica por

3-MA, em contrapartida, induziu alta expressado de PPARy em células Caco-2 (Figura

9).
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Figura 9. Presenca de PPARy em células Caco-2. Apds tratamento com Rapamicina (100nM), 3-MA
(5mM), Rosiglitazona (10pM) e GW-9662 (10uM) por 24 horas, as células foram marcadas com
anticorpo anti-PPARy (em vermelho) e observadas em microscopio confocal, com aumento de 63X.

Nucleos marcados com DAPI (em azul). Barra de referéncia: 25 uym.
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Os resultados da analise quantitativa da expressédo de PPARY apontaram para
um aumento na expressdo de PPARy na presenca do agonista de PPARYy,
Rosiglitazona, e do inibidor autofagico, 3-MA. A adicdo do antagonista de PPARY,
GW-9662, resultou em diminuicdo na expressao (Figura 10). O tratamento com
Rapamicina gerou baixa diferenca significativa, reduzindo a expresséo de PPARy em
apenas 6,82%. Rosiglitazona e 3-MA elevaram a expressdo em 17,99% e 42,33%,
respectivamente, enquanto GW-9662 reduziu o nivel de expressao em 34,55% em

relacdo ao controle ndo estimulado (Figura 11).

MW )
(kDa)  N.E. Rapa 3-MA GW Rosi

PPARy 57

Figura 10. Imunodetec¢do de PPARyY em células da linhagem de cancer colorretal Caco-2. Da

esquerda para a direita estdo representadas as células tratadas e ndo estimuladas (N.E.) e células
Caco-2 tratadas com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), GW-9662 (10uM) e Rosiglitazona (10uM) por
24 horas. MW representa a massa molecular das proteinas e $-Actina (42kDa) fui usada como controle
interno do experimento para a detec¢éo do PPARY (15kDa) e B-Actina (42kDa) como controle interno

do experimento.
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Figura 11. Niveis de expressao de PPARy em células da linhagem de cancer colorretal Caco-2.
Quantificacdo dos niveis de expressdo de PPARy em relacdo as células ndo estimuladas apés
normalizagdo da intensidade das bandas para a intensidade de 3-Actina correspondente. Cada coluna
representa a média e desvio padrdo de trés repeticdes experimentais. *p<0,05 significante *** p<0,0001

extremamente significante.
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3.2.1 Andlise da producéo de corpusculo lipidico por células Caco-2

Duas marcacdes distintas foram utilizadas para a determinacdo do nimero de
corpusculos lipidicos por células: marcacdo com BODIPY (Figura 12) e Oleo Vermelho
(Figura 13A). Os tratamentos com Rosiglitazona e Rapamicina se mostraram
condizentes com 0s niveis de expressdo de PPARYy, ndo alterando a biogénese de
corpusculos lipidicos. O tratamento com 3-MA induziu o aparecimento de um grande
namero de corpusculos lipidicos, bem como o tratamento com GW-9662, que produziu
0 maior aumento no nimero destas organelas, com média de 12 e 20 corpusculos por

célula, respectivamente (Figura 13B).
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Figura 12. Anélise de corpusculos lipidicos em células Caco-2 por microscopia confocal. Apds
tratamento com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) por 24
horas. Em verde, corpusculos lipidicos marcados com Bodipy® e, em azul, nucleos das células

marcados com DAPI. Aumento de 63X. Barras de referéncia: 100um e 50 ym.
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Figura 13. Biogénese de corpusculos lipidicos em células Caco-2. Apés tratamento com
Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) por 24 horas, as células
foram marcadas com Oléo Vermelho. A. Células tratadas com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM),
Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) por 24 horas, corpusculos destacados pelas setas. Os
nucleos das células foram corados com hematoxilina. B. Numero de corpusculos lipidicos por célula.
Aumento de 20X. Cada coluna representa a média, com desvio padrdo, de 50 células. ***P<0,0001

extremamente significante.
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3.3. Efeitos da modulac&o da autofagia e da ativacdo de PPARY na viabilidade
celular do cancer colorretal

Estabelecida a relacdo entre o processo autofagico e a expressao/ativacéo de
PPARY, deu-se inicio a analise do efeito de suas modula¢des sobre as propriedades
tumorais, a comecar pela viabilidade celular. O ensaio realizado para tal foi a
marcacao com Anexina-V e lodeto de Propideo (PI) e a andlise foi feita por citometria
de fluxo (Figura 14).

Os tratamentos com Rosiglitazona e GW-9662 mostraram resultados opostos.
A estimulagdo com Rosiglitazona causou um aumento no nimero de células positivas
para Anexina-V, de 6,467% * 0,5486% para 9,647% * 0,5579%, enquanto a inibicao
com GW-9662 causou uma reducao neste numero para 1,710% + 0,3968%. Quanto
a modulacao autofagica, apenas a inibicdo da mesma pelo uso de 3-MA acarretou em
aumento da marcagéao por Anexina-V, de 6,467% + 0,5486% para 19,17% + 1,241%.
A coestimulacdo com Rosiglitazona ou GW-9662 juntamente com 3-MA provocou
mudancas significativas na marcacéo, elevando a positividade para Anexina-V (em
relacdo ao 3-MA sozinho) quando usado em conjunto com Rosiglitazona (24,65% =
1,989%). No entanto, a marcacéo para Anexina V foi reduzida para a o uso combinado
de 3-MA com GW-9662 (15,15% + 0,8282%) (Figura 15A). Nenhum dos tratamentos
afetou a integridade da membrana celular, como mostra o grafico de marcacéo de PI

nas células tratadas (Figura 15B).

