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O cancer colorretal € um dos maiores problemas de saude em todo o mundo
acometendo 1 milhdo de pessoas por ano. O indice de morte associado a essa
doenca é de aproximadamente 33% no mundo desenvolvido. A associacao entre a
obesidade e o risco para o desenvolvimento desse cancer é observada tanto em
homens quanto em mulheres. A inflamacdo e a hiperinsulinemia, condi¢cdes
verificadas na obesidade podem contribuir, a principio, para o risco de
desenvolvimento do cancer colorretal. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é
um dos mais importantes mediadores da resposta inflamatéria e sua alta
expressao pelo tecido adiposo é verificada nas condicoes de obesidade tanto em
modelos animais quanto em humanos. O TNF-a contribui para a desregulazdo da
via da sinalizacdo insulinica através da fosforilagdo em serina dos substratos do
recepetor desse hormédnio (IRS) mediada pela ativacao de quinases como c-jun N
terminal quinase (JNK) e da quinase inibidora do fator nuclear NF-kB (IKK).
A ativacdo dessas quinases induz a fosforilagdo inibitdria do substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1) através da serina 307 (Ser®®’). Esse mecanismo reduz
a ativacado da via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/Akt e da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) mediada pela insulina. TNF-a foi, a principio,
identificado como um agente anti-tumoral. Atualmente essa citoquina é
reconhecida como uma promotora da tumorigénese e que associa a inflamacao ao
cancer. A importancia do TNF-a e de seus mediadores intracelulares, JNK e IKK,
como promotores do cancer de célon é corroborada por estudos farmacolégicos
que utilizaram o azoximetano (AOM) ou AOM associado ao dextran sulfato de
sédio (DSS) como indutores do cancer colorretal. Ademais, o aumento das
concentracdes do TNF-a associado a obesidade € um mecanismo comprovado de
aumento do cancer de figado em modelos animais. Embora as evidéncias de que
a inflamacado e a hiperinsulinemia tenham um envolvimento em potencial na
génese tumoral mediada pela obesidade, a avaliacdo sistematica da contribuicéo
independente desses fatores para o desenvolvimento do cancer colorretal ainda é
inconsistente. Neste trabalho, foi avaliado se a obesidade modulou a sinalizacéo

insulinica e a inflamacdo em tecido colénico e nos tumores colorretais.
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Foi mostrado que a resposta inflamatéria anormal induzida pela obesidade

promoveu de forma contundente o cancer colorretal.
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Colorectal cancer (CRC) remains a major health burden with more than 1 million
cases worldwide and a disease-specific mortality of approximately 33% in the
developed world. The association between obesity and the risk for CRC
development is observed in both men and women. In addition to its association
with obesity, inflammation and hyperinsulinemia also primarily may contribute to
the risk for development of CRC. Among the major mediators of the inflammatory
response is tumor necrosis factor (TNF-a), whose overexpression in adipose tissue
is a common feature in human and animal models of obesity. TNF-a contributes to
the deregulation of the insulin-signaling pathway, including serine phosphorylation
of insulin-receptor substrate (IRS) proteins by kinases such as c-jun N terminal
kinase (JNK) and inhibitor of nuclear factor-kB kinase (IKK). JNK and IKK
activation induce inhibitory serine 307(Ser*®’) phosphorylation of IRS-1,
which decreases insulin-mediated phosphatidylinositol 3-kinase
(PIBK)/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway activation. TNF-q,
first identified as an antitumor agent, now also is recognized as a tumor-promoting
cytokine that links inflammation and cancer. The importance of TNF-a and its
intracellular mediators, such as JNK and IKK, as colonic tumorigenic promoters is
strengthened by knockout and pharmacologic studies, using azoxymethane (AOM)
or AOM combined with dextran sulfate sodium (DSS) as inducers of colorectal
carcinogenesis. Furthermore, the increased TNF-a levels associated with obesity
are a potent liver tumor promoter in mice. Although the evidence for the potential
involvement of inflammation and hyperinsulinemia in the development of
obesity-mediated cancer is quite extensive, a systematic evaluation of the
independent contribution of these factors to CRC development is lacking.
Here, we examined whether obesity modulates insulin signaling and inflammation
in the colon and CRC. We show that the obesity induced abnormal inflammatory
response strongly promotes CRC.
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A habilidade em estocar a energia excedente na forma de tecido
adiposo foi uma estratégia adaptativa util que permitiu aos nossos ancestrais
sobreviverem em periodos de privacao alimentar. Atualmente, esse traco evolutivo
do metabolismo humano, quando associado a elevada ingestdo calérica e a
relativa falta de atividade fisica, resulta num fendtipo complexo que € a

obesidade".

Essa doenca nutricional € atualmente considerada uma epidemia
global. Em 2008, foi estimado que aproximadamente 1,5 bilhdo de pessoas se
encontravam em estado de soprepeso e 500 milhdes desse contingente foram
considerados obesos®. Esse quadro levou & intensa investigagdo cientifica nessa
area, porém, apesar disso, a tendéncia do aumento dessa epidemia continua.
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) prevé que aproximadamente
800 milhdes de adultos serdo obesos em 2015?. Esse quadro é compreendido
atualmente como o maior problema de saude publica em todo mundo, com uma
série de comorbidades associadas ao soprepeso e a obesidade, tais como
doencas vasculares cerebrais, hipertencdo, diabetes e doencas hepaticas®.
Entretanto atualmente ha evidéncias epidemioldgicas consideraveis de que a
obesidade tem efeitos fisiopatolégicos que ndo se circunscrevem as bem
estabelecidas comorbidades, nesse sentido incluem-se varios canceres em
6rgdo-especificos“®. Particularmente a associacdo entre a obesidade e o cancer

de célon é atualmente uma questio bem estabelecida*®.

As evidéncias epidemioldgicas das ligacdes entre obesidade e cancer
foram oficialmente endossadas pelo World Cancer Research Fund e pelo
American Institute for Cancer Research. Esses 6érgaos em conjunto estabeleceram
as bases que associaram a relagdo causal entre dieta e estilo de vida ao risco
para o desenvolvimento de varios canceres e sugeriram que a manutengdo do
peso corporal em padrdes adequados, a adesao as praticas de atividade fisica e a
reducado na ingestao de alimentos com altos teores cal6ricos sdo comportamentos
que diminuem o risco para varios canceres. Interessantemente, essas trés

recomendagdes estdo associadas também as medidas profiladticas em relagdo a
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obesidade!®. Mais recentemente, os mesmos 6rgdos supracitados, através de
uma revisao sistematica da literatura confirmaram as associacdes entre os efeitos
da dieta e do estilo de vida, como a adiposidade corporal e abdominal,

ao aumento do risco para o desenvolvimento do cancer colorretal'?.

A obesidade estd fortemente associada as mudancas nas funcdes
fisioldgicas do tecido adiposo, levando a resisténcia insulinica, a inflamacao
cronica e a sintese alterada de adipocinas'"". Além da fungéo priméaria do tecido
adiposo como um 6érgao de reserva energética, ele também é considerado um
orgao enddcrino, uma vez que o tecido adiposo sintetiza e secreta um conjunto de
esterdides sexuais, peptideos bioativos como as adipocinas, envolvidas na
regulacdao fisioldgica do metabolismo energético, na ingestdo alimentar,
na sensibilidade insulinica e na resposta do sistema imune, dentre outras
funcdes''?. De fato, o tecido adiposo disfuncional pode ter uma funcdo essencial
nas doencas associadas a obesidade como inflamagéao, resisténcia insulinica e
alguns céanceres. Muitos desses fatores, como a resisténcia insulinica,
a inflamacéao crbnica, as concentracdes reduzidas de adiponectina, as elevadas
concentracoes dos esterdides sexuais e da leptina, podem estar associados a

carcinogénese e a progressao tumoral'?.

O paradigma de que 90% de todos os canceres estdao associados a

7

fatores relacionados ao estilo de vida e ao meio ambiente é atualmente bem

1314 Por exemplo, quase 30% de todos os canceres sdo atribuidos

compreendido'
ao fumo do tabaco, 35% a dieta, 14-20% a obesidade, 18% as infec¢des e 7% as
radiacdes e aos poluentes ambientais!’>. Os mecanismos moleculares pelos quais
esses fatores de risco causam cancer tornam-se cada vez mais evidentes e um
dos mais importantes processos que se estabelece em comum entre todos esses
fatores de risco é a inflamacdo. A inflamagédo crénica age como um fator de
regulacdo da promocdo e progressado tumoral através de varios mecanismos
como: aceleracdo da proliferacdo celular, evasdo da apoptose e aumento da

angiogénese e da metastase''®.
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As comorbidades associadas a obesidade sdo, em grande parte,
atribuidas a inflamacéao crénica, uma caracteristica metabdlica das condi¢des de
obesidade. Como consequéncia do aumento no tamanho dos adipdcitos nessa
condicao fisiopatoldgica, ha necrose dessas células e, subsequentemente,
sinais gerados pela inflamacao permitem a infiltracdo de macréfagos nos tecidos
alvos''). Os adipécitos e as células do sistema imune agem em conjunto,
produzindo uma série de mediadores proé-inflamatérios. Esse perfil inflamatério do
tecido adiposo disfuncional é caracterizado pelo aumento da secrecdo das
citocinas proé-inflamatérias, interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral a
(TNF-a), da proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1) e pela redugdo da
expressao da adipocina anti-inflamatéria adiponectina. Além disso, a liberagéo de
acidos graxos insaturados pelo tecido adiposo hipertréfico proporciona uma
estimulacao inflamatéria adicional através de suas interacdes com receptores do
tipo toll like (TLRs) e subsequente ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB)(®.
De forma geral, o perfil de producdo e secrecao de adipocinas e de outras
moléculas pelo tecido adiposo contribui para a tumorigénese associada a
obesidade através do aumento do estresse oxidativo, da ativacdo de
proto-oncogenes e da ativagdo de células do sistema imune, dentre outros

mecanismos.

1.1- Aspectos epidemiolégicos do cancer na obesidade

As relagbes entre obesidade, diabetes tipo 2 e doengas
cardiovasculares tém sido amplamente investigadas e satisfatoriamente
elucidadas. Entretanto, apenas mais recentemente, tornou-se evidente que a
obesidade estd associada ao aumento da frequéncia de muitos canceres!'?.
Dados epidemioldgicos irrefutaveis, tanto da Agency for Research on Cancer
(IARC)®” quanto da World Cancer Research Found (WCRF)#®" concluiram que a
associacao acima mencionada € positiva para o adenocarcinoma de esbfago e

para os canceres de pancreas, colorretal, mama na pés-menopausa, endométrio e
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rim, além de haver evidéncias também no aumento do risco para o

desenvolvimento do cancer de vesicula biliar.

A associacao entre obesidade e os canceres de maior prevaléncia,
assim como para os menos frequentes, foi confirmada num trabalho de coorte
britdnico com um milhdo de mulheres investigadas e, também, através de um
estudo sistematico de meta-analise multiétnico (Tabela 1). E importante notar que
essa analise multiétnica encontrou uma associagao constante entre o aumento do
indice de massa corporal (IMC) e cancer nas diversas populacdes avaliadas,
com excegao para o cancer de mama na pos-menopausa, no qual a associagao €
positiva para as populagdes asiaticas do pacifico, porem ha uma relagao inversa

1922) A influéncia do IMC sobre o risco de

nas outras regides pesquisadas'
desenvolver cancer difere significativamente de acordo com os periodos pré e
pds-menopausa; ha um risco maior para o desenvolvimento dos canceres
colorretal e melanoma maligno para as mulheres na pré-menopausa, enquanto na
pds-menopausa, verifica-se um maior risco para 0s canceres de mama e

1922) No tocante as comparagdes entre os sexos, ha diferencas nas

endométrio’
associacoes para alguns locais de ocorréncia do cancer, especialmente célon, reto

e rim®®, conforme dados da tabela a seguir:
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Tabela 1 - Sumario da tendéncia estimada para o risco relativo na incidéncia de

cancer, por tipo, adaptado de dois trabalhos abrangentes®??3).

Os dados em italico nao tiveram significancia. NA, nao avaliado.

Cohort britéanico Meta-analise multi-étnico

Incidéncia de casos 45,037 282,137
Tendéncia no risco relativo ~ Tendéncia no risco relativo

para cada 10kg/m? para cada 5kg/m?
Local do cancer Mulher Mulher Homem
Endométrio 2.89 1.59 NA
Adenocarcinoma de
esofago 2.38 1.51 1.52
Rim 1.53 1.34 1.24
Leucemia 1.50 1.17 1.08
Mieloma multiplo 1.31 1.11 1.11
Linfoma n&do Hodgkin 1.17 1.07 1.06
Mama
(p6s-menopausa) 14 112 NA
Colorretal
(pré-menopausa) 161 NA NA
Célon NA 1.09 1.24
Reto NA 1.02 1.09
Vesicula biliar NA 1.59 1.09
Prostata NA NA 1.03
Pancreas 1.24 1.12 1.07
Ovaério 1.14 1.03 NA
Figado NA 1.24 1.07
Estébmago 0.90 1.04 0.97
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1.2- Obesidade e progndstico para o cancer

Considerando-se que a obesidade é constantemente associada ao risco
para o cancer em varios 6rgaos, o fato de que o aumento da adiposidade corporal
tenha uma influéncia negativa no tratamento do cancer e na sobrevivéncia de
pessoas acometidas por essa doenca € uma questao clara. Dados de um amplo
estudo de coorte americano publicado por Calle e colaboradores® ofereceram
evidéncias iniciais de que a obesidade pode ser um fator prognéstico negativo em
pacientes diagnosticados com essa doenca. Os individuos com IMC =40kg/m?
tiveram taxas de mortalidade superiores aqueles com peso corporal adequado.
Essas taxas foram 52% maiores entre os homens e 62% maiores entre as
mulheres. Esses resultados foram posteriormente confirmados por Reeves e
colaboradores® num outro trabalho de coorte britanico. Essas observacdes
basearam-se em diferentes modelos de estudo do cancer, onde animais com
obesidade induzida através de dieta especifica tiveram um pior prognéstico para o

(5

cancer® enquanto que a restricdo caldrica representou um melhor progndstico

nesses modelos®®,

1.3- Obesidade e risco para o desenvolvimento do cancer de colon

7

O céancer de colon é a terceira forma de cancer mais prevalente no
mundo ocidental, acometendo tanto homens quanto mulheres e responde por 10%

de todos o0s novos casos de cancer e 10% das mortes relacionadas a essa

(27-29

neoplasia por ano ). Apesar das medidas e recomendagdes por parte dos

6rgaos publicos de saude, a incidéncia dessa doenca ndo demonstra sinais de

2729) The National Program of Cancer Registries reportou mais de 800 mil

declinio'
novos casos de cancer de célon nos Estados Unidos entre os anos de 1999 a
20049 ¢, apenas no ano de 2010, The American Cancer Society reportou,
aproximadamente, 102.900 novos casos de cancer de coélon e 51.370 mortes
relacionadas a essa neoplasia®". A obesidade esta associada tanto ao aumento

do risco para o cancer colorretal ®23%)

34)

, assim como a recorréncia dessa neoplasia e

mortalidade a ela associada'
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Fatores ambientais e determinados estados metabdlicos estédo
associados as mudancas moleculares que alteram o risco para o desenvolvimento
do cancer de célon. Observacbes epidemiolégicas sugerem que determinadas
drogas anti-inflamatérias, assim como certas dietas alimentares, influenciam no

3538 Por outro lado,

risco, no desenvolvimento e no prognostico desse cancer
o incremento no IMC de 20kg/m? para 25kg/m? pode aumentar o risco para o
desenvolvimento desse cancer em 50% e o IMC 2=30kg/m? pode dobrar o risco

para essa neoplasia®.

