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RESUMO

BOTELHO, Luiz Gabricl Xavier. Contribuicoes metaboélicas de vesiculas extracelulares
liberadas por pré-adipocitos obesos sob células tumorais de mama MDA-MB-231. 2024.
82 f. Dissertagao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A obesidade ¢ um fator de risco conhecido para o cancer de mama, mas 0s mecanismos
por de tras desta relagdo permanecem desconhecidos. Neste cenario, apesar de negligenciados,
os pré-adipdcitos desempenham um importante papel. Este estudo teve como objetivo
desenvolver um modelo in vitro para a obtencao de vesiculas extracelulares liberadas por pré
adipocitos obesos (VE PAD OB) ou eutréficos (VE PAD EUT) e, em seguida, avaliar seus
efeitos funcionais e metabodlicos sobre células tumorais de mama MDA-MB-231. Inicialmente,
pré-adipocitos humanos de linhagem primdria foram expostos ao secretoma da cultura de
explantes de tecido adiposo subucutaneo de individuos obesos ou eutréficos oriundas de
cirurgias de abdominoplastia e mamoplastia realizadas no Hospital Federal de Ipanema
(CAAE:36880914.0.0000.5259). Apos o processo de educacio, as vesiculas dos pré-adipocitos
foram isoladas e administradas para as cé¢lulas MDA-MB-231 na presenca ou auséncia de 2-
deoxy-d-glicose (2-DG), inibidor do metabolismo glicélitico, e Etomoxir (ETO), inibidor da
oxidagao de acidos graxos. Os resultados indicaram que VE PAD OB e VE PAD EUT induzem
respostas funcionais e metabolicas distintas nas células MDA-MB-231.VE PAD OB aumentou
a capacidade migratoria em 3 vezes nas células MDA-MB-231 em comparagdo as células sem
tratamento, ¢ 1,8 vezes em relagdo as células tratadas com VE PAD EUT. Interessantemente,
relatamos a reversdo deste aumento na presenca de ETO, havendo uma diminui¢do de 2,3 vezes
no grupo tratado com VE PAD OB e 1,5 vezes no grupo tratado com VE PAD EUT, indicando
a relevancia da oxidagdo de 4cidos graxos para o aumento da capacidade migratoria destas
células, em especial a mediada por VE PAD OB. Também foi visto que somente VE PAD EUT
aumenta os niveis totais de L-Lactato nas células MDA-MB-231,indicando que o perfil
metabolico induzido por VE PAD EUT seria mais glicolitico. Na presen¢a de ETO, VE PAD
OB aumentou o niveis de L-Lactato e reduziu a atividade da Glicose-6-Fosfato Desidrogenase
(G6PDH). Nossos achados demonstram que o condicionamento in vitro de pré-adipocitos €
uma ferramenta funcional para mimetizar o microambiente do TA nas diferentes condi¢des
fisiologicas. Além disso, nossos resultados indicam que VE PAD EUT favorece o metabolismo
glicolitico enquanto VE PAD OB favorece o metabolismo oxidativo. Além disso, relatamos
que VE PAD EUT e VE PAD OB aumentam a capacidade migratoria em diferentes proporgdes
e que isso ¢ devido a alteracdes em diferentes vias metabdlicas que ocorrem nas células MDA-
MB 231 em ambas as condicoes.

Palavras-chaves: obesidade; cancer de mama; vesiculas extracelulares; metabolismo tumoral.



ABSTRACT

BOTELHO, Luiz Gabriel Xavier. Metabolic contributions of extracellular vesicles
released by human obese preadipocytes on MDA-MB-231 tumor cells. 2024. 82 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Obesity is a known risk factor for breast cancer, but the mechanisms behind this
relationship remain unknown. In this scenario, despite being neglected, pre-adipocytes play an
important role. This study aimed to develop an in vitro model to obtain extracellular vesicles
released by obese (VE PAD OB) or eutrophic (VE PAD EUT) preadipocytes and then evaluate
their functional and metabolic effects on MDA breast tumor cells. -MB-231. Initially, human
pre-adipocytes of primary lineage were exposed to the secretome from cultured subcutaneous
adipose tissue explants from obese or eutrophic individuals from abdominoplasty and
mammoplasty  surgeries performed at the Federal Hospital of Ipanema
(CAAE:36880914.0.0000.5259). After the education process, preadipocyte vesicles were
isolated and administered to MDA-MB-231 cells in the presence or absence of 2-deoxy-d-
glucose (2-DG@G), an inhibitor of glycolytic metabolism, and Etomoxir ( ETO), inhibitor of fatty
acid oxidation. The results indicated that VE PAD OB and VE PAD EUT induce specific and
specific metabolic responses in MDA-MB-231 cells. VE PAD OB increased the migratory
capacity by 3-fold in MDA-MB-231 cells compared to untreated cells, and 1.8 times compared
to cells treated with VE PAD EUT. Interestingly, we reported the reversal of this increase in
the presence of ETO, with a 2.3-fold decrease in the group treated with VE PAD OB and 1.5
times in the group treated with VE PAD EUT, highlighting the importance of fatty acid
oxidation for the increased migratory capacity of these cells, especially that mediated by VE
PAD OB. It was also seen that only VE PAD EUT increases total L-Lactate levels in MDA-
MB-231 cells, indicating that the metabolic profile induced by VE PAD EUT would be more
glycolytic. In the presence of ETO, VE PAD OB increased L-Lactate levels and prevented
Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PDH) activity. Our findings demonstrate that in vitro
conditioning of preadipocytes is a functional tool to mimic the AT microenvironment under
different physiological conditions. Furthermore, our results indicate that VE PAD EUT favors
glycolytic metabolism while VE PAD OB favors oxidative metabolism. Furthermore, we report
that VE PAD EUT and VE PAD OB increase migratory capacity in different proportions and
that this is due to changes in different metabolic pathways that occur in MDA-MB 231 cells in
both conditions.

Keywords: obesity; breast cancer; extracellular vesicles; tumor metabolism.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma condi¢ao cada vez mais prevalente no mundo inteiro e esta
associada a uma série de comorbidades como diabetes tipo II, doengas cardiacas e varios tipos
de cancer. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2022 existiam
cerca de 2,5 bilhodes de adultos com sobrepeso no mundo, dos quais 890 milhdes eram obesos
(OMS, 2024). A situacdo tende a se agravar, estimativas indicam que em 2030 cerca de 40%
da populagdao mundial possua sobrepeso € que uma a cada cinco pessoas seja obesa (KELLY
et al., 2008)

Esta condigao ¢ definida como acumulo excessivo de gordura que causa riscos a satude
do individuo. O critério mais utilizado para sua definigéo é o Indice de Massa Corporal (IMC),
uma razao matematica entre peso do individuo, em quilogramas, pelo quadrado da sua altura,
em metros (kg/m?). Individuos adultos com IMC igual ou superior a 25 sdo considerados com
sobrepeso e aqueles com IMC igual ou acima de 30 s3o considerados obesos; ressalta-se que
de acordo com o IMC, a obesidade pode ser ainda estratificada em graul, grau 2 e grau 3
(Tabela 1). Apesar de ndo ser a forma mais fidedigna de aferir a adiposidade, tal medida ¢
amplamente utilizada em analises populacionais por ser de facil afericdo e seu resultado ser

valido tanto para homens quanto mulheres (OMS, 2024).

Tabela 1 — Tabela de classificagao de IMC

IMC (kg/m?) CLASSIFICACAO
Abaixo de 18,5 Abaixo do Peso
185-249 Peso Normal
249-299 Sobrepeso

30-349 Obesidade grau |
35-399 Obesidade grau I
Maior ou igual a 40 Obesidade grau Il

Legenda: Indice de massa corporal (IMC);
Fonte: Adaptada de OMS, 2024.

A origem e a prevaléncia da obesidade ¢ multifatorial e envolve fatores genéticos,

psicossociais e culturais. Condi¢des como habitos alimentares, a alta oferta de alimentos
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hiperenergéticos e ultraprocessados, sedentarismo, questdes relacionadas ao modelo de
trabalho, psicoldgicas e condi¢cdes socioecondmicas sdo alguns exemplos de influéncia
(HEMMINGSSON et al., 2023).

Compreender essa complexidade ¢ essencial para o desenvolvimento de politicas
publicas realmente eficazes no combate a obesidade. Apesar da multifatorialidade por tras da
obesidade, um enquadramento de trabalho util € a compreensao da obesidade como o resultado
de um desbalancgo entre a quantidade de energia consumida e liberada (HALL; GUO, 2017).
Este desbalango energético se manifesta no acimulo excessivo de gordura no tecido adiposo
(TA) e leva, por sua vez, a disfungdes sistémicas relacionadas a varias doengas (PI-SUNYER,

2009).

Tecido adiposo: tipos e func¢des

O TA ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado no estoque de lipidios, sob a forma
de triacilglicerol, que participa do armazenamento de energia, isolamento térmico, protecao
dos 6rgaos contra choques mecanicos € comunicagao endocrina. Sua composi¢ao envolve os
adipdcitos, células especializadas no estoque de triacilglicerdis em estruturas denominadas
gotas lipidicas, mas também envolve outros tipos celulares extremamente relevantes para a
homeostase do tecido que coletivamente sdo chamados de fragdo vascular estromal, sendo
alguns exemplos os pré-adipocitos, células imunologicas, endoteliais e tronco (LARGE et al.,
2004).

O TA pode ser subdividido em diferentes por¢des de acordo com suas caracteristicas
histologicas e funcionais. Historicamente, o TA foi classificado em dois tipos principais: o
TA Branco que ¢ caracterizado por adipocitos uniloculares, atua no armazenamento
energético e na regulacao enddcrina; e o TA marrom, que € caracterizado por adipocitos
multiloculares com uma alta densidade mitocondrial - e isso explica a sua nomenclatura, visto
que hé abundancia de ferro presente na composicao das proteinas da cadeia transportadora de
elétrons, o que confere uma coloragdo amarronzada a este tecido- e que atua na termogénese
(RAFOLS, 2014). (Fig. 1).

Contudo, foram descobertos outros perfis de adipocitos com alta plasticidade
fenotipica que merecem uma classificacdo a parte: adipdcitos rosa e adipocitos bege. Esses

outros tipos de adipdcitos encontram-se presentes em determinadas por¢des do TA Branco e,
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sob resposta a determinadas condigdes e estimulos, sdo capazes de assumir, de forma
transitoria, caracteristicas morfoldgicas e funcionais completamente diferentes. Por exemplo,
os adipdcitos rosa foram descobertos em camundongos fémeas durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, no qual por¢des do TA subcutdneo mamario destas fémeas sdo capazes
de produzir e secretar leite. Apds o término desta fase ha uma reversdao ao fenotipo de TA
Branco (FEVE et al., 2024). J4 os adipdcitos bege sdo encontrados também em humanos e
sdo assim chamados por serem capazes de assumir um fen6tipo intermediario entre adipdcitos

brancos e marrons (CHENG et al., 2021) .

Figura 1 — Imagem de microscopia optica do tecido adiposo branco e marrom
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Legenda: Imagem de microscopia optica do tecido adiposo branco e marrom .A) Tecido adiposo brancoB)
Tecido adiposo marrom
Nota: Observar que o tecido adiposo branco (A) possui adipdcitos com gotas lipidicas maiores e uma menor
concentragdo de mitocondrias que os adipéceitos do tecido adiposo marrom (B).
Fonte: Reproduzido de RAFOLS, 2014.

TA marrom

A distribuicdo do TA Marrom € muito mais restrita em humanos do que o TA Branco,
apresentando depdsitos em pequenas por¢des escapulares e tordxicas. Acreditava-se que este
tipo de tecido estava presente apenas em estagio iniciais do desenvolvimento, porém ja foi
relatada sua presenca em adultos. Seu papel termogénico ¢ devido a presenca da proteina
desacopadora 1 (UCP1) também conhecida como termogenina, em suas mitocondrias. Esta
proteina permite que os protons acumulados no espago intermembrana durante o processo da
cadeia transportadora de elétrons retornem a matriz mitocondrial sem que ocorra
necessariamente a ativacdo da enzima ATP Sintase (Fig. 2). Isso resulta na liberagdao de

energia pela liberagdo de calor. A origem desses adipdcitos também ¢ diferente, ocorrendo a
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partir de progenitores positivos para Myf5, que também dado origem a células musculares

(CANNON; NEDERGAARD, 2004)

Figura 2 — Representacao do processo de termogénese em adipdcitos marrons
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Legenda: Esquema representativo do processo de termogénese em adipdcitos marrons TG- Triacilglicerol, FFA-
Acido Graxo Live, B-ox: B- oxidagdo, AcCoa; Acil CoA; TCA: Ciclo do 4cido tricarboxilico; UCP1:
Proteina desacopladora 1

Nota: Observar que o processo de termogénese ocorre através do desacoplamento da cadeia respiratoria mediado

pela proteina UCP1

Fonte: Adaptado de CANNON; NEDERGAARD, 2004.

Adipdcitos bege

Durante a década de 1980 foi relatado, que em resposta cronica ao frio, alguns
depdsitos de TA Branco em camundongos passaram a expressar caracteristicas de TA Marrom
, tais como a proteina UCP1 (YOUNG; ARCH; ASHWELL, 1984). Contudo somente em
2012 a existéncia de um terceiro tipo de adipocitos em humanos foi amplamente reconhecida.
Estudos moleculares sobre a origem desses adipocitos demonstraram que diferentes dos
adipdcitos marrons, que compartilham uma assinatura genética com células musculares

(Myf5"), os adipdcitos com caracteristicas de TA Marrom encontrados nos depdsitos de TA
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Branco nao possuiam esse marcador (Myf5°), sendo gerados a partir dos mesmos progenitores
do TA Branco (Fig. 3) (WU etal., 2012).

A literatura relata que moléculas como Norepinefrina, BMPs, PRDM16, PGC-1a e
C/EBP e irisina podem induzir transdiferenciacao para o perfil de TA Marrom (browning)
em adipdcitos que apresentavam originalmente um fenotipo do TA Branco; tais células
possuem uma maior expressao de UCP1 mas ainda com o perfil de distribuicdo de gotas
lipidicas do TA Branco (GIRALT; VILLARROYA, 2013; WU et al., 2012; (BOSTROM et
al., 2012; LIU et al., 2022).

Figura 3 — Representagdo esquematica das principais vias de diferenciagdo dos adipdcitos

marrons

®

Mesenchymal cell

* L

Myf5~ Precursor cell

Developmentally
programmed
brown adipocyte

Inducible (beige/brite) White
brown adipocyte Adipocyte

Paucilocular Adipocyte

Legenda: Esquema representativo das diferentes origens dos adipocitos marrons.Myf5 (Fator Miogénico 5);
BMP7 (Proteina Morfogénica Ossea 7); PRDM16 (Dominio PR Contendo 16); PGC-1a (Coativador 1
alfa do Receptor Gama Ativado por Proliferadores de Peroxissoma); C/EBP (Proteina de Ligacao ao
Elemento Realgador de CCAAT); BMP2 (Proteina morfogénica Ossea 2); BMP4 (Proteina morfogénica
Ossea 4).

