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Resumo

O tecido adiposo (TA) € um 6érgado enddcrino complexo e altamente plastico. A
composicao desse tecido € heterogénea. O TA regula a homeostase metabdlica por
meio da secrec¢do de Varios fatores: peptideos, citocinas, hormdnios, acidos graxos e
mMiRNAs. O TA é uma das principais fontes de miRNAs exossomais, recentemente
descritos como uma nova forma de adipocina. Os miRNAs derivados do TA estéo
associados a adipogénese, inflamacéo, resisténcia a insulina e desenvolvimento
tumoral. Neste trabalho analisamos parametros inflamatérios e carcinogénicos na
linhagem de células beta tumorais (MIN6), também conhecida como insulinoma,
estimulada com o meio condicionado de tecido adiposo branco (WAT) e tecido
adiposo marrom (BAT), contendo fatores de secrecdo. Analisamos o efeito da
auséncia de miRNAs em WAT e BAT sobre parametros inflamatérios e carcinogénicos
em células MING6. Foram utilizados camundongos C57BI/6 machos, Adicer (nocaute
para Dicer no tecido adiposo) e camundongos LOX (controle de ninhada), obtidos por
recombinacéao sitio-especifica de DNA, por meio do sistema Cre-Lox. Dentre os efeitos
dos estimulos de TA em células MIN6 analisados, o estimulo de WAT Adicer levou a
morte celular, diminuicdo da viabilidade celular e da massa mitocondrial, aumento do
estresse oxidativo, maior producdo de citocinas inflamatérias e biogénese de
corpusculos lipidicos. Além disso, observamos alteracfes da funcdo mitocondrial,
avaliada por respirometria de alta resolucéo, evidenciada com aumento da capacidade
respiratoria maxima das mitocéndrias, e maior atividade por meio do complexo I,
demonstrando sobrecarga da funcdo mitocondrial, devido a uma maior demanda por
fluxo de oxigénio. Procuramos investigar por abordagem glicbmica a composicdo e
caracterizacdo dos N-glicanos do TA, util como biomarcador em alguns tipos de
cancer, porém, devido a elevada quantidade de acidos graxos no BAT e no WAT, o
isolamento e detecgcédo dos N-glicanos foram prejudicados. Os fatores secretados do
TA tornam possivel o desenvolvimento de novos alvos farmacolégicos na regulacao
metabdlica. Nosso trabalho mostrou a interacédo diferencial do TA e células MIN-6,
principalmente a auséncia de miRNAs no WAT, o que destaca o potencial terapéutico
dos miRNAs derivados de AT no tratamento de doencas metabdlicas como o
insulinoma.

Palavras-chaves: insulinoma, miRNA, tecido adiposo, inflamacao, mitocondria.



Abstract

Adipose tissue (AT) is a complex and highly plastic endocrine organ. The composition
of this tissue is heterogeneous. AT regulates metabolic homeostasis through the
secretion of several factors: peptides, cytokines, hormones, fatty acids, and miRNAs.
AT is one of the major sources of exosomal miRNAs, recently described as a novel
adipokine. Adipose tissue-derived miRNAs are associated with adipogenesis,
inflammation, insulin resistance, and tumor development. In this work we analyzed
inflammatory and carcinogenic parameters in the tumoral beta-cell line (MING), also
known as insulinoma, stimulated with the conditioned medium of white adipose tissue
(WAT) and brown adipose tissue (BAT), containing secretion factors. We analyzed the
effect in the absence of miRNAs in WAT and BAT on inflammatory and carcinogenic
parameters in MING cells. We used C57BIl/6 male Adicer mice (knockout for Dicer in
adipose tissue) and LOX mice (littermate control), obtained by site-specific DNA
recombination, through the Cre-Lox system. Among the effects of AT stimuli in MIN6
cells analyzed, the WAT Adicer stimulus led to cell death, decreased cell viability and
mitochondrial mass, increased oxidative stress, higher production of inflammatory
cytokines, and lipid droplet biogenesis. Furthermore, we observed changes of the
mitochondrial function, assessed by high-resolution respirometry analysis, as shown
with an increase of the maximal respiratory capacity of the mitochondria, and a higher
activity through complex Il, demonstrating an overload of the mitochondria function,
due to a greater demand for oxygen flow. We sought to investigate by glycomics
approach the composition and characterization of N-glycans from the AT, a useful tool
as a cancer hallmark in some types of cancer, however, due to the high amount of fatty
acids in BAT and WAT, the isolation and detection of N-glycans were impaired.
Secreted factors from the AT turns possible the development of novel pharmacological
targets in metabolic regulation. Our work showed differential crosstalk of AT and MIN-
6 cells, especially the absence of miRNAs in WAT, which highlights the therapeutic
potential of AT-derived miRNAs in the treatment of metabolic diseases such as
insulinoma

Key words: insulinoma, miRNA, adipose tissue, inflammation, mitochondria
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1.0 Introducéo

1.1 O Tecido Adiposo: Orgéo Endocrino e de Alta plasticidade

O TA é um 6rgao enddcrino, ativo, complexo, heterogéneo, capaz de secretar
diversas moléculas, produzir horménios esterdides e fatores de crescimento, que
apresenta a capacidade de acumular lipidios, como fonte energética (Ahima, Flier,
2000, Frayn et al, 2003) O TA pode ser classificado como TA branco (WAT) e TA
marrom (BAT). O WAT esté distribuido em depdsitos viscerais e subcutaneos. Este
tecido apresenta alta plasticidade e funcdes relacionadas a capacidade regulatoria e
metabdlica, enquanto o BAT tem sua principal funcéo associada a termogénese (Choe
et al., 2016, Cypess et al, 2009).

Os adipécitos podem estar sujeitos a diferentes processos, tais como
adipogénese, lipdlise, sobrecarga oxidativa e alteragcdo mitocondrial. Este 6rgao é
capaz de atuar de forma enddcrina, através da secrecdo de mediadores inflamatérios
que controlam 6rgéaos periféricos e cérebro, e facilitar o desenvolvimento de distarbios
metabdlicos (Stepién et al, 2014). Os adipdcitos brancos apresentam alta capacidade
de estoque e liberacdo de energia. Os adipocitos brancos apresentam como
caracteristicas uma larga goticula lipidica unilocular no citoplasma e nucleo periférico.
O WAT é o mais abundante no organismo. Além de estoque energético, secreta
diversas adipocinas, tais como leptina e adiponectina (Uddin et al, 2011; Chu;
Gawronska-Kozak, 2017).

Os adipécitos marrons apresentam alto conteido de mitocondrias e goticulas
lipidicas multiloculares no seu conteudo citoplasmatico, nucleo mais centralizado.
Estes adipocitos desempenham importante papel na termogénese, associada a
expressdo de UCP-1 (proteina desacopladora 1). A UCP-1 desvia a sintese de ATP
(trifosfato de adenosina) para producao de calor. Isto ocorre como consequéncia do
desacoplamento do gradiente de prétons entre o espaco intermembranar e a matriz
mitocondrial (Harms, Seale, 2013; Shulz, Tseng, 2013).

O TA apresenta alta plasticidade. A plasticidade do TA se deve as alteracdes
do tamanho do adipocito, que se adequa conforme o estoque lipidico, e pela
capacidade de diferenciacdo dos adipoécitos para um fenotipo distinto. Como exempilo,
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a diferenciacéo dos adipdcitos brancos em adipécitos com caracteristicas de marrons,
denominado do inglés “browning” ou “amarronzamento”, sob estimulo de agonistas
beta-adrenérgicos e exposicdo ao frio (Bahler et al., 2016). Neste processo de
diferenciacdo, surgem os adipdcitos marrons induziveis ou adipdcitos bege. O
adipécito bege apresenta goticulas lipidicas multiloculares, alto numero de
mitocondrias e a expressdo de marcadores de browning, tais como genes UCP-1,
CIDEA, PGC1-a (coativador-1 do receptor ativado por proliferador de peroxissoma
alfa) (Harms, Seale, 2013; Zoico et al., 2019). O adipécito rosa foi descrito pela
primeira vez por Cinti e colaboradores (2018).

Em relacdo a alta plasticidade do TA, em disturbios como a obesidade, os
processos de hiperplasia e hipertrofia do adipécito sdo fenbmenos descritos. A
hiperplasia é definida pelo aumento do niumero de adipdcitos, enquanto a hipertrofia
é definida pelo aumento do tamanho do adipécito. O crescimento hiperplastico pode
ser detectado nos estagios mais recentes do desenvolvimento do TA, enquanto a
hipertrofia ocorre quando a hiperplasia ndo é suficiente para obtencdo de estoque
energeético na progressao da obesidade (De Ferranti; Mozaffarian, 2008). A hipertrofia
do adipécito compromete a vascularizacdo do tecido, levando a uma condicdo de
hipoxia tecidual (Stepién et al, 2014).

O adipdcito rosa tem origem epitelial glandular, de células alveolares que
secretam leite, resultantes de um processo de transdiferenciagdo durante a gravidez
e lactacdo. Apresentam goticulas lipidicas abundantes no citoplasma, robusto reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e granulos contendo leite (Giordano et al., 2014).
O TA adquire a coloracéo rosacea durante o processo de transdiferenciacdo. O TA
branco pode se diferenciar em rosa, por sua vez, o rosa em marrom e a reversao do
marrom para a célula mioepitelial, demonstrando quéo dindmica é esta plasticidade
do TA. As diferencas morfolégicas entre os tecidos adiposos estdo apresentadas na
figura 1, na qual esta correlacionado cada tipo de adipdcito: branco, marrom, bege e
rosa com suas diferentes funcdes, desde a capacidade de estoque energético do
adipdcito branco, associado a uma maior atividade inflamatoria, bem como a do
marrom envolvido na termogénese, rico em mitocdndrias expressando UCP1 e o bege
com alta capacidade de producdo de calor e maior atividade metabdlica dos quatro
adipécitos (Cinti, 2018).
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Adipécito Branco Adipdcito Rosa Adipdcito Bege Adipdcito Marrom
Estoque energético Producdo de leite Termogénese Termogénese
Regulacdo enddcrina Estoque energético Regulagdo enddcrina Regulagdo enddcrina
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Figura 1: Os quatro tipos de adipdcitos no TA, morfologia e fungéo. Nesta figura observa-se que
cada adipdcito apresenta diferentes caracteristicas, sendo apresentado no ponto extremo da esquerda
para direita, como mais pro-inflamatério o adipécito branco, caracterizado por uma Unica goticula
lipidica, ocupando grande volume celular, com nulcleo pressionado. A maior atividade metabdlica é
atribuida ao adipdcito marrom, no extremo oposto da figura, decorrente da atividade termogénica. O
adipécito marrom é caracterizado por multiplas goticulas lipidicas, nicleo mais centralizado e maior
guantidade de mitocdndrias. O adipdcito rosa tem sua fun¢éo mais associada a lactagdo, e o adipécito
bege, que apresenta um fendtipo intermediario, da diferenciacdo do adipdcito branco em marrom,
contendo maior quantidade de mitocondrias do que o adipdcito branco, e multiplas goticulas dispersas
no citoplasma. Fonte: Adaptado de Corréa, L.H; Heyn GS; Magalhdes, K.G. The Impact of Adipose
Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Cells, 2019, 8(7), 662.

1.2 Modulagéo imunolégica no TA

Dentre as varias funcbes que o TA apresenta, se destaca o armazenamento
energético, na forma de triglicerideos. Sobretudo, o TA branco, composto
predominantemente por adipdcitos brancos. O desequilibrio no estoque energético
nestas células pode levar a disfungdes metabdlicas associadas ao surgimento de
doencas como o cancer, doencas cardiovasculares, hepaticas e diabetes mellitus tipo
2 (Kershaw, Flier, 2004).

O TA néo é composto somente por adipdcitos, mas também de células
imunologicas que sdo importantes para manutencdo da homeostase tecidual e
compde a fracdo do estroma vascular do tecido (Boone et al, 2000, Friihbeck et al,
2001). O perfil de polarizacdo destas células imunes no tecido depende da condi¢éo
a que se encontra o adipdcito, por exemplo, nos casos de hipertrofia do adipdcito,
consequente da obesidade, pode impactar diretamente no perfil inflamatério, podendo

ser um fator facilitador na progressao maligna. As células imunolégicas podem ser
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recrutadas e polarizadas por estimulos externos, sendo modificadas em dois perfis:
perfil tipo 1 e perfil tipo 2 (Corréa et al.,, 2017). O perfil tipo 1, de polarizacdo de
macréfagos € descrito como pré-inflamatorio e células imunes polarizadas para este
perfil secreta citocinas mais proé-inflamatérias, tais como TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa), IL-6 (interleucina-6) e IL-1pB (interleucina 1beta) (Li et al., 2018).

Na figura 2 estad descrito o processo inflamatorio como consequéncia do
acumulo de adiposidade e alteracdo da composicao de células imunes, via secrecao
de citocinas inflamatérias. O TNF-a est4d associado a obesidade e resisténcia
insulinica. No TA branco, esta citocina esta presente no estroma vascular e nos
adipocitos. E secretada por macréfagos, sobretudo no depésito subcutaneo do que no
visceral (Weisberg et al., 2003). A secrecao de TNF- a pode influenciar outros fatores
secretados por adipécitos como MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos 1),
resultando na infiltracdo de mondcitos, potencializando o processo inflamatério
(Makki; Froguel; Wolowczuk, 2013).
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Figura 2: Alteracdes da plasticidade do tecido adiposo com o dano inflamatério. Nesta figura esta
ilustrado o processo de hipertrofia do adip6cito na obesidade, decorrente do maior acumulo de
triglicerideos, o que resulta em um processo inflamatério, através da necrose do adipécito, recrutamento
de células imunes ao TA, tais como macréfagos mais polarizados para o perfil pré-inflamatério M1 e
linfécitos TCD8+, aumento da secrecdo de citocinas inflamatérias pelo adipécito e pelas células imunes
recrutadas, que acentuam o quadro de inflamacao deste tecido. S&o ilustrados também a formacgéo das
CLS (do inglés crown-like structures), que se refere a macréfagos em formato de coroa que circundam o
adip6cito em necrose, além da ativacdo de vias angiogénicas, liberagdo de acidos graxos livres, e a
presenca de DNA livre de célula. Fonte: Adaptado de Corréa, L.H; Heyn, G.S; Magalhdes, K.G. The
Impact of Adipose Organ Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Cells, 2019, 8(7), 662.
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A desregulacdo de WAT facilita no recrutamento de macréfagos atravées da
liberacdo de quimiocinas seguida pela polarizacdo ao fenétipo M1. A quantidade de
linfécitos TCD8* (linfocito T citotoxico CD8+) e NK (do inglés natural killers) estdo
aumentados neste perfil, que esta associado a obesidade (Sica et al., 2008).Em
oposicao ao fendtipo M1, o perfil tipo 2 € caracterizado como anti-inflamatério, com
producao e secrecao de citocinas como a IL-10 (interleucina-10), IL-4 (interleucina-4)
e TGF-B (fator de transformacéo de crescimento beta), maior quantidade de linfocitos
TCD4"* (linfécito T auxiliares CD4+) e Treg (células T regulatérias) (Weisberg et al.,
2003). A progresséo da obesidade e o perfil inflamatorio estéo ilustrados na figura 2.