1.4- Canceres relacionados a obesidade
1.4.1- Cancer colorretal

A obesidade tem sido correlacionada ao elevado risco para o
desenvolvimento do céancer colorretal. Porém ha diferengas significativas
relacionadas ao sexo e ao local da ocorréncia dessa neoplasia. A associacéo
entre o IMC e o risco para o cancer de célon é positiva nos homens, (RR)=1.24,
no entanto, no tocante as mulheres, essa associacdo é menos evidente,
RR=1.09%. A associacdo entre a obesidade e o cancer de reto também ¢é

inconsistente e presente apenas nos homens, com risco relativo de 1.09.

Existem algumas hipbteses para essa diferenca entre o0s sexos.
Uma delas se refere a adiposidade central, bastante frequente nos homens e que
pode ter um desempenho importante na fisiopatologia da associacdo entre a
obesidade abdominal e 0 aumento do risco para essa neoplasia. Isso porque a
obesidade abdominal tem sido, de forma mais contundente, associada as
anormalidades metabdlicas do que a obesidade gluteofemoral®?. Essa hipétese
tem sido sustentada através de evidéncias epidemioldgicas que associaram o
aumento do didmetro da cintura ou o aumento da relagéo cintura-quadril ao risco
para o cancer de célon em homens e mulheres, embora as alteragdes do peso

corporal e do IMC tenham sido associadas ao risco de cancer de célon apenas
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nos homens*"). Entretanto tais resultados antropométricos nao foram reproduzidos
para o risco de cancer retal. Esses dados epidemiolégicos foram embasados por
resultados robustos que associaram a resisténcia a insulina e, subsequentemente,

a hiperinsulinemia como fatores de risco para esse tipo de cancer*?.

Y

Os efeitos do fator de crescimento andlogo a insulina 1 (IGF-1) na
promocao de determinados canceres sao bem estabelecidos. O aumento na
biodisponibilidade dessa proteina esta relacionado a hiperinsulinemia. Além disso,
a insulina interage nesse eixo fisioldégico reduzindo a sintese de proteinas
carreadoras de IGF (IGFBP)“?. Dados epidemioldgicos laboratoriais e clinicos sdo
convergentes no que se refere as interacgdes fisioldégicas do IGF-1 a génese do

cancer colorretal®*®,

Além disso, as altas concentracdes plasmaticas do
peptideo C e as baixas concentragdes plasmaticas das proteinas carreadoras do
fator de crescimento analogo a insulina 1 (IGFBP-1) foram implicadas no aumento
da mortalidade entre pacientes que passaram por ressecc¢ao cirurgica do cancer
de colon*®. Esse conjunto de dados levou & hipétese de que as concentragdes
circulantes de insulina e IGFBP-1 poderiam ser potenciais mediadores entre a
associagao dos efeitos da obesidade e a mortalidade verificada nos pacientes

apds resseccao do cancer de colon.

No tocante as citocinas e horménios sintetizados no tecido adiposo,
coletivamente chamados de adipocinas, estudos recentes comprovaram suas
participacdes nos processos oncogénicos. A leptina, cujas concentragdes
circulantes estdo fortemente relacionadas ao montante de tecido adiposo corporal,
assim como a resisténcia insulinica, foi relacionada a progressao do cancer de

47-49

colon em modelos experimentais*’ . Esse hormonio transmite informagdes ao

cérebro sobre o status de energia corporal armazenada na forma de tecido
adiposo e suas concentragcbes aumentam nos estados de excesso de

alimentacdo®. Por outro lado, a restricdo calérica, um mecanismo bem

estabelecido de protecdo carcinogénica®’, diminui as concentracdes de

51,52

leptina®'*?. Sob essas evidéncias, a leptina foi considerada como a provavel

ligacdo entre obesidade e o cancer de colon. Estudos de caso-controle embasam
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tal hipotese®®® onde se verificaram associagbes significativas entre as

concentracbes de leptina e o aumento no risco para o cancer de célon,
porém essas associacoes nao se comprovaram para o risco de cancer de reto.
Em contrapartida, a adiponectina, uma adipocina que tem suas concentracdes
diminuidas na obesidade, é inversamente relacionada a resisténcia a insulina e
tem funcdo antiinflamatéria bem estabelecida na literatura®). Ha informacées
controversas a respeito das baixas concentracbes plasmaticas de adiponectina
associadas ao aumento no risco para o cancer colorretal em homens e novos

estudos prospectivos sdo necessarios na investigacao de tal associagao®.

1.4.2- Cancer de mama

A associacao entre obesidade e o risco para o desenvolvimento do
cancer de mama é dependente dos periodos pré e pdés-menopausa. Ha uma
evidéncia consistente para essa associagdo em mulheres na pds-menopausa,
porém nao se verifica 0 mesmo naquelas em periodo pré-menopausa. De fato,
ha alguns registros de redugdo modesta do risco para esse cancer entre mulheres
com IMC elevados, a qual se explica pela tendéncia dessas mulheres terem ciclos
menstruais anovulatérios e reduzidas concentracées de hormdnios esterodides,

principalmente progesterona e estradiol.

Além disso, estudos que avaliaram ambos os fatores verificaram que o
ganho de peso na idade adulta estd mais associado ao aumento do risco do
cancer de mama na pés-menopausa do que o IMC®®); isso poderia também ser
um efeito dos ciclos menstruais anovulatérios verificados nas mulheres obesas
jovens. O IMC =40kg/m? esta associado as elevadas taxas de mortalidade para o
cancer de mama, representando um risco relativo de 2.12%%. Esse progndstico
negativo pode ser explicado pelo efeito biolégico da adiposidade na sobrevida
pds-diagndstico da doenca ou pelo diagnéstico tardio observado em mulheres
obesas.
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Com relagdo aos esterdides sexuais, a alta expressao de aromatases,
as quais convertem estrogénio através de precursores androgénicos, pode ter um
papel importante na fisiopatologia da associacdao entre o cancer de mama na
pds-menopausa e o risco de se desenvolver este cancer entre as mulheres
obesas®. Existe uma evidéncia consideravel de que o risco para o cancer de
mama na pos-menopausa relacionado ao IMC seja, em parte, explicado pelas
concentracdes sanguineas elevadas de estradiol®”. Essas andlises também
demonstram que as altas concentragdes sanguineas de horménios androgénicos
estdo associadas ao elevado risco para o desenvolvimento do cancer de mama
em mulheres na pré e pds-menopausa, e esses horménios poderiam ser
elementos em potencial para a conexdo entre obesidade e essa neoplasia.
Em oposicdo aos homens, as concentragdes sanguineas de testosterona sao

positivamente relacionadas a obesidade nas mulheres®”.

Além da influéncia dos horménios esterdides, varios estudos
associaram a hiperinsulinemia, mensurada através das elevadas concentracoes

séricas do peptideo C, com o risco aumentado para o cancer de mama na

(%8-60) 'embora essas associagdes tenham sido inconsistentes para

(59-61

pds-menopausa
0 cancer de mama na pré-menopausa ). Dados de coorte e meta-andlise
apontam para as concentracoes aumentadas do IGF-1, um efeito indireto da
hiperinsulinemia, como um risco para o cancer de mama na pés-menopausa‘*+¢2.
Além disso, a resisténcia a insulina € um fator negativo no prognéstico do cancer

de mama®®®.

Em relagdo as adipocinas, um recente trabalho de revisdo de
Vona-Davis & Rose® encontrou resultados inconsistentes relacionados a leptina
como um fator de risco para o cancer de mama. Por outro lado, dois estudos de
caso-controle simultaneamente encontraram uma associagdo inversa entre
adipocinas e cancer de mama; significativa para pré e pés-menopausa num
estudo® e apenas para mulheres na pés-menopausa em outro®®. Seguramente,
estudos prospectivos serdo necessarios para se investigar as funcbes dos

marcadores bioldgicos no desenvolvimento do cancer de mama.
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1.4.3- Carcinoma endometrial

A forte associacado entre a obesidade e o carcinoma endometrial é
denotada pelo aumento de até trés vezes no risco para a ocorréncia dessa

2223 Os mecanismos fisiopatolégicos que sustentam essa associagao

anomalia’
estdo relacionados a exposicdo aos estrogénios. Essa hipdtese se baseia em
estudos epidemiol6gicos que relacionaram as altas concentragdes plasmaticas de
estrona e estradiol ao risco para o cancer de cbélon em mulheres na
pds-menopausa. Além disso, o hiperandrogenismo pode exercer um papel central
na associacdo entre a obesidade e o risco para o cancer endometrial na
pré-menopausa; esse fator fisiopatoldgico leva a diminuicdo das concentragdes de
progesterona e a periodos anovulatérios longos. A hipotese em questao coloca a
falta de progesterona como um fator de exposi¢cao continua e sem oposicao ao
estrogénio e este, por conseguinte, exerce um estimulo proliferativo constante nas
células endometriais, levando ao aumento do risco para o cancer em questao.
O excesso de peso na pos-menopausa pode exercer um aumento no risco para o
cancer de endométrio, primeiramente através das concentragbes plasmaticas
elevadas de estrogénio biodisponivel e, posteriormente, pela alta expressao de
aromatases, na auséncia da sintese ovariana de progesterona®’. Num estudo

prospectivo multicéntrico com mulheres na pés-menopausa®®

, concentragdes
circulantes de estrogénio e androgénio foram positivamente relacionadas ao risco
para o cancer endometrial e uma relacao inversa foi verificada para o carreador

dos hormdnios sexuais (SHBG).

Especula-se que as altas concentracdes de estrogenos e as baixas
concentracdes de progesterona estdo relacionadas ao aumento da bioatividade do
IGF-1 no tecido endometrial, resultante da sintese de estrogénio induzida pelo
IGF-1 e das reducdes de IGFBP-1, levando ao desenvolvimento e ao aumento dos
tumores endometriais®®”. No que se refere & resisténcia a insulina, biomarcadores
da hiperinsulinemia, como o peptideo C, tém sido associados ao risco aumentado

para o desenvolvimento do cancer de endométrio®.
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1.4.4- Cancer renal

Existem evidéncias que colocam a obesidade como um fator de risco

4070 - Algumas delas encontraram uma

para o desenvolvimento do cancer renal’
relacdo de dose-resposta com o aumento do peso ou IMCY". Com relagdo ao
sexo, a associacao entre a obesidade e o cancer renal é muito mais evidente em

mulheres, 0 que ndo se observa nos homens'"".

Hipertensao e diabetes, ambas as patologias sédo fatores de risco para

4072 Porém algumas

essa neoplasia e também estdo associadas & obesidade'
evidéncias sugerem que a obesidade aumenta o risco para o desenvolvimento do
cancer de rim de forma independente das variagbes da pressao arterial, indicando
que a hipertensdo e a obesidade devem influenciar no desencadeamento desse

tipo de cancer através de mecanismos diferentes?.

A fisiopatologia que fundamenta a associagcao entre a obesidade e o
cancer renal ainda é controversa. Estudos relativamente recentes verificaram que
baixas concentra¢des de adiponectina foram encontradas em individuos com essa

(73 Fica evidente a

neoplasia, quando comparados aos controles saudaveis
necessidade de estudos adicionais sobre esse assunto, através de um ndmero

consideravel de pacientes.

1.4.5- Carcinoma de péancreas

Por algum tempo a ligacdo entre a obesidade e o carcinoma
pancreatico foi um assunto controverso na literatura. Estudos pioneiros de
caso-controle apontaram uma fraca associacdo entre obesidade e esse tipo de
neoplasia; os resultados apresentaram-se tendenciosos pelo alto indice de
mortalidade nos grupos estudados’”. Um nUmero consideravel de estudos

2475 o foram encontrados

prospectivos e de meta-analise examinou tal relagéo
resultados positivos’®. Recentemente, esses resultados foram reforcados pelo

The Women's Health Initiative in The United States, o qual encontrou um aumento
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de 70% no risco de se desenvolver o cancer pancreatico em mulheres no quintil
mais alto da relacdo cintura quadril quando comparadas as mulheres no quintil

mais baixo dessa relagdo!’”.

Um numero consideravel de evidéncias mostrou que a hiperinsulinemia
e a hiperglicemia constituem elementos importantes na fisiopatologia do cancer

(’®  Entretanto, no que se refere ao eixo do IGF, um estudo de

pancreatico
caso-controle alocado em outros quatro grandes estudos de coorte ndo encontrou
associacdes entre as concentracdes pré-diagnosticadas de IGF-1, de fatores de
crescimento 2 analogos a insulina (IGF-2) e de proteinas carreadoras de fatores
de crescimento 3 analogos a insulina (IGFBP-3) com o risco para o

desenvolvimento do cancer pancreatico’®.

O exato mecanismo pelo qual a obesidade e a resisténcia a insulina

atuam na génese dessa anomalia ainda é indefinido.

1.4.6- Carcinoma de esbéfago e gastrico

Houve uma mudancga significativa na epidemiologia dos canceres
gastrico e de esb6fago verificada em trabalhos cientificos recentes,
0s quais demonstraram um aumento consideravel nos indices de adenocarcinoma
esofagico e da porcao do cardia do estbmago, uma estabilidade do carcinoma das
células escamosas do esbéfago e um declinio acentuado do adenocarcinoma da
porcdo ndo cardia do estdmago®. Esse aumento na incidéncia dos canceres
supracitados foi, em parte, atribuido ao aumento da prevaléncia da obesidade.
Algumas evidéncias de estudos de coorte e meta-andlise confirmaram tal

associacao!'92281),

Esses resultados foram reforcados por um amplo estudo
norte-americano de coorte, no qual foi encontrado aumento no risco para o
adenocarcinoma da por¢cdo do cardia do estdbmago para individuos com
IMC =35kg/m?. Em contrapartida, ndo se verificou nenhuma associacdo entre as

variacdes do IMC e o adenocarcinoma da porgao pés cardia do estomago®?.
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Por conseguinte, hd uma inquestionavel evidéncia para a associagcado
entre a obesidade e o risco para o desenvolvimento dos canceres de eséfago e da
porcdo do cardia do estdmago. No entanto, o IMC nao explica as variacoes entre
0S sexos no que se refere a incidéncia desses canceres, que sao mais frequentes
nos homens do que nas mulheres. Uma hipétese plausivel para tal evidéncia foi
proposta através dos resultados de um estudo de caso-controle, no qual a
distribuigdo da gordura corporal foi entendida como um fator de risco para os
canceres em questao. De fato, o excesso de gordura abdominal foi associado ao
aumento do risco para o desenvolvimento do céncer de eséfago. Entretanto,
essa associacdo nao se confirmou para o aumento do risco no desenvolvimento

do adenocarcinoma da porgdo do cérdia do estdbmago®®®.