Fonte: Reproduzido de GIRALT; VILLARROYA, 2013.
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TA branco- reservatério energético

O TA Branco ¢ o maior reservatorio energético do corpo devido a especializagdes que
o tornam extremamente eficiente para esta fun¢do. Seus adipdcitos sdo dotados de uma gota
lipidica capaz de ocupar a maior parte do seu volume citoplasmatico e dentro dela estdao
estocadas varias moléculas de triacilglicerol, formadas a partir da esterificacdo entre uma
molécula de glicerol e trés acidos graxos. (LARGE et al., 2004) .

Seu potencial energético ¢ mobilizado através dos processos de lipolise e lipogénese.
A lipolise ¢ a quebra dos triacilglicerdis estocados nas gotas lipidicas em moléculas de glicerol
e acidos graxos, tornando assim esses substratos energéticos disponiveis para serem entregues
a outros tecidos. Esse processo ocorre em um cenario de demanda energética sinalizado por
hormdnios como glucagon ou norepinefrina. Os acidos graxos liberados sdo transportados na
corrente sanguinea ligando-se a albumina e em seguida sdo internalizados pelos 6rgdos e

tecidos com demanda energética (Fig. 4) (LARGE et al., 2004).

Figura 4 — Representagao da cascata lipolitica no adipocito

Insulin
receptor

Glycerol + FFA

Lipid droplet

Legenda: Esquema representativo da cascata lipolitico em um adipécito. ADR: adrenoceptor, AC: adenilil
ciclase, AGL: acido graxo livre, G: proteina G, LHS: lipase horménio-sensivel, PDE: fosfodiesterase,
Peri: perilipina, PKA: proteina quinase A, PPase: proteina fosfatase, TAG: triacilglicerol

Fonte: Reproduzido de LARGE et al.,2004.
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Ainda sobre a disponibilizagdao de &cidos graxos, o TA Branco apresenta uma
caracteristica que facilita bastante esse processo: sua localizacdo. O TA Branco possui dois
depositos principais: o subcutaneo, presente em camadas abaixo do epitélio, e por isso recobre
o corpo inteiro; e o visceral que se localiza no interior das cavidades, recobrindo os 6rgaos.
Isso permite uma proximidade fisica entre o TA Branco e qualquer 6rgdo e tecido que

necessita da mobilizagdo de sua reserva energética (Fig. 5) (GESTA et al., 2007).

Figura 5 — Distribui¢do dos principais depdsitos de Tecido Adiposo Branco e Tecido Adiposo

Marrom no corpo humano
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Legenda: Esquema representativo da distribui¢@o dos principais depositos de tecido adiposo branco e marrom
pelo corpo humano. TA: Tecido adiposo
Fonte: Adaptado de GESTA et al.,2007

Ja o processo de lipogénese diz respeito a formacdao do estoque de triacilglicerol,
quando ha um saldo energético positivo, sinalizado pela insulina. Os acidos graxos utilizados
para esse processo sao provenientes tanto da dieta quanto produzidos a partir de outros
precursores como os carboidratos, que apds serem convertidos a Acetil-coa, podem ser
desviados para a via de biossintese de lipideos, na qual as enzimas Acetil-CoA carboxilase

(ACC) e Acido Graxo Sintase (FASN) desempenham papel fundamental. Durante a obesidade
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esse processo ¢ extremamente exacerbado, causando alteragdes morfofuncionais

significativas neste tecido e impactos metabolicos sistémicos (Fig. 6) (AMEER et al., 2014) .

Figura 6 — Representacao da lipogénese de novo
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Legenda: Esquema representativo do processo lipogénico em um adipdcito. GLUT: Transportador de glicose;
TCA: Ciclo do acido tricarboxilico; ACLY: ATP-citrato liase; ACC: Acetil-CoA carboxilase; FASN:
Acido graxo sintase.

Fonte: Adaptado de AMEER et al..,2004.

Adipocitos, pré-adipocitos e outros componentes celulares do TA

Apesar do destaque dos adipdcitos, eles ndo compdem a maioria numérica de células
do tecido adiposo. E estimado que 60% das células do TA Branco presentes em depOsitos
subcutaneos e 80% em depodsitos viscerais sejam pertencentes a classe das células vasculares
estromais, que compreende pré-adipocitos, células-tronco, células endoteliais e células do
sistema imunoldégico (TCHOUKALOVA; SARR; JENSEN, 2004) .

Os componentes do sistema imunologico presentes no TA sdo macréfagos, eosinoéfilos,
neutréfilos, células T reguladoras (Tregs), células dendriticas, células Natural Killer (NK) e

Mastécitos, que sao importantes reguladores da homeostase inflamatéria do tecido. A
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quantidade e perfil das populacdes de células imunes também reflete o estado fisioldgico do
tecido, encontrando-se alterado em situagdes de obesidade (MRAZ; HALUZIK, 2014).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs) sdo assim chamadas pela sua
multipoténcia, ou seja, sua capacidade de se diferenciar em varios outros tipos celulares tais
como adipocitos, células Osseas, cartilaginosas, musculares, nervosas e endoteliais (GIMBLE;
KATZ; BUNNELL, 2007). Elas atuam na homeostase do TA através da regeneragao tecidual
e da angiogénese, mas também na liberacio de fatores troficos e imunomodulatorios (UCAL
et al., 2021). Elas também sao de grande interesse na area da medicina regenerativa devido a
sua facil obten¢do em relagdo a células-tronco da medula 6ssea, podendo ser coletadas a partir
de procedimentos menos invasivos que a pun¢do lombar, como a lipoaspiragdo, por exemplo.
(GIMBLE; KATZ; BUNNELL, 2007).

A adipogénese ¢ o processo de geracdo de novos adipocitos. Os adipdcitos sao células
ndo mitdticas, ou seja, ndo sdo originados a partir da duplicag@o de outros adipdcitos, mas sim
a partir da diferenciagdo de células precursoras. Esse processo ocorre em duas grandes etapas,
a primeira ¢ o comprometimento adipogé€nico ¢ a segunda ¢ a diferenciacdo terminal. O
comprometimento adipogénico diz respeito a diferenciagdo de células tronco em pré-
adipocitos, ja o segundo diz respeito a diferenciacdo de pré-adipocitos em adipdeitos maduros.
Esse processo ¢ regulado pela ativagdo de vias de sinalizacdo, fatores epigenéticos e por

fatores de transcri¢ao (Fig. 7) (AMBELE et al., 2020) .

Figura 7 — Regulacao transcricional da adipogénese
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Legenda: Esquema representativo do processo de diferenciagdo adipogénica. RUNXIT1: Fator de Transcri¢ao
Relacionado a Runt Translocado para 1; STATI1: Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigao 1;
BCL6: Linfoma/Leucemia de Células B 6; ZFP467: Proteina de Dedos de Zinco 467; EBF1: Fator de
Ligacdo ao Elemento Precoce 1; ZFP423: Proteina de Dedos de Zinco 423; PPARY: Receptor Gama
Ativado por Proliferador de Peroxissoma; C/EBPa: Proteina de Ligagdo ao Elemento Realgador de
CCAAT Alfa; C/EBPB: Proteina de Ligagdo ao Elemento Realgador de CCAAT Beta; C/EBPS:
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Proteina de Ligagdo ao Elemento Realcador de CCAAT Delta; SOX9: Gene Sry-related HMG-box 9;
Krox20: Proteina de Dedo de Zinco Krox20; ZNF638: Fator de Dedos de Zinco 638; KLF4: Fator de
Transcri¢do Tipo Kruppel 4; KLF9: Fator de Transcri¢do Tipo Kruppel 9; STATS: Transdutor de
Sinal e Ativador de Transcri¢do 5; SOX6: Gene Sry-related HMG-box 6; KLF5: Fator de Transcri¢ao
Tipo Kruppel 5; KLF6: Fator de Transcri¢do Tipo Kruppel 6; GATA2: Fator de Transcricdo GATAZ2;
GATAS3: Fator de Transcrigdo GATA3; ZFP521: Proteina de Dedos de Zinco 521; SMAD2: Proteina
Smad 2; SMAD3: Proteina Smad 3; KLF3: Fator de Transcrigdo Tipo Kruppel 3; KLF7: Fator de
Transcrig@o Tipo Kruppel 7; STAT3: Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigdo 3; AP-1: Ativador
de Proteina 1; LMO3: Proteina Ligadora de Motivos de Linfoma 3; FOXO1: Forkhead box O1;
ZBTBI16: Proteina com Dedos de Zinco BTB 16..

Nota: Observar que o processo de diferenciag@o adipogénica consiste em duas etapas extremamente reguladas

Fonte: Adaptado de AMBELE et al.,2020.

Pré-adipécitos: além da adipogénese

Além de seu papel crucial na regulagdo da adipogénese, os pré-adipocitos, dado o seu
fenotipo intermedidrio entre adipdcitos maduros e células-tronco, apresentam, mesmo que de
forma limitada, fungdes de ambos os tipos celulares. Por exemplo, eles expressam (de forma
crescente ao longo do processo de diferenciagdo) genes relacionados ao metabolismo lipidico,
podendo entdo contribuir, de forma reduzida, para esse processo. (KRATCHMAROVA et al.,
2002)

Eles também apresentam propriedades fibroblasticas que se perdem ao longo da
diferenciagdo, como a expressdo de colageno do tipo I, III em estdgios iniciais e colageno do
tipo IV, laminina, entactina e glicosaminoglicanos em estdgios intermédiarios de
diferenciagdo, contribuindo de forma importante para a formagao da matriz extracelular e da
arquitetura do tecido adiposo. (ABDERRAHIM-FERKOUNE et al., 2004) Outro potencial
surpreendente dos pré-adipdcitos diz respeito a sua fungdo imunoldgica, podendo assumir um

fenétipo com fungdes fagociticas semelhantes aos macrofagos (CHARRIERE et al., 2003).

TA branco- regulador enddcrino

O TA Branco também possui importantes fun¢des endocrinas, liberando importantes
moléculas regulatorias chamadas de adipocinas. A primeira adipocina a ser descrita foi a
Leptina, uma proteina de 167 aminodcidos secretada pelo tecido adiposo e que atua

diretamente no hipotdlamo como um fator de saciedade (FRIEDMAN; HALAAS, 1998;
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ZHANG et al., 1994). Desde entdo foram descobertas varias adipocinas que regulam diversos

processos (RAFOLS, 2014), conforme pode ser observado na Figura 8.

Figura 8 — Processos fisiologicos e metabolicos regulados pelo TA Branco através da secre¢ao

de adipocinas
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Legenda :Representacdo de adipocinas liberadas pelo tecido adiposo branco e suas fungdes. TNFa: Fator de
Necrose Tumoral Alfa; IL1/IL1Ra: Interleucina 1/Receptor Antagonista de Interleucina 1; NPY:
Peptideo Y Neuropeptideo; RBP-4: Proteina de Ligacdo ao Retinol 4; ECTP: Proteina de Transporte
de Ester de Colesterol; PAI-1: Inibidor do Ativador de Plasminogénio 1; IL6: Interleucina 6; ILS:
Interleucina 8; IL18: Interleucina 18; MCPI: Proteina Quimiotatica de Monoécitos 1; IL10:
Interleucina 10; IL4: Interleucina 4; TGFf: Fator de Crescimento Transformador Beta; NGF: Fator de
Crescimento Nervoso; VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular.

Nota: Observar a diversidade de processos bioldgicos regulados por adipocinas
Fonte: Adaptado de RAFOLS,2014

TA branco- regulador enddcrino

A obesidade leva alteragdes morfofuncionais do TA, afetando sua arquitetura,
dinamicas de interacdo entre as células, de liberacao de moléculas e vesiculas extracelulares
(VE), gerando impactos sistémicos que relacionam esta condicdo a uma série de doencas,
inclusive o cancer. A primeira alteragao diz respeito ao aumento do volume ou da quantidade
de adipocitos presentes no TA Esses dois modelos de expansdo do TA sdo chamados,

respectivamente, de hipertrofico e hiperplésico e sao formas de aumentar o estoque energético
(Fig. 9) (CHOE et al., 2016).



Figura 9 — Caracteristicas de adipocitos hipertroficos e hiperplasicos
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Legenda: Esquema representativo dos modelos hipertrofico e hiperplasico de expansao do tecido adiposo.AGL:

Acidos graxos livres..

Nota: Observar a diferenga de perfil inflamatorio nos diferentes modelos de expans@o.

Fonte: Adaptado de CHOE et al., 2016

O nivel de disfungdo do tecido € proporcional ao grau de hipertrofia dos adipdcitos,

que ocorre de forma gradual desde o fenotipo saudavel, passando por adipocitos com grau de

disfungdo metabdlica média até adipocitos com um grau de disfun¢do metabolica completa

(Fig. 10) Este aumento do celular excessivo estd relacionado a morte por necrose, que por

sua vez promove o recrutamento constante de macrofagos com caracteristicas inflamatorias

(M1) para estes sitios, contribuindo para a manutencdo do estado inflamatdrio cronico de

baixo grau durante a obesidade (OUCHI et al., 2011).
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Figura 10 — Modulagao fenotipica do tecido adiposo durante a obesidade
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Legenda: Esquema representativo das alteragdes do tecido adiposo durante o estabelecimento da obesidade.
SFRP5: Proteina 5 secretada relacionada ao frizzled; ANGPTL2: Proteina 2 Ligada a Angiopoetina;
CCL2: Ligante de Quimiocina 2; CXCLS5: Ligante de Quimiocina 5; NAMPT: Nicotinamida
Fosforibosiltransferase; TNF: Fator de Necrose Tumoral; RBP4: Proteina de Ligagdo ao Retinol 4;
IL-6: Interleucina 6; IL-18: Interleucina 18.

Nota: Observar a presenca de trés estagios estruturais ¢ funcionais distintos do tecido adiposo de acordo com o
grau de hipertrofia de seus adipdcitos: Eutrofico com fungdo metabolica normal; Obeso com disfungéo
metabodlica média; Obeso com disfun¢do metabolica completa. A transi¢do entre esses estagios ¢ gradual
e é caracterizada pelo aumento da inflamagédo e perda de controle metabdlico e da fungdo vascular.

Fonte: Adaptado de OUCHI et al., 2011

E estimado que a populagio de macrofagos constitua de 5% a 10% do niimero de
células do tecido adiposo no estado magro e chegue at¢ a 50% na condi¢do de obesidade
extrema, tanto em humanos quanto em camundongos (WEISBERG et al., 2003).

Além do recrutamento, a obesidade também promove a re-polarizagdo, in situ, dos
macrofagos. em resposta a estimulos microambientais. Em condigdes fisiologicas, a maioria
dos macrofagos apresenta o perfil M2 (anti inflamatdrio), mas durante a obesidade o perfil
preponderante ¢ o M1 (pré-inflamatorio) (YAO; WU; QIU, 2022).

Os proprios adipdceitos também alteram seu perfil de liberagdo de adipocinas durante
a obesidade. A medida que seu grau de hipertrofia aumenta, ocorre o aumento da secregdo de
Fator de necrose tumoral o (TNFa), interleucina 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e a proteina quimioatraente
de mondcitos-1 (MCP-1). O aumento da secrecdo dessas moléculas reforca o quadro

inflamatério do tecido adiposo obeso (JERNAS et al., 2006).