A comunicacao entre células imunes como macrofagos e linfocitos com os
adipdcitos pode desregular a homeostase do TA, e como impacto afetar outros
orgaos. O aumento da secrec¢édo de citocinas inflamatérias pode afetar 6rgdos como
figado, pancreas, coracao e cérebro. Dados recentes mostraram uma maior atividade
de quinases tais como a JKK (quinase ativadora do complexo C-Jun), IKK (inibidor de
quinase K) e PKR (proteina quinase R) no TA de obesos, que colaboraram para a
piora da inflamac&o em outros 6rgdos (De Souza et al., 2005).

O adipdcito exposto a um ambiente de estresse oxidativo, altas concentracfes
de acidos graxos e citocinas pode resultar na ativacdo de vias de proliferacdo e
sobrevivéncia, como exemplo pelas vias da MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgeno), a p38MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno p38), fatores de
transcricdo nuclear como NFkb (fator nuclear kappa B) entre outras. A resposta
inflamatoria caracteristica da obesidade pode promover a carcinogénese. A obesidade
possui varias caracteristicas de alteracdo da expressdo de receptores PPAR-y
(receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama), que inclui o aumento da
producdo de PAI-1 (inibidor de ativacdo do plasminogénio-1), que por sua vez
promove crescimento tumoral, através da inibicdo de apoptose quinases (Hotamisligil,
2006; Ouchi et al, 2011; Chen et al., 2015).

Niveis aumentados de leptina podem favorecer a progressao tumoral, com
efeitos mitogénicos, pro-inflamatorios, anti-apoptéticos e pré-angiogénicos (Zhang et
al, 1994; Leze et al, 2012) Pacientes obesos tem pior prognoéstico e maior risco no
desenvolvimento de metastase tumoral, uma vez que vias angiogénicas, pelo
aumento da expressao de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e HGF
(fator de crescimento hepatotropico) podem estar elevados (Rehman et al, 2003; De
Pergola, Silvestris,2013; Wiczor et al, 2016).
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1.3 Ainteracao do TA e o tumor

De acordo com dados divulgados pela IARC (Agéncia Internacional de
Pesquisa ao Cancer), em 2016, foram descritos treze tipos de céancer, no qual a
obesidade é um fator de risco para seu estabelecimento e progresséo, dentre os quais
sdo os tumores de: esdfago, adenocarcinoma gastrico, colon e reto, figado, vesicula
biliar, péancreas, mama pods-menopausa, uterino endometrial, ovario, rins,
meningioma, tiredide e mieloma multiplo (Larsson, Wolk, 2007; Yang et al, 2009; Turati
etal, 2012; Zhao et al, 2012; Shao et al, 2014, Feng et al, 2015; Colditz; Lindsay, 2018;
Lavalette et al, 2018; Liu et al, 2019).

Ha uma interacédo dinamica entre as células tumorais e o estroma circundante.
Existe de fato uma clara relacdo entre a massa tumoral e a matriz extracelular. A
matriz além de desempenhar suporte estrutural as células, também é um sitio
importante de quimiocinas. Esta interacdo das células tumorais com a matriz
extracelular pode promover a metastase tumoral, por exemplo (Turley; Cremasco;
Astarita, 2015, Weisberg et al, 2003).

A progresséo tumoral pode se iniciar no estroma, tais como visto nos CAFs
(fibroblastos associados ao cancer) ou TAMs (tumores associados a macrofagos), que
secretam componentes da matriz extracelular, fatores de crescimento que estimulam
a migracao e metastase. Os adipdcitos podem influenciar na progressao tumoral, uma
vez que sao células que secretam adipocinas, horménios, fatores de crescimento e
citocinas, podendo modular o perfil inflamatério e de proliferacdo (Condeelis; Pollard,
2006; Hursting, Beger, 2010; Dirat et al, 2011; Park et al, 2014).

Na obesidade a hipertrofia e hiperplasia do adip6cito promove sérias
desregulacbes metabdlicas, favorecendo a formacdo de um microambiente pré-
tumorigénico. O TA de individuos obesos apresenta em maior quantidade citocinas
como IL-1 , IL-6, TNF-a, IL-13 e de quimiocinas como CCL2. A quimiocina CCL2
(proteina quimiotaxica de mondcitos), por exemplo, estd aumentada devido ao
reconhecimento de Cf DNA (DNA livre de células), que sao liberados apés morte do
adipdcito, resultando em maior acumulo de macrofagos, que polarizam para perfil pré-
inflamatorio M1, agravando o quadro inflamatorio (Rodriguez et al, 2015; lyengar et
al., 2016, Himbert et al, 2017;).

Neste contexto inflamatério e pré-tumorigénico da obesidade, destaque para 0s

inflamassomas, complexos multiproteicos que permitem a clivagem mediada de
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caspase-1, levando a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-13 e IL-18.
Niveis circulantes aumentados destas citocinas, bem como a infiltracdo de
macroéfagos ja discutida podem modular o microambiente tumoral e a formacgéo de
metastases (De Pergola, Silvestris, 2013; Nieman et al, 2013).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) também estdo envolvidas no processo
de tumorigénese, uma vez que na inflamacé&o crbnica, decorrente do agravamento da
obesidade, maior geracdo de ROS é observada (Muntané; de La Mata, 2010). Na
obesidade, a hipdxia ocorre na medida que o TA se expande, gerando restricbes na
disponibilidade de oxigénio, promovendo infiltracdo de macréfagos e morte ao
adipédcito (Hotamisligil, 2017). O WAT de pacientes obesos apresenta CLS (do inglés
crown-like structures). As CLS consistem em um infiltrado de macréfagos que
circundam os adipdcitos em necrose, potencializando o perfil inflamatério. As CLS
estdo associadas a formacdo e progressdo de muitos tipos de cancer, sendo
observado no cancer de mama (lyengar et al., 2016), endométrio (Berstein et al., 2016)
prostata, e cancer hepatocelular (Lavalette et al, 2018; Larsson, Wolk, 2007).

Os fatores secretados pelo TA podem colaborar para ativagdo da via mTOR,
complexos mMTORC 1 e mTORC2 (Lee, Yun, Guertin, 2017). O complexo mTORC1 é
um importante regulador da biogénese mitocondrial e autofagia. A ativacdo deste
complexo aumenta o numero de cépias de DNA mitocondrial e promove a expressao
de genes associados ao metabolismo mitocondrial, incluindo os que codificam
proteinas chaves na respiracao celular e fosforilagdo oxidativa (Rosario et al., 2019,
Lépez et al., 2019). O complexo mTORC1 pode ser ativado por nutrientes, tais como
aminodcidos e fatores de crescimento. A ativacdo ou inibicdo do complexo mTORCL1
desempenha papel de destaque na regulacéo da funcéo e proliferacdo de células beta
pancreaticas, mediada pela proteina quinase S6K. O complexo mTORC2 medeia a
organizacédo do citoesqueleto, migracao celular e polarizacao (Zoncu et al., 2010).

A ativacdo de mTORCL1, por exemplo é fundamental para regular a homeostase
de células beta pancreaticas e secrecao de insulina (Ardestani et al., 2017). A proteina
MTOR € uma serinal/treonina quinase, constituida de dois complexos proteicos
distintos, 0 mMTORC1 e mTORC2. O mTORCL1 é sensivel a acdo da rapamicina. Este
complexo esta relacionado a regulacdo do crescimento celular, translagdo de
proteinas pelos substratos S6K1 e 4E-BP1, regulando assim a autofagia via ULK1 e
biogénese de ribossomos. O segundo complexo proteico que constitui a mMTOR é o
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MTORC2, esta associado a sinalizacéo de insulina, através de substratos que incluem
AKT15 (Schreiber et al.,2019).

Os adipdcitos associados a tumores podem facilitar a progressao tumoral. Os
acidos graxos liberados pelo adip6cito em necrose, podem ser substrato energético
para as ceélulas tumorais, cuja demanda por energia € mais alta, facilitando assim o
crescimento e proliferacdo tumoral, com suporte nutricional ao tumor (Dirat et al.,
2011). Na figura 3 esta ilustrado como o ambiente mais pro-inflamatoério do TA pode

favorecer o desenvolvimento tumoral.
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Figura 3: A interacao entre adipécitos e macréfagos no microambiente tumoral. Nesta figura
esta ilustrado como o TA pode levar ao desenvolvimento tumoral, através de mediadores
inflamatdrios. As citocinas IL-6 e TNF-a promovem proliferacdo e angiogénese, enquanto as
citocinas anti-inflamatérias IL-33, IL-10 e TFG-B também podem ser produzidas para manutencgéo
do tumor. Observa-se que o perfil de polarizacdo de macréfagos M2 inibe o recrutamento de células
TCD8+ e NK, que poderiam reconhecer e eliminar as células tumorais. E possivel correlacionar a
secrecdo de oxido nitrico e danos celulares ativados pelo tumor. Fonte: Adaptado de Corréa, L.H;
Corréa, R; Farinasso, C.M; Dourado, L.P; Magalhdes, K.G. Adipocytes and Macrophages interplay
in the orchestration of Tumor Microenvironment: New Implications in Cancer Progression. Front.
Immunol, 8:1129, 2017.
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A resisténcia insulinica, como consequéncia da obesidade também aumenta o
risco de desenvolvimento tumoral. Foi relatado que na obesidade ha uma reducao da
sensibilidade do TA a insulina. A adiposidade crescente estd associada a
hiperinsulinemia. Elevados niveis seéricos de insulina promovem o crescimento
acelerado e agressividade nos tumores colorretais, pancreaticos, hepatico, mama e
endometriais. Embora a insulina ndo induza muta¢gdes somaticas celulares, apresenta
efeitos anabdlicos e anti-apoptéticos. As células tumorais tém a capacidade de
responder a ativagao de insulina na transdugao intracelular, em particular os altos
niveis, como ocorre na obesidade. As vias ERK (quinase regulada por sinal
extracelular) e PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) sdo ativadas pelo receptor de
insulina, geralmente superexpresso em células tumorais (De Pergola, Silvestris, 2013)

A perda de funcao das células que compde as ilhotas pancreéticas pode estar
relacionada ao desenvolvimento de tumores pancreéaticos, como exemplo o
insulinoma e glucagonoma. O insulinoma € um tumor neuroendocrino de células beta

pancredticas, caracterizado pela alta secrecao insulinica. (Okabayashi et al., 2013).

1.4 Insulinoma

As ilhotas de Langerhans foram descritas pela primeira vez em 1869, por Paul
Langerhans, e constituem um aglomerado celular pancreatico de células alfa, beta,
delta, épsilon e polipeptidios pancreaticos, cada qual com uma funcdo endécrina
especifica, que permite a homeostase glicémica (Jo, Choi, Koh, 2009). A homeostase
glicémica desempenha um papel crucial na manutencdo da vida, uma vez que
perturbacdes dos niveis glicEmicos podem comprometer a funcéo de diversos érgaos.
As células beta pancreéticas produzem insulina, em resposta ao aumento dos niveis
glicémicos, enquanto as células alfa-pancreaticas produzem glucagon, em resposta a
reducado dos niveis glicémicos (Xavier et al, 2018).

As células beta pancreaticas desempenham papel de fundamental importancia
no metabolismo sistémico. Na diabetes tipo 1, a hiperglicemia € proveniente de fatores
imunoldgicos e genéticos, nos quais observa-se a destruicdo das células beta,
reducdo ou perda da secrecdo de insulina. Na diabetes mellitus tipo 2, a doenca é
caracterizada por resisténcia insulinica e hipersecrecdo de insulina, resultando na
perda de funcdo das células beta, e esta associada a outras comorbidades como a

obesidade. Observa-se também a reducdo da sensibilidade a insulina pelo masculo
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esquelético, figado e TA, comprometendo a captacdo de glicose pelas células,
levando ao quadro de hiperglicemia, que por sua vez pode gerar danos vasculares,
como retinopatia, nefropatia e neuropatia (Forbes e Cooper, 2013; Campbel e
Newgard, 2021).

O insulinoma é um tumor neuroenddcrino de células beta-pancreaticas. Dentre
as caracteristicas deste tumor destaca-se a alta secrecdo de insulina. Este tipo de
tumor pode ocorrer em qualquer faixa etaria e a distribuicao é similar entre os géneros
masculino e feminino. O insulinoma pode se manifestar como um quadro de
hipoglicemia severa, em decorréncia da hiperinsulinemia endégena (Oberg, Eriksson,
2005).

As manifestacdes clinicas do insulinoma sdo resultantes do quadro de
hipoglicemia, dentre os quais também podem ser relatados sintomas
neuroglicopénicos: confusdo mental, cefaleias, distirbios comportamentais, tremores,
tonturas, e em casos mais severos pode evoluir para um coma. Podem ser
encontrados também sintomas relacionados a maior atividade de catecolaminas,
como palpitacdes, fraqueza, hiperfagia e tremores (Matej, Bujwid,Wronski, 2016). A
triade de Whipple é utilizada no diagndstico do insulinoma, e constitui-se pelos
sintomas de hipoglicemia, com alivio sintoméatico apds consumo de carboidratos, bem
como dados laboratoriais, tais como o0s niveis de insulina e peptideo C (Bashari,
Riddel, Oyibo, 2015).