7

O esb6fago de Barrett é caracterizado pela substituicido do epitélio
escamoso pelo epitélio colunar, esse mecanismo é bem estabelecido na causa do
adenocarcinoma de esb6fago. A fisiopatologia do es6fago de Barrett envolve o
refluxo gastroesofagico e a esofagite®”. Além disso, a obesidade est4 relacionada
a esofagite e essa associacdo nao estad presente apenas nos individuos com
refluxo gastroesofagico sintomatico. O mecanismo exato pelo qual a obesidade

participa desse processo néo € claro.

1.4.7- Cancer de préstata

As evidéncias epidemiolégicas sao conflitantes e falham quando tentam
mostrar uma significancia abrangente entre a obesidade e o risco para o
desenvolvimento do cancer de préstata®”, embora um estudo de meta-anélise
tenha sugerido uma fraca associagao positiva entre IMC e o aumento estimado do
risco para esse cancer de 1.05 para cada 5kg/m*®®. Porém evidéncias
convincentes mostraram que homens obesos com céncer de prostata sdo mais
suscetiveis a terem uma recorréncia mais agressiva da doenca depois de uma

prostatectomia radical, se comparados aos homens nio obesos®.
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Alguns estudos associaram de forma positiva as altas concentragdes
circulantes de IGF-1 ao risco para o cancer de prostata, enquanto que as

8) Ha uma

concentracdes totais de IGFBP-3 foram negativamente associadas'
evidente necessidade de pesquisas adicionais sobre esse assunto, com um
namero consideravel de pacientes, para se comprovarem o0s possiveis efeitos da

obesidade e da resisténcia a insulina sobre a fisiopatologia do cancer de préstata.

1.4.8- Cancer hepatocelular e de vesicula biliar

A associacao entre a obesidade e o risco para o cancer de vesicula
biliar foi reportada em estudos relativamente recentes de coorte e

meta-analise!'®%287

). Muitos deles encontraram uma relagdo dose-resposta com
aumento do peso ou IMC, com RR=1.15 nos individuos com sobrepeso e RR=1.66
nos obesos. O risco foi maior entre as mulheres, RR=1.88, quando comparadas
aos homens, RR=1.35. O mecanismo pelo qual a obesidade se constitui num fator
de risco para o cancer de vesicula biliar ndo é claro. Por outro lado, a obesidade é
um dos fatores que aumenta a formacao de pedras na vesicula biliar e esse fato

esta intimamente relacionado ao aumento do risco para esse tipo de cancer.

A obesidade, assim como o diabetes tipo 2, sdo considerados fatores
de risco para o cancer hepatocelular®. O excesso de tecido adiposo associado
ao figado tem ligacao direta com o aumento das doencgas hepaticas nao alcodlicas
como esteatose e cirrose, as quais, por sua vez, sdo fatores de risco para o
cancer hepatocelular.

1.4.9- Cancer de pulméao

Alguns estudos reportaram uma associacao inversa entre a obesidade
e o cancer de pulméo, no entanto esses dados podem estar distorcidos pelos
efeitos do fumo nas populagdes pesquisadas. Por outro lado, nas popula¢des nao
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fumantes, nenhuma relacdo foi encontrada entre a obesidade e o risco no

desenvolvimento dessa neoplasia®*®?.

1.4.10- Cancer de ovario

Uma revisdo sistematica da literatura ndo encontrou uma associacao
significativa entre a obesidade e o aumento do risco para o cancer de ovario®”.
Especulou-se que a obesidade poderia estar associada a apenas alguns subtipos
de canceres ovarianos, porém essa hipétese ndao se confirmou através de um
estudo australiano de caso-controle, no qual ndo se evidenciou nenhuma

associagdo entre o IMC ou o ganho de peso e os subtipos dessa neoplasia®’.

1.4.11- Neoplasias hematopoiéticas

Muitas evidéncias de estudos de meta-anadlise e de coorte encontraram
uma associagao inconsistente entre a obesidade e os canceres hematopoiéticos,

®2 e mieloma multiplo!'®#2%3),

incluindo linfomas, leucemia aguda e crdnica
Estudos prospectivos sdo necessarios para uma abordagem segura sobre tal

associacao.

1.5- Mecanismos moleculares de desenvolvimento do cancer na obesidade

1.5.1- Insulina e fatores de crescimento analogos a insulina

No inicio dos anos de 1990, McKeown-Eyssen® e Giovannucci®

notaram que os fatores de risco para os canceres nas populagdes ocidentais eram
notavelmente similares aqueles para a resisténcia a insulina e sugeriram que a
hiperinsulinemia poderia contribuir para o desenvolvimento do cancer através dos
efeitos das altas concentracbes da insulina na promocédo e desenvolvimento

tumoral.
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O excesso de peso sob a forma de tecido adiposo, as concentragdes
plasmaticas elevadas de triglicerideos, a frequéncia reduzida de atividade fisica e
determinados padrdoes alimentares, todos esses fatores podem favorecer o
aumento nas concentragdes circulantes de insulina. De forma crénica, o aumento
nas concentracdes circulantes desse horménio reduz a sintese de IGFBP-1 e 2,
resultando no aumento das concentragdes de IGF-1 livre e, concomitantemente,
levando a modificagdes no ambiente celular que favorecem o desenvolvimento
tumoral®®. Também se sugeriu que o IGF-1 possa interagir com outros fatores de
crescimento, promovendo, dessa forma, efeitos mitogénicos aumentados,
podendo operar também de forma enddcrina, paracrina ou autocrina na regulacéo

do crescimento, sobrevivéncia, transformacao e diferenciagdo celulares.

O horménio de crescimento (GH) é o maior fator de estimulacdo da
sintese de IGF-1 no figado, o qual é a fonte de mais de 80% de IGF-1 circulante.
Além disso, o balango energético nutricional exerce um significativo e complexo
efeito na sintese e na atividade biol6gica do IGF-1. Nos pacientes com diabetes do
tipo 1 ou em pessoas em jejum prolongado, a menor producao de insulina esta
relacionada as reducdes hepaticas dos receptores de GH. Em ambas as
populagdes, verificaram-se resisténcia ao GH e redugdo tanto da sintese quanto
nas concentracbes de IGF-1 circulantes. A biodisponibilidade do IGF-1 para os
receptores teciduais também se encontra reduzida frente as concentracdes
elevadas de IGFBP-1 e (IGFBP-2). Por outro lado, pacientes com diabetes tipo 2
ou em estados de alta ingestao alimentar tém elevadas concentra¢des de insulina
endogena e de receptores hepaticos de GH, levando a sintese aumentada de
IGF-1". Porém, de forma paradoxal, pessoas obesas tém baixas concentragdes
sanguineas de IGF-1, se comparadas aquelas com peso ideal®. Estudos
recentes tém mostrado a relacdo néo linear entre as concentracdes de IGF-1 e os
indices antropométricos da adiposidade corporal; para o IMC entre 24-27kg/m?

encontraram-se as maiores concentragdes de IGF-17:%),

Muitos modelos in vitro e in vivo forneceram evidéncias irrefutaveis da

funcdo do receptor do fator de crescimento analogo a insulina 1 (IGF-1R) em

diferentes tipos de cancer. Experimentos in vitro demonstraram que o aumento
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nas concentracdes de IGF-1 induziu, de forma dose-dependente, o0 aumento na
proliferacdo celular de cancer de mama de linhagem humana®®. Modelos in vivo
foram usados através de mutacbGes associadas a concentragdes reduzidas de
IGF-1, onde se observou que o crescimento tumoral, in vivo, é influenciado pela

funcdo fisiolégica do IGF-1 no hospedeiro!'%10"),

102)

O trabalho conduzido por
Creighton e colaboradores mostrou que o padrdo de expressdo génica
induzida pelo IGF-1 representa vias de aumento da agressividade e,

possivelmente, de independéncia hormonal nos canceres de mama investigados.

Como mostrado na figura 1, ambos, insulina e IGF-1, ativam o receptor
tirosina quinase da via de crescimento. O receptor de insulina (IR) e IGF-1R,
respectivamente, assim como o receptor hibrido de IGF-1/IR, sdo expressos em
altas concentracbes em células tumorais e sédo, também, resistentes aos efeitos
do feedback negativo exercido pelas altas concentracdes hormonais, 0 que nao se
verifica nos receptores de células ndo neoplasicas expostos a insulina!%1%%,
A ativacao desses receptores resulta na maior atividade do substrato 1 do receptor
de insulina (IRS-1) e, subsequentemente, ha a ativacdo das vias da proteina
quinase ativadora de mitose (MAPK), assim como da via da PI3K/Akt, duas das
mais importantes vias de sinalizagéo intracelular que se encontram alteradas em
muitos tipos de cancer. Além disso, h4 um numero consideravel de evidéncias de
que essas vias cooperam na promocao e sobrevivéncia de células

neoplasicas!'%.

A PI3K é recrutada até a membrana plasmatica onde é ativada apéds
estimulo de fatores de crescimento e citocinas e, nas proximidades de seu
substrato lipidico, fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [PtIns (45) P2] gera fosfatidilinositol
3,4,5 trifosfato [Ptins (s45) Ps ]'°®. A proteina fosfatase e homoéloga a tensina
(PTEN) age revertendo a acdo da PI3K, desfosforilando o Ptlns (345) Ps e,
dessa forma, é um dos mais importantes supressores da sinalizacao da PI3K.
Essa funcado da PTEN é perdida em varios canceres em estagios avancados.
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Figura 1- Vias de sinalizagdo da insulina e do fator de crescimento 1 analogo a
insulina.

Proteinas efetoras com dominios de homologia pleckstrin (PH),
como Akit/PKB e a proteina quinase dependente de fosfoinositideo 1 (PDK1),
utiizam o Ptlns (345) Ps como suas ancouradouras. A PKB fosforila varios
substratos envolvidos em diversos processos como sobrevivéncia celular,
através da inativacdo da proteina pré-apoptética (BAD), sintese de glicogénio,
através da regulacdo da glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) e da transcricao
génica, através das proteinas da familia Forkhead de fatores de transcrigdo
(FOX0)1%)_ Entretanto a PKB também exerce suas funcdes de crescimento
celular através da sua interacdo com a PI3K. O mecanismo que mostrou como a
via PI3K/PKB, estimulada pela insulina, leva ao crescimento celular foi elucidado
pela recente descoberta de que a PKB fosforila e inativa a proteina tuberina'®”
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também denominada complexo 2 da esclerose tuberosa (TSC2), um inibidor do
crescimento celular, inativando, assim, a funcdo do complexo do supressor
tumoral (TSC1/TSC2). Este complexo formado pelas proteinas hamartina (TSC1)

e tuberina age inibindo a atividade da proteina ativada por GTPase e homdloga de

Ras enriquecida no cérebro(Rheb)'%).

A ativagdo da PI3K através da insulina tem sido mostrada como um

108)

fator de atenuacdo dessa atividade inibitéria"'®®, resultando na ativagéo da Rheb.

Uma vez ativada, essa proteina leva a ativacdo da via da proteina alvo da

rapamicina em mamiferos (mTOR) e também da quinase S6 ribossomal (S6K).

A sinalizacéo intracelular através da via da mTOR é importante na

biogénese ribossomal e no crescimento celular'%®; sua indugéo apés a ativagdo

da PI3K e inativacdo do TSC1/TSC2 pela PKB pode explicar as ativacoes

9 Dados recentes mostraram que a

111

sequenciais da PKB e S6K pela insulina'
fosforilagdo da tuberina pela p90 S6 quinase 1(Rsk1)!"'" tem um efeito inibitdrio
semelhante a aquele da PKB sobre o complexo TSC1/TSC2, promovendo a
sinalizacao da mTOR. Entretanto, a fosforilacdo da tuberina pela proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) em resposta a diminuicao do status
energético celular pode agir de maneira oposta, regulando positivamente o

complexo TSC1/TSC2!"?.

O crescimento celular é controlado, em parte, pela mTOR-raptor,
a qual fosforila a porcao hidrofébica da proteina ribossomal S6, polipeptideo
1(S6K1), ativando esta quinase. A mTOR-raptor também fosforila e inibe as
proteinas repressoras de traducao (4E-BPs). Essas proteinas inibem a traducéo
de RNA mensageiros (mRNAs) dependentes da subunidade cap (elF4E)!%).
Evidéncias consistentes sugerem a existéncia de uma “alca” contra-regulatéria da
via da mTOR-raptor, sensivel as variagdes nutricionais, através da S6K1,
que possibilita a dessensibilizagdo da sinalizacéo insulinica™®. A proteina S6K1

exerce essa contra-regulacao através da fosforilacao e inativacao do IRS-1.
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A cascata de sinalizacdo MAP quinase-(Ras)-(Raf) tem uma funcao
consideravel na dinamica proliferativa das células tumorais. A cascata
Ras/Raf/MEK/ERK conecta sinais oriundos de receptores da membrana celular a
fatores transcriconais, os quais regulam a expressao génica. Além disso,
essa cascata regula a atividade de varias proteinas envolvidas no processo de
apoptose celular.

O gene Raf codifica a familia de proteinas denominadas A-Raf, B-Raf e
Raf-1 (C-Raf). Raf € uma serina/treonina quinase que é ativada através de uma
série complexa de eventos: interacdo com a Ras e subsequente recrutamento
para a membrana plasmatica; dimerizagdo de proteinas Raf; fosforilacdo e/ou
desfosforilagcdo em diferentes dominios; dissociacdo da proteina quinase inibitoria

Raf (RKIP) e associagdo com o supressor da quinase da Ras, (KSR)%.

Quando ativada, Raf fosforila o residuo em serina da Mek, ativando-a
(MAPKK)"). Uma vez ativada, Mek1/2 fosforila a proteina MAPK, ERK,
nos residuos treonina e tirosina adjacentes. Esta ultima, por sua vez fosforila

varias proteinas citoplasmaticas e do citoesqueleto ('1©

, incluindo proteinas
quinases ativadas por MAPK e a familia das proteinas quinases ribossomais
S6 (Rsk). Adicionalmente, ERK e Rsk1/2 ativadas se translocam ao nucleo,
onde ERK fosforila e ativa varios fatores de transcricdo como Sp1, E2F, Elk-1,
e AP-11"") AP-1 é composta por duas proteinas de curta meia vida, Jun e Fos,
que sao produtos de immediate early genes (IEGs). Essa via participa do controle

de varios processos celulares como proliferagdo, migracéo e diferenciacao.

