MODULACAO DA VIA IRS/PI3K/AKT/mTOR EM MODELO EXPERIMENTAL
PRE-CLINICO DE TUMOR PROSTATICO SUBMETIDO A DIETA

HIPERLIPIDICA.

RESUMO

Doencas como Obesidade, Diabetes Mellitus e Sindrome Metabolica,
consideradas “epidemias do mundo moderno”, sdo epidemiologicamente relacionadas
ao aumento da predisposi¢do de alguns canceres, aumento da agressividade de outros e
apresentam em comum o estado de hiperinsulinemia. Neste contexto, uma das
principais vias de sinalizacdo associadas a carcinogénese, a via IRS/PI3-
quinase/Akt/mTOR, ¢ também a principal via de sinalizagdo usada pela insulina para
atingir seus efeitos metabdlicos. Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos no
aumento da agressividade do cancer de prostata em individuos hiperinsulinémicos sdo
amplamente desconhecidos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi investigar os
efeitos da hiperinsulinemia no crescimento tumoral e caracterizar sistematicamente a
ativagdo da via IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR em enxertos tumorais de células PC-3 em
camundongos SCID. Os resultados obtidos mostram que os camundongos SCID com
resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica apresentaram maior crescimento
tumoral comparado ao grupo controle. Paralelamente, observamos aumento da
fosforilacdo do IRS-1, da associacdo IRS-1/PI3K, fosforilagdo da Akt ¢ atividade da
mTOR nos enxertos de PC-3 antes e ap6s tratamento agudo com insulina nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica, em contraste os animais tratados com dieta
hiperlipidica a ativagdo dessa via de sinalizacdo estava reduzida em tecidos

classicamente envolvidos na sensibilidade periférica a insulina (figado e musculo).




Nossos dados demonstram que a via IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR direciona os sinais
metabolicos ao crescimento tumoral e sugerem que o aumento da ativagdo dessa via de
sinalizacdo estd envolvido no aumento da agressividade dos tumores de prostata em

situagdes de hiperinsulinemia.

INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos da tltima década apontam a Obesidade como importante
condicdo predisponente a maior morbidade e mortalidade (WHO Obesity and
overweight, 2003). A prevaléncia da obesidade vem aumentando em curtos periodos de
tempo em paises desenvolvidos bem como nos paises em desenvolvimento (Kopelman
2000). O cancer de prostata € o mais prevalente em homens, com uma estimativa de 1,5
milhdo com diagndstico nos ultimos cinco anos e, de acordo com as estimativas de
incidéncia de cancer no Brasil para 2006, a doencga sera a segunda mais incidente neste
grupo, com 47.280 casos (INCA, 2006).

A Obesidade, o Diabetes Mellitus ¢ a Sindrome Metabolica sdo estados associados
a hiperinsulinemia e o aumento do nivel de insulina plasmatica tem sido relacionado
com o aumento do risco de desenvolver o cancer de prdstata e com seu estadio (Von
Hafe et al., 2004; Rodriguez et al., 2004).

A via IRS/PI3K/Akt/mTOR, a principal via de sinalizacdo da insulina,
recentemente vem sendo relacionada a carcinogénese e a progressdo em diversos tipos
de canceres. Portanto, a relacdo entre o Cancer de Prostata e Diabetes, Obesidade e
Sindrome Metabdlica pode ser devido a agdo, em nivel molecular, da hiperinsulinemia e
a investigagdo de sua participacdo ¢ relevante a medida que propicia o entendimento da
fisiopatologia molecular de tumores prostaticos facilitando o desenvolvimento de

estratégias preventivas e terapéuticas no cancer prostatico.




O presente trabalho tem como objetivo investigar a atuagdo da insulina em
tumores prostaticos derivados de células PC-3 através da andlise da atividade da via
IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR. Além disso, comparamos a diferenga no crescimento
tumoral entre camundongos normais e hiperinsulinémicos e caracterizamos a ativagao
da via IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR no tecido tumoral de camundongos normais e de

camundongos obesos induzidos por dieta.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo dos experimentos in vivo, escolhemos como modelo a linhagem
de camundongos SCID (Severe combined immunodeficiency), animais que apresentam
deficiéncia espontinea da producdo de células T e B devido a falhas na recombinagdo
V(D)J. Este modelo aceita facilmente xenoenxertos, incluindo de células tumorais
humanas (Reddy et al., 1987), sendo eficaz para realizagdo de experimentos que
envolvem tratamento para cincer e amplamente utilizado no meio cientifico e pela
equipe do Laboratério de Oncologia Molecular da UNICAMP.