O insulinoma é geralmente benigno, mas em torno de 10% dos casos podem
evoluir para quadro de malignizacdo, como a metastase, preferencialmente hepatica.
O insulinoma esta localizado preferencialmente na porcéo intra-pancreatica. A maioria
dos tumores sao lesdes solitarias e encapsuladas (Tucker, Crotty, Conlon, 2005). A
interacdo entre TA e insulinoma ainda é desconhecida, embora tenham relatos de
casos clinicos na literatura, nos quais foram observadas interacdes atipicas, como
exemplo, foi descrito o recrutamento de adipdcitos na regido tumoral do insulinoma.
O infiltrado de adipdcitos foi confirmado por analise histopatologica ap0s resseccéo
tumoral. O recrutamento e diferenciacdo de adipocitos pode ter beneficiado
insulinoma, seja pela maior disponibilidade energética ou pela propria modulagéo
inflamatoria (Eriguchi, 2000).

O TA é um sitio importante da atividade insulinica, promovendo o estoque de
triglicerideos e inibicdo da lipdlise. As células tumorais de insulinoma tendem a

secretar niveis aumentados de insulina. A maior secre¢do insulinica associada a
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perda de sensibilidade nos tecidos adiposos e periféricos, podem ser resultantes de
alteracdes morfoldgicas do TA, que contribui como um gatilho pré-inflamatorio (Stone;
McPherson; Gail Darlington, 2018).

Foi reportado na literatura o caso clinico referente a um paciente com
insulinoma e acentuada perda de peso. A reducdo de WAT visceral e atividade
pronunciada do BAT interescapular deste paciente foram demonstrados. O padréo de
captacao de glicose pelo BAT deste paciente demonstrou uma atividade exacerbada.
A maior atividade de BAT pode ser observada em alguns tipos tumorais, levando ao
estado de caquexia. O BAT é sensivel a acdo da insulina, entdo possivelmente a
hipersecrecdo insulinica poderia ter resultado em uma maior atividade deste TA
(Cannon, Nedergaard, 2004; Saito et al, 2009; Wang et al, 2015; Pridavkova et al.,
2020).

O BAT quando ativado aumenta a captacdo de glicose, que atua como
substrato para termogénese, sintese de novo de acidos graxos, producéo de glicerol
(Carpentier et al., 2018). Estudos em roedores demonstraram que a quantidade
captada de glicose pelo BAT é suficiente para afetar de forma aguda e a longo termo
a homeostase da glicose, o que torna o BAT potencial alvo terapéutico no tratamento
para diversas desordens metabdlicas dependentes da homeostase da glicose, como
diabetes tipo 2 (Cypess et al, 2009; Olsen et al., 2014).

O TA pode beneficiar o crescimento tumoral desde o fornecimento energético
aumentado, através de acidos-graxos livres liberados por lipélise dos adipdcitos, seja
pela secrecao diferencial de adipocinas, citocinas e até mesmo pelos miRNAs. Os
MiRNAs estdo associados a diversas doencas como cancer, diabetes e a prépria
obesidade. Os adipdcitos regulam a expressdo de genes através de exossomos
circulantes que contém miRNAs, o que demonstra uma forte influéncia do TA sobre
outros tecidos (Thomou et al., 2017).

A alteracdo e regulacado destes miRNAs podem impactar na proliferacao e
diferenciacdo de adipdcitos durante o desenvolvimento de células adiposas, com
grandes perspectivas de novos alvos terapéuticos para drogas anti-obesidade, além
de biomarcadores para diagndsticos clinicos e de carcinogénese (McGregor, Choi,
2011).

1.5 O papel dos miRNAs derivados do TA e o risco de carcinogénese
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Na carcinogénese, varias vias de sinalizacdo e reparo estdo desreguladas,
como exemplo as vias de proliferacdo e sobrevivéncia, angiogénese, evasdo da
resposta imune e apoptose, reprogramacdo metabdlica, instabilidade genética e
inflamacéo (Hanahan e Weiberg,2011). Neste sentido, o papel dos miRNAs nesta
desordem se torna cada vez mais evidente. A superexpressao ou auséncia de alguns
MiRNAs estdo associadas ao desenvolvimento tumoral (Ji; Sun; Su, 2017). Os
mMiRNAs regulam diversos processos bioldgicos. Estes pequenos nucleotideos
representam um potencial alvo terapéutico e como biomarcadores. Estéo relacionados
a importantes processos, tais como: adipogénese, secrecao insulinica, metabolismo
lipidico, termogénese, vias de sinalizacéo e reparo, angiogénese e inflamacéo (Peng
et al., 2014).

Os miRNA s&o pequenos RNAs ndo codificantes, consistem em 19 a 23
nucleotideos, conhecidos também como silenciadores génicos. Atuam através de
mecanismos de silenciamento de gene pos-transcricional. Os miRNA suprimem a
atividade pés-transcricional, clivando o mRNA (RNA mensageiro) alvo ou pela
deadenilacdo do mRNA. A supressdo da atividade poés-transcricional pode alterar
diretamente na atividade de diversos genes, dentre os quais envolvidos na
diferenciacdo do adipdcito, sensibilidade a insulina e captacao de glicose (Williams;
Mitchell, 2012; Ha, Kim, 2014).

Os miRNAs podem regular uma diversidade de genes codificados pelo genoma
humano, no qual um miRNA pode ter como alvo mais de cem genes. O miRNA se liga
a regides 3’ UTR de um mRNA (RNA mensageiro) especifico (Lu, Clark, 2012). A
biogénese do miRNA pode ser classificada em duas vias: a canbnica e ndo candnica
e se inicia pela transcricdo no nucleo pela RNA polimerase Il ou Ill, gerando um
transcrito de miRNA, o pri-miRNA, apresentando um 5 cap e uma cadeia poli A
(Treiber; Treiber; Meister, 2019).

Os pri-miRNAs sao transcritos e processados em pré-miRNA por um complexo
processador consistindo em uma proteina de ligacdo ao RNA, a DGCRS8 (do inglés
DiGeorge Syndrome Critical Region 8) e uma ribonuclease I, a Drosha. A Drosha
cliva o duplex do pri-miRNA na estrutura de hairpin, resultando no pre-miRNA. O pré-
MiRNA é entdo transportado ao citoplasma pela exportina-5, dependente de cofactor
RanGTP (Ran GTPAse), para entdo ser processada pela endonuclease RNase lll, a
enzima Dicer. Apos processamento da Dicer, ocorre a remogao do loop terminal, o

gue gera um miRNA duplex, no qual é incorporado no complexo silenciador induzido
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por RNA RISC, incluindo proteinas Argonautas como seus principais componentes,
formando assim o miRNA maduro que tera como alvo o mRNA, promovendo assim a
repressao translacional (Williams; Mitchell, 2012, O"Brien et al, 2018).

Os miRNAs secretados pelo TA podem estar envolvidos na expressao de UCP-
1 e PGC1-a (marcadores de browning), atuando tanto a niveis paracrinos, quanto
endocrinos em outros tecidos. Os miRNAs podem ser considerados como uma nova
classe de adipocinas, que influenciam o metabolismo em outros tecidos. Os miRNAs
podem resultar em alteracdes na diferenciacao dos adipécitos, como exemplo o miR-
193b-365 e miR-155 estao relacionados a adipogénese do tecido marrom, € o miR-
143 e miR-103 na diferenciacdo do adipdcito branco e resisténcia insulinica (Mac
Farlane, Murphy, 2010; Sun et al.,, 2011). A superexpressao do miRNA-375, por
exemplo, esta associada a uma desregulacdo da secrecdo insulinica, da

gliconeogénese e das células beta pancreéticas (Poy et al, 2009).
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Figura 4: Biogénese do miRNA e seu impacto em distirbios metabdlicos. Nesta figura esta
ilustrada a biogénese do miRNA, desde a transcricdo do gene pela RNA polimerase Il/Ill, a converséo
de pri-miRNA para pré-miRNA, sendo exportado para o citoplasma, no qual a enzima Dicer
processara este pre-miRNA, com a eliminac¢ao do hairpin (grampo), associando-se ao complexo RISC
e sendo secretado. O miRNA pode ser secretado na forma livre, por vesiculas exossomais, 0 que
representa a maioria dos miRNAs provenientes do TA, em corpos apoptéticos e associados a
lipoproteinas. Os miRNAs podem influenciar diversos processos fisiolégicos, e desta forma
comprometer vias de proliferagcao, angiogénese, metabolismo lipidico, adipogénese e homeostase da
glicose. Fonte: Adaptado de Heyn, G.S; Corréa, L.H; Magalhées, K.G. The Impact of Adipose Tissue-
derived miRNAs in Metabolic Syndrome, Obesity and Cancer. Front. Endocrinol (2020).
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Os miRNAs derivados do TA podem alterar vias inflamatérias e angiogénicas,
importantes pilares no risco carcinogénico (Hotasmiligil 2017; Ogawa et al., 2010). Os
MiRNAs podem ser oncogénicos ou supressores tumorais, a depender do mRNA a
ser silenciado (Svoronos, Engelman, Slack, 2016). Diversos estudos na literatura
destacam a funcéo de miRNAs derivados do TA no risco carcinogénico. O miRNA 377,
por exemplo, € considerado um regulador mestre da adipogénese do WAT (Peng et
al., 2017). Tem como alvo a SIRT1, que por sua vez esta envolvida na iniciacdo
tumoral, progressdo e angiogénese (Liu, Liu, Marshal, 2009). O miRNA 34a esta
associado a reducéo da proliferacdo e migracdo de células de cancer de mama, por
um mecanismo atrelado a uma reducdo da expresséo de Bcl-2 e SIRT-1 (Li et al.,
2013).

Uma vez que os genes de miRNAs podem ser encontrados em regides
relacionadas ao tumor, podem facilitar a ativacdo de vias tumorais. A disseminacao
tumoral como consequéncia da desregulacéo da expressdo de miRNAs. Estes podem
atuar como oncogenes ou supressores tumorais, como Vvisto na baixa expresséo de
miR-15 e miR-16 com leucemia linfocitica crénica (Peng, Croce, 2015; Tan et al.,
2018).

Os miRNAs 221 e 222 atuam sobre vias angiogénicas e inibem o recrutamento
de células endoteliais (Chistiakov et al., 2014). O miR-223 favorece a polarizacéo de
macrofagos para perfil M2, mais anti-inflamatorio (Zhuang et al., 2012). O miR-21 é
secretado por macrofagos residentes do TA, tem efeitos anti-apoptéticos, tendo como
alvo o gene PTEN, ativando vias de crescimento e proliferacdo tumoral (Wu et al.,
2017). A superexpressao deste miRNA foi detectada em tumores pancreaticos, célon,
mama e glioblastoma. A secrecdo do miR-155 contribui na ativacdo da resposta
inflamatéria do TA, modula o microambiente tumoral, favorece a hipdxia, tendo como
alvo HIF-1a (Bruning et al., 2011).

Na figura 5 estéo ilustrados os mecanismos pelos quais miRNAs secretados
do TA podem modular vias tumorais, tendo impacto sobre angiogénese, crescimento
celular, proliferacdo. O TA magro € caracterizado por um perfil de polarizacdo mais
anti-inflamatoério, como demonstrado pela infiltracdo de macréfagos M2 e linfécitos
TCD4+. A secre¢do do miR-223 inibe a ativacdo de macrofagos M1 ao suprimir
Pknox1 (do inglés PBX/Knotted 1 Homeobox 1). O miR-145 atua como supressor
tumoral, associado a inibicdo do fator transcricional oncogénico C-MYC. A transi¢cao

do TA magro para o obeso que estid mais inflamado, importantes alteragdes como a
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hipertrofia do adipdcito, angiogénese e inflamacdo sdo observadas. O miR-21
secretado por macrofagos do TA tem um papel oncogénico, através do silenciamento
do gene PTEN, favorecendo assim o crescimento tumoral. O miR-155 contribui para
a ativacdo da resposta inflamatoria, enquanto o miR-27a pode inibir o fator de
transcricdo FOXO1 (do inglés Forkhead box transcription factor O1), que regula genes
associados a parada do ciclo celular e apoptose. O miR-222 pode atuar em vias
angiogénicas, facilitando a progressao tumoral (Chistiakov et al., 2015; Pan et al.,
2018; Kim et al., 2009).
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Figura 5: miRNAs derivados do TA modulam processos inflamatérios e vias tumorais.
Nesta figura estd ilustrado como a secrecdo de miRNAs derivados do TA modula o
desenvolvimento tumoral. No TA normal, sem processo de hipertrofia do adipdcito, a secrecao
de miRNA-223 suprimi a via Pknox1 (do inglés PBX/knotted 1 Homeobox 1), que inibe a
ativacdo de macrofagos polarizados ao perfil mais pré-inflamatério M1. O miR-145 atua como
um supressor tumoral ao inibir o fator transcricional oncogénico C-MYC. Na obesidade, com a
hipertrofia do adipécito, maior inflamacdo do TA, observa-se a secre¢cdo do miR-21 por
macrofagos residentes deste tecido, que ao silenciar PTEN, ativam vias de crescimento e
proliferagdo tumoral. O miR-155 contribui para ativacdo da resposta inflamatéria, e 0 miR-222
com angiogénese. Fonte: Adaptado de Heyn, G.S; Corréa, L.H; Magalhdes, K.G. The Impact
of Adipose Tissue-derived miRNAs in Metabolic Syndrome, Obesity and Cancer. Front.
Endocrinol (2020).

O envelhecimento reduz a expressao de miRNAs no TA, através da menor
atividade da endonuclease Dicer (Smith-Vikos; Slack, 2012). A enzima Dicer,
conforme apresentado brevemente na biogénese do miRNA é importante no
processamento citoplasmatico, sendo uma etapa crucial. Os miRNAs influenciam o

fendtipo e a funcédo do adipdcito branco e marrom (Karbiener; Scheideler, 2014).
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Dados da literatura mostraram que o silenciamento de Dicer no TA gera um fenoétipo
de lipodistrofia, dislipidemia e resisténcia insulinica (Mori et al., 2014).