1.5.2- Esterdides sexuais

Com relacdo aos esterdides sexuais, a adiposidade influencia na
sintese e na biodisponibilidade dos horménios através de ao menos
trés mecanismos. Primeiramente, o tecido adiposo expressa uma variedade de

enzimas metabolizadoras dos esterdides sexuais como as aromatases,
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que promovem a formagao de estrogénios através de precursores androgénicos,
0S quais sao secretados pelas gbnadas ou glandulas adrenais. O tecido adiposo é
o local mais importante de sintese de estrogénio no homem e na mulher na
pds-menopausa, sendo que em ambos, as concentragcdes de aromatase, estrona

e estradiol estdo fortemente associados ao IMC'®.

A segunda hipbtese refere-se ao aumento das concentracbes de
insulina e da bioatividade do IGF-1, frente a obesidade. Ambos, insulina e IGF-1,
inibem a sintese de globulina carreadora de horménios sexuais SHBG, as mais
importantes proteinas plasmaticas carreadoras de testosterona e estradiol;
esse mecanismo pode estar associado ao aumento das concentragbes de

(19) " Verificou-se através de estudos cientificos

esterdéides sexuais biodisponiveis
que mulheres obesas (IMC > 30kg/m?) tém em média metade das concentragdes
de SHBG quando comparadas as concentracdes de SHBG em mulheres com IMC

menor que 22kg/m?(12%),

SHBG pode agir diretamente em células de cancer de mama inibindo a
proliferacao celular induzida pelo estradiol. A ligacdo dessa proteina a membrana
celular induz a produgcdao de adenosina 3',5-monofosfato ciclico (CAMP).
Essas moléculas agem como segundos mensageiros em linhagens de células de

121)

cancer de mama MCF-7""?" e levam & completa inibicdo da proliferacdo celular

122

estimulada pelo estradiol '??. Além disso, a pré-incubacédo de células MCF-7 com

SHBG, antes do tratamento com estradiol, neutraliza os efeitos anti-apoptéticos

desse horménio!'%®

). Dessa forma, a SHBG previne a agdo do estradiol em células
de cancer de mama, agindo como fator anti-proliferativo. Além disso, a diminuigéo
nas concentracoes dessa proteina pode contribuir na génese tumoral em mulheres

obesas.

Estradiol (E2) e os fatores de crescimento andlogos a insulina (IGFs)
também agem como mitbgenos em células de cancer de mama através da
ativacdo da atividade transcricional do receptor de estrogénio alfa (ERa)

essa acao se da de forma reciproca e concomitante. Além disso, a insulina,
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em doses supra-fisioldgicas pode reproduzir os efeitos do IGF-1 nas células de
mama. Essa dindmica foi verificada em linhagem de células de cancer de mama
onde o E2 interagiu com as vias de transducéo da sinalizagao do IGF"?Y. Os IGFs
agem através de dois receptores de membrana: IGF-1R e (IGF-2R). Embora muito
dos efeitos dos IGFs sejam mediados pelo IGF-1R. A ligacdo a suas proteinas
alvo leva o IGF-1R a autofosforilagdo e, subsequentemente, a sua ligagdo as
proteinas adaptadoras como IRS-1 e (Shc), as quais ativam as vias de sinalizacao
da ERK e PI3K.

Finalmente, as altas concentracbes de insulina podem levar ao
aumento da sintese de andrdégenos no ovario e, possivelmente, nas glandulas
supra-renais. Esse fato relaciona-se ao desenvolvimento da sindrome do ovario
policistico (PCOS) em mulheres geneticamente suscetiveis e na

(125 A sindrome do ovario policistico é caracterizada pelo

pré-menopausa
hiperandrogenismo ovariano e pela anovulagdo cronica, fatores que levam a
continua estimulacdo do endométrio pelo estrogénio, sem a oposicdo da

progesterona'?®.

Mulheres na pré-menopausa e com PCOS tém um risco
aumentado para o céncer endometrial pelo fato do ovario hiperandrogénico
diminuir a sintese de IGFBP-1 no utero. Tal diminuicdo leva ao aumento da

biodisponibilidade do IGF-1, favorecendo a formagao tumoral'?”).

O risco para o cancer de mama e 0s riscos ja estabelecidos para o
cancer de endométrio, como a menarca precoce, a menopausa tardia e a
obesidade, provavelmente agem por vias que refletem um grande periodo de
exposi¢do aos estrogénios. No nivel molecular, a agcdo do estrogénio € efetivada
por seus receptores ERa ou (ERB). As acdes gendmicas do receptor de
estrogénio envolvem a sua fungdo como um fator de transcricio através da sua
ligacédo direta ao DNA apds estimulo estrogénico ou direcionando suas func¢des ao
DNA através da interacdo com outras proteinas. Entretanto o estrogénio pode
também ter efeitos pleiotropicos através de interacdes nao gendmicas com as vias

de sinalizacdo de fatores de crescimento, incluindo a via da PI3K/Akt e MAPK('2®),

Introducéo Geral

59



1.5.3- Adipocinas
1.5.3.1- Leptina

A leptina € um hormoénio secretado pelo adipdcito e € um mediador

129

central do controle do apetite e da homeostasia energética!’®®. O alvo fisiolégico

mais importante para a acdo desse horménio é o sistema nervoso central, porém o

receptor de leptina (OBR) também é expresso em tecidos periféricos,

130 Muitos estudos relataram & expressdo do OBR

131-133

em concentragdes reduzidas'

). As concentragdes de
(134)

em células de cancer de mama, prostata e colon!
leptina estdo correlacionadas a adiposidade em humanos'~", e varios estudos
reportaram a associacdo desse horménio ao aumento da incidéncia de varios
canceres na obesidade. Um numero consideravel de estudos epidemiolégicos
investigou a relagcdo entre as variagcbes nas concentragdes da leptina e alguns
canceres, como: prostata, mama e colorretal, porém os resultados foram

controversos!13%138).

A leptina exerce seus efeitos através da ligagdo ao receptor
transmembrana OBR, que contem sitios de fosforilacdo em tirosina, os quais
propagam a sinalizagao intracelular através das vias do fator de transdugao do
sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3) e ERK"*. Essas vias permitem que a
leptina tenha funcdes analogas aos fatores de crescimento, contribuindo para a

(132)

iniciacdo e/ou progressdao de determinados canceres' ™. A leptina tem sido

relacionada ao crescimento de células epiteliais do célon e, também, de células de

140-143) ' |nteressantemente, células de cancer

cancer de ovario, mama e prostata'
de colon, quando incubadas com adipécitos maduros de camundongos controles,
tiveram taxas de proliferacdo significativas, porém o mesmo nado se observou
quando as células foram incubadas com adipdcitos de camundongos (ob/ob)!'*¥.
Varios mecanismos tém sido sugeridos para a elucidacdo dos processos pelos
quais a leptina contribui na carcinogénese. Em células de cancer de préstata nao
dependentes de fatores androgénicos, foi demonstrada a ativacdo da (JNK) e o
bloqueio dessa quinase foi capaz de interromper os efeitos da leptina na

proliferagdo celular'*?.
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Essa adipocina também esta relacionada a maior expressao e atividade
das aromatases, assim como na ativagdo dos receptores alfa de estrogénios em
células de cancer de mama, ambos os eventos levaram ao crescimento tumoral

deste cancer'*?.

Estudos em modelos animais também associaram a leptina a processos
carginogénicos, embora os dados tenham sido, em parte, contraditérios.
Camundongos obesos com concentracdes elevadas de leptina mostraram uma
suscetibilidade maior em desenvolver cancer colorretal ap6s tratamento com
AOM48) Entretanto a administracdo de leptina inibiu a formagdo de lesdes

') Em outro estudo, camundongos que

pré-tumorais em ratos tratados com AOM(
tiveram a sinalizagdo central da leptina preservada, enquanto a sinalizacao
periférica foi blogueada no nivel dos receptores de leptina, apresentaram
regressdao da progressdao e metastase dos tumores. Os tumores que nao
expressavam OBR e que foram transplantados em animais controles tiveram
crescimento menor se comparados a tumores que expressavam o OBR(*®),
Assim, a sinalizacao da leptina pode ter uma funcao importante na promocao do

crescimento tumoral in vivo.

1.5.3.2- Adiponectina

7

Adiponectina € um hormoénio secretado principalmente pelo tecido

adiposo e, em menor proporcao, também é secretado pelos miécitos cardiacos,

149

células do tecido muscular e do endotélio™®. As funcdes mais importantes

identificadas da adiponectina foram relacionadas aos seus efeitos
anti-inflamatérios, anti-aterogénicos e de aumento da sensibilidade insulinica.
Em contraste a outras adipocinas, as concentracbes da adiponectina sao
inversamente associadas a obesidade, ao IMC, a adiposidade visceral e a
resisténcia insulinica™®. Varios estudos de caso-controle relataram
concentracdes séricas de adiponectina significativamente reduzidas em pacientes

(151

com cancer de mama'™". Num desses estudos, observaram-se concentragdes
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reduzidas de adiponectina em mulheres na pds-menopausa e com cancer de
mama, porém em mulheres na pré-menopausa e também com essa neoplasia,

essa relacdo ndo foi constatada‘®®.

Por outro lado, estudos observaram
concentracbes reduzidas de adiponectina tanto em mulheres na pré e
pds-menopausa com cancer de mama e verificaram que pacientes com as
menores concentracées de adiponectina apresentaram o0s maiores € mais

(65)

agressivos tumores Estudos in vitro demonstraram que o tratamento com

adiponectina suprimiu a proliferacao celular e aumentou a apoptose em células de

(152 53 mostrou a

cancer de mama‘"®®. O trabalho conduzido por Brakenhielm et al'
associacao da adiponectina na reducao da agiogénese e da progressao tumoral
através de processos apoptéticos com o envolvimento da caspase em células
endoteliais. A funcdo da adiponectina na etiologia do cancer ndo é totalmente
compreendida. Especula-se que a acédo dessa adipocina na protecao indireta para
alguns cénceres esteja relacionada as alteragdes na sensibilidade insulinica e,
de forma direta, através de modificagbes das condigdes inflamatérias.
A via de sinalizacao da adiponectina que se inicia através da sua ligacao aos seus
receptores AdipoR1 e AdipoR2 media a ativacdo da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK). Uma vez ativada, AMPK exerce fun¢cbes importantes no controle do
crescimento celular e da apoptose através da ativacdo de genes como p53 e
p21"%%. De forma independente da ativagdo da AMPK, a adiponectina diminui a
producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), reduzindo a ativacdo da
proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) e, dessa forma, inibindo a

proliferacéo celular'"".

As propriedades anti-inflamatérias e de modulagdo da resposta imune
da adiponectina podem contribuir também para seus efeitos anti-carcinogénicos.
De fato, essa molécula foi associada a inibicdo da sinalizacdo do NF-kB em
células endoteliais e a reducéo da producédo de TNF-a em culturas de macrofagos.
Além disso, a adiponectina induziu a producado das citocinas anti-inflamatérias

IL-10 e IL-1 em culturas de leucocitos humanos!'®®,
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A reducao das concentragdes plasmaticas da adiponectina verificada na
obesidade pode ter associacdo ao aumento no risco para determinados canceres
nessa condicdo. Porém, a manipulagdo dessa adipocina com intencdes
terapéuticas na prevencdo e tratamento de determinados canceres ainda

necessita de investigagoes.

1.5.4- Citocinas inflamatoérias

Os primeiros polipeptidios funcionais secretados pelo tecido adiposo e
que foram identificados por terem funcdo sistémica na homeostasia do
metabolismo foram as citocinas inflamatérias. A principio, observou-se a
expressdao aumentada do TNF-a pelo tecido adiposo em modelos animais de

obesidade!'%?.

157)

Posteriormente, esse mecanismo também foi observado em

humanos' e com o envolvimento da expressdao de outras citocinas como a

interleucina-6'"%®,

Num trabalho subsequente, foi demonstrado que a producao dessas

159

citocinas pelo tecido adiposo era, em grande parte, advinda de monécitos™*? e de

outras células do sistema imune que, em condi¢cdes de obesidade, infiltravam-se

160

no tecido adiposo!'®?. A causa pela qual a obesidade desencadeia tal mecanismo

nao é clara. Entretanto é cada vez mais evidente que o aumento da secrecéo
dessas citocinas esta associado a inflamagédo cronica que, por sua vez,
afeta a funcdo de outros tecidos. Ademais, um numero crescente de evidéncias
sugere que o meio inflamatério causado pela obesidade esta intimamente

associado ao desenvolvimento do cancer através de varios mecanismos!'®",

A infeccao crbnica e a subsequente inflamacao podem afetar as células
de tecidos preservados, transformando-as, € podem também ter agdes sobre as
células tumorais através da interacdo com o nicho celular ao redor.
Aproximadamente 15% a 20% das mortes por cancer podem estar associadas a

inflamacdo e a infeccdo. Por exemplo, os maiores fatores de risco para o
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carcinoma hepatocelular sdo as infec¢gées cronicas por hepatites virais B e C e

muitos canceres gastricos estdo associados as infeccdes pela Helicobacter

pylori®?

relacionadas ao aumento do risco do cancer colorretal'

. A colite ulcerativa e outras doengas intestinais inflamatérias estao

163) assim como a irritagdo

e a inflamagédo causadas pela inalagdo da fumaga do cigarro e de particulas de

poluicdo estdo envolvidas na promogédo do cancer de pulmao‘'®¥.

1.5.4.1- O fator de necrose tumoral-a

TNF-a € uma citocina que foi originalmente identificada como uma

(165)

endotoxina que induzia a necrose em tumores Em pesquisas recentes,

essa molécula tem sido associada ao desenvolvimento de varios canceres através

(166) 167)

da promocdo da angiogénese e metastase! Por exemplo, trabalhos

reportaram a intermediagdo do TNF-a no cancer de célon induzido por AOM¢®),

assim como a intermediacdo dos receptores do TNF-a para os canceres de
169 170

pele!'® e de figado!'"” induzidos quimicamente.
As concentragdes elevadas do TNF-a detectadas tanto em roedores
obesos"”" quanto em humanos obesos!'’? sugerem uma ligagcéo plausivel entre

obesidade e tumorigénese. Em modelos animais de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, a interrupcao da sinalizacdo do TNF-a, através da delecdo do gene
que codifica o receptor do TNF-a (Tnfr1), bloqueou os efeitos carcinogénicos
induzidos pela dietilnitrosamina (DEN){'"®). Curiosamente, a delecdo do Tnfr1 ndo
teve efeito protetor no desenvolvimento do cancer de figado induzido pelo DEN
em camundongos magros. Esses dados sugerem que o TNF-a tenha uma funcao
mais proeminente no cancer de figado, em estados de obesidade do que em

condicdes de peso adequado dos animais'’.