Os animais foram divididos em dois grupos e alimentados diferentemente. Um dos
grupos recebeu dieta hiperlipidica (proteina, 20%; carboidrato, 35%; lipidio, 45%) e o
outro grupo foi mantido em dieta padrao (proteina, 20%; carboidrato, 70%; lipidio,
10%). Cada grupo permaneceu em dieta por oito semanas antes da realizacdo do Teste
de Tolerancia a Insulina (ITT).

Para o ITT, os camundongos foram submetidos a jejum de seis horas e receberam
inje¢do intraperitoneal de insulina regular (1,5 Ul/kg de peso corporal). Para
determinagdo da glicose plasmatica foi coletado sangue nos tempos 0°, 5°, 10°, 15°, 20°,

25’ e 30°.




Ap6s o teste de tolerancia a insulina os animais foram inoculados SC na regido
dorsal com aproximadamente 10° células de adenocarcoinoma de prostata PC-3. Os
tumores foram medidos diariamente apds o surgimento. Aproximadamente 20 dias apos
o surgimento dos tumores, foi realizada a extracdo dos mesmos.

Para a extragdo, os animais foram anestesiados com Tiopental (50mg/kg)
intraperitonealmente, e depois foram realizadas as cirurgias para retirada de fragmentos
do figado, do musculo gastrocnémio e do tumor dos animais. Alguns animais de cada
grupo foram ainda infundidos com insulina ou solucdo salina (controle) na veia cava
antes de realizarmos a extra¢do dos 6rgaos.

O material extraido foi colocado em tampao de extracdo (100 mM Tris (pH 7.4),
100 mM pirofosfato de sédio, 100 mM fluoreto de sodio, 10 mM EDTA, 10 mM
vanadato de sodio, 2 mM fenilmetilsulfonilfluorido e 0.1 mg/ml aprotinina) e
homogeneizado com Politron PTA 20S Generator, Brinkmann Instruments model PT
10/35, ajustado a velocidade méaxima. Apos a homogeinizagdo, foi acrescentado 1%
Triton X-100.

A verificacdo da fosforilacdo e atividade das proteinas foi realizada através de
immunoblotting (eletroforese em gel de poliacrilamida, transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose, marcacdo com anticorpos especificos e andlise de

autoradiografias).




RESULTADOS

1. Comparacido entre o tempo de crescimento tumoral apds inoculacio das
células PC-3 e entre os volumes dos tumores de animais mantidos em dieta padrao
e de animais submetidos a dieta hiperlipidica.

A fim de verificarmos a situacdo da via IRS/PI3K/Akt/mTOR, camundongos
machos SCID foram submetidos ao tratamento com dieta hiperlipidica (proteina, 20%;
carboidrato, 35%; lipidio, 45%) e comparados com animais mantidos em dieta padrdo
(proteina, 20%; carboidrato, 70%; lipidio, 10%), o tratamento com dieta hiperlipidica
resultou em resisténcia a insulina (Figura 1) e os animais que consumiram a dieta
hiperlipidica por um periodo de oito semanas apresentaram concentragdo sérica de
leptina trés a quatro vezes maior que animais mantidos em dieta padrdo (P<0,05, n=5)
(Figura 2).