No célculo de numero total de células apoptéticas (positivas apenas para
Anexina-V e duplo-positivas), o padrdo anterior se manteve, com a inibicdo autofagica
sendo responsavel pela menor viabilidade celular e mostrando atuac¢éo conjunta com

a ativacao de PPARYy sobre este mecanismo celular (Figura 15C).
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Figura 14. Morte celular de células Caco-2. Apés tratamento com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM),

Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) e coestimulagdes por 24 horas. Porcentagem de células

representantes das populacbes de cada quadrante estd representada em porcentagem. Imagem é

representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 15. Quantificacdo da morte celular. A. Porcentagem de células positivas para Anexina-V e
negativas para Pl. B. Porcentagem de células negativas para Anexina-V e positivas para Pl C.
Porcentagem de células apoptoticas, incluindo positivas somente para Anexina-V e duplo-positivas.
Cada coluna representa a média e desvio padrao de trés repeticdes experimentais. *p<0.05 significante

*** n<0.0001 extremamente significante.
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3.4. Mudancas na capacidade proliferativa de células de cancer colorretal
induzidas por modulacéo autofagica e ativacdo de PPARY

Para a determinacéo da capacidade proliferativa, utilizou-se CFSE. O resultado
esta representado na figura 16. Dentre os tratamentos e coestimulacfes, apenas a
utilizacado de GW-9662 e 3-MA mostraram diferencas significativas na proliferagéo das
células Caco-2. Ambos provocaram um aumento no indice de proliferacéo celular, ou
seja, no numero médio de divisbes pelas quais as células passam, de 1,256 + 0,06544
para 3,057 £ 0,03276 no caso do uso de GW e para 3,572 + 0,05984 no caso d uso
de 3-MA. O uso de Rosiglitazona mostrou uma pequena diminui¢cdo na proliferacao
quando utilizada juntamente com um segundo estimulo. Em conjunto com
Rapamicina, o indice caiu para 1,107 + 0,007954, enquanto com 3-MA, elevou-se a
3,235 £ 0,01141 (Figura 17A). Com o objetivo de reforcar os resultados obtidos por
CFSE, foi realizada a analise de proliferacdo com Cristal Violeta para os tempos de 0,
24 e 48 horas. Corroborando os resultados anteriores, células tratadas com GW-9662
e 3-MA apresentaram um aumento na sua proliferacdo enquanto o estimulo de PPARY
com Rosiglitazona sé se mostrou capaz de alterar tal potencial em conjunto com

outros estimulos (Figura 17B).
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Figura 16. PadrGes de proliferacdo de células Caco-2 sob diferentes esquemas de indugao e
inbicdo do PPARY e da autofagia. Células Caco-2 tratadas com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM),
Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10puM) e coestimulacdes por 24 horas seguida de marcagdo com
CFSE. Nos histogramas células ndo estimuladas em cinza, tratadas com Colchicina (em azul) e

estimuladas/inibidas com os respectivos tratamentos (em vermelho). Imagem representativa de trés

experimentos.
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Figura 17. Quantificagcdo de proliferacdo celular medida por citometria de fluxo. A. indice de
proliferacdo dos tratamentos. B. Absorbéncia da incorporacao de cristais de violeta nos trés tempos
experimentais (0, 24 e 48 horas). Cada imagem é representativa de trés experimentos independentes.
Cada coluna representa a média e desvio padréo de trés repeticdes experimentais. *p<0,05 significante

*** n<0,0001 extremamente significante.
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3.5. Andlise do ciclo celular de células Caco-2 ap6s modulagdo da autofagia e
do PPARy

Dentre os diferentes tratamentos, apenas Rosiglitazona e 3-MA demonstraram
capacidade de alterar a distribuicdo nos diferentes pontos do ciclo celular (Figura 18).
Rosiglitazona causou parada do ciclo celular em G0/G1, elevando a porcentagem de
células nesta fase de 45,8% a 63,1%, enquanto 3-MA causou aumento da
porcentagem de células em S e G2/M, elevando a porcentagem de células nestas fase
de 7,2% a 17,7% e de 41,8% a 52,5% (Figura 19).
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Figura 18. Variagdo na distribuicdo de células em diferentes etapas do ciclo celular. Efeito do
tratamento com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) e
coestimulag®es por 24 horas, sobre células da linhagem Caco-2. Representacéo dos picos referentes
aos diferentes estagio do ciclo celular pelo tracejado verde. Cada imagem € representativa de trés

experimentos.

44



1204

03 Gu/G1
100 o _ T = _ A ™ OS
< 80- ] Ga/M
E sod | L = E 1
% : =1 == ; - —
O 404 |
L= [
204
c L) 1 L) L) L] L) L) L) L]
»\;?" Q_o”‘ cS‘§ Q_@Q’bxq_o@ XG‘\ g Q_o%\ c»}“

L
> v &F
KN o

Figura 19. Quantificacdo da distribuicdo de células em diferentes pontos do ciclo celular.
Porcentagem de células em cada etapa do ciclo. Cada coluna representa a média, com desvio padrao

de trés experimentos. *P<0,05 e **P<0,01 significativamente diferente.