28

O crescimento desordenado leva ao comprometimento da vasculatura tecidual,
ocasionando em regides de hipdxia, que por sua vez reforcam o quadro de resisténcia a
insulina e inflamacao. (YE, 2009) . Adipécitos hipertroficos também apresentam um aumento
de sua taxa lipolitica basal, resultando na liberacao de acidos graxos livres (AGL), os quais
podem se acumular de forma ectdpica (como em musculos e no figado), induzir lipotoxicidade
através do estresse do reticulo endoplosmatico e do aumento de produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (SLAWIK; VIDAL-PUIG, 2006); e também ativar diretamente vias
inflamatorias, através do receptor do tipo Toll 4 (TLR-4) (LEE et al., 2003).

Hiperplasia e outras alteracOes nos pré-adipocitos durante a obesidade

Outra forma de expansao do tecido adiposo ¢ através da hiperplasia. Ha uma relagao
interessante entre este modelo e as condi¢des de satde do individuo. Individuos obesos que
apresentam adipocitos em maiores quantidades, porém com menores volumes tendem a ser
considerados metabolicamente saudaveis (STEFAN et al., 2013).

A associacao entre a adiposidade proveniente de um aumento numérico de adipodcitos
com menor risco associado as comorbidades da obesidade levou o interesse em desenvolver
estratégias terapéuticas com enfoque na diferenciacdo de pré-adipdcitos em individuos
obesos. A administracdo do farmaco Rosiglitazona a camundongos obesos promoveu um
aumento da sensibilidade a insulina e remodelou o tecido adiposo, levando a diferenciagdo de
pré-adipocitos em novos adipdcitos menores e diminuiu a quantidade de adipdcitos
hipertréficos (KOH et al., 2009). Apesar dos resultados aparentemente positivos, ainda €
necessario uma maior investigacao sobre os efeitos colaterais da inducao de hiperplasia em
individuos obesos.

Contudo os pré-adipdceitos também podem contribuir diretamente para a manutengdo
do quadro inflamatdrio, liberando citocinas pro-inflamatérias. Foi demonstrado que pré-
adipdcitos 3T3-L1 tratados com o meio condicionado de tecido adiposo obeso, apresentavam
um aumento da ativagdo do Receptor do tipo Toll-4 (TLR4) em resposta aos altos niveis de
AGL, levando a producido e secrecdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B. (RENOVATO-MARTINS et
al., 2020a) .
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Foi relatado que em individuos obesos com diabetes tipo 2, a diferenciagao dos pré-
adipocitos se encontra prejudicada devido a alteragdes no processso de splicing de mRNA, a
inducao de estresse do reticulo endoplasmatico- afetando a sintese, dobramento e degradagao
proteica, desregulando a adipogénese (SANCHEZ-CEINOS et al., 2021). Além disso,
também foi visto, em camundongos obesos, 0 aumento da expressao da translocase de acidos
graxos CD36 nos pré-adipdcitos, levando a disfunc@o lisossomal e refor¢ando o estado de
inflamacdo do tecido adiposo. Essas descobertas ressaltam a complexa interagdo de
mecanismos moleculares e interagdes celulares que contribuem para o estado alterado dos pré-

adipdcitos no contexto da obesidade (LUO et al., 2020).

VE- componentes do secretoma

Além das moléculas que podem ser liberadas de forma soluvel, o TA, assim como
outros, ¢ capaz de secretar moléculas de forma compartimentalizada através de VE. O
conteudo das VE pode incluir os mais diversos tipos de biomoléculas como lipidios, agtcares,
proteinas e acidos nucléicos (Figura 11). Estas biomoléculas por sua vez podem atuar como
substrato energético, segundos mensageiros, hormdnios, enzimas, transportadores,
moduladores da transcrigdo génica e assim alterar o fen6tipo da célula alvo. Vale ressaltar que
o contetdo das vesiculas também ¢ um reflexo das condig¢des e do tipo celular que as origina,
e que a comunicacao por elas mediada ¢ essencial para eventos fisiologicos e patoldgicos

(COLOMBO et al., 2014) .



Figura 11 — Esquema representativo da composi¢ao geral das VE
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Legenda: Esquema representativo da diversidade de contetido presente em vesiculas extracelulares. mRNAs:
RNAs mensageiros; miRNAs: microRNAs de interferéncia.
Nota: Observar a diversidade de biomoléculas que podem ser transportadas através de vesiculas extracelulares

Fonte: Adaptado de COLOMBO et al.,2014

Além de classes gerais de moléculas, o tecido adiposo ¢ capaz de secretar adipocinas

especificas através de VE, as chamadas exoadipocinas relatadas por Hartwig e colaboradores,

o que reforca a nocdo das VE como parte essencial do secretoma do tecido adiposo

(HARTWIG et al., 2019).

A classificagdo das VE, assim como estabelecimento de métodos padronizados, ainda

¢ ndo ha consenso na literatura, apesar dos esfor¢os da Sociedade Internacional de VE (ISEV)

nesta direcdo. Até pouco tempo atras as vesiculas eram classificadas em 3 grupos, a depender

de sua biogénese e tamanho: microvesiculas, exossomos e corpusculos apoptdticos

(COLOMBO et al., 2014).
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Os corpusculos apoptoticos sdo originados durante o processo de apoptose, no qual ha
fragmentacdo da célula em partes menores, e ndo atuam diretamente sobre a comunicacao
intercelular. Os exossomos sdo pequenos em tamanho- até 150 nm- e sdo originados por
corpusculos multivesiculares da membrana endossomal (MENU; VANDERKERKEN, 2022).
Por fim as microvesiculas apresentam um tamanho relativamente maior, chegando no maximo
a 1000 nm, e sdo originadas por brotamento da membrana plasmatica. Esta classificacdo ainda
¢ valida porém na auséncia de marcadores de biogénese para comprovar suas origens, a
nomenclatura mais adequada seria VE Menores ¢ VE Maiores (WELSH et al., 2024) .

Além da nomenclatura, outro ponto importante de padronizacao diz respeito a
metodologia de estudo das VE, principalmente aos processos de Isolamento e Caracterizagao.
A técnica mais utilizada para a concentracao e coleta das VE ¢ a Centrifugagdo Diferencial,
no qual ¢ aplicada forca centrifuga de forma crescente ao liquido contendo as VE (que pode
ser o sobrenadante da cultura de cé€lulas e tecidos ou outros fluidos bioldgicos como sangue,
leite, saliva), separando-as por densidade. Vale ressaltar que o isolamento perfeito de uma
subpopulagdo de VE ndo ¢ possivel, de forma que é possivel minimizar mas ndo abolir a

sobreposi¢do de diferentes faixas de tamanho dentro dos protocolos (WELSH et al., 2024)

Alteracdes em VE durante a obesidade

Além das alteragdes nos diferentes componentes celulares do tecido adiposo, a
obesidade também promove alteracdo no perfil de secrecdo de VE. Em trabalhos prévios de
nosso grupo, foi descrito que individuos obesos apresentam um aumento na quantidade de VE
circulantes em relacdo aos eutréficos, em especial a partir dos leucécitos e pré-adipocitos
(RENOVATO-MARTINS et al., 2017). No mesmo sentido, apos a perda de peso, seja pela
aplicacdo de dieta combinada exercicio ou por procedimento cirargico, ocorre uma redugao
significativa do nivel plasmatico de VE, porém sem haver a reversao ao nivel de individuos
que ndo foram obesos (CAMPELLO et al., 2016).

Além de alteragdes na quantidade, também foi relatado alteragdes significativas na
carga das VE durante a obesidade, principalmente através de andlises protedmicas e de
microRNAS. (FERRANTE et al., 2015; LEE et al., 2015). Elas também promovem alteragdes

funcionais nas células-alvo relevantes para diversas doengas. Em outro trabalho de nosso
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grupo, vimos que VE liberados pelo tecido adiposo obeso amplificaram parametros malignos

de linhagens tumorais de mama como migracao e invasao (RAMOS-ANDRADE et al., 2020).

O cancer e seus hallmarks

Um referencial tedrico muito importante para a compreensao do cancer sao os
chamados “Hallmarks do cancer”. Inicialmente propostos por Hanahan e Weinberg nos anos
2000, eles consistam em 6 caracteristicas basicas compartilhadas por quase todos os tipos de
tumores. Sdo eles: sustentagdo de sinalizagdo proliferativa; evasdo de supressores de

crescimento; ativacdo de invasdo ¢ metastase; resisténcia a morte celular; imortalidade

replicativa e indugdo de angiogénese (Fig. 13) (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Figura 12 — Os seis hallmarks classicos do cancer
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Legenda: Diagrama representativo dos seis hallmarks classicos do céncer. .
Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG,2000.

Além disso, outra perspectiva conceitual defendida neste trabalho foi a
compreensdo da existéncia e relevancia do microambiente tumoral. Ela se d4 em oposigdo a
visdo reducionista, na qual tumores sdo uma massa homogénea de células; e a visdo
heterotipica da biologia celular tumoral concebe um tumor como um tecido complexo
formado por varios tipos celulares diferentes, incluindo células estromais nao-modificadas
(Fig. 13). Esta visdo da destaque a relagdo bidirecional de regulagao fenotipica entre as células
tumorais e os outros tipos celulares que constituem o microambiente tumoral (HANAHAN;

WEINBERG, 2000).
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Figura 13 — O microambiente tumoral
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Legenda: Representagdo da evolug@o conceitual da visdo reducionista para visdo heterotipica da biologia celular
tumoral,
Nota: Observar que na visdo heterotipica as células ndo transformadas passam a ser representadas e constituem
o chamado microambiente tumoral.. .
Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG,2000.

A partir de entdo houve mais duas atualizagdes em 2011 e em 2022, com advento
de mais hallmarks: reprogramac¢do do metabolismo energético, evasdo da destrui¢ao
imunologica como a indug¢do de plasticidade fenotipica- associada a capacidade de
desdiferenciagdo, reprogramacao epigenética e o microbioma. Além disso, também foram
reconhecidos dois fatores como potencializadores para a aquisicdo dos hallmarks:
instabilidade gendmica e inflamacdo (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A obesidade ¢ uma condi¢do capaz de promover o cancer como ¢ demonstrado
por diversos estudos epidemioldgicos. Ao menos treze tipos de cancer sdo associados:
adenocarcinoma do es6fago, mama, célon e reto, utero, vesicula biliar, estomago, rins, figado,
ovarios, pancreas, tireoide, meningioma e mieloma multiplo (Fig. 14) (CDC,2023). Ela ¢

considerada o segundo maior fator de risco evitavel para o cancer de acordo com a Associacao

Americana de Pesquisa do Cancer, atrds apenas do fumo de tabaco (Fig.15) (AACR, 2021).
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Figura 14 — Treze tipos de cancer associados a obesidade e sobrepeso
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Legenda: Esquema representativo de 13 tipos de cancer associados a obesidade e sobrepeso.
Nota: Observar que o cancer de mama esta incluso nessa lista.
Fonte: Adaptado de CDC, 2023

Quase 20% dos diagnosticos, e 16% das mortes, por cancer nos EUA no ano de
2014 estavam relacionados ao excesso de peso corporal, ingestdo de alcool, dieta inadequada
e inatividade fisica ISLAMI et al., 2018). E importante notar que os fatores de risco néo sio
excludentes, sendo muitas das vezes concomitantes dentro de um determinado estilo de vida.
Além disso sdo evitaveis, o que implica que varios casos de cancer poderiam ser prevenidos

através de mudangas comportamentais.



35

Figura 15 - Porcentagem de casos de cancer associados a fatores de risco evitaveis em adultos

com idade acima de 30 anos nos EUA
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Legenda: Esquema representativo da porcentagem de casos de cancer associados a fatores de risco evitaveis em
adultos acima de 30 anos nos EUA.

Nota: Observar que o excesso de peso ¢ o segundo maior fator de risco evitavel para o cancer.

Fonte: Adaptado de AACR, 2021.

Cancer de mama

De acordo com a organizacdo mundial da saide, em 2022 foram diagnosticadas 2,3
milhdes de mulheres com cancer de mama e ocorreram 670 mil mortes em todo o mundo.
(OMS, 2024). Este tipo de tumor ocorre predominantemente em mulheres, porém homens
também podem ser afetados. Assim como outros tipos de cancer, o progndstico tende a ser
melhor quanto mais cedo diagnosticado. Em estdgios iniciais, ndo costuma apresentar
sintomas claros, sendo o indicativo mais comum a presenca de ndédulos estranhos na mama.
Na maioria dos casos os nddulos ndo sao malignos, mas caso forem, eles podem aumentar de
tamanho e o tumor pode se espalhar para outros 6rgdos e tecidos, como os linfonodos,
pulmdes, figado e cérebro (OMS,2024).

A mama ¢ composta por diversos tipos de células e ¢ organizada em 3 grandes

estruturas: 16bulos, que sao glandulas produtoras de leite; ductos, que sdo pequenos tubos que
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transportam o leite dos lobulos ao mamilo; e estroma, constituido por tecido adiposo e
conjuntivo que envolve os ductos, lobulos, vasos sanguineos e linfaticos (Fig. 16).

(ORRANTIA-BORUNDA; ACUNA-AGUILAR; RAMIREZ-VALDESPINO, 2022)

Figura 16 - Estrutura da mama
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Legenda: Esquema representativo da estrutura da mama.
Fonte: Adaptado de ORRANTIA-BORUNDA et al.,2022.

O cancer de mama pode se desenvolver a partir de qualquer célula presente na
mama, geralmente iniciando-se nas células epiteliais, conhecidas como carcinomas. Quando
o cancer comeca no tecido epitelial glandular, ¢ chamado de adenocarcinoma. Os principais
tipos de adenocarcinoma sao o carcinoma ductal in sifu (DCIS) e o carcinoma lobular in situ
(LCIS). A classificagdo do cancer de mama ¢ feita com base no fenotipo microscopico das
células e ¢ menos comum que o cancer se desenvolva nos tecidos estromais (ORRANTIA-

BORUNDA et al., 2022).

Linhagem MDA-MB-231

Uma linhagem tumoral muito utilizada na pesquisa ¢ a MDA-MB-231. A
linhagem celular MDA-MB-231 possui carater altamente invasivo tem como caracteristica a
auséncia de receptores de estrogénio (ER"), progesterona (PR") e fator de crescimento
epidermal (HER2"), sendo conhecida como triplo negativa (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).
Estas assinaturas moleculares, além de servirem para sua identificacdo, possuem relevancia
clinica pois a auséncia de responsividade a hormdnios limita bastante as opg¢des terapéuticas,
de forma que pacientes com canceres de mama do tipo triplo negativo apresentam um pior

prognoéstico em relagdo a outros subtipos (BIANCHINI et al., 2016)



37

Elos entre obesidade e cancer.

O estado de obesidade e os processos de carcinogénese, progressdo € metastase
apresentam caracteristicas compartilhadas. Alguns exemplos sdo: alteracdo na secrecdo e
metabolismo de &cidos graxos, remodelamento da matriz extracelular, secrecdo de hormonios
anabolicos e sexuais, desregulacdo imunologica, inflamagdo cronica e alteragdes no
microbioma intestinal (LIU; PEDERSEN; HALBERG, 2021). Os varios mecanismos
moleculares por tras desta relagdo e suas complexas interagdes ainda ndo foram
completamente elucidados, porém o papel das VE vem se mostrando cada vez mais relevante.