Mori e colaboradores (2014) demonstraram que camundongos com O
silenciamento de Dicer no TA (Adicer KO), desenvolveram lipodistrofia, caracterizada
por alteracdo na distribuicio de TA branco, acompanhado por processos
inflamatorios, resisténcia insulinica, dislipidemia, menor expressdo de genes que
codificam leptina e adiponectina e piora na captacdo de glicose. Thomou e
colaboradores (2017) demonstraram que miRNAs exossomais derivados do TA
podem exercer efeito enddcrino, regulando outros 6rgaos, como figado. O transplante
do BAT de camundongo LOX (controle) em camundongo Adicer restaurou as
concentragdes séricas de varios miRNAs circulantes, relacionados com a melhora da
tolerancia a glicose, e reducéo dos niveis hepaticos de FGF21 (fator de crescimento
de fibroblasto 21), mais especificamente o0 miRNA-99b foi o responsavel por esta
regulacéo dos niveis de FGF21 (Thomou et al, 2017).

Estes dados demonstram a importancia desempenhada pelos miRNAs
derivados do TA, que podem ser considerados adipocinas, atuando na plasticidade e

funcdo do TA, na identidade celular e regulacdo enddcrina.
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2.0 Justificativa

O TA é um 6rgédo enddcrino com alta plasticidade e funcédo (Ailhauld 2000).
Evidéncias apontam uma possivel interacdo entre TA e progressao tumoral (Quail,
Dannemberg, 2019). O TA ndo € composto somente por adipocitos, mas também pela
fracdo estroma vascular do tecido, constituido por células imunes, matrix extracelular,
células endoteliais. O imunometabolismo, ou seja, a interacdo entre adipdcitos e
células imunes podem impactar diretamente na progressao inflamatéria do TA e na
secrecao diferencial de produtos deste tecido, contribuindo para progresséo tumoral.
Dentre os mecanismos pelos quais a interacdo seria possivel, destaca-se a fungéo
secretéria do TA, através da producdo de horménios, citocinas, enzimas (Makki,
Froguel, Wolowczuk, 2013) peptideos e miRNAs, que podem exercer controle
regulatorio tanto a nivel paracrino, autocrino e sobretudo enddcrino. Neste sentido,
investigamos inicialmente os efeitos do estimulo in vitro de meio condicionado de BAT
e WAT murinos, contendo produtos de secrecao destes tecidos no insulinoma, tendo
como enfoque a andlise de parametros carcinogénicos e inflamatérios. Os miRNAs
derivados do TA podem atuar como oncogenes ou supressores tumorais, alterar vias
de proliferacdo e invasdo tumoral, induzir angiogénese, alterar mecanismos de evasao
de apoptose e promover respostas inflamatoérias, e atuar de forma endécrina (Zhang
et al, 2007; Wang et al, 2018; Tahantan et al, 2018). Com o intuito de analisar o
impacto da auséncia de miRNAs no TA sobre os efeitos da interacdo dos produtos de
secrecdo de BAT e WAT no insulinoma, utilizamos camundongo knockout para Dicer
no TA (Adicer). Desta forma, espera-se o melhor entendimento da comunicagéo entre
tecidos adiposos e células do insulinoma, bem como do papel dos miRNAs do TA

neste processo.
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos diferenciais que os produtos de secrecdo de BAT e WAT
possuem sobre a modulacdo de parametros inflamatorios e carcinogénicos do

insulinoma murino, e a fungcdo dos miRNAs dos tecidos adiposos neste processo

3.20bjetivos Especificos

3.2.1 Avaliar o efeito da secrecéo derivada de BAT e WAT, com presenca e auséncia
de miRNAs, sobre o insulinoma, avaliando:

) a viabilidade e morte celular em insulinoma;

o a participacdo de componentes da via de sinalizagcdo de mTOR na
viabilidade celular do insulinoma

o o ciclo celular e fragmentacao nuclear do insulinoma,;

) as caracteristicas ultra estruturais celulares relacionados a morte celular,

lipofagia e dano mitocondrial no insulinoma

o a integridade e fungdo mitocondrial do insulinoma;

o a producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) no insulinoma;
. a secrecédo de o6xido nitrico pelo insulinoma;

. a biogénese de corpusculos lipidicos no insulinoma;

a modulacéo do perfil inflamatério do insulinoma;

3.2.2. Identificar e caracterizar proteinas glicosiladas presentes nos tecidos adiposos

e na secrecdo derivada de BAT e WAT, com presenca e auséncia de miRNAs.
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4.0 Materiais e Métodos

4.1 Linhagem celular de insulinoma murino (MING)

A linhagem de insulinoma murino MIN6 (ATCC®CRL-11506) foi doada pelo Dr.
Antdnio Bosco do Laboratério do Pancreas Endocrino e Metabolismo (Instituto de
Biologia, UNICAMP). As células foram cultivadas em meio DMEM (meio Eagle
modificado por Dulbecco), contendo 25 mM de glicose, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Sigma Aldrich), 2 mM L-glutamina, 285 pM de 2-mercaptoethanol e
100 puM de antibidtico penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich), mantido na

temperatura de 37 °C e atmosfera modificada em 5 % de CO:a.

4.2 Genotipagem dos camundongos

Os camundongos C57BL/6 knockout para Dicer no TA (Adicer) foram gerados
por recombinacdo génica Cre-LOX. Os camundongos Adicer e controle LOX foram
doados pelo Dr. Marcelo Mori, do Laboratério de Biologia do Envelhecimento (Instituto
de Biologia da UNICAMP). Foram utilizados camundongos machos, de 4 a 5 meses
de idade, peso entre 20 e 25 g. Todos os animais foram mantidos em ciclo de 12 horas
claro/escuro, sem restricdbes de agua e racéo, sob condicbes de termoneutralidade
entre 26 e 28 °C. A formacdo de novas matrizes de cruzamento e identificacdo dos
filhotes foi possivel por genotipagem. Para a genotipagem foram extraidos fragmentos
de 2 mm da cauda dos animais. O DNA foi obtido por lise alcalina. O fragmento de
tecido foi tratado com solucéo basica (50 mM de NaOH e 1 M de TrisBase), ajustado

para o pH final de 8.0.
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Figura 6: Esquema simplificado da recombinagédo sitio-especifica por sistema Cre-
Lox. Nesta figura estéo representados os cruzamentos de camundongos LOX e Adicer, e 0
reconhecimento da enzima Cre recombinase reconhece sitios LoxP, levando assim ao
nocaute do gene Dicer, responsavel pelo processamento dos miRNAs no citoplasma. Fonte:
proprio autor. Figura criada com licenga e direito de publicacédo pela BioRender.com.

Tabela 1: Condicfes otimizadas da reacdo de PCR para genotipagem dos camundongos

Reagentes Volume Sequéncia
MasterMix Promega 12,5 uL -
Primer OIMF733 1pL CTA GGC CAC AGA ATT
GAA AGATCT
Primer OIMF 7339 1uL GTA GGT GGA AAT TCT
AGC ATC ATC C
Primer 15381 1uL ACG GAC AGA AGC ATT
TTC CA
Primer 18564 1pL GGA TGT GCC ATG TGA
GTC TG
DNA 3L -
H20 livre de 5,5 L
nuclease
Volume final 25 pL

Fonte: préprio autor
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Tabela 2: Ciclos da PCR para genotipagem de camundongos LOX e Adicer

Etapa Ciclo 1 Tempo
1 94°C 2 minutos
2 94° C 20 segundos
3 65°C 15 segundos
4 68°C 10 segundos

Repetir etapa 2 a 4 (10 vezes)

Etapa Ciclo 2 Tempo
5 94°C 15 segundos
6 60° C 15 segundos
7 72°C 30 segundos
8 68°C 10 segundos

Repetir etapa 6 a 8 (28 vezes)

9 72°C 2 minutos

5 10°C hold

Fonte: préprio autor

As condi¢cbes da reacdo de PCR, além da sequéncia dos primers utilizados
estéo especificados abaixo. O DNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose
2%, e as bandas referentes ao camundongo knockout (em 324 pares de base e 200
pares de base) e controle (200 pares de base) puderam ser identificadas com

marcador de peso molecular de 100 pares de base (Kasvi).

4.3 Extragcao de BAT e WAT e obtencdo do meio condicionado derivado dos
tecidos adiposos

Os camundongos foram eutanasiados por inalacdo de CO2 em camara
fechada. Apos a eutandasia, o BAT da regido interescapular e o WAT da regido gonadal
de camundongos Adicer e LOX foram extraidos em condi¢des estéreis, dentro de fluxo
laminar, com materiais cirurgicos previamente esterilizados. Os tecidos foram
dissociados em placas de 6 pocos, em meio de cultura DMEM na concentracéo de 25
mM de glicose, 1% de BSA (Sigma Aldrich), 10% de soro fetal bovino (Sigma Aldrich),
285 puM de 2-mercaptoethanol, 100 uM de penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich),
40 pg/mL de gentamicina, 25 ug/mL de anfotericina B e cloranfenicol na concentracéo

de 10 pg/mL. A cada 0,05 g de tecido pesado, foram adicionados 1 mL deste meio
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suplementado com antibidticos e BSA, a fim de normalizar a quantidade de amostra
utilizada nos ensaios in vitro. Os tecidos adiposos foram mantidos em cultura neste
meio, denominado de meio condicionado, por 24 horas, em estufa na temperatura de
37°C e 5% de CO2. ApGs 24 horas em cultura, este meio contendo produtos de
secrecdo de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX foram utilizados para
estimular as células de insulinoma murino MIN6, na propor¢cédo de 2:1 em relacdo a

meio DMEM proprio para as condi¢des de cultura destas células.
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Figura 7: Extracdo de BAT e WAT com estimulo dos produtos de secregcdo em
células MING6. A figura acima ilustra a retirada de BAT da regido interescapular dos
camundongos LOX e Adicer. Nos camundongos Adicer observa-se em BAT acumulo de
adipdcitos brancos, enquanto o WAT esta reduzido (lipodistrofia). Os meios condicionados
contendo os produtos secretados pelos tecidos foram utilizados como estimulo nas células
MING. Apds o estimulo, pardmetros inflamatérios e carcinogénicos foram analisados.
Fonte: préprio autor. Figura criada com licenca e direito de publicacdo pela
BioRender.com.
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4.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT

As células MING foram plaqueadas na densidade de 1,25 x10* células por pogo
em placas de 96 pocos. As células foram estimuladas com meio condicionado
derivado de BAT e WAT por 48 horas. A proporcéo de estimulo foi de 2:1 em relacéo
a meio DMEM, ou seja, a cada 150 pL, 100 pL provenientes de estimulo e 50 pL de
meio DMEM e suplementos utilizados para cultura da linhagem MIN6. Os estimulos
foram denominados de BAT LOX (derivado de BAT do camundongo controle LOX),
BAT Adicer (derivado de BAT do camundongo Adicer), WAT LOX (derivado de WAT
do camundongo controle LOX), WAT Adicer (derivado de WAT do camundongo
Adicer) e UNS (ndo-estimulado). ApGs 48 horas de estimulo, a viabilidade celular
dependente da atividade mitocondrial foi analisada por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)
-2,5difeniltetrazolio brometo, Sigma Aldrich) medido pela capacidade de formacao de
cristais de formazan. As células foram posteriormente tratadas com indutor autofagico
rapamicina (100 ng/mL) e 3-metiladenina (5mM) um inibidor de PI3K classe Ill, em
combinagdo com os produtos de secrecédo dos tecidos adiposos dos camundongos
Adicer e LOX por 24 h.

O reagente MTT foi utilizado na concentracdo de 10% do volume do meio
(concentracdo estoque de 5mg/mL diluido em tampéo PBS 1X, pH 7.4). As placas
foram incubadas com MTT, em estufa, na temperatura de 37 °C, mantidos em 5% de
CO2, por 1 hora. Foram incluidos como controles as células estimuladas com DMSO
(concentracédo de 5 mM) e células estimuladas com o meio condicionado (meio DMEM
contendo suplementos). A absorbéncia foi lida em 570 nm no espectrofotdmetro
SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA).

4.5 Analise de morte celular

As células MING foram plagueadas na densidade de 5x10* por pogco em placa
de 24 pocos. As células foram estimuladas por 48 horas com meio condicionado
derivado de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX, na proporcao de 2:1. As
células foram incubadas com sonda Anexina V conjugada com FITC, do kit de
deteccdo de apoptose (BD Biosciences) e iodeto de propidio (Sigma Aldrich). As
amostras foram adquiridas em citbmetro FACSCalibur (Becton & Dickenson, USA)
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imediatamente apos finalizacdo da marcacédo. Foram adquiridos 10.000 eventos e
analisadas as fluorescéncias nos canais FL1-H e FL3-H, em escala logaritmica. Os

dados foram analisados por software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.6 Analise do ciclo celular e fragmentacao nuclear

As células foram plagueadas na densidade de 1x10° por poco, em placa de 24
pocos, estimuladas por 48 horas com meio condicionado derivado de BAT e WAT de
camundongos Adicer e LOX, na proporcao de 2:1. As células foram desaderidas com
tripsina e fixadas em etanol 70% por 2 horas. Apds a etapa de fixacdo, as células
foram marcadas com 100 pL de solucédo de iodeto de propidio (0,1% de citrato de
sédio, 0,1% de Triton-x, 20 ug/mL de iodeto de propidio, 50 pg/mL de RNAse e PBS
1X, pH 7.4). As células foram incubadas por 30 minutos na temperatura ambiente. A
fragmentacdo do DNA e analise do ciclo celular foram realizados por citometria de
fluxo, em citbmetro FACSCalibur (Becton & Dickenson, USA). Foram adquiridos
30.000 eventos por amostra analisada. Os dados foram analisados em software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.7 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As células MIN6 foram plagueadas na densidade de 6x10° células em frasco
de cultura de 25 cm?, e estimuladas por 48 horas com meio condicionado de BAT e
WAT de camundongo LOX, e BAT e WAT de camundongo Adicer, na proporcao de
2:1 de estimulo em relagédo ao meio de cultura DMEM, e células ndo estimuladas. Para
analise das células de insulinoma em microscopia eletronica de transmissao (MET) as
amostras provenientes dos diferentes tratamentos foram lavadas com PBS pH 6,4,
ressuspendidas e fixadas em 2% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido
tamponado em 0,1 M tampéao de cacodilato de sodio pH 6,4 com 5% de sacarose. As
amostras foram pos-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio por 4 horas, desidratadas
em série de solu¢des aquosas de concentracdes crescentes de acetona e incluidas
em resina “Spurr’. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo, examinados em microscépio eletronico de transmissdo modelo
Jeol (JEM) 100 C (Jeol Ltd, Tokyo, Japéo, 80 kv).
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4.8 Avaliacao da quantidade de mitocondrias viaveis com sonda MitoTracker
por microscopia de fluorescéncia

As células MING foram plaqueadas na densidade de 5x10* por poco, em placas
de 24 pocos pré-revestidas com laminulas para microscopia. As células foram
estimuladas com meio condicionado derivado de BAT e WAT, de camundongos Adicer
e LOX, na proporcédo de 2:1. Apos 24 horas de estimulo, as células foram marcadas
com sonda MitoTracker Red CMXRos (Thermo Fisher), diluida no mesmo meio de
cultura DMEM e suplementos para cultura das células MIN6, porém sem soro fetal
bovino. As células foram desaderidas com tripsina e marcadas com sonda
MitoTracker, por 45 minutos, protegidas da exposicdo a luz, e em estufa na
temperatura de 37°C e 5% de CO2. Apos 45 minutos de incubagéo, as células foram
lavadas com 200 pL de PBS 1X, pH 7.4. ApGs lavagem, foram fixadas com 3,7% de
formalina por 15 minutos e lavadas uma vez com PBS 1X, pH 7.4. ApOs a etapa de
fixacdo, as células foram marcadas por 5 minutos com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-
indol) (Sigma-Aldrich) diluido em PBS 1X (1:5.000), e lavado novamente em PBS 1x.
As amostras foram analisadas por microscopia de fluorescéncia, em equipamento
EVOS Cell EVOS Cell Imaging System (Thermo Fisher). A intensidade média de
fluorescéncia foi detectada por software Image J, e a analise estatistica realizada em

software GraphPad Prism para trés experimentos independentes.