3.6. Acao de moduladores autofagicos e da atividade de PPARy na producéao de
espécies reativas de oxigénio (ROS)

Cada tratamento foi plotado em histograma e comparado ao controle nao
estimulado (Figura 20). A estimulacdo com Rosiglitazona causou diminuicdo nos
niveis de ROS intracelular para 0,8398 + 0,01384 vezes, ao passo que o estimulo com
GW-9662 ndo mostrou diferenca significativa para este tipo de modulacdo. Os
moduladores autofagicos Rapamicina e 3-MA acarretaram em diminui¢cdo e aumento
dos niveis, de 1,000 + 0,005773 para 0,6616 + 0,06926 e 1,620 + 0,07975,
respectivamente. Com excecédo da utilizacao conjunta de 3-MA e Rosiglitazona, que
reduziu a quantidade de ROS quando comparada ao estimulo de 3-MA por si s6 (de
1,620 + 0,07975 para 1,300 + 0,03185), as outras coestimulacdes ndo mostraram

diferencas significativas (Figura 21).
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Figura 20. Andlise das alteracfes da quantidade de produc&o de espécies reativas de oxigénio
em células Caco-2. Tratamento com Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10uM) e GW-
9662 (10uM) e coestimulacdes por 24 horas. Os histogramas mostram as curvas das células néo

estimuladas (em azul) e estimuladas com os respectivos tratamentos (em vermelho). Cada imagem é

representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 21. Quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio. Intensidade de
fluorescéncia relativa normalizada pelo controle ndo estimulado. Cada coluna representa a média, com
desvio padrao de trés experimentos. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.0001 significativamente diferente.

3.7. Andlise da populacdo de células-tronco tumorais apos regulacdo da
autofagia e da expressao de PPAR y

Na analise dos resultados, estimulos relacionados a atividade de PPARYy,
Rosiglitazona e GW-9662, ndo modificaram o perfil de células tronco tumorais,
traduzido pela auséncia de mudanca significativa na porcentagem destas populagdes.
Ja a aplicacdo de moduladores autofagicos alteraram o perfil de células tronco tumoral
induzindo o seu deslocamento para o fendétipo epitelial (CD44-/CD24+) com o uso de
Rapamicina, de 7,940% * 0,6219% para 17,25% + 1,403% e um fendtipo mais
mesenquimal (CD44+/CD24-) com o0 uso de 3-MA, de 1,973% % 0,2074% para 9,870%
*+1,241% (Figuras 21 e 23).
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Figura 22. Determinacdo dos fendtipos CD44 e CD24 em células Caco-2. Células tratadas com
Rapamicina (100nM), 3-MA (5mM), Rosiglitazona (10uM) e GW-9662 (10uM) por 24 horas. Perfil e
distribuicdo das populacdes CD44 positivas, CD24 positivas e duplo negativas e positivas. Cada

imagem é representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 23. Quantificacdo dos fenétipos CD44 e CD24 em células Caco-2 apés modulacdo da
autofagia e do PPARY. Porcentagem dos fenotipos A. mesenquimal (CD44+/CD24-) e B. epitelial
(CD44-/CD24+) e de cada tratamento. Cada coluna representa a média, com desvio padrdo de trés

experimentos independentes. **p<0,01 significativamente diferente.

3.8. Compilagao dos resultados

Os resultados se encontram compilados na Tabela 1 para melhor visualizagéo.
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Estimulos
Analise
Rosi GW Rapamicina 3-MA
LC3B ) ! ) !
Vesiculas Acidicas 0 ! 1 !
PPARY T W l "
Corpusculos Lipidicos - 1 - 0
Células Apoptéticas 0 ! - ™"
Proliferagéo Celular # 1 - 1
Ciclo Celular G0/G1 - - S e G2/M
ROS ) - ! T
Células-tronco Tumorais - - CD44-/CD24+ | CD44+/CD24-

Tabela 1. Compilacéo dos resultados. Efeitos de cada tratamento sobre cada pardmetro analisado.
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4. DISCUSSAO

4.1. Autofagia e PPARy no cancer colorretal

O sistema imune, responsavel pela manutencdo da homeostase tecidual e pela
protecdo do organismo da infeccdo de patdgenos externos, ha muito tempo vem
sendo associado a progressao de diversas doencas. No século XIX, Rudolf Virchow
prop6s uma correlagédo entre neoplasias, células do sistema imune e inflamacao, na
qual tais aspectos teriam influéncia direta no desenvolvimento de tumores
(BALKWILL, MANTOVANI, 2001). Dados clinicos mostram que a exposicdo a
infeccbes e inflamacgéo crénica esta intimamente relacionada a maiores riscos de
cancer (FINCH, CRIMMINS, 2004; SMITH, KANG, 2013). Os impactos da inflamacéo
no estabelecimento e progressdo tumoral foram vastamente descritos, sendo
considerados até processos essenciais para a tumorigénese, direta ou indiretamente
(MANTOVANI, 2008; BRISO, 2013; IKUTA, 2013; SCHWITALLA, 2013).

Seria esperado que a inflamag¢do, como parte da resposta imunoldgica,
reduzisse os riscos de desenvolvimento de cancer, como o faz em casos como
psoriase (NICKOLOFF, BEN-NERIAH, PIKARSKY, 2005). Tal padréao, contudo, ndo é
regra para todos os tipos de cancer. Um exemplo dos efeitos pré tumorigénicos da
inflamacéo aguda sao as doencas inflamatérias intestinais (DII), nas quais o0 processo
inflamatorio exagerado aumenta os riscos de desenvolvimento de cancer associado a
colite (WALDNER, NEURATH, 2009; SUNKARA, 2011). No cancer colorretal, a
inflamacéo aciona a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua
vez podem causar danos ao DNA, induzir o silenciamento de genes supressores de
tumor (MEIRA, 2008) e ativar o complexo do inflamassoma e a producao de citocinas
inflamatérias, como IL-18 (SCHRODER, TSCHOPP, 2010; LATZ, XIAO, STUTZ,
2013).

A manutencgéo da homeostase intestinal depende, portanto, do balango entre a
inflamacéo e a tolerédncia a mesma, envolvendo uma variedade de vias. Uma delas é
a autofagia, responsavel pela regulacdo metabdlica e imunidade inata (BOYA,
REGGIORI, CODOGNO, 2013; DERETIC, 2012). A via metabdlica autofagica se
encontra ativa na maioria das células de tecidos humanos, nas quais desempenha

papel importante no desenvolvimento e diferenciacdo de células embrionarias e na
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manutencdo da homeostase de células adultas (MIZUSHIMA, LEVINE, 2010; YANG,
KLIONSKY, 2010). Qualquer desregulacdo no processo autofagico pode levar a
patogénese e inflamacéao crénica, resultando no desenvolvimento tumoral (RANDALL-
DEMLLO, CHIEPPA, ERI, 2013; MCCARTHY, 2014).

