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RESUMO 

 
TESE DE DOUTORADO 

 
André Luiz de Souza Cruz 

 
 
Corpúsculos lipídicos são organelas dinâmicas envolvidas no metabolismo de lipídeos, no 
tráfego de membrana e na sinalização intracelular. A lipogênese está associada com um 
mau prognóstico em diversas doenças neoplásicas, sugerindo um papel dessas organelas 
no desenvolvimento do câncer. Foi mostrado anteriormente que corpúsculos lipídicos são 
elementos centrais na síntese de prostaglandina E2 e na proliferação celular em linhagens 
celulares de câncer de cólon, e podem estar implicados na patologia desta neoplasia. 
Baseado nesses dados, avaliamos a regulação dos corpúsculos lipídicos na progressão do 
ciclo celular e na transformação celular. Células NIH3T3 foram sincronizadas por 
confluência e privação de soro, e progressão pelo ciclo celular foi avaliada após 
suplementação com soro por incorporação de BrdU e por análise de qRT-PCR ou western 
blot de genes e proteínas do ciclo celular. Foi observado que, após suplementação, células 
NIH3T3 progridem para fase S em 24 horas, seguindo para as fases G2 e M após 36-48 
horas. Além disso, análise de expressão de ciclinas confirmou que células sincronizadas 
progridem uniformemente pelo ciclo celular após suplementação com soro. Usando este 
modelo, avaliamos a regulação de corpúsculos lipídicos durante o ciclo celular. 
Quantificação e análise de localização subcelular mostraram que células em arresto na fase 
G1 apresentam menor quantidade e localização perinuclear de corpúsculos lipídicos, 
enquanto que um maior número e localização dispersa dessas organelas foram observados 
durante a fase S. Os mesmos resultados foram observados em células IEC-6. Além disso, 
estes dados foram confirmados em NIH3T3 através de microscopia de fluorescência com 
marcação simultânea de corpúsculos lipídicos e BrdU incorporado, ou através de 
sincronização específica na fase S por timidina. A linhagem transformada NIH3T3-H-rasV12 
foi também submetida à confluência e privação de soro para análise de corpúsculos 
lipídicos, onde foi possível observar um aumento no número e localização dispersa de 
corpúsculos lipídicos, além do acúmulo da proteína estrutural ADRP, quando comparadas 
com a linhagem selvagem NIH3T3. Por outro lado, células NIH3T3 com superexpressão de 
ADRP humana não apresentaram características de transformação in vitro, como observado 
em ensaios de proliferação e morte celular, formação de focos, ou ensaio de crescimento 
independente de ancoragem. Juntos, esses resultados mostram que corpúsculos lipídicos 
são regulados durante a progressão do ciclo celular e que em células transformadas esta 
regulação está alterada, embora tenha sido visto que a superexpressão de ADRP não é 
capaz de induzir transformação celular em nosso modelo. Não obstante, esses dados dão 
evidências de que um mecanismo coordenado regula a progressão de ciclo celular e 
biogênese de corpúsculos lipídicos, que pode estar desregulado durante o desenvolvimento 
neoplásico.  
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ABSTRACT 

 
TESE DE DOUTORADO 

 
André Luiz de Souza Cruz 

 
 
Lipid bodies (or lipid droplets) are organelles involved in lipid turnover, membrane traffic and 
signaling. Lipogenesis has been associated with poor prognosis in several neoplasic 
diseases, suggesting a role for these organelles in cancer development. We have previously 
reported that lipid bodies are involved in prostaglandin E2 synthesis and cell proliferation in 
colon cancer cells, and may have implications to colon adenocarcinoma pathogenesis. 
Based on this, we evaluated the role of lipid bodies in cell cycle regulation and during cellular 
transformation. NIH3T3 cells were synchronized through confluence and serum starvation, 
and progression through cell cycle was assayed before or after 12, 24, 36 or 48 hours of 
serum supplementation by BrdU incorporation, and by qRT-PCR and western blot analysis of 
cell cycle genes and proteins. We observed that, upon serum supplementation, NIH3T3 cells 
reached S phase after 24 hours and G2/M phase after 36-48 hours, confirming that 
synchronized NIH3T3 progressed uniformly through cell cycle after stimulus. Using the same 
model, we evaluated the regulation of lipid bodies during cell cycle progression by 
fluorescence microscopy and flux citometry. We observed that cells arrested on G1 phase 
showed a lower number and perinuclear localization of lipid bodies, whereas an increased 
number of lipid bodies with a dispersed distribution through the cytoplasm were observed 
during S phase. The same results were seen in IEC-6 cells. These data were also confirmed 
in NIH3T3 cells by microscopy analysis after simultaneous staining of lipid bodies and 
incorporated BrdU, and with thymidine synchronization to assess regulation of lipid bodies in 
S cell cycle phase. The transformed cell lineage NIH3T3-H-rasV12 was also submitted to 
confluence and serum starvation for lipid bodies’ analysis, showing increased number and 
dispersed localization of lipid bodies, along with increased ADRP protein accumulation, when 
compared with NIH3T3 cells. In the other hand, NIH3T3 cells overexpressing human ADRP 
did not display transformed phenotype in vitro, as observed in cell death and proliferation, 
foci formation, and anchorage-independent growth assays. Taken together, these results 
suggest that lipid bodies are highly regulated during cell cycle, and that this regulation is 
altered in transformed cells, although ADRP overexpression was not able to induce cell 
transformation in our model. Nevertheless, these data provide evidence for a coordinate 
mechanism that regulates cell cycle progression and lipid body biogenesis, which might be 
deregulated during cancer development. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O ciclo celular 

Em 1858, o patologista alemão Rudolf Virchow propôs que todas as células 

vivas originaram-se de uma célula pré-existente (“Omnis cellula ex cellula”). Todos 

os organismos vivos, das bactérias unicelulares aos mamíferos multicelulares, são 

produtos de eventos de crescimento e divisão celular. Esse processo ocorre por 

meio de uma sequência ordenada de eventos, que duplicam os componentes 

celulares e os dividem em duas novas células distintas, e é conhecido como ciclo 

celular (NOBURY E NURSE, 1992; NURSE, 2000). Os detalhes do ciclo celular 

podem variar de um organismo para outro, ou mesmo em diferentes períodos de 

crescimento em um mesmo indivíduo. Por exemplo, células dividem mais rápido 

durante o início do desenvolvimento embrionário de Xenopus laevis (MURRAY e 

KIRSCHNER, 1989). 

O ciclo celular básico é dividido em quatro fases: a fase de síntese, ou fase 

S; duas fases de intervalo (“gaps”) denominadas fases G1 e G2; e a mitose, também 

chamada de fase M (NOBURY E NURSE, 1992) (Figura 1.1). Dois eventos cruciais 

são executados durante o ciclo celular: durante a fase S, ocorre a duplicação de 

conteúdo genético da célula, e durante a fase M ocorre a repartição de todos os 

componentes celulares entre duas células filhas idênticas. As outras duas fases do 

ciclo celular, G1 e G2, representam períodos de preparação que asseguram a 

progressão correta pelas fases S e M, respectivamente. Para garantir a correta 

progressão pelo ciclo celular, células desenvolveram diversos pontos de checagem 

ou checkpoints, que as previnem de entrar em uma nova fase até completarem com 

sucesso a fase anterior (HARTWELL E WEINERT, 1989). A perda dos pontos de 

checagem pode resultar em morte celular, infidelidade na distribuição do conteúdo 

genético na divisão, ou maior susceptibilidade a danos ao DNA (HARTWELL E 

WEINNERT, 1989). Além disso, a progressão do ciclo celular está diretamente 

relacionada ao crescimento celular, e a coordenação entre biossíntese e divisão 

celular garante que tecidos e órgãos em desenvolvimento alcancem seu tamanho e 

densidade celular ideal (NEUFELD E EDGAR, 1998). 

A entrada no ciclo celular é dependente de estímulos mitogênicos 

extracelulares, que impulsionam a célula a sair do estágio de quiescência, também 

conhecido como fase G0 (SHERR, 1996). A partir de um determinado ponto durante 

a fase G1, células passam a ser capazes de progredir pelo ciclo celular independente 
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da presença de sinais estimulatórios. Este transição é denominada ponto de 

restrição, após a qual células entram de forma irreversível na progressão do ciclo 

celular (PARDEE, 1974). Atualmente o ponto de restrição é comumente usado para 

subdividir a fase G1 em G1 inicial e G1 tardio (PLANAS-SILVA E WEINBERG, 1997) 

(Figura 1.1), e seus mecanismos moleculares ainda não foram bem definidos.  

 

 

Algumas das moléculas que controlam os diversos eventos do ciclo celular 

foram extensivamente caracterizadas. Cinases dependentes de ciclinas (CDKs), um 

grupo de serina/treonina cinases heterodiméricas, são proteínas centrais desse 

processo (MORGAN, 1997; MALUMBRES E BARBACID, 2005) (Figura 1.1). O 

membro original da família CDK (hoje denominado CDK1) foi identificado em 

varreduras genéticas nas leveduras Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces 

cerevisiae com defeitos na divisão celular (RUSSELL E NURSE, 1986b). Essa 

proteína, denominada Cdc2 em S. pombe e Cdc28 em S. cerevisiae, é essencial 

para a progressão do ciclo celular nesses organismos e, posteriormente, genes 

homólogos foram encontrados em células humanas (DRAETTA et al., 1987; LEE E 

NURSE, 1987). Outros membros da família CDK foram clonados e caracterizados 

nos anos seguintes (MALUMBRES E BARBACID, 2005).  

Figura 1.1. Representação esquemática do ciclo celu lar em mamíferos.  O ciclo celular é dividido 
em quatro fases – G1, S, G2 e M. Estão representados os períodos de atividade dos complexos 
ciclina-Cdks durante a progressão do ciclo, além da entrada ou saída de células no estado de 
quiescência (G0) e o ponto de restrição que ocorre durante a progressão da fase G1. Adaptado de 
WEINBERG, 2007. 
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Estudos independentes em invertebrados marinhos identificaram proteínas 

cujo acúmulo e degradação oscilavam durante a progressão do ciclo celular 

(ROSENTHAL et al., 1980). Em função dessa característica, essas proteínas foram 

denominadas ciclinas (EVANS et al., 1983). Ciclinas foram posteriormente clonadas 

de moluscos e ouriços-do-mar, e foi mostrado que essas proteínas eram capazes de 

promover meiose em oócitos de Xenopus laevis (HUNT, 1989). A ligação bioquímica 

entre CDKs e ciclinas foi inicialmente descrita em 1990, quando foi reportada a 

associação de CDK1 com as ciclinas A e B em oócitos de moluscos, de X. laevis, e 

em estrelas do mar (NURSE, 1990). Análises do genoma humano identificaram 

diversos genes que codificam proteínas relacionadas com ciclinas, por compartilhar 

uma região conservada de 150 aminoácidos denominada “cyclin box”. Este domínio 

é composto por cinco regiões com alto conteúdo de α-hélices, e responsável pela 

ligação e ativação com seus principais parceiros, incluindo CDKs (NOBLE et al., 

1997). Embora todas essas proteínas sejam consideradas genericamente ciclinas, 

para a maioria delas ainda não foi caracterizado se são realmente sintetizadas e 

degradadas ciclicamente. 

 

1.1.1. Regulação das fases G1 e S do ciclo celular 

Durante a década de 90 a análise bioquímica de proteínas CDK, bem como 

de seus reguladores e substratos, foi fundamental para o entendimento da regulação 

do ciclo celular em mamíferos. O ciclo celular pode se iniciar após uma divisão 

celular anterior, com a entrada das células-filhas em um novo processo de ciclo. 

Alternativamente, estas células podem sair do ciclo celular cessando a proliferação e 

entrando no estado de quiescência (Figura 1.1). As células que mantêm a 

proliferação avançam para a fase G1 do novo ciclo. As ciclinas D (D1, D2 e D3) são 

as primeiras ciclinas sintetizadas durante o ciclo celular, induzidas a partir de um 

estímulo mitogênico (SHERR, 1994). Ciclinas D têm seus níveis controlados pela 

presença de fatores de crescimento, sugerindo que estas proteínas são 

responsáveis pela comunicação funcional entre os estímulos extracelulares e a 

maquinaria do ciclo celular (SHERR, 1993, 1995). Apesar de apresentarem defeitos 

no desenvolvimento nos olhos e nas glândulas mamárias, camundongos deficientes 

especificamente para ciclina D1 são viáveis e suas células mantêm capacidade de 

proliferação, indicando que esta molécula não é estritamente necessária para 

progressão pela fase G1 na maioria dos casos (FANTI et al., 1995; SICINSKI et al., 

1995). Ciclinas D1, D2 e D3 apresentam grande percentual de similaridade em suas 
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sequências (XIONG et al., 1992), e portanto podem ter funções redundantes 

(SHERR, 1994, 1995). Ciclinas D se ligam e ativam tanto CDK4 e CDK6 (MORGAN, 

1997). Essas duas proteínas cinases são relacionadas entre si e não apresentaram 

diferenças funcionais, apenas padrões distintos de ativação (MEYERSON E 

HARLOW, 1994; JINNO et al., 1999). A geração de camundongos deficientes para 

CDK4 mostrou que esta cinase parece ser dispensável para a progressão do ciclo 

na maioria das células, exceto para alguns tipos específicos como, por exemplo, 

células β pancreáticas (RANE et al., 1999; TSUTSUI et al., 1999). 

Os substratos primários de CDK4/6 na progressão da fase G1 são os 

membros da família de proteínas retinoblastoma, respectivamente Rb, p107 e p130 

(ADAMS, 2001). Essas proteínas funcionam como sítios de ancoragem para 

diversas outras proteínas que necessitam ser minuciosamente reguladas durante o 

ciclo celular (MORRIS E DYSON, 2001). Por exemplo, proteínas Rb se ligam a 

fatores de transcrição da família E2F e bloqueiam sua habilidade de ativar a 

transcrição gênica (FLEMINGTON et al., 1993; HELIN et al., 1993). Além disso, a 

ligação entre Rb e E2F forma um complexo repressor que se liga a promotores e 

reprime ativamente sua transcrição (BREMNER et al., 1995; SELLERS et al., 1995; 

WEINTRAUB et al., 1995). Foi mostrado que a ativação de E2F é fundamental para 

a progressão de células pelo ciclo celular (JOHNSON et al., 1993), mostrando 

portanto que Rb causa arresto do ciclo celular na fase G1 por inibir a atividade 

transcricional de E2F (ZHU et al., 1993; QIN et al., 1995). Proteínas Rb também são 

capazes de recrutar enzimas remodeladoras de cromatina, como histonas 

deacetilases (HDACs) (BREHM et al., 1998) e complexos SWI/SNF (DUNAIEF et al., 

1994; SINGH et al., 1995). 

A atividade de proteínas Rb é modulada por fosforilação sequencial pelos 

complexos CDK4/6-ciclina D e, posteriormente, também pelo complexo CDK2-ciclina 

E (LUNDBERG E WEINBERG, 1998; HARBOUR et al., 1999; EZHEVSKY et al., 

2001). Ezhevsky e colaboradores mostraram que Rb encontra-se completamente 

desfosforilada e inativa em G0, e seu estado ativo (inibitório) seria causado por 

hipofosforilação inicial por CDK4/6 durante o início da fase G1 (EZHEVSKY et al., 

1997, 2001). Subseqüente hiperfosforilação por CDKs levaria então à inibição de Rb 

e progressão do ciclo celular. Proteínas Rb hiperfosforiladas liberam moléculas que 

estavam anteriormente associadas à sua forma hipofosforilada (BUCHKOVICH et 

al., 1989; KATO et al., 1993), sendo este um processo altamente regulado e 

complexo (revisado em HARBOUR E DEAN, 2000). Inativação de Rb leva à 
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transcrição de genes requeridos para progressão à fase S, incluindo os genes de 

ciclina E e ciclina A (OHTANI et al., 1995; SCHULZE et al., 1995; GENG et al., 1996) 

e genes necessários para a síntese de DNA (DYSON, 1998; NEVINS, 1998). 

A ligação de ciclina E com CDK2 causa ativação deste complexo 

(HARBOUR et al., 1999), o que mantém o estado hiperfosforilado de Rb atuando em 

sítios-alvos distintos aos do complexo CDK4/6-ciclina D (KITAGAWA et al., 1996). 

De fato, a inativação de proteínas Rb durante a fase G1 ocorre de forma sequencial 

e dependente destes dois complexos ciclina-CDK (LUNDBERG E WEINBERG, 

1998). Curiosamente, a inserção do gene de ciclina E no locus da ciclina D1 previne 

a manifestação de alguns fenótipos observados nos camundongos deficientes para 

ciclina D1, sugerindo que ciclina E é o principal alvo abaixo da ciclina D1 (GENG et 

al., 1999). De fato, um dos primeiros eventos de fosforilação de Rb é causado por 

CDK4/6-ciclina D, que permite a expressão de ciclina E ao desfazer a ligação entre 

Rb e complexos HDAC (HARBOUR et al., 1999; ZHANG et al., 2000). Após esse 

evento, a expressão de ciclina E é suficiente para superar o arresto de G1 controlado 

por Rb (LUKAS et al., 1997; ALEVIZOPOULOS et al., 1997; ZHANG et al., 2000). 

Esses dados mostram que a ativação de CDK2-ciclina E muda o programa do ciclo 

celular, reduzindo a dependência de mitógenos para sua continuidade. 

As funções de CDK2 são contrabalanceadas pela atividade dos inibidores de 

CDK (CKIs) da família Cip/Kip, que incluem p21Cip1 (EL-DEIRY et al., 1993; HARPER 

et al., 1993; XIONG et al., 1993), p27Kip1 (POLYAK et al., 1994a, 1994b; 

TOYOSHIMA E HUNTER, 1994), e p57Kip2 (LEE et al., 1995; MATSUOKA et al., 

1995). Os níveis de p27Kip1 são altos em células quiescentes; no entanto, com o 

início do ciclo celular estes inibidores são inativados por interação com complexos 

CDK4/6-ciclina D (POLYAK et al., 1994b; TOYOSHIMA E HUNTER, 1994). Apesar 

desta ligação com uma CKI, o complexo CDK4/6-ciclina D mantém sua atividade 

catalítica (SOOS et al., 1996; BLAIN et al., 1997; LABAER et al., 1997; CHENG et 

al., 1999). Inclusive, a ligação de proteínas Cip/Kip é necessária para a formação de 

complexos ciclina D-CDKs ativos (LABAER et al., 1997; CHENG et al., 1999). Por 

outro lado, fibroblastos embrionários de camundongos deficientes para genes Kip1 e 

Cip1 mostram um aumento na atividade de CDK2-ciclina E (CHENG et al., 1999). 

Esses dados indicam que o sequestro de proteínas da família Cip/Kip por complexos 

CDK4/6-ciclina D facilita o acúmulo e ativação de CDK2-ciclina E (SHERR E 

ROBERTS, 1999). Posteriormente, o complexo CDK2-ciclina E antagoniza a função 

de seu próprio inibidor ao fosforilar p27Kip1 e direcioná-lo à via de degradação por 
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proteassomo (PAGANO et al., 1995; SHEAFF et al., 1997; VLACH et al., 1997; 

MONTAGNOLI et al., 1999; NGUYEN et al., 1999). A inativação desse sistema por 

CDK2-ciclina E também resulta na redução da necessidade por mitógenos e, junto 

com a hiperfosforilação de Rb, culmina no comprometimento irreversível da célula 

para entrar na fase S do ciclo celular (SHERR E ROBERTS, 1999). É importante 

lembrar que a inativação inicial de Rb e das proteínas Cip/Kip ocorre somente a 

partir da ativação da atividade de ciclina D e suas CDKs, mas o surgimento do 

complexo CDK2-ciclina E permite que o ciclo progrida independente da ciclina 

anterior, como foi mostrado a partir da superexpressão ectópica de ciclina E (LENG 

et al., 1997; LUKAS et al., 1997). 

A família de proteínas INK4, outro grupo de proteínas inibidoras de CDKs, 

tem como alvo especificamente as cinases dependentes de ciclinas D (RUAS E 

PETERS, 1998). Quatro diferentes proteínas INK4 foram identificadas: p16INK4a 

(SERRANO et al., 1993), p15INK4b (HANNON E BEACH, 1994), p18INK4c (GUAN et 

al., 1994; HIRAI et al., 1995) e p19INK4d (HIRAI et al., 1995; CHAN et al., 1995). 

Proteínas INK4 inativam CDK4/6 formando complexos INK4/CDK, liberando dessa 

forma proteínas Cip/Kip e, portanto, inibindo indiretamente a atividade de CDK2-

ciclina E e assegurando o arresto de ciclo celular (SHERR E ROBERTS, 1999). Este 

efeito é, entretanto, dependente da presença da proteína Rb funcional (GUAN et al., 

1994; KOH et al., 1995; LUKAS et al., 1995; MEDEMA et al., 1995), implicando que, 

com a inibição de cinases dependentes de ciclinas D, a proteína Rb se mantém 

fosforilada e inibindo a transcrição de genes relacionados à fase S. Foi mostrado 

que a via do fator transformador de crescimento beta (TGF-β) contribui para o 

arresto de ciclo celular na fase G1 pela indução da expressão de p15INK4b (HANNON 

E BEACH, 1994; REYNISDÓTTIR et al., 1995; REYNISDÓTTIR e MASSAGUÉ, 

1997). p16INK4a acumula conforme células envelhecem, sendo induzido 

possivelmente durante o estabelecimento da senescência celular (ALCORTA et al., 

1996; HARA et al., 1996; PALMERO et al., 1997; SERRANO et al., 1997; ZINDY et 

al., 1997a). Já p18INK4c e p19INK4d  são expressas durante o desenvolvimento fetal e 

podem ter papéis na diferenciação celular terminal (MORSE et al., 1997; ZINDY et 

al., 1997a, 1997b. PHELPS et al., 1998). 

A expressão de ciclina A é inicialmente regulada por E2F (SCHULZE et al., 

1995) e ocorre durante a fase G1 tardia. Esta ciclina também se liga com CDK2, e 

este complexo é requerido para progressão pela fase S (GIRARD et al., 1991; 

WALKER E MALLER, 1991). De fato, ciclinas E são fosforiladas após entrada na 
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fase S pela sua própria CDK, o que causa sua degradação (CLURMAN et al., 1996; 

WON E REED, 1996). Paralelamente, CDK2-ciclina A se liga a E2F e fosforila seu 

parceiro transcricional DP-1, impedindo a ligação de E2F ao DNA e levando à 

diminuição de sua atividade transcricional (KREK et al., 1994; DYNLACHT et al., 

1994; KREK et al., 1995).  

Durante a progressão para fase S e ativação de CDK2, ocorre o 

recrutamento de DNA helicases, primases e polimerases para estruturas 

denominadas complexos pré-replicativos (PRC) (KELLY E BROWN, 2000; 

PRASANTH et al., 2000). Parte deste complexo é inicialmente carregado nas 

origens de replicação dos cromossomos durante o fim da mitose, a partir da ligação 

das proteínas ORC (complexo de reconhecimento da origem) (BELL E STILLMAN, 

1992; STILLMAN, 2005). Na fase G1 as proteínas Cdc6/18 e Cdt1 se ligam a ORC e 

recrutam o complexo de proteínas MCM (proteínas de manutenção dos 

cromossomos) (COCKER et al., 1995; BELL E DUTTA, 2002; DAVEY et al., 2002). 

O complexo MCM tem especial importância ao funcionar como DNA helicase (TYE, 

1999; FORSBURG, 2004; LEI, 2005) e licenciar esta região do DNA para o início a 

replicação (BLOW E HODGSON, 2002). O disparo da replicação do DNA somente 

ocorre na fase S em função da atividade tanto de CDK quanto da proteína cinase 

DDK (cinase dependente de Dbf4) (SCLAFANI, 2000; MASAI e ARAI, 2002), que 

direcionam o recrutamento e ativação de fatores de replicação adicionais e DNA 

polimerases, que juntos compõem o replissoma (BELL E DUTTA, 2002; SCLAFANI 

e HOLZEN, 2007).  Por fim, a montagem de outras PRCs é bloqueada nas fases S, 

G2 e M em função da atividade de diversas CDKs, principalmente por fosforilações 

que causam a degradação e re-localização de componentes do complexo (NGUYEN 

et al., 2001; TAKEDA E DUTTA, 2005). Além disso, a mitose não poderá progredir 

até a replicação de DNA ocorrer por completo (HARTWELL E WEINERT, 1989). 

Juntos esses eventos asseguram que a fita de DNA será replicada somente uma vez 

por ciclo celular. 

 

1.1.2. Regulação da fase G2 e Mitose 

A fase G2 é caracterizada pela atuação dinâmica de diversas proteínas-

cinases reguladoras, sendo a principal delas a proteína CDK1 (DURKACZ et al., 

1986; DRAETTA E BEACH, 1988; FISHER E NURSE, 1996). Esta enzima 

desempenha importantes papéis que contribuem para a coordenação correta da 

mitose, a última fase do ciclo celular. Por exemplo, CDK1 promove a fosforilação de 
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proteínas motoras envolvidas na separação dos centrossomos, requerido para a 

formação do fuso mitótico bipolar (BLANGY et al., 1995); CDK1 também fosforila a 

proteína lamina, induzindo a desestruturação do envelope nuclear (PETER et al., 

1990); por fim, esta enzima também fosforila a proteína condensina, o que contribui 

para a condensação do cromossomo (KIMURA et al., 1998). Deficiência em CDK1 

resulta em letalidade embrionária nas primeiras divisões celulares (SANTAMARIA et 

al., 2007). 

A atividade de CDK1 é regulada pela ligação com ciclinas A e B (DRAETTA 

et al., 1989). Inicialmente ativada por ciclina A, o complexo CDK1-ciclina A decai 

durante a fase G2 com a sua sucessiva a degradação (DEN ELZEN E PINES, 2001; 

GELEY et al., 2001). Por outro lado, o acúmulo de ciclina B é dirigido por CDK2-

ciclina A durante as fases S e G2 (DYNLACHT et al., 1994; ZIEBOLD et al., 1997; 

SAVILLE E WATSON, 1998; CHAE et al., 2004; MAJOR et al., 2004; LAOUKILI et 

al., 2008). Em função desses processos, o complexo CDK1-ciclina B passa a ser 

preponderante durante a mitose (LINDQVIST et al., 2009). Além disso, a atividade 

de CDK1-ciclina B é regulada pelo balanço entre as cinases Wee1 e Myt1, e a 

fosfatase Cdc25. Wee1 e Myt1 são capazes de fosforilar CDK1-ciclina B nos 

resíduos de aminoácidos T14 e Y15, inibindo sua atividade (HEALD et al., 1993; LIU 

et al., 1997; O’FARRELL, 2001). Já Cdc25 é capaz de desfosforilar os mesmos 

resíduos T14 e Y15 de CDK1 (RUSSELL E NURSE, 1986a; GOULD E NURSE, 

1989; O’FARRELL, 2001), revertendo a regulação de Wee1 e Myt1. Com a ativação 

de CDK1-ciclina B forma-se um mecanismo de retroalimentação positivo, pois o 

complexo é capaz de fosforilar tanto as proteínas Wee1 e Myt1 para inativá-las 

(BOOHER et al., 1997; NAKAJIMA et al., 2003; WATANABE et al., 2004) quanto 

proteínas Cdc25 para ativá-las (HOFFMANN et al., 1993; BALDIN et al., 2002; 

MAILAND et al., 2002; BOUTROS et al., 2006). Há a participação das proteínas 14-

3-3 nesse processo, que se ligam em Wee1 e em Cdc25 após fosforilação para 

ativá-las ou inativá-las, respectivamente (LEE et al., 2001).  