4.9 Avaliacao da formacédo de ROS por sonda DCF-DA

As células MIN6 foram plaqueadas na densidade de 5x10* células por poco,
em placa de 48 pocos. As células foram estimuladas por 24 horas com meio
condicionado derivado de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX, na proporcao
de 2:1. Apds 24 horas de estimulo, as células foram incubadas com sonda
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA, Sigma Aldrich) na concentragcéo de 20
HM. A menadiona foi utilizada como controle positivo, na concentragéo de 50 uM, uma
vez que induz a formagéo de ROS por ciclizagao redox, solubilizada em meio DMEM
e suplementos utilizada na cultura de MIN6, sem soro fetal bovino. As células foram
incubadas com DCF-DA por 30 minutos em estufa a 37°C. ApoOs 30 minutos, as
células foram lavadas duas vezes em PBS 1x, pH 7.4. Apos lavagem, as células foram
fixadas com formalina na concentracdo de 3,7% em PBS 1X. Apos fixacao, as células

foram desaderidas com tripsina, centrifugadas a 1800 rpm, 4°C e 5 minutos. As células
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foram ressuspendidas em PBS e a geracdo de ROS medida por citometria de fluxo,
em citbmetro FACSCalibur (Beckton& Dickson). Os dados foram analisados em
software FlowJo V10 (Tree Star Inc) e analise estatistica em software GraphPad

Prisma.

4.10 Analise da funcdo mitocondrial por respirometria de alta resolucéo

As células MING6 foram plagqueadas em placas de 6 poc¢os (n=4), com densidade
celular de 2X10° células por poco. As células foram estimuladas por 24 horas com
meio condicionado derivado de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX, na
propor¢cdo de 2:1. ApGs 24 horas de estimulo, as células foram desaderidas com
tripsina, lavadas em PBS, centrifugadas em PBS, ressuspendidas em meio DMEM
sem soro fetal bovino e sem beta-mercaptoetanol. A taxa de consumo de oxigénio
(OCR) foi avaliada através do respirdbmetro de alta resolu¢cdo (OROBOROS Oxygraph-
2k), a 37°C, em agitacao continua a 750 rpm. Ao inicio de cada dia de experimento
rodado, o equipamento foi calibrado com o meio usado para fazer o cultivo das
linhagens, DMEM sem SFB e sem beta-mercaptoetanol. Foram adicionadas 1x10°
células/mL as camaras do respirdbmetro. Foram utilizados moduladores e o consumo
de oxigénio analisado apds estabilizacdo do sinal frente a estes estimulos. Os
reagentes utilizados foram a oligomicina (inibidor da ATP sintase) na concentracao
de 1,25 uM, pelo qual foi possivel a obtencdo do dado de consumo de oxigénio
acoplado a sintese de ATP; o CCCP (carbonilcianeto m-clorofenilhidrazona € um
desacoplador da cadeia transportadora de elétrons), adicionado em pulsos de 40 nM,
o qual permite analisar a capacidade respiratoria maxima da célula; a rotenona(
inibidora do complexo | da CTE) na concentracdo de 0,5 uM, a antimicina A (inibidora
do complexo Il da CTE) na concentracdo de 1 uM , pelo qual foi possivel analisar o

consumo de oxigénio residual (residual oxygen comsumption).

4.11 Biogénese de corpusculos lipidicos por sonda Bodipy

As células MIN6 foram plaqueadas na densidade de 5x10* células por poco,
em placa de 48 pocos. As células foram estimuladas com meio condicionado derivado
de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX, na propor¢ao de 2:1, por 24 horas.
Apds 24 horas de estimulo, as células foram incubadas com sonda fluorescente
Bodipy (Life Technologies), diluida em PBS 1X (1:5000, pH 7.4), por 30 minutos, em
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estufa & 37°C e 5% de CO2, protegido da exposi¢édo a luz. Apos este periodo de
incubacédo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X, desaderidas com
tripsina, centrifugadas (1800 rpm, 4°C, 5 minutos). As células foram ressuspendidas
em PBS 1x, e analisadas por citometria de fluxo no Citdmetro FACSCalibur (Becton &
Dickenson, USA). A intensidade da mediana de fluorescéncia (MFI) e histogramas

foram gerados em software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.12 Deteccao de Oxido Nitrico

As células MING6 foram plaqueadas na densidade de 1,25 x104 células por poco,
em placa de 96 pocos. As células foram estimuladas com meio condicionado derivado
de BAT e WAT, de camundongos Adicer e LOX, na proporcao de 2:1. Os niveis de
oxido nitrico foram mensurados indiretamente, a partir do acumulo de nitrito no
sobrenadante das células estimuladas, pelo teste de Griess. Os sobrenadantes
coletados apOs estimulo foram incubados com reagente de Griess (1% de
sulfanilamida, 0,1% de naftaleno-diamino-diidrocloreto, em 2,5% de &cido fosforico),
em uma placa de 96 pocos. ApGs 10 minutos de incubacéo, a absorbancia foi lida em
550 nm em espectrofotdmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA).

4.13 Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

As células MING foram plaqueadas na densidade de 1,25 x10* células por poco
em placas de 96 pocos. As células foram estimuladas com meio condicionado
derivado de WAT e BAT, de camundongos Adicer e LOX, na propor¢cao de 2:1, em
relacdo a meio DMEM com suplementos utilizado na cultura da linhagem MING6. Apoés
24 horas e 48 horas de estimulo, o sobrenadante das células foi coletado e as
citocinas TNF-a, IL-13, TGF-(3, IL-33 e a quimiocina CCL2 foram dosadas por ELISA,
conforme recomendacdo do fabricante (BD Bioscience). As concentracfes de
citocinas foram demonstradas em valores absolutos (pg/mL). A absorbéancia foi lida
em 450 nm em espectrofotbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). As

analises estatisticas foram realizadas em software GraphPad Prisma.

4.14 Analise Glicomica Comparativa de BAT e WAT
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4.14.1 Preparo dos tecidos para extracdo de proteinas

Os camundongos LOX foram eutanasiados por inalagcdo de CO2 em camara
fechada. Apos a eutanasia, o BAT da regido interescapular e o WAT da regido gonadal
de camundongos LOX foram extraidos em condicfes estéreis, dentro de fluxo laminar,
com materiais cirargicos previamente esterilizados. Foram separados 40 mg de WAT
e BAT, macerados em gral e pistilo no nitrogénio liquido. Apdés maceracéo foi
acrescentado 500 pL de acetonitrila na concentracao de 50%, sonicado a temperatura
ambiente por 45 minutos e a amostra centrifugada a 13.400 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi extraido no gelo e as amostras foram secas a vacuo no speedvac e

armazenado na temperatura de — 80°C.

4.14.2 Purificacdo das Estruturas de N-glicanos para Andlise por Espectrometria de
massas (Reducéo, alquilacéo e deglicosilacdo das glicoproteinas)

Foi acrescentado as amostras liofilizadas 240 pL do tampao de
reducao/alquilacdo (contendo solucédo Tris 0,6 M da Sigma Aldrich com cloridrato de
guanidina 6M da Sigma Aldrich, pH 8,4). A amostra foi incubada com o tampéo de
reducdo/alquilacdo na temperatura de 45°C por 90 minutos. Foi adicionado as
amostras 9,6 uL do tampéo de reducédo (contendo 1,6 mg de DTT da Sigma Aldrich
em 20 pL de tampdo= 500 mM). As amostras foram incubadas na temperatura de
45°C por 4 horas. Apoés este periodo de incubacao, foi adicionado 9,2 ul do tampéo
de alquilagdo (11,1 mg de IAA da Sigma Aldrich em 20 pL de tampéo de
reducado/alquilacédo). As amostras ficaram em repouso, no escuro por 17 horas, sem
agitacao.

ApoOs 17 horas sob o abrigo de luz, as amostras foram transferidas para o filtro
de ultracentrifugacédo Milipore (Amicon Ultra, 0,5-10k). Foi adicionado 200 ul de
solucéo de carbonato de aménio 50 mM e as amostras foram centrifugadas na rotacéo
de 14,000 rpm por 15 minutos (14,4 mg de carbonato de aménio em 1,5 mL de H20
=100 mM). O volume eluido no filtro para o eppendorf foi descartado, e a amostra foi
lavada por 4 vezes com 350 pL de solucéo de carbonato de aménio, na concentracao
de 50 mM usando o filtro Millipore 10 K (volume final de 22 pul). As amostras foram
centrifugadas novamente na rotacao de 14,000 g por 15 minutos em cada etapa das

guatro lavagens.
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As amostras foram transferidas do filtro Millipore 10K para um eppendorf de
2000 pl de fundo chato, no qual o filtro foi inserido de cabeca para baixo dentro do
eppendorf e a amostra centrifugada na rotacdo de 1000 rpm por 2 minutos). Apds a
etapa de centrifugacao, foi acrescentado 200 pL da solugéo de carbonato de amonio
na concentracdo de 50 mM da solucdo de carbonato de amoénio. Foi preparada uma
solucéo de carbonato de aménio 50mM contendo tripsina na concentracéao de 5 pg/pl.
Desta ultima solucéo foi acrescentado 14 pl nas amostras, que ficaram em incubacéo
na temperatura de 37°C por 24 horas sob agitacao de 400 rpm.

A solucdo com a amostra foi aquecida em banho maria n temperatura de100
°C por 10 minutos, seguido de secagem a vacuo em equipamento. SpeedVac. Apos
secagem, foi acrescentado 200 pl da solugcdo de carbonato de aménio 50mM e
adicionado 3 ul da enzima PNGase F (diluida em agua deionizada) na concentracéo
de 1U/ul. As amostras foram incubadas em banho maria na temperatura de 37 °C por
15 a 17 horas e secas novamente em SpeedVac, armazenadas na temperatura de -
80°C.

4.14.3 Purificacdo dos N-glicanos

Foi acrescentado 200 pl de acido acético a 5% nas amostras. Foi condicionado
para cada amostra uma coluna Sep-Pak C18 com 5 ml de metanol e em seguida com
10 ml de &cido acético 5%. As amostras foram colocadas na coluna Sep-Pak C18, e
a coluna eluida em tubos de vidro com 3 ml de acido acético 5% e, em seguida, com
acido acético 5% da Dinamica em 80% de acetonitrila (J. T. Baker). As fracfes de
cada eluicdo foram coletadas. Os N-glicanos foram eluidos em acido acético 5%, a
fracdo eluida em &cido acético 5% em 80% de acetonitrila correspondeu a mistura de
peptideos e O-glicopeptideos. Apés a coleta, as amostras foram secas a vacuo no

Speed Vac e armazenadas na temperatura de -80°C.

4.14.4 Permetilacao

Foi adicionado 500 pl de DMSO (Sigma Aldrich) as amostras eluidas em tubos
de vidro. O hidroxido de sodio (NaOH) da Sigma Aldrich foi macerado em um gral na
guantidade suficiente para usar 25 mg por amostra. As amostras foram colocadas no

evaporador de N-EVAP sob fluxo de nitrogénio. Foi adicionado 300 pl de lodometano
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(Sigma Aldrich), e a mistura submetida sob fluxo de nitrogénio. As amostras foram
vortexadas e colocadas em banho de ultrasom por 90 minutos na temperatura
ambiente.

A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1 ml de acido acético a 5% em banho
de gelo, fechada e a mistura vigorosamente vortexada. Foi adicionado 600 pl de
cloroférmio (J.T.Baker, vortexada novamente até que a mistura se separou em duas
fases na temperatura de 4°C. A solucdo foi transferida com o auxilio de uma pipeta
pasteur de vidro, e a fase inferior (cloroférmio) transferida para um novo tubo de vidro.

Este processo de separacdo com cloroférmio e separacdo em fases foi
realizada por mais duas vezes, e todas as fracoes referentes a fase do cloroférmio
foram coletadas em um mesmo tubo. A fase de cloroférmio foi lavada 8 vezes com o
mesmo volume de 4gua deionizada (aproximadamente 1800 pul) a 4°C (banho de gelo)
descartando a fase aquosa (superior). As amostras foram secas no N-EVAP para

remocao do cloroférmio.

4.14.5 Purificacdo dos N-glicanos permetilados

Foi acrescentado as amostras 200 pl de metanol. As colunas Sep-Pak C18
foram condicionadas com 5 ml de metanol e, em seguida, com 10 ml de agua
deionizada. As amostras foram colocadas na coluna e eluidas com 15 ml de agua, 2
ml de acetonitrila 10% e 3 ml de acetonitrila a 80%. As fracdes de acetonitrila 80%
foram colocadas em 2 eppendorfs de 1500 pl. As amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido e secas no SpeedVac.