No céancer, a autofagia possui um papel dualistico, funcionando tanto como
supressora de tumores, quanto como um fator de sobrevivéncia do mesmo (YANG,
2011; RAO, 2014). Na supressao tumoral, a autofagia atua na remocao de proteinas
e organelas danificadas, reduzindo a probabilidade de condi¢bes de estresse celular,
como a producdo excessiva de ROS pelas mitocondrias (MATHEW, 2009;
NAVARRO-YEPES, 2014). Eventos de inflamacao crénica também sdo impedidos, via
remocao por autofagia de complexos ativos do inflamassoma (SHI, 2012). O papel da
autofagia como fator de sobrevivéncia do tumor esta relacionado principalmente a
tolerancia ao estresse excessivo, fator habitual em células com metabolismo alterado,
como as de cancer (DEGENHARDT, 2006; SCHAAF, 2013). Hipdxia e privacao de
nutrientes sdo comuns em microambientes cancerigenos, devido a alta taxa de
proliferacdo e a alta demanda energética das células tumorais, tornando a indugéo da
autofagia para reciclagem de nutrientes e ATP uma estratégia para sobrevivéncia do
cancer (YANG, 2011; SELVAKUMARAN, 2013).

Muito é discutido se as vias da autofagia e aquelas ativadas por PPARY estéo
conectadas e relacionadas a sobrevivéncia e a outros aspectos tumorigénicos do
cancer colorretal. Como reguladores centrais do metabolismo, estas vias parecem
desempenhar papel chave na progresséo e desenvolvimento do cancer e os detalhes
de sua modulacao sao Uteis para possiveis tratamentos. Tendo isso em mente, fomos
investigar as fungdes da autofagia e do PPARY no cancer colorretal, verificando se ha
interpolacdo das duas vias, assim como o0s efeitos de suas modulacbes nas

propriedades no modelo in vitro do cancer colorretal.

Nosso dados sugerem que pode ocorrer regulacdo da via autofagica por
agonistas e antagonistas de PPARY e como provavelmente as vias possam atuar em
conjunto para a ativacédo do fluxo autofagico em células da linhagem Caco-2 (Figuras
5e7).

O ensaio de imunodeteccdo demonstrou que a ativacdo de PPARYy por
Rosiglitazona eleva os niveis de autofagia em células tratadas e, de maneira oposta,
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0 antagonista de PPARyY, GW-9662 reduziu a autofagia observada, o que é condizente
com resultados encontrados em células de linhagens de cancer de mama e carcinoma
hepatocelular (ZHOU, 2009; KANG, CHANG, MAURIZI, 2012). Foram observados
efeitos significativos dos reguladores de PPARY na autofagia, assim como o que se
obteve com o uso de Rapamicina e 3-MA, que atuam diretamente nesta via (Figura
6). Apesar de Rosiglitazona e GW-9662 poderem influenciar processo autofagico, a
coestimulacdo com Rapamicina ou 3-MA ndo alterou o niumero de vesiculas acidicas
intracelulares de maneira significativa diferente do que fora observado com estes
estimulos sozinhos (Figura 8), sugerindo que a autofagia ndo requer,
necessariamente, ativagdo de PPARY.

De acordo com estudos anteriores, a ativacdo de PPARYy por Rosiglitazona
causa regulacédo positiva do gene da fosfatase homéloga a tensina (PTEN) em células
Caco-2 e também em outros tipos celulares (PATEL, 2001; MAHMOOD, 2011). PTEN
€ conhecida como um gene supressor de tumores que modula diversas funcdes
celulares - incluindo migracdo, sobrevivéncia e proliferacdo (DI CRISTOFANO,
PANDOLFI, 2000; SONG, SALMENA, PANDOLFI, 2012; DRAKE, MACLEQOD, 2014)
- antagonizando a cascata de sinalizacdo mediada por fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K). Como resultado da inibicdo de PI3K por PTEN, ha também a inibicdo
consequente da proteina quinase Akt, reguladora da atividade de mTOR, que € o alvo
da Rapamicina. A inibicdo da sinalizacao PI3K-Akt-mTOR, portanto, inativa mTOR e
torna possivel, assim, a iniciacdo do processo autofagico. Provavelmente a ativacao
de PPARy por Rosiglitazona, poderia levar ao desencadeamento do processo
autofagico dessa maneira. Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo de PPARY
por GW-9662 suportam esta hipotese. A ndo observacao de diferencas significantes
nos ensaios de coestimulacdo poderia ser explicada pelo fato de que os estimulos
administrados para controle da autofagia agem a jusante em relacao a ativacéo de
PPARy e PTEN, conforme demonstrado em estudos anteriores interligando a via de
sinalizacdo de PTEN e da macroautofagia (ARICO, 2001; ERRAFIY, 2013). O uso de
Rapamicina tem como funcéo o bloqueio de mTOR, agindo de maneira independente
a via PI3K-Akt-mTOR e dando inicio a autofagia. Ja o inibidor autofagico 3-MA age

sobre a molécula fosfatidilinositol 3-quinase de classe Il (PI3K III).