Diversas proteínas cinases além de CDK1 também têm uma participação 

importante na regulação da mitose. Proteínas-cinase semelhantes a polo (Plks) 

compõem um família de quatro proteínas relacionadas com o produto do gene polo 

em Drosophila (NIGG, 1998). Dessas proteínas, somente Plk1 tem um papel 

evidenciado durante a mitose, enquanto que outras proteínas da família apresentam 

papéis fora do ciclo celular (KAUSELMANN et al., 1999). Outras proteínas 

importantes para a mitose são as proteínas semelhantes a NIMA (Neks), proteínas-
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cinase relacionadas ao produto do gene NIMA (nunca em mitose A) em Aspergillus 

nidulans (OSMANI E YE, 1996). O genoma de mamíferos contém ao menos sete 

genes NEKs, denominadas NEK1-7 (KANDLI et al., 2000), sendo a proteína Nek2 a 

mais conhecida da família (FRY et al., 1998). Por fim, aurora cinases foram 

identificadas inicialmente em S. cerevisiae e em Drosophila (CHAN e BOTSTEIN, 

1993; GLOVER et al., 1995), sendo presentes três genes aurora em células de 

mamíferos, denominados AURKA, AURKB e AURKC (aurora cinase A, B e C, 

respectivamente) (NIGG, 2001). Durante a mitose, essas cinases descritas têm 

papel importante na separação e maturação do centrômero (Plk1, Nek2 e aurora A), 

no ponto de checagem do fuso mitótico (Plk1, aurora B) e na citocinese (Plk1, Nek2, 

aurora B) (SALAÜN et al., 2008). 

A mitose compreende diversos eventos que precisam ser concluídos em um 

curto período de tempo (revisado em NIGG, 2001 e SALAÜN et al., 2008). Para 

iniciar a mitose, células inicialmente precisam ter replicado seu DNA e possuir duas 

cópias íntegras do seu genoma, além de terem duplicado também seu centrossomo, 

o centro de organização de microtúbulos (BETTENCOURT-DIAS e GLOVER, 2007). 

A partir deste ponto células saem do período chamado de interfase e entram em 

mitose, progredindo através de cinco fases: prófase, prometáfase, metáfase, 

anáfase e telófase; por fim, ocorre a separação das duas células-filhas a partir do 

processo de citocinese. 

Durante a prófase, a cromatina inicia sua condensação em cromossomos, 

enquanto que os centrossomos passam por um processo de maturação no qual 

ocorre o recrutamento de proteínas envolvidas na nucleação do microtúbulo mitótico 

(BETTENCOURT-DIAS e GLOVER, 2007). Além disso, durante a prófase ocorre a 

separação dos centrossomos e sua migração para os pólos opostos do núcleo 

(NIGG, 2001; BETTENCOURT-DIAS e GLOVER, 2007). Por fim, nesta primeira fase 

da mitose ocorre o início da desestruturação do envelope nuclear (GÜTTINGER et 

al., 2009). A prometáfase é caracterizada pela conclusão da dissolução da 

membrana nuclear, e pela nucleação de microtúbulos à procura de cromossomos, 

formando uma estrutura radial denominada áster (WALCZAK et al., 2010). A ligação 

de microtúbulos aos cromossomos ocorre pelo cinetócoro, uma estrutura protéica 

especializada associada com os centrômeros dos cromossomos mitóticos 

(PRZEWLOKA e GLOVER, 2009). 

Durante a metáfase, os cromossomos atingem seu estado máximo de 

condensação. Nesta fase é possível observar a formação do fuso mitótico 
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(WITTMANN et al., 2001; WALCZAK et al., 2010). Para isso ocorrer, cada par de 

cromossomos deve apresentar seus dois cinetócoros ligados a microtúbulos 

nucleados a partir de centrossomos opostos, de forma que as cromátides-irmãs se 

separem e sigam em direções opostas no fim da mitose. Durante esse processo, a 

formação do fuso é controlada pela instabilidade dinâmica dos microtúbulos 

(WALCZAK et al., 2010). Ao fim da metáfase ocorre o ponto de checagem do fuso 

mitótico, que avalia se o fuso está sob tensão e com todos os cromossomos ligados 

e alinhados na placa metafásica (PRZEWLOKA e GLOVER, 2009). As células 

permanecerão retidas na metáfase até essas condições serem atingidas. Na 

anáfase há a degradação das coesinas, proteínas que mantêm as cromátides-irmãs 

unidas (NASMYTH e HAERING, 2009), e cada cromátide-irmã é puxada em direção 

ao centrossomo correspondente. Na telófase, há a reestruturação do envelope 

nuclear ao redor de cada grupo de cromossomos das células-filha (GÜTTINGER et 

al., 2009). 

A citocinese, cuja preparação ocorre em paralelo com as outras fases da 

mitose, conclui o processo de divisão celular. Ela é dividida em quatro etapas: 

iniciação, contração, inserção da membrana e finalização (BARR E GRUNEBERG, 

2007). Durante a anáfase ocorre a formação do anel contrátil sob a membrana 

plasmática, um agrupamento dinâmico de filamentos de actina, miosina II e outras 

proteínas estruturais e regulatórias necessárias para a fase de contração (EGGERT 

et al., 2006). Durante a contração, o anel corta a células em duas pela atividade dos 

filamentos de actina e miosina. Há ainda a formação de uma nova membrana abaixo 

do anel contrátil por tráfego e fusão de vesículas (BARR e GRUNEBERG, 2007), 

que auxilia na separação física das células (STEIGEMANN e GERLICH, 2009), 

dando conclusão ao ciclo celular com a geração de duas novas células. 

Ao fim da mitose, a atividade de todas as CDKs é inibida pela ativação do 

complexo promotor de anáfase/ciclossomo (APC/C), uma proteína E3 ligase 

responsável por marcar ciclinas para degradação (PETERS, 2006). Ciclina B é a 

última a ser degradada, processo que ocorre durante a metáfase, após o ponto de 

checagem do fuso mitótico (ACQUAVIVA e PINES, 2006; VAN LEUKEN et al., 

2008). Este mecanismo de degradação de ciclinas B é mantido até o início da fase 

S, onde APC/C é inibida por CDK2-ciclina A e pela proteína Emi1 (LUKAS et al., 

1999; HSU et al., 2002), assegurando que esta ciclina somente acumule durante a 

fase G2 e parte da mitose. 
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1.1.3. Ciclo celular e câncer 

Desde o início da década de 1990, muitos estudos ilustraram a relevância da 

desregulação do ciclo celular no câncer. Células malignas têm em comum a 

aquisição de algumas características essenciais, resultantes de alterações na 

fisiologia celular, que juntas ditam o desenvolvimento e crescimento tumoral 

(HANAHAN e WEINBERG, 2000, 2011). Duas dessas características são a auto-

suficiência de sinais proliferativos e a insensibilidade a fatores inibitórios de 

crescimento celular, que juntas contribuem para o descontrole do ciclo celular 

(MALUMBRES e BARBACID, 2001; MASSAGUE, 2004). Além disso, muitas células 

adquirem instabilidade cromossômica, um defeito responsável por mudanças 

numéricas nos cromossomos, e que está diretamente ligado ao ciclo celular. 

(KASTAN e BARTEK, 2004; KOPS et al., 2005). 

Diversos trabalhos mostram a importância das vias de sinalização ativadas 

por fatores extracelulares que estimulam a expressão de ciclinas e a proliferação. 

Proteínas envolvidas nessa sinalização incluem receptores de membrana, como 

receptores tirosina-kinases e receptores acoplados à proteína G, ou proteínas 

transdutoras de sinal, como Ras e fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K). Superexpressão 

ou mutações que causam ativação constitutiva nessas proteínas são comuns em 

câncer (MASSAGUÉ, 2004). Exemplos em receptores tirosina-cinases incluem 

mutações no receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) em carcinomas de 

pulmão, cabeça e pescoço, cólon, e glioblastomas; superexpressão de HER-2 

(EGFR-2 humana) em câncer de mama; e mutações nos receptores do fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e receptores Kit em sarcomas 

gastrointestinais (SAWYERS, 2003; GSCHWIND et al., 2004). Por sua vez, é 

observado também um papel dos receptores de prostaglandina associados à 

proteína G EP2 e EP4 em câncer de cólon (DORSAM e GUTKIND, 2007). Mutações 

ativadoras de Ras são encontradas em vários tipos de carcinoma (DOWNWARD, 

2003; COLEMAN et al., 2004), assim como mutações e amplificações de PI3K e da 

proteína-cinase Akt (ou proteína-cinase B, PKB) (VIVANCO e SAWYERS, 2002). 

Alguns supressores de tumor são reguladores negativos de vias de sinalização 

mitogênicas, e por sua vez são comumente inativados em células tumorais. Por 

exemplo, a perda da fosfatase de lipídios PTEN, cuja atividade antagoniza com a de 

PI3K, é vista em diversas malignidades (VIVANCO e SAWYERS, 2002). 

Diversos componentes do ciclo celular que orquestram a transição G1/S 

estão envolvidos na carcinogênese (SHERR, 1996). Ciclina D1 está superexpressa 
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em diversos tumores como resultado da amplificação ou translocação de seu locus 

localizado no cromossomo 11q13 (MOTOKURA et al., 1991; HUNTER e PINES, 

1994; HALL e PETERS, 1996; SHERR, 1996). Foi demonstrado uma mutação de 

CDK4 em melanoma que impede a ligação com proteínas INK4 (WOLFEL et al., 

1995), sendo este efeito foi posteriormente identificado para CDK6 (EASTON et al., 

1998). Os genes de CDK4 e CDK6 também apresentam amplificação em diversas 

malignidades, como sarcoma, glioma, linfoma, melanoma, e cânceres de mama 

(MALUMBRES e BARBACID, 2009). Tanto CDK2 quanto CDK1 apresentaram 

superexpressão em alguns tipos de adenoma de cólon (YAMAMOTO et al., 1998; 

KIM et al., 1999). A tumorigênese também pode ser influenciada por diferentes CKIs 

como, por exemplo, o gene p16INK4a, que está alterado em vários tumores e pode ser 

inativado por deleção, mutações pontuais ou hipermetilação (KAMB, 1998). Os 

genes de p15INK4b e p16INK4a, que se encontram próximos no cromossomo 9, são 

simultaneamente perdidos em alguns casos (HARPER e ELLEDGE, 1996). Já 

p27Kip1 apresenta baixa expressão em alguns tumores humanos (TSIHLIAS et al., 

1999). A perda de função de Rb está associada com progressão irrestrita do ciclo 

celular. Esta proteína encontra-se frequentemente mutada em retinoblastomas e em 

câncer de pulmão (KNUDSON, 1971; HALL e PETERS, 1996), e perda de sua 

função foi associada à leucemia linfoblástica aguda (LLA) (TSAI et al., 1996). 

Ultimamente, um papel importante dos fatores E2F tem surgido em cânceres, com 

amplificações descritas em diversas malignidades (CHEN et al., 2009). Em resumo, 

aproximadamente 90% dos cânceres humanos apresentam anormalidades em 

algum componente da via de Rb (HALL e PETERS, 1996). 

O genoma de células eucariotas está sob constante ataque de agentes 

ambientais, como radiação ultravioleta, radiação ionizante, e químicos genotóxicos, 

e de agentes endógenos como espécies reativas de oxigênio. Esses agentes 

causam modificações como quebras simples ou duplas na fita de DNA, ligações 

entre bases, erros de pareamento, inserções ou deleções, que se não corrigidas 

podem causar o acúmulo de mutações em diversos genes, incluindo os 

responsáveis pelo controle ou progressão do ciclo celular (FRIEDBERG, 2001; 

NIIDA e NAKANISHI, 2006). O dano ao DNA induzido em células em proliferação 

resulta na ativação do ponto de checagem para análise de integralidade do DNA, 

levando à parada do ciclo celular e o recrutamento da maquinaria de reparo, e 

evitando dessa forma que a informação genética incorreta seja transmitida para as 

células-filha (revisado em NIIDA e NAKANISHI, 2006; HOUTGRAAF et al., 2006). 
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Um dos principais componentes envolvidos no ponto de checagem e no reparo de 

erros no DNA é o fator de transcrição p53 (SENGUPTA e HARRIS, 2002; MEEK, 

2009). p53 é conhecido por ser capaz de induzir supressão de tumores 

(VOGELSTEIN et al., 2000; LOWE et al., 2004; VOUSDEN e LANE, 2007), e 

considera-se atualmente que as funções desta proteína são perdidas na maioria dos 

tumores humanos, tanto por mutações esporádicas no gene TP53 (LEVINE et al., 

1991; HOLLSTEIN et al., 1991; HAINAUT e HOLLSTEIN, 2000), ou por alterações 

em genes dos reguladores cruciais de p53, como ARF e proteínas MDM (KAMIJO et 

al., 1998; SHERR, 2001; ONEL e CORDON-CARDO, 2004; DANOVI et al., 2004). 

Evidências sugerem que p53 não influencia a taxa de iniciação ou mutações de 

tumores, mas previne a progressão maligna das células tumorais (KEMP et al., 

1993; SANDS et al., 1995; CHEN et al., 2005). De fato, restauração da expressão de 

p53 é capaz de promover regressão e eliminação de tumores in vivo (VENTURA et 

al., 2007; XUE et al., 2007). 

No início do século XX, o zoologista alemão Theodor Boveri propôs que uma 

constituição anormal de cromossomos pode dar origem ao câncer. Atualmente é 

bem conhecido que um número aberrante de cromossomos na célula, denominado 

aneuploidia, é uma característica genética comum em vários tumores humanos 

(WEAVER e CLEVELAND, 2006). A aneuploidia é causada por erros na distribuição 

de cromossomos durante a mitose (HOLLAND e CLEVELAND, 2009). O ponto de 

checagem de fuso mitótico é um mecanismo de segurança que, como foi dito 

anteriormente, inibe a entrada de células em mitose na anáfase até que todos os 

cromossomos tenham se ligado de forma correta aos microtúbulos do fuso 

(WITTMANN et al., 2001; WALCZAK et al., 2010). Já foram descritas mutações e 

alterações na expressão de diversos componentes do ponto de checagem do fuso 

em câncer de pulmão, ovário, mama, colo-retal, e em alguns tipos de leucemias 

(WEAVER e CLEVELAND, 2006). Aneuploidia pode preceder a transformação 

maligna, como é observado em lesões pré-cancerosas no cérvix (RIED et al., 1999; 

DUENSING e MUNGER; 2004), em cabeça e pescoço (AI et al., 2001), no cólon 

(RIED et al., 1999; CARDOSO et al., 2006), no esôfago (DOAK et al., 2004) e na 

medula óssea (AMIEL et al., 2005). Além disso, foi mostrado que um número 

anormal de cromossomos é capaz de alterar a transcrição global da célula 

(UPENDER et al., 2004), o que pode levar a um aumento na expressão de genes 

que promovem proliferação e diminuição na expressão de genes de controle do ciclo 

celular. 
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1.2. Corpúsculos lipídicos 

Corpúsculos lipídicos são inclusões intracelulares citoplasmáticas de 

compartimentalização e estocagem de lipídios. São organelas heterogêneas com 

respeito ao tamanho e composição, e referidas por diferentes termos na literatura 

como “lipid droplets”, “lipid bodies”, “lipid globules” ou “adiposomes” (MURPHY, 

2001; MARTIN e PARTON, 2006). Corpúsculos lipídicos são descritos como uma 

das duas maiores formas de composição lipídica em sistemas biológicos, a outra 

sendo as bicamadas lipídicas que formam a matriz de todas a membranas celulares 

(MURPHY, 2001). 

Corpúsculos lipídicos eram associados principalmente a tecidos que 

exercem um papel no acúmulo ou transporte de lipídios em animais e plantas, como 

no tecido adiposo e no fígado em mamíferos, ou em frutas e sementes de plantas 

(MURPHY, 2001). Já em microorganismos como leveduras e em diversos 

procariotos, a indução do acúmulo de corpúsculos lipídicos era observada em 

resposta a um estresse ambiental, como limitação de nitrogênio ou estresse 

osmótico (MURPHY, 2001; WÄLTERMANN e STEINBÜCHEL, 2005). Em síntese, 

corpúsculos lipídicos eram descritos como sítios de estocagem, e metabolicamente 

inativos em termos de funções celulares. Contudo, a partir do advento de novas 

técnicas de análise, corpúsculos lipídicos foram encontrados em praticamente todos 

os tipos celulares (MURPHY, 2001; MARTIN e PARTON, 2006), e atualmente são 

considerados organelas dinâmicas e funcionalmente ativas. Sugere-se o 

envolvimento de corpúsculos lipídicos nas mais variadas funções como no 

metabolismo e tráfego de lipídios, na sinalização celular e na produção de 

mediadores inflamatórios (MARTIN e PARTON, 2006; BOZZA et al., 2009; BOZZA e 

VIOLA, 2010).  

 

1.2.1. Estrutura e morfologia de corpúsculos lipídicos 

Corpúsculos lipídicos são compostos por uma monocamada de fosfolipídios 

anfipáticos, glicolipídios e esteróides que circundam um núcleo hidrofóbico composto 

por lipídios neutros, como triacilgliceróis (TAGs), diacilgliceróis, ésteres de colesteril, 

ésteres de retinil e colesterol livre (ZWEYTICK et al., 2000; MURPHY, 2001; 

TAUCHI-SATO et al., 2002; MARTIN e PARTON, 2005), além de proteínas variadas 

associadas. A quantidade e proporção de lipídios neutros presentes no núcleo 

dessas organelas são variáveis e dependem do tipo celular. Além disso, análise da 

composição de ácidos graxos dos fosfolipídios de corpúsculos lipídicos revelou que 
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os fosfolipídios presentes na superfície de corpúsculos lipídicos são estruturalmente 

diferentes dos fosfolipídios presentes nas membranas do retículo endoplasmático 

rugoso, ou dos microdomínios ricos em colesterol e esfingolipídios (TAUCHI-SATO 

et al., 2002). Fofatidilcolina é o principal fosfolipídio encontrado na monocamada que 

circunda corpúsculos lipídicos, seguido por fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, e 

espécies éter-ligadas com colina ou etanolamina como grupo polar (TAUCHI-SATO 

et al., 2002; BARTZ et al., 2007). Moléculas de lisofosfatidilcolina com ácidos graxos 

insaturados e moléculas de fosfatidilcolina contendo duas cadeias de acila 

monoinsaturadas são encontradas unicamente e em abundância na superfície de 

corpúsculos lipídicos (TAUCHI-SATO et al., 2002). 

Corpúsculos lipídicos podem ser visualizados através de microscopia óptica 

ou eletrônica. É possível identificar estas organelas em microscopia óptica utilizando 

fixação apropriada com paraformaldeído (DIDONATO e BRASAEMLE, 2003) e 

marcação com tetróxido de ósmio (WELLER et al., 1991; BOZZA et al., 1996b), com 

sondas fluorescentes hidrofóbicas como Nile red (GREENSPAN et al., 1985), ou 

com lipídeos conjugados a sondas fluorescentes, como Bodipy® (DIDONATO e 

BRASAEMLE, 2003). No nível ultraestrutural, corpúsculos lipídicos se apresentam 

como estruturas esféricas constituídas de um núcleo com material de densidade 

eletrônica variada, circundado por uma linha eletrodensa medindo cerca de 2-2,5 nm 

de espessura (DVORAK, 1991; TAUICHI-SATO et al., 2002). Isso demonstra que 

corpúsculos lipídicos são delimitados por uma monocamada de fosfolipídeos. Uma 

particularidade destas organelas é sua osmiofilia, que varia refletindo sua 

constituição lipídica entre diferentes tipos celulares, e que pode ser alterada a partir 

de estímulos distintos (MELO et al., 2003; FABRINO et al., 2004; MELO et al., 2006; 

D’AVILA et al., 2006). Essas organelas podem ainda apresentar variações em seu 

tamanho, desde organelas recém-formadas medindo 50 nm de diâmetro até 

corpúsculos lipídicos de 200 µm diâmetro encontrados em adipócitos maduros 

(MURPHY e VANCE, 1999; MURPHY, 2001), e seu número ou dimensões podem 

variar com ativação celular dependente de condições como inflamação, infecções ou 

neoplasias (WELLER et al., 1989; PACHECO et al., 2002; MELO et al., 2003; 

D’AVILA et al., 2006; MAYA-MONTEIRO et al., 2008; ACCIOLY et al., 2008). 

Corpúsculos lipídicos podem ser encontrados não só no citosol (MURPHY, 2001), 

como também podem ser secretados como lipoproteínas (OLOFSSON et al., 1999; 

HUSSAIN, 2000) ou como glóbulos lipídicos por células epiteliais mamárias 

(KEENAN, 2001). 
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 Supõe-se que as diversas funções descritas para corpúsculos lipídicos 

estão relacionadas à sua composição protéica, que compreende enzimas de 

metabolismo e transporte de ácidos graxos, enzimas formadoras de mediadores 

inflamatórios (BOZZA et al., 2007), citocinas, proteínas da família Rab (LIU et al., 

2004) e proteínas cinases (YU et al., 1998; YU et al., 2000; CHEN et al., 2002), além 

de proteínas estruturais envolvidas na biogênese e mobilização dessas organelas 

(BRASAEMLE, 2007; BICKEL et al., 2009) e estruturas ribossomais e proteínas 

associadas ao RNA (DVORAK et al., 2003; WAN et al., 2007).  

É possível observar a associação de corpúsculos lipídicos com outras 

organelas e estruturas citoplasmáticas. As associações mais bem documentadas 

são com as cisternas do retículo endoplasmático, que frequentemente são vistas 

envolvendo corpúsculos lipídicos (BOZZA et al., 1997; MARTIN e PARTON, 2005; 

OZEKI et al., 2005). Foi observada a interação entre corpúsculos lipídicos e 

mitocôndrias em monócitos (WAN et al., 2007) e em células epiteliais de intestino 

(ACCIOLY et al., 2008). Além disso, foi vista a associação de corpúsculos lipídicos 

com peroxissomos em células da linhagem COS-7 (SCHRADER, 2001), enquanto 

que Binns e colaboradores mostraram que esta interação em leveduras promove o 

acoplamento da lipólise nessas organelas com a β-oxidação de ácidos graxos em 

peroxissomos (BINNS et al., 2006). Corpúsculos lipídicos também estão associados 

à membrana perinuclear em leucócitos (BANDEIRA-MELO et al., 2001a) e células 

epiteliais de cólon (ACCIOLY et al., 2008). Além disso, corpúsculos lipídicos podem 

interagir com o citoesqueleto, tanto com filamentos intermediários como vimentina 

(FRANKE et al., 1987) quanto com microtúbulos (POL et al., 2004; BOSTRÖM et al., 

2005). Por fim, pode ocorrer relocação de corpúsculos lipídicos em leucócitos 

fagocíticos em resposta a infecções, onde é possível observar interação dessas 

organelas com fagossomos (MELO et al., 2003; VAN MANEN et al., 2005; MELO et 

al., 2006; D’AVILA et al., 2006). 

 

1.2.2. Biogênese de corpúsculos lipídicos 

Embora se conheça bastante sobre morfologia e composição de corpúsculos 

lipídicos, o mecanismo de formação destas organelas ainda não foi totalmente 

esclarecido. Por outro lado, alguns modelos hipotéticos foram propostos para 

explicar a biogênese de corpúsculos lipídicos, e todos partilham a concepção de que 

essas organelas são originadas e estão intimamente relacionadas com o retículo 

endoplasmático (MARTIN e PARTON, 2006; BOZZA et al., 2009). Estes modelos se 
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baseiam na transferência de lipídios e proteínas do retículo endoplasmático para 

corpúsculos lipídicos em formação, e algumas linhas de evidência suportam esta 

ideia. Como foi descrito anteriormente, sua associação mais bem documentada são 

as com cisternas do retículo endoplasmático. Além disso, proteínas residentes em 

retículo endoplasmático foram encontradas em preparados de corpúsculos lipídicos 

(BRASAEMLE et al., 2004; LIU et al., 2004; UMLAUF et al., 2004). Já Pol e 

colaboradores utilizaram uma versão mutada e fluorescente da proteína caveolina 

(cav3DGV-YFP) para avaliar a formação de corpúsculos lipídicos em tempo real. Em 

células mantidas em privação de soro, onde não houve presença detectável dessas 

organelas, a proteína cav3DGV-YFP acumulou-se exclusivamente no retículo 

endoplasmático. Com a adição de ácido oléico, foi observada a rápida formação de 

novos corpúsculos lipídicos contendo a proteína cav3DGV-YFP incorporada (POL et 

al., 2004). Outro estudo conduzido por Gubern e colaboradores mostrou que a 

enzima fosfolipase A2α citosólica (cPLA2-α) é fundamental para biogênese de 

corpúsculos lipídicos, e que sua inibição causou o aparecimento de estruturas 

tubulovesiculares relacionadas com o retículo endoplasmático liso (GUBERN et al., 

2008).  

Três modelos principais foram propostos para explicar a formação de 

corpúsculos lipídicos (Figura 1.2). Um dos primeiros modelos sugere que 

corpúsculos lipídicos derivam de um “brotamento” da membrana do retículo 

endoplasmático, o que explicaria sua organização em um núcleo de lipídios neutros 

rodeados por uma monocamada de fosfolipídios (MURPHY et al., 2001, TAUCHI-

SATO et al., 2002; MARTIN e PARTON, 2006) (Figura 1.2.A). Lipídios neutros 

seriam sintetizados pelas enzimas acil-Coa colesterol aciltransferase (ACAT) e acil-

CoA diacilglicerol aciltransferase (DGAT), ambas presentes no retículo 

endoplasmático em duas isoformas: ACAT1 e ACAT2, e DGAT1 e DGAT2, 

respectivamente a partir de colesteróis livres e ácidos graxos (CHANG et al., 2006; 

TURKISH e STURLEY, 2007). O depósito desses lipídios recém-sintetizados seria 

feito entre as duas camadas da membrana do retículo. Após atingir uma 

concentração crítica esse acumulado de lipídios brotaria em direção a citoplasma, 

levando consigo uma parte do folheto citoplasmático da membrana do retículo, que 

se organizaria como uma monocamada de fosfolipídios delimitando o corpúsculo 

lipídico recém-formado. 
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Um modelo alternativo de biogênese foi baseado em resultados obtidos por 

microscopia de criofratura, no qual estruturas membranares consistentes com a 

membrana do retículo endoplasmático foram observadas em contato próximo com 

estruturas identificadas como corpúsculos lipídicos (Figura 1.2.B). Robenek e 

colaboradores postulam que a biogênese dessas organelas ocorre próximo ao 

retículo, em regiões compartimentalizadas em formato de cálice, onde haveria o 

transporte e depósito de lipídios mediado por proteínas estruturais de corpúsculos 

lipídicos (ROBENEK et al., 2006). Paralelamente, Wan e colaboradores mostraram 

por microscopia eletrônica a presença de domínios de membrana e ribossomos 

incorporados ao núcleo lipídico dessas organelas (WAN et al., 2007) (Figura 1.2.C). 