Em um trabalho recente de revisdo do nosso grupo, trouxemos evidéncias de como as
VE liberadas pelo tecido adiposo obeso atuam sobre cada um dos Aallmarks do cancer (Fig.
17) em diferentes modelos como: mama, melanoma, hepatocarcinoma, pulmao, prostata e

ovério (Fig. 18). (MORAES et al., 2021).

Figura 17 - VE derivadas de tecido adiposo modulam a aquisi¢do e manutencdo de tragos

marcantes do cancer
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Legenda: Esquema representativo do conteudo e efeito de VE libertadas pelo tecido adiposo sobre a aquisigdo e
manuten¢do de tragos marcantes do cancer.
Fonte: Reproduzido de MORAES et al.,2021.
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Figura 18 - Resumo da interferéncia entre as VE derivadas de tecido adiposo e varios tipos
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Legenda: Esquema representativo da interferéncia entre as VE derivadas de tecido adiposo e varios tipos de
cancer.
Fonte: Reproduzido de MORAES et al.,2021.

Metabolismo tumoral

Como destacado, alteragdes no metabolismo energético constituem uma caracteristica
chave para desenvolvimento tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas adaptagdes
metabolicas ocorrem através tanto da otimizacdo da captura de diferentes substratos
energéticos como glicose, 4cidos graxos e aminodcidos, quanto de sua metabolizagdo, pelo
aumento da eficiéncia de determinadas enzimas metabdlicas que assim irdo determinar a

direcdo e taxa de funcionamento de determinadas vias (PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Efeito Warburg

No meio da década de 1920, Otto Warburg publicou um conjunto de trabalhos que
seriam um importante marco para o campo do estudo de metabolismo tumoral. Nestes
trabalhos foi relatado um comportamento peculiar nas células tumorais: uma alta dependéncia

do metabolismo glicolitico em detrimento do metabolismo oxidativo, mesmo na presenca de
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oxigénio (LIBERTI; LOCASALE, 2016). Este fendmeno de glicdlise aerdbica em células
tumorais foi nomeado em sua homenagem, o chamado Efeito Warburg.

Apesar de um aparente contrassenso, visto que a glicolise ¢ uma via metabolica menos
eficiente para produgdo de energia, ela apresenta algumas vantagens no contexto tumoral. A
via glicolitica € uma via de producao de ATP mais rapida que a fosforilagao oxidativa e apesar
de produzir menos moléculas de ATP, as células tumorais apresentam formas de contornar
essa desvantagem como o aumento da captagdo da glicose e da atividade enzimas glicoliticas.
O aumento da glicolise também permite o desvio de seus intermediarios para importantes vias
de biossintese e produz cofatores importantes para a manutengao e regulagao de outras vias
metabolicas (LIBERTI; LOCASALE, 2016).

O aumento da captacdo e metabolizacdo de glicolise fornece vantagens competitivas
para essas células no microambiente tumoral. Em condi¢des de privagdo de nutrientes, as
células tumorais que apresentam uma maior captagdo de glicose prevalecem em relagdo as
células estromais nao alteradas. O lactato, um subproduto da glicélise, também ¢ capaz de
alterar o pH do microambiente tumoral, acidificando-o (Fig. 19). Essa acidez esta relacionada
a uma diminui¢do da atividade de células T e de Leucdcitos, inducdo de angiogénese,

remodelagdo da matriz extracelular e autofagia. (DE LA CRUZ-LOPEZ et al., 2019).

Figura 19 - Lactato atua como regulador tumoral
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Legenda: Esquema representativo da regulagdo tumoral pelo lactato
Fonte: Adaptado de DE LA CRUZ-LOPEZ et al.,2019
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Coexisténcia do metabolismo oxidativo

Warburg atribuiu essa alteragdo metabolica a lesdes mitocondriais. Ele ndo apenas
considerava que a disfuncionalidade mitocondrial fosse uma caracteristica universal no
desenvolvimento do cancer, como também a propria causa dele (WARBURG, 1956). No
entanto, durante a década de 1950 sua interpretacdo sobre a disfungdo mitocondrial foi
questionada. Chance e colaboradores demonstraram que os citocromos, componentes da
cadeia respiratoria, estavam intactos e funcionais em células tumorais, indicando que nao
havia disfun¢do mitocondrial esperada (CHANCE; HESS, 1956). Isso significa que o aumento
da glicdlise em tumores nao se da pela incapacidade da fosforilagdo oxidativa, mas sim por
uma desregulacdo da propria glicdlise.

Contudo, ¢ possivel a coexisténcia do metabolismo glicolitico com o metabolismo
oxidativo em células tumorais. Hensley e colaboradores utilizaram marcagao de glicose com
isotopo radioativo de carbono 13 e metabolomica para analisar amostras de 9 pacientes com
cancer de pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC). Foi relatado um aumento tanto da
glicolise quanto do TCA em NSCLC em relagdo ao tecido pulmonar saudavel adjacente,
contrariando a interpretacdo cldssica de que células com alto metabolismo glicolitico
encontram-se necessariamente com o metabolismo oxidativo suprimido (HENSLEY et al.,
2016).

Além da diferenca entre células tumorais e estromais, também foi relatado a diferenca
intratumoral. Areas com alta perfusdo sanguinea apresentaram uma menor contribuicdo da
glicose para seu metabolismo oxidativo, enquanto areas de baixa perfusdo apresentaram uma
maior dependéncia da glicose para o seu metabolismo oxidativo. Ademais, em outro estudo,
foi evidenciado o potencial terapéutico desta caracteristica metabolica, no qual o
reposicionamento farmacoldgico — uso de um composto inibidor da enzima trifuncional, que
atua na oxidacao de &cidos graxos- promoveu a reducdo do volume tumoral na populacao de
células NSCLC com perfil oxidativo (AMOEDO et al., 2021). Em conjunto, estes dados
trazem luz a duas questdes importantes: a relevancia do metabolismo oxidativo para células

tumorais e sua heterogeneidade metabdlica, tanto entre quanto dentro dos tumores.
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Regulacdo do metabolismo tumoral

O metabolismo tumoral apresenta altera¢des principalmente sobre os processos de
captacao e transformacao de glicose, acidos graxos e glutamina. Os mecanismos que regulam
essas alteragdes ocorrem tanto por fatores extrinsecos quanto intrinsecos. Fatores extrinsecos
dizem respeito as condi¢cdes do microambiente tumoral tais como a vascularizagao,
relacionada ao aporte de nutrientes e oxigénio, ¢ também sobre relagcdes de cooperagdo e
competi¢ao com outras células estromais (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011).

Ja fatores intrinsecos dizem respeito ao oncogenotipo,ou seja, o perfil de mutacdes em
oncogenes e genes supressores de tumor que essas células apresentam. A ativacao desregulada
de vias oncogénicas ¢ capaz de aumentar ou diminuir os niveis de transcricdo de diversas
enzimas metabolicas (PARK; PYUN; PARK, 2020). Alteragdes em vias oncogénicas também
podem coordenar indiretamente processos metabdlicos ao regular modificagdes pos-
traducionais nestas enzimas que implicam em sua localizagdo, estabilidade, atividade ou

preferéncia de substrato (SUN; LV; SONG, 2021).

Metabolismo da glicose

Os destinos metabolicos da glicose sdo variados. Apds sua entrada na célula tumoral,
ela pode ser utilizada para geragdo de energia, principalmente através da glicolise, ou para
vias de biossintese como a via das hexosaminas (HSP), das pentoses-fosfato (PPP) ou para
producdo de serinas (SSP). Essas rotas metabolicas permitem a producdo de importantes
precursores e intermediarios a partir da glicose que se conectam a outras vias metabolicas
como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), nucleotideos, piruvato,
aminoacidos e grupos metil (PARK; PYUN; PARK, 2020).

No que tange ao destino glicolitico, a glicose ¢ convertida em piruvato através de um
conjunto de 10 reagdes catalisadas por enzimas livres no citoplasma, gerando ATP e NADH
no processo. A entrada da glicose no citoplasma ¢ mediada por proteinas transportadoras de
glicose (GLUT) e logo apo6s sua internalizacdo, essa molécula ¢ fosforilada pelas

hexoquinases. Essa fosforilagdo ¢ o primeiro passo da glicolise e impede a sua saida para o

meio extracelular (PARK; PYUN; PARK, 2020).
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Mutagdes em oncogenes como ¢c-MYC, KRAS e YAP regulam positivamente a
expressdo de GLUT1 em células tumorais. (COX et al., 2018; OSTHUS et al., 2000; YING et
al., 2012). A via da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) /AKT, que se encontra comumente
hiperativa em diversas linhagens tumorais, aumenta a atividade da Hexoquinase-2 (HK?2),
importante para a mobilizacao glicolitica (ROBERTS et al., 2013).

O piruvato gerado pela glicolise pode ser convertido a lactato pela enzima lactato
desidrogenase (LDH). Esta conversdo ¢ importante para a manutenc¢ao da glicolise através da
regeneracdo de NAD+, constituindo-se em um importante mecanismo para a manuten¢ao da

glicolise nas células tumorais (PARK; PYUN; PARK, 2020).

Via das PPP

Outro destino para a glicose ¢ a via das PPP, uma via metabolica que produz NADPH
e ribulose-5-fosfato (R5P). Esta via ¢ importante para a replicagao celular pois a R5P ¢ um
precursor para a sintese de nucleotideos, um processo que se encontrada aumentado durante a
duplicagdo do material genético. J&4 NADPH ¢ importante para a sintese de acidos graxos e
para prote¢do do estresse oxidativo. Dado o seu potencial redutor, NADPH fornece os elétrons
necessarios para o alongamento da cadeia de 4cidos graxos e também ¢é capaz de regenerar
glutationa (GSH), um tripeptideo-chave para a homeostase redox a partir de dissulfeto de
glutationa e assim proteger as células tumorais do estresse oxidativo (STINCONE et al.,
2015).

Células tumorais com ativagdo aberrante de mTORC]1 apresentam um aumento de
expressao de enzimas limitantes da PPP, como a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e
a ribose-5-fosfato isomerase A (RPIA) (DUVEL et al., 2010). Outra mutacdo com papel
regulatério positivo sobre a PPP diz respeito a perda de funcao da proteina supressora de tumor
p53, visto que p53 ¢ capaz de inibir a G6PD. A auséncia deste mecanismo de inibigdo também

¢ uma forma de manter alta a atividade da PPP (JIANG et al., 2011).

Metabolismo de lipideos

A reprogramac¢do do metabolismo lipidico em células tumorais ¢ uma caracteristica

cuja relevancia se torna cada vez mais evidente. Lipideos constituem um grupo diverso de
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moléculas insoluveis em agua e sdao relevantes para fins energéticos, estruturais e de
sinalizacdo celular. Para suprir sua alta demanda lipidica, as células tumorais sdo capazes de
adotar duas estratégias: o aumento da sintese de novo de lipidios ou o aumento da captacao

de acidos graxos presentes no meio extracelular (TORCASIO et al., 2023)

Sintese de acidos graxos

A sintese de novo ¢ um processo anabolico que envolve varias enzimas e elementos
regulatérios. A depender da presenga ou auséncia de insaturacao, os acidos graxos podem
apresentar diferentes origens de biossintese: tanto dcidos graxos saturados quanto
monoinsaturados (MUFAs) tém como ponto de partida a molécula de Acetil CoA, enquanto
os poli-insaturados (PUFAs) sdo sintetizados a partir de 4cido linoleico e acido a-linoleico,
acidos graxos essenciais adquiridos pela dieta (BISHOP et al., 2015).

Lee e colaboradores relataram o aumento de expressao de ELOVLS e FADSI em
células de cancer gastrico do tipo mesenquimal. Essas enzimas estdo envolvidas na biossintese
de PUFA e seu aumento de expressdo foi relacionado ao aumento de sensibiliza¢do a
ferroptose. Em contraste estas enzimas encontram-se silenciadas em células de cancer gastrico
do tipo intestinal, tornando-as mais resistentes a ferroptose. 1 (LEE et al., 2020).

Zhang e colaboradores também relataram a modulagdo metabolica de PUFA como
uma estratégia de resisténcia a ferroptose explorada por células tumorais, s6 que evidenciando
o papel de VE como importantes agentes nesta dindmica. Foi visto que exossomos derivados
de adipdcitos (AD-EXOs) promovem, in vitro, quimiorresisténcia a oxiplatina em linhagens
de células cancer de colo retal humanas (HCT116 e SW480) através da transferéncia da
enzima MTTP, altamente presente nos AD-EXOs, resultando na inibicdo da expressdo da
enzima Acil-CoA sintetase 4 (ACSL4), aumento da expressdo do transportador de cistina
(xCT) e da enzima glutationa peroxidase 4 (GPX-4). Juntas, tais alteracdes desencadearam
menor propor¢do de PUFA e de peroxidacdo lipidica, diminuindo também a ferroptose
induzida pela Oxaliplatina nestas células tumorais (ZHANG et al., 2022).

Ja acidos graxos saturados e MUFAs sdo originados a partir de Acetil-Coa. Em excesso
na mitocondria, o citrato € transportado para o citoplasma, onde é convertido em Acetil Coa
pela enzima ATP-citrato-Liase (ACLY). Posteriormente, o Acetil-CoA ¢ convertido em
Malonil-CoA pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC). Em seguida a enzima acido graxo
sintase (FASN) utiliza como substrato este Malonil- CoA adicionando 2 unidades de carbono

a uma cadeia crescente até dar origem ao Palmitato, um 4cidos graxos de 16 carbonos com
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papel central. O palmitato pode entdo passar por diferentes reacdes de alongamento ou
dessaturagdes para gerar acidos graxos bioativos com diferentes comprimentos e graus de
saturacao, como o acido esterarico ou o acido oleico (BISHOP et al., 2015).

Algumas células tumorais apresentam o aumento dos niveis de enzimas envolvidas na
sintese de acidos graxos. Um exemplo ¢ ACLY ,cuja superexpressao em adenocarcinoma
pulmonar e leucemia mieloide aguda estd diretamente relacionada a um pior prognostico
(ICARD et al., 2020) . Foi relatado que a estabilizagao dos niveis de ACLY ¢ um mecanismo
necessario para manutencao da viabilidade de células tumorais de pulmao e que quando essa
estabilizacdo era perturbada através da administracao de CUL 3, uma proteina que regula a
ubiquitinagdo de ACLY, houve a redugdo da sintese lipidica, da proliferagdo celular e do

crescimento tumoral de xenoenxerto em camundongos (ZHANG et al., 2016).

Disponibilizacio de 4cidos graxos

Outras células tumorais suprem sua alta demanda lipidica aumentando a captacao de
AGL, através da superexpressao de transportadores como CD36, proteina transportadora de
acidos graxos (FATP) e proteinas auxiliares como proteina de ligagdo 4 4acidos graxos (FABP).
Bensaad e colaboradores relataram o aumento de absor¢do de dcidos graxos em células de
cancer de mama através do aumento de expressdo das proteinas FABP3, FABP7 e ADRP de
forma dependente de HIF-1a (BENSAAD et al., 2014). Nath e colaboradores relataram que o
aumento da captacdo de acidos graxos livres via CD36 promove a transi¢do epitelial-
mesenquimal no carcinoma hepatocelular (NATH et al., 2015).