Um mecanismo em potencial na promogdo tumoral através da
inflamacédo induzida pela obesidade se da através da ativagdo do fator de
transcricao nuclearkB (NF -kB). NF-kB é ativado por sinalizadores como TNF -q,
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TLRs e outras citocinas inflamatérias (FIG.2). A ativagdo do NF-kB tem sido

associada ao desenvolvimento de varios canceres como: glioblastoma''’,

176) 177)

linfoma"”® e cancer pancreatico! A ativagdo do NF-kB foi tida como

determinante no céncer de figado induzido pela colestase; essa via € uma

178

referéncia do estudo do cancer induzido pelo TNF-a!'’®. Entretanto a inativagdo

especifica da sinalizacdo do NF-kB em células hepaticas resultou no aumento da
tumorigénese em animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica’”®,
esse efeito pode estar relacionado ao aumento da apoptose no figado, resultando
na proliferacdo compensatéria dos hepatécitos, assim como na ativagao de outras

vias inflamatdrias estimuladas por citocinas.

Figura 2- Ativagéo da via de sinalizagdo inflamatdéria pelo TNF-a
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1.5.4.2- Interleucina-6

Uma das principais moléculas proé-inflamatoérias produzidas pelo tecido
adiposo € a IL-6. As concentracdes circulantes dessa citocina se correlacionam
com o IMC""72) e acredita-se que o tecido adiposo seja responsavel pela secrecdo

(180

de mais de 35% da IL-6 circulante em pessoas saudaveis''®. A interleucina-6

direciona sua sinalizagdo ao nucleo celular atraves da STAT3, uma oncoproteina

(181)

que se encontra ativada em varios canceres Em modelos de obesidade

genéticos e induzidos por dieta, a ativacao da STAT3 encontra-se aumentada nos

tumores que se desenvolveram nesses animais!'’®.

%) tem sido considerada um

A ativacdo da STAT3 pela leptinal
mecanismo da tumorigénese induzida por essa adipocina. Além disso, o efeito da
obesidade na promocédo tumoral do carcinoma hepatocelular induzido
quimicamente é drasticamente reduzido em camundongos que nao expressam a
IL-6 endbgena. Ainda nao é claro se a IL-6 secretada pelo tecido adiposo é crucial
nesse processo ou se € secunddria aos efeitos das células inflamatérias

circulantes!"”?.

1.5.5- Inflamacéo e resisténcia a insulina

A secregdo de citocinas, como o TNF-a, também contribui para a
resisténcia a insulina associada a obesidade. H4& um numero substancial de
evidéncias que demonstram o envolvimento da inflamagdo causada pela

obesidade na génese da resisténcia insulinica.

No tecido adiposo, em condicbes de obesidade, verifica-se o
recrutamento de macréfagos que, em ultima instancia, acarretam condicdes
pro-inflamatérias. Macréfagos que se encontram infiltrados em outros tecidos sao
responsaveis pela secrecao de altas concentragdes de TNF-a, levando ao estado
de inflamacéo crénica acompanhado do metabolismo alterado de triglicérides e do

aumento da lipdlise. O excesso de triglicérides e de acidos graxos circulantes
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resulta na disfuncdo do metabolismo, assim como na fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e no transporte de glicose estimulado pela insulina, desencadeando,

dessa forma, a resisténcia a insulina!'%-183,

A fosforilacao em serina dos receptores de insulina € um dos
mecanismos mais importantes de supressao da sinalizacao intracelular desse

189 Nesse sentido,

horménio, tendo como consequéncia a resisténcia a insulina'
JNK, uma quinase pertencente a classe das proteinas quinase ativadas por
mitdgenos, MAP, e que é estimulada pelo TNF-a, tem sua funcdo estabelecida no
mecanismo de feedback de inibicao do IRS-1 durante a estimulagao da insulina.
A ativacdo da JNK induz a fosforilacao inibitéria do IRS-1 através da serina 307.
Essa serina localiza-se proxima ao dominio PTB (phosphotirosine-binding) do
IRS-1 e essa fosforilagdo inibe a interacdo do dominio PTB com a sequéncia
fosforilada de aminoacidos (NPEY) da porcao justamembrana do IR apds sua

(18 Estudos prévios mostraram que além

ativacao, levando a resisténcia insulinica
da JNK, a fosforilagdo da quinase inibidora do fator nuclear kB (IKKB) também
aumenta a fosforilacdo em serina do IRS-1. Dessa forma, o complexo enziméatico
IKK estabelece mais um mecanismo de fosforilagdo do IRS-1 e de regulacao da

sensibilidade a insulina.

1.6- Obesidade, inflamacao e cancer de colon

A inflamacéao crénica tem sido associada a inducdo de displasia em
células epiteliais do intestino através da alteracdo do DNA. De fato, a acumulagéo
cronica de células do sistema imune, como neutréfilos, macréfagos e células
dendriticas em tecidos especificos, € acompanhada pela liberacdo de espécies
reativas ao oxigénio e nitrogénio, as quais sdo bem estabelecidas na mutacao

(186.187)  Ademais, a inflamagdo cronica é associada a metilagdo do DNA

188-190

gendmica
e & modificacdo de histonas' ). Todos esses processos tém sido relacionados
a expressao alterada de genes envolvidos na carcinogénese como p53, APC,

K-ras e Bcl'®". Uma vez iniciado o processo celular displasico, tais células séo
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submetidas aos efeitos de citocinas e fatores de crescimento que contribuem para
o crescimento tumoral. Entretanto, algumas linhas de investigacdo tém proposto
que, sob certas condicbes, alguns grupos celulares do sistema imune e certas
citocinas agem no controle supressor das células displasicas prevenindo,
dessa forma, a progressdao tumoral. Mudangas na resposta imune e/ou
adaptacoes as pressdes seletivas do sistema imune podem agir na selecdo de
clones celulares displasicos capazes de crescer em meio a fatores de crescimento
e citocinas pro-inflamatérias presentes no micro ambiente que circunda tais

192)  Embora muitos

células. O sistema imune age, assim, na promogao tumoral'
dados epidemioldgicos tenham mostrado que os mecanismos acima relatados
provém de modelos esporadicos de cancer, a alteracdo no balango entre o
sistema imune e células displasicas tem sido concisamente observada nas
doencas inflamatérias crénicas e em certas comorbidades associadas a

obesidade, como o cancer de coélon.

De acordo com um grande numero de dados epidemiolégicos,
a inflamagéao crénica presente em doengas do intestino, como a colite e a doenga
de Crohn, predispde tanto modelos animais dessas doengas quanto humanos a

193,194

maior suscetibilidade ao cancer de célon' ). Nesse sentido, o uso de drogas

anti-inflamatérias nao esteroidais, como a aspirina, tem demonstrado certa eficacia

na prevengdo do desenvolvimento de adenomas colorretais!'®.

Na condicdo de obesidade, verifica-se 0 aumento na expressdao das
citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF-a pelo tecido adiposo e, além dos efeitos
autécrinos e paracrinos dessas citocinas no proprio tecido adiposo, IL-6 e
TNF-a nessas condi¢des, sinalizam de forma enddcrina para a ativacédo do NF-kB
em células tumorais. Essas células, por sua vez, aumentam a sintese de citocinas
e quemoquinas, contribuindo para a propagacdo de estimulos constantes de

proliferacdo e crescimento das células tumorais'®®.

Essa associacdo foi verificada em individuos obesos que se

submeteram a programas para perda de peso através de dietas especificas!'®”.
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A perda de peso aproximada de 10% do peso inicial resultou em reducdo da
expressao da proteina quimiotatica de macréfagos 1 (MCP-1), do TNF-a e da
IL-1B, uma diminuicdo significativa no niumero de macrofagos e a reducao da
sinalizagcdo da STAT3 e do NF-kB. Verificou-se em modelos animais que a

198)

interleucina-6, particularmente, conduz as células do célon & proliferagao'%® e

também a infiltragdo de células do sistema imune nos tecidos coldnicos!'®.
A importancia do TNF-a na génese do cancer de colon foi demonstrada atraves de
mecanismos de bloqueios especificos na via de sinalizacdo dessa citocina.
O anticorpo contra o TNF-a bloqueou a ativacdo do NF-kB em células

2000 Além disso, em camundongos tratados com AOM e DSS, que nao

epiteliais'
expressavam receptores de TNF-a, ndo se verificou infiltragdo de células do
sistema imune nos tecidos coldnicos, assim como nao se observou tumorigénese

no célon desses animais quando comparados aos controles!'®®.

Varios mecanismos tém sido propostos para a elucidagéo da relacao
entre obesidade e o cancer colorretal, como a sintese alterada de horménios e
moléculas sinalizadoras. Nesse sentido, a inflamacao crénica imposta pelas
alteracdes do tecido adiposo disfuncional emerge como um elo em potencial entre
a obesidade e o risco para o cancer de célon. Neste trabalho descreveremos que
a inflamacao causada pela obesidade € de grande relevancia para génese do

cancer de colon.
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1- Objetivo geral

Investigar os efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e pela
obesidade determinada por fatores genéticos sobre o desenvolvimento do cancer
de cbélon em camundongos, tendo como alvo o estudo das vias moleculares de

sinalizagao insulinica e inflamatéria.

2- Objetivos especificos

Avaliar os padrdes histologicos macroscépicos de niumero e tamanho
dos tumores colorretais em camundongos geneticamente obesos e com
obesidade induzida por dieta, assim como em seus respectivos controles,
apdés tratamento com AOM e DSS.

Avaliar o padrao de crescimento das células HT-29 implantadas em
camundongos scid com obesidade induzida por dieta e em seus respectivos

controles.

Caracterizar as vias de sinalizacdo insulinica e inflamatéria em tumores
de camundongos geneticamente obesos e com obesidade induzida por dieta,
assim como nos tumores de seus respectivos controles. Verificar também as
mesmas vias de sinalizagdo nos tumores dos camundongos scid obesos e seus

respectivos controles.

Avaliar os efeitos da administracdo do anticorpo anti-TNF-a sobre os
padrées histolégicos macroscépicos de numero e tamanho dos tumores de
camundongos geneticamente obesos e com obesidade induzida por dieta,
assim como nos tumores de seus respectivos controles. Avaliar também o padréao
de crescimento das células HT-29 implantadas em camundongos scid obesos e
seus respectivos controles tratados com o anticorpo anti-TNF-a.

Caracterizar as vias de sinalizacao insulinica e inflamatéria nos tumores

dos camundongos scid obesos tratatos com anticorpo anti-TNF-a.
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ABSTRACT

Background & Aims: Epidemiological studies have shown that obesity is
associated with an increased risk of colorectal cancer (CRC). Herein,
we investigate the contribution of obesity-induced increases the tumor necrosis

factor (TNF)-a levels and hyperinsulinemia in the development of CRC.

Methods: Lean and obese mice were treated with a combination of azoxymethane
with dextran sulfate sodium, which led to the development of CRC; lean and obese
SCID mice were inoculated with HT-29 cells. Western blotting,
immunohistochemistry and TUNEL assays were combined to evaluate the role of
TNF-a and insulin in the development of obesity-mediated CRC.

Results: Genetic and diet induced obesity exhibited increased tumor incidence
and size in comparing lean mice. Obese mice presented a faster growth of
HT-29 xenografts. TNF-a neutralization, beyond decreasing JNK and IKK
activation, also reduced phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/mammalian target of
rapamycin pathway activation and attenuated the growth and development of
obesity-mediated CRC in the three animal models. Whereas, reducing insulin

levels had no effect on the development of obesity-mediated CRC.

Conclusions: Our findings establish a role of TNF-a in obesity-mediated colon
carcinogenesis, suggesting TNF-a blockers to be attractive chemopreventive
agents against CRC in obese individuals.

KEYWORDS

Colon cancer; obesity; inflammation; insulin resistance.
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INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) remains a major health burden with more than
one million cases worldwide and a disease-specific mortality of approximately 33%
in the developed world'2. The association between obesity and the risk for CRC
development is observed in both men and women (relative risk: 1.2-2.0)>*.
In addition to its association with obesity, inflammation and hyperinsulinemia may

also primarily contribute to the risk for development of CRC*®.

Among the major mediators of the inflammatory response is tumor
necrosis factor (TNF)-a whose over expression in adipose tissue is a common
feature in human and animal models of obesity®'®. TNF-a contributes to the
deregulation of the insulin-signaling pathway, including serine phosphorylation of
insulin receptor substrate (IRS) proteins by kinases such as c-jun N terminal kinase
(UNK)'" and IKK'™. JNK and IKK activation induce inhibitory serine 307 (Ser*®’)
phosphorylation ~ of  IRS-1'""3'*  which  decreases insulin-mediated
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR)
pathway activation'®.

TNF-a first identified as an antitumor agent, is now also recognized as a
tumor-promoting cytokine that links inflammation and cancer'. The importance of
TNF-a and its intracellular mediators, such as JNK and IKK, as colonic tumorigenic
promoters is strengthened by knockout and pharmacologic studies, using
azoxymethane (AOM) or AOM combined with dextran sulfate sodium (DSS) as
inducers of colorectal carcinogenesis'®'®. Furthermore, the increased TNF-a levels

associated with obesity are a potent liver tumor promoter in mice'®.

Although the evidence for the potential involvement of inflammation and
hyperinsulinemia in the development of obesity-mediated cancer is quite extensive,
a systematic evaluation of the independent contribution of these factors to CRC
development is lacking. Here, we examined whether obesity modulates insulin
signaling and inflammation in the colon and CRC. We show that the

obesity-induced abnormal inflammatory response strongly promotes CRC.
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METHODS
Antibodies, chemicals and buffers

All the reagents were from Sigma-Aldrich, unless otherwise specified.
Octreotide was from Novartis PharmaStein AG (Stein, Switzerland), piogitazone
was from Takeda pharmaceutical (Osaka, Japan), infliximab was from Centocor
(Horsham,PA, USA), and DSS was from MP Biochemicals (Solon, OH, USA).
Anti-phospho-mTOR, anti-mTOR, anti-phospho-p70S6K, anti-p70S6K,
anti-phospho-Akt, anti-Akt, anti-B-tubulin antibodies were from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA, USA). Anti-phospho-IR, anti-IR, anti-phospho-IRS-1
Tyr971, anti-phospho-IRS-1 Ser307, anti-IRS-1, anti-phospho-IKKB anti-IKKp
anti-lkBa, anti-phospho-JNK, anti-JNK, anti-phospho-c-jun, anti-c-jun, anti-TNF-a
and anti-TNF receptor 1 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA).