Figura 1.2. Biogên ese e estrutura de corpúsculos lipídicos.  Três modelos de biogênese de 
corpúsculos lipídicos estão mostrados: (A) formação de massa de lipídios neutros, sintetizada por 
enzimas e depositada entre as duas camadas da membrana do retículo endoplasmático, seguido 
pelo brotamento da estrutura lipídica para o citoplasma; (B) formação de corpúsculos lipídicos em 
domínios do retículo endoplasmático em forma de cálice e ricos em proteínas PAT, uma família de 
proteínas estruturais e corpúsculos lipídicos; (C) formação de corpúsculos lipídicos por incorporação 
de domínios membranosos do retículo endoplasmático, contendo proteínas de superfície, proteínas 
transmembrana e ribossomos em seu interior (no detalhe).  Adaptado de BOZZA et al., 2009. 
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Estes autores sugerem um modelo de biogêneses que implica na incorporação de 

estruturas de membranas lamelares derivados do retículo endoplasmático no interior 

de corpúsculos lipídicos (WAN et al., 2007; BOZZA et al., 2009). De acordo com este 

modelo, corpúsculos lipídicos poderiam incorporar e acomodar proteínas 

transmembrana não somente na periferia dessas organelas, mas também em seu 

interior, como são comumente detectadas (DVORAK et al., 1993; BOZZA et al., 

1997; BOZZA et al., 1998). 

Corpúsculos lipídicos recém-formados podem aumentar de tamanho devido 

à acreção de ésteres de lipídios por diversos mecanismos, que podem incluir o 

depósito de lipídios em um acoplamento contínuo de corpúsculos lipídicos ao 

retículo endoplasmático, síntese de novo por enzimas presentes em corpúsculos 

lipídicos já formados, ou por fusão de corpúsculos lipídicos (FUJIMOTO et al., 2008; 

OHSAKI et al., 2008, KHOR et al., 2013). Até recentemente, supunha-se que a 

síntese e depósito de ésteres de lipídios em corpúsculos lipídicos ocorriam somente 

durante a interação entre essas organelas e o retículo endoplasmático. No entanto, 

um estudo recente descreveu a translocação de isoenzimas envolvidas nas etapas 

da síntese de triacilgliceróis do retículo endoplasmático para um subgrupo de 

corpúsculos lipídicos nascentes, onde permanecem associados de forma estável 

(WILFLING et al., 2013). Essas enzimas eram capazes de catalizar a síntese de 

triacilgliceróis em corpúsculos lipídicos, levando a um aumento no diâmetro dessas 

organelas (WILFLING et al., 2013). 

A fusão mutual de corpúsculos lipídicos é outro mecanismo proposto para 

crescimento dessas organelas, como demonstrado através de imagens sequenciais 

“time lapse” (BOSTRÖM et al., 2005). A presença de proteínas do complexo SNARE 

(receptor de SNAP) em corpúsculos lipídicos sugere que esta fusão possa ocorrer 

de forma similar à fusão de vesículas (BOSTRÖM et al., 2007). No entanto, o 

resultado desta fusão pode ser diferente devido às diferenças estruturais entre 

corpúsculos lipídicos e vesículas aquosas; enquanto o volume aquoso das vesículas 

é capaz de se ajustar de acordo com a disponibilidade de fosfolipídios da 

membrana, o volume total de lipídios resultante da fusão não se altera, causando 

uma diferença na proporção entre a superfície e o volume do corpúsculo lipídico 

fusionado e, portanto, um excesso de membrana (FUJIMOTO et al., 2008). Murphy e 

colaboradores confirmaram estas suposições através de análise quantitativa em 

tempo real, utilizando fusógenos químicos para induzir fusão de corpúsculos 

lipídicos em adipócitos e fibroblastos (MURPY et al., 2010). O excesso de 
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fosfolipídios e possíveis proteínas associadas podem ser descartados, utilizados em 

outros processos celulares ou, alternativamente, incorporados ao núcleo de 

corpúsculos lipídicos, sendo esta outra hipótese que justifica a presença de 

estruturas membranares e as inúmeras proteínas observadas no interior dessas 

organelas por diferentes técnicas (BOZZA et al., 1997, 1998; ROBENEK et al., 2004, 

2005; WAN et al., 2007). 

A biogênese de corpúsculos lipídicos é um processo induzido, altamente 

regulado, e depende de estímulos específicos em cada tipo celular. Na presença de 

proteínas como interleucinas e quimiocinas, leucócitos rapidamente formam 

corpúsculos lipídicos mesmo na ausência de lipídios exógenos (BOZZA et al., 1998; 

BARTEMES et al., 1999; BANDEIRA-MELO et al., 2001b, 2002b, PACHECO et al., 

2007). Em neutrófilos, corpúsculos lipídicos são induzidos in vitro após estímulo com 

fator ativador de plaquetas (PAF), ativadores da proteína cinase C (PKC) ou ácidos 

graxos cis-insaturados como ácido oléico ou ácido araquidônico (WELLER et al., 

1989, 1991b; BOZZA et al., 1996a, 1996b). Aumento na biogênese de corpúsculos 

lipídicos em neutrófilos e macrófagos também foi observado após indução de 

inflamação por lipopolissacarídeos (LPS) ou lipoproteína de baixa densidade 

oxidada (oxLDL), mas não por LDL nativa (PACHECO et al., 2002; SILVA et al., 

2002). Recentemente foi descrito em macrófagos a formação de novos corpúsculos 

lipídicos após estimulo por leptina, mostrando um papel fundamental das proteínas 

fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e mTOR na biogênese dessas organelas (MAYA-

MONTEIRO et al., 2008). 

Tentativas de caracterização das cascatas intracelulares de sinalização 

relacionadas à biogênese de corpúsculos lipídicos revelaram que, dependendo do 

estímulo, vias distintas podem acionar a formação de novas organelas. Em 

leucócitos, por exemplo, PAF atua em seu receptor acoplado à proteína G e induz 

formação de corpúsculos lipídicos via PKC e ativação da fosfolipase C (PLC) 

(BOZZA et al., 1996a, 1997, 1998). Em contraste, a ativação de outros receptores 

acoplados à proteína G, como os receptores de IL-8, C5a e leucotrieno B4 (LTB4) 

não induzem biogênese. Além disso, quimiocinas atuando via receptores CCR3 

como RANTES e eotaxina podem iniciar este processo em eosinófilos e basófilos, 

mas não em neutrófilos (BANDEIRA-MELO et al., 2001b; VIEIRA-DE-ABREU et al., 

2005). Biogênese de corpúsculos lipídicos mediada por receptores CCR3 é mediada 

por ativação de proteínas mitogênicas como MAP cinases, PI3K e tirosina-cinases, e 

não por PKC ou PLC como ocorre com ativação por PAF (BANDEIRA-MELO et al., 
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2001b). Ainda ilustrando esta especificidade de estímulo e sinalização, 

prostaglandina D2 (PGD2) é capaz de induzir diretamente a biogênese de 

corpúsculos lipídicos em eosinófilos, mas não em macrófagos, apesar de ambas as 

células expressarem receptores funcionais de PGD2 (MESQUITA-SANTOS et al., 

2006).  

A biogênese de corpúsculos lipídicos é um processo dinâmico, onde é 

possível observar a formação de novas organelas até uma hora após o estímulo. 

Portanto, questionou-se a necessidade de síntese protéica neste processo. Pré-

tratamento de leucócitos com inibidores da síntese protéica causou a inibição parcial 

da formação de novos corpúsculos lipídicos induzidos por PAF (BOZZA et al., 1997) 

mostrando que, dependendo do estímulo, a síntese de novas proteínas e a ativação 

de alguns genes precoces é necessária para este processo ocorrer (BOZZA et al., 

1996a, 1996b, 1997; BANDEIRA-MELO et al., 2001b; PACHECO et al., 2002). Em 

relação à expressão gênica, foi mostrado o papel desempenhado pelos receptores 

ativados por proliferador de peroxissomos (PPARs), fatores de transcrição membros 

da família de genes de receptores nucleares, durante a diferenciação de macrófagos 

(NAGY et al., 1998; TONTONOZ et al., 1998). Ligantes específicos para PPARγ 

potencializam a formação de novos corpúsculos lipídicos induzidos por oxLDL, por 

agonistas semelhantes a PAF, e pelo fator estimulante de colônias de granulócitos 

(G-CSF), sugerindo um papel importante para PPAR nesse processo (DE ASSIS et 

al., 2003; INAZAWA et al., 2003). 

Além de leucócitos, as diferentes vias de sinalização envolvidas na 

biogênese de corpúsculos lipídicos foram avaliadas em outros tipos celulares. Em 

células epiteliais, foi observada a biogênese de corpúsculos lipídicos após 

tratamento com ácidos graxos insaturados, envolvendo atividade de PI3K e p38 

cinase (MOREIRA et al., 2009). Foi demonstrada a importância de fosfolipase D1 e 

de ERK2 na formação de corpúsculos lipídicos tanto em fibroblastos quanto em 

sistema livre de células (ANDERSSON et al., 2006). Outro estudo mostrou um papel 

crucial da proteína P311 na indução de corpúsculos lipídicos por ácido retinóico em 

fibroblastos pulmonares (LEUNG et al., 2008). Já Gubern e colaboradores 

mostraram que a biogênese de corpúsculos lipídicos induzida por soro depende de 

fosforilação da enzima cPLA2-α no resíduo Ser505 em diversos tipos celulares, 

sugerindo um papel central desta enzima neste processo (GUBERN et al., 2008). 

Mais recentemente, o mesmo grupo mostrou que as proteínas JNK e ceramida-

cinase são responsáveis pela fosforilação de cPLA2-α requerida para a síntese de 
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corpúsculos lipídicos (GUBERN et al., 2009). As proteínas Prp19p e FSP27 

(proteína específica de gordura 27) foram identificadas como constituintes de 

corpúsculos lipídicos e necessárias para sua biogênese em adipóciotos de 

camundongos (CHO et al., 2007; PURI et al., 2007; NISHINO et al., 2008). Um 

homólogo de seipina, proteína envolvida na Lipodistrofia Congênita de Berardinelli-

Seip (BSCL), também é importante na biogênese e manutenção de corpúsculos 

lipídicos em leveduras (SZYMANSKI et al., 2007; FEI et al., 2008). Já em células 

endoteliais foi observada a formação de corpúsculos lipídicos durante hipóxia, 

mediada por PKC e sinalização dependente de tirosinas cinases (SCARFO et al., 

2000). 

 

1.2.3. Família de proteínas PAT  

Corpúsculos lipídicos contêm inúmeras proteínas funcionalmente diversas. 

Dentre elas, um grupo de proteínas tem um papel fundamental na sua formação, 

manutenção, modificação e involução. Juntas compõem a família PAT de proteínas 

estruturais, nomeada a partir dos seus três membros mais conhecidos: Perilipina, 

ADRP (Proteína Relacionada à Diferenciação de Adipócitos, também chamada de 

perilipina 2, adipofilina ou ADFP) e TIP47 (Proteína de Interação de Cauda de 47 

kDa, também chamada de perilipina 3 ou PP17 ). Também fazem parte da família as 

proteínas S3-12 (perilipina 4) e OXPAT, esta última também chamada de perilipina 

5, Proteína de Corpúsculos Lipídicos do Miocardio (MLDP) ou Lipid Storage Droplet 

Protein 5 (LSDP5) (LONDOS et al., 2005; BRASAEMLE, 2007; BICKEL et al., 2009, 

KIMMEL et al., 2010) (Figura 1.3). Os membros da família PAT diferem entre si em 

tamanho, tecidos expressos, afinidade por corpúsculos lipídicos, estabilidade e 

regulação transcricional (BICKEL et al., 2009). Estas diferenças implicam que cada 

proteína PAT possui funções celulares distintas, mas todas regulam a interface entre 

corpúsculos lipídicos e o ambiente celular. 

Os membros perilipina, ADRP e TIP47 são evolutivamente conservados, 

apresentando proteínas homólogas com funções semelhantes em Drosophila e 

Dictyostelium (MIURA et al., 2002). ADRP e TIP47 apresentam a maior conservação 

de seqüência de aminoácidos, com 47% de identidade. Com exceção da proteína 

S3-12, esta grande similaridade de sequência é compartilhada entre os membros da 

família principalmente em sua porção N-terminal, denominada domínio PAT 

(BRASAEMLE et al. 2007) (Figura 1.3). No entanto, esta sequência não é 

imprescindível para a localização em corpúsculos lipídicos, pois construções da 
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proteína ADRP com ausência ou do domínio PAT ou da sua região C-terminal foram 

localizadas nessas organelas (MCMANAMAN et al., 2003). Além disso, já foi 

mostrado que há redundância nas seqüências que especificam o direcionamento de 

proteínas PAT para corpúsculos lipídicos (MCMANAMAN et al., 2003; NAKAMURA e 

FUJIMOTO, 2003; TARGETT-ADAMS et al., 2003). Repetições 11-mer, que são 

encontradas em sinucleínas e apolipoproteínas e tem a predisposição a constituir 

hélices anfipáticas (BUSSEL e ELIEZER, 2003), assim como acilação, podem estar 

diretamente envolvidas na ancoragem de proteínas PAT em corpúsculos lipídicos 

(HEID et al., 1996; HICKENBOTTOM et al., 2004; BULAKINA et al., 2009).  

 

 

 

Perilipina foi a primeira proteína específica de corpúsculos lipídicos 

encontrada em células de mamíferos (GREENBERG et al., 1991). São conhecidas 

três de suas isoformas (A, B e C), geradas por splicing alternativo (BICKEL et al., 

2009). Perilipinas funcionam controlando o acesso de lipases ao interior de 

corpúsculos lipídicos em células em repouso, reduzindo assim a taxa de hidrólise de 

Figura 1.3. Representação  esquemática das proteínas da família PAT . Estão representas as 
características estruturais das proteínas Perilipina A, ADRP, TIP47, OXPAT/MLDP e S3-12 e seus 
respectivos tamanhos em aminoácidos. A região N-terminal das proteínas PAT, excetuando S3-12, 
apresenta uma região de 100 aminoácidos bem conservada chamada domínio PAT (verde). 
Sobreposta a essa região existem sequências de aminoácidos com repetições 11-mer, supostas a 
formar hélices anfipáticas (amarelo) (BUSSEL E ELIEZER, 2003). ADRP, TIP47 e OXPAT/MLDP 
apresentam ainda domínios compostos por feixe de α-hélices anfipáticas (azul escuro) (Hickenbotton 
et al., 2004). Excetuando perilipina A, proteínas PAT apresentam e, sua porção C-terminal uma região 
conservada de 14 aminoácidos, que formam um bolso hidrofóbico na proteína TIP47 (vermelho) 
(HICKENBOTTON et al., 2004). Em contraste, perilipina A apresenta regiões hidrofobias exclusivas 
(lilás) e um domínio acídico (azul claro), além de ser a única proteína PAT a apresentar sítios 
consenso de fosforilação por PKA (barras pretas). Figura adaptada de BRASAEMLE, 2007. 
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triacilgliceróis (SOUZA et al., 1998; BRASAELME et al., 2000; SOUZA et al. 2002; 

TANSEY et al., 2003). Em contraste, a ativação da lipólise mediada por estímulos β-

adrenérgicos causa fosforilação de perilipina mediada pela proteína quinase A 

(PKA), tornando-a um sítio de ancoragem para a lipase hormônio-sensitiva (HSL) 

(SZTALRYD et al., 2003). Dados obtidos de camundongos deficientes para perilipina 

são consistentes com este modelo, mostrando redução de massa de gordura, 

resistência à obesidade, aumento de lipólise basal e diminuição de lipólise 

estimulada (MARTINEZ-BOTAS et al., 2000; TANSEY et al., 2001).  

Foi também relatada a associação de perilipina com outra proteína presente 

em corpúsculos lipídicos, CGI-58/ABHD5 (Comparative Gene Identification-58/AB-

hydrolase Containing 5) (YAMAGUCHI cols., 2004), co-ativadora de outra lipase 

denominada ATGL (Lipase de Triglicerídeos do Tecido Adiposo, também chamada 

de desnutrina ou fosfolipase A2ζ) (LASS et al., 2006). Em células em repouso, 

perilipina seqüestra CGI-58/ABHD5, prevenindo a ativação da hidrólise de 

triacilglicerol (SUBRAMANIAN et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2007). Após 

estímulo, a fosforilação de perilipina A por PKA libera CGI-58/ABDH5 para o 

citoplasma, facilitando a interação proteína-proteína entre CGI-58/ABDH5 e ATGL 

(SUBRAMANIAN et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2007, GRANNEMAN et al., 2007, 

2009). 

Dentre as proteínas da família PAT, ADRP é uma das proteínas mais 

estudadas. A expressão da proteína ADRP é ubíqua, e sua associação com 

corpúsculos lipídicos foi vista em todos os tipos celulares examinados, sendo 

considerada uma proteína marcadora específica dessas organelas. ADRP foi 

inicialmente descrita como um transcrito de RNA induzido durante a diferenciação de 

adipócitos em cultura, gerando uma proteína de aproximadamente de 50 kDa 

(JIANG et al., 1992a, 1992b). Posteriormente, uma avaliação por imunocitoquímica 

revelou que ADRP localiza-se em corpúsculos lipídicos de células da linhagem de 

adipócitos 3T3-L1, em células de Leydig MA-10, em fibroblastos da linhagem CHO, 

e em hepatomas humanos da linhagem HepG2 (BRASAEMLE et al., 1997). Análise 

de diversas linhagens celulares por imunofluorescência também revelou expressão 

de ADRP em células de diferentes tecidos e espécies (HEID et al., 1998). 

Embora a função biológica de ADRP não tenha sido totalmente esclarecida, 

várias evidências apontam para um papel desta proteína na captação de ácidos 

graxos, na ligação de ácidos graxos e colesterol, na estocagem de lipídios neutros e 

na secreção de glóbulos lipídicos do leite (BRASAEMLE et al., 1997; HEID et al., 
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1998; GAO e SERRERO, 1999; TARGETT-ADAMS et al., 2003; WANG et al., 2003; 

CHANG et al., 2011). Além disso, a superexpressão de ADRP foi associada com 

aumento do número de corpúsculos lipídicos e com aumento do conteúdo de 

triacilglicerol celular (IMAMURA et al., 2002; NAKAMURA e FUGIMOTO, 2003; 

LARIGAUDERIE et al., 2004; EDVARDSSON et al., 2006, LISTENBERGER et al., 

2007). Foi demonstrado inclusive o aumento na expressão de ADRP em células 

após incubação com ácidos graxos ou em doenças associadas com acúmulo de 

gordura celular (WANG et al., 1999; GAO et al., 2000; SETH et al., 2003; TARGETT-

ADAMS et al., 2005; FUJII et al., 2009), assim como a partir da ativação do receptor 

tipo Toll 4 por LPS em macrófagos (FEINGOLD et al., 2010) . A expressão gênica de 

ADRP é regulada por receptores da subfamília de receptores nucleares PPAR, 

incluindo PPARα em hepatócitos (EDVARDSSON et al., 2006) e PPARβ/δ em 

queratinócitos (SCHMUTH et al., 2004). Um elemento responsivo a PPAR (PPRE) 

foi identificado nos promotores do gene para ADRP humana (TARGETT-ADAMS et 

al., 2005) e murina (CHAWLA et al., 2003, FAN et al., 2009). Ligantes para 

receptores PPAR, incluindo ácidos graxos de cadeia longa (GAO et al., 2000, DE 

WILDE et al., 2010) e agonistas de PPAR (VOSPER et al., 2001; BUECHLER et al., 

2001; BILDIRICI et al., 2003; SCHADINGER et al., 2005; DE WILDE et al., 2010) 

induzem expressão de RNA mensageiro de ADRP, embora esses efeitos variem de 

acordo com o tipo celular. Também foi descrita a regulação gênica de ADRP 

mediada por PU.1 e AP-1 em macrófagos estimulados por PMA (WEI et al., 2005) ou 

ácido oleico (FAN et al., 2009), e por HIF-1 em células da linhagem HepG2 e em 

células de carcinoma de mama MCF-7 (SAARIKOSKI et al., 2002). 

A proteína ADRP pode ser modificada pós-tradução por fosforilação, 

acilação ou ubiquitinação. Usando espectroscopia de massa, Bartz e colaboradores 

identificaram um fosfopeptídeo na proteína ADRP humana (serina 291) no fosfo-

proteoma de corpúsculos lipídicos isolados de células HeLa após tratamento com 

ácido oléico (BARTZ et al., 2007). Esta serina é conservada na proteína ADRP de 

murinos, mas sua significância funcional ou a cinase responsável por sua 

fosforilação ainda não foi descoberta. Análise de ADRP derivada de membranas dos 

glóbulos lipídicos do leite sugere a acilação desta proteína (HEID et al., 1996), 

podendo ter um papel na ancoragem destas proteínas em corpúsculos lipídicos. A 

ubiquitinação de ADRP, por sua vez, está relacionada com direcionamento para 

degradação pelo proteassomo (XU et al., 2005; MASUDA et al., 2005; HOOPER et 

al., 2010). Uma construção truncada da proteína ADRP (com remoção dos 
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aminoácidos 1 a 89) foi resistente à degradação proteassomal em cultura deficiente 

em lipídios, sugerindo que a região N-terminal da proteína cumpra um papel nesse 

processo (ORLICKY et al., 2008). Hooper e colaboradores mostraram recentemente 

o papel da proteína Spartin promovendo a poliubiquitinação de ADRP a partir da 

ativação e recrutamento da proteína E3 ubiquitina ligase AIP4 diretamente para 

corpúsculos lipídicos (HOOVER et al., 2010). Paralelamente, proteínas ADRP que 

não estão ligadas a corpúsculos lipídicos também podem ser marcadas para 

degradação (XU et al., 2005), e sua associação com estas organelas pode ser 

regulada por complexos protéicos. Nakamura e colaboradores identificaram a 

interação de ADRP com o fator de ribosilação do ADP (ARF1), e mostraram que 

expressão de um dominante negativo de ARF1, que mimetiza seu estado quando 

ligado a GDP, resultou na dissociação de ADRP de corpúsculos lipídicos 

(NAKAMURA et al., 2004). 

Dependendo do estímulo ou do tipo celular, é possível observar uma 

regulação diferenciada da localização de ADRP em corpúsculos lipídicos. Por 

exemplo, células de Leydig MA-10 apresentam co-localização das proteínas ADRP e 

perilipina (BRASAEMLE et al., 1997), enquanto que uma transição na composição 

de proteínas de corpúsculos lipídicos foi demonstrada durante a diferenciação de 

pré-adipóctios 3T3-L1, no qual ADRP é sequencialmente substituída por perilipina 

(BRASAEMLE et al., 1997). A transição de proteínas ADRP e perilipina também foi 

observada durante a lipólise estimulada por hormônios em adipócitos, no qual 

corpúsculos lipídicos previamente revestidos por perilipina regridem, sendo possível 

visualizar em seu lugar organelas menores contendo ADRP (GROSS et al., 2006). 

Sugere-se nesse caso que ADRP possa substituir perilipina para manter a estrutura 

e morfologia de corpúsculos lipídicos reduzidos ou recém-sintetizados. Um 

mecanismo semelhante foi descrito durante lipólise mediada por incubação com 

ácido linoléico conjugado (CLA), onde também foi observada a regressão de 

corpúsculos lipídicos com substituição de perilipina por ADRP em adipócitos, com 

papel fundamental das vias de ERK e mTOR (CHUNG et al., 2005).  

A geração de camundongos deficientes para ADRP revelou a significância 

desta proteína para o metabolismo lipídico em hepatócitos. Chang e colaboradores 

descreveram a construção de um camundongo deficiente para a proteína completa 

de ADRP e não observaram alterações na diferenciação de adipócitos e na 

formação do tecido adiposo (CHANG et al., 2006). Os animais também 

apresentaram níveis normais de glicose, insulina e lipídios no plasma (CHANG et al., 
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2006). No entanto, a deficiência da proteína ADRP completa foi relacionada com 

redução no conteúdo de TAG em hepatócitos e com atenuação de esteatose 

causada por dieta rica em gordura, além da diminuição no tamanho e na quantidade 

de corpúsculos lipídicos notada nessas células (CHANG et al., 2006). Contudo, foi 

mostrado posteriormente que este camundongo é capaz de produzir uma versão 

truncada da proteína ADRP em sua porção N-terminal (RUSSEL et al., 2008), o que 

poderia explicar os efeitos pouco expressivos no metabolismo de lipídios nesses 

animais quando comparados aos efeitos observados no animal selvagem. 

Recentemente, um trabalho desenvolveu um novo modelo de camundongo 

deficiente para ADRP, que desta vez apresentavam a perda completa da síntese 

protéica (MCMANAMAN et al., 2013). Esses animais apresentavam resistência à 

obesidade induzida por dieta rica em gordura e aumento de atividade física 

(MCMANAMAN et al., 2013). Em relação ao tecido adiposo, foi observada uma 

diminuição no tamanho celular de adipócitos, e uma tendência ao aparecimento de 

um maior número de adipócitos subcutâneos marrons (MCMANAMAN et al., 2013). 

Por fim, também foi observada uma diminuição de focos inflamatórios no tecido 

adiposo, bem como uma redução de esteatose no tecido hepático (MCMANAMAN et 

al., 2013). Esses dados sugerem que ADRP desempenha um importante papel na 

homeostasia energética. 

A função de outra proteína da família PAT, TIP47, foi avaliada por depleção 

mediada por RNA de interferência em linhagem de fibroblastos embrionária derivada 

de camundongos expressando a proteína ADRP truncada (SZTALRYD et al., 2006). 