Na via autofagica, existem dois mecanismos regulatérios principais. Um

envolvendo PISK-Akt-mTOR e outro envolvendo PI3K Il (CHEN, 2013). O complexo
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Beclina-1/PI3K 1l é crucial para a localizacdo e ancoragem de outras proteinas
relacionadas a autofagia na membrana pré-autofagossomal (SHINTANI, KLIONSKY,
2004; MOLEJON, 2013) e, com o bloqueio de sua formacéo por 3-MA, mesmo que o
primeiro mecanismo induza a autofagia, a montagem do autofagossomo nao ocorre
(SHI, 2012; KANG, 2014). Assim, mesmo que Rosiglitazona ative e GW-9662
antagonize o PPARY, Rapamicina e 3-MA é que ditam o controle da via autofagica em
Si.

Neste trabalho, demonstramos a existéncia de efeitos regulatérios de
moduladores de PPARy na autofagia. Trabalhos anteriores demonstraram uma
estreita relacdo entre a disponibilidade de nutrientes sinalizada por mTOR e a acéao
de PPARY na adipogénese (KIM, CHEN, 2004; GUNTUR, 2010). No entanto, outros
trabalhos, estabelecem a funcdo de mTOR apenas como potencializador da cascata
desencadeada por PPARY, sem alteracdo nos niveis de RNA mensageiro de PPARy
(BLANCHARD, 2012), e também como regulador da trans-ativacdo de PPARY (KIM;
CHEN, 2004). Dessa maneira, torna-se interessante a analise dos efeitos da
modulacdo de mTOR e outras moléculas da via autofagica frente a expressao e
ativacao de PPARYy.

A analise da expressao do PPARYy por Western blot (Figura 10) revelou a acao
esperada dos moduladores de PPARYy. Rosiglitazona aumentou o0s niveis de
expressdo proteica, enquanto GW-9662 os reduziu em relagdo as células nao
estimuladas. Nao foi observada diferenca nos niveis de PPARY detectados em células
tratadas com Rapamicina, sugerindo que a molécula mTOR e a inducdo da via
autofagica ndo colaboram para a modulacdo de PPARYy (Figuras 9 e 11). Por outro
lado, o bloqueio de PI3K Il pela utilizagdo de 3-MA promoveu um aumento intenso
nos niveis de PPARY (Figuras 9, 10 e 11). N&o hé registro de interagdo ou regulagéo
de PPARy pela molécula PI3K I1ll, permanecendo desconhecida a sinalizacdo
intracelular responsavel pelo aumento de PPARY que fora observado. A elevada
expressao, contudo, ndo foi acompanhada de translocacdo de PPARY para o interior
do nucleo, evento essencial para o controle da expressdo génica por este fator de
transcricdo (Figura 9). E possivel que a alta expresséo seja explicada por um controle
da autofagia sobre a quantidade de proteinas PPARY presentes na célula, como &
feito com agregados proteicos que precisam ser removidos (LAMARK, JOHANSEN,

2012).
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Para confirmacao dos dados obtidos através do Western Blot, foram realizados
dois ensaios diferentes para a avaliacdo da biogénese de corpusculos lipidicos nas
células da linhagem Caco-2. O mecanismo de biogénese de corpusculos lipidicos
envolve a ativacdo de PPARY, que regula diretamente a expressdo de genes que
participam das vias de captacdo de acidos graxos e de armazenamento lipidico
(BOZZA, VIOLA, 2010; KIMMEL, SZTALRYD, 2014). Assim sendo, a presenca e a
quantidade de corpusculos lipidicos em uma célula pode ser indiretamente

relacionada com a expressao de PPARy da mesma.

No presente trabalho, a biogénese dos corpusculos lipidicos observada nas
células Caco-2 foi diferente do que ja havia sido descrito (ACCIOLY, 2008; CHATEAU,
2005). Nosso dados sugerem uma relacdo inversa entre a expressao de PPARY e a
biogénese dos corpusculos lipidicos, conforme foi observado nas amostras tratadas
com GW-9662. Da mesma forma, ndo foi observada diferenca detectavel no nimero
de corpusculos lipidicos na amostras tratadas com Rosiglitazona, tanto na avaliacao
por microscopia confocal (Figura 12), quanto na avaliacdo por microscopia de luz
(Figura 13A). Células tratadas com Rapamicina ndo apresentaram diferenca
significativa em numero e tamanho dos corpusculos lipidicos quando comparadas com
o controle ndo tratado, enquanto que o tratamento com 3-MA resultou em um aumento
significativo do nimero de corpusculos lipidicos por célula (Figura 13B). O aumento
no nimero de corpusculos lipidicos resultante da inibicdo autofagica ndo pode ser
relacionado ao aumento dos niveis de PPARY ap0s o tratamento com 3-MA conforme
mostrados nas figuras 9, 10 e 11. A regulacdo das vias de captacéo de acidos graxos
e de armazenamento lipidico (BOZZA, VIOLA, 2010; AHMADIAN, 2013) depende da
translocacdo de PPARYy para dentro do ndcleo, o que, em nossos resultados, nao foi
observado (Figura 9), o que indica ndo haver ativacdo de PPARY. Provavelmente
algum outro fator responsavel pela translocacdo do PPARY foi inibido pelo uso de 3-
MA. Como explicacdo plausivel, a biogénese de corpusculos lipidicos em células
Caco-2 pode ser regulada por um processo responsavel pela degradacao de lipidios
armazenados denominado lipofagia. Nesse tipo de metabolismo lipidico, triglicerideos
e colesterol sdo direcionados aos autofagossomo e entregues aos lisossomos para
degradacao (LIU, CZAJA, 2013; DUGAIL, 2014; VAN ZUTPHEN, 2014). Visto que

ambos estimulos (GW-9662 e 3-MA) resultaram em diminui¢cdo dos niveis autofagicos,
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a alta presenca de corpusculos lipidicos pode estar associada a reducgédo do fluxo
autofagico nessas células.