Animals

The Ethics Committee of the State University of Campinas approved all
experiments. Mice were provided from Central Breeding Center of the State
University of Campinas and randomly divided into two groups, control and high-fat
diet (HFD). The diet composition is described in the Supplemental Table 1.

Insulin tolerance test, serum insulin, leptin, and TNF-a quantification

The mice were given an insulin tolerance test (ITT; 1.5 IU insulin/kg
body weight) as described previously?®. Plasma was separated by centrifugation
(1,100xg) for 15 min at 4°C and stored at -80°C until the assay. Serum insulin and
leptin were measured by using a mouse ELISA kit (Linco, St. Charles, MO, USA).
Serum TNF-a was measured using a mouse ELISA kit (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA).
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Tumor induction and analysis

Four-week-old male mice (C57BL6/J Unib and ob/ob) were placed on
standard chow or on a high-fat diet for one week and then injected intraperitoneally
(i.p.) with 12.5 mg/kg AOM. After five days, 2.5% DSS (MW 36-50 kDa) was given
in the drinking water for five days, followed by 14 days of regular water. This cycle
was repeated twice and mice were sacrificed ten days after the last cycle,
at 16 weeks of age. Colons were removed, flushed with PBS, fixed in
4% paraformaldehyde and paraffin-embedded. Sections (5um) were cut and
stained with hematoxylin and eosin (H&E). Tumor counts were performed in a
blinded fashion. Tumor sizes were measured with calipers. Assessment of colitis
disease scores was performed as previously described?’.

Cell culture

The human colon cancer cell line, HT-29, was purchased from the
Rio de Janeiro Cell Bank and cells were cultured in McCoy’s medium containing
10% fetal bovine serum with the addition of antibiotics and fungicides. Cells were
maintained at 37°C in a humid atmosphere and 5% CO:..

Human tumor xenograft models

Four-week-old male SCID mice (n=10 per group) were inoculated
subcutaneously in the dorsal region with 1x10° HT-29 cells. Tumor volume (V)
was calculated daily by measuring length (L) and width (W) of the tumor with
calipers and using the formula V= {W x L x [(W+L)/2]} x 0.52.

Treatments with octreotide, pioglitazone or infliximab began with cells
inoculation. Octreotide was given subcutaneously twice a day for a total dosage of
0.01mg/animal/day. Pioglitazone was given orally for a total dosage of 50mg/kg per
day. Infliximab was given daily i.p. for a total dosage of 5mg/kg body weight.
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Tissue extracts

Mice were anesthetized with sodium amobarbital (15mg/kg body weight,
i.p.). Tumors were removed, minced coarsely, and homogenized in extraction
buffer (1% Triton-X 100, 100mM Tris, pH 7.4, containing 100mM sodium
pyrophosphate, 100mM sodium fluoride, 10mM EDTA, 10mM sodium vanadate,
2mM PMSF, and 0.1mg of aprotinin/ml). The extracts were centrifuged at

11,000rpm and 4°C, and the supernatants of these tissues used.

Isolation of the stromal vascular fraction and adipocyte of adipose tissue

Epididymal fat pads from mice were excised and minced in PBS with
calcium chloride and 0.5% BSA. Collagenase type Il was added at 1mg/ml and
incubated at 37°C for 20 minutes with shaking. The cell suspension was filtered
through a 100-um filter and then centrifuged at 300x g for 5 minutes to separate
floating adipocytes from the stromal vascular fraction (SVF) pellet. Samples were
digested until adipocyte fractions were free of adherent cells by these two quality
control methods to ensure recovery of the majority of the SVF population.
Afterward, the two fractions were used for protein analysis by immunoblotting.

Colonic macrophage isolation

The colons of mice were removed and washed in PBS. The intestines
were opened longitudinally, washed in HBSS and cut into 0.5-cm sections.
Tissue was placed in 10ml fresh calcium/magnesium-free HBSS containing
1mM EDTA and 1TmM DTT, the tube was placed in a shaking water bath for 15 min
at 37°C and shaken vigorously, and the supernatant separated. The remaining
tissue was digested with 0.02% collagenase V and 0.05% DNase
(Roche Diagnostic Systems) in complete RPMI 1640 for 30 min at 37°C in a

shaking water bath until complete digestion of the tissue. At the start of and every
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5-10 min during the incubation, the tube was shaken vigorously, and the final
supernatant was passed through 100-um filter. Afterward, the fraction was used for
protein analysis by immunoblotting.

Protein analysis by immunobloting

Whole tissue extracts were homogenized in extraction buffer, treated
with Laemmli sample buffer containing 100mM DTT, and heated in a boiling water
bath. For total extracts, similar-sized aliquots (50ug protein) were subjected to
SDS-PAGE. Proteins were resolved in 8-15% SDS gels and blotted onto
nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Band intensities were quantified by optical
densitometry of developed autoradiographs using Scion Image software
(Scion Corporation, Frederick, MD, USA).

Immunohistochemistry and TUNEL assay

Ki67 staining was performed as described previously?>. TUNEL staining
was performed using a commercial apoptosis detection kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany), according to the recommendations of the
manufacturer. Analysis and documentation of results were performed as described

previously®.

Statistical analysis

Data are presented as means + SEM of at least three independent
experiments. Statistical analysis was performed by employing the ANOVA test with
the Bonferroni post test. Significance was established at the p<0.05 level.
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RESULTS

Diet-induced obesity engenders colonic inflammation and insulin signaling

impairment

Four-week-old male mice received a single dose of AOM and three
cycles of DSS (AOM+DSS), as described in the Methods section. Mice exposed to
HFD presented increased body weight, epididymal fat, serum insulin, leptin,
and TNF-a, compared to the controls (Supplemental Table 2). We observed
decreased insulin sensitivity in the obese animals, as measured with the ITT

(Supplemental Table 2).

Colon sections from the obese mice exhibited higher amounts of
macrophages and leukocytes associated with epithelial cell damage and adenoma
formation, leading to an inflammatory state in the colon (Figure 1A).To verify the
source of the increased TNF-a leading to the inflammatory state observed in the
colon we evaluated the adipose tissue, with its two major components
(the adipocytes and the stromal vascular fractions), or the colonic tissue.
As evidenced by the dosage of serum and tissue TNF-a we observed that the
majority of the TNF-a is derived from the adipocytes and from the macrophages
present in the adipose tissue (Figure 1B). The alterations in colon tissue were
accompanied by an increase in Ki67 staining and diminished apoptosis (Figure 1C)
when compared to control animals. In agreement with these results, we observed
an increase in the activation of proinflammatory proteins in the obese mice.
As shown in Figure 1D, HFD increases TNF-a expression, IKKB phosphorylation,
decreases IkBa expression, and also increases JNK and c-jun phosphorylation in

colonic tissues.

We observed a slightly higher activation of insulin receptor f and IRS-1
with increased tyrosine phosphorylation, accompanied by increased IRS-1 Ser®”’
phosphorylation as well as higher levels of phosphorylated Akt, mTOR, and
p70S6K in the colons of the obese mice, as compared with control mice

(Figure 1E). Next, we examined the response of colonic tissue to insulin in control
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mice. Insulin increased Akt phosphorylation in a time-dependent manner,
with  maximum phosphorylation at 10 minutes (Supplemental Figure 1A).
The HFD impaired insulin-induced tyrosine phosphorylation of IR and IRS-1
(Figure 1F). As observed in Figure 1F, phosphorylated Akt levels are similar in the
insulin-stimulated and non-stimulated colonsof obese (HFD-fed) mice.

The diet-induced obesity-mediated inflammatory microenvironment

promotes colon cancer

Mice kept on HFD exhibited increased tumor incidence and size
compared with control mice (Figures 2A, B). Similar to the colonic tissues, colon
tumors show increased TNF-a expression, IKKB phosphorylation, decreased IkBa

expression, and increased levels of phosphorylated JNK and c-jun (Figure 2C).

Next, we examined the effects of obesity on several kinases involved in
insulin signaling in carcinomas. We observed a slightly higher activation of IR
and IRS-1 with increased tyrosine phosphorylation, accompanied by increased
IRS-1 Ser®®” phosphorylation as well as higher levels of phosphorylated Akt,
mTOR, and p70S6K on the tumors in the obese mice, when compared to the
control mice (Figure 2D). The HFD impaired insulin-induced tyrosine
phosphorylation of IRB and IRS-1 (Figure 2E). As observed in Figure 2E,
phosphorylated Akt levels are similar in insulin-stimulated and non-stimulated colon
tumors from HFD-fed obese mice.

To rule out the effect of the inflammation caused by DSS in the colon,
we performed an experiment in which mice were placed on a HFD or in a control
diet, and a single dose of AOM (12.5mg/kg) was given IP. Twenty weeks after the
AOM treatment mice were sacrificed, and the colon was examined for the
presence of tumors. As observed previously, obese mice presented a higher
inflammatory state in the colon (Supplemental Figure 2A) with increased tumor

incidence and size compared with control mice (Supplemental Figure 2B).
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Genetic obesity promotes colonic inflammation and insulin signaling

impairment

We submitted four-week-old male ob/ob and WT mice to the same
AOM+DSS protocol. As expected, ob/ob mice presented increased body weight,
epididymal fat, serum insulin, and leptin when compared with controls
(Supplemental Table 2). We observed decreased insulin sensitivity in the obese
animals, measured with the ITT (Supplemental Table 2).

During the protocol, ob/ob mice exhibited significantly more clinical signs
of inflammatory response than CTL, including rectal bleeding and prolapse
(Figure 3A). Consistent with these signs, we observed a significantly higher level of
histological damage (Figure 3A). These alterations were accompanied by an
increase in Ki67 staining and diminished apoptosis (Figure 3B) when compared

tolean animals.

We next examined proinflammatory protein expression and observed
increased TNF-a expression, |IKKB phosphorylation and decreased
IkBa expression, associated with increased levels of phosphorylated JNK and
c-jun in the ob/ob colon, when compared with control mice (Figure 3C).
We examined the effects of obesity on several kinases involved in insulin signaling
in the ob/ob colon. A slightly higher activation of IRB and IRS-1 was observed with
increased tyrosine phosphorylation, accompanied by increased IRS-1 Ser®”
phosphorylation as well as higher levels of phosphorylated Akt, mTOR,
and p70S6K on the colons of obese mice compared to the colons of control mice
(Figure 3D). Colons from ob/ob mice presented insulin resistance, with a lower
activation of IRB and IRS-1 after insulin stimulation (Figure 3E). As observed in
Figure 3E, phosphorylated Akt levels are similar in insulin-stimulated and

non-stimulated colons in ob/ob mice.
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Genetic obesity promotes colon carcinogenicity associated with

inflammation and colonic insulin signaling impairment

After the AOM+DSS protocol we found that ob/ob mice also exhibited
enhanced tumor incidence and size compared with control mice (Figure 4A, B).
Next, we examined the inflammatory pathway in tumor tissue of control and ob/ob
mice. As shown in Figure 4C, ob/ob mice presents increased TNF-a expression
and IKKB phosphorylation, decreased IkBa expression, and elevated levels of
phosphorylated JNK and c-jun. These results indicate that ob/ob mice present a
higher inflammatory state than control mice. Additionally, we also examined the
insulin signaling pathway in the tumors from control and ob/ob mice. As shown in
Figure 4D, ob/ob mice present a slightly higher activation of IRB and IRS-1 with

increased tyrosine phosphorylation and increased IRS-1 Ser®”’

phosphorylation.
The ob/ob mice also presented higher levels of phosphorylated Akt, mTOR, and

p70S6K, when compared with control animals.

Next, we examined the response of tumor tissue to insulin in control and
ob/ob mice. Tumors from ob/ob mice presented lower activation of IRB and IRS-1
after insulin stimulation (Figure 4E). As observed in Figure 4E, phosphorylated Akt
levels are similar in insulin-stimulated and non-stimulated colon tumors from ob/ob

mice.

High-fat diet enhances HT-29 xenograft tumor growth in SCID mice

The SCID mice submitted to HFD demonstrated increased body weight,
epididymal fat, serum insulin, leptin, and TNF-a, as well as decreased insulin
sensitivity (Supplemental Table 2), compared to the controls. The greater the
degree of host obesity, the faster the HT-29 xenografts grew, which reached the

largest size in the HFD mice (Figure 5A).

As previously observed in the AOM+DSS induced colonic tumors, the
xenografts also presented increased TNF-a expression, IKKB phosphorylation and
decreased IkBa expression, with higher phosphorylation of JNK and c-jun,

Capitulo
88



when compared to control mice (Figure 5B). When we analyzed the insulin
signaling pathway of these tumors, we observed the discrete activation of IR and
IRS-1, represented by tyrosine phosphorylation and the higher activation of Akt,
mTOR, and p70S6K, we also observed an increase in IRS-1Ser®”’

(Figure 5C).

phosphorylation

Next, we examined the phosphorylation of IRB, IRS-1 and Akt of the
control and obese SCID mice after insulin stimulation (Figure 5D). As observed,
IRB and IRS-1 lead to impaired insulin signaling in the HFD mice, whereas despite
increased steady-state Akt serine phosphorylation, Akt also presents impaired

activation after insulin stimulus.

The enhanced tumor growth in the HFD mice was due to the increased
proliferation of tumor cells, as demonstrated by Ki67 staining (Figure 5E),
and diminished apoptosis (Figure 5F) relative to the control animals.
Thus, the effect of obesity on HT-29 xenografts is characterized by enhanced cell
proliferation and decreased cell death.

Neutralization of TNF-a reverses obesity-induced effects on tumor growth

Infliximab treatment exerted a stronger inhibitory effect on tumor growth
in HFD mice when compared with non-treated mice, nearly restoring tumor growth
to the levels observed in lean animals (Figure 6A). The reduced tumor growth of
the infliximab treated mice, when compared to the HFD mice, is due to decreased
proliferation, demonstrated by Ki67 staining (Figure 6B), and enhanced apoptosis
of tumor cells (Figure 6C). Thus, TNF-a plays a significant role in the proliferation
of tumor cells in obese mice, and its ablation is capable of reducing tumor growth
to levels observed in the control group.

We observed that infliximab treatment induced a decrease in IRS-1
Ser®®” phosphorylation and, interestingly a decrease in the phosphorylation of Akt,
mTOR, and p70S6K (Figure 6D). Infliximab was effective in reducing the increased
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proinflammatory effect mediated by obesity. Thus, infliximab treatment decreased
the IKKB phosphorylation, increased IkBa expression and reduced the
phosphorylation of JNK and c-jun, when compared to HFD mice (Figure 6E).