Foi observada uma complementação funcional de TIP47 nessas células, já que esta 

proteína substitui ADRP como a proteína PAT preponderante em corpúsculos 

lipídicos. A deficiência combinada de ambas as proteínas levou a uma maior síntese 

de fosfolipídeos em detrimento a TAGs a partir de ácidos graxos exógenos, 

causando uma pequena redução na formação de corpúsculos lipídicos nessas 

células (SZTALRYD et al., 2006). Já Bell e colaboradores inibiram a expressão de 

ADRP e TIP47 em células hepáticas da linhagem AML12, e observaram um 

aumento no tamanho de corpúsculos lipídicos causado possivelmente por 

desregulação do controle de fusão dessas organelas (BELL et al., 2008). Este 

estudo também mostrou que depleção das duas proteínas causou insensibilidade à 

insulina nessas células, processo que foi revertido com inibição da expressão da 

lipase ATGL. Ambos os modelos também mostraram um aumento da lipólise após 

depleção de TIP47 e ADRP. Esses estudos mostram evidências de que a regulação 
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de proteínas PAT tem influência no metabolismo lipídico. Mais recentemente, foi 

demonstrado que TIP47 é fundamental para a biogênese de corpúsculos lipídicos 

em células HeLa (BULANKINA et al., 2009).  

Outras funções foram propostas para TIP47 em diferentes contextos. 

Expressão de proteína do vírus da hepatite C (HCV) em linhagem de hepatoma 

causou translocação de TIP47 do citosol para corpúsculos lipídicos, culminando em 

alterações no metabolismo lipídico possivelmente pela falta de disponibilidade de 

TIP47 no tráfico de endossomos (SATO et al., 2006). Posteriormente, verificou-se 

que TIP47 atua como regulador positivo da replicação do HCV, ao interagir com a 

proteína viral NS5A (VOGT et al., 2013; PLOEN et al., 2013). A proteína TIP47 

também foi implicada de agir como cofator na montagem de partículas do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), ao interagir e permitir a co-localização das proteínas 

virais Gag e Env (LOPEZ-VERGÈS et al., 2006; BAUBY et al., 2010). TIP47 ainda é 

capaz de atuar em um mecanismo de direcionamento da proteína tirosina-fosfatase 

Meg2 para vesículas secretórias (SAITO et al., 2007), e como um inibidor da 

hidrólise de retinil-estéres por lipases em queratinócitos (GAO e SIMON, 2006). Por 

fim, TIP47 é capaz de se ligar à mitocôndrias em condições de estresse oxidativo, e 

inibir morte celular ao proteger a integridade da membrana mitocondrial (HOCSAK et 

al., 2010). 

S3-12 e OXPAT são codificadas por genes in tandem no cromossomo 

humano 19 e no cromossomo murino 17 (WOLINS et al., 2006; DALEN et al., 2007). 

Apesar de sua proximidade no genoma, as proteínas codificadas por esses genes 

apresentam funções específicas baseadas em sua distribuição nos tecidos. Em 

camundongos, S3-12 é expressa principalmente no tecido adiposo branco, e em 

menor grau nos músculos esqueléticos e cardíaco, relacionando sua função com 

estocagem de lipídeos (WOLINS et al., 2003, 2005, 2006; DALEN et al., 2007). S3-

12 é pouco expressa em tecido adiposo marrom, que é especializado em 

termogênese adaptativa e apresenta alta capacidade de oxidação de lipídeos. 

OXPAT, por outro lado, é proeminentemente expresso em tecidos que exibem alta 

capacidade de oxidação de ácidos graxos, incluindo coração, fígado, tecido adiposo 

marrom e tecidos musculares esqueléticos menos glicolíticos (WOLINS et al., 2006). 

A expressão diferencial de S3-12 e OXPAT em tecidos adiposos branco e marrom, 

respectivamente, sugere que estas proteínas compartimentalizam lipídeos para 

diferentes vias metabólicas (WOLINS et al., 2006). Proteínas S3-12 endógenas e 

OXPAT exógenas são estáveis no citosol de células cultivadas em privação de 
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lipídeos, e translocam para corpúsculos lipídicos após captação de ácidos graxos de 

cadeia longa (WOLINS et al., 2003, 2005, 2006; DALEN et al., 2007). É possível 

observar a localização de S3-12 em corpúsculos lipídicos durante lipólise estimulada 

em adipócitos (BRASAEMLE et al., 2004), embora o mesmo ainda não tenha sido 

demonstrado para OXPAT. Localização de OXPAT em corpúsculos lipídicos foi 

mostrada em cardiomiócitos primários e em fígado de camundongo (WOLINS et al., 

2006), assim como na linhagem de células esteroidogênicas MLTC-1 (YAMAGUCHI 

et al., 2006). 

 

1.2.4. Funções de corpúsculos lipídicos 

As diversas funções desempenhadas por corpúsculos lipídicos estão 

diretamente relacionadas à sua composição lipídica e proteica, embora elas ainda 

não tenham sido completamente esclarecidas. Estudos proteômicos e uma 

varredura genômica funcional revelaram um grande número de proteínas 

funcionalmente distintas presentes em corpúsculos lipídicos (ATHENSTAEDT et al., 

1999; BRASAEMLE et al., 2004; FUJIMOTO et al., 2004; LIU et al., 2004; UMLAUF 

et al., 2004; CERMELLI et al., 2006; BARTZ et al. 2007; GUO et al., 2008). Contudo, 

a natureza diversa dessas proteínas reflete bem as diferenças entre os tipos 

celulares e os diferentes estados metabólicos das células analisadas, e 

possivelmente os diferentes papéis que corpúsculos lipídicos desempenhem em 

cada caso em particular. 

A função primária de corpúsculos lipídicos é a estocagem de lipídios neutros 

e fornecimento de ácidos graxos e colesterol livre (MARTIN e PARTON, 2005). 

Lipídios estocados nessas organelas podem ser hidrolisados e posteriormente 

usados para β-oxidação, síntese de membrana, modificação de proteínas e geração 

de moléculas de sinalização. De fato, foi observada em corpúsculos lipídicos a 

presença de enzimas chave envolvidas na síntese de ácidos graxos (acetil-coenzima 

A carboxilase, NADH-citocromo-b5 redutase) e no metabolismo do colesterol 

(esqualeno epoxidase, 17-β-hidroxiesteróide desidrogenase, lanosterol sintase) 

(BRASAEMLE et al., 2004; FUJIMOTO et al., 2004; LIU et al., 2004; UMLAUF et al., 

2004). Outros trabalhos mostram a presença de caveolina em corpúsculos lipídicos. 

Caveolinas são proteínas majoritárias das caveolas, regiões da membrana 

plasmática de composição lipídica específica com papel na endocitose e na 

recepção e transmissão de sinalização extracelular (MARTIN e PARTON, 2005). 

Caveolinas são direcionadas a corpúsculos lipídicos de uma maneira regulada e 
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transiente em adipócitos, hepatócitos, macrófagos e células da linhagem COS 

(FUJIMOTO et al., 2001; OSTERMEYER et al., 2001; POL et al., 2001, 2004; 

UMLAUF et al., 2004; ROBENEK et al., 2005). Caveolinas foram descritas ligando-

se a colesterol livre e ácidos graxos (MURATA et al., 1995; TRIGATTI et al., 1999) e 

regulando o tráfego de colesterol celular (IKONEN e PARTON, 2000; FIELDING e 

FIELDING, 2001; IKONEN et al., 2004), e a interação dessas proteínas com 

corpúsculos lipídicos ratifica a implicação dessas organelas no balanço de colesterol 

(MARTIN e PARTON, 2005). Outros papéis também foram descritos para caveolina 

na regulação de corpúsculos lipídicos. Foi mostrado que esta proteína é fundamental 

para a regeneração do fígado, envolvendo diretamente a formação de novos 

corpúsculos lipídicos (FÉRNANDEZ et al., 2006), e mais recentemente, foi sugerido 

que esta molécula tenha um papel importante na composição de fosfolipídios e 

proteínas na membrana destas organelas (BLOUIN et al., 2010). Em outro contexto, 

células do epitélio pigmentar da retina apresentam corpúsculos lipídicos distintos, 

denominados retinossomos. Foi demonstrado in vivo que essas estruturas são 

responsáveis pela reciclagem de 11-cis-retinal, um derivado do ácido retinóico, 

sendo esse processo necessário para a produção de rodopsina e manutenção da 

sensibilidade à luz dos fotorreceptores (IMANISHI et al., 2004). 

Corpúsculos lipídicos estão envolvidos na síntese de eicosanóides durante 

inflamações. É possível verificar correlações entre a biogênese de corpúsculos 

lipídicos e a geração de eicosanóides derivados de ciclooxigenase (COX) e 

lipoxigenase (LO), respectivamente prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4) 

(BOZZA et al., 1996a, 1996b, 1997; PACHECO et al., 2002, 2007). Corpúsculos 

lipídicos também foram descritos como sítios ricos em ácido araquidônico (AA) 

(WELLER e DVORAK, 1985). Como foi descrito anteriormente, foi mostrado também 

nessas organelas a compartimentalização de enzimas fundamentais na liberação de 

AA, como cPLA2, ERK1, ERK2, p38 e p85 (YU et al., 1998), assim como as 

principais enzimas envolvidas na sua conversão em eicosanóides, como 5-LO, 15-

LO e COX (BOZZA et al., 1997, 1998; DVORAK et al., 1992, 1993), ou leucotrienos, 

como LTC4 sintase (BOZZA et al., 1998). Por fim, através de ligação cruzada de 

eicosanóides recém-formados in situ, foi possível comprovar que corpúsculos 

lipídicos são sítios intracelulares de produção de LTC4, LTB4, e PGE2 em leucócitos 

estimulados (BANDEIRA-MELO et al., 2001b, 2002a; VIEIRA-DE-ABREU et al., 

2005; D’AVILA et al., 2006; PACHECO et al., 2007). Esses dados apontam para um 

importante papel desempenhado por essas organelas no estabelecimento de um 
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ambiente inflamatório (BOZZA et al., 2009; BOZZA e VIOLA, 2010). Enzimas 

formadoras de eicosanóides também foram encontradas em células não-mielóides, 

implicando a importância de corpúsculos lipídicos na produção dessas moléculas 

também em condições não inflamatórias (DVORAK et al., 1992, 1993, 1994; AREND 

et al., 2004; ACKERMAN et al., 2005; XIE et al., 2006). 

Análises de proteômica identificaram inúmeras proteínas GTPases da família 

Rab (BRASAELME et al., 2004; LIU et al., 2004; UMLAUF et al., 2004; OZEKI et al., 

2005). A localização de uma dessas proteínas, Rab18, foi posteriormente 

confirmada por imunofluorescência em diferentes tipos celulares (MARTIN et al., 

2005; OZEKI et al., 2005). Proteínas Rab são reguladoras críticas do tráfego 

vesicular e de interações entre organelas (SEABRA et al., 2002), e a presença 

dessas proteínas em corpúsculos lipídicos sugere interação com outras organelas 

na célula (LIU e col., 2007). Por exemplo, Ozeki e colaboradores mostraram que 

Rab18 medeia interações entre corpúsculos lipídicos e o retículo endoplasmático 

(OZEKI et al., 2005), e foi sugerida a importância desta molécula no metabolismo 

lipídico mediado por hormônios (PULIDO et al., 2011). A presença de proteínas Rab 

em corpúsculos lipídicos ainda sugere um papel dessas organelas no tráfego de 

membranas (LIU et al., 2004; MURPHY et al., 2009). 

A presença de diversas proteínas cinases em corpúsculos lipídicos indica 

que esta organela possa atuar como um domínio citoplasmático implicado na 

compartimentalização da sinalização intracelular. Foi demonstrada a localização em 

corpúsculos lipídicos de proteínas MAP cinases, PKC e PI3K, enzimas chave na 

sinalização intracelular lipídica em diversas respostas celulares (YU et al., 1998, 

2000; CHEN et al., 2002). A fosfolipase cPLA2, enzima que especificamente hidrolisa 

ácido araquidônico de glicofosfolipídios (CLARK et al., 1990; LESLIE, 1991) é 

ativada por fosforilação pelas proteínas MAP cinase ERK1, ERK2 e p38 (LIN et al., 

1993; SA et al., 1995). Yu e colaboradores mostraram a co-localização dessas 

cinases com cPLA2 em corpúsculos lipídicos ricos em araquidonato (YU et al., 1998), 

sugerindo que a compartimentalização da sinalização garanta a rápida ativação de 

cPLA2 em resposta a estímulos extracelulares.  

Outro grupo de proteínas que podem ser localizadas em corpúsculos 

lipídicos são citocinas, uma família de glicoproteínas envolvidas em crescimento 

celular, inflamação, imunidade, diferenciação e reparo. Essas moléculas 

sinalizatórias são produzidas por diversas células, incluindo leucócitos ativados 

como macrófagos, neutrófilos, mastócitos basófilos e eosinófilos. Essas células são 
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capazes de estocar citocinas em diversos compartimentos celulares, como grânulos, 

vesículas e corpúsculos lipídicos (BANDEIRA-MELO e WELLER, 2005). A primeira 

citocina encontrada nessas organelas foi o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

localizado em corpúsculos lipídicos de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos 

infiltrantes de biópsias de pacientes com doença de Crohn (BEIL et al., 1995). TNF-α 

também foi localizado em corpúsculos lipídicos de leucócitos circulantes de 

pacientes com quadro clínico de sépsia ou de camundongos após indução de sépsia 

experimental (PACHECO et al., 2002). Da mesma forma, o fator de crescimento de 

fibroblastos básico (bFGF) foi localizado em corpúsculos lipídicos de mastócitos 

pulmonares (DVORAK et al., 2001), e os quimioatratantes IL-16 e RANTES foram 

detectados em corpúsculos lipídicos de eosinófilos (LIM et al., 1996). É possível 

ainda que corpúsculos lipídicos possam participar de processos de exocitose de 

citocinas. Foi demonstrado recentemente que proteínas SNARE medeiam a fusão 

entre corpúsculos lipídicos (BOSTRÖM et al., 2007), e já que essas proteínas são 

importantes para a fusão de vesículas secretórias e a membrana plasmática (HONG 

et al., 2005; JAHN e SCHELLER, 2006), é possível que estas organelass também 

possam participar desse processo. No entanto, a sua participação na exocitose 

ainda não foi demonstrada.  

Outra possível função para corpúsculos lipídicos foi proposta pelo 

pesquisador Michael Welte, segundo a qual estas organelas atuariam como sítios de 

estocagem de diversas proteínas em diferentes situações, sendo este um 

mecanismo altamente regulado (WELTE, 2007). Segundo Welte, corpúsculos 

lipídicos podem servir como refúgio para proteínas, mantendo-as inativas quando 

não necessárias. Isso é observado em embriões de Drosophila, onde grande parte 

das histonas livres é mantida associada a corpúsculos lipídicos (CERMELLIE et al., 

2006). Esse recrutamento é específico, pois ele somente ocorre em ovários e células 

embrionárias iniciais, e somente envolve as histonas H2A, H2B e H2Av 

(CERMELLIE et al., 2006). Esse processo pode ser um mecanismo de proteção, já 

que histonas livres podem interferir com a homeostase celular (GUNJAN e 

VERREAULT, 2003; GUNJAN et al., 2005). Segundo Welte, associação com 

corpúsculos lipídicos também pode facilitar a degradação de proteínas (WELTE, 

2007). Em hepatócitos, alteração farmacológica no processo de reciclagem de 

proteínas causou o acúmulo de proteínas apolipoproteina B-100 (ApoB) 

poliubiquitinadas em corpúsculos lipídicos, em conjunto com outras proteínas 

ubiquitinadas (OHSAKI et al., 2006), sugerindo que essas proteínas acumuladas em 
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corpúsculos lipídicos sigam para vias de degradação. 

Nos últimos anos alguns trabalhos têm relacionado corpúsculos lipídicos 

com autofagia (DONG e CZAJA, 2011). Em 2009, Singh e colaboradores mostraram 

que a autofagia contribui para o metabolismo de lipídios intracelulares mobilizando 

corpúsculos lipídicos para degradação (SINGH et al., 2009a). No mesmo estudo 

também foi mostrado que a inibição do mecanismo de autofagia leva a um acúmulo 

de lipídios intracelulares em hepatócitos (SINGH et al., 2009a). Além disso, uma 

relação bidirecional parece existir entre corpúsculos lipídicos e autofagia, já que o 

aumento no conteúdo de lipídios intracelulares também é capaz de diminuir a função 

de autofagia (YANG et al., 2010). Por outro lado, dados obtidos em adipócitos de 

camundongos mostram uma função oposta do que a observada em hepatócitos. 

Nesse outro contexto, a inibição da autofagia impediu a formação de novos 

corpúsculos lipídicos, o que interrompeu a diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 

(SINGH et al., 2009b) e de fibroblastos murinos embrionários (BAERGA et al., 2009) 

em adipócitos maduros. Em concordância com estes resultados, outro estudo 

realizado com pacientes apresentando diabetes tipo dois mostrou que adipócitos 

contendo grandes quantidades de corpúsculos lipídicos apresentavam atenuação da 

sinalização por insulina e aumento da atividade autofágica (ÖST et al., 2010) 

Alguns trabalhos implicam corpúsculos lipídicos também na regulação do 

ciclo celular. Férnadez e colaboradores demonstraram a importância de caveolina-1 

na regeneração do fígado ao mostrar que a inibição do acúmulo de corpúsculos 

lipídicos em células desses animais causou parada de progressão do ciclo celular 

(FÉRNANDEZ et al., 2006). Este dado sugere que a progressão do ciclo seja 

regulada metabolicamente por corpúsculos lipídicos. Mais recentemente foi 

mostrado em leveduras que a lipase Tgl4 (homóloga da lipase ATGL humana), 

localizada em corpúsculos lipídicos, apresenta fosforilação dependente de Cdc28 

(homóloga de CDK1 humana) (KURAT et al., 2009). Este trabalho demonstrou que a 

ausência de fosforilação mediada por Cdc28 acarreta em perda de lipólise mediada 

por Tgl4 e, consequentemente, a um atraso na progressão do ciclo celular. Além 

disso, a inibição simultânea da hidrólise de lipídios e a síntese de ácidos graxos 

impediram completamente a progressão pela fase G1 do ciclo celular. Estas 

observações são uma importante contribuição para o esclarecimento do papel do 

metabolismo de triacilgliceróis na regulação do ciclo celular. 
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1.2.5. Papel de corpúsculos lipídicos na fisiopatologia de doenças 

Durante as duas últimas décadas foi possível observar um acúmulo de 

informações acerca da biologia de corpúsculos lipídicos e, consequentemente, do 

seu potencial papel na fisiopatologia de doenças. O aumento da lipogênese e 

defeitos na regulação de lipídios são fenótipos comuns em diversas patologias, e 

muitos trabalhos tem associado o aumento no número de corpúsculos lipídicos a 

doenças extremamente difundidas e de grande relevância econômica, como 

diabetes, aterosclerose, processos inflamatórios e neoplasias. Entretanto, apesar 

dos indícios de que corpúsculos lipídicos desempenham um importante papel no 

estabelecimento destas diferentes patologias, os mecanismos envolvidos nesses 

processos ainda não foram completamente elucidados. Portanto, é de grande 

interesse entender os mecanismos regulatórios envolvendo corpúsculos lipídicos 

para a identificação de possíveis novos alvos terapêuticos.  

O acúmulo de corpúsculos lipídicos em hepatócitos e em células musculares 

foi associado ao desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes tipo 2 

(TASKINEN, 2003). Boström e colaboradores sugerem que a captação de ácidos 

graxos eleva a quantidade de corpúsculos lipídicos, deslocando a proteína SNAP23 

da membrana plasmática para esta organela. Ao permanecer fora da membrana, 

SNAP23 se desliga do mecanismo de translocação do receptor GLUT4 e captação 

de glicose mediada por insulina (BOSTRÖM et al., 2007; BOSTRÖN et al., 2010). 

Esse mecanismo de sequestro de SNAP23 causa insensibilidade à insulina e pode 

explicar alguns modelos de diabetes (SÖLLNER, 2007; OLOFSSON et al., 2011). 

Alterações nas proteínas da família PAT também podem ter implicações na 

diabetes. Foi mostrado que a inibição da proteína ADRP previne a resistência à 

insulina causada por dieta em camundongos (VARELA et al., 2008). Por outro lado, 

a redução dos níveis de ADRP também foi capaz de causar a diminuição da 

produção de insulina por células β-pancreáticas (FALECK et al., 2010). 

A desregulação de corpúsculos lipídicos é um fator que contribui para o 

desenvolvimento de outras doenças específicas. Por exemplo, a síndrome de 

Chanarin-Dorfman, caracterizada por disfunção da estocagem de lipídios (ANGELINI 

et al., 1980), é causada por mutações em uma proteína específica de corpúsculos 

lipídicos, CGI-58/ABHD5 (LEFEVRE et al., 2001; YAMAGUCHI et al., 2009). 

Mutações nesta proteína resultam em esteatose hepática, ictiose, problemas no 

desenvolvimento e depósito de lipídios em diversos tipos celulares (IGAL et al., 

1997; SREBRNIK et al., 1998; SCHWEIGER et al., 2009). Por sua vez, a lipodistrofia 
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genética humana é caracterizada pela completa perda de tecido adiposo 

(ARGAWAL e GARG, 2006), e já foi associada a diversos loci incluindo o gene 

BSCL2 (MAGRE et al., 2001) e o gene que codifica caveolina-1 (KIM et al., 2008). 

Como já foi exposto, as proteínas codificadas por estes genes são importantes 

constituintes de corpúsculos lipídicos. O gene BSCL2 codifica a proteína seipina, 

cujo homólogo em leveduras é importante para a biogênese de corpúsculos lipídicos 

(SZYMANSKI et al., 2007; FEI et al., 2008), enquanto que caveolinas tem um papel 

crucial no balanço do colesterol celular (MARTIN e PARTON, 2005). Já a regulação 

da expressão de ADRP e sua compartimentalização em corpúsculos lipídicos foram 

implicadas na formação de células espumosas em lesões ateroscleróticas 

(LARIGAUDERIE et al., 2004, 2006; PAUL et al., 2008), sugerindo um papel 

potencial dessas organelas nesse processo.  

Corpúsculos lipídicos também são alvos de patógenos, sendo a formação de 

novas partículas de vírus da hepatite C (HCV) a mais bem descrita relação dessas 

organelas com agentes infecciosos. A proteína estrutural do capsídeo viral Core 

contribui para o acúmulo de lipídios na célula hospedeira, e é detectada na 

superfície de corpúsculos lipídicos (HOPE e MCLAUCHLAN, 2000). Já Miyanari e 

colaboradores demonstraram o papel dessas organelas na replicação viral ao 

mostrar que a proteína Core recruta proteínas não estruturais e complexos de 

replicação para a vizinhança de corpúsculos lipídicos, e que este recrutamento é 

fundamental para a produção de partículas infecciosas (MIYANARI et al., 2007). A 

integração da proteína Core desloca ADRP de corpúsculos lipídicos, que em função 

disso são transportados para a proximidade de sítios de replicação de HCV 

(BOULANT et al., 2008; TARGETT-ADAMS et al., 2008; LYN et al., 2010). Além 

disso, foi mostrado que a montagem de partículas virais depende de formação de 

corpúsculos lipídicos mediada pela enzima diacilglicerol aciltransferase-1 (DCAT-1) 

(HERKER et al., 2010). Esses resultados indicam que corpúsculos lipídicos são 

críticos para a produção de HCV, e podem estar relacionados com a patogênese da 

esteatose hepática observada durante a infecção viral. De fato, revisões recentes 

mostram que a infecção por HCV está intimamente associada com alterações no 

metabolismo de lipídios (ALVISI et al., 2011; MORIISHI e MATSUURA, 2012). Por 

fim, um mecanismo semelhante à replicação do HCV foi observado durante a 

replicação do vírus da dengue (SAMSA et al., 2009; CARVALHO et al., 2012).  

O acúmulo de corpúsculos lipídicos também já foi observado em leucócitos 

durante diversas condições infecciosas, assim como em processos inflamatórios 
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tanto clínicos quanto experimentais. Como exemplo, é possível citar leucócitos 

extraídos de articulações de pacientes com artrite inflamatória ou de lavado 

broncoalveolar (BAL) de pacientes com síndrome da angústia respiratória aguda 

(ARDS), como também leucócitos extraídos do sangue e do peritônio durante sépsia 

ou em efusões pleurais ou granulomas de infecções bacterianas (RIDLEY e 

RIDLEY, 1987; TRIGGIANI et al., 1995; BOZZA et al., 1996b; HERNANDEZ-PANDO 

et al., 1997; CARDONA et al., 2000; PACHECO et al., 2002; D’AVILA et al., 2006; 

PACHECO et al., 2007). Existem cada vez mais evidências que a biogênese de 

corpúsculos lipídicos durante o curso de infecções envolve mecanismos bem 

regulados, e a caracterização do papel dessas organelas nesses processos tem 

contribuído para o entendimento da relação entre parasita e hospedeiro e na 

identificação de novos alvos terapêuticos (BOZZA et al., 2007; BOZZA et al., 2009).  

 

1.2.5.1. Regulação de corpúsculos lipídicos no câncer 

A lipogênese tem sido associada com alguns carcinomas humanos, bem 

como determinante de mau prognóstico em câncer de mama, próstata e cólon 

(KUHAJDA, 2006; SWINNEN et al., 2006). A observação de que algumas células 

neoplásicas exibem números aumentados de dessas organelas revelou a 

possibilidade de utilizar a detecção de corpúsculos lipídicos ou a quantificação de 

proteínas da família PAT como biomarcadores de alguns tipos de câncer. Por 

exemplo, Straub e colaboradores mostraram que proteínas PAT são frequentemente 

encontradas em tecidos neoplásicos que apresentam algum grau de esteatose, 

como no carcinoma hepático, no carcinoma colorretal, e no carcinoma de células 

renais, porém com níveis diferenciais de expressão (STRAUB et al., 2010). É 

particularmente interessante a relevância que a proteína ADRP vem adquirindo 

como possível biomarcador, suportado pela sua expressão diferencial em alguns 

tipos de câncer. Foi observado o aumento da expressão de ADRP em carcinoma de 

células renais (RAE et al., 2000; YAO et al., 2005, 2007), no carcinoma 

hepatocelular (KUROKAWA et al., 2004), em algumas lesões cutâneas malignas ou 

pré-malignas (OSTLER et al., 2010), em carcinoma de cólon (MATSUBARA et al., 

2011), e no carcinoma apócrino de mama (MORITANI et al., 2011). 

Apesar da possível ligação da lipogênese com câncer, existem ainda poucas 

evidências sobre os mecanismos que regulam a biogênese de corpúsculos lipídicos 

ou a sua significância funcional na tumorigênese. No entanto, observações do nosso 

grupo publicado por Accioly e colaboradores sugere um possível papel de 
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corpúsculos lipídicos na patogênese do adenocarcinoma de cólon (ACCIOLY et al., 

2008). Foi mostrado que células tumorais de tecidos de adenocarcinoma de cólon 

humanos apresentam mais corpúsculos lipídicos que células presentes no tecido 

normal adjacente (ACCIOLY et al., 2008). Além disso, um grande número de 

corpúsculos lipídicos também foi observado em linhagens tumorais de cólon quando 

comparada à linhagem epitelial de intestino não transformada IEC-6 (ACCIOLY et 

al., 2008). Foi notado ainda que o aumento no número de corpúsculos lipídicos era 

acompanhado de produção in situ de prostaglandina E2, e que a inibição da 

biogênese dessas organelas causou redução na taxa de proliferação dessas 

linhagens (ACCIOLY et al., 2008). Por fim, foram observados um aumento no 

número de corpúsculos lipídicos e maior produção de PGE2 após transformação da 

linhagem epitelial IEC-6 com uma versão constitutivamente ativa da oncoproteína H-

Ras, enquanto que a inibição da biogênese dessas organelas foi suficiente para 

reverter o fenótipo hiperproliferativo destas células (ACCIOLY et al., 2008). Esses 

dados sugerem um papel de corpúsculos lipídicos como produtores centrais de 

PGE2 em células tumorais de cólon, o que pode ter implicações para a patologia 

desta neoplasia (ACCIOLY et al., 2008). 