Verificou-se que nos animais resistentes a insulina o indice de crescimento do
tumor ap6s inoculagdo foi de 100%, enquanto que nos animais controle esse indice foi
de apenas 50% (P<0,001). Além disso, durante as medigdes didrias, ¢ possivel observar
que nos animais resistentes a insulina hd maior proliferagdo das células tumorais,
resultando em aumento acelerado do volume tumoral em comparagdo com os animais

em dieta padrao (Figura 3).

kITT

8,5
7,5 1

6,5

O Hiperipidica

5,5 1 B Controle

4,5

3,5 1

Hiperlipidica Controle

Figura 1. Caracterizacdo de resisténcia a insulina através do kITT (n=10)
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Figura 2. Grafico de comparagdo entre a concentragdo sérica de leptina de animais em dieta padrao
(Controle) e de animais submetidos a dieta hiperlipidica (Hiperlipidica) (n=5)
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Figura 3. Grafico de comparagdo entre o tempo de crescimento e entre os volumes dos tumores
de animais em dieta padrdo (SCID Padrdo) e de animais submetidos a dieta hiperlipidica (SCID
Hiper) (n=10).




2. Efeito da dieta hiperlipidica na fosforilacio em Tirosina dos receptores de
insulina (IR).

Como mostrado na figura 4 ¢ possivel observar a fosforilagdo dos residuos de
tirosina do IR nas amostras de tumor dos animais controle que receberam ou nao
infusdo de insulina. O mesmo resultado ¢ verificado nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica. E possivel verificar também uma maior atividade das proteinas IR nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica quando comparados a animais em dieta padrao
quando ambos se encontram nas mesmas condi¢des de presenca aguda ou ndo do
hormonio.

Nas amostras de figado e de musculo, a fosforilagdo em tirosina do IR foi
verificada nos animais controle que sofreram a infusdo, mas ndo nos animais que nao
receberam o hormdnio. J& em relagdo aos animais em dieta hiperlipidica, a fosforilagao
¢ observada tanto nos camundongos que receberam a insulina quanto nos camundongos
que ndo receberam o horménio. E possivel perceber que na taxa basal, a atividade do IR
¢ maior em animais submetidos a dieta hiperlipidica, entretanto ndo observamos

aumento da fosforilagdo do receptor de insulina apds estimulo insulinico.
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Figura 4. Analise da atividade da proteina IR em (A) tumor, (B) figado e (C) musculo de animais
controle e submetidos a dieta hiperlipidica, apds infusdo ou ndo de insulina (n=2).




3. Efeito da dieta hiperlipidica na fosforilacio dos residuos de Tirosina do
IRS-1.

A fosforilacdo dos residuos de tirosina do IRS-1 (Figura 5) foi observada nas
amostras tumorais de todos os animais. Entretanto, ¢ possivel observar que nos animais
em dieta hiperlipidica ha uma maior ativacdo basal das proteinas IRS-1 quando
comparados aos animais em dieta padrdo. No tecido tumoral a dieta hiperlipidica nao
interferiu com a a¢do aguda da insulina, ou seja, a fosforilagdo do IRS-1 aumentou com
o tratamento agudo com insulina. Por outro lado, observamos uma reducdo da
capacidade do tratamento agudo com insulina de ativar o IRS-1 em tecido hepdtico e
muscular, indicando assim que a via IRS/PI3K/Akt/mTOR se encontra ativada em

situagdo de hiperinsulinemia. Esses achados sdo congruentes com o resultado do ITT.
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Figura 5. Andlise da atividade da proteina IRS-1 em (A) tumor, (B) figado e (C) musculo de
animais controle e submetidos a dieta hiperlipidica, apds infusdo ou nao de insulina (n=2).

4. Efeito da dieta hiperlipidica na fosforilacio em Serina da Akt.
A fosforilagdo do residuo Ser473 da Akt foi detectada em todas as amostras de

tumores dos animais, sendo que estas se encontravam mais ativas nas amostras de




animais submetidos a dieta hiperlipidica no tecido tumoral e hepatico (figura 6). No
painel a esquerda da figura 6 podemos observar que o tratamento com dieta
hiperlipidica resultou em aumento da fosforilagdo da Akt nos enxertos da PC-3 tanto no
estado basal como apos estimulo insulinico, demonstrando a manuten¢do da atividade
insulinica em dire¢do ao crescimento tumoral mesmo em animais resistentes a insulina.
Apesar da ineficiéncia da infusdo de insulina em aumentar a fosforilagao do IR e IRS-1
nds observamos aumento da atividade da Akt no figado de animais tratados com dieta

hiperlipidica e estimulados com insulina (figura 6 — painel a direita).
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Figura 6. Analise da atividade da proteina Akt em (A) tumor e (B) figado de animais controle e
submetidos a dieta hiperlipidica, apds infusdo ou ndo de insulina (n=2).