Em outro estudo foi relatado o aumento da atividade de ACSL3, um subtipo de Acil-
Coa- Sintetase, em células tumorais pulmonares com alteragdes no oncogene KRAS. Esta
enzima ¢ responsavel pela ativagao de 4cidos graxos, e sua inibi¢ao foi associada a diminui¢ao

da oxidacgao lipidica, da proliferacdo e viabilidade dessas células (PADANAD et al., 2016).

Catabolismo de lipideos

A oxidagdo de lipideos (FAO) se encontra alterada em células tumorais. Foram
relatados aumentos de 3 a 4 vezes na expressao da enzima Cartinitina-Pamitoil-Transferase

(CPT)-1A1B e -2 em cé¢lulas de leucemia linfocitica cronica em comparagdo com células
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estromais normais (LIU et al., 2016). A superexpressao de algumas enzimas da FAO, como
CPTI1A, correlaciona-se fortemente com o aumento de malignidade de canceres como
leucemia mieloide aguda e cancer de ovario (SHAO et al., 2016; SHI et al., 2016)

Camarda e colaboradores conduziram um estudo metabolomico para compreender as
alteragdes metabolicas em células de cancer de mama triplo-negativo que superexpressam o
fator de transcricdo oncogénico c-Myc. Neste estudo foi relatado o aumento de enzimas e
intermediarios metabodlicos da FAO em HS578T, HCC1143, BT549 e SUM159PT. Também
foi visto que o bloqueio de FAO por etomoxir inibiu seu potencial tumorigénico indicando o
papel crucial de FAO para células de cancer de mama triplo negativas (CAMARDA et al.,
2016).

Outro exemplo de células de cancer de mama sendo influenciadas pela FAO foi
relatado por Wang e colaboradores. Em seu estudo foi demonstrado que a liberagdo de leptina
por adipocitos € capaz de ativar a via JAK/STAT3, levando ao aumento da transcri¢do de
CPT1B, e consequentemente de FAO por células tumorais de mama das linhagens BBM2 e
BBM3. Também foi relatado que a inibi¢do de FAO eliminou seletivamente as células-tronco
do cancer de mama e aumentou a sensibilidade das células a quimioterapia por paclitaxel,
sendo um mecanismo importante para quimioressistencia (WANG et al., 2018).

Lazar e Clement demonstraram que VE de adipdcitos estimulam FAO em células de
melanoma humano. Esse processo ocorre através da transferéncia tanto de substrato quanto
de enzimas da oxidagdo de 4cidos graxos como ECHA (uma subunidade da proteina
trifuncional) e HCDH (hidroxiacil-coenzima A desidrogenase). A inducdo da oxidacdo de
acidos graxos pelas VE esta diretamente relacionada a redistribuigdo mitocondrial para as
protrusdes da membrana e a capacidade de migragdao. Este processo se encontra
particularmente aumentado na obesidade, sendo o diferencial ndo a quantidade de contetido
lipidico transferido pelas VE, mas sim os niveis de enzimas transferidas entre as duas
condi¢des (CLEMENT et al., 2020; LAZAR et al., 2016).

Porém nem sempre o aumento de FAO se reflete na producdo de ATP. Wang e
colaboradores realizaram a co-cultura de adipdcitos com as linhagens tumorais de mama
invasivas ZR-75-1 e SUM159PT e viram aumento da delipidag@o dos adipdcitos, transferéncia
de AGL para as células tumorais e aumento da - oxidagdo. Surpreendentemente o aumento
da FAO foi relacionado ao aumento da capacidade invasiva destas células, mas nao foi
acoplado a producao de ATP. O mecanismo molecular foi a ativacao dos fatores de transcri¢ao
PPARw/6 e PGCla que regulam a expressao de genes envolvidos no metabolismo de acidos

graxos e na biogénese mitocondrial, como a proteina desacopladora 2 (UCP2), que dispersa a



46

forca proton-motriz, de forma que a energia gerada ndo foi aplicada ao aumento da produgao
de ATP. Apesar de ndo ser responsavel pelo aumento dos niveis de ATP, a FAO se
demonstrou essencial para o aumento do perfil invasivo destas células pois quando inibida
houve a reversao do seu aumento invasivo. (WANG et al., 2017). Uma possivel vantagem
deste desacoplamento seria a possibilidade de oxidagdo de acidos graxos continua em um
meio abundante de lipideos, que aumenta sua capacidade migratéria, porém sem despertar a

resposta inibitoria pelo acimulo de ATP.

Justificativa

Apesar da relevancia da obesidade sobre o cancer de mama ser reconhecida por
diversos estudos epidemiologicos, os mecanismos moleculares por tras dessa relagdo ainda
nao sao completamente conhecidos e essa lacuna ocasiona em limitagdes terapéuticas. No que
tange ao estado da arte, percebe-se a emergéncia de dois grandes temas de pesquisa na area
do cancer: o metabolismo tumoral e o papel modulador das VE.

Sabe-se que os pré-adipocitos sofrem alteracdes durante a obesidade, que se
relacionam ao cancer como o aumento da liberag¢do de citocinas como IL-6, TNFa e IL-18 e
que contribuem para a manutengdo do estado de inflamag¢do cronica (RENOVATO-
MARTINS etal., 2020b). Além disso, o perfil das VE circulantes derivadas por pré-adipdcitos
encontra-se aumentado em individuos obesos sugerindo um potencial impacto sobre a
malignidade tumoral (RENOVATO-MARTINS et al., 2017).

No entanto, ainda sdo escassos os estudos que exploram o efeito dessas VE sobre
a malignidade das células de cancer de mama, especialmente no que diz respeito as alteragdes
no metabolismo tumoral induzidas por VE liberadas por pré-adipdcitos em condigdes de

obesidade.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar alteracdes metabdlicas e funcionais em células MDA-MB-231 em resposta ao

estimulo com VE liberadas por pré-adipdcitos previamente condicionados com o secretoma
da cultura de explantes de TA de individuos obesos (VE PAD OB) ou eutréficos (VE PAD
EUT).

1.1.

d)

Objetivos especificos

Obter as VE liberadas por pré-adipocitos humanos subcutineos previamente educados
com o secretoma de explantes de tecido adiposo de individuos obesos (VE-PA-OB) ou
eutroficos (VE-PA-EUT);

Avaliar o efeito da inibi¢ao da glicolise e da oxidacdo de lipideos sobre a viabilidade de
células MDA-MB-231;

Avaliar a capacidade migratoria de células tumorais MDA-MB-231 estimuladas com
VE-PAD-OB ou VE-PAD-EUT na presenca e na auséncia dos inibidores metabdlicos
Etomoxir ou 2-Deoxi-d-glicose (2-DG);

Avaliar a produgao de lactato e a producdo de ATP em células tumorais MDA-MB-231
estimuladas com VE-PAD-OB ou VE-PAD-EUT na presenca e na auséncia dos
inibidores metabodlicos Etomoxir ou 2-Deoxi-d-glicose;

Avaliar a atividade de G6PDH e PK em células tumorais MDA-MB-231 estimuladas
com VE-PAD-OB ou VE-PAD-EUT na presenga e na auséncia dos inibidores
metabolicos Etomoxir ou 2-Deoxi-d-glicose;

Avaliar producdo de ATP e a ativagdo de AMPK em células tumorais MDA-MB-231
estimuladas com VE-PAD-OB e VE-PAD-EUT na presenga e na auséncia do inibidor

metabolico Etomoxir.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultura celular

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario humano MDA-MB-231, do tipo
invasivo e triplo negativa, foi obtida do Banco de células American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, Virgini, USA) e descongelada em meio DMEM High Glucose
GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, #10566016) suplementado com solugdo de
Penicilina-Estreptomicina (1:100 V/V; Thermo Fisher Scientific, #15140122) ¢ com 10% de
soro fetal bovino (SFB) em pH 7,2. Para a manuten¢do, as células MDA-MB-231 foram
cultivadas em mistura de meio DMEM High Glucose GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific
,#10566016) / DMEM F-12 HyClone ™ (Cytiva Life Sciences, #SH30023.01) em partes
iguais — referidlo como DMEM HG/F12- e suplementado com solucdo de Penicilina-
Estreptomicina (1:100 V/V; Thermo Fisher Scientific, #15140122) e com 10% de soro fetal
bovino (SFB) em pH 7,2. As culturas foram mantidas a 37°C em uma atmosfera com 5% de
CO, sendo armazenadas em garrafas de cultura. O meio de cultura foi renovado ou as células
foram repicadas, quando confluentes, a cada 2-3 dias. O processo de repique consistiu na
soltura das células através da incubacdo com TrypLE (Gibco; Thermo Fisher Scientific,
#12605028) por 5 minutos a 37°C, seguido de centrifugac¢do a 400 x g, a 20°C, por 10 minutos,
descarte do sobrenadante, sendo as células ressuspensas em meio de cultura e transferidas para
a nova garrafa. As células foram utilizadas no maximo até a 10* passagem.

A linhagem de pré-adipocitos humanos subcutaneos (Lonza, # PT-5020) cultivadas
em mistura de meio DMEM HG/F12 em partes iguais, suplementado com solucdo de
Penicilina-Estreptomicina (1:100 V/V) e 15% de SFB misturado com soro de bezerro (CS),
em partes iguais (SFB+CS), em pH 7,2. As garrafas e as placas nas quais os pré-adipocitos
foram cultivados foram previamente recobertas com uma matriz extracelular caracteristica de
tecido adiposo (TissueCoat™; Tissue Labs; SKU: #TSCO-AD-50) sob sua superficie. As
culturas foram mantidas a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO,. O meio de cultura foi
renovado ou as células foram repicadas, quando confluentes, a cada 4-6 dias. O processo de
repique consistiu na soltura das células através da incubagdo com TrypLE por 5 minutos a

37°C, seguido de centrifugacao a 400 x g, a 20°C, por 10 minutos, descarte do sobrenadante,
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sendo as células ressuspensas em meio de cultura e transferidas para a nova garrafa. As células

foram utilizadas no maximo até a 5* passagem.

2.2 Condicionamento dos pré-adipocitos e isolamento das vesiculas extracelulares
derivadas dos pré-adipdcitos

O procedimento de coleta de explantes de tecido adiposo subcutidneo de individuos
eutroficos e obesos foi realizado no Hospital Federal de Ipanema ou Hospital Universitario
Pedro Ernesto (HUPE) e aprovado pelo Comité de FEtica em pesquisa (CAAE:
36880914.0.0000.5259). As amostras foram coletadas em tubos do tipo Falcon em PBS (-Ca/-
Mg) e diretamente acondicionados em gelo. Posteriormente, foram divididas e cultivadas em
meio M199, por 24 horas, em estufa, suplementado com 1% de SFB (37° C, 5% CO,). Apos
24h, o meio condicionado foi coletado e estocado no a -80° C.

O tratamento dos pré-adipocitos foi feito em placas de cultura de 6 pocos (KASVI);
ao atingirem confluéncia administrou-se o meio condicionado coletado da cultura de explantes
de TA subcutineo oriundo individuos eutroficos ou obesos durante 24h na proporcao de 20%
do volume final (V/V). Apos o intervalo de 24 horas, as células foram lavadas, sendo
posteriormente mantidas em DMEM HG/F12 suplementado com 1% de SFB pr depletado de
VE, durante 24h. A deplegdo das VE do soro ocorreu por separagdo por centrifugacao a 20.000
x g por 70 minutos a 4°C. Em seguida, foi coletado o sobrenadante da cultura de pré-adip6citos
tratados, em tubos de analise estéreis do tipo eppendorfs, sendo os mesmos submetidos a duas
rodadas de centrifugacdo. A primeira rodada ocorreu por 10 minutos a 4°C, a 2.000 x g, para
remo¢ao de debris celulares; e a segunda rodada ocorreu por 70 minutos a 4°C, a 20.000 x g
para o isolamento das VE. Apos esse procedimento, o sobrenadante foi descartado e as
vesiculas foram ressuspensas em meio de cultura DMEM F-12 HyClone ™ na metade do

volume original.



50

2.3 Caracterizacio da distribuicao por tamanho das VE PAD EUT e VE PAD OB

Apos o isolamento, as VE derivadas de pré-adipdcitos eutroficos (VE PAD EUT) e as
VE derivadas de pré-adipdcitos obesos (VE PAD OB) foram caracterizadas quanto a sua
distribui¢do por tamanho através do aparelho NanoSight (Malvern Panalytical). Este aparelho
¢ composto por um sistema Optico com lentes de alta resolugdo acoplada a lasers e cameras
que registram a movimenta¢ao e tamanho das VE através do principio de Analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA). As amostras de VE PAD EUT e VE PAD OB foram
organizadas em 2 “pools” cada, onde cada “pool” consistiu em um conjunto de 6 amostras

derivadas de individuos diferentes.

2.4 Avaliacao da viabilidade por MTT

As células MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 96 pocgos, na densidade de
8x10? células por poco, em meio DMEM F12 10% SFB. Apos a aderéncia das células, foi
realizada do meio de cultura para DMEM F12 incompleto, o qual foi mantido durante a noite
“overnight”. No dia seguinte foi realizada a troca do meio cultura para DMEM F12-1% SFB
na presenca e auséncia dos inibidores Etomoxir (50 uM; Sigma-Aldrich; #E1905) ou 2-deoxy-
D-Glicose (5 mM; Sigma-Aldrich; #D3179); como controle positivo da inducdao de -
oxidagdao também foi utilizado o Palmitato (1 mM; Supelco; #90930). A viabilidade celular
foi aferida apo6s os intervalos de 24h e 48h através do ensaio de Brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil tetrazélio, também conhecido como MTT. Foram adicionados
10ul de solugao de MTT diluida em PBS (5mg/ml) por pogo 4 horas antes do final de cada
intervalo. O MTT ¢ absorvido e metabolizado a cristais de Formazan através de enzimas
oxidorredutases dependentes de NAD(P)H presentes em células vidveis. Apds 4 horas, os
cristais foram dissolvidos em 100 pl de alcool isopropilico, formando uma solucdo de
coloracdo arroxeada. A intensidade colorimétrica de cada poco € proporcional a sua
viabilidade e foi quantificada através de um leitor de placas (DR-200BS-NM-BI; KASUAKI)

no comprimento de onda de 570 nm.
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2.5 Ensaio de migracao por wound healing

As células MDA-MB-231 foram semeadas na densidade de 1,5 x 10° células/ pogo,
em placas de 24 pocos e incubadas a 37°C e 5% de CO, , em meio DMEM F12 suplementado
com 10% de SFB até atingirem 95% de confluéncia. Posteriormente, as células foram lavadas
e tratadas com mitomicina (5 pg/mL) em DMEM F12 incompleto, por 2 horas.
Posteriormente, com o auxilio de uma ponteira de pipeta de 200 pL, foi feito um risco na
placa, na posicdo vertical, para a remog¢ao das células. Em seguida, o meio foi trocado por
DMEM F-12 suplementado com 1% SFB e as células tratadas com as VE PAD OB ou VE
PAD EUT na presenca ou auséncia de Etomoxir (50 pM) ou 2-DG (5 mM); como controle
positivo da inducdo de B-oxidagdo, utilizou-se o Palmitato (I mM). A regido do risco foi
fotografada utilizando-se uma camera acoplada ao microscopio invertido (IV5100-Series
Inverted Biological Microscope) no aumento de 10X, foram tiradas duas fotos por campo,
acima e abaixo da linha média horizontal dos pogos, nos tempos de Oh e 24h. O fechamento
foi avaliado através da utilizagdo do Software Photoshop®, no qual foram escolhidos 5 pontos

aleatorios de cada foto e esses foram medidos através da ferramenta régua.