A grande diversidade de proteínas funcionais encontradas em corpúsculos 

lipídicos, incluindo proteínas estruturais, enzimas de metabolismo de lipídios, e 

proteínas de sinalização intracelular, sugere uma participação crucial dessas 

organelas em diversas funções celulares envolvidas na proliferação e diferenciação 

celular. Um dos possíveis mecanismos a serem investigados é a coordenação do 

ciclo celular por corpúsculos lipídicos, e de que forma a sua desregulação pode levar 

ao desenvolvimento de patologias como o câncer. Alguns trabalhos já mostram 

indícios de um possível papel dessas organelas na progressão do ciclo celular em 

hepatócitos de camundongo (FÉRNANDEZ et al., 2006) e leveduras (KURAT et al., 

2008). Por fim, é interessante determinar se corpúsculos lipídicos podem de fato 

atuar como um sítio de sinalização intracelular mitogênica e de produção de 

mediadores inflamatórios, e qual o impacto que essas funções teriam no 

estabelecimento de um fenótipo tumoral. 
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2.  OBJETIVOS 

2.1. Geral 

Avaliar o papel de corpúsculos lipídicos durante a progressão do ciclo celular 

e na transformação celular.  

 

2.2. Específicos 

1.Avaliar a regulação de corpúsculos lipídicos durante as diferentes fases do 

ciclo celular; 

2.Avaliar a regulação de corpúsculos lipídicos em células transformadas; 

3.Avaliar o papel da proteína estrutural de corpúsculos lipídicos ADRP na 

proliferação e transformação celular. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Cultura de células 

As células da linhagem NIH3T3 (doadas pela Dra. Mari Sogayar, 

Universidade de São Paulo) ou NIH3T3-H-rasV12 (ROBBS et al., 2008) foram 

cultivadas em meio DMEM (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco) suplementado 

tanto com 10% ou 0,2% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina, 100 mg de 

estreptomicina, 100.000 unidades de penicilina, solução de aminoácidos não 

essenciais 1x, 100 mg de piruvato de sódio, solução de vitaminas 1x, solução de  

aminoácidos essenciais 1x, 10 mM de HEPES pH 7,4, 55 µM de 2-mercaptoetanol e 

3,75 g/L de bicarbonato de sódio. As células da linhagem IEC-6 (doadas pelo Dr. 

Bruno Pires, Universidade Federal do Rio de Janeiro) foram mantidas em meio 

DMEM suplementado como descrito acima, mais adição de 4 mM de L-glutamina e 

0,1 U/ml de insulina humana. As linhagens foram mantidas em estufa à 37ºC com 

5% de CO2. Para desaderir as células foi utilizado Tripsina 0,25%/4 mM EDTA. 

Células NIH3T3-H-rasV12 foram mantidas em pressão seletiva com puromicina 7,5 

µM em meio de cultura, exceto quando utilizadas em experimentos. 

 

3.2. Construção dos plasmídeos 

Os vetores retrovirais pLIRES2-EGFP e pLIRES2-EGFP-ADRP foram 

usados nos experimentos de transdução retroviral. A construção do plasmídeo 

pLIRES2-EGFP já foi descrito anteriormente (TEIXEIRA et al., 2005). O cDNA de 

ADRP humana foi obtido do plasmídeo de expressão pLA4 (TARGET-ADAMS et al., 

2003), e subclonando no vetor pLIRES2-EGFP utilizando sítios para as 

endonucleases de restrição XhoI e SalI, gerando por fim o vetor pLIRES2-EGFP-

ADRP. Já os vetores pL0 e pLADRP foram gerados, respectivamente, a partir dos 

plasmídeos pLIRES2-EGFP e pLIRES2-EGFP-ADRP utilizando os sítios para as 

endonucleases de restrição ApaI e NotI, seguido por preenchimento utilizando o 

fragmento da DNA polimerase I Klenow. Os plasmídeos utilizados nos experimentos 

foram amplificados em bactéria e extraídos utilizando o kit MaxSpeed® Plasmid Maxi 

Kit (QIAGEN). 

 

3.3. Produção de retrovírus recombinantes e infecçã o de células NIH3T3 

A linhagem de células empacotadoras ecotrópicas BD EcoPack2 (BD 
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Biosciences) foi transfectada transientemente com os vetores retrovirais pLIRES2-

EGFP, pL0,  pLIRES2-EGFP-ADRP ou pLADRP através de precipitação por fosfato 

de cálcio por 24 horas (incubados 20 µg de DNA para cada placa de 10 cm contendo 

4x106 células BD EcoPack2 com CaCl2 2,5M, em solução de HBS 2x durante 30 

minutos. Gotejados 500 µl da reação sobre cada placa). Após 24 horas, células 

foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salino (PBS) e incubadas com meio 

contendo 10% de soro fetal bofino definido (Hyclone). O sobrenadante contendo 

partículas virais foi coletado 48 horas após transfecção e suplementado com 8 µg/ml 

de Polybrene®, e então utilizado imediatamente para infecção por centrifugação (dois 

ciclos de centrifugação de 45 minutos à 400 g) em 2x105 células NIH3T3. Células 

infectadas foram incubadas por mais 24 horas à 37ºC, tripsinizadas, e a eficiência de 

transdução foi avaliada por expressão de EGFP (proteína fluorescente verde) por 

citometria de fluxo (FACscalibur - BD Biosiences) para células transduzidas com 

vetores pLIRES2-EGFP e pLIRES2-EGFP-ADRP. Pela falta do gene repórter, a 

atividade do gene ADRP codificado pelo vetor pLADRP foi verificado através da 

produção da proteína ADRP analisada por western blot. Para garantir 

reprodutibilidade, cada experimento foi repetido utilizando células derivadas de 

infecções virais independentes. 

 

3.4. Sincronização do ciclo celular  

Células NIH3T3 ou células NIH3T3-H-rasV12 foram sincronizadas 

inoculando-se 5x105 células em garrafas de cultura de 75 cm2 e cultivado-as por 72 

horas até atingirem 90% de confluência. Células ainda em confluência foram lavadas 

duas vezes com PBS e então mantidas em privação de soro, cultivando-as meio 

DMEM suplementado com 0,2% de SFB por 24 horas. Alternativamente, células 

NIH3T3 foram primeiramente sincronizadas por confluência e privação de soro como 

descrito acima, e então inoculadas na densidade de 4x105 células por garrafa de 75 

cm2 após suplementação com meio contendo 10% de SFB em conjunto com 2 mM 

de timidina (Calbiochem) e analisadas após 24 horas.  Células infectadas com 

partículas retrovirais foram sincronizadas inoculando-se 2,5x105 células em poços de 

placas de 6 poços, e cultivadas por 48 horas até atingirem 90% de confluência. 

Posteriormente, o procedimento foi idêntico ao descrito acima para células não 

transduzidas sincronizadas por confluência e privação de soro. Células IEC-6 foram 

sincronizadas inoculando-se 1,25x106 células em garrafas de cultura de 75 cm2 e 

cultivado-as por 72 horas até atingirem 90% de confluência. Células ainda em 
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confluência foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salino e então mantidas 

em privação de soro, cultivando-as meio DMEM sem soro por 24 horas. 

 

3.5. Análises de ciclo celular e conteúdo de DNA su b-G0 por iodeto de propídio   

Células NIH3T3 ou IEC-6 sincronizadas por confluência e privação de soro, 

ou células NIH3T3 sincronizadas após incubação com timidina, foram soltas da 

adesão com tripisina, lavadas uma vez com PBS, e marcadas com iodeto de 

propídio na presença de NP-40. Análise do conteúdo de DNA foi feito coletando 

10.000 eventos para análise de ciclo celular e 20.000 eventos para análise de DNA 

sub-G0 utilizando o citômetro de fluxo FACScalibur e o software CellQuest (BD 

Biosciences). Células NIH3T3 infectadas com os retrovírus contendo os vetores 

pLIRES2-EGFP ou pLIRES2-EGFP-ADRP foram sincronizadas por confluência e 

privação de soro, e 5x104 células semeadas em poços de placa de 6 poços, sendo 

então cultivadas em meio DMEM contendo 0,2% de soro fetal bovino. Nos tempos 

indicados, a análise do conteúdo de DNA sub-G0 foi realizado conforme descrito 

acima. 

 

3.6. Análise de ciclo celular por incorporação de B rdU 

Células NIH3T3, NIH3T3-H-rasV12, ou IEC-6 sincronizadas por confluência 

e privação de soro foram inoculadas na densidade de 4x105 células (NIH3T3, 

NIH3T3-H-rasV12) ou 2x106 células (IEC-6) em garrafa de 75 cm2, sendo mantidas 

em cultura com meio contendo 10% de soro fetal bovino até adesão (0h) ou até os 

tempos indicados (12h, 24h, 36h, 48h). Trinta minutos antes da fixação, células 

foram incubadas com 20 nM de BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina) em meio DMEM com 

10% de soro, após o qual foram imediatamente lavadas com PBS, contadas, e 

fixadas em etanol gelado 100%, sendo então mantidas à -20°C por pelo menos 24 

horas. Após esse período, 5x105 células foram lavadas em solução de albumina de 

soro bovino (BSA) 1% em PBS e tratadas com HCl 2N contendo 0,5% de Triton X-

100 por 30 minutos para desnaturação do DNA, sendo esta reação posteriormente 

inativada com tetraborato de sódio (Bórax) 0,1 M. Células foram novamente lavadas 

com solução de BSA 1%, e incubadas no escuro e em temperatura ambiente por 

uma hora com o anticorpo monoclonal anti-BrdU conjugado a FITC (isotiocianato de 

fluoresceína), com diluição de 1:20 em solução de BSA 1% e Tween 20 0,5% em 

PBS. Após incubação, células foram lavadas com solução de BSA 1% e Tween 20 
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0,5%, e incubadas a 4°C durante a noite com solução  de marcação com iodeto de 

propídio (0,5 mg/ml de ribonuclease A, 0,02 mg/ml de iodeto de propídio, e Triton X-

100 0,1% em PBS). Após marcação, células foram analisadas utilizando o citômetro 

de fluxo FACScalibur e o software CellQuest (BD Biosciences). Experimentos com 

células NIH3T3 infectadas com os retrovírus contendo os vetores pL0 ou pLADRP 

foram realizados conforme descrito acima para NIH3T3. 

 

3.7. Análise de proliferação celular por incorporaç ão de [ 3H]timidina 

Células NIH3T3 sincronizadas por confluência e privação de soro foram 

inoculadas em triplicata em placas de 96 poços na densidade de 8x102 após 

suplementação com meio contendo 10% ou 0,2% de soro fetal bovino. A proliferação 

celular foi analisada nos tempos indicados por incorporação de [3H]timidina. O 

ensaio consistiu em pulsar as células com [3H]timidina (2,5 µCi/ml) por 12 horas. 

Células foram então coletadas nos tempos indicados com o coletor FilterMate 

Harvester (Perkin Elmer), e a incorporação de [3H]timidina foi analisada pelo 

aparelho MicroBeta Trilux (Perkin Elmer). 

 

3.8. Análise de proliferação celular por ensaio de cristal violeta 

Células NIH3T3 infectadas com os retrovírus contendo os vetores pLIRES2-

EGFP ou pLIRES2-EGFP-ADRP foram sincronizadas por confluência e privação de 

soro, e inoculadas em triplicada em placa de 96 poços na densidade de 8x102 

células, após suplementação com meio contendo 10% ou 0,2% de soro fetal bovino. 

Nos tempos indicados, células foram fixadas com etanol 100% por 10 minutos, 

marcadas com cristal violeta 0,05% em 20% de etanol, lavadas com água e 

incubadas com metanol para leitura no espectrofotômetro SpectraMAX 190  

(Molecular Devices) a 595 nm. 

 

3.9. Western blot 

Células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 sincronizadas por confluência e 

privação de soro foram inoculadas na densidade de 4x105 células em garrafa de 75 

cm2 após suplementação com meio contendo 10% de soro fetal bovino. Após os 

tempos indicados, células foram centrifugadas e lisadas em 20 µl de tampão de 

ressuspensão (10 Mm EDTA, 40 Mm de Tris-Cl pH 7,5 e 60 Mm pirofosfato de sódio) 

mais 20 µl de SDS 10%. Os lisados foram aquecidos a 100°C por 20 minutos e 
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guardados a –80°C. Os extratos de proteína total fo ram misturados com 10 ml de 

tampão de amostra e separados em géis de poliacrilamida SDS-PAGE 4%, 10%, ou 

12% (30% bis-acrilamida (1:29) e tampão de separação 4x pH 8,8) a 25 mA. Junto 

com os extratos foi aplicado um padrão de peso molecular (Kaledoscope Prestained 

Standards - BioRad). Após a corrida, o gel foi transferido para uma membrana de 

nitrocelulose (BioAgency) por corrente elétrica (15 volts) durante 45 minutos à 

temperatura ambiente. 

Após transferência, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado 

5% em TBS 1x por pelo menos duas horas. Depois do bloqueio, as membranas 

foram incubadas durante a noite com o anticorpo primário policlonal anti-Rb (851) 

(WELCH E WANG, 1993) com diluição de 1:500, com o anticorpo policlonal anti-

ADRP (Fitzgelrald) com diluição 1:500, ou com o anticorpo monoclonal anti-pan Ras 

(F132, Santa Cruz) com diluição 1:2500; ou por 2 horas com o anticorpo policlonal 

anti-ciclina A (C-19, Santa Cruz) com diluição de 1:1000, com o anticorpo policlonal 

anti-histona H3 (Cell Signaling) com diluição 1:5000, com o anticorpo monoclonal 

fosfo-histona H3 (Ser 10) (6G3, Cell Signaling) com diluição 1:500, ou com o 

anticorpo monoclonal anti-GAPDH (6C5, Santa Cruz) com diluição 1:2000, em TBS 

1x com 0,05% de Tween 20 (TBS-T). Após a incubação, as membranas foram 

lavadas três vezes com TBS-T por 10 minutos e incubadas por 1 hora com anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho, porquinho-da-índia, ou camundongo conjugado a 

peroxidase (HRP), com diluição de 1:10000 (Histona H3, fosfo-Histona H3, Rb, 

ADRP) ou 1:20000 (Ciclina A, GAPDH). Após a incubação, as membranas foram 

lavadas seis vezes com TBS-T por 10 minutos e incubadas com substrato de 

peroxidase por dois minutos (ECLTM Western Blotting Analisys System - GE 

Healthcare). A luminescência emitida foi detectada em filmes de 

quimioluminescência (Kodak BioMax Light Film, Kodak) em diferentes tempos de 

exposição (de 5 a 40 minutos). 

 

3.10.  Extração de RNA e síntese de cDNA 

Células NIH3T3 sincronizadas por confluência e privação de soro foram 

inoculadas na densidade de 4x105 células por garrafa de 75 cm2 após 

suplementação com meio contendo 10% de soro fetal bovino. Após os tempos 

indicados, foi feita a extração de RNA de 106 células utilizando 1 ml do reagente 

Trizol® (Invitrogen). Células foram homogeneizadas em Trizol®, e centrifugadas à 

11000 g por 15 minutos à 4ºC após adição de 200 µl de clorofórmio. A fase superior 
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foi separada e misturada com a mesma medida de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 

(25:24:1). Após nova centrifugação, a fase aquosa foi transferida para outro tubo e o 

RNA foi precipitado com 500 µl de isopropanol. Após incubação por 15 minutos, foi 

feita uma centrifugação de 12000 g por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi lavado com etanol 75%. Após nova centrifugação de 7600 g 

por 5 minutos, o pellet foi secado e ressuspendido em 20 µl de água contendo 0,1% 

de DEPC (dietilpirocarbonato - SIGMA), incubando por 15 minutos à 65ºC para 

facilitar a solubilização. A quantidade e qualidade do RNA foram determinadas por 

eletroforese em gel de agarose e por espectrofotometria utilizando o aparelho 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). A síntese da fita de cDNA foi feita a partir de 

1 µg de RNA extraído utilizando a Transcriptase Reversa SuperScriptTM III 

(Invitrogen), conforme indicado pelo fabricante. 

 

3.11.  PCR em tempo real 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizada para 

avaliar a expressão relativa dos genes das ciclinas D2, E2, A2 e B2. O gene 

constitutivo hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT) foi utilizado como 

controle endógeno para normalização. Foram utilizadas para estas reações sondas 

TaqMan® (Applied Biosystems) e o termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). As reações foram feitas em triplicata para cada gene, 

utilizando 3,125 ng de cada um dos diferentes cDNAs, 0,5 µl da respectiva sonda e 5 

µl de tampão universal PCR Mastermix TaqMan®, em um volume final de 10 µl. O 

tampão utilizado na reação contém o par de primers para a amplificação do cDNA e 

um oligonucleotídeo que pareia internamente à região amplificada, marcado com o 

fluorocromo FAM na sua extremidade 5’ e com TAMRA na extremidade 3’. As 

condições para a reação de PCR foram as seguintes: 95º C por 2 minutos, seguido 

de 40 ciclos de 95ºC por 5 segundos, 60ºC por 35 segundos e leitura da placa. A 

análise de quantificação relativa foi feita utilizando a função exponencial 2-∆∆Ct, 

sendo o tempo de 0h o tempo de referência. Os números de identificação de cada 

sonda utilizada são os seguintes: Mm00438071_m1 para ciclina D2, 

Mn00438077_m1 para ciclina E2, Mm00438064_m1 para ciclina A2, 

Mn01171453_m1 para ciclina B2, e Mm00446968_m1 para HPRT. 
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3.12.  Marcação e quantificação de corpúsculos lipí dicos por Oil Red O 

Células NIH3T3 ou IEC-6 sincronizadas por confluência e privação de soro 

foram inoculadas na densidade de 1,12x104 células (NIH3T3) ou 5,7x104 (IEC-6) 

células em lamínulas de 13 mm de diâmetro tratadas com gelatina 2% em PBS após 

suplementação com meio contendo 10% de soro fetal bovino. Células foram 

mantidas em meio contendo 10% de SFB até adesão (0h), ou até os tempos 

indicados (12h, 24h, 36h, 48h). A sincronização de células NIH3T3 por timidina em 

lamínulas foi realizada como descrito anteriormente (ver tópico 3.4). Células foram 

fixadas com 200 µl de formalina 3,7% por uma hora, lavadas três vezes com H2O 

destilada, e incubadas com propilenoglicol 100% por cinco minutos. Células foram 

então incubadas com Oil Red O (0,5% em propilenoglicol) por dez minutos, e então 

incubadas com propilenoglicol 100% por mais cinco minutos. As lamínulas foram 

posteriormente lavadas três vezes com H2O destilada, e incubadas com 1 µM de 

DAPI por dez minutos antes de serem montadas em lâminas utilizando 

VECTASHIELD® para retenção da fluorescência. Para quantificação de corpúsculos 

lipídicos em cada tempo analisado, foram fotografadas por microscopia de 

fluorescência (microscópio OLYMPUS BX60) cinquenta células escolhidas 

aleatoriamente por cinco campos diferentes, utilizando o mesmo período de 

exposição pré-estabelecido para cada fotografia. Posteriormente, as fotografias 

foram convertidas para escala de cinza utilizando o software Adobe® Photoshop®, e 

corpúsculos lipídicos foram quantificados através do software ImageQuant TL (GE 

Healthcare) utilizando os parâmetros Sensitivity 9500, Operator size 51, Noise 1, 

Background 1000 para células NIH3T3 e NIH3T3-H-rasV12, e Sensitivity 9600, 

Operator size 31, Noise 1, Background 1000 para células IEC-6. Experimentos com 

células NIH3T3 infectadas com os retrovírus contendo os vetores pLIRES2-EGFP ou 

pLIRES2-EGFP-ADRP foram realizados conforme descrito acima para NIH3T3. 

 

3.13.  Marcação e quantificação de corpúsculos lipí dicos por Bodipy ® 

Células NIH3T3, NIH3T3-H-rasV12, ou IEC-6 sincronizadas por confluência 

e privação de soro foram inoculadas na densidade de 4x105 células (NIH3T3, 

NIH3T3-H-rasV12) ou 2x106 células (IEC-6) em garrafa de 75 cm2, sendo mantidas 

em cultura com meio contendo 10% de soro fetal bovino. A sincronização de células 

NIH3T3 por timidina em lamínulas foi realizada como descrito anteriormente (ver 

tópco 3.4). Nos tempos indicados, 5x105 células foram incubadas em 6 µg/ml de 
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Bodipy® por 10 minutos, e então lavadas em PBS 1x. A média de intensidade de 

fluorescência da marcação por BODIPY® foi aferida utilizando o citômetro de fluxo 

FACScalibur e o software CellQuest (BD Biosciences). 

 

3.14.  Localização subcelular de corpúsculos lipídi cos por microscopia de 

fluorescência 

Células NIH3T3, NIH3T3-H-rasV12, ou IEC-6 sincronizadas por confluência 

e privação de soro foram inoculadas na densidade de 1,12x104 células (NIH3T3, 

NIH3T3-H-rasV12) ou 5,7x104 (IEC-6) células em lamínulas de 13 mm de diâmetro 

tratadas com gelatina 2% em PBS após suplementação com meio contendo 10% de 

soro fetal bovino. Células foram mantidas em meio contendo 10% de SFB até 

adesão (0h), ou até os tempos indicados (12h, 24h, 36h, 48h). A sincronização de 

células NIH3T3 por timidina em lamínulas foi realizada como descrito anteriormente 

(ver tópico 3.4).  

Células NIH3T3 e NIH3T3-H-rasV12 foram fixadas nos tempos indicados 

usando 200µL de paraformaldeído 2% em presença de sacarose 4% à temperatura 

ambiente por 20 minutos. Posteriormente, as células fixadas foram incubadas por 30 

minutos em cloreto de amônia 50 nM, permeabilizadas em PBS contendo saponina 

0,05%, e bloqueadas em solução contendo saponina 0,05% e gelatina 0,2% em 

PBS. Após isso, as células foram incubadas sob agitação durante a noite com 

anticorpo primário monoclonal para α-tubulina, com diluição de 1:80 em solução de 

bloqueio, e então lavadas com a mesma solução com três banhos de 10 minutos. 

Foi feita posteriormente a incubação com o anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo conjugado à rodamina, diluído 1:500 na solução de bloqueio, seguido 

por mais um processo de lavagem. Células foram então incubadas em Triton X-100 

0,2% em PBS por 20 minutos, lavadas com três banhos de PBS por 10 minutos 

cada, e incubadas em temperatura ambiente com a sonda hidrofóbica fluorescente 

Bodipy® (1/250) em PBS por uma hora. Células foram lavadas com três banho de 

PBS por 10 minutos cada, incubadas com 1 µM de DAPI, e lavadas mais uma vez 

com PBS por mais 10 minutos. As lamínulas foram montadas em lâminas utilizando 

n-propil-galato para retenção da fluorescência e observadas por microscopia de 

fluorescência (OLYMPUS BX60). 

Alternativamente, células NIH3T3 suplementadas com soro foram ainda 

incubadas com 20nM de BrdU em meio DMEM com 10% de soro trinta minutos 

antes da fixação, após o qual foram imediatamente lavadas com PBS e fixadas nos 
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tempos indicados utilizando paraformaldeído 2% à temperatura ambiente por 20 

minutos. Posteriormente, células foram tratadas com HCl 2N a 37ºC por 15 minutos 

para desnaturação do DNA, lavadas três vezes com PBS, e incubadas com TBS-T 

0,02% por 15 minutos. Células foram então bloqueadas por 15 minutos em solução 

contendo BSA 1% e Tween 20 0,5% em PBS, e incubadas durante a noite com o 

anticorpo monoclonal anti-BrdU conjugado a FITC com diluição de 1:20 na solução 

de bloqueio. Células foram lavadas três vezes com TBS-T 0,02% e novamente 

fixadas em paraformaldeído 2%. Células foram posteriormente tratadas com Triton 

X-100 0,2% em PBS por 20 minutos, lavadas com três banhos de PBS por 10 

minutos cada, e bloqueadas com PBS contendo 5% de soro fetal bovino por 30 

minutos. Após isso, lamínulas foram incubadas durante a noite com anticorpo 

policlonal anti-ADRP (Fitzgerald), em diluição de 1:250 na solução de bloqueio. Após 

lavagem, foi feita a incubação com anticorpos secundários anti-IgG de porquinho-da-

índia conjugados a DyLight®550 por uma hora, diluído 1:1000 em PBS. Células 

foram então lavadas três vezes com PBS, incubadas com 1 µM de DAPI, e lavadas 

mais uma vez com PBS por mais 10 minutos. As lamínulas foram montadas em 

lâminas utilizando VECTASHIELD® para retenção da fluorescência e observadas por 

microscopia de fluorescência (OLYMPUS BX60). 

Células IEC-6 foram fixadas nos tempos indicados usando 200µL de 

paraformaldeído 2% em presença de sacarose 4% à temperatura ambiente por 10 

minutos. Posteriormente, as células fixadas foram incubadas por 30 minutos em 

cloreto de amônia 50 nM, permeabilizadas em PBS contendo Triton X-100 0,2%, e 

bloqueadas em solução contendo BSA 2% e Triton X-100 0,2% em PBS. Após isso, 

as células foram incubadas sob agitação durante a noite com anticorpo primário 

monoclonal para α-tubulina, com diluição de 1:100 em solução de bloqueio, e então 

lavadas com a mesma solução com três banhos de 10 minutos. Foi feita 

posteriormente a incubação com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

conjugado à rodamina, diluído 1:200 na solução de bloqueio, seguido por mais um 

processo de lavagem. Células foram então incubadas em temperatura ambiente com 

a sonda hidrofóbica fluorescente Bodipy® (1/500) em PBS por uma hora. Células 

foram lavadas com três banho de PBS por 10 minutos cada, incubadas com 1 µM de 

DAPI, e lavadas mais uma vez com PBS por mais 10 minutos. As lamínulas foram 

montadas em lâminas utilizando VECTASHIELD® para retenção da fluorescência e 

observadas por microscopia de fluorescência (OLYMPUS BX60).  