The octreotide treatment was effective in reducing insulin levels in HFD
mice (Supplemental Figure 3A), in improving insulin resistance in peripheral
tissues (Supplemental Figure 3B), but was not effective in altering tumor growth
(Supplemental Figure 3C), or decreasing Akt phosphorylation (Supplemental
Figure 3D), proliferation or apoptosis (Supplemental Figure 3C and D)
when compared to untreated HFD mice. The pioglitazone treatment was also
effective in improving insulin sensitivity, although it was not effective in altering
tumor growth, Akt phosphorylation, proliferation or apoptosis when compared to

untreated mice (Supplemental Figure 4).

TNF-a neutralization protects from the effects of obesity on tumor formation

We designed a pharmacological approach to determine the effects of
TNF-a on tumor formation during obesity. Concomitantly to the AOM+DSS protocol
with the ob/ob mice, we started treatment with infliximab and observed that the
infliximab treatment resulted in decreased levels of histological damage in the
colon sections (Figure 7A). Consistent with these signs, we observed that
infliximab treatment decreased colon tumor incidence and size in ob/ob mice
(Figure 7B), an effect that was not observed with pioglitazone (data not shown).
Additionally, infliximab treatment exerted an inhibitory effect on tumor growth in the
ob/ob mice, reducing proliferation, demonstrated by Ki67 staining (Figure 7C),
and enhancing apoptosis (Figure 7D). Furthermore, consistent with our previous
studies infliximab treatment, besides neutralizing TNF-a, increased insulin

9,23(

sensitivity as measured by Ki;”“*(Supplemental Table 3).
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DISCUSSION

The results of this study show that HFD-induced and genetic obesity
markedly increased the development of CRC. Our data indicate that
obesity-induced colonic inflammation increases JNK and IKKB expression and
activity in the colon of AOM+DSS-treated mice. In addition, the HFD-fed and ob/ob
mice also presented a significant increase in host insulin levels and an impairment
in insulin activation of the IR/IRS-1/Akt pathway in the colon of these animals.
Moreover, octreotide and thiazolidinedione treatments do not influence
HT-29 xenograft growth in HFD fed SCID mice. The administration of infliximab, a
TNF-a inhibitor, reduced the magnitude of carcinogenesis in HFD-fed and in ob/ob
mice, as well as inhibited the HT-29 xenograft growth in obese SCID mice,
suggesting that TNF-a is a major modulator of the effects of obesity-induced CRC.

Epidemiologic studies suggest that hyperinsulinemia is an important
mechanism by which obesity can confer an increased risk of colon cancer,
and insulin levels may also influence CRC recurrence®?*. However, we observed a
blunted insulin-stimulated IR, IRS-1 and Akt phosphorylation in the colons of
HFD-fed and ob/ob mice providing a biochemical correlation for decreased colonic
in vivo insulin sensitivity. Consistent with these results, octreotide and pioglitazone
treatments were unable to decrease the tumor growth rate, suggesting that
hyperinsulinemia is not a major mediator of obesity-mediated colon cancer, at least
in the animal models presented herein. It is interesting to note that octreotide,
beyond reducing insulin secretion, also decreases the synthesis of several
intestinal peptides, such as glucose-dependent insulin tropic polypeptide (GIP)®.
GIP is a hormone that can activate the PISK/Akt/mTOR pathway in gastrointestinal
t26;

trac nevertheless, we did not observe decreased tumor growth or

Akt phosphorylation with octreotide treatment.

Tumor-promoting inflammation is one of the enabling characteristics of
carcinogenesis and reducing inflammation during tumor promotion is pivotal for

chemoprevention”. TNF-a and its mediators, JNK and IKK, are critical in colon
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carcinogenesis induced by the treatment of AOM'®'®. Our data show that obesity
induced a great increase in the colonic inflammatory index, accompanied by an
increase in IKK and JNK phosphorylation in diet-induced and genetic obesity,
as well as the treatment using the TNF-a blocker, infliximab, showed a consistent
decrease in tumor growth in the HT-29 xenograft and in colitis-associated cancer
development. Thus, the low grade inflammatory state observed in obesity
increased plasma TNF-a levels and created “fertile soil” in the colonic epithelium
that increases DSS and AOM action.

TNF-a is an important component of the cancer network of inflammatory
mediators, such as cytokines and VEGF'®. This network then acts by modulating
the cancer microenvironment and allowing cancer growth?®. It has also been shown
that the PI3K/Akt pathway can be activated by TNF-a2>%. Moreover, the PI3K/Akt
pathway is activated in patients with ulcerative colitis®’ and induces
proinflammatory cytokine production®’. Our findings showing a reduction in the
Akt/mTOR pathway, which is known to be an important regulator of CRC

growth®34

, after infliximab treatment of obese mice bearing colon cancer
xenografts suggests a major role of this pathway in obesity-mediated colon cancer

growth.

Currently, infliximab is recommended for the treatment of complicated
Crohn’s disease and was approved for the treatment ulcerative colitis that fails to
respond to the standard therapies, such as coriticosteroids and

35-37

immuossupressors™ ™. In accordance with our study neutralization of TNF-a is

also an effective therapy in various animal models of T-cell mediated colitis®°,
However, TNF-a neutralization in the DSS-induced colitis, an epithelial damage
model, is still controversial®®*?. These different results may be related to the
environment that the animals were bred in or to the differences in the inflammatory
levels obtained with the different protocols. It is interesting to note that despite the
contradictory results related to colitis, the effect of TNF-a neutralization or inhibition
of IKKB was effective in reducing CRC in all studies'®'®*?. The results presented

herein extend these data, demonstrating that infliximab also prevents
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obesity-mediated CRC. Altogether, these results suggest that the use of
anti-TNF-a therapy is an interesting approach to the treatment of type 2 diabetes
patients since it could decrease both insulin resistance and colon cancer risk;
although the possible contribution of anti-TNF-a therapy to improve insulin
sensitivity in human is still controversial and deserves further investigation®>*34°,
Along this line, chemoprevention of CRC in obese individuals with TNF-a

neutralization should be evaluated.

In summary, our findings establish a role for TNF-a in obesity-mediated
colon carcinogenesis and point to TNF-a blockers as attractive players in colon

cancer chemoprevention for obese individuals.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1- Diet-induced obesity promotes colonic inflammation and insulin
signaling impairment. (A) Macroscopical changes in epithelial tissues,
hematoxylin and eosin (H&E) staining of histologic sections and inflammatory index
of colons from control (CTL) and high-fat diet (HFD)-fed mice. Results are means
+ SEM (n=8). (B) TNF-a dosage of serum, isolated adipocytes, adipose tissue
stromal vascular fraction (SVF), enterocytes and colonic SVF from CTL and HFD
fed (C) Representative microphotographs and quantification of Ki67 and apoptotic
(TUNEL) staining on colonic tissue sections of CTL and HFD mice, four fields per
tumor section, mean + SEM; Western blots showing colonic tumor lysates from
C57BL6 mice (D) Colonic TNF-a, IKKB, JNK and c-Jun expression and
phosphorylation, and colonic expression of IkBa TNFR1and B-tubulin, (E) Colonic
IRB, IRS-1, IRS-1 Ser®”, Akt, mTOR and p70S6K expression and phosphorylation,
(F) Insulin-induced IR, IRS-1, and Akt phosphorylation in the colon. Data are the
means + SEM. *p<0.05 versus respective lean group. CTL (white bars) and HFD
(black bars).

Figure 2- Diet-induced obesity promotes colon carcinogenesis.
(A) Macroscopical changes in colonic tissues (scale bars: 5mm). (B) Tumor
incidence and size of colons removed at the end of protocol from CTL and HFD-fed
mice. Results are means + SEM (n=8). Western blots showing colonic tumor
lysates from C57BL6/J control and HFD-fed mice; (C) Colonic tumor
TNF-a, TNFR1, IKKB, IkBa, JNK and c-Jun expression and phosphorylation.
(D) Colonic tumor IRB, IRS-1, IRS-1 Ser®”’, Akt, mTOR, and p70S6K expression
and phosphorylation. (E) Insulin-induced IRB, IRS-1, and Akt phosphorylation in
colon tumors. Data are the means + SEM. *p<0.05 versus respective control group.
CTL (white bars) and HFD (black bars).
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Figure 3- Genetic obesity promotes colonic inflammation and insulin
signaling impairment. (A) Rectal prolapse presented in ob/ob mice during
protocol treatment, H&E staining histologic sections and inflammatory index of
colons from CTL and ob/b mice. Results are means * SEM (n=10).
(B) Representative microphotographs and quantification of Ki67 and apoptotic
(TUNEL) staining on colonic tissue sections of CTL and ob/obmice, four fields per
tumor section, mean + SEM. Western blots of six independent experiments
showing colonic lysates from control or ob/ob mice; (C) Colonic TNF-a, TNFR1,
IKKB, IkBa, JNK and c-Jun expression and phosphorylation. (D) Colonic IR,
IRS-1, IRS-1 Ser®”, Akt, mTOR, and p70S6K expression and phosphorylation (E)
Insulin-induced IRB, IRS-,1and Akt phosphorylation in the colon. Data are the
means = SEM. *p<0.05 versus respective control group. CTL (white bars) and
ob/ob (black bars).

Figure 4- Genetic obesity enhances tumor formation. (A) Macroscopical
changes in epithelial tissues (scale bars: 5mm). (B) Tumor incidence and size from
colons removed at the end of protocol from CTL and ob/ob mice. Results are
means * SEM (n=8). Western blots of five independent experiments showing
colonic tumor lysates from control and ob/ob mice. (C) Colonic tumor TNF-a,
TNFR1, IKKB, IkBa, JNK and c-Jun expression and phosphorylation. (D) Colonic
tumor IRB, IRS-1, IRS-1 Ser®”, Akt, mTOR, and p70S6K expression and
phosphorylation; (E) Insulin-induced IRB, IRS-1, and Akt phosphorylation in the
colon tumor. Data are the means + SEM. *p<0.05 versus respective control group.
CTL (white bars) and ob/ob (black bars).
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Figure 5- High-fat diet enhances HT-29 xenograft tumor growth in SCID mice.
(A) HT-29 tumor xenografts from normal chow and HFD-fed SCID mice and tumor
growth measured for 30 days. The results are means = SD of 5-8 mice per group.
Western blots of six independent experiments showing xenografts lysates from
control and high-fat diet fed mice. (B) HT-29 Xenograft TNF-a, TNFR1, IKKB, IkBa,
JNK and c-Jun expression and phosphorylation. (C) HT-29 Xenograft IRB, IRS-1,
IRS-1 Ser®®, Akt, mTOR, and p70S6K expression and phosphorylation.
(D) Insulin-induced IRB, IRS-1, and Akt phosphorylation in the xenograft tumor.
Data are the means + SEM. *p<0.05 versus respective lean group. Representative
microphotographs and quantification of Ki67 (E) and apoptotic (F) staining on
HT-29 xenografts sections of control and HFD mice, four fields per tumor section,
mean + SEM. *p<0.05 versus control. CTL (white bars) and HFD (black bars).

Figure 6- Neutralization of TNF-a reverses obesity-induced effects on tumor
growth.(A) Tumor growth measured for 30 days in SCID mice maintained on
normal chow or HFD for 8weeks prior to tumor inoculation with HT-29 cells
(1x10° cells/mouse) and kept on normal chow or HFD for 30 days after inoculation
and with the indicated treatment. The results are means + SD from 5-8 mice
per group. (B and C) Representative microphotographs and quantification of
Ki67 (B) and apoptotic (C) staining on HT-29 xenografts sections, four fields
per tumor section, mean + SEM. *p<0.05 versus control. Western blots showing
HT-29 xenograft lysates from tumor-bearing SCID mice. (D) HT-29 xenograft
IRS-1, IRS-1 Ser’”, Akt, mTOR, and p70S6K expression and phosphorylation,
(E) HT-29 xenograft TNF-a, TNFR1, IKKB, IkBa, JNK and c-Jun expression and
phosphorylation. INFLIX, infliximab. CTL (white bars) and HFD (black bars).
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Figure 7- Absence of TNF-a protects from obesity effects on tumor
formation. (A) H&E staining histologic section and inflammatory index and
(B) macroscopical changes (scale bars: 5mm), tumor incidence, and size of colons
removed at the end of protocol from ob/ob mice treated or not with infliximab.
Representative microphotographs and quantification of Ki67 (C) and apoptotic (D)
staining of HT-29 xenografts sections, four fields per tumor section, mean £ SEM.
*p<0.05 versus control.

Supplemental Figure 1- (A) Western blot of colonic time course of insulin-induced

Akt phosphorylation in lean mice.

Supplemental Figure 2- Diet induced obesity promotes colon carcinogenesis in
mice treated with AOM alone. (A) Macroscopical changes in colonic tissues
(scale bars: 5mm), (B) Tumor incidence and size of colons removed at the end of

protocol from CTL and HFD fed mice. Results are means + SEM (n=8).

Supplemental Figure 3- Octreotide reduces insulin levels with no effects on tumor
growth, proliferation and apoptosis. (A) Dosage of insulin from the serum of CTL,
HFD, and HFD and octreotide treated (OCT) mice. (B) Western blots showing
muscle lysates from HFD-fed mice, treated or not with OCT. Immunobloted with
pIRB, IR, pIRS-1, IRS-1, pAkt, Akt and B-tubulin. (C) Tumor growth measured for
30 days in SCID mice maintained on normal chow or HFD for 8-weeks prior to
tumor inoculation with HT-29 cells (1x10° cells/mouse) and kept on normal chow or
HFD for 30 days after inoculation and with the indicated treatment. (D) Western
blots showing HT-29 xenografts lysates from CTL, HFD-fed mice, treated or not
with OCT. Immunobloted with pAkt, and Akt. (E and F) Representative
microphotographs and quantification of Ki67 (E) and apoptotic (F) staining on
HT-29 xenografts sections, four fields per tumor section, mean = SEM. *p<0.05

versus control.
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Supplemental Figure 4- Pioglitazone reduces insulin levels with no effects on
tumor growth, proliferation or apoptosis. (A) Dosage of insulin from the serum of
CTL, HFD, and HFD and pioglitazone treated (PIO) mice. (B) Western blots
showing muscle lysates from HFD-fed mice, treated or not with PIO.
Immunobloted with pIRB, IR, pIRS-1, IRS-1, pAkt, Akt and B-tubulin. (C) Tumor
growth measured for 30 days in SCID mice maintained on normal chow or HFD for
8-weeks prior to tumor inoculation with HT-29 cells (1x10° cells/mouse) and kept
on normal chow or HFD for 30 days after inoculation and with the indicated
treatment. The results are means + SD from 5-8 mice per group. (D) Western blots
showing HT-29 xenografts lysates from CTL, HFD-fed mice, treated or not with
PIO. Immunobloted with pAkt, and Akt. (E and F) Representative
microphotographs and quantification of Ki67 (E) and apoptotic (F) staining on
HT-29 xenografts sections, four fields per tumor section, mean + SEM. *p<0.05
versus control.
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Supplemental Table1- Components of Standard Chow and High-fat Diet

Ingredients Standard Chow (g) High Fat Diet
(9)
Casein 202 200
Sucrose 100 100
Cornstarch 397 115.5
Dextrinated starch 130.5 132
Lard - 312
Soybean oll 70 40
Cellulose 50 50
Mineral mix American Institute of Nutrition
(AIN)-93 % %
Vitamin mix AIN-93 10 10
L-Cystine 3 3
Choline 2.5 2.5
Capitulo
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Supplemental Table 2- Characteristics of Chow-(CTL-) fed and high-fat diet-
(HFD-) fed C57BL6/J and SCID mice and chow- fed
C57BL6/J and ob/ob mice

SCID

CTL HFD C57 ob/ob CTL HFD

Body weight (g) 243+28 332+41" 223+22 552+35" 196+16 285%25"
Epididymal fat(g) 4.0+01 80+05" 3.0x0.1 11.0+05* 0.05+0.01 0.15+0.02"

Insulin (ng/mL) 38+02 74+05" 04+01 1246+05" 053+0.05 1.0+0.15"
Leptin (ng/mL) 21+04 3.7+05" 1.2+04 ND 0.6 £ 0.01 1.5+0.4"
TNF-a (pg/mL) 532+7.8 104+96" 63.4+06 1696+9.1* 257+11 10.8+54"
Kitt (%/min) 51+01 28+04" 42+0.1 3.3+0.1" 6.0+1.2 35+1.1"

n=8 in each group. "P< 0.01 versus respective control group. Kitt, rate constant for glucose disappearance in the

insulin tolerance test.