2.6 Ensaio de avaliacdo metabdlica

As células MDA-MB-231 foram semeadas em placas 12 pogos na densidade de
2,5 x 10° células/ pogo, em meio DMEM F12 10% SFB até atingirem 90% de confluéncia.
Em seguida o meio foi trocado para DMEM F-12 suplementado com 1% SFB e as células
foram tratadas com as VE PAD OB ou VE PAD EUT na presenca ou auséncia de Etomoxir
(50 uM) ou 2-DG (5 mM); Como controle positivo da inducdo de B-oxidagdo utilizou-se o
palmitato (1 mM). O tempo de estimulo para todos os ensaios foi de 24h, exceto para a
producao de ATP, héa qual foi avaliada depois de 1 hora.

A produgdo de ATP (Sigma-Aldrich, MAK190) e de L-Lactato (Sigma-Aldrich,
MAK 329), assim como a atividade de G6PD (Sigma-Aldrich, MAKO15) e de Piruvato
Quinase (Sigma-Aldrich, MAKO072) foram avaliadas através de kits comerciais de acordo com
instrucdes do fabricante. A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplacas

(DR-200BS-NM-BI; KASUAKI).
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Figura 20 - Vias metabolicas avaliadas no trabalho e dos mecanismos de inibi¢ao utilizados
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Legenda: Esquema representativo das vias metabodlicas avaliadas no trabalho e dos mecanismos de inibigdo
utilizados HK: Hexoquinase, PK: Piruvato Quinase, G6PDH: Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase,
CPT1: Carnitina-Palmitoil-Transferase 1.

Nota: Destaca-se 0 uso de 2-DG (A) como inibidor da primeira reagdo da glicélise, atuando como inibidor
competitivo da HK; ¢ ETOMOXIR (B) como inibidor da oxidagdo de acidos graxos, impedindo a
translocagdo de moléculas de Acil-CoA de cadeia longa para a matriz mitrocondrial. Também se
encontram destacados as enzimas cujas atividades foram medidas: PK e G6PDH; e os niveis de Lactato

Fonte: O autor, 2024

2.7 Preparo dos extratos celulares e imunobloting

Os extratos celulares das células MDA-MB-231 previamente tratadas com VE PAD
OB ou VE PAD EUT na presenca ou auséncia de Etomoxir (50 uM), foram obtidos em tampao
RIPA (Sigma Aldrich; #R0278) acrescido de Coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrich;
#P2714) e em seguida foram submetidos a homogeneizagdo ultrassonica em 3 pulsos de 10
segundos na amplitude 20 (Q55 Sonicator®; QSONICA).

A dosagem do contetido proteico das amostras foi realizada através do Método do
Acido Bicinconinico através da utilizagdo do Kit BCA Pierce (Thermofisher Scientific;
#A65453) seguindo as instru¢des do fabricante. A leitura das absorbancias ocorreu em leitor

de microplacas (DR-200BS-NM-BI; KASUAKI) a 570 nm. A partir da dosagem de proteinas,
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foi calculado o volume ideal de cada amostra para que contivessem a mesma quantidade de
proteinas (20 pg). Foi adicionado tampdo de amostra concentrado (Glicerol, Hidréxido de
Sédio, B-Mercaptoetanol e azul de bromofenol) na propor¢dao 1:1 (para um tampdo 5 x
concentrado foi utilizado o equivalente a 20% do volume de amostra). Por fim, as amostras
foram fervidas em banho-seco a 90°C por 3 minutos e guardadas no congelador a -20°C.

Ap6s o final do preparo, as amostras foram pipetadas em géis de Poliacrilamida SDS-
PAGE (10%), em volumes com a mesma equivaléncia de quantidade de proteinas, e
submetidas a eletroforese por 90 minutos a 150 V. As proteinas presentes nos géis foram
transferidas para membranas de PVDF, previamente ativadas com metanol, por 30 minutos a
25 Ve 1.0 A no equipamento Trans-Blot® TurboTM (Transfer System, Bio-Rad).

Apbs a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau Rouge 0,2% para
confirmac¢do da transferéncia, lavadas com 4agua destilada para a remo¢do do corante e
bloqueadas com leite desnatado 5% ou BSA 5% em TTBS 0,1% por 1 hora. Apds o bloqueio,
as membranas foram incubadas overnight a 4°C sob agitagdo com os anticorpos primarios para
fosfo-AMPK (Thr172) (1:500; Sigma Aldrich 07-681) e AMPK (1:1.000; Sigma Aldrich;
SAB5600112). Apds a incubagdo, as membranas foram lavadas com T-TBS (3x, 10 minutos),
e incubadas com o anticorpo secunddrio conjugado a peroxidase (1:10.000; Abcam;
ab205718), por 1 hora. Por fim, apds a incuba¢do com anticorpo secundario, as membranas
foram lavadas novamente com T-TBS (3x, 10 minutos) e reveladas utilizando-se o Kit
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher; 34096) no leitor
C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR). A densitometria das bandas foi quantificada utilizando-se

o software Image J.

2.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versao 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Os dados foram representados através dos valores de
Média e Erro padrdo. Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk para avaliagdo de
normalidade e ANOVA unidirecional com pos-teste de Sidak para avaliagao de diferencas
entre os grupos. Em todas as andlises, o valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Figura 21 - Sequéncia de atividades deste trabalho

Legenda: Esquema representativo da sequéncia de atividades.deste trabalho. MC: meio condicionado; VE:
vesiculas extracelulares; EUT: eutrofico; OB: obeso; 2-DG: 2-deoxy-d-glicose; G6PD: glicose-6-
Fosfato-Desidrogenase; PK: piruvato quinase.

Nota: Destaca-se que a primeira etapa diz respeito a coleta do meio condicionado da cultura de explantes de
tecido adiposo obeso e eutrofico. A segunda etapa ¢ sobre a manutengdo e expansao das linhagens
celulares MDA-MB-231 e de pré-adipocitos humanos. A terceira etapa diz respeito ao condicionamento
dos pré-adip6citos com o meio condicionado obtido na primeira etapa e ao isolamento das vesiculas. A
quarta etapa diz respeito ao tratamento da célula MDA-MB-231 com os diferentes estimulos e inibidores.
A tltima etapa diz respeito a execucao dos ensaios realizados

Fonte: O autor, 2024
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito da inibicio da oxidacao lipidica e da glicélise sobre a viabilidade de células
MDA-MB-231

De formar a tentar entender preliminarmente o envolvimento da glicdlise e da oxidacdo
lipidica na manuten¢do da viabilidade celular, ambas vias foram inibidas, respectivamente,
com 2-DG e etomoxir. Posteriormente o metabolismo mitocondrial foi avaliado através da
técnica de MTT nos tempos de 24h e 48h. Além da varidvel tempo, também foi avaliado o
efeito dos inibidores em células cultivadas com diferentes concentracdes de SFB (10%,1% e
0%) para simular as condi¢cdes de maior e menor disponibilidade de nutrientes.

Apds 24 horas, observamos que a despeito da quantidade de SFB as células ndo
apresentaram variagdo na viabilidade. Naquelas tratadas com 1% de SFB, condi¢do esta
adotada para os demais ensaios apresentados nesta dissertagdo, vimos uma diminui¢do da
viabilidade celular de mesma magnitude tanto mediante a utilizagdo de etomoxir ou 2-DG
(aproximadamente 25% em rela¢do ao controle). Quando combinados, etomoxir e a 2-DG
promoveram um efeito aditivo, causando uma redugdo de cerca de 50% na viabilidade,
conforme visto no grafico 1.Ndo houve diferenga significativa entre as células controle e as
tratadas com palmitato, porém quando as células foram tratadas com palmitato na presenga de
etomoxir observamos uma reducao de cerca de 40%.

De maneira interessante, no mesmo periodo avaliado, observamos que a inibi¢do da
oxidacdo lipidica e da glicolise em células mantidas em 10% de SFB promoveu efeitos
diferentes sobre a viabilidade. Enquanto na presenga de etomoxir observamos uma reducao

de aproximadamente 25%, a utilizagdo de 2-DG ndo impactou a viabilidade celular.
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Grafico 1 - Anadlise da viabilidade celular de MDA-MB-231 através da técnica de MTT apos
24 h
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Legenda: Analise da viabilidade celular de MDA-MB-231 através da técnica de MTT ap6s 24 h. Os experimentos
foram conduzidos na presenca ou auséncia de Etomoxir, 2-DG e Palmitato, mediante diferentes
concentragdes de SFB. N=3-5. Os dados sdo expressos como médias + SEM. A analise estatistica foi
realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOVA unidirecional com poés-teste de Sidak.* P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001. ETO: etomoxir; 2-DG: 2-deoxy-d-glicose; PAL: palmitato.
Nota Destaca-se que ndo ha diferenga na viabilidade, apos 24 h, entre os grupos cultivados com diferentes
concentragdes de SFB; que a inibi¢do da oxidagdo de acidos graxos reduz a viabilidade em
aproximadamente 25 % tanto em uma concentragdo menor ou maior de SFB; que a inibig¢do da glicolise
também reduz a viabilidade em 25% na concentragdo menor porém nao maior; por fim que a presenga
combinada dos inibidores na concentracdo menor causa um efeito aditivo com uma redugdo de
aproximadamente 50%.

Fonte: O autor, 2024

J& no periodo de 48 horas, as células cultivadas sem suplementacdo com SFB
apresentaram uma reducdo da viabilidade de cerca de 25%, em comparacdo as células
suplementadas com 1% e 10% de SFB, como visto no grafico 2. J& o efeito dos inibidores em
relagdo ao controle apresentou uma redugao de diferentes ordens. Enquanto na presenca de 2-
DG observamos redu¢do de mesmo nivel, a presenca do etomoxir por 48 horas induziu uma
inibi¢do de 50% na viabilidade celular. A combinacdo com os inibidores apresentou uma
redu¢do de mesma ordem daquelas células tratadas apenas com etomoxir. Curiosamente, nas

células suplementadas com 10% de SFB, observamos que a variavel tempo nao impactou de
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maneira diferente na redugdo da viabilidade, pois os percentuais de reducdo de viabilidade

observados foram os mesmos nos tempos de 24h e 48h.

Grafico 2 - Analise da viabilidade celular de MDA-MB-231 através da técnica de MTT apos
48 h
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Legenda: Analise da viabilidade celular de MDA-MB-231 através da técnica de MTT ap6s 48 h. Os experimentos
foram conduzidos na presenca ou auséncia de Etomoxir, 2-DG e Palmitato, mediante diferentes
concentragdes de SFB. N=3-5. Os dados sdo expressos como médias £ SEM. A analise estatistica foi
realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOVA unidirecional com pos-teste de Sidak.* P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001. ETO: etomoxir; 2-DG: 2-deoxy-d-glicose; PAL: palmitato.

Nota: Destaca-se que , apos 48 h, houve uma redugéo de viabilidade no grupo cultivado sem SFB em relagéo aos

grupos cultivados com menor ou maior concentragdo de SFB; que a redugdo da viabilidade em resposta
a inibi¢do da oxidagdo de acidos graxos foi de aproximadamente 50% no grupo cultivado com menor
concentragdo de SFB em contraste a 25 % no grupo cultivado com maior concentragdo de SFB; que a
inibicdo da glicdlise também reduz a viabilidade em 25% na concentragdo menor porém nio maior; por
fim que a presenca combinada dos inibidores na concentragdo menor ndo apresenta mais um efeito
aditivo, sendo de mesma ordem da reducdo oriunda apenas pela inibi¢ao da oxidacao de acidos graxos.

Fonte: O autor, 2024

3.2 Estabelecimento do modelo experimental de producao de vesiculas extracelulares
por pré-adipocitos previamente educados com meio condicionado provenientes do
TA eutroéfico ou obeso

O processo de educagao dos pré-adipdcitos e coleta de suas VE ¢ longo. A primeira
etapa ¢ a de cultivo dos pré-adipocitos, que pode ser subdividida em dois momentos: a de

expansao celular em garrafas de cultura; e o cultivo em placas para serem estimuladas na etapa
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seguinte. Por se tratar da cultura de um tipo celular ndo tumoral, a taxa de crescimento dos
pré-adipocitos humanos é consideravelmente mais lenta que as células MDA-MB-231 e torna-
se progressivamente mais lenta a cada passagem. Foram utilizados pré-adipdcitos até a quinta
passagem (P5). Para simular de forma mais fidedigna as condigdes do TA, a superficie tanto
das placas de cultura quanto das garrafas foi revestida com uma matriz extracelular especifica

para pré-adipocitos (Fig. 22).

Figura 22 - Linha do tempo da producao de VE PAD
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| ]
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Legenda: Esquema representativo da linha temporal da produgdo de VE PAD.

Nota Destaca-se que s@o necessarios, em média, de 3 a 4 semanas entre o inicio da cultura dos pré-adipdcitos,
até e o isolamento de suas VE pds educagio.

Fonte O autor, 2024.

Em seguida, ocorre a exposi¢do ao secretoma (meio condicionado) do tecido adiposo
por 24 horas, seguida da troca do meio de cultura no qual os pré-adipdcitos sdo mantidos por
mais 24 horas. Posteriormente, ocorre a coleta do meio condicionado e isolamento das VE
PAD através de centrifugagdo. Entre a primeira e a tltima etapa levou-se em média cerca de
3 semanas (Fig 22).

Ap0s esse processo, amostras de VE PAD EUT e VE PAD OB foram preparadas para
serem caracterizadas através da Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA).

vali , istura,
Avaliamos amostras em “pool” de cada grupo, sendo cada “pool” formado pela mistura, em
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igual volume, de 3 amostras individuais de VE PAD EUT ou VE PAD OB. Esta caracterizagao
inicial revelou que o processo de producdo e isolamento de VE ¢ eficiente e que tanto VE
PAD EUT (Grafico 3, A e B) quanto VE PAD OB (Grafico 3, C e D) apresentavam
concentracoes totais de particulas semelhantes (aproximadamente 5,5 x 10"9 particulas/ml) e
uma predominancia de vesiculas pequenas a médias. Contudo, ao analisarmos as VE na faixa
especifica de at¢ 100 nm, percebemos um aumento expressivo, de quase o dobro, no grupo

VE PAD OB em relagdo a VE PAD EUT - frequéncia de quase 40% em contraste a 20%.
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Grafico 3: Analise do perfil de tamanho e concentragao de VE PAD EUT e VE PAD OB por
NTA
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Legenda: Analise do perfil de VE PAD EUT e VE PAD OB por NTA. A- Concentragdo (particulas/ml) por
tamanho de VE PAD EUT; B- Distribuicdo percentual por faixas de tamanho em VE PAD EUT; C-
Concentragdo (particulas/ml) por tamanho de VE PAD OB; D- Distribui¢@o percentual por faixas de
tamanho em VE PAD OB

Nota Destaca-se que tanto VE PAD EUT quanto VE PAD OB sdo compostos por vesiculas pequenas, com VE

PAD EUT apresentando um pico de concentragdo em torno de 120 nm enquanto VE PAD OB em 93 nm e
que ambas apresentam uma concentragao total de particulas de aproximadamente 5,5 x 10”9 particulas/mL

Fonte: O Autor, 2024



61

3.3 O tratamento com vesiculas derivadas de pré-adipocitos obesos aumenta a
capacidade migratoria de células MDA-MB-231 de forma dependente da oxidacio
lipidica

Inicialmente foi investigado o efeito funcional das VE PAD sobre a capacidade
migratéria das células MDA-MB-231 através do ensaio de Wound Healing. Foi visto que VE

PAD OB ¢ capaz de induzir o aumento de até 3 vezes da capacidade migratéria em

comparagdo a célula MDA-MB-231 sem tratamento, e de aproximadamente 1,6 vezes maior

que as c¢lulas tratadas com VE PAD EUT (Grafico 4). Além da magnitude do aumento

promovido pelas vesiculas de pré-adipocitos nos diferentes estados, também foi analisada a

dependéncia do metabolismo glicolitico e da oxidagao de 4cidos graxos sobre este aumento.