Nossos dados também sugerem a existéncia de sobreposi¢cdoes entre a via
autofagica e as vias controladas por PPARy na linhagem de cancer colorretal Caco-
2. Provavelmente, o controle exercido por PPARy sobre PTEN influencia, também,
diretamente a via PI3K-Akt-mTOR, ponto de controle inicial da via autofagica. O
segundo ponto de controle estudado neste trabalho envolve a proteina PI3K 1lI, crucial
no processo de localizag&o e formagédo da membrana do autofagossomo. No entanto,
a via de sinalizacdo pela qual essa mesma molécula é capaz de alterar a expressao
de PPARYy celular, permanece ndo identificada. Combinados, nossos dados sugerem
a interacdo e controle das vias pelo modelo proposto na figura 24. Resumidamente,
alteracbes em uma das partes envolvidas acarretam em modificacdes metabdlicas
correspondentes e podem, como resultado, interferir no estabelecimento e na

progressdo tumoral.

Rosiglitazona  GW-9662

N

Ciclinas| — (PPARY) ——> |PTEN | —1 | PI3K-Akt |

l/ J_ W
| TSC1/T7SC2|
Apoptose Rapamicina — ( mTOR

|

3-metiladenina — Ulk-1 / PI3K Ill / Beclina-1

l

Autofagia

Figura 24. Interacdo das vias de ativagao/inibicdo de PPARY e da via autofagica. O controle da
autofagia por PPARYy pode ser dado através da modulacdo de PTEN, resultando em sinalizagcéo da via

PI3K-Akt-mTOR. Interacdes positivas séo indicadas por setas e negativas, por linhas.
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4.2. Envolvimento da autofagia e do metabolismo lipidico em aspectos
tumorigénicos do cancer colorretal

A segunda parte do trabalho se ateve a investigar como a ativagao ou inibicao
da via autofagica e do PPARY pode interferir com determinadas propriedades tumorais
como viabilidade/morte celular, proliferacao celular, perfil de ciclo celular, producéo de
ROS e balanco da populacéo de células tronco tumorais. Tais propriedades podem
afetar a progressdo, sobrevivéncia e agressividade do cancer, conforme visto
pontualmente por diferentes autores (SATO, 2007; WANG, DUBOIS, 2008; PARK,
KWAK, 2012; ZHENG, 2012). Outros trabalhos levantaram a possibilidade da
utilizacdo destas vias como marcadores para o cancer colorretal (GIRNUN, 2009;

ROELOFS, 2014), sem relatar, porém, aspectos da acdo conjunta destas vias.

Quanto a morte celular (Figura 14), os resultados obtidos sdo semelhantes aos
ja encontrados na literatura. A ativacdo de PPARYy causa diminuicdo na viabilidade
celular do cancer colorretal, aumentando o nimero de células apoptéticas. O efeito
contrario € produzido por GW-9662. A inducéo autofagica promovida pela Rapamicina
nado mostra acréscimo ou decréscimo de viabilidade, ao passo que a inibicdo da
autofagia por 3-MA é responsavel por maior nimero de células apoptéticas, (maximo
observado de 40% das células apoptoticas). As coestimulacfes apresentaram efeitos
aditivos ou redutivos de acordo com os efeitos independentes das drogas

administradas (Figura 15).

A inducdo de apoptose por regulacdo de PPARY pode ser explicada por
diversos mecanismos, ao passo que a ativacdo PPARYy leva a regulacao positiva de
PTEN (PATEL, 2001; PI, 2013), regulagdo negativa de survivina e do inibidor de
apoptose ligado ao X (XIAP), ambas proteinas inibidores de apoptose (QIAO, 2008;
WANG, 2012). A ativagdo de PPARy também leva a supressao de NF-kB (BAN, 2010)
e aumento da expressao de Bax concomitantemente com prejuizo da expressao de
Bcl-2 (LEE, 2006; LIU, 2013). Ja& a consequéncia do uso de 3-MA — aumento da
apoptose — vai de encontro a estudos que consideram a autofagia como uma via de
relevante papel na sobrevivéncia no céancer colorretal (ZHENG, 2012). Resultado
semelhante havia sido descrito por outro estudo envolvendo diversas linhagens de

cancer colorretal, no qual foi sugerido que a supressao autofagica pode ser fatal para
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o cancer colorretal, visto que a disponibilidade energética diminui (SATO, 2007). No
entanto, a modulagéo de PPARY e da autofagia podem influenciar a morte celular por
vias de sinalizacdo aparentemente independentes, o que valida os resultados

coestimulatorios obtidos.

Outra marca caracteristica de células cancerigenas, além da inibicdo da morte
celular, é aumento da capacidade proliferativa, que geralmente se relaciona também
com a apoptose. Analisando a proliferacao celular (Figura 16), a presenca de GW-
9662, antagonista de PPARY, causou aumento da proliferacdo das células Caco-2,
enquanto a presenga de Rosiglitazona n&o alterou o perfil proliferativo, assim como o
tratamento com Rapamicina. Novamente, 3-MA aumentou intensamente a
proliferacédo celular (Figura 17A). Dados estes confirmados pela técnica com uso de

cristais violeta (Figura 17B).