Values are presented as mean * standard deviation.

Supplemental table 3- Characteristics of HFD fed mice treated with vehicle or

infliximab
HFD + Vehicle HFD + Infliximab
TNF-a (pg/mL) 133.4+31.9 38.5 + 23.4"
Leptin (ng/mL) 1.95+0.18 1.67 +0.43
Kitt (%/min) 1.9+0.6 51+0.7%

n=4-5 in each group. "P<0.05 versus vehicle treated group. Kitt, rate constant for
glucose disappearance in the insulin tolerance test. Values are presented as mean

+ standard deviation

Capitulo
105



CTL

HFD

40

301

204

TMFa {ng/mL)

CTL HFD

_.
[++]
g 8

]
&3

% ki6T-positive cells
[=2]
=1

o

CTLHFD

M

g E

a
=

Phosphorylation
(arbitrary unit)
2 2 3

CTL

% Apoplolic cells

TNFa {ng/mL.

" 15 &
a
E 12
E‘ ]
£ 6
E
8 a3
£
o
CTL HFD
3000
e
2000 *
1000
800
800
400
& ] il
0
Adipocyte  Adipose  Colonic  Enterocyte
Tissue SVF
SVF
D o weo E cn o
IB: TNFa S === (B: pIRB
IB: TNFR1 —-— e e w=| B IRP
IB: pIKKp ABE TR
IB: kB e e | |B: PIRS-1 5
— —— | |B: IRS5-1

CTL HFD
IB:pIRS1

120 120
é =100 § =100
55 55
2 >, 901 Sy
S E‘ 0 2 E‘ 60 -
B8, §Bw
=] =
i & 20 E Ean

[

Insulin Insulin -

(W | 1B: IKKB

.EIIB: pdNK
e . .

IB: pedun

IB: cdun

1B: B-tubulin

e = B pAKL

— | B Ak

S . 1B: pmTOR

ot bl c: 70R

|B: pp70SEK

- — —

o — e | |5 p70S6K

— e e | (B [-tubulin

1B:pAkt

T ) ——

+
CTL

s
\'.'
[ 1
-+
HFD

Capitulo
106



: TNFa

: TNFR1
: pIKKB
: IkBa

| IKKB

: pINK

- JJNK

: pcdun
scdun

. B-tubulin

IB:pIRB

c 120 c
2% w0 SE 0
85 & 5
E‘ E‘ 80 E‘ E‘ 80
23 w 28 w
%E 40 @5
§$ 20 hg_i 20

0 i 0
Insulin - Insulin

CTL HFD

Fig. 2

-
o

-
N

Number of tumors

(=]

©w

2]

w

—_
o

co

(o2}

Max. size (mm)
B

N

IB: IRB

IB: pIRS-1 ™"

re— q IB: pIRS-1 *

‘ .- IB: IRS-1

--—-‘ IB: Akt

- — ——

L -- IB: pmTOR

. IB: pp70S6K
IB: p70S6K

— g = | |B: B-tubulin

IB:pIRS1

IB:pAkt

120

@ o
(==
1 L

60 -

[ ———
#

AilDi'

: + - 4+

40
20

Phosphorylation
(arbitrary unit)

.0
Insulin

GTL HFD

Capitulo

107



CTL

ob/ob

» 100 *
]

‘g 80

g o

& 40

5

s 20

ESN)

CTL ob/ob
E IB:pIRB
L —
c 120
o= |
 ER
s g =] § f
%E 40 4
éi 20 4
Insulin’~ - + - +
CTL ob/ob

Fig. 3

% Apoptotic cells

CTL ob/ob

CTL

100

80

60
40 %
20

CTL ob/ob

IB:pIRS1

120
100
80 4
60 -
40

Phosphorylation
(arbitrary unit)

20

. 0=
Insulin = + - +

CTL ob/ob

[P —— (B UNK

=X
N O

Inflammatory Index

o W o O

CTL ob/ob

D

CTL ob/ob

: TNFa

IB: TNFR1
: pIKKB

: IkBa

 IKKB

IB: pJNK

: pcdun
1 cdun

: B-tubulin

IB:pAkt
L ——

g B
- -

L

80 4
60
40

Phosphorylation
(arbitrary unit)

20

Insulin’ - + - +
CTL ob/ob

:pIRB
1 IRB

. pIRS_.I Ser3oT

IB: pIRS-1 "™

IB: IRS-1

1B: pAkt

IB: Akt
:pmTOR
:mTOR

1 pp70S6K
1 p70S6K

IB: B-tubulin

Capitulo
108



* *
15 - 104
-
5 £ 124 i el
g E
2 9] e °]
3] N
= 1 9 4
é 6 4 é 4 T
3 = & 8
3
[} 0 0
CTL ob/ob CTL  ob/ob
c CTL ob/ob D CTL ob/ob
: TNFa :pIRB
At d IB: TNFR1 - IRp
rep— --l IB: pIKKB : pIRS-1 ™™
' * ~i, l IB: pJNK : pAkt
- e B UNK [———
— e wmn =B cjun . s e 1B mMTOR
SR a8 | B: f-tubuiin - " s | 1B: pp70S6K
p— | |B: p70S6K
F- IB: f-tubulin
E IB:pIRB IB:pIRS1 IB:pAkt
— D —— - - - -
c 12 c 1 pr c
>3, 25 2 2 7
25 23 e 23 s0-
g‘g 40 g’fE 40 %E 40
£ 5 2 L8 3 £ 8 204
&= " 2 -
Insulin' -+ - + Insulin’ . -+ - + Insulin = - + - +
CTL ob/ob CTL ob/ob CTL ob/ob
IB:IRE [ | (B:IRST | ———— (BrAKt [ -
Fig. 4
Capitulo

109



HED B crt weo

[ 8 ™nFa  pIRP
[ s R :IRB
: pIKKB : pIRS-1 "™
: IkBa :pIRS-1 %7

400 : oo [ 1B: pAK
. 300 - & HFD £l -
% =] i poun | iR
E .
3 2001 - dun =mTOR
0 10 20 30
Days after inoculation
D I1B:pIRB IB:pIRS1 IB:pAkt
- — . —— o — - — -
c_ 10 c i .
i § t sy %9 § 1 2 5
Sg e S5 s S5
Q. %] %]
0O 40 @ o 40 (=]
28 5 28 5 2s
[ o~ o~
Insulin -+ - + nsuin -+ - + Insulin’
CTL HFD CTL HFD
607 60
* o |
1 I
P 50 5 o 50
Q 401 g 40
S £
= 301 g_ 30
=) o
| T 201 £ 20 =
S . =
< 107 10
0 a 0
CTL  HFD o= CTL  HFD

Fig. 5

Capitulo
110



400 A

-eo— CTL *
. -= HFD
&~ 300 A
£ —o— CTL+INFLIX
&
~ - HFD+INFLIX
o 200 A
£
=
o
> 100 A
O -
0 10 20 30
Days after inoculation
Fel
g |
5 -::2 601 N
o = 50
+ 2 ocTL
= 3 401 M HFD
= 2
=307
g
: i 207
o o
E < 10]
X
g £ 0
T £ Infliximab - - + *
rE
[T
I
el
£ gcTL
= = 601 B HFD
o f b 50
o |
5 %40' T
L2
S 301
&
a < 201 -
o] ®
E =104
X
=
E 0
= Infiximab - -+ o+
L
I

w

'

+ ’
'
+ \

CTL _HFD

IB: pIRS-1 *°
IB: IRS-1

IB: pAkt

1B: Akt

IB: pmTOR

IB: mTOR

IB: pp70S6K
IB: p70S6K
1B: B-tubulin

L

* |
.
* |

Infliximab

CTL _HFD

IB: TNFa
IB: TNFR1
IB: pIKKB
IB: IkBa
1B: IKKB
IB: pJNK
IB: INK
IB: pcdun
IB: cJun
1B: B-tubulin

Infliximab

Capitulo
111



r
wn
o

T T v = :
N o © o o
A

Xapu .A._me_.._.:._.._m_.t..__

Infliximab

ob/ob + Infliximab

ob/ob

" +
'

S @ ¢ ¥ & of
(ww) azis "Xep m

=

=

% +

'

S @ © v ~ of
=] ©
siownj Jo JsquinN g

>

=

.=

qo/qo qewipiyul +go/qo

C‘.

[=) o o
S © ©

s|j20 onojdody

(=]
<t

%

Infliximab

o o [=
o @D ©

o
<

sjgo aasod-291 %

0
0

o

Infliximab

qewixiju] +gqo/go

Fig. 7

Capitulo

112



Time after insulin
injection (min.)

0 3 5 10 15
L~ s .. | 1B pAKt

— — Ot W  —— |BZ Akt

Fig. Suplementar 1

15 10 *
1 2 hi
12
G £ g *
=)
= 94 ,_E, 6
5] ° I
g >
£°% 1 2 4
2 2
E 34 24
I
0 0
CTL  HFD CTL  HFD
Fig. Suplementar 2
Capitulo

113



A B MUSCLE
HFD

* Vehicle OCT
& +

]
o

Insulin

Y
w

@

Insulin (ng/mL)
s

B | moae
B: Akt

T

CTL HFD OCT

C D

TUMOR
300+ -
- CTL CTL HFD ©CT
= - HFD E 1B: AL
s — Al
= =0= HFOD+OCT
E
2 1004
>
o4 i
0 10 20 30

3 D cTL
ol % 30- *
£
D 0 5 25 - Wl
']
5 2 201
8
£ 151
@
g E- 10
o -E y <
£ 8| =7
+
z -
. Octreotide - - * +
@
g D CTL
5 @
— b3 60 1
5 g . HFD
é 50
[&]

E-Y
o

[ne]
(=]
*

% Apoptotic cells
[¥+]
=]

HFD
-
o

*

HFD + Qctreotide

- - + +

Fig. Suplementar 3

Capitulo
114



A B MUSCLE

HFD
0 Vehicle  PIO
15 * Insulin -+ -+
2 IB: pIRE
10 == B Rrp
£ # = = BpRs1Tyr
zs IB: IRS-1
o === === —— |B: pAkt

CTL HFD PIO - e D AL

] o pubun

C D

004

TUMOR

G CTL HFD OCT
oig
g+ PIo _ 1B: Akt

Volume (mm?)
g 2
RN

H

a 5 10 15 20 25 3

Days after inocculation

» ' -
E o s o I:l oTL
O i e 25

§ ‘-‘fr“‘- *
- ?. A
L] & ‘.;, \.ﬂ,"" 5 e . HFD
- A e ACY
#K‘.“..p
= v e W 15
. » '
1 _" "_0,.--,'..- 10
‘s P
s s % ]
’
Neli e 5
-1‘.1_,‘#‘,’,. <
'ﬁd‘ g
e 0+
- - + +

- Pioglitazone

CTL
CTL + Pioglitazone
»

% ki67-positive cells

HFD

HFD + Pioglitazone
=
ol

Viet aa ke

TPt g 2 D cTL

¥ Ay 8
Pl etd meryys 40 HFD
Of= Ly :_’.—;?'1’ i

= \‘-‘ﬁ L

TR A B 2 30

it - Ay 2

e Sl 9 8

== 2

¥ f’ ‘.‘ ."‘F | :-5 20 *

el g = 5

R S8 O g

- W et 4| B < >
o "H?;".' - » ™ = = 10
[ ap ¥ o 2
i L ':* V) " (3'. E'

4 o 1

Pnans | ¢ : A

- $F 3% “.‘7 - £y L Pioglitazone - - #: +

Fig. Suplementar 4
Capitulo

115



Capitulo
116



4- CONCLUSAO GERAL

117



118



Nossos dados mostraram que nos animais nos quais a obesidade foi
induzida por dieta especifica, assim como nos animais geneticamente obesos,
0s padrdes de numero e tamanho dos tumores colorretais foram concisamente

maiores quando comparados aos tumores dos animais controle.

Também comprovamos que, nos animais imunossuprimidos e obesos,
os padrdes de crescimento das células de linhagem de adenocarcinoma de célon
humano (HT-29) foram muito superiores quando comparados aos padrdoes de

crescimento das células HT-29 nos animais imunossuprimidos e magros.

Nossos resultados também forneceram provas de que as vias de
sinalizacao inflamatéria e metabdlica em tecidos colbnicos preservados e em
tecidos colbnicos tumorais de animais obesos encontravam-se em padrées de
ativacao muito superiores quando comparadas as mesmas vias de sinalizacado em

tecidos coldnicos preservados e tumorais extraidos de animais magros.

Nossos dados também comprovaram a eficacia do anticorpo anti-TNF-a
em conter o crescimento dos tumores nos animais com obesidade induzida por
dieta especifica e geneticamente obesos, assim como o mesmo anticorpo se
mostrou muito eficaz na contengado do crescimento dos tumores HT-29 em animais

imunossuprimidos e obesos.

De forma abrangente, nossos dados estabeleceram as fungdes do fator
de necrose tumoral-a no cancer de coélon induzido pelo agente carcinogénico AOM
em modelos experimentais de obesidade e colocaram essa molécula inflamatéria

como alvo para possiveis agentes farmacol6gicos bloqueadores dessa citocina.

A investigacdo de novas drogas menos téxicas que o infliximab para
bloqueio do TNF-a abriria caminho para mais um mecanismo de prevencao e

tratamento do cancer de célon em humanos obesos.
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