Observamos que a inibi¢ao da oxidagdo lipidica ndo alterou o padrao migratorio das
células sem tratamento; contudo tanto naquelas estimuladas com VE PAD EUT quanto VE

PAD OB observamos que inibicdo da oxidagdo lipidica induziu respectivamente uma

diminui¢ao de 1,8 x (p<0,01) e 2,2 x (p<0,005), onde a capacidade migratdria atingiu niveis

compativeis com o observado nas células sem estimulo. Em concordancia, vimos que a

administracao de palmitato induziu um aumento similar ao induzido pelo tratamento com PEV

OB, demonstrando a relevancia da oxidacao lipidica para migracao (Grafico 4.).

Grafico 4 - Contribui¢do da oxidagao lipidica sobre a migra¢ao induzida por VE PAD EUT e

VE PAD OB
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Legenda: Ensaio de migracdo de células MDA-MB-231 estimuladas com VE PAD EUT ou VE PAD OB na
presenga ou auséncia de etomoxir apos 24h; palmitato utilizado como controle positivo. N=3-7. Os
dados sdo expressos como médias £ SEM. A anélise estatistica foi realizada no Graphpad Prism 8
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usando ANOVA unidirecional com pos-teste de Sidak.* P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005,
***%P<0,001
Nota: Destaca-se que VE PAD OB induziu um aumento de aproximadamente 3 vezes em relagdo a células ndo
tratadas e de aproximadamente 1,6 vezes em relacdo a VE PAD EUT, e que tal aumento pronunciado foi
revertido quando a oxidacdo de acidos graxos estava inibida
Fonte: O autor, 2024

Ao avaliarmos o efeito da inibi¢do da glicélise sobre a migragao celular, observamos
que tanto nas células controle quanto nas tratadas com VE PAD EUT apresentou-se um
aumento, respectivo, do seu potencial migratorio de 1,4 e 1,3 vezes. Entretanto, a inibi¢do da
glicolise nas células tratadas com as VE PAD OB resultou em uma diminui¢do de 1,4 vezes
na migragdo (Grafico 5).

Acreditamos que uma possivel explicacdo para o aumento da migracdo desencadeado
pelo tratamento com VE PAD OB mediante a inibi¢ao da glicdlise seja o desvio da maquinaria

metabolica em dire¢do a oxidagao lipidica

Grafico 5 - Contribuigdo da glicolise sobre a migragao induzida por VE PAD EUT e VE PAD
OB
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Legenda: Ensaio de migracdo de células MDA-MB-231 estimuladas com VE PAD EUT ou VE PAD OB na
presenga ou auséncia de 2-DG apds 24h;. N=3-7. Os dados sdo expressos como médias + SEM. A
analise estatistica foi realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOV A unidirecional com pos-teste de
Sidak.* P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001

Nota: Destaca-se que a inibi¢@o da glicolise ocasionou em um aumento da capacidade migratoria das células

ndo tratadas e das células tratadas com VE PAD EUT, e uma reducéo nas células tratadas com VE PAD
OB
Fonte: O autor, 2024
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3.4 Efeito das vesiculas extracelulares derivadas de pré-adipécitos sobre a producao de
lactato

De modo a compreender melhor o efeito das VE de pré-adipdcitos sobre o
metabolismo glicolitico das células MDA-MB-231, quantificamos os niveis totais de lactato,
o subproduto final do metabolismo glicolitico, no sobrenadante e no lisado celular mediante
o tratamento com as VE PAD EUT e VE PAD OB na auséncia ou presenc¢a de Etomoxir.

Observamos que as VE PAD EUT induziram um aumento nos niveis totais de lactato
(Grafico 6 A), tanto na producao (Grafico 6 B) quanto na liberacao de lactato (Grafico 6 C),
em relagdo as células ndo tratadas. Em contrapartida, o tratamento com as VE PAD OB nio
apresentou alteragdo nos niveis totais de lactato (Grafico 6 A), tanto no sobrenadante (Grafico
6 B) quanto no lisado (Grafico 6 C). Tais resultados indicam que as VE PAD EUT aumentam
o metabolismo glicolitico das células MDA-MB-231, o que ¢ potencializado mediante a
inibi¢do da oxidac¢ao lipidica.

Apesar das VE PAD OB ndo terem induzido aumento nos niveis totais de lactato
(Gréafico 6 A), observamos um efeito oposto mediante inibi¢do da oxidacao lipidica, como um
possivel mecanismo compensatério. Também ¢ interessante ressaltar que o tratamento com
palmitato ndo levou a reducdo dos niveis de lactato (Grafico 6 A, B e C), ou seja, mesmo que
a c€lula apresente um maior aporte de substrato lipidico, ela mantém inalterada sua taxa basal

de glicolise, demonstrando a relevancia dessa via.



Grafico 6 - Alteragoes nos niveis de L-Lactato induzidas VE PAD EUT ¢ VE PAD OB
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Legenda: Quantificagdo dos niveis de lactato em células MDA-MB-231 mediante tratamento com VE PAD EUT
e VE PAD OB na presenga ou auséncia de etomoxir ap6s 24 horas de estimulo; palmitato foi utilizado
como controle positivo. A- Producdo de lactato total; B- Lactato presente no sobrenadante; C- Lactato
presente no lisado celular medida. N=3-5. Os dados sdo expressos como médias + SEM. A analise
estatistica foi realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOV A unidirecional com pos-teste de Sidak.*

P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005, ****P<(,001

Nota: Destaca-se que VE PAD EUT aumenta significativamente os niveis de lactato total, tanto no lisado quanto

no secretado enquanto VE PAD OB nado.
Fonte: O autor, 2024.
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3.5 Efeito das vesiculas exracelulares derivadas de pré-adipocitos sobre a atividade da
enzima Glicose-6- Fosfato Desidrogenase

r

A via das pentoses fosfato ¢ uma via de biossintese que apresenta intermedidrios
comuns com a glicolise (STINCONE et al., 2015). Para o efeito das VE derivadas de pré-
adipdcitos sobre esta via, avaliamos a atividade da enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase
(G6PDH). Os resultados demonstraram uma tendéncia de aumento na atividade da GPPDH
tanto nas células estimuladas com VE PAD OB e VE PAD EUT. Além disso, observamos
uma reducao da atividade de G6PDH nas células tratadas com VE PAD OB mediante a
oxidacao lipidica (Gréafico 7). Tal achado ¢ um indicativo de que possivelmente as VE PAD
OB suportam a via das pentoses fosfato de forma dependente da oxidagdo lipidica, e quando
esta via ¢ inibida a observa-se um comprometimento da glicose-6-fosfato com a glicélise, o

que corrobora o aumento da produgdo de lactato apresentada no resultado anterior

Grafico 7 - Avaliacdo da atividade da enzima G6PDH apos estimulo com VE PAD EUT ou
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Legenda: Avaliagdo da atividade da enzima Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase em resposta ao estimulo com VE
PAD EUT ou VE PAD OB apés 24h N=3. Os dados sdo expressos como médias + SEM. A analise
estatistica foi realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOV A unidirecional com pos-teste de Sidak.*
P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001.

Nota: Destaca-se uma tendéncia de aumento da atividade de Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase nos grupos
tratados tanto com VE PAD EUT quanto VE PAD OB, porém no grupo VE PAD OB com inibi¢ao da
oxidacao lipidica houve uma redug¢ao significativo

Fonte: O autor, 2024.
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3.6 Efeito das vesiculas extracelulares derivadas de pré-adipdcitos sobre a atividade da
enzima Piruvato- Quinase

Haja visto que o estimulo com as VE PAD EUT e VE PAD OB modulam de forma
diferente a glicolise nas células MDA-MB-231, o que ¢ ainda mais impactado pela inibigao
da oxidagdo lipidica, resolvemos avaliar nesse contexto, a atividade da enzima piruvato
quinase, responsavel pela catalise da ultima reacao da glicolise (Grafico 8).

De maneira esperada, observamos uma forte tendéncia de diminuicdo da atividade
da piruvato quinase nas células estimuladas com as VE PAD OB, o que se amplificou
mediante a inibicdo da oxidagdo lipidica, ao contrario do previsto. Em contrapartida,
observamos que o estimulo com as VE PAD EUT inibiu a atividade da piruvato quinase, o
que ndo foi alterado mediante a inibicdo da oxidacdo lipidica. Surpreendentemente,
observamos que a inibi¢do da oxidagdo lipidica per se induziu a diminui¢ao da atividade da
enzima piruvato quinase, o que corrobora os achados relativos ao tratamento com as VE PAD

EUT (Grafico 8).

Grafico 8 - Avaliagao da atividade da enzima Piruvato Quinase apos estimulo com VE PAD
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Legenda: Avaliagdo da atividade da enzima Piruvato Quinase em resposta ao estimulo com VE PAD EUT ou
VE PAD OB ap6s 24h N=3. Os dados sdo expressos como médias + SEM. A andlise estatistica foi
realizada no Graphpad Prism § usando ANOVA unidirecional com pos-teste de Sidak.* P<0,05,
**p<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001.

Nota: Destaca-se uma tendéncia de aumento da atividade de 6GPDH nos grupos tratados tanto com VE PAD
EUT quanto VE PAD OB, porém no grupo VE PAD OB com inibi¢do da oxidagdo lipidica houve uma
redugdo significativo

Fonte: O autor, 2024
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3.7 Efeito das vesiculas extracelulares derivadas de pré-adipocitos sobre a producao de
ATP e a fosforilacao da enzima AMPK

Sabendo que o tratamento das células MDA-MB-231 com vesiculas derivadas de pré-
adipocitos eutroficos ou obesos culminou em um remodelamento metaboélico, o que por sua
vez, impactou em alteracdes na migracdo celular, resolvemos avaliar, nesse contexto, a
producdo inicial de ATP e a atividade da enzima AMPK (1 hora apds os estimulos).
Observamos que independente do estimulo (VE PAD EUT, VE PAD OB) ¢ a via metabolica
inibida (glicolise ou oxidagao de lipideos) ndo observamos diferenca no conteudo total de
ATP (Grafico 9 A) e uma tendéncia de reducdo na ativacdo da proteina AMPK quando
estimulada tanto com VE PAD EUT quanto VE PAD OB, e uma tendéncia de aumento

durante a inibi¢do da oxidagdo de acidos graxos (Grafico 9 B).

Grafico 9 - Produgdo de ATP e atividade da proteina AMPK apo6s estimulo com VE PAD
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Legenda: Avaliagdo da produgdo de ATP e atividade da proteina AMPK em células MDA-MB-231 ap6s 1 h de
estimulo com VE PAD EUT ou VE PAD OB. A- Quantificagdo de ATP; B- Ativacdo de AMPK.
ETO: Etomoxir; PAL: Palmitato; 2-DG: 2-deoxy-d-glicose. N = 3 para a quantificagdo de ATP; N=3-
5 para a quantificagdo da fosforilagdo da enzima AMPK. Os dados sdo expressos como médias +
SEM. A analise estatistica foi realizada no Graphpad Prism 8 usando ANOV A unidirecional com pos-
teste de Sidak.* P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005, ****P<0,001.

Fonte: O autor, 2024.
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4 DISCUSSAO

As alteragdes promovidas pela obesidade, em especial a desregulagdo inflamatoria e
metabolica, sdo condi¢des compartilhadas com o processo de formacdo, progressdo e
metastizacdo de diversos tipos de cancer. (AVGERINOS et al., 2019). Essas interagdes
podem ser mediadas por VE liberadas pelo TA e impactar na malignidade tumoral (MORAES
et al.,, 2021). Uma vez que VE sdo estruturas que carregam, de forma estavel e a longas
distancias, varios tipos de biomoléculas capazes de alterar o fenotipo de outros tipos celulares,
e que seu contetdo reflete estado fisiologico da célula de origem (VAN NIEL; D’ANGELO;
RAPOSO, 2018), faz-se relevante analisar como impactam células-alvo em diferentes
contexto patologicos.

Trabalho prévio do nosso grupo demonstrou que VE liberadas pelo TA obeso sdo
capazes de aumentar, in vitro, pardmetros relacionadas a malignidade como migracao e
invasdo em linhagens tumorais de mama MDA-MB-231 e proliferagdo em células MCF-7
(RAMOS-ANDRADE et al., 2020). No entanto, ainda existem lacunas relevantes a serem
exploradas, as quais sdo objetivos do presente estudo. Uma delas diz respeito a alteragdes no
metabolismo energético, uma vez que o metabolismo tumoral tem sido reconhecido como uma
caracteristica chave na progressdo do cancer, redefinindo-o ndo apenas como uma doenca
genética, mas também como uma doenga metabolica (GYAMFI; KIM; CHOI, 2022) .A
relevancia do estudo das interagdes entre obesidade e cancer de mama ¢ amplamente
reconhecida, especialmente com o crescente interesse nas VE e sua influéncia no
microambiente tumoral (KHANH et al., 2020; RAMOS-ANDRADE et al., 2020; WANG et
al., 2019). Apesar dos avancos significativos nessa area, hd uma notavel auséncia de trabalhos
focados especificamente no estudo de como pré-adipdcitos, impactam na progressao do cancer
de mama. Estudos anteriores, incluindo aqueles realizados pelo nosso grupo de pesquisa, t€ém
se concentrado principalmente em como as VE derivadas do tecido adiposo modulam células
tumorais de mama. No entanto, os pré-adipodcitos, devido ao seu papel chave na homeostase
do tecido adiposo e sua capacidade de manter um estado de inflamagao crdnica, representam
um tipo celular relevante, porém ainda pouco explorado.

Essa lacuna ¢ ainda mais exacerbada pela escassez de modelos experimentais
adequados para a investigacdo do papel dos pré-adipdcitos sobre células de mama em um

contexto de obesidade. Sendo assim, o presente trabalho propds um modelo de producao de
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VE PAD EU e VE PAD OB, in vitro, baseado na educacao de pré-adipdcitos primarios
humanos subcutaneos através da exposi¢do ao meio condicionado da cultura de explantes de
tecido adiposo (eutréfico ou obeso). O modelo se mostrou eficaz visto que confirmamos a
existéncia e a distribuicdo por tamanho das VE PAD- ambas majoritariamente vesiculas
menores- como também demonstrou efeitos funcionais e metabolicos distintos. Ressalta-se
que a despeito da origem metabodlica diferente, a concentracdo das VE eram similares ao
compararmos VE-PAD-EUT e VE-PAD-OB. Observamos diferengas na frequéncia de VE na
faixa de até 100 nm entre os grupos. A diferenca de tamanho nesta faixa pode ser indicativo
de uma biogénese diferencial (maior presenca de exossomos em VE PAD OB), que por sua
vez estd relacionada a alteragdes de contetido, que pode estar relacionado as alteragdes
funcionais e metabolicas induzidas nas células MDA-MB-231 com elas estimuladas.