6. Efeito da dieta hiperlipidica na fosforila¢do em treonina da p70S6K

A fosforilagao do residuo Thr389 da p70S6K foi observada em todas as amostras
de tumores dos animais, em dieta padrdo ou em dieta hiperlipidica e infundidos ou ndo
com insulina. A quantidade de proteinas fosforiladas ¢ maior nos animais submetidos a
dieta hiperlipidica, e ¢ semelhante tanto para os animais que sofreram estimulo agudo de
insulina quanto para os animais que ndo foram infundidos com o hormoénio.

Além disso, ¢ possivel observar maior fosforilagdo da proteina p70S6K no estado
basal para os animais em dieta hiperlipidica quando comparados com os animais
mantidos em dieta padrdo, indicando a maior atividade que esta proteina possui em

animais resistentes a insulina. Isso pode levar a um maior crescimento e aumento de




proliferag¢do celular, como o evidenciado pela diferenca na velocidade de crescimento e
no tamanho dos enxertos nos animais.

No tecido hepatico, observamos uma maior fosforilagdo do residuo Thr389 da
p70S6K quando ha maior quantidade de insulina. Esse fato se evidencia ainda mais
quando comparamos a atividade da proteina dos animais em diferentes dietas (padrao e
hiperlipidica) no estado basal, onde podemos verificar que os animais submetidos a

dieta hiperlipidica apresentam uma maior atividade da p70S6K.
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Figura 7. Analise da atividade da proteina p70S6K em (A) tumor ¢ (B) figado de animais controle ¢
submetidos a dieta hiperlipidica, apds infusdo ou ndo de insulina (n=2).

Experimentos in vitro

As células da linhagem de adenocarcinoma de préstata PC-3 foram adquiridas da
American type culture collection (ATCC), Filadélfia, PA, USA. As células foram
mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), e
mantidas a 37°C em atmosfera umida de 5% CO..

Para realizagdo do experimento in vitro, foram plaqueadas aproximadamente 10°
células PC-3 em placas contendo 10ml de RPMI nao suplementado. Essas células foram
expostas por 24 horas a concentragdes crescentes de insulina (0 nM, 10 nM, 10> nM e

10> nM ), sendo posteriormente submetidas a um segundo tratamento agudo com 1pM
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de insulina por 10 minutos (Pirola,2003). As placas que sofreram apenas estimulo
cronico nao receberam a segunda dose de insulina.

1. Efeito da insulina em células PC-3 in vitro na fosforilacio em serina da
Akt.

A fosforilagdo do residuo Ser473 da Akt foi detectada em todas as amostras de
células para as diferentes concentragdes de insulina (Figura 8.A e 8.B). Nas cé¢lulas sob
efeito do tratamento cronico observamos um aumento da fosforilacdo do residuo Ser473
da Akt dependente da dose, onde a maior fosforilagdo da proteina ¢ encontrada na maior
dose recebida do hormonio.

A resposta da fosforilagdo em Ser 473 da Akt a uma exposicdo de 10 minutos a
uma dose de 1uM de insulina foi diminuida e apresentou-se dependente de dose em
células sujeitas a um pré-tratamento com insulina por 24 horas, indicando

dessensibilizagdo da via de sinalizagdo da insulina.
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Figura 8. Analise da atividade da proteina pAkt em células PC-3 apds tratamento cronico de
insulina em concentragdes de 0 nM, 10 nM, 10° nM e 10° nM (A) e tratamento crénico, com as
mesmas concentragdes de 0 nM, 10 nM, 10> nM e 10° nM e posterior tratamento agudo com 1 uM
de insulina (B).

Para verificarmos o efeito da insulina na proteina mTOR, verificamos a atividade
de proteinas fosforiladas pela mTOR, como a p70S6K, que ¢ fosforilada e ativada pela
mTOR e a 4EBP-1, que ¢ fosforilada e inativada pela mTOR. A fosforilagdo de ambas

as proteinas a juzante da mTOR gera um aumento na sintese protéica das células através
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da producdo de mRNA, resultando em aumento no tamanho celular e proliferagdo

(Sarbassov et al., 2005).