4.14.6 Preparacao da amostra para analise em LC-MS/MS

Todas as amostras foram dissolvidas em 50 pL de metanol contendo acetato
de sodio. A aquisicdo de cada amostra foi realizada através da injecédo de 6 pL de
amostra em placa de cromatografia liquida ekspertMultralc 100-XL (Eksigent, Dublin,
CA, USA) equipado com a coluna Kinetex 2.6 pm C18 100 A (50 x 2.1 mm) conectada
ao espectrometro de massa TripleTOF 5600+ (Sciex, Concord, ON, Canada). Os
solventes utilizados para a cromatografia de fase reversa foi agua Milli-Q contendo
0,1% de acido formico (solvente A) e metanol contendo acido férmico na concentracéo

de 0,1% (solvente B). As amostras foram eluidas por um gradiente linear de solvente
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B que oscilou de 30 a 95% em 10 minutos, com fluxo de 0,4 mL/minuto e sob uma
temperatura constante de 40°C. A fonte de ions foi operada sob uma temperatura de
650°C. A andlise de espectrometria de massas foi realizada em alta resolucéo, e a
relacdo massa/carga (m/z) configurada para deteccdo de picos de 700- 2000. O

espectro de fragmentacéo foi avaliado por software GRITS Tollbox 1.2.

4.15 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas em software GraphPad Prisma (7.0).
O teste de multiplas comparacg@es foi feito por analise de variancia simples (one-way
ANOVA), com correcdo BonFerroni e teste de Tukey. Os valores de p significativos
sao representados por :p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****). A média
e desvio padréo representados nos graficos em barra, representam dados obtidos de

pelo menos trés experimentos independentes.
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5.0 Resultados

5.1 Genotipagem dos camundongos Adicer e LOX

Os filhotes gerados da matriz de cruzamento de camundongos Adicer e LOX
(controle) foram identificados por genotipagem. O DNA foi extraido por lise alcalina,
atraves de fragmentos extraidos da cauda dos animais. O gendtipo foi obtido por PCR
convencional. As bandas de amplificacdo caracteristicas do camundongo knockout e
do controle foram identificadas por eletroforese em gel de agarose na concentracao
de 2%, marcado com brometo de etidio. Na figura 8 observa-se a dupla banda de
amplificacdo em 324 pares de base e em 200 pares de base, caracteristico do
camundongo Adicer (Cre-LOX), e o LOX (controle) identificado por uma Unica banda
em 324 pares de base.

2 3 4 56 78 91011121314 1516 17
=5 — :

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose na concentracdo de 2% de produtos
amplificados por PCR convencional. Foram utilizados primers especificos para o LOX
(controle) e transgene (Cre). Em M esta representado o marcador de peso molecular de 100
a 1000 pares de base. As amostras de 1 a 18 se referem aos diferentes animais
genotipados. Como exemplo, os camundongos das amostras 1,11, 15 e 17 s&o Adicer
(dupla banda de amplificacdo, em 200 e 324 pares de base), e os demais sdo LOX
(amplifica¢é@o do controle interno em 324 pares de base).

5.2 Efeito do estimulo com secrecao derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre a viabilidade e morte celular do insulinoma

Investigamos inicialmente o efeito de BAT (TA marrom) e WAT (TA branco)

sobre a viabilidade de células MING, por ensaio de MTT. Os meios condicionados
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contendo produtos de secrecdo de BAT interescapular e WAT gonadal do
camundongo LOX (controle) foram utilizados para estimular as células MING.
Incluimos como controles o MC (meio condicionado), meio de cultura sem os produtos
secretados pelos tecidos adiposos e 0 DMSO (dimetilsulféxido), agente citotdxico. A
proporcao de estimulo de meio condicionado contendo os produtos de secrecédo de
BAT e WAT em relacdo ao meio de cultura DMEM foi de 2:1. Apos 48 horas de
estimulo, observamos que BAT e WAT néo resultaram em perfis distintos sobre a
viabilidade das células MING.

A morfologia, funcdo e caracteristicas metabdlicas de BAT e WAT séo distintos,
portanto esperdvamos que resultasse em perfis diferenciais sobre a viabilidade de
células MIN6, mas ndo foram observadas diferencas significativas entre os dois
estimulos. Os mMiRNAs secretados pelo TA podem resultar em alteracbes da
plasticidade do TA, recrutamento imunolégico e metabolismo, portanto a fim de
investigar o impacto da auséncia dos miIRNAs no TA, pelo silenciamento da
endonuclease Dicer, avaliamos o efeito dos estimulos provenientes de meios
condicionados derivados de WAT gonadal e BAT interescapular de camundongo
Adicer nas células MIN6, na mesma proporcao de 2:1.

Comparamos os efeitos dos produtos de secrecao de WAT e BAT, bem como
na auséncia de miRNA sobre estes tecidos no insulinoma apés 24 e 48 horas de
estimulo. Conforme figura 9, observamos que os efeitos foram mais pronunciados em
relacao as células néo estimuladas apés 48 horas, sobretudo na auséncia de miRNAs
em BAT e WAT. O estimulo de BAT do camundongo Adicer resultou em declinio da
viabilidade das células MIN6, quando comparado ao estimulo de BAT do camundongo
controle, e em relacdo ao ndo estimulado.

O estimulo de WAT do camundongo Adicer também resultou em declinio da
viabilidade das células MIN6, quando comparado ao estimulo de WAT do
camundongo controle, e em relagdo ao ndo-estimulado, conforme figura 9. Ndo ha
diferencas quanto a viabilidade das células MIN6G estimuladas com meio condicionado

e nao estimulado, demonstrando que o efeito observado ndo é decorrente de qualquer
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suplemento do meio, mas sim dos produtos secretados pelos tecidos adiposos,

sobretudo na auséncia de miRNAs.
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Figura 9: Ensaio de viabilidade celular por MTT apds 24 h e 48 h de estimulo.
As células MIN6 foram estimuladas com meio condicionado contendo produtos de
secrecao de WAT e BAT, de camundongos LOX e Adicer. Foram incluidos como
controles o meio condicionado e DMSO, e UNS (células ndo estimuladas). Em (a) e
(b) comparacéao entre grupos de estimulo apés 24 e 48 horas. O tempo de estimulo
de 48 h apresentou efeitos mais pronunciados sobre a reducdo da viabilidade
celular. A viabilidade celular foi analisada por 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5
difeniltetrazolio brometo (MTT), e os valores de absorbancia medidos por
espectrofotdmetro. Os valores significativos de p séo representados por: p<0.05 (*),
p<0.001 (***) e p<0.0001 (****).

A partir dos dados obtidos no ensaio de viabilidade celular por MTT,

investigamos se as células MING6 estimuladas com os produtos de secrecao derivados
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de BAT e WAT apresentariam algum efeito sobre o perfil de morte celular. Na figura
10 (a) sao representados dois eixos, sendo o Y representado por Pl (iodeto de
propidio) e eixo X representado por Anexina V. Quanto maior o percentual de células
marcadas no quadrante positivo para Anexina v, o inferior a direita, a morte
predominante € por apoptose (+Anexina/-Pl). No quadrante superior a direita, temos
percentual de morte litica (+Anexina/+Pl). No quadrante inferior a esquerda temos de
células viaveis (Anexina/-Pl) e no quadrante superior a esquerda positivos para PI,
necrose.

Consistente com os dados de viabilidade, ambos estimulos de BAT e WAT néo
induziram morte celular, com percentuais de células viaveis semelhantes as das
células néo estimuladas (UNS) e tratadas com meio condicionado (MC), em torno de
80%, conforme observado na figura 10 (a). Com base nos dados obtidos no ensaio
de viabilidade celular por MTT, nos quais os estimulos provenientes de BAT e WAT
na auséncia de Dicer reduziram drasticamente a viabilidade celular, estes estimulos
também induziram morte nas células MING.

As células tratadas com estimulo proveniente de WAT do camundongo Adicer
apresentaram reducdo do percentual referente as células viaveis de 80% para 64%,
comparado com as células tratadas com estimulo proveniente de WAT do
camundongo controle. Foi observado aumento do percentual de células em morte
litica de 2,2% a 11%, conforme demonstrado na figura 10 (a). As células tratadas com
estimulo proveniente de BAT do camundongo Adicer apresentaram reducao
pronunciada do percentual de células viaveis de 79% para 10%, e o percentual de
morte litica aumentou de 6,8% para 86%, quando comparado com as células tratadas
com estimulo derivado de BAT do camundongo controle, conforme esta ilustrado na
figura 10 (a).

A partir dos dados de morte celular, analisamos o efeito resultante dos
estimulos derivados de BAT e WAT de camundongos Adicer e controle sobre a
capacidade de induzir fragmentacao nuclear nas células MIN6, por marcagéo com Pl
e analise por citometria de fluxo, conforme apresentada na figura 10 (b), o percentual

de fragmentacé&o nuclear apds 48 horas de estimulo.
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Figura 10: Ensaio de morte celular com marca¢cdo de Anexina V e Pl. Em (a), as células
MIN6 foram estimuladas por 48 horas com meio condicionado derivado de BAT e WAT, de
camundongos Adicer e LOX (controle), meio condicionado (MC) e sem estimulo (UNS), andlise
feita por citometria de fluxo. Em (b) o percentual de fragmentacdo nuclear das células MIN6
apos estimulo por 48 horas, por marcacdo com PI, dados obtidos por citometria de fluxo. Os
valores significativos de p sdo representados por: p<0.0001 (****).
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5.3 Efeito dos estimulos com secrecao derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre o ciclo celular em células de insulinoma

Com base nos resultados obtidos dos efeitos dos produtos de secrecdo de BAT
e WAT de camundongos WT e Adicer sobre o perfil de viabilidade e morte celular, no
qual a auséncia de miRNAs em BAT e WAT promoveram morte celular litica e por
apoptose, respectivamente, hipotetizamos que estes estimulos poderiam promover
alteracdes na progressao do ciclo celular. Escolhemos o tempo de estimulo de 48
horas, no qual o efeito de morte foi mais pronunciado.

N&o foram observadas diferencas do percentual de células que receberam
estimulo de BAT e WAT nas respectivas fases do ciclo celular G1, S e G2/M e nem
diferencas em relacdo as células ndo estimuladas. O estimulo de WAT do
camundongo Adicer nao resultou em efeitos distintos no percentual de distribuicao
das células MIN6 em cada uma das fases do ciclo celular, comparada com o estimulo
de WAT do camundongo controle. Contudo, o estimulo de BAT do camundongo Adicer
reduziu o percentual de células na fase G1, indicando progressao do ciclo celular, mas
nas fases G2/M nédo foram observadas alteracdes do percentual de células,

comparado com os demais estimulos, conforme figura 11.
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Figura 11: Analise do ciclo celular com marcacdo de sonda PI. O
grafico de barras se refere a analise de ciclo celular apos 48 horas de
estimulo, no qual estimulo de BAT Adicer reduziu o percentual de células
positivas em fase G1. Os valores significativos de p sdo representados
por p<0.01 (**).
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5.4 Efeito dos estimulos com secrecdo derivada de BAT e WAT sobre
caracteristicas ultraestruturais celulares relacionados a morte celular, lipofagia
e dano mitocondrial no insulinoma

Com base nos dados obtidos nos ensaios de viabilidade e morte celular,
sobretudo na auséncia de miRNAs de WAT sobre o insulinoma, no qual induziu em
declinio da viabilidade celular, com maior percentual de morte por apoptose, porém
sem alteracBes no padréo de ciclo celular, hipotetizamos que este estimulo poderia
resultar em danos celulares relacionados a fungéo estrutural celular, sobretudo que
pudessem caracterizar melhor este fenémeno. Neste sentido, realizamos anélise por
técnica de microscopia eletrénica de transmissédo (MET) em células de insulinoma,
estimuladas com os produtos derivados de WAT e BAT do camundongo WT e Adicer,
e em comparagado com células ndo estimuladas. Esta técnica permite obter imagens
em escala nanomeétrica, por meio de cortes ultrafinos, tornando possivel a visualizacao
de organelas celulares.

A partir dos dados de MET, encontramos que o estimulo de WAT e BAT Adicer
no insulinoma induziram a maior formagédo de vacuolos citoplasmaticos, comparado
com as células ndo estimuladas e com WAT e BAT do WT, conforme figura 12. Os
vacuolos sdo organelas &acidas delimitadas por uma membrana, que contém
hidrolases e glicoproteinas. Estas organelas servem como compartimentos de
degradacdo em células eucaritticas (Wada, 2013).

Uma de nossas hip6teses € que o aumento de vacuolos citoplasmaticos
observados nas células de insulinoma estimuladas com os produtos de secrecdo de
WAT Adicer esteja relacionado com a morte por apoptose no insulinoma, certamente
associado também a um possivel quadro de estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial. (Phillips, Voeltz, 2015). Alteracdes resultantes de estresse oxidativo
sobre a mitocéndria podem desencadear varios distlrbios na sinalizagdo celular,
incluindo apoptose e inflamagéo (Cao, Kaufman, 2014).

Poderiamos especular também processos autofagicos, uma vez que 0S
vacuolos tém a funcdo de degradacdo de organelas ou proteinas citosdlicas. A
autofagia permitiria a remocao de organelas danificadas, como tentativa de manter a
homeostase celular frente a produgao aumentada de ROS (Yorimitsu et al., 2006). Os
vacuolos desempenham importante funcao sobre controle de pH, estoque energético,

e resposta ao estresse celular, e o estimulo com os produtos de secrecdo na auséncia
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de miRNAs no WAT, estdo demonstrando maior dano celular, possivelmente induzido

por estresse oxidativo.