Para marcação de ADRP em células NIH3T3 e NIH3T3-H-rasV12, células 
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foram sincronizadas e suplementadas conforme descrito acima, e fixadas após 

adesão. Células foram então marcadas utilizando anticorpos anti-ADRP conforme 

descrito acima, com incubação de Bodipy® (1/250) em concomitância com o 

anticorpo secundário. As lamínulas foram montadas em lâminas utilizando 

VECTASHIELD® para retenção da fluorescência e observadas por microscopia de 

fluorescência (OLYMPUS BX60). Por fim, células NIH3T3 infectadas com os 

retrovírus contendo os vetores pLIRES2-EGFP ou pLIRES2-EGFP-ADRP foram 

sincronizadas por confluência e privação de soro, inoculadas sobre lamínula coberta 

por gelatina 2% na densidade de 1,12x104 células, e mantidas em meio contendo 

10% de SFB até adesão (0h), ou até os tempos indicados (12h, 24h, 36h, 48h). 

Células foram então marcadas com Oil Red O e DAPI nos tempos indicados 

conforme descrito no tópico 3.12. As lamínulas foram montadas em lâminas 

utilizando VECTASHIELD® para retenção da fluorescência e observadas por 

microscopia de fluorescência (OLYMPUS BX60). 

 

3.15.  Ensaio de formação de focos em cultura 

Células NIH3T3 infectadas com os retrovírus contendo os vetores pLIRES2-

EGFP ou pLIRES2-EGFP-ADRP foram diluídas 1:5 com células NIH3T3 selvagens 

não infectadas. Essas culturas misturadas foram plaqueadas na densidade final de 

5x104 células por poço de placa de 6 poços, e o meio de cultura foi trocado a cada 2 

dias. Após 12 dias, células foram lavadas em PBS, fixadas em etanol 100%, e 

marcadas com cristal violeta 0,05% em 20% de etanol para visualização de focos. 

 

3.16.  Ensaio de crescimento em meio semissólido 

Placas de 6 poços foram cobertas com 1,5 ml de meio de cultura 

suplementado com 1,2% de agarose para impedir adesão celular. Células NIH3T3 

infectadas com os retrovírus contendo os vetores pLIRES2-EGFP ou pLIRES2-

EGFP-ADRP foram tripsinizadas, e 5x103 células foram ressuspensas em 3 ml de 

meio de cultura contendo 0,6% de agarose. Após serem plaqueadas, colônias foram 

deixadas em cultura por vinte dias. Colônias representativas foram visualizadas 

tanto em microscopia de contraste de fase, quanto por microscopia de fluorescência 

para detecção de expressão de EGFP (Observer.Z1 - Carl Zeiss), e o número total 

das colônias foi determinado. 
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3.17.  Reagentes e soluções 

3.17.1.Cultura de células 

• Meio DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium) – SIGMA; 

• Soro Fetal Bovino (SFB) – GibcoBRL (Invitrogen); 

• Bicarbonato de sódio – SIGMA; 

• Piruvato de sódio; aminoácidos essenciais; aminoácidos não essenciais; vitaminas; 

HEPES; penicilina e estreptomicina; L-glutamina e β-mercaptoetanol.- GibcoBRL 

(Invitrogen); 

• PBS (Tampão Fosfato Salina) – pH 7,2; SIGMA; 

• 0,25% Tripsina/ 4mM EDTA – GibcoBRL(Invitrogen). 

• Insulina Humana - Novolin® R (Novo Nordisk) 

 

3.17.2. Transfecção e Transdução Retroviral 

• Cloreto de cálcio diidratado, pureza mínima 99% - SIGMA 

• HEPES, pureza mínima 99,5% - SIGMA 

• Dextrose - SIGMA 

• Cloreto de sódio, pureza mínima 99,5% - SIGMA 

• Fosfato de sódio dibásico, pureza mínima 99% - SIGMA 

• Cloreto de potássio - Fluka chemie 

• Tampão salino de Hanks (HBS) x2 - 280 mM NaCl, 10 mM KCl, 1,5 mM Na2HPO4, 

12 mM dextrose, 50 mM HEPES, pH 7,1) 

• Polybrene® - Fluka Chemie 

 

3.17.3. Endonucleases de restrição e polimerases 

• XhoI, SalI, ApaI, NotI - New England Biolabs 

• Fragmento Largo da DNA Polimerase I (Klenow) - New England Biolabs 

 

3.17.4. Análise de ciclo celular e Sub-G0 

• Tampão IP – 3,4 mM de Tris-HCl pH 7,6, 10 mM de NaCl, NP-40 0,1%, 700 U/L de 

Rnase A, 0,075 mM de iodeto de propídio. 

 

3.17.5. Western blot 

• Tampão de ressuspensão – 40 mM de Tris-HCl pH 7.5, 10 mM de EDTA e 60 mM 

de pirofosfato de sódio; 



‘ 

50 

 

• Bis:Acrilamida 30% (29:1) – BioRad; 

• Gel de separação 6% - 4,9 ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 6 ml do tampão de 

separação 4x (1,5 M Tris pH 8,8 e 0,4% SDS), 13,1 ml de água destilada, 200 µl 

de persulfato de sódio 10% e 20 µl de TEMED (SIGMA); 

• Gel de empacotamento 4% - 1,35 ml de bis-acrilamida 30% (29:1), 2,5 ml de 

tampão de empacotamento 4x (0,5M Tris-base pH 6,8 e 0,4% SDS), 5,5 ml de 

água destilada, 70 µl de persulfato de sódio 10% e 20 µl de TEMED; 

• Tampão de amostra 5x (SDS loading buffer) - 4,2 g de tris-base, 10 ml de glicerol, 

10 ml de azul de bromofenol 0,1%, 15 g de SDS, pH para 6,8 em um volume final 

de 75 ml. Para cada 3 ml dessa solução adicionou-se 1 ml de β-mercaptoetanol; 

• Tampão de corrida 10x (Tris-glicina) – 30,3 g de Tris-base, 36,05 g de glicina, 0,5 L 

de metanol e 2 L de água destilada para volume final de 2,5 L; 

• Tampão de transferência - 7,75 g de Tris-base, 36,05 g de glicina, 0,5 L de metanol 

e 2 L de água destilada para volume final de 2,5 L; 

• TBS 10x – 12 g de Tris-base, 90 g de NaCl, pH 7,4 para volume final de um litro; 

• TBS-T – 500 µl de Tween 20 (MP Biomedicals) em um litro de TBS 1x. 

 

3.17.6. Anticorpos 

• Anti-ADRP  - Fitzgerald; 

• Anti-pan Ras (F132)  – Santa Cruz Biotechnologies; 

• Anti-ciclina A (C-19)  – Santa Cruz Biotechnologies; 

• Anti-histona H3  – Cell Signaling; 

• Anti-fosfo-histona H3 (6G3) (Ser10)  –  Cell Signaling; 

• Anti-α -tubulina – ICN Biochemical; 

• Anti-α-tubulina  – Cell Signaling; 

• Anti-Rb 851 – Anticorpo policlonal cedido pela Dra. Jean Wang, School of Medicine, 

University of California, California, EUA; 

• Anti-GAPDH (6C5) – Santa Cruz Biotechnologies; 

• Anti-IgG de camundongo conjugado a rodamina – KPL; 

• Anti-IgG de coelho conjugado a rodamina – KPL; 

• Anti-IgG de porquinho-da-índia conjugado a DyLight®55) – Abcam; 

• Anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase – GE Healthcare; 

• Anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase – GE Healthcare. 

• Anti-BrdU conjugado a FITC – Phoenix Flow Systems 
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3.17.7. Outros reagentes 

• Bodipy® 493/503  – Molecular Probes (Invitrogen); 

• DAPI  – Molecular Probes (Invitrogen); 

• Formaldeído – ISOFAR; 

• NP-40 – Calbiochem; 

• N-propil-galato  – SIGMA; 

• Oil Red O  – SIGMA; 

• Paraformaldeído  – SIGMA; 

• Propilenoglicol  – SIGMA; 

• Puromicina  – SIGMA; 

• TritonX-100  – Pharmacia Biotech; 

• Tween 20  – SIGMA 

• Saponina  – SIGMA; 

• VECTASHIELD®  Mounting Medium  – Vector Laboratories; 

• Agarose ultra pura "Low Melting Point" – Invitrogen; 

• Tetraborato de sodio decaidratado (Bórax)  – SIGMA; 

• 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU)  – SIGMA; 

• BSA  – SIGMA. 
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4.  RESULTADOS 

4.1. Análise da progressão do ciclo celular em célu las NIH3T3 sincronizadas 

A sincronização da proliferação de células em cultura é um procedimento 

amplamente utilizado para estudar os mecanismos que regulam a entrada e 

progressão de células pelo ciclo celular (SCHORL e SEDIVY, 2007). Com o objetivo 

de estabelecer a sincronização do ciclo celular, foi utilizada a linhagem celular 

NIH3T3, derivada de fibroblastos murinos. Essa linhagem foi escolhida por não 

apresentar fenótipo de transformação, como crescimento na ausência de estímulo 

ou perda de inibição da proliferação por contato.  

Células NIH3T3 foram cultivadas até confluência e mantidas em privação de 

soro por 24 horas (Fig. 4.1A). Foi possível observar que confluência e privação de 

soro causaram arresto de ciclo celular, com o acúmulo de células NIH3T3 na fase 

G0/G1 (Fig. 4.1B), e uma baixa proporção de células contendo DNA Sub-G0, 

mostrando que confluência e privação de soro não desencadearam um processo de 

morte celular (Fig. 4.1B). Para avaliar se células sincronizadas eram capazes de 

restabelecer proliferação, células em arresto na fase G0/G1 foram suplementadas 

com meio contendo 10% ou 0,2% de soro fetal bovino, e então submetidas a um 

ensaio de proliferação por incorporação de [3H]timidina. Células suplementadas com 

meio contendo 10% de soro foram capazes de retomar proliferação, diferentemente 

de células mantidas em privação de soro (Fig. 4.2A). Foi possível observar a 

reentrada de células sincronizadas no ciclo celular por citometria de fluxo durante os 

períodos de 12, 24, 36 e 48 horas após suplementação com 10% de soro. Foi 

observado que células encontravam-se majoritariamente na fase G0/G1 

imediatamente após suplementação com soro (0h) ou 12 horas após 

suplementação. Após 24 horas foi possível observar a progressão de células pela 

fase S, e após 36 e 48 horas células progrediram pelas fases G2 e M, e retornaram 

para a fase G1 do ciclo celular (Fig. 4.2B). Análise por western blot mostrou 

hiperfosforilação máxima da proteína pRb e maior acúmulo de ciclina A no período 

de 24 horas após sincronização, indicando progressão pela fase G1 e entrada na 

fase S neste período (Fig. 4.3A). Também foi observada a fosforilação de histonas 

H3 após 48 horas, sugerindo entrada de células suplementadas na mitose neste 

período (Fig. 4.3A). Finalmente, os níveis de expressão de mRNA das ciclinas D2, 

E2, A2 e B2 foram analisados por PCR em tempo real. Foi observado um pico de 

expressão da ciclina D2 após 12 horas de suplementação, um pico de expressão 
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das ciclinas E2 e A2 após 24 horas de suplementação, e por fim um pico de 

expressão de ciclina B2 após 36 e 48 horas de suplementação, indicando que 

células NIH3T3 sincronizadas são capazes de progredir uniformemente pelo ciclo 

celular após suplementação com soro (Fig. 4.3B). Juntos estes resultados mostram 

que a sincronização de células NIH3T3 por confluência e privação de soro 

proporciona um bom modelo para avaliar da regulação de corpúsculos lipídicos 

durante as diferentes fases do ciclo celular. 
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FIGURA 4.1. Modelo de sincronização de células NIH3 T3 por confluência e privação de soro. 
(A) Esquema do modelo experimental de sincronização de células NIH3T3. Células NIH3T3 foram 
cultivadas até confluência, e então mantidas em privação de soro por 24h. Posteriormente, células 
foram suplementadas com meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e analisadas nos tempos 
indicados. (B) Análise de citometria de fluxo para ciclo celular e morte celular por fragmentação de 
DNA indicam estado das células no momento anterior à suplementação com soro. Resultados 
representativos de pelo menos três experimentos. 
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FIGURA 4.2. Células NIH3T3 sincronizadas por conflu ência e privação de soro são capazes de 
restabelecer proliferação após suplementação com so ro. (A)  Células NIH3T3 sincronizadas foram 
suplementadas com meio contendo 0,2% ou 10% de soro, e a proliferação celular foi avaliada nos 
tempos indicados por incorporação de [H3]timidina. Barras de desvio padrão indicam variação de um 
experimento. (B) Células NIH3T3 sincronizadas foram suplementadas com meio contendo 10% de 
soro, e incubadas com 20µΜ de BrdU trinta minutos antes da fixação nos tempos indicados. 
Posteriormente, as células foram marcadas utilizando anticorpos anti-BrdU-FITC e iodeto de propídio 
para análise por citometria de fluxo. A percentagem de células em cada estágio do ciclo celular 
(G0/G1, S e G2/M) está representada. Todos os resultados são representativos de pelo menos três 
experimentos. 
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FIGURA 4.3. Células NIH3T3 sincronizadas progridem uniformemente pelo ciclo celular após 
suplementação com soro. (A)  Células NIH3T3 sincronizadas foram suplementadas com meio 
contendo 10% de soro, os extratos totais de proteínas foram preparados nos tempos indicados, e 
então separados por SDS-PAGE. Western blot foi realizado utilizando anticorpos específicos contra 
as proteínas descritas, para análise dos níveis de fosforilação de pRb, expressão de ciclina A, e 
fosforilação de histona H3. (B) Células NIH3T3 sincronizadas foram suplementadas com meio 
contendo 10% de soro. Extratos de RNA foram preparados utilizando Trizol® nos tempos indicados, e 
a síntese de cDNA foi feita por RT-PCR. cDNAs sintetizados foram usados para avaliar a expressão 
relativa das ciclinas D2, E2, A2 e B2 por PCR em tempo real, usando sondas TaqMan®. A 
quantidade de mRNA foi normalizada a partir dos níveis de mRNA de HPRT, e a expressão relativa 
foi considerada 1 para 0h. Todos os resultados são representativos de pelo menos três experimentos. 
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4.2. Análise da regulação de corpúsculos lipídicos durante a progressão do 

ciclo celular 

Com o objetivo de avaliar a regulação de corpúsculos lipídicos durante a 

progressão do ciclo celular, foi usado o modelo de sincronização por confluência e 

privação de soro na linhagem NIH3T3, seguido de suplementação com meio 

contendo 10% de soro fetal bovino, para analise de corpúsculos lipídicos nos tempos 

descritos anteriormente.  

Foi realizada inicialmente a análise da localização subcelular de corpúsculos 

lipídicos em células NIH3T3 por microscopia de fluorescência, marcando 

microtúbulos com anticorpos contra α-tubulina para visualização da morfologia 

celular (vermelho), corpúsculos lipídicos com a sonda lipídica fluorescente Bodipy® 

(verde), e o núcleo das células com o marcador de DNA DAPI (azul). Foi observada 

a localização perinuclear de corpúsculos lipídicos nos períodos anteriores à 

suplementação ou após 12 horas de suplementação (referentes à maioria das 

células na fase G0/G1 do ciclo celular), assim como nos períodos de 36 e 48 horas 

após suplementação (referentes à maioria das células na fase G2/M do ciclo celular) 

(Fig. 4.4A). Surpreendentemente, foi observada uma maior quantidade de 

corpúsculos lipídicos com localização dispersa pelo citoplasma no período de 24 

horas após a suplementação, referente à maioria das células progredindo pela fase 

S do ciclo celular (Fig. 4.4A, 4.4B). A quantificação de corpúsculos lipídicos também 

revelou um aumento no número de corpúsculos lipídicos durante a fase S do ciclo 

celular, observado tanto pela quantificação de número e área total por célula feita 

por microscopia de fluorescência após marcação com a sonda lipofílica Oil Red O 

(Fig. 4.5A), quanto pela média de fluorescência após marcação com Bodipy® e 

análise por citometria de fluxo (Fig. 4.5B, 4.5C). Esses dados indicam que 

corpúsculos lipídicos são regulados durante a progressão do ciclo celular, mostrando 

uma regulação diferencial durante a progressão da fase S. 

Alguns experimentos foram realizados a fim de confirmar a regulação 

diferencial de corpúsculos lipídicos durante a fase S do ciclo celular. Primeiramente, 

uma análise da localização subcelular de corpúsculos lipídicos em células NIH3T3 

foi realizada por microscopia de fluorescência utilizando em conjunto a marcação de 

BrdU incorporado. Dessa forma, seria possível analisar a dispersão dessas 

organelas especificamente em células que estejam progredindo por esta fase do 

ciclo celular. Enquanto células negativas para marcação de BrdU não apresentaram 

dispersão de corpúsculos lipídicos (Fig. 4.6), células positivas pra BrdU mostraram 
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maior dispersão dessas organelas pelo citoplasma (Fig. 4.6), corroborando os dados 

anteriores mostrando maior dispersão de corpúsculo lipídico durante a fase S do 

ciclo celular. Além disso, através do padrão de marcação de BrdU por 

imunofluorescência, é possível determinar o estágio de síntese de DNA no qual 

determinada célula se encontra (O'KEEFE et al., 1991; WU et al, 2005). 

Interessantemente, células com marcação homogênea de BrdU no núcleo, indicativo 

de células no início da síntese de DNA, apresentaram corpúsculos lipídicos ainda 

perinucleares (Fig. 4.6). Já células apresentando marcação perilaminar ou 

perinucleolar de BrdU, sugestivo de células no meio da replicação do DNA, mostram 

corpúsculos com maior dispersão (Fig. 4.6). Por fim, células mostrando marcação 

pontual de BrdU em regiões heterogêneas, indicativo de células no fim da síntese de 

DNA, mostram novamente corpúsculos lipídicos perinucleares (Fig. 4.6). Esses 

dados mostram que essas organelas apresentam mudanças na localização 

subcelular durante a replicação do DNA, sugerindo que a dispersão de corpúsculos 

lipídicos é dinâmica durante a progressão pela fase S do ciclo celular. 

Ainda para confirmar os dados apontando uma regulação diferencial de 

corpúsculos lipídicos durante a fase S, células NIH3T3 foram analisadas após 

arresto de ciclo celular especificamente na fase S por incubação com timidina. Para 

isso, células sincronizadas por confluência e privação de soro foram mantidas por 24 

horas em meio contendo soro e uma alta concentração (2 mM) de timidina (Fig. 

4.7A), após o qual foi possível observar um acúmulo de células na fase S do ciclo 

celular, quando comparadas com células em arresto em G0/G1 (Fig. 4.7B). Células 

em arresto na fase S foram então comparadas com células em arresto na fase G-

0/G1, e a quantidade e localização subcelular de corpúsculos lipídicos foi analisada 

conforme descrito anteriormente. Foi observado que células em arresto na fase S do 

ciclo celular apresentavam, em sua maioria, corpúsculos lipídicos dispersos no 

citoplasma, enquanto que células em arresto na fase G0/G1 apresentavam 

majoritariamente corpúsculos lipídicos perinucleares (Fig. 4.8A). Além disso, células 

em arresto na fase S apresentavam um maior número e área por célula de 

corpúsculos lipídicos (Fig. 4.8B), assim como maior intensidade de fluorescência 

para Bodipy® (Fig. 4.8C, Fig. 4.8D), quando comparadas com células em arresto na 

fase G0/G1. Juntos esses dados corroboram os dados mostrados anteriormente, nos 

quais corpúsculos lipídicos apresentam-se em maior número e dispersos pelo 

citoplasma de células NIH3T3 durante a fase S do ciclo celular. 
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FIGURA 4.4. Localização celular de corpúsculos lipí dicos varia conforme progressão do ciclo 
celular em células NIH3T3. Células NIH3T3 foram sincronizadas por confluência e privação de soro, 
e posteriormente suplementadas com meio contendo 10% SFB conforme descrito na Fig. 4.1A. (A) 
Após a suplementação, as células foram fixadas em lamínula nos tempos indicados e tratadas com 
anticorpos anti-α-tubulina para imunofluorescência (em vermelho), Bodipy® para marcação de 
corpúsculos lipídicos (em verde) e DAPI para marcação nuclear (em azul). Análise por microscopia de 
fluorescência mostra a morfologia celular e localização subcelular de corpúsculos lipídicos nos 
diferentes tempos. Barras de escala representam 10 µm. (B) Gráfico mostrando percentagem de 
células apresentando corpúsculos lipídicos perinucleares ou dispersos nos diferentes tempos 
indicados. Todos os resultados são representativos de pelo menos três experimentos.  
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FIGURA 4.5. Quantidade de corpúsculos lipídicos var ia durante a progressão do ciclo celular 
em células NIH3T3. Células NIH3T3 foram sincronizadas por confluência e privação de soro, e 
posteriormente suplementadas com meio contendo 10% SFB conforme descrito na Fig. 4.1A. (A) 
Quantificação por marcação com Oil Red O. Células NIH3T3 foram fixadas em lamínula e coradas 
com Oil Red O nos tempos indicados. O número (gráfico da esquerda) ou área total (gráfico da 
direita) de corpúsculos lipídicos por célula foram determinados através do software ImageQuant TL 
(GE Healthcare). Dados mostrados como média ± DP de três experimentos independentes. (B) 
Quantificação de corpúsculos lipídicos por citometria de fluxo. Células foram tratadas com Bodipy® 
nos tempos indicados e analisadas por citometria de fluxo. Dados mostrados como sobreposição de 
intensidades de fluorescência de cada tempo analisado. (C) Representação gráfica da média de 
intensidade de fluorescência de células tratadas com Bodipy® nos tempos indicados. Todos os 
resultados são representativos de pelo menos três experimentos.  
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FIGURA 4.6. Dispersão de corpúsculos lipídicos é di nâmica durante a fase S do ciclo celular 
em células NIH3T3. Células NIH3T3 foram sincronizadas por confluência e privação de soro, e 
posteriormente suplementadas com meio contendo 10% SFB conforme descrito na Fig. 4.1A. Células 
foram então incubadas com 20µΜ de BrdU trinta minutos antes da fixação em lamínulas nos tempos 
indicados. Posteriormente, as células foram tratadas com os anticorpos anti-BrdU-FITC (em verde), 
anticorpos anti-ADRP para visualização de corpúsculos lipídicos (em vermelho), e DAPI para 
marcação nuclear (em azul). Análise por microscopia de fluorescência mostra localização subcelular 
de corpúsculos lipídicos e marcação nuclear de BrdU nos diferentes tempos indicados. Barras de 
escala representam 10 µm. Resultados representativos de três experimentos independentes.  
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FIGURA 4.7. Timidina causa arresto na fase S do cic lo celular em células NIH3T3. (A) Desenho 
experimental de arresto de ciclo celular por administração de timidina. Células NIH3T3 foram 
cultivadas até confluência, e então mantidas em privação de soro por 24h. Posteriormente, células 
foram cultivadas em meio contendo 10% de SFB e 2 mM de timidina por 24 horas. (B) Análise de 
ciclo celular foi realizada em células NIH3T3 após sincronização por confluência e privação de soro 
ou após incubação com timidina. Células foram marcadas com iodeto de propídio (IP) e analisadas 
por citometria de fluxo, e percentagem de células em cada fase do ciclo (G0/G1, S e G2/M) está 
indicada. Resultados representativos de pelo menos três experimentos independentes.  
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FIGURA 4.8. Células NIH3T3 em arresto na fase S do ciclo celular apresentam maior número e 
localização dispersa de corpúsculos lipídicos.  Células NIH3T3 foram sincronizadas em G0/G1 ou 
S conforme descrito na Fig. 4.10A. (A) Localização subcelular de corpúsculos lipídicos. Células foram 
fixadas em lamínula e tratadas com anticorpos anti-α-tubulina para imunofluorescência (em 
vermelho), Bodipy® para marcação de corpúsculos lipídicos (em verde) e DAPI para marcação 
nuclear (em azul). Análise por microscopia de fluorescência mostra a morfologia celular e localização 
subcelular de corpúsculos lipídicos nos diferentes tratamentos. Barras de escala representam 10 µm. 
(B) Quantificação por marcação com Oil Red O. Células NIH3T3 em arresto em G1 ou arresto em S 
foram fixadas em lamínula e coradas com Oil Red O. O número ou área total de corpúsculos lipídicos 
por célula foram determinados através do software ImageQuant TL (GE Healthcare). Dados 
mostrados como média ± DP de três experimentos independentes. (C) Quantificação por citometria 
de fluxo. Células em arresto em G1 ou arresto em S foram tratadas com Bodipy® e analisadas por 
citometria de fluxo. Dados mostrados como sobreposição de intensidades de fluorescência de cada 
tempo analisado. (D) Representação gráfica da média de intensidade de fluorescência de células 
tratadas com Bodipy®. Dados mostrados como média ± DP de três experimentos independentes. 
Todos os resultados mostrados são representativos de pelo menos três experimentos independentes 
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4.3. Regulação de corpúsculos lipídicos durante a p rogressão do ciclo celular 

em células IEC-6 

Para dar suporte aos dados mostrados em células NIH3T3, de regulação de 

corpúsculos lipídicos durante a progressão do ciclo celular foi avaliada do mesmo 

modo em células IEC-6, derivadas de células intestinais de rato e que também não 

apresentam fenótipo de células transformadas (QUARONI et al., 1979). Para isso, o 

mesmo método de sincronização por confluência e privação de soro utilizado em 

células NIH3T3 foi realizado em células IEC-6. Desta vez, células IEC-6 foram 

cultivadas até confluência e mantidas em meio sem soro por 24 horas (Fig.4.9A). 

Assim como em células NIH3T3, o procedimento de sincronização causou arresto de 

células IEC-6 na fase G0/G1 do ciclo células sem resultar em morte celular 

significativa (Fig. 4.9B). Além disso, após suplementação com meio contendo 10% 

de soro fetal bovino, células IEC-6 também foram capazes de restabelecer 

proliferação, como observado através de citometria de fluxo após incorporação de 

BrdU (Fig. 4.9C). Foi observado que células IEC-6 encontravam-se majoritariamente 

na fase G0/G1 do ciclo celular imediatamente após suplementação com soro (0h) ou 

12 horas após suplementação, alcançando a fase S do ciclo celular entre 24 e 36 

horas, e retornando para a fase Go /G1 após 48 horas (Fig. 4.9C). Juntos estes 

resultados mostram que a sincronização de células IEC-6 por confluência e privação 

de soro, assim como em células NIH3T3, também pode ser utilizado para avaliar a 

regulação de corpúsculos lipídicos durante a progressão do ciclo celular. 

As mesmas análises para avaliar a regulação de corpúsculos lipídicos em 

células NIH3T3 foram realizadas em células IEC-6 suplementadas. A localização 

subcelular de corpúsculos lipídicos foi observada por microscopia de fluorescência, 

desta vez marcando microtúbulos com anticorpos contra α-tubulina para 

visualização da morfologia celular (vermelho), corpúsculos lipídicos com a sonda 

lipídica fluorescente Bodipy® (verde), e o núcleo das células com o marcador de 

DNA DAPI (azul). Assim como em células NH3T3, foi observada a localização 

perinuclear de corpúsculos lipídicos nos períodos anteriores à suplementação ou 

após 12 horas de suplementação (referentes à maioria das células na fase G0/G1 do 

ciclo celular), bem como em células após 48 horas de suplementação (Fig. 4.10). 