2. Efeito da insulina em células PC-3 in vitro na fosforilacio em treonina de
p70S6K

A fosforilagdo do residuo Thr389 p70S6K foi detectada em todas as amostras de
células para as diferentes concentragdes de insulina para o tratamento agudo (Figura 9.A
e 9.B).

Nas células sob efeito do tratamento cronico observamos um pequeno aumento da
fosforilagdo do residuo Thr389 p70S6K dependente da dose a que estavam submetidos,

com maior fosforilacdo detectada na concentragio de 10° nM.
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Figura 9. Andlise da atividade da proteina pp70S6K em células PC-3 apds tratamento cronico de
insulina em concentragdes de 0 nM, 10 nM, 10° nM e 10° nM (A) e tratamento cronico, com as
mesmas concentragdes de 0 nM, 10 nM, 10°nM e 10° nM e posterior tratamento agudo com 1 uM de
insulina (B).
A ativagdo da Akt em nossos experimentos foi semelhante aquela encontrada por
Pirola et al. (2003) que indica que a ativagdo da Akt foi paralela a atividade da
associacao da IRS-1 com a PI3K em todas as condi¢des testadas. Assim como, a

ativacdo da p70S6K mostrou um padrao de ativagdo similar ao da Akt (Pirola et al.,

2003).
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A correlagdo entre atividade da associagdo IRS-1 com PI3K e os niveis de
ativacao observados em Akt e p70S6K indicam que a atividade da associacdo de IRS-1

com PI3K assemelha-se a atividade da PI3K in vivo (Pirola et al., 2003).
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DISCUSSAO

Este estudo demonstra uma correlacdo positiva entre Obesidade e crescimento
tumoral. Animais obesos apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de tumor
palpavel apds a inoculagdo SC de células tumorais quando comparados com
camundongos controle. A média do tamanho do tumor foi maior nos animais obesos do
que nos ndo obesos, demonstrando que as células tumorais proliferam mais rapidamente
em animais com resisténcia a insulina.

A sinalizagdo insulinica ¢ iniciada através do recrutamento de moléculas
intracelulares para o receptor ativado com funcdo de fosforilar residuos de tirosina
(Pirola et al., 2003). Entre essas moléculas podemos encontrar os IRS-1/2/3/4 (White,
1997). O IRS fosforilado se liga com o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), um
heterodimero de por¢do p85/p110 por ligagdo com o dominio SH2 da subunidade p85,
através dos motivos pYMXM (Backer et al., 1992). Uma vez capturado pelo IRS, a
PI3K se torna ativada e produz o segundo mensageiro fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato
(PIP3), que estimula a cascata serina/treonina quinase PDK-1/Akt/p70S6K (Chan et al.,
1999). A Akt e a p70S6K sdo proteinas quinases centrais na ag¢do da insulina (Alessi
and Downes, 1998) e a p70S6K ¢ um fator chave regulacdo do efeito de crescimento da
insulina (Blume-Jensen and Hunter, 2001).

O status hormonal pode afetar a susceptibilidade do tumor associado a obesidade.
Por exemplo, a hiperinsulinemia crénica pode ativar o receptor de IGF-I (IGF-IR),
estimulando o crescimento celular e inibindo a apoptose. Alternativamente, a insulina
poderia mediar seu efeito através do receptor de insulina na isoforma A (IR-A), que
possui maior potencial mitogénico que a isoforma B do receptor de insulina (IR-B)
(Sciacca et al., 1999) Muitos trabalhos (Pandini et al., 1999, Pandini et al., 2003,

Pandini et al., 2005) demonstraram que certos tipos de células tumorais expressam
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maior quantidade de IR-A do que IGF-IR. Além disso, a insulina pode sinalizar através
de receptores heterodiméricos que contenham IGF-IR e IR. A insulina estimula a
ativacdo a juzante da Akt e MAPK em células cancerigenas, que estimulam a
proliferacdo celular (Yakar et al., 2006). Nossos resultados demonstram um aumento da
fosforilagdo do receptor de insulina e conseqiiente ativagdo da via IRS/PI3K/Akt/mTOR
em células tumorais no estado basal, efeito que ocorreu paralelamente ao aumento do
crescimento tumoral. Por outro lado, a insulina foi ineficaz para aumentar a captacao de
glicose como demonstrado pelo teste de tolerancia a insulina e pela diminuicdo da
fosforilagdo das vias de sinalizagdo a jusante do IR em figado e musculo. Assim, apesar
da reducdo da resposta ao tratamento agudo da insulina, observamos um aumento das
vias envolvidas no crescimento tumoral.