O aumento proliferativo pos estimulacdo com GW-9662 difere do padrdo
encontrado na literatura para células Caco-2. A presenca do antagonista ja havia sido
descrita como inibidora da proliferacéo celular, sugerindo, porém que o efeito inibitorio
se dava devido a uma via independente de PPARY (LEA, SURA, DESBORDES, 2004;
ZANG, LIU, 2006). Os resultados obtidos com as amostras tratadas com Rosiglitazona
s6 demonstraram diminuicdo expressiva da proliferacao celular quando no ensaio
havia também o estimulo modulador da autofagia, o que foi condizente com os
resultados de morte celular. A estimulacdo com 3-MA, contradizendo os resultados
obtidos de morte celular, induz proliferacdo nas células Caco-2. A via regulada por
PI3K Il (inibida por 3-MA) se encontra a jusante da molécula mTOR, proteina central
no metabolismo de diversas vias (YANG, 2007, HAY, SONENBERG, 2004). Uma
possivel explicacdo para o aumento da proliferacdo celular é que pode ocorrer a
ativacdo de um mecanismo compensatorio devido ao bloqueio de PI3K Il por 3-MA.
A auséncia de resposta ao comando mediado por mTOR — devido ao impedimento da
progressao da autofagia — pode, por sua vez, elicitar uma reag¢ao na qual a expressao
de mTOR € aumentada pela célula ou mTOR pode se associar a outras moléculas
ativando vias alternativas com o0 objetivo de prosseguir com o comando inicial. A
regulacéo positiva da atividade de mTOR resulta em vantagens no crescimento
celular, atuando em varios processos bioldgicos, incluindo proliferacdo e
sobrevivéncia (INOKI, 2005; JEWELL, GUAN, 2013; DAI, 2013). Mecanismos

compensatoérios envolvendo vias reguladas por mTOR ja foram descritos, inclusive em
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estudos envolvendo terapias antitumorais (BURCHERT, 2005; CHEN, 2013). Uma
outra hipotese levantada por nds, é que essa modulacao se deve a um efeito chamado
proliferacdo induzida por apoptose. Trabalhos recentes com diversos modelos
revelaram que células apoptéticas sdo capazes de estimular uma maior proliferacao
celular em células vizinhas sobreviventes (FAN, 2014). J& que a analise de
proliferacdo celular se d& apenas em células vivas, € possivel afirmar que a
proliferacéo celular aumentada observada nas células tratadas com 3-MA possa se

dar em resposta a um estimulo recebido das células apoptaticas.

As mudancas no perfil proliferativo ndo causaram, necessariamente, alteracao
no ciclo celular (Figura 18). Ressaltando o efeito antitumoral e indutor de apoptose da
Rosiglitazona, foi observada um discreta retencédo do ciclo celular em GO/G1 apos
estimulacdo, condizente com a supressao da expressao de Ciclina D1 descrita em
trabalhos anteriores (CHEN, XU, 2005; ZHAO, 2014). Células tratadas com GW-9662
e Rapamicina ndo apresentaram diferencas significativas para o perfil de fases do
ciclo celular, enquanto 3-MA gerou retencéo das células na fase G2/M, sugerindo que
a ndo remocao de elementos celulares por autofagia nestas células pode perturbar
eventos dentro das fases de segregacdo cromossdmica. Da mesma forma, células
tratadas com combina¢cBes de drogas contendo 3-MA afetaram igualmente a fase
G2/M. O uso de 3-MA combinado com Rosiglitazona manteve as células retidas em
G2/M, o que sugere a manutencao da sua atividade como agente de interferéncia com
processos ligados as fases da segregacdo cromossOmica. De forma inesperada, 3-
MA quando combinado com Rosiglitazona reverteu o efeito observado para

Rosiglitazona prevalecendo a retencao das células na fase G2/M (Figura 19).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células tratadas (Figura
20) produziu resultados apreciaveis com a maioria dos estimulos. Rosiglitazona e
Rapamicina reduziram a produgao de ROS, enquanto 3-MA causou um aumento de
1,5 vezes na quantidade de ROS intracelular. A adicdo de GW-9662 ndo promoveu
diferencas significativas nestes indices, nem com sua aplicacdo sozinho, nem em
coestimulagfes (Figura 21). Diversos tratamentos contra o cancer colorretal utilizam
indutores de ROS, demonstrando, geralmente, efeitos proapoptéticos
(SREEVALSAN, SAFE, 2013; GAO, 2013). Em concordancia com estes estudos, 3-
MA, causou também, em nossos ensaios, aumento do numero de células apoptoticas,

gerando grande aumento de ROS. Inesperadamente, Rosiglitazona reduziu os niveis
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intracelulares de ROS, o que sugere que a inducdo de morte celular gerada pela
ativacdo de PPARY possa estar relacionada a outras vias de sinalizagdo, como a
regulacéo positiva de Bax e de inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDK)
e a diminuicao de niveis CDK e Ciclina D1 (CHEN, 2005; CHEN, HARRISON, 2005;
CHEN, XU, 2005, ZHAO, 2014). Os niveis de ROS também sdo controlados por
autofagia, geralmente pelo mecanismo de retroalimentacdo negativa (AZAD, CHEN,
GIBSON, 2009; GIBSON, 2013), portanto, a inibicdo da autofagia pode gerar, por

consequéncia, maiores niveis de ROS e levar a apoptose.

A andlise da marcagdo com CD44 e CD24 teve como objetivo detectar os
diferentes perfis de expresséo destas moléculas na superficie celular. De acordo com
a presenca ou auséncia de tais proteinas, pode ser estabelecido um perfil epitelial ou
mesenquimal para a populacao de células. Nosso resultados sugerem (Figura 22),
que a modulacdo do PPARY em células Caco-2 néo altera o perfil de expressédo de
CD44 e CD24. No entanto, a regulacdo da via autofagica mostrou diferencas
significativas para a expressdo destes marcadores. O tratamento com Rapamicina
induziu um perfil de células CD44-/CD24+, enquanto o uso de 3-MA levou a um perfil
CD44+/CD24- (Figura 23). O perfil CD44+/CD24- (induzido pelo 3-MA) classifica
populacdes celulares com caracteristicas de células mesenquimais, com maior
plasticidade fenotipica, maior taxa de proliferacdo, menor expressao de proteinas de
adesdo, o que contribuiria com sua maior capacidade metastatica, levando a um pior
prognostico para o doente (OLIVEIRA, 2013; CAMERLINGO, 2014). Desta forma
podemos supor que esta doenca, em suas fases terminais, apresenta um maior
populacao de células tronco tumorais, a qual pode ter se estabelecido, pelo menos
parcialmente, pela inibicdo da autofagia por mecanismos ainda nao descritos. Por
outro lado, ao células CD44-/CD24+ apresentam um carater epitelial, com maior taxa
de expressdo de proteinas de adesdo, menor plasticidade fenotipica e portanto
relacionadas a um fendtipo global menos agressivo para o cancer (GRACZ, 2013;
ZHANG, 2012). Alguns estudos, contudo, questionam a ideia de que marcadores
conhecidos de superficie, como CD44, CD24 e CD133 isoladamente tenham éxito na
identificagcéo de células tronco tumorais (MURARO, 2012).
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5. CONCLUSOES