Além disso, corpúsculos lipídicos com localização dispersa pelo citoplasma foram 

observados em células IEC-6 no período após 24 e 36 horas de suplementação, 

referente à maioria das células progredindo pela fase S do ciclo celular (Fig. 4.10). A 

quantificação corpúsculos lipídicos em IEC-6 também revelou um aumento no 
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número de corpúsculos lipídicos a partir da entrada de células IEC-6 na fase S do 

ciclo celular, observado tanto pela quantificação de número e área total por célula 

feita por microscopia de fluorescência após marcação com a sonda lipofílica Oil Red 

O (Fig. 4.11A), quanto pela média de fluorescência após marcação com Bodipy® e 

análise por citometria de fluxo (Fig. 4.11B, 4.11C). Esses dados vão de acordo com 

o que foi observado em células NIH3T3, e reforçam a ideia de que corpúsculos 

lipídicos apresentam uma regulação dinâmica durante a progressão do ciclo celular. 
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FIGURA 4.9. Células IEC-6 sincronizadas progridem u niformemente pelo ciclo celular após 
suplementação com soro. (A)  Esquema do modelo experimental de sincronização de células IEC-6. 
Células IEC-6 foram cultivadas até confluência, e então mantidas em meio sem soro por 24h. 
Posteriormente, células foram suplementadas com meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e 
analisadas nos tempos indicados. (B) Análise de citometria de fluxo para ciclo celular e morte celular 
por fragmentação de DNA indicam estado das células no momento anterior à suplementação com 
soro. (C) Células IEC-6 sincronizadas foram suplementadas com meio contendo 10% de soro, e 
incubadas com 20µΜ de BrdU trinta minutos antes da fixação nos tempos indicados. Posteriormente, 
as células foram marcadas utilizando anticorpos anti-BrdU-FITC e iodeto de propídio para análise por 
citometria de fluxo. A percentagem de células em cada estágio do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) está 
representada. Todos os resultados são representativos de pelo menos três experimentos. 
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FIGURA 4.10. Localização celular de corpúsculos lip ídicos varia conforme progressão do ciclo 
celular em células IEC-6. Células IEC-6 foram sincronizadas por confluência e privação de soro, e 
posteriormente suplementadas com meio contendo 10% SFB conforme descrito na Fig. 4.4A. (A) 
Após a suplementação, as células foram fixadas em lamínula nos tempos indicados e tratadas com 
anticorpos anti-α-tubulina para imunofluorescência (em vermelho), Bodipy® para marcação de 
corpúsculos lipídicos (em verde) e DAPI para marcação nuclear (em azul). Análise por microscopia de 
fluorescência mostra a morfologia celular e localização subcelular de corpúsculos lipídicos nos 
diferentes tempos. Barras de escala representam 10 µm. Resultados representativos de dois 
experimentos independentes.  
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FIGURA 4.11. Quantidade de corpúsculos lipídicos va ria durante a progressão do ciclo celular 
em células IEC-6. Células IEC-6 foram sincronizadas por confluência e privação de soro, e 
posteriormente suplementadas com meio contendo 10% SFB conforme descrito na Fig. 4.4A. (A) 
Quantificação por marcação com Oil Red O. Células IEC-6 foram fixadas em lamínula e coradas com 
Oil Red O nos tempos indicados. O número (gráfico da esquerda) ou área total (gráfico da direita) de 
corpúsculos lipídicos por célula foram determinados através do software ImageQuant TL (GE 
Healthcare). Dados mostrados como média ± DP de três experimentos independentes. (B) 
Quantificação de corpúsculos lipídicos por citometria de fluxo. Células IEC-6 foram tratadas com 
Bodipy® nos tempos indicados e analisadas por citometria de fluxo. Dados mostrados como 
sobreposição de intensidades de fluorescência de cada tempo analisado. (C) Representação gráfica 
da média de intensidade de fluorescência de células tratadas com Bodipy® nos tempos indicados. 
Todos os resultados são representativos de pelo menos três experimentos.  
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4.4. Regulação de corpúsculos lipídicos durante a p rogressão do ciclo celular 

em células transformadas 

Com o objetivo de caracterizar diferenças na regulação de corpúsculos 

lipídicos em células apresentando defeitos no controle de ciclo celular, células 

NIH3T3 foram transformadas a partir da expressão da oncoproteína 

constitutivamente ativa H-rasV12 (ROBBS et al., 2008). Células NIH3T3-H-rasV12 

apresentam características típicas de células transformadas, como foi mostrado 

anteriormente (ROBBS et al., 2008). Células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 foram 

submetidas ao procedimento de sincronização em G0/G1 por confluência e privação 

de soro (Fig. 4.12A). Análise por marcação com iodeto de propídio mostrou que 

confluência e privação de soro foram capazes de causar arresto em G0/G1 em 

células NIH3T3, enquanto que o mesmo tratamento não foi capaz de causar o 

mesmo efeito em células NIH3T3-H-rasV12 (Fig. 4.12B). Baseados nestes dados, 

análises de quantificação e localização subcelular de corpúsculos lipídicos foram 

realizadas em ambas as linhagens após confluência e privação de soro. Pôde-se 

observar a localização dispersa de corpúsculos lipídicos pelo citoplasma em células 

NIH3T3-H-rasV12, diferentemente de células NIH3T3 selvagens que apresentavam 

corpúsculos lipídicos com localização perinuclear (Fig. 4.13A). Também foi possível 

observar por citometria de fluxo uma maior quantidade de corpúsculos lipídicos em 

células NIH3T3-H-rasV12, quando comparadas com células NIH3T3 selvagens (Fig. 

4.13B). Estes dados mostram uma regulação diferencial de corpúsculos lipídicos 

entre uma linhagem transformada e uma linhagem não transformada. 

Já foi descrito que a proteína estrutural de corpúsculos lipídicos ADRP é 

importante para o acúmulo de lipídios intracelulares, sugerindo um papel na 

biogênese de corpúsculos lipídicos (IMAMURA et al., 2002; GAO E SERRERO, 

1999; BRASAEMLE et al., 1997). Baseado nestes dados, a expressão aumentada 

de ADRP em células NIH3T3-H-rasV12 poderia estar supostamente correlacionada 

com o aumento no número de corpúsculos lipídicos observado nesta linhagem. 

Portanto, foram realizadas análises de expressão e localização subcelular de ADRP 

em células NIH3T3 e NIH3T3-H-rasV12. Análise por western blot mostrou uma maior 

expressão da proteína ADRP em células NIH3T3-H-rasV12 quando comparadas 

com a linhagem NIH3T3 (Fig. 4.14A). Além disso, foi possível observar a localização 

da marcação de ADRP justaposta a Bodipy® por microscopia de fluorescência, 

sugerindo a localização desta proteína em corpúsculos lipídicos em ambas as 

linhagens (Fig. 4.14B). Esses dados definem ADRP como um alvo interessante para 



‘ 

70 

 

a modulação da biogênese de corpúsculos lipídicos nessas linhagens. 
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FIGURA 4.12. Células NIH3T3 transformadas com a onc oproteína H- rasV12 apresentam 
desregulação do ciclo celular. (A) Desenho experimental para sincronização de células por arresto 
em G0/G1. Células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 foram cultivadas até confluência, e então em 
privação de soro por 24h. (B) Análise de ciclo celular foi realizada em ambas as linhagens após 
confluência e privação de soro. Células foram incubadas com 20µΜ de BrdU trinta minutos antes da 
fixação. Posteriormente, as células foram marcadas utilizando anticorpos anti-BrdU-FITC e iodeto de 
propídio para análise por citometria de fluxo. A percentagem de células em cada estágio do ciclo 
celular (G0/G1, S e G2/M) está representada. Dados representativos de pelo menos três experimentos 
independentes. 
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FIGURA 4.13. Células NIH3T3-H- rasV12 apresentam localização dispersa e maior número de 
corpúsculos lipídicos. Células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 foram submetidas ao tratamento de 
confluência e privação de soro conforme descrito na Fig. 4.12A. (A) Localização subcelular de 
corpúsculos lipídicos. Células foram fixadas em lamínula e tratadas com anticorpos anti-α-tubulina 
para imunofluorescência (em vermelho), Bodipy® para marcação de corpúsculos lipídicos (em verde) 
e DAPI para marcação nuclear (em azul). Análise por microscopia de fluorescência mostra a 
morfologia celular e localização subcelular de corpúsculos lipídicos nas duas linhagens celulares. 
Barras de escala representam 10 µm. (B) Quantificação por citometria de fluxo. Células NIH3T3 ou 
NIH3T3-H-rasV12 foram tratadas com Bodipy® e analisadas por citometria de fluxo. Dados 
mostrados como sobreposição de intensidades de fluorescência ou através de representação gráfica 
da média de intensidade de fluorescência de células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 tratadas. Dados 
mostrados como média ± DP de três experimentos independentes. Todos os resultados mostrados 
são representativos de pelo menos três experimentos independentes. 
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FIGURA 4.14. Células NIH3T3-H-rasV12 apresentam maior acúmulo da  proteína estrutural 
ADRP. Células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 foram submetidas ao tratamento de confluência e 
privação de soro conforme descrito na Fig. 4.12A. (A) Western blot foi realizado utilizando anticorpos 
específicos contra as proteínas descritas após confluência e privação de soro. (B) Localização 
subcelular de ADRP. Após confluência e privação de soro, células NIH3T3 ou NIH3T3-H-rasV12 
foram marcadas para ADRP por imunofluorescência (em vermelho), com a sonda lipídica fluorescente 
Bodipy® para marcação de corpúsculos lipídicos (em verde) e com DAPI para marcação nuclear (em 
azul). Barras de escala representam 10 µm. Todos os resultados mostrados são representativos de 
pelo menos três experimentos independentes. 
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4.5. Efeito da superexpressão de ADRP na regulação de corpúsculos lipídicos 

Baseados nos dados mostrados anteriormente em células NIH3T3-H-

rasV12, foi realizado a indução da superexpressão de ADRP em células NIH3T3 

com o objetivo de avaliar o efeito da proteína ADRP na biogênese de corpúsculos 

lipídicos. Para isso, células NIH3T3 foram transduzidas com vetores retrovirais 

contendo o gene de ADRP humana (hADRP) sob controle de expressão pelo 

promotor de citomegalovirus. Após transdução, células foram submetidas à 

confluência e privação de soro, e a quantidade e localização subcelular de 

corpúsculos lipídicos foram avaliadas antes ou após 12, 24, 36 e 48 horas de 

suplementação com meio contendo 10% de soro (Fig. 4.15A). Foi possível observar 

a eficiência da transdução retroviral tanto do vetor vazio quanto do vetor contendo o 

gene de hADRP por citometria de fluxo, avaliando a expressão do gene repórter 

EGFP (Fig. 4.15B). Por sua vez, a superexpressão do gene de ADRP humana foi 

confirmada por western blot, através do qual foi possível observar a presença da 

proteína hADRP em células NIH3T3 seis dias após transdução (Fig. 4.15C). 

As análises de quantificação e localização subcelular de corpúsculos 

lipídicos foram realizadas em células transduzidas ou com vetor vazio ou com vetor 

contendo o gene de hADRP conforme descrito na Fig. 4.5A. Através de 

quantificação por Oil Red O, foi possível observar uma maior quantidade de 

corpúsculos lipídicos em células que superexpressam ADRP humana quando 

comparadas com células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio (Fig. 4.16A). 

Também foi possível observar a localização dispersa de corpúsculos lipídicos pelo 

citoplasma em células que superexpressam hADRP na maioria dos tempos 

analisados (Fig. 4.16B). Em contrapartida, células transduzidas com vetor vazio 

apresentavam corpúsculos lipídicos com localização dispersa somente 24 horas 

após suplementação com soro (Fig. 4.16B), o que está de acordo com os resultados 

obtidos anteriormente em nosso modelo de sincronização (Fig. 4.5A). Esses dados 

indicam que o aumento da expressão de ADRP é capaz de alterar a regulação de 

corpúsculos lipídicos em células NIH3T3. 
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FIGURA 4.15. Células NIH3T3 transduzidas com retrov írus para superexpressão do gene 
humano de ADRP apresentam maior acúmulo da proteína  ADRP. (A)  Desenho experimental para 
transdução retroviral e sincronização de células NIH3T3. Células foram transduzidas com retrovírus 
contendo vetor vazio (pLIRES2-EGFP) ou vetor para expressão de ADRP humana (pLIRES2-EGFP-
hADRP). Após 24 horas, células transduzidas foram lavadas e cultivadas por 48 horas até atingir 90% 
de confluência, e então cultivadas com meio DMEM contendo 0,2% de soro fetal bovino por mais 24h. 
Posteriormente, células foram suplementadas com meio contendo 10% de SFB e analisadas nos 
tempos indicados. (B) A eficiência da transdução retroviral foi avaliada após 24 horas a partir da 
medição de fluorescência do produto da expressão do gene repórter EGFP por citometria de fluxo. 
(C) Análise de expressão da proteína ADRP. Após confluência e privação de soro, os extratos totais 
de proteína das células transduzidas com retrovírus contendo o vetor vazio ou o vetor de expressão 
para ADRP foram preparados após 24 horas de suplementação com soro e separados por SDS-
PAGE. Western blot foi realizado utilizando anticorpos específicos contra ADRP e GAPDH. 
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FIGURA 4.16. Células NIH3T3 superexpressando ADRP a presentam maior quantidade e 
localização dispersa de corpúsculos lipídicos.  Células NIH3T3 foram transduzidas com retrovírus 
contendo os vetores pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-ADRP, e sincronizadas conforme descrito na 
Fig. 4.15A. (A) Quantificação por marcação com Oil Red O. Células NIH3T3 transduzidas com 
retrovírus contendo o vetor vazio ou o vetor de expressão para ADRP foram fixadas em lamínula e 
coradas com Oil Red O nos tempos indicados. O número e área total de corpúsculos lipídicos por 
célula foram determinados através do software ImageQuant TL (GE Healthcare). (B) Localização 
subcelular de corpúsculos lipídicos. Após suplementação com soro, células NIH3T3 transduzidas com 
retrovírus contendo o vetor vazio ou o vetor de expressão para ADRP foram fixadas em lamínula nos 
tempos indicados e tratadas com Oil Red O para visualização de corpúsculos lipídicos (em vermelho), 
e com DAPI para marcação nuclear (em azul). A morfologia celular foi observada a partir da 
fluorescência do produto do gene repórter EGFP (em verde). Análise por microscopia de 
fluorescência mostra a morfologia celular e localização subcelular de corpúsculos lipídicos na células 
transduzidas com cada vetor retroviral. Barras de escala representam 10 µm. Todos os dados 
mostrados são representativos de pelo menos três experimentos independentes.  
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4.6. Efeito da superexpressão de ADRP na proliferaç ão celular e transformação 

celular in vitro  

Baseado nos dados obtidos com a superexpressão de ADRP na regulação 

de corpúsculos lipídicos, células NIH3T3 foram novamente transduzidas com vetores 

retrovirais contendo o gene de expressão de hADRP com o objetivo de avaliar o 

efeito da superexpressão de ADRP na proliferação celular e transformação celular in 

vitro por ensaios de progressão de ciclo celular, morte celular em meio privado de 

soro, formação de focos em cultura e formação de colônias em meio semi-sólido. 

Células transduzidas foram novamente submetidas a sincronização por confluência 

e privação de soro, e posteriormente suplementadas com meio contendo 10% ou 

0,2% de soro, conforme descrito na Fig. 4.5A. Análise de proliferação celular por 

marcação por cristal violeta não mostrou diferenças no acúmulo de células NIH3T3 

transduzidas com vetor vazio ou células superexpressando hADRP quando 

cultivadas em presença de soro (Fig. 4.17). Além disso, neste mesmo experimento 

não foi possível observar acúmulo de células NIH3T3 transduzidas com o vetor de 

superexpressão de hADRP quando cultivadas em privação de soro, sendo o mesmo 

observado pelo controle transduzido com o vetor vazio (Fig. 4.17). Não foram 

observadas diferenças na progressão do ciclo celular em presença de soro por 

marcação por iodeto de propídio (Fig. 4.18), e análise de morte celular por 

quantificação de DNA Sub-G0 em privação de soro também não mostrou diferenças 

entre células superexpressando hADRP e o controle (Fig. 4.19). 

 Paralelamente, ensaios de transformação celular in vitro foram realizados 

em células NIH3T3 transduzidas para avaliar o potencial carcinogênico de ADRP. 

Através de ensaio de formação de focos em cultura não foi possível observar focos 

de células NIH3T3 transduzidas com vetor vazio ou com vetor contento gene de 

expressão de hADRP, indicando que em ambas as condições células NIH3T3 

mantém a capacidade de inibir crescimento por contato célula-célula (Fig. 4.20A). Da 

mesma forma, não foram observadas diferenças na formação de colônias em meio 

semissólido entre células controle e com superexpressão de hADRP, que 

apresentaram quantidade e diâmetro semelhantes entre si (Fig. 4.20B). Juntos 

esses dados indicam que a superexpressão do gene de hADRP não é capaz de 

promover um fenótipo transformado em células previamente não cancerosas, 

descartando a hipótese de que este gene possa exercer uma função de oncogene. 
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FIGURA 4.17. Células NIH3T3 não apresentam alteraçã o na proliferação após superexpressão 
de ADRP. Células NIH3T3 foram transduzidas com retrovírus contendo os vetores pLIRES-EGFP ou 
pLIRES-EGFP-ADRP, e sincronizadas conforme descrito na Fig. 4.15A..  Após confluência e privação 
de soro, células NIH3T3 transduzidas foram suplementadas com meio contendo 10% ou 0,2% de 
soro e cultivadas em placas de 96 poços. A cinética de proliferação celular foi avaliada por marcação 
com cristal violeta nos tempos indicados. Dados mostrados como média ± DP de três experimentos 
independentes. 
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FIGURA 4.18. Células NIH3T3 não apresentam alteraçã o na progressão do ciclo clelular após 
superexpressão de ADRP. Células NIH3T3 foram transduzidas com retrovírus contendo os vetores 
pL0 ou pLADRP, e sincronizadas conforme descrito na Fig. 4.15A.  Após confluência e privação de 
soro, células NIH3T3 transduzidas foram suplementadas com meio contendo 10 % de soro, e 
incubadas com 20µΜ de BrdU trinta minutos antes da fixação nos tempos indicados. Posteriormente, 
as células foram marcadas utilizando anticorpos anti-BrdU-FITC e iodeto de propídio para análise por 
citometria de fluxo. A percentagem de células em cada estágio do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M) está 
representada. Dados representativos de pelo menos três experimentos.  
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FIGURA 4.19. Células NIH3T3 não apresentam alteraçã o na morte celular em privação de soro 
após superexpressão de ADRP. Células NIH3T3 foram transduzidas com retrovírus contendo os 
vetores pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-ADRP, e sincronizadas conforme descrito na Fig. 4.15A. 
Após confluência e privação de soro, células NIH3T3 transduzidas foram suplementadas com meio 
contendo 0,2% de soro. Conteúdo de DNA Sub-G0 foi avaliado através de marcação por iodeto de 
propídio (IP) e análise por citometria de fluxo nos tempos indicados. A percentagem de conteúdo 
Sub-G0 está indicada. Dados representativos de pelo menos três experimentos.  
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FIGURA 4.20. Células NIH3T3 não apresentam fenótipo  de transformação in vitro  após 
superexpressão de ADRP. Células NIH3T3 foram transduzidas com retrovírus contendo os vetores 
pLIRES-EGFP ou pLIRES-EGFP-ADRP, e sincronizadas conforme descrito na Fig. 4.15A. (A) Ensaio 
de formação de foco. Após transdução, células foram misturadas 1:5 com células NIH3T3 selvagens 
e cultivadas em placas de 6 poços. Após 12 dias, células foram visualizadas através de marcação por 
cristal violeta. Dados representativos de pelo menos três experimentos. (B) Ensaio de crescimento 
celular em meio semissólido. Após transdução, células foram cultivadas em meio DMEM contendo 
0,3% de agarose e cultivadas em placas de 6 poços. Após 20 dias, o número de colônias foi contado 
(gráfico) e colônias representativas foram visualizadas por contraste de fase (painel superior) e 
microscopia de fluorescência para detecção de expressão de EGFP (painel inferior).  
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5.  DISCUSSÃO 

Há cada vez mais evidências de que corpúsculos lipídicos são organelas 

dinâmicas e funcionalmente ativas. Corpúsculos lipídicos interagem com outras 

organelas envolvidas em atividades metabólicas fundamentais para a homeostase 

celular, como mitocôndrias (WAN et al., 2007), retículo endoplasmático (OZEKI et 

al., 2005) e peroxissomos (BINNS et al., 2007). Além disso, a estrutura dessas 

organelas é composta por uma combinação complexa de lipídios e proteínas, que 

variam conforme o estímulo ou tipo celular (MURPHY, 2001; MARTIN e PARTON, 

2006; BOZZA et al., 2007). Corpúsculos lipídicos estão envolvidos em funções tão 

diversas como metabolismo lipídico (MARTIN e PARTON, 2005; LONDOS et al., 

2005), tráfego de membranas (LIU et al., 2003) e na resposta imune (BOZZA et al., 

2007, 2009).  

Dentre as diversas funções celulares mencionadas anteriormente nas quais 

corpúsculos lipídicos estão implicados, é importante destacar o possível papel que 

estas organelas desempenham na proliferação e na transformação celular. Em 

primeiro lugar, corpúsculos lipídicos apresentam em sua estrutura proteínas 

envolvidas na sinalização intracelular mitogênica como PI3K, MAP cinases e PKC 

(YU et al., 1998, 2000; CHEN et al., 2002). Em segundo lugar, as proteínas 

caveolina-1 e Tgl4, residentes de corpúsculos lipídicos e inicialmente relacionadas 

com o metabolismo de lipídios, foram apontadas como peças chave na progressão 

do ciclo celular em hepatócitos e leveduras, respectivamente (FERNÁNDEZ et al., 

2006; KURAT et al., 2009). Por fim, foi sugerido o papel de corpúsculos lipídicos no 

fenótipo hiperproliferativo de células tumorais de cólon (ACCIOLY et al., 2008). 

Baseado nesses dados, este trabalho teve por objetivo estudar o papel de 

corpúsculos lipídicos na progressão do ciclo celular, avaliando a regulação dessas 

organelas nos diferentes estágios do ciclo, e na transformação celular, avaliando a 

capacidade dessas organelas de estabelecer um fenótipo carciniogênico in vitro. 

A sincronização da proliferação de células em cultura é um procedimento 

amplamente utilizado para estudar os mecanismos que regulam a entrada e 

progressão de células pelo ciclo celular (SCHORL e SEDIVY, 2007). Culturas em 

crescimento exponencial proliferam de forma não-sincrônica, ou seja, cada célula da 

cultura progride pelo ciclo celular de forma independente às células vizinhas. Por 

outro lado, células sincronizadas são artificialmente induzidas a progredir pelo ciclo 

celular de maneira homogênea, a partir do enriquecimento de uma população celular 
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em um determinado estágio do ciclo. Considerando esses fatos, a sincronização de 

células da linhagem NIH3T3 foi realizada por confluência e privação de soro. Por 

esta linhagem ser caracteristicamente não transformada e apresentar inibição de 

proliferação por contato célula-célula (JAINCHILL et al., 1969), era esperado o 

arresto observado na fase G0/G1 do ciclo celular após este procedimento. Entretanto, 

a capacidade de restabelecer a proliferação é uma característica fundamental para a 

utilização de uma população homogênea de células geradas por sincronização 

(SCHORL e SEDIVY, 2007). Pôde-se confirmar a sincronização de células NIH3T3 

após observar o restabelecimento da proliferação após suplementação com meio 

contendo 10% de soro fetal bovino. A análise por iodeto de propídio mostrou ainda 

uma baixa proporção de células com conteúdo de DNA Sub-G0, sugerindo que o 

período em que estas células permaneceram em privação de soro foi suficiente para 

causar sincronização sem desencadear processo de morte celular. 

Para avaliar se células NIH3T3 progridem de forma homogênea pelo ciclo 

celular, foi necessário avaliar a re-entrada em ciclo de células sincronizadas através 

de marcação de BrdU incorporado em conjunto com a incorporação de iodeto de 

propídio (IP). Para isso, células foram incubadas por trinta minutos com BrdU em 

meio de cultura e fixadas imediatamente depois, de forma a assegurar que somente 

células em síntese ativa de DNA fossem marcadas positivamente para BrdU nas 

análises subsequentes. Durante avaliação da progressão do ciclo celular, a 

marcação conjunta de BrdU e iodeto de propídio em análises de citometria de fluxo 

tem uma grande vantagem em relação à marcação única com IP; a incorporação de 

BrdU ocorre somente em células presentes na fase S, portanto a dupla marcação 

com IP é capaz de separar completamente células em início da fase S de células 

ainda na fase G1 tardia, bem como separar células em fim da fase S de células 

presentes em G2. Por outro lado, a simples quantificação do conteúdo de DNA por IP 

não é capaz de separar completamente a população de células em fase S da 

população de células em G0/G1 ou G2/M. Devido a essa importante característica da 

análise de BrdU incorporado, esta técnica foi utilizada sempre que possível nos 

experimentos de análise de progressão de ciclo celular. 

Logo, por citometria de fluxo foi possível notar um grande acúmulo de 

células na fase G0/G1 12 horas após suplementação com soro, com algumas poucas 

células já presentes no início da fase S. No entanto, 24 horas após o estímulo 

proliferativo a maioria das células localizava-se tanto na fase G0/G1 quanto na fase S 

do ciclo celular. Em relação a este resultado, é importante mencionar que a análise 



‘ 

84 

 

realizada ainda impossibilita a distinção entre células progredindo pelas fases G1 

inicial e G1 tardio. Além disso, cada célula em cultura possui seu ritmo próprio de 

progressão do ciclo, de forma que células previamente sincronizadas passam a 

proliferar de forma não-sincronizada após algumas rodadas de divisão, e a detecção 

de células tanto na fase G0/G1 quanto na fase S após 24 horas de suplementação 

pode ser consequência de diferentes ritmos de proliferação individuais dentro de 

uma população de células sincronizadas. Apesar desses pontos, este resultado 

indica que células sincronizadas foram capazes de entrar em S após 24 horas de 

estimulação mitogênica.  