UNS

WAT Adicer

Figura 12: Analise por MET de células de insulinoma estimuladas com produtos derivados
de WAT de WT e Adicer. Estdo apresentados cinco cortes de 1 e 2um, de células de insulinoma
(MIN®G) nas seguintes condi¢8es: ndo estimuladas (UNS), estimuladas com produtos derivados de
WAT e BAT do WT e de BAT e WAT Adicer. Observa-se que na célula de insulinoma estimulada
com produtos de secrecdo derivados de WAT Adicer e BAT Adicer resultou em maior formacao de
vacuolos citoplasmaticos. Analise realizada em microscépio eletronico de transmissdo modelo Jeol
(JEM).
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5.5 Efeito dos estimulos de secrecado derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre a presenca de mitocOndrias viaveis nas células do
insulinoma

Com base nos dados de morte e viabilidade celular, hipotetizamos um possivel
dano mitocondrial no insulinoma, portanto avaliamos os efeitos dos produtos
derivados de BAT e WAT de WT e Adicer sobre alteracbes na quantidade de
mitocOndrias viaveis nas células de insulinoma. Para este proposito realizamos
marcagao com sondas fluorescentes MitoTracker e DAPI (4’,6’-diamino-2-fenil-indol),
seguido por analise de microscopia de fluorescéncia.

N&o foram observadas alteracdes nas quantidades de mitocondrias viaveis nas
células de insulinoma quando tratadas com os estimulos derivados de BAT e WAT do
camundongo controle em relagéo as células ndo estimuladas. As células estimuladas
com meio condicionado derivado de WAT e BAT do camundongo Adicer
apresentaram reducdo expressiva na quantidade de mitocondrias detectadas,
conforme observado na figura 13, comparado com as células que receberam estimulo
de WAT e BAT do camundongo controle e as células ndo estimuladas.

Observamos que o estimulo de BAT Adicer resultou em fragmentacéo nuclear
massiva das células. A fragmentacéo nuclear pode ser visualizada pela marcacéo das
células com sonda fluorescente DAPI. As células tratadas com estimulo de BAT de
camundongo controle e as células que ndo receberam nenhum estimulo néo
apresentaram este dano celular, com nucleo preservado, conforme apresentado na

figura 13.
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Figura 13: Analise por microscopia de fluorescéncia de mitocéndrias
em células MIN6 por sonda MitoTrackerRed. Em (a) no quadrante
superior da prancha de microscopia se refere as células MIN6 néo
estimuladas (UNS). Nos quadrantes inferiores, foram divididos conforme os
estimulos que as células foram tratadas, respectivamente de BAT e WAT,
provenientes de camundongos controle (LOX) e Adicer. As células
estimuladas com os produtos de secrecdo de BAT Adicer apresentaram
fragmentagdo nuclear pronunciada, conforme visualizado o nucleo
(marcacdo com DAPI), e consequentemente perda acentuada na
quantidade de mitocdndrias. Foram observadas reducdo da marcacéo de
mitocdndrias no estimulo de WAT Adicer nas células MIN6. Em (b) a
intensidade de fluorescéncia de trés experimentos independentes foi
quantificada por software Image J. Os asteriscos representam a diferenca
estatistica para valores de p representados por: p<0.01 (**) e p<0.0001

(****) i
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5.6 Efeito dos estimulos com secrecéo derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre a geracéo de nitrito e espécies reativas oxigénio nas células
do insulinoma

Os dados obtidos nas andlises anteriores demonstraram que os estimulos de
BAT e WAT nao apresentaram efeitos distintos sobre as células de insulinoma, ao que
se refere a capacidade de inducédo de morte celular, dano mitocondrial e em relacéo
as fases do ciclo celular. No entanto, na auséncia de Dicer em BAT e WAT, os
estimulos destes tecidos induziram morte nas células MING, sobretudo de BAT, por
morte litica e de WAT por apoptose, com maior formacéo de vacuolos citoplasmaticos,
conforme os demonstrado nos resultados prévios. Foram observados também
reducdo na quantidade de mitocéndrias viaveis

A resposta inflamatoria nas células MIN6 poderia estar associada ao dano
mitocondrial e morte celular. Analisamos, portanto, o efeito dos estimulos sobre a
secrecdo de nitrito das células MING, uma vez que NO (6xido nitrico) € um mediador
pro-inflamatério. A secrecao de NO pode provocar danos ao DNA e desregular as vias
de protecéo da citotoxicidade, estimular a proliferacéo celular e inibir a apoptose, por
exemplo. Dados da literatura indicam que NO medeia a resposta de stress oxidativo
e de HIF-1a (fator indutor de hipdxia), bem como a atividade de p53, gerando um
distarbio no ciclo celular, diferenciacdo, senescéncia e nas vias de reparo ao dano do
DNA (Muntané, de La Mata, 2010).

ApGs 24 horas de estimulo, os sobrenadantes celulares foram coletados e a
deteccado de nitrito foi realizada por reagente de Griess. As células MIN6 que foram
tratadas com estimulo de BAT do camundongo controle apresentaram maior secrecao
de nitrito, comparado com as células que foram tratadas com estimulo de WAT do
camundongo controle e das células ndo estimuladas. Ndo foram encontrados niveis
detectaveis de nitrito nas células ndo estimuladas. As células tratadas com estimulo
de BAT do camundongo Adicer também apresentaram maior secre¢cdo de nitrito
comparado com as células ndo estimuladas, mas ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao tratamento com BAT do camundongo

controle, conforme figural4.
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Figura 14: Deteccao de nitrito apds estimulo com produtos de
secrecdo de BAT e WAT, de WT e Adicer em células de insulinoma.
Os sobrenadantes foram coletados apds 24 horas de estimulo nas
células MING, e a analise por teste de Griess. A analise estatistica entre
dois grupos foi realizada por teste T. Os valores de p s&o representados
por: p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****).

Os dados da literatura reportam que elevados niveis de ROS promovem
alteracbes do equilibrio redox e desregulam a sinalizacdo redox, o que poderia
desencadear alteragcdo sobre vias de crescimento e sobrevivéncia celular. A
mitocondria contribui principalmente na geracdo de ROS durante a fosforilacédo
oxidativa e deteccdes acentuadas destas espécies foram encontradas em muitos
tumores (Kumari, Badana, 2018).

Avaliamos por citometria de fluxo a formacdao intracelular de ROS nas células
MING6 apds estimulo com os meios condicionados, contendo os produtos de secrecao
derivados de BAT e WAT de camundongos Adicer e controle (LOX). A menadiona foi
utilizada como controle positivo, uma vez que induz a formacdo de ROS. As células
estimuladas com meio condicionado derivado de BAT do camundongo controle
apresentaram uma tendéncia de aumentar a formacdo de ROS no insulinoma,
comparado com as células ndo estimuladas e as tratadas com estimulo de WAT do
camundongo controle, conforme demonstrado no histograma representativo e por
andlise estatistica dos valores da mediana da intensidade de fluorescéncia,
apresentado na figura 15.

Os efeitos do estimulo de BAT Adicer em aumentar a produgédo de ROS nas
células MIN6 comparado com as células tratadas com estimulo de BAT do
camundongo controle e com as células que nao receberam estimulo, ndo foram
estatisticamente significativos, mas o estimulo de WAT de Adicer aumentou de forma

significativa a formag&o de ROS nas células MIN6, comparado com as células que
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nao receberam estimulo e com as células que foram tratadas com estimulo de WAT

do camundongo controle, conforme observado na figura 15.
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Figura 15: Deteccédo de ROS ap6s estimulo com BAT e WAT de LOX e Adicer em células
MIN6. Em (a) o histograma se refere a mediana da intensidade de fluorescéncia
representativa de cada estimulo relacionada com a formagdo de ROS, por andlise de
citometria de fluxo com sonda DCFDA. Em (b) o grafico de barras se refere aos valores da
mediana da intensidade de fluorescéncia de trés experimentos independentes. Os valores de
p séo representados por: p<0.05 (*), p<0.01 (**)
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5.7 Efeito dos estimulos com secrecéo derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre a funcdo mitocondrial e consumo de oxigénio por
respirometria de alta resolucao nas células do insulinoma

Conforme demonstrado no ensaio de formacao intracelular de ROS apés
estimulo com os meios condicionados de TA no insulinoma, ndo observamos
alteracdes estatisticamente significativas, quando comparamos os efeitos de WAT e
BAT. Nao foram demonstrados efeitos distintos dos estimulos de BAT do camundongo
WT em relacdo ao estimulo de BAT do Adicer nas células de insulinoma, porém
detectamos aumento na producdo de ROS no insulinoma, apos estimulo com WAT
Adicer. Desta forma, hipotetizamos que além da perda acentuada da quantidade de
mitocondrias viaveis, que os estimulos do TA poderiam promover alteracdes na
funcdo mitocondrial. A fim de verificar este parametro, realizamos andlise por
respirometria de alta resolucédo, que permite avaliar aspectos associados a funcao
bioenergética mitocondrial por meio da taxa de consumo de oxigénio durante a
respiracdo mitocondrial.

A analise foi feita ap0s 24 horas de estimulo, tempo em que ainda ndo ha morte
celular tdo pronunciada, como visto apds 48 horas de estimulo, e mesmo tempo de
estimulo realizado no ensaio de deteccdo de ROS por citometria de fluxo e analise de
mitocondrias viaveis por sonda MitoTracker. Nao observamos diferencas significativas
entre os estimulos de WAT e BAT no insulinoma, quanto a respiracéo basal, ou seja,
sem exposicdo a inibidores da fosforilagdo oxidativa, nem diferengas entre os
estimulos de BAT LOX e BAT Adicer, ou entre WAT LOX e WAT Adicer sobre o
insulinoma. Contudo o estimulo de WAT Adicer aumentou a taxa de respiracao basal,
comparado com as células ndo estimuladas, conforme figura 16 (a).

Ao inibir a ATP sintase com oligomicina € possivel analisar o consumo de
oxigénio diretamente associado a sintese de ATP (ATP linked respiration). O
vazamento de protons (denominado como leak) ndo € gerado pela inibicdo da ATP
sintase, mas este bombeamento de protons permite que ocorra a respiracéo, nao de
forma tdo eficiente como observado na ativacdo da ATP sintase, mas permite
consumo de oxigénio. A respiracdo ligada a ATP é calculada pela subtracdo da
respiracdo no vazamento de protons da respiracdo basal. Foi detectado aumento no
consumo de oxigénio durante o vazamento de prétons nas células de insulinoma que
receberam os estimulos com os meios condicionados de BAT e WAT Adicer,

comparado com as células ndo estimuladas, conforme apresentado na figura 16. N&ao
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foram observadas diferencas das células que receberam estimuladas com BAT e WAT
de LOX e nem de BAT e WAT de Adicer no insulinoma sobre a capacidade respiratoria
ligada a ATP, conforme figura 16.

A adicdo de CCCP resulta em desacoplamento do gradiente de prétons,
alterando o gradiente eletroquimico através da membrana interna mitocondrial, isto
permite que a cadeia transportadora de elétrons atue na sua capacidade maxima,
conforme a figura 16, sendo que o estimulo de WAT Adicer aumentou este efeito nas
células de insulinoma, comparado com as células ndo estimuladas.

Observou-se que as células de insulinoma estimuladas com meio condicionado
de WAT Adicer apresentaram aumento na capacidade respiratoria maxima, em
relagdo as células ndo estimuladas, embora ndo tenham sido detectadas diferencas
com as células estimuladas com WAT LOX. Apesar do aumento do consumo de
oxigénio apos a inibicdo da ATP sintase, conforme apresentado na figura b, nas
células de insulinoma estimuladas com meio condicionado de BAT LOX e BAT Adicer,
e nas células estimuladas com meio condicionado de WAT Adicer, estes estimulos
nao alteraram a capacidade respiratéria maxima, da mesma forma que foi observado
apos estimulo de WAT Adicer no insulinoma.

A capacidade respiratéria de reserva € um importante parametro na avaliacao
da funcdo mitocondrial e pode ser calculada pela diferenca entre seu consumo de
oxigénio basal em relacdo a capacidade respiratdéria maxima, apds desacoplamento
com CCCP. Nao observamos alteracdes sobre a capacidade respiratoria de reserva
nas células estimuladas com meio condicionado de BAT e WAT de WT, nem em
relacdo aos estimulos de BAT e WAT de Adicer, conforme apresentado na figura 16.
Observamos que para todos os estimulos de TA houve aumento da atividade via
complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, em relacdo as células nao

estimuladas, conforme apresentado na figura 16.
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Figura 16: Efeito dos estimulos de BAT e WAT de LOX e Adicer sobre pardmetros
de consumo de oxigénio e fun¢cdo mitocondrial nas células MING6. As células MIN-
6 foram estimuladas com meio condicionado dos tecidos adiposos por 24 horas. Em
(a) é apresentado o consumo de oxigénio da respiracdo basal. Em (b) é o consumo de
oxigénio durante o vazamento de prétons, apos adigdo da oligomicina na concentragdo
de 1,25 pyM. Em (c) a respiracédo ligada a ATP, ou seja, o consumo de oxigénio
resultante da subtrac@o da respiragdo basal apos adi¢cdo da oligomicina. Em (d) a
respiracdo aumentada via complexo Il da cadeira transportadora de elétrons apos
inibicdo do complexo | pela rotenona. Em (e) a capacidade respiratoria de reserva que
se refere a capacidade da mitocondria respirar além das taxas basais. Em (f) é
apresentada a capacidade respiratéria maxima apos adicdo do desacoplador FCCP,
utilizado em pulsos de 400 nM. Os valores significativos de p foram representados por
astericos, p<0.05 (*), p<0.01 (**).

A atividade via complexo Il foi verificada pela inibicdo do complexo | com a
rotenona, de tal forma que o complexo Il continua ativo. O estimulo de WAT Adicer
apresentou assim como os demais estimulos sobre o insulinoma aumento da atividade
via complexo Il, contudo apenas este estimulo foi capaz de modular outros

parametros, tais como a capacidade respiratéria maxima, e mesmo na auséncia de

inibidores da fosforilagdo oxidativa, as mitocondrias das células de insulinoma ja
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demonstravam um perfil aumentado de consumo de oxigénio, sugerindo a
possibilidade de substratos diferenciais presentes nos produtos de secrecdo de WAT
Adicer associados a uma maior atividade glicolitica e respiragéo celular.