O conjunto de dados obtidos em nosso trabalho sugere que ambas as vias —
autofagica e reguladas por PPARY — determinam alteracdes fenotipicas em células da
linhagem de cancer colorretal Caco-2, em maior ou menor escala, dependendo da
caracteristica observada, estando envolvida na regulacdo da morte, proliferacdo e
ciclo celular, bem como na produc¢éo de ROS e no equilibrio da populagéo de células-

tronco tumorais.

A ativacdo de PPARy por Rosiglitazona demonstrou, de maneira geral,
propriedades antitumorais, que sdo inibidas ou até mesmo revertidas com o uso do
antagonista de PPARY, como o GW-9662. Foram obtidos resultados surpreendentes
com os estudos da via da autofagia, principalmente com o uso do inibidor de PI3K llI,
3-MA. Pontualmente, as coestimulagbes geraram diferencas significativas quando
comparadas a acdo dos respectivos estimulos de maneira independente,
potencializando ou reprimindo a resposta desencadeada e sugerindo que as duas vias
nao soO regulam uma a outra, como também podem atuar em conjunto na definicdo de
algumas propriedades relacionadas ao estabelecimento e progressao tumoral do

cancer colorretal.

Observamos também uma relacdo entre as vias do metabolismo lipidico
controlado por PPARy com a autofagia em células de cancer colorretal. A utilizagao
de agonistas de PPARy demonstrou efeito direto da via de metabolismo lipidico sobre
a morte, proliferacdo e o ciclo celular, corroborado pela inversdo dos efeitos nos
ensaios com uso de antagonistas de PPARYy. Tais dados reiteram o padrdo de

atividade antitumoral do PPARY nas células tumorais do c6lon e reto.

A ativacdo de PPARYy produziu uma resposta indutora de autofagia, com
aumento da expressdo de LC3B e de vesiculas acidicas intracelulares. A inibicdo
autofagica - por bloqueio de PI3K Il — gerou um aumento na expressao de PPARY,
evidenciando um provavel novo mecanismo de controle da expressao desse fator de

transcrigao nuclear.

O controle da autofagia no cancer colorretal se consolida, mais uma vez, como
fator fundamental na sobrevivéncia do tumor. Diversos dados nao clinicos mostram
que tanto sua inibicdo quanto indugdo possuem potencial significativo a serem
aplicadas na clinica. A maioria dos estudos atuais aponta a inibicdo autofagica — por
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3-MA, Cloroquina, Bafilomicina e outros compostos — como potencializadora da acao
de quimioterapicos contra o cancer colorretal, impedindo a acdo citoprotetora da
autofagia. O presente trabalho contudo, ressalta que, apesar da morte celular ser
maior em células com o fluxo autofagico comprometido, as mesmas apresentam
efeitos “colaterais” preocupantes que podem levar a polarizacdo das células para o
perfil mesenquimal de células tronco tumorais, envolvidas com a maior agressividade
do tumor. A interferéncia causada pela inibicdo da autofagia pode alterar o
microambiente tumoral e fazer com que determinadas células cancerigenas

respondam a esse estresse assumindo um fenétipo mais agressivo.

Neste trabalho apresentamos uma proposta para o funcionamento do controle
exercido pelo fator de transcricdo nuclear PPARY sobre a autofagia e vice-versa em
células da linhagem de cancer colorretal Caco-2. Nosso modelo podera contribuir com
o entendimento das redes de sinalizacdo que controlam o metabolismo lipidico e
autofagico em células tumorais. Além disso, apresentamos evidéncias que sugerem
uma reavaliacdo criteriosa sobre o uso de moléculas da via da autofagia como
possiveis alvos terapéuticos para inibicdo deste processo. Mais estudos séo
imprescindiveis para um entendimento mais profundo destas vias e da sua relacdo
com a tumorigénese e com a manutencéo do tumor, tendo em vista as consequéncias

e efeitos colaterais variados de sua modulacéo.

6. PERSPECTIVAS
Diante da necessidade de mais estudos envolvendo os eventos autofagicos e

a regulacao do metabolismo lipidico no cancer colorretal, temos como perspectivas:

- Identificar componentes que interligam as duas vias, de modo a entender a regulagao

completa de uma pela outra;

- Avaliar a conexdao entre inibicdo de PI3K Ill e elevacdo dos niveis de expressao de
PPARyY (EM ANDAMENTO);

- Quantificar as mudangas na expressdo de PTEN e mTOR sob as condigbes aqui
testadas (EM ANDAMENTO);
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- Avaliar a ligacao entre inibicdo da autofagia e expressao de marcadores de fenétipo

mesenquimais nas células Caco-2;

- Checar no modelo in vivo de indug&o do cancer colorretal se as vias aqui descritas

estdo ativas nas fases de estabelecimento e de metastase neste tipo de tumor.
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