Ainda para determinar a re-entrada de células em ciclo celular, foi realizada 

a análise dos níveis de fosforilação da proteína retinoblastoma (Rb), dos níveis de 

ciclina A2, e dos níveis de fosforilação de histona-H3. Rb é um regulador central da 

entrada de células no ciclo celular, levando à ativação de genes envolvidos na 

transição G1/S mediante hiperfosforilação (HARBOUR e DEAN, 2000). Foi 

observado por western blot que células em arresto na fase G0/G1 (0h) apresentaram 

tanto proteínas Rb hipofosforiladas quanto hiperfosforiladas. A maior parte das 

proteínas Rb encontrava-se hipofosforilada, mostrando bloqueio da progressão do 

ciclo celular. Por outro lado, proteínas hiperfosforiladas podem ter sido originadas de 

células não sincronizadas ainda presentes na cultura. A partir do estímulo 

proliferativo por suplementação com soro, é possível observar um aumento na 

proporção de proteínas Rb hiperfosforiladas após 12 horas, culminando com 

hiperfosforilação máxima de Rb em 24 horas. No mesmo período foi possível 

observar um pico de síntese de ciclina A2, cuja expressão é inicialmente regulada 

pelo fator de transcrição E2F (SCHULZE et al., 1995) e inicia-se durante a fase G1 

tardia, atingindo seu ápice durante a fase S. Esta ciclina se liga com a cinase 

dependente de ciclina 2 (CDK2), e este complexo é requerido para progressão pela 

fase S (GIRARD et al., 1991; WALKER e MALLER, 1991). Estes resultados sugerem 

que, no período de 24 horas após suplementação com soro, células NIH3T3 

sincronizadas progrediram pela fase G1 do ciclo celular. Por fim, a fosforilação de 

histona H3 na serina 10 está correlacionada com a condensação de cromossomos 

durante a mitose e meiose (HENDZEL et al., 1997), e em função disso a análise de 

fosforilação da histona H3 é usualmente utilizada como marcador desses processos 

durante o ciclo celular. Foi possível observar a fosforilação de histona H3 48 horas 

após suplementação, sugerindo que, neste período, células NIH3T3 sincronizadas 

estavam em mitose. 
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A partir da análise de expressão do mRNA das ciclinas D2, E2, A2 e B2, foi 

possível estabelecer um panorama da progressão do ciclo celular de células NIH3T3 

sincronizadas. Foram observados picos de expressão das diferentes ciclinas em 

períodos bem delimitados dentro dos tempos analisados. Em função disso, foi 

possível discernir os estágios do ciclo celular correspondentes a cada um destes 

tempos, correlacionando os picos de expressão de cada ciclina com o seu período 

correspondente de expressão no ciclo celular. Portanto, o período de 12 horas após 

estímulo mitogênico corresponderia a células progredindo pela fase G1 inicial do 

ciclo celular em função da expressão de ciclina D2; o período de 24 horas 

corresponderia à transição G1/S e progressão pela fase S em razão da expressão 

de ciclinas E2 e A2; e finalmente, os períodos de 36 e 48 horas corresponderiam à 

progressão pelas fases G2 e M do ciclo celular pelo aumento de expressão da 

ciclina B2. Esses dados mostram que células NIH3T3 sincronizadas progridem de 

forma uniforme pelo ciclo celular após receberem um estímulo proliferativo. Uma 

observação em relação à expressão de ciclina D2 deve ser feita. É bem estabelecido 

que a expressão de ciclinas D é ativada e mantida em função da presença de 

agentes mitogênicos (SHERR et al., 1994). No entanto, observamos a expressão de 

ciclina D2 restrita ao período de 12 horas após suplementação com soro; após este 

tempo é possível notar a inibição de expressão do gene em questão. Uma possível 

explicação para o que foi observado é que a regulação de expressão de cada ciclina 

D tem um padrão distinto de expressão, específico para cada tecido, e cada uma 

dessas ciclinas acumula com diferentes cinéticas após estímulo mitogênico 

(MATSUSHIME et al., 1991; MOTOKURA et al., 1992). Como exemplo, as diversas 

ciclinas D apresentam padrões de expressão drasticamente distintos durante a 

diferenciação terminal de células musculares (RAO et al., 1994; KIESS et al., 1995; 

SKAPEK et al., 1995) e neurônios (TAMARU et al., 1993; 1994). A expressão restrita 

de ciclina D2 observada pode ser uma representação de como a expressão desta 

ciclina é regulada em fibroblastos da linhagem NIH3T3. 

Além do modelo em células de fibroblasto murino, células da linhagem IEC-

6, derivadas de epitélio intestinal de rato, também foram utilizadas como modelo 

alternativo para análise da progressão do ciclo celular. Assim como células NIH3T3, 

células IEC-6 não possuem fenótipo de transformação in vitro, apresentando inibição 

de proliferação por contato e incapacidade de formação de colônias em meio 

semissólido, e também não formam tumores in vivo (QUARONI et al., 1979). Além 

disso, já foi descrita a presença de corpúsculos lipídicos nessas células (ACCIOLY 
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et al., 2008; MOREIRA et al., 2009), justificando a utilização desta linhagem como 

modelo. Por fim, seria interessante comparar dados entre duas linhagens de origens 

teciduais distintas; neste caso, entre células de origem fibroblásticas e células 

epiteliais. Quando submetidas ao mesmo procedimento de sincronização por 

confluência e privação de soro, seguido por suplementação, células IEC-6 

apresentaram resultados semelhantes aos de células NIH3T3. Foi observado, 

portanto, arresto do ciclo celular com baixa proporção de células com conteúdo de 

DNA Sub-G0, e reentrada em ciclo celular após estímulo com soro. Por outro lado, a 

proliferação de células IEC-6 foi mais lenta que a apresentada por células NIH3T3, 

já que é possível observar uma grande quantidade de células em fase S ainda no 

período de 36 horas após suplementação. Possivelmente, a ausência de insulina 

durante a suplementação de células IEC-6 sincronizadas pode ter diminuído o 

máximo potencial proliferativo desta linhagem, mas este era um passo necessário já 

que a insulina pode interferir diretamente na biogênese de corpúsculos lipídicos por 

ser um potente estimulador de adipogênese (HAUNER et al., 1990). 

Em resumo, células NIH3T3 ou IEC-6 submetidas à sincronização do ciclo 

celular por confluência e privação de soro apresentam um arresto na fase G0/G1 sem 

desencadear morte celular, e são capazes de retomar proliferação de forma 

homogênea após suplementação com soro. Além disso, a partir da análise do 

conteúdo de DNA e da expressão de mRNA de ciclinas, foi possível distinguir em 

que estágio específico do ciclo celular estavam localizadas a maior parte das células 

NIH3T3 em cada tempo avaliado. Juntos, estes resultados mostram que a 

sincronização de células NIH3T3 e IEC-6 por confluência e privação de soro 

proporciona um bom modelo para avaliar da regulação de corpúsculos lipídicos 

durante celular. 

Uma particularidade da natureza dinâmica de corpúsculos lipídicos é sua 

capacidade de se redistribuir pelo citoplasma. Em algumas células, a distribuição de 

toda população de corpúsculos lipídicos pode passar por mudanças drásticas, em 

uma escala de tempo que pode variar de minutos até algumas horas (WELTE, 

2007). De maneira semelhante, este trabalho mostrou a redistribuição dinâmica de 

corpúsculos lipídicos em células NIH3T3 durante a progressão do ciclo celular. 

Basicamente, corpúsculos lipídicos mostram uma distribuição perinuclear durante 

grande parte do ciclo, ocorrendo uma rápida dispersão dessas organelas pelo 

citoplasma dependente de entrada na fase S, observado primeiramente através da 

progressão pelo ciclo celular de células NIH3T3 após estimulação mitogênica. 
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Células IEC-6 apresentaram os mesmos resultados, mostrando que esta regulação 

ocorre de forma semelhante em dois tipos celulares de origens teciduais bem 

distintas e, portanto, sugere que essa característica de mudança de localização de 

corpúsculos lipídicos possua uma significância biológica durante a progressão do 

ciclo celular. A localização subcelular de corpúsculos lipídicos em células NIH3T3 

também foi feita em concomitância com marcação com BrdU, de forma a assegurar 

a análise de células em progressão especificamente pela fase S do ciclo celular, e 

compará-las com células presentes em outras fases. Não só foi observado que 

células positivas para BrdU apresentavam corpúsculos lipídicos mais 

frequentemente dispersos pelo citoplasma, mas também que células em diferentes 

etapas da síntese de DNA apresentavam diferentes graus de dispersão. Esses 

dados não só confirmam, mais uma vez, os dados observados inicialmente em 

NIH3T3, como também sugerem que a dispersão de corpúsculos lipídicos é 

dinâmica durante toda a progressão pela fase S do ciclo celular, em paralelo com as 

diferentes etapas de síntese de DNA. Por fim, estes resultados foram novamente 

confirmados através da análise de células especificamente sincronizadas na fase S 

por incorporação de timidina (BOOTSMA et al., 1964; STEIN e BORUM, 1972). Um 

possível mecanismo que regule o processo de movimentação de corpúsculos 

lipídicos é o transporte mediado por microtúbulos, já que desestruturação de 

microtúbulos por agentes farmacológicos interrompe a mobilidade de corpúsculos 

lipídicos (POL et al., 2004). Além disso, a proteína dineína citoplasmática, uma 

proteína motora direcionada para a extremidade menos de microtúbulos, já foi 

descrita associada fisicamente a corpúsculos lipídicos (GROSS et al., 2000; WU et 

al., 2000; BOSTRÖM et al., 2005), e é necessária para o deslocamento dessas 

organelas (BÖSTROM et al., 2005; BOULANT et al., 2008).  

A translocação de corpúsculos lipídicos pela célula durante o ciclo celular 

pode ter implicações importantes na regulação deste processo. Como foi descrito 

anteriormente, corpúsculos lipídicos interagem com ribossomos ou com diversas 

organelas como retículo endoplasmático e mitocôndrias (WAN et al., 2007), inclusive 

com interações funcionais, tendo como exemplo a β-oxidação de ácidos graxos a 

partir de interação com peroxissomos em leveduras (BINNS et al., 2006). Essas 

interações com outras organelas podem permitir troca de lipídios (MURPHY et al., 

2009; ZEHMER et al.,, 2009) e, portanto, sugerem que corpúsculos lipídicos possam 

ser transportadores de lipídios entre diferentes compartimentos. Paralelamente, 

corpúsculos lipídicos podem também ser transportadores de proteínas, 
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principalmente no caso de proteínas hidrofóbicas que são instáveis em meio aquoso 

intracelular. Um exemplo marcante são proteínas Core recém-sintetizadas de vírus 

da hepatite C; foi sugerido que a translocação perinuclear de corpúsculos lipídicos 

contendo proteínas Core auxilia a montagem de novas partículas virais, ao 

posicioná-la em proximidade aos sítios de replicação do RNA viral (BOULANT et al., 

2008). Baseado nessas características, e em função da localização de proteínas 

importantes para a sinalização mitogênica em corpúsculos lipídicos, como MAP 

cinases, PI3K e PKC, é interessante supor que estas organelas possam ser 

importantes mediadores desse tipo de sinalização, compartimentalizando essas 

proteínas e deslocando-as para diferentes partes da célula. Além disso, em função 

da dispersão de corpúsculos lipídicos ocorrer especificamente na fase S do ciclo 

celular, é possível imaginar que proteínas envolvidas na regulação da transição 

G1/S, da progressão da fase S, ou da replicação do DNA estivessem envolvidas 

nesse processo. Uma possibilidade interessante seria o transporte ou depósito de 

histonas, ou até mesmo outras proteínas cromossomais, baseando-se em um relato 

anterior descrevendo a estocagem de histonas em corpúsculos lipídicos durante o 

desenvolvimento de Drosophila (CERMELLI et al., 2006). De acordo com isso, já foi 

relatada a presença de histonas em corpúsculos lipídicos em análises de proteômica 

(WAN et al., 2007). 

Foi observado que o número de corpúsculos lipídicos varia conforme o ciclo 

celular. É interessante notar a grande a quantidade de corpúsculos lipídicos em 

células NIH3T3 quando comparadas com outras células como, por exemplo, 

macrófagos (PACHECO et al., 2007) ou células endoteliais, como é o caso da 

linhagem IEC-6 observado neste trabalho e em trabalhos de outros grupos 

(MOREIRA et al., 2009). Essa diferença pode ser característica da própria linhagem 

NIH3T3. O aumento no número de corpúsculos lipídicos durante a progressão do 

ciclo celular é um processo observado exclusivamente a partir de entrada das 

células na fase S, e pode ser um fator que, em conjunto com a dispersão dessas 

organelas, promova a progressão do ciclo celular. A biogênese de novos 

corpúsculos lipídicos pode potencializar os possíveis papéis no transporte de lipídios 

ou proteínas, ou na transdução de sinais estimulatórios que podem estar envolvidos 

nesse processo. Além disso, o metabolismo de lipídios é fundamental para a 

obtenção de energia e materiais necessários para suportar a proliferação celular 

(BRASAEMLE, 2006). É possível observar essa dependência durante a regeneração 

do fígado, como foi demonstrado por Fernández e colaboradores (FERNÁNDEZ et 
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al., 2006). Camundongos deficientes para caveolina-1 apresentavam baixos índices 

de regeneração do fígado após hepatectomia parcial, processo acompanhado 

desbalanço lipídico em hepatócitos (FERNÁNDEZ et al., 2006). Células extraídas de 

fígados de camundongos deficientes em caveolina-1 apresentavam menos 

corpúsculos lipídicos que hepatócitos de camundongos selvagens (FERNÁNDEZ et 

al., 2006). Análise de proteínas envolvidas no ciclo celular revelou que o antígeno 

nuclear de células em proliferação (PCNA, um marcador de progressão pela fase S) 

não era expresso ou estava muito reduzido em camundongos deficientes para 

caveolina-1 quando comparados com camundongos selvagens (FERNÁNDEZ et al., 

2006). Por outro lado, tratamento com glicose antes e durante o processo de 

regeneração restabeleceu a proliferação celular e a regeneração hepática 

(FERNÁNDEZ et al., 2006). Portanto, é possível concluir que a entrada na fase S do 

ciclo celular é regulada metabolicamente pela disponibilidade de corpúsculos 

lipídicos ou glicose (FERNÁNDEZ et al., 2006), e o aumento dessas organelas 

durante a fase S observado neste trabalho vai de acordo com esta idéia. 

Embora alguns eventos do ciclo celular solicitem a mobilização de lipídios, 

como nos grandes rearranjos de membrana plasmática, ainda não existe um grande 

conhecimento sobre os papéis específicos que lipídios podem desempenhar durante 

esse processo. No entanto, um trabalho recentemente publicado mostrou que 

células HeLa regulam ativamente a produção e localização de lipídios durante o 

processo de divisão celular. Atilla-Gockumen e colaboradores mostram diferenças 

entre lipidomas de células sincronizadas na fase S e ciclo celular e de células em 

citocinese, revelando que 11 espécies específicas de lipídios são acumuladas 

durante o processo de citocinese (ATILLA-GOCKUMEN et al., 2014). Essa 

especificidade revela que a regulação do conteúdo lipídico entre uma célula em 

interfase e uma célula em divisão é bastante precisa, embora na verdade somente 

uma pequena parte do lipidoma sofreu modificações extensivas em sua quantidade 

(ATILLA-GOCKUMEN et al., 2014). Alguns lipídios acumulados são, inclusive, 

usualmente pouco encontrados, como alguns derivativos de esteróis, ou derivados 

de um conjunto alternativo de enzimas de síntese, como no caso de fosfolipídios 

éter-ligados (ATILLA-GOCKUMEN et al., 2014). Interessantemente, membranas 

plasmáticas moldadas in vitro usando lipídios extraídos de células em fase S ou em 

citocinese apresentam diferenças importantes em sua topologia e resistência, sendo 

membranas derivadas de lipídios de células em citocinese menos homogêneas e 

mais rígidas que membranas derivadas de células na fase S (ATILLA-GOCKUMEN 
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et al., 2014). Por fim, o estudo mostrou que a inibição de enzimas envolvidas na 

biossíntese de lipídios, como a enzima final da síntese de triacilgliceróis DGAT2, é 

capaz de impedir a conclusão da citocinese (ATILLA-GOCKUMEN et al., 2014), e 

que a localização de lipídios para o segmento central da citocinese (midbody) é 

fundamental para a conclusão deste processo (ATILLA-GOCKUMEN et al., 2014). 

Interessante notar a importância da localização de lipídios em compartimentos 

específicos da célula, algo observado em corpúsculos lipídicos neste trabalho, 

embora em períodos diferentes do ciclo celular. Além disso, corpúsculos lipídicos 

apresentam lipídios comumente não encontrados em outros compartimentos 

celulares, incluindo componentes éter-ligados (TAUCHI-SATO et al., 2002; BARTZ 

et al., 2007). Por serem sítios importantes de acúmulo de lipídios intracelulares, 

corpúsculos lipídicos podem ser fontes importantes de lipídios para diferentes 

eventos do ciclo celular como a citocinese. Um maior enfoque nos tipos de enzimas 

envolvidas nas etapas de síntese, hidrólise e, principalmente, modificações de 

lipídios e ácidos graxos se revela como um caminho a se explorar para elucidar a 

formação de espécies lipídicas específicas. Duas enzimas reveladas neste trabalho 

como cruciais para o processo de divisão celular, DGAT2 e CGI/ABHD5, já foram 

descritas em corpúsculos lipídicos (TURKISH e STURLEY, 2007; YAMAGUCHI et 

al., 2004). Em suma, esses dados revelam uma importância fundamental de lipídios 

para um evento crucial da divisão celular e, consequentemente, implicam que estudo 

da lipidogênese é fundamental para a completa elucidação de um processo biológico 

fundamental como a progressão do ciclo celular. 

A avaliação de corpúsculos lipídicos durante o ciclo celular em uma 

linhagem celular transformada mostrou uma regulação diferencial destas organelas 

em comparação a uma linhagem celular normal. Células NIH3T3-H-rasV12 

apresentam características típicas de células transformadas, conforme mostrado 

anteriormente (ROBBS et al., 2008) e também neste trabalho. Estas células não 

apresentam inibição por contato e foram capazes de entrar em ciclo celular mesmo 

após cultivo em confluência e privação de soro. Portanto, foi interessante comparar 

a regulação de corpúsculos lipídicos nestas células, que nitidamente apresentam 

defeitos no controle do ciclo celular. A comparação com a linhagem NIH3T3 mostrou 

que células NIH3T3-H-rasV12 apresentam corpúsculos lipídicos constitutivamente 

dispersos pelo citoplasma, e em maior quantidade. Em relação ao que foi discutido 

anteriormente, principalmente em relação à necessidade metabólica para 

progressão do ciclo celular e à presença de proteínas de sinalização mitogênica 
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nessas organelas, muitas das quais estão superexpressas ou mutadas no câncer 

(MASSAGUÉ, 2004), supõe-se que o aumento quantitativo e a dispersão de 

corpúsculos lipídicos em células transformadas potencializem as vias de sinalização 

envolvidas na entrada da célula em ciclo, e que também possam sustentar 

metabolicamente a proliferação celular, acelerando dessa forma sua progressão 

pelo ciclo celular. Como conseqüência, a regulação diferencial de corpúsculos 

lipídicos pode dar uma vantagem proliferativa para células em processo de 

transformação maligna e, portanto, contribuir com o estabelecimento e progressão 

tumoral. De fato, o estudo conduzido por Accioly e colaboradores mostrou estes 

efeitos ao analisar a transformação de células IEC-6 com a oncoproteína H-rasV12, 

no qual foi visto que o aumento no número de corpúsculos lipídicos implicou na 

produção de mediadores inflamatórios, potencializando uma via de sinalização 

proliferativa para estas células e promovendo um aumento na sua taxa de 

proliferação (ACCIOLY et al., 2008). Como uma última observação, é necessário 

mencionar que a ativação constitutiva da proteína Ras nessas células pode ter um 

papel direto no aumento de corpúsculos lipídicos, pois esta via ativa proteínas MAP 

cinase e PI3K, que promovem a biogênese de corpúsculos lipídicos (BANDEIRA-

MELO et al., 2001b; ANDERSSON et al., 2006; MOREIRA et al., 2009). Isto pode 

ser uma das possíveis causas do aumento no número dessas organelas em células 

NIH3T3-H-rasV12.  

A observação de que algumas células neoplásicas exibem um maior número 

de corpúsculos lipídicos criou a possibilidade de utilizar a detecção dessas 

organelas ou a superexpressão de proteínas da família PAT (perilipina, ADRP e 

TIP47) como biomarcadores para tipos específicos de câncer, assim como para 

diferentes estadiamentos e níveis de agressividade. Por exemplo, já foi descrito que 

proteínas PAT são frequentemente expressas em tecidos neoplásicos que 

desenvolvem algum grau de esteatose, como os tecidos hepático, colorretal e 

carcinomas de células renais, embora cada um desses diferentes tipos de cânceres 

apresentem um padrão distinto de expressão de cada proteína PAT (STRAUB et al., 

2010). Dentre todas as proteínas PAT, é de particular interesse a relevância que 

ADRP tem atraído como um potencial biomarcador para tumorigênese. Isso é 

corroborado pela expressão diferencial de ADRP em diversos carcinomas humanos, 

como em carcinoma renal, hepático, de cólon e no carcinoma apócrino de mama 

(KUROKAWA et al., 2004; MATSUBARA et al., 2011; MORITANI et al., 2011; RAE et 

al., 2000; YAO et al., 2005; 2007). Superexpressão de ADRP também foi encontrada 
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em lesões cutâneas malignas e pré-malignas (OSTLER et al., 2010). Além disso, 

ADRP foi recentemente descrita como um importante biomarcador para linfoma de  

Burkitt, especialmente em função de um padrão específico de superexpressão desta 

proteína em comparação com linfomas difuso de grandes células B (AMBROSIO et 

al., 2012). Baseado nisso, seria interessante investigar dentro do nosso modelo de 

tumorigênese uma possível expressão diferencial de ADRP em células NIH3T3-H-

rasV12 em relação à linhagem parental NIH3T3. De fato, foi possível observar um 

aumento nos níveis protéicos de ADRP na linhagem transformada, o que vai de 

acordo com os trabalhos citados anteriormente. A proteína ADRP tem sido apontada 

como um fator importante durante o processo de biogênese de corpúsculos lipídicos, 

ao estimular o acúmulo de lipídios intracelulares (IMAMURA et al., 2002; GAO e 

SERRERO, 1999; BRASAEMLE et al., 1997), e pode estar envolvida no acúmulo de 

corpúsculos lipídicos observado nessas células. Além disso, ao averiguar sua 

localização subcelular, foi possível observar uma associação de ADRP com 

corpúsculos lipídicos, o que sugere que estas proteínas sejam funcionais. 

Entretanto, ainda são necessárias mais evidências do real impacto que a 

superexpressão de ADRP possa exercer na biogênese de novos corpúsculos 

lipídicos em células transformadas. 

Baseado nas evidências que mostram uma correlação entre a 

superexpressão de ADRP e diversas malignidades, bem como nos resultados 

obtidos com a linhagem NIH3T3-H-rasV12, realizamos a superexpressão de ADRP 

humana em células NIH3T3 não transformadas com o objetivo de avaliar as 

possíveis modificações na regulação de corpúsculos lipídicos, bem como alterações 

na proliferação celular e seu possível potencial para a transformação celular. A 

superexpressão de hADRP causou um aumento no número e área total de 

corpúsculos lipídicos em NIH3T3 quando comparadas às células transduzidas com 

vetor vazio. Além disso, a superexpressão de hADRP alterou a localização 

subcelular de corpúsculos lipídicos, que passaram a se apresentar de forma 

dispersa no citoplasma. Esses dados vão de acordo com o que é apresentado por 

células NIH3T3-H-rasV12, e também se correlacionam com o que foi observado 

durante a progressão do ciclo celular. Portanto, mostram que a superexpressão de 

hADRP foi capaz de alterar a regulação de corpúsculos lipídicos em células NIH3T3. 

Por outro lado, a superexpressão de hADRP não foi capaz de induzir aumento na 

proliferação celular, nem alterações pra progressão do ciclo celular, e também não 

foi capaz de proteger células da morte em ausência de soro. Mais ainda, não foi 
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possível observar, em células previamente não transformadas, marcos da 

transformação celular in vitro como proliferação além da confluência ou na ausência 

de ancoragem a um substrato, após superexpressão desta proteína. Esses dados 

mostram claramente que ADRP não apresenta características de oncogenes, e 

sugerem que o metabolismo lipídico não tem um impacto tão grande no início do 

estabelecimento tumoral. No entanto, estes dados não descartam um papel de 

corpúsculos lipídicos na manutenção de tumores já bem estabelecidos, que 

dependem de modificações importantes no metabolismo energético, assim como de 

um microambiente permissivo à manutenção ou invasão de células tumorais. Dentro 

dessas características, necessárias às células malignas mais agressivas, uma 

regulação diferencial do metabolismo lipídico poderia estar diretamente envolvido no 

desenvolvimento tumoral. 

Até o momento, este trabalho foi capaz de mostrar a regulação diferencial de 

corpúsculos lipídicos durante a progressão do ciclo celular, e propõe um possível 

papel destas organelas na sua regulação. No entanto, resta ainda elucidar os 

mecanismos que controlam esse processo. Mudanças no metabolismo lipídico 

podem afetar inúmeros aspectos da homeostasia celular, como a disponibilidade de 

lipídios estruturais pra síntese de membranas, produção de energia, e a magnitude 

dos mediadores inflamatórios lipídicos que podem ser produzidos. Cada um desses 

fatores tem um grande impacto em processos celulares vitais, incluindo crescimento 

e proliferação celular, diferenciação e motilidade e, portanto, tem um efeito na 

promoção e no crescimento tumoral (SANTOS e SCHULZE, 2012). Portanto, um 

maior enfoque papel que o aumento na formação de corpúsculos lipídicos em 

tumores ainda é necessário, embora no presente momento a utilização de proteínas 

associadas a corpúsculos lipídicos como biomarcadores de transformação possa ser 

útil para distinguir tipos tumorais e estadiamento. Um maior conhecimento desses 

processos poderá contribuir, no futuro, para o desenvolvimento de novas estratégias 

e terapias para o controle de neoplasias. 
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6.  CONCLUSÕES 

• A quantidade e localização subcelular de corpúsculos lipídicos varia conforme a 

progressão do ciclo celular e é dependente de entrada na fase S; 

• Células NIH3T3 transformadas com oncoproteína H-Ras contitutivamente ativa 

apresentam mais corpúsculos lipídicos, e com localização mais dispersa, que células 

NIH3T3 selvagens; 

• Células NIH3T3 transformadas apresentam maior expressão da proteína estrutural 

de corpúsculos lipídicos ADRP; 

• A superexpressão de ADRP em células NIH3T3 selvagens altera a regulação de 

corpúsculos, mas não é capaz de ocasionar transformação celular in vitro; 

• Os resultados obtidos mostram que corpúsculos lipídicos são organelas reguladas 

durante a progressão do ciclo celular, e que esta regulação está alterada em células 

transformadas. Além disso, mostram que ADRP não é uma oncoproteína. 
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