Estudos anteriores demonstram que adipdcitos produzem uma grande variedade de
citocinas biologicamente ativas e que essas pequenas € potentes moléculas possuem um
importante papel na estimulagdo do crescimento tumoral (Yakar et al., 2006). As
citocinas associadas aos adipdcitos, entre elas TNFa, resistina, leptina, adiponectina e
IGF-I, estdo envolvidas no crescimento celular, na proliferacdo, na diferenciacdo, no
controle do ciclo celular e na angiogénese (Yakar et al., 2006). Os nossos resultados
mostram aumento da concentrag@o sérica de leptina que pode estar contribuindo para o
desenvolvimento do tumor.

Estudos recentes demonstraram que em tratamento prolongado com insulina,
simulando a hiperinsulinemia, a via de sinaliza¢do da PI3K/Akt esta “down-regulated” e
os niveis celulares dos IRS-1 e IRS-2 estdo diminuidos tanto em células L6 como em
modelos de hiperinsulinemia cronica (Pirola et al., 2003; Ueno et al., 2005). A ativacdo
da PI3K/Akt esta relacionada com o decréscimo na IRS-1/2, a PI3K ¢ uma molécula

“upstream” e controla a degradagdo de IRS-1/2 via diferentes mecanismos. Tanto os
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niveis de IRS-1 como de IRS-2 diminuiram apds exposi¢@o a insulina por 24 horas de
uma maneira dose-dependente (Pirola et al., 2003; Ueno et al., 2005). A diminui¢do do
IRS-1 foi pés-transcricional e a concentracdo da Akt aumentou, também de maneira
dependente da concentracdo (Pirola et al., 2003).

Para investigar algumas alteragdes moleculares induzidas pela hiperinsulinemia
em células de cancer de prostata, tratamos células PC-3 por 24 horas com diferentes
concentragdes de hormonios seguido por um segundo tratamento agudo com o
hormonio por 10 minutos. Essas condi¢des assemelham-se ao estado hiperinsulinémico,
onde um aumento temporario da secrecdo de insulina ¢ sobreposto a um elevado nivel
de insulina. A ativagdo da Akt atingiu um nivel maior do que o controle em todas as
concentragdes de hormdnio testadas para o tratamento cronico, como era esperado para
células responsivas a insulina. Entretanto, quando ocorreu um segundo tratamento com
uma dose elevada de insulina, a ativagdo da Akt apresentou-se menor nas células que ja
haviam sido tratadas com o hormonio quando comparadas com a situacdo controle
consistente com os resultados obtidos em animais.

Além disso, com os resultados da atividade da p70S6K, que indica a atividade da
mTOR (Sarbassov et al., 2005), também obtivemos respostas semelhantes as
encontradas para a Akt. Onde podemos verificar uma ativacdo da proteina com o
aumento da concentracdo de hormoénio para o tratamento de 24 horas com insulina. E
apos o tratamento com uma dose de 1pM do hormonio a atividade da p70S6K mostrou-

se menor em relagdo ao controle.
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CONCLUSAO

Conforme mostrado nos nossos resultados, os animais hiperinsulinémicos
apresentam um crescimento tumoral mais acelerado quando comparados aos animais
controle e nosso estudo demonstra que a Obesidade estd associada com aumento do
crescimento tumoral em camundongos enxertados. Nossos dados demonstram ainda que
a via IRS/PI3-quinase/Akt/mTOR direciona os sinais metabolicos ao crescimento
tumoral e sugerem que o aumento da ativagdo dessa via de sinaliza¢do estd envolvido no

aumento da agressividade dos tumores de prostata em situagdes de hiperinsulinemia.
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