Dessa forma, tais achados indicam que a maioria das VE utilizadas no presente estudo
sao constituidas de exossomos, contudo para afirmar-se que se trata de exossomos faz-se
necessaria a marca¢do de moléculas biomarcadores caracteristicas de exossomos, como
proteinas da familia tetraspanina, CD9, CD63 ¢ CD81.

A influéncia do metabolismo glicolitico e da oxidagdo lipidica nas células tumorais
MDA-MB-231 foi avaliada através da utilizagdo dos inibidores 2-DG e Etomoxir.
Inicialmente, percebeu-se que a influéncia da inibi¢do da oxidacao lipidica e da glicolise em
relagdo a célula sem inibicdo, eram similares apos 24 horas de inibigdo, porém a inibicao
sustentada, até em 48 horas, demonstrou a dependéncia da oxidagao lipidica para a viabilidade
celular, uma vez que na presencga de etomoxir observou-se um aumento de 25% na reducdo
de viabilidade, o que ndo foi observado na presenca de 2-DG que se manteve estavel. Tal
afirmacgao pode ser corroborada pelo fato que na presenga de etomoxir € 2-DG a redugdo na
viabilidade se manteve nos mesmos patamares observados mediante a inibi¢cao por etomoxir
apenas. Sendo assim, apesar da plasticidade metabolica, observou-se que o metabolismo
lipidico demonstrou-se crucial para a manutencao da viabilidade de células MDA-MB-231
por longos longos periodos.

Broecker- Preuss et al avaliaram o impacto de 2-DG em células de linfoma com
muta¢do em c-Myec (linhagens BJAB, OCI-LY3 e SUDHL-6) e viram que estas apresentaram
reducdo em cerca de 50% em sua viabilidade apos 48 horas em condic¢des de 0,5% de SFB,
metade da menor concentragdo utilizada neste trabalho (BROECKER-PREUSS et al., 2017).
A diferenga na concentracao de SFB entre os estudos destaca a relevancia da disponibilidade
de nutrientes, em especial de lipidios presentes no soro, que podem oferecer vias alternativas

de metabolismo energético e assim conferir uma certa plasticidade metabolica as células
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tumorais auxiliando em sua sobrevivéncia. Na presenca de 1% de SFB nos vimos a reducao
de 25 % nas células tratadas com 2-DG em relag@o ao controle, porém em 10% de SFB nao
houve reducao significativa, provavelmente devido a uma alteracdo no perfil metabdlico para
um perfil oxidativo aliado a alta disponibilidade de lipideos que permitiu a manutengdo da
viabilidade celular a despeito da inibi¢ao glicolitica.

De maneira interessante, o efeito combinado dos inibidores ndo resultou em uma
reducdo completa da viabilidade celular, evidenciando a plasticidade metabdlica da célula
MDA-MB-231. Uma via metabdlica que poderia estar aumentada de forma compensatoria ¢
a Glutaminoélise, a qual ndo foi observada no presente estudo. Cardoso et al observaram a
relevancia crucial da glutaminoélise para a viabilidade, migracao e invasdo de células de cancer
de prostata (DU145 e PC3). Especificamente quanto a viabilidade, foi relatado que estas
c€lulas tratadas com .10 pM BTPES (inibidor da glutamindlise) apresentaram uma reducao
de aproximadamente 60% (CARDOSO et al., 2021).

Apesar da similaridade em concentragdo e tamanho, os efeitos metabolicos e
funcionais em células MDA-MB-231 induzidos pelas VE PAD EUT e VE PAD OB diferiram
significativamente, refletindo o contexto fisioldégico de suas células de origem. A migracao
das células MDA-MB-231 estimuladas com VE PAD OB foi cerca de 3 vezes maior ¢ a
reversao aos niveis basais na presenca de etomoxir demonstrou sua dependéncia da oxidacao
de 4cidos graxos. Resultados similares foram relatados em células de melanoma por Lazar e
Clement, que relataram que VE de adipdcitos tanto eutrdficos quanto obesos aumentaram a
migracao de duas linhagens de células de melanoma (SKMEL28 e 1205L) sendo a condi¢ao
de obesidade o aumento mais pronunciado; além disso seus achados relataram que esse
aumento da migracao foi resultado da disponibilidade e quantidade de substrato lipidico a
despeito da quantidade e de enzimas relacionadas a oxidagdo lipidica transportadas
(CLEMENT et al., 2020; LAZAR et al., 2016).

Achados de outros trabalhos também reforcam a relevancia da modulagao metabolica
induzida por VE liberadas pelo TA sobre células tumorais. Liu et al viram que células de
cancer de mama (MCF-7) educadas com VE derivadas de TA mamario de mulheres obesas e
com sobrepeso apresentaram aumento de sua proliferagdo, densidade mitocondrial, taxa de
consumo de oxigénio e produ¢do de ATP. Também foi visto que o contetido destas VE estava
enriquecido em miRNAs como miR-155-5p, miR-10a-3p e miR-30a-3p em relacao as VE de
TA mamario de mulheres eutroficas. Ao silenciar estes miRNAs foi visto uma redu¢ao dos

efeitos promovidos.
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Dessa forma, acreditamos que como células precursoras de adipocitos, os pré-
adipocitos apresentam algumas caracteristicas comuns a esse tipo celular e possam liberar
enzimas, substratos ou outros moduladores metabolicos dentro de suas VE; de forma que
possivelmente as VE PAD OB devem apresentar uma maior quantidade de enzimas
relacionadas a oxidacao lipidica do que VE PAD EUT. Connolly et al analisaram diferencas
na composi¢do de VE derivadas de células 3T3-L1 antes e depois da adipogénse. Seus
resultados demonstraram que apesar do ja esperado aumento no conteudo lipidico nas VE de
adipdcitos maduros em relagao aos pré-adipocitos, a concentragao de determinados lipideos
era dependente do estado da célula de origem, no qual palmitato apresentava um aumento
expressivo ao longo do processo de diferenciagdo enquanto outros acidos graxos como acido
icosatrienoico ou acido araquiddnico encontravam-se mais presentes nos estigios iniciais
(CONNOLLY et al., 2015). Haja visto, que no presente estudo analisamos pré-adipdcitos em
condigdes metabolicas distintas, € que a literatura ¢ escassa na caracterizagao do conteudo
molecular de VE derivadas de pré-adipocitos, acreditamos que futuras analises acerca do
conteudo molecular das VE PAD EUT e VE PAD OB sdo necessarias.

A percepcdo de que o estimulo das células MDA-MB-231 com as VE PAD EUT
mediante inibi¢@o da glicélise aumentou seu potencial migratorio sugere que as VE PAD EUT
induzem o aumento do metabolismo glicolitico nas células tumorais e que mediante sua
inibicao, houve um desvio metabodlico compensatorio em direcdo a um perfil mais oxidativo,
favorecendo, portanto, o aumento da migragao celular. Em consonancia, observamos que o
estimulo das células com VE PAD EUT induziu um aumento na produgao de lactato, enquanto
o estimulo com as VE PAD OB nao alterou a producao de lactato em relacdo ao grupo sem
estimulo.

O ensaio de lactato por sua vez levantou a hipotese de que o ndo aumento da produgao
de lactato nas células estimuladas por VE PAD OB estaria relacionado a desvios de
intermediarios glicoliticos para vias de biossintese como a via das pentoses fosfato. E esta
hipotese também foi confirmada, ao ser visto que atividade da enzima G6PDH nas células
tratadas com VE PAD OB se encontrava reduzida mediante a inibicdo da oxidacdo lipidica,
sugerindo que o aumento da oxida¢ado lipidica modula positivamente a atividade de G6PDH.
Apesar do achado encontrado apresentar uma caracteristica dual, pois o aumento da atividade
de G6PDH ¢ marcadamente aumentado em células que apresentam aumento da sintese de
acidos graxos, o proprio aumento da atividade da G6PDH poderia indicar evidéncias de um
desvio metabolico da glicolise para a via das pentoses-fosfato, o que explicaria a diminui¢ao

dos niveis de lactato induzidos pelas VE PAD OB em relagdao as VE PAD EUT. Uma outra



72

possibilidade seria o aumento da atividade de G6PDH como mecanismo compensatério anti-
oxidante. Rodrigues et al demonstraram que o tratamento de células MDA-MB-231 com
butirato de sddio, reduziu a glicélise e aumento da respiracdo mitocondrial, além de aumentar
em até trés vezes atividade da G6PDH, se relacionando comum aumento da atividade anti-
oxidante em consonancia com o aumento de expressao da enzima SOD2 (RODRIGUES et
al., 2015).

Ao analisar a atividade da enzima piruvato quinase, a tendéncia de redu¢do no grupo
tratado com VE PAD OB estava congruente com o nao aumento de lactato encontrado, porém
no grupo VE PAD EUT, no qual esperavamos um aumento de atividade dessa enzima foi
registrado uma reducdo na atividade desta enzima. Esse resultado inesperado pode ser
elucidado pela ativacdo da glutamindlise, uma via metabdlica ndo avaliada no presente
trabalho porém fundamental para as células tumorais e intrinsecamente ligada a regulacio da
glicolise (YANG; VENNETIL; NAGRATH, 2017).

A isoforma PKM?2 da piruvato quinase, prevalente em células tumorais, pode alternar
entre duas configuracdes: uma forma tetramérica ativa e uma dimérica menos ativa. Li et al.,
demonstrou que um aumento na forma dimérica de PKM2 estimula o consumo de glutamina
e a expressdo de RNA mensageiro referente a enzima Glutaminase 1 (GLS-1) em células de
adenocarcinoma de colon (SW480); enquanto a conversao do dimero em tetramero causou o
efeito oposto (LI et al., 2020). A modulacdo negativa da atividade de PKM2, portanto, parece
ser um mecanismo eficaz para aumentar a glutaminolise.

O aumento da glutamindlise por sua vez poderia explicar o aumento observado na
producdo de lactato através da atuacdo da enzima madlica, que converte malato, um
intermediario do ciclo TCA, em piruvato, alimentando a via glicolitica sem depender
diretamente da atividade da piruvato quinase. Em células de glioblastoma esse comportamento
foi relatado, no qual até de 60% da glutamina foi metabolizada em lactato. Este desvio
metabolico fornece NADPH, importante para sintese sustentada de acidos graxos
(DEBERARDINIS et al., 2007).

A glutaminolise também poderia explicar a redugao observada na atividade enzimatica
tanto no grupo controle quanto, de forma mais acentuada, no grupo tratado com VE PAD OB
na presenca de etomoxir. A interdepencia desta via com a oxidacdo lipidica foi relatada por
Camarrda et al., que revelou que em células de cancer de prostata (PC3 e DUI145), o
tratamento com 10 uM de BPTES, um inibidor da glutaminoélise, resultou em um aumento de
2 a 3 vezes na expressao de CPTIA (CARDOSO et al., 2021). Isso sugere que o bloqueio da

glutamindlise pode promover uma maior dependéncia do catabolismo lipidico.
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Analogamente, ¢ plausivel considerar que a inibi¢ao da oxidagdo de acidos graxos pelo
etomoxir possa induzir um aumento compensatorio na glutamindlise, de forma a permitir a
manutengao do TCA.

Por fim, a avaliacdo do estado energético das células pelos niveis de fosforilacao de
AMPK e pela quantificagdo de ATP nao relevou alteracao significativa pelas VE PAD.
Algumas explicagdes sdo possiveis como limitagdes do tempo de detecgdo, que foi realizado
apds um intervalo de 1 horas e ndo por um acompanhamento continuo, como feito em ensaios
através da utilizagdo de analisador metabdlico em tempo real (Seahorse®). Outra
possibilidade ¢ que as alteracdes metabolicas nao reflitam no aumento dos niveis globais de
ATP.

Wang et al relatou o aumento da oxidacdo lipidica em células de cancer de mama co-
cultivadas com adipdcitos porém este aumento nao estava acopladas a produgdo de ATP
devido ao aumento da enzima desacopladora mitocondrial UCP-2 (WANG et al., 2017). Uma
explicagdo possivel seria que a desacoplagdo mitocondrial atuaria impedindo que houvesse
um acumulo de ATP, o que inibiria a manutenc¢do da oxidagao de acidos graxos, que por sua

vez esta relacionado ao aumento da capacidade migratodria.
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CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo destaca a importancia dos pré-adipdcitos na modulagdo do
microambiente tumoral, especialmente no contexto da obesidade. A criacdo de um modelo
experimental para a producdo de VE de pré-adipéceitos obesos (VE PAD OB) permitiu uma
analise dos efeitos metabdlicos e funcionais dessas vesiculas em células de cancer de mama
MDA-MB-231. Os resultados indicam que, apesar das semelhangas no perfil de tamanho das
VE PAD OB e VE PAD EUT, seus impactos nas c€lulas tumorais sao distintos, refletindo a
influéncia do estado fisioldgico das células de origem. A dependéncia da oxidagdo de acidos
graxos para a viabilidade celular a longo prazo e para migragao celular, como sugere que a
obesidade pode exacerbar a progressdo tumoral por meio de alteracdes no metabolismo
celular, em especial no lipidico, através dos pré-adipocitos. Além disso, a analise das vias
metabodlicas, como a produgdo de lactato e a atividade da via das pentoses fosfato, reforga a
complexidade das interagdes metabdlicas mediadas pelas VE PAD (Fig. 23). Estes achados
reforcam a necessidade de investigagdes futuras para melhor compreender os mecanismos

subjacentes e potencialmente desenvolver estratégias terapéuticas direcionadas.
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Figura 23 - Esquema de conclusdo dos efeitos de VE PAD EUT e VE PAD OB sobre células

MDA-MB-231
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Legenda: Esquema de conclusdo dos efeitos de VE PAD EUT e VE PAD OB sobre células MDA -

Nota:

Fonte:

MB-231. PK: Piruvato quinase; G6PDH: Glicose-6-Fosfato-Desidrogenase.

Notar que vesiculas extracelulares liberadas por pré-adipdcitos previamente educados com
meio condicionado de tecido adiposo obeso (VE PAD OB) ou eutréfico (VE PAD EUT) séo
capazes de aumentar a malignidade da linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 em
diferentes propor¢des e através de diferentes mecanismos metabodlicos. A capacidade
migratéria de MDA-MB-231 foi aumentada de forma mais pronunciada condicdo de
obesidade do que eutrofia, e este aumento demonstrou uma forte dependéncia da oxidagéo
de acidos graxos. Também vimos que o perfil metabolico induzido pelas VE PAD EUT e VE
PAD OB ¢ diferente, no qual apenas VE PAD EUT induziu aumento nos niveis de L-Lactato
enquanto VE PAD OB manteve-se inalterado. Também vimos que na presenca de etomoxir
a tendéncia de aumento da atividade da enzima G6PDH foi revertida. Também foi vista uma
reducdo na atividade da Piruvato Quinase (PK) em ambos os grupos e ndo foi observada
alteragdes nos niveis de ATP ¢ na ativagdo de AMPK nas condigOes analisadas.

O autor, 2024
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