Na figura 17 esta representado o grafico do consumo de oxigénio a partir do
inicio da analise de respirometria de alta resolucdo, que detectou a respiracao
mitocondrial em niveis basais, até o término, apds a adicdo dos inibidores dos
complexos | e Ill, através da adi¢do de rotenona e antimicina A. Através deste gréfico
de representacdo da respirometria, observa-se que as células de insulinoma quando
estimuladas com os produtos derivados de WAT Adicer apresentaram aumento
pronunciado do consumo de oxigénio desde os niveis basais até a maior capacidade

respiratoria maxima, comparado com as células ndo estimuladas.
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Figura 17: Gréfico representativo da respirometria de alta
resolucdo. Neste grafico esta representado o consumo de oxigénio
desde a adi¢do da oligomicina, até o fim da respiracdo, através da
adicdo de rotenona e antimicina A, inibidores dos complexos | e Ill da
cadeia transportadora de elétrons. O estimulo de WAT Adicer gera
um aumento do consumo de oxigénio pelas mitocondrias das células
de insulinoma, e uma maior capacidade respiratoria.

5.8 O papel da via de sinalizagcdo do mTOR sobre a modulag&o da viabilidade
celular de células do insulinoma estimuladas com secrecdo derivada de BAT e
WAT de camundongos WT e ADICER
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Com base nos nossos dados de morte celular, sobretudo do estimulo de WAT
Adicer sobre o insulinoma, observamos por MET maior propensédo a formacéo de
vacuolos citoplasmaticos, que poderiam estar relacionados a morte por apoptose. As
células de insulinoma secretam insulina em quantidades maiores, do que células
betas normais. A insulina pode desregular a via PI3K/AKT/mtor, sobretudo na
formacdo do complexo mMTORCL1. Dados da literatura reportam que alteracdes nesta
via podem resultar em defeitos na proliferacéo, autofagia e apoptose (Rosano et al,
2016; Bartolomé et al, 2014;). Desta forma hipotetizamos que na auséncia de miRNAs
em WAT, os produtos derivados deste tecido estejam também relacionados a
distarbios da via mTOR.

A via mTOR poderia estar associada a este fenOmeno observado no
insulinoma, uma vez que esta via é sensivel a altera¢des nutricionais e hormonais, ao
metabolismo, sobrevivéncia e proliferacdo celular. A autofagia é um processo
catabdlico caracterizado pela degradacao de organelas, por ativacdo do maquinario
lisossomal, portanto a remocéo de organelas comprometidas funcionalmente teria o
propdsito de manter a homeostase metabdlica e integridade gendmica, porém danos
pronunciados podem resultar em morte celular. Dados da literatura reportam que a
autofagia € um mecanismo de sobrevivéncia e adaptacdo celular, que permite o
fornecimento de energia e manutencdo da viabilidade celular, incluindo sobretudo
células tumorais, como uma estratégia de resisténcia a morte celular (Heckmann et
al., 2012).

Avaliamos o efeito de rapamicina, inibidor de mTORC1 e 3-MA sobre o
parametro de viabilidade celular do insulinoma, ap6s 24 horas de estimulo. A
rapamicina foi utilizada na concentracdo de 100 nmol/mL e 3-MA na concentracao de
5 mM. Foram analisados os efeitos dos inibidores isoladamente e como co-estimulo
com meio condicionado de WAT Adicer, a fim de investigar se os produtos de secrecao
deste estimulo poderiam resultar em efeitos opostos ou sinérgicos em relacdo ao

composto isoladamente.
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Figura 18: Ensaio de viabilidade celular com rapamicina e 3-
ma. Em (a) as células de insulinoma murino foram estimuladas com
rapamicina, e com os estimulos de WAT LOX, WAT Adicer e co-
estimulo de WAT Adicer e rapamicina. A viabilidade celular foi
analisada por ensaio de MTT, ap6s 24 horas e observa-se que o co-
estimulo de rapamicina e WAT Adicer potencializou a reducao da
viabilidade celular, comparado com o composto administrado
isoladamente. Em (b) as células de insulinoma murino foram
estimuladas com 3-MA e apés 24 horas a viabilidade celular foi
analisada por MTT. N&o foram observadas diferencas do efeito
sobre a viabilidade celular quando o 3-MA foi utilizado
individualmente em relacdo ao co-estimulo com WAT Adicer. Os
valores de p séo representados por: p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001
(***)’ pS00001 (****)-

O estimulo de rapamicina na concentracdo de 100 nM/mL n&o promoveu
alteracdes da viabilidade celular do insulinoma, comparado com as células néo
estimuladas, porém o co-estimulo de rapamicina e meio condicionado de WAT Adicer
potencializou a reducgéo da viabilidade celular do insulinoma, conforme demonstrado
na figura 18, demonstrando um possivel efeito sinérgico dos produtos de secrecao
de WAT na auséncia de miRNA com a rapamicina, demonstrando uma possivel
regulacéo via complexo mTOR. O composto 3-MA reduziu a viabilidade do insulinoma,
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porém o co-estimulo com os produtos de secrecdo de WAT Adicer ndo resultaram em
efeitos distintos, quando comparado com o 3-MA isoladamente, demonstrando que a
reducdo sobre a viabilidade celular ndo foi influenciada pelos produtos de secregao
de WAT Adicer, mas sim atribuidos ao préprio efeito do composto.

5.9 Efeito dos estimulos com secrecdo derivada de BAT e WAT de camundongos
WT e ADICER sobre a biogénese de corpusculo lipidico nas células do
insulinoma

Com base nos dados anteriores em que foi demonstrado que os estimulos de
TA, sobretudo na auséncia de Dicer de WAT sobre as células de insulinoma,
promoveram morte celular apoptoética, com declinio da viabilidade mitocondrial, com
maior propensdo a formacéo de vacuolos citoplasméticos, bem como alteracbes da
funcdo mitocondrial no insulinoma, vistos pelo aumento da respiracdo basal e
capacidade respiratoria maxima, além da maior producdo de ROS, e que o estimulo
de BAT de Adicer induziu morte litica, hipotetizamos que estes estimulos estariam
induzindo alteracdes inflamatorias no insulinoma. Dentre os parametros analisados,
avaliamos a formacéao de corpusculos lipidicos.

Os corpusculos lipidicos sdo organelas constituidas por uma monocamada
fosfolipidica, tendo em seu conteddo intracelular acidos graxos neutros. S&o
organelas dinamicas e ativas, contém diversos tipos de proteinas como a ADRP (do
inglés adipose-differentiation related protein) e caveolina, enzimas de metabolizacéo
de lipideos e de sintese de eicosandides, proteinas quinases como a PI3K. Estas
organelas podem ser biomarcadores inflamatérios e de agressividade tumoral, uma
vez que atuam no metabolismo de lipideos, sinalizacéo intracelular e em mecanismos
associados a proliferacéo e diferenciacéo celulares (Accioly et al, 2008).

N&o foram observadas diferencas significativas sobre o aumento da biogénese
de corpusculos lipidicos nas células MIN6 que receberam tratamento com estimulos
de BAT e WAT do camundongo controle, mas induziram aumento em relacdo as
células ndo estimuladas, conforme apresentado no histograma representativo da
mediana da intensidade de fluorescéncia.

As ceélulas que foram tratadas com estimulo de BAT do camundongo Adicer
apresentaram maior formacéo de corpusculos lipidicos, conforme demonstrado pelo
maior deslocamento no histograma de fluorescéncia, comparado com as células néao

estimuladas e com as células tratadas com estimulo de BAT do camundongo controle,
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conforme demonstrado na figura 19. O estimulo de WAT do camundongo Adicer
promoveu maior formacao de corpusculos lipidicos nas células MIN6, comparado com
as células ndo estimuladas e com as células que foram tratadas com estimulo de WAT

do camundongo controle, conforme apresentado na figura 19.
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Figura 19: Formacdo de corpusculos lipidicos nas células MIN6 apds
estimulo com BAT e WAT de LOX e Adicer. O histograma se refere & mediana
da intensidade de fluorescéncia de sonda Bodipy. O maior deslocamento esta
associado a maior deteccdo de corpusculos lipidicos nas células estimuladas.
Andlise realizada em software FlowJo.

5.10 Efeito dos estimulos com secrecdo derivada de BAT e WAT de
camundongos WT e ADICER sobre o perfil inflamatério de células do insulinoma

Assim como os corpusculos lipidicos podem ser marcadores de atividade
inflamatéria no tumor, hipotetizamos que os estimulos de TA, de BAT e WAT do
camundongo WT e Adicer, poderiam promover alteracdes na secrecdo de citocinas
no insulinoma. Foram avaliadas a secrecdo de TNF-a, IL-33, IL-1B3, TGF-B e
guimiocina CCL2 nas células de insulinoma, apo6s 24 e 48 h de estimulo.

A citocina IL-33 é secretada em situacdes de dano e estresse celular, embora
apresente papel dual na resposta inflamatéria, pode ativar células NK, linfécitos
TCD8+ e vias angiogénicas (Fournié, Poupot, 2018). Observamos maior secrecao
desta citocina nas células de insulinoma ap6s 24 e 48 horas do tratamento com
estimulo de BAT do camundongo controle, comparado com as células que receberam

estimulo de WAT e as néo estimuladas, conforme figura 20.
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As células que receberam estimulo de BAT do camundongo Adicer, apds 24 e
48 horas, apresentaram uma tendéncia ao aumento da secrecao de IL-33 (p=0,06),
comparado com as células que receberam estimulo de BAT do camundongo controle,
porém ndo foram estatisticamente significativas. Entretanto, as células que receberam
estimulo de WAT do camundongo Adicer ndo apresentaram secrecao aumentada de
IL-33 apods 24 horas de estimulo, mas apds 48 horas de estimulo foram detectadas
diferencas significativas na producéo desta citocina, comparado com as células que
foram tratadas com estimulo de WAT do camundongo controle, conforme apresentado

na figura 20 (a,b).
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Figura 20: Deteccao de IL-33 em células de insulinoma apds estimulo
com BAT e WAT de WT e Adicer. Em (a) se refere a deteccao de IL-33
apos 24 horas de estimulo e em (b) se refere a detec¢éo de IL-33 apds 48
horas de estimulo. Os valores de p séo representados por: p<0.05 (*),
p<0.01 (**), e p<0.001 (***).
A citocina TNF-a é um importante mediador inflamatério e da resposta imune
celular. Dentre as funcdes reguladas por esta citocina, podem ser citadas a
diferenciacao celular. A secrecéo de altas concentracdes desta citocina pode resultar

em citotoxicidade (Webster e Vucic, 2020). Avaliamos a secrecédo desta citocina pelas
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células MIN6 ap0s estimulo com os meios condicionados derivados de BAT e WAT,
se resultariam em um efeito distinto apos 24 horas e 48 horas de estimulo.
Observamos que tanto apds 24 horas, como apés 48 horas de estimulo, as células
MING6 tratadas com meio condicionado de BAT secretaram mais TNF-a, comparado
com as que receberam estimulo de WAT do camundongo controles e as nao

estimuladas, conforme demonstrado na figura 21 (a,b).
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Figura 21: Deteccéo de TNF-a nas células de insulinoma apés estimulo com
BAT e WAT de WT e Adicer. Em (a) se refere a detec¢cdo de TNF-a apos 24
horas de estimulo e em (b) se refere & detec¢do de TNF-a apos 48 horas de
estimulo. As analises estatisticas foram feitas comparando-se dois grupos entre
si, por teste T. Os valores de p sdo representados por: p<0.05 (*), p<0.01 (**), e
p<0.001 (***).

As células estimuladas com meio condicionado de BAT de camundongo Adicer
nao apresentaram diferencas quanto ao aumento da secre¢édo de TNF-a, comparado
com as células estimuladas com BAT do camundongo controle apds 24 horas, porém
a partir de 48 horas ha uma tendéncia ao aumento da secrecdo desta citocina. O
estimulo de WAT do camundongo Adicer ndo induziu aumento da secrecdo de TNF-
a, comparado ao estimulo de WAT do camundongo controle, apds 24 horas de
estimulo, porém a partir de 48 horas, observamos um aumento significativo da

producgéo desta citocina, conforme demonstrado na figura 21 (a, b).
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Avaliamos o efeito dos estimulos de BAT e WAT sobre a secrecdo da
quimiocina CCL-2 nas células de insulinoma apos 24 horas e 48 horas, uma vez que
esta quimiocina esta envolvida no recrutamento de mondcitos no sitio inflamatério e
adesdo celular. Nao foram observadas diferencas quanto a secre¢do de CCL-2 nas
células MING6 estimuladas com BAT e WAT do camundongo controle e em relacdo ao
nao estimulado apos 24 e 48 horas, conforme demonstrado na figura 22 (a, b).

N&o foram observadas diferencas quanto a maior secrecdo de CCL-2 nas
células MING6 que receberam estimulo de BAT do camundongo Adicer comparado com
as células que receberam estimulo de BAT do camundongo controle em nenhum dos
tempos analisados (24 e 48 horas). Contudo, apos 48 horas de estimulo, as células
tratadas com estimulo de WAT do camundongo Adicer apresentaram aumento na
secrecao da quimiocina CCL-2, comparado com as células que receberam estimulo

de WAT do camundongo controle conforme apresentado na figura 22 (a, b).
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Figura 22: Detecgdo de CCL2 em células de insulinoma ap6s estimulo de BAT e
WAT de WT e Adicer. Em (a) se refere a deteccdo de CCL2 apds 24 horas de estimulo
e em (b) se refere a detecgdo de CCL2 ap0Os 48 horas de estimulo. As analises
estatisticas foram feitas comparando-se dois grupos entre si, por teste T. Os valores
de p séo representados por: p<0.01 (**).
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Investigamos o efeito dos estimulos BAT e WAT sobre a secrecéo de IL-1B e
TGF-B nas células MIN6 apés 48 horas de estimulo. A citocina IL-1p tem agao pro-
inflamatéria e desempenha papel na resolucdo da resposta inflamatéria aguda e
cronica, que podem ser benéficos ao desenvolvimento tumoral (Kaneko et al, 2019).
A citocina TGF-B tem funcado anti-inflamatéria e pode regular a homeostase da
resposta imune, embora a supressédo da resposta imune por maior secrecdo desta

citocina também pode facilitar o crescimento tumoral (Batle e Massague, 2019).
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Figura 23: Deteccdo de IL-1B8 e TGFB em células de
insulinoma com os produtos derivados de BAT e WAT
de WT e Adicer. Em (a) se refere a deteccao da citocina IL-
1B apds 48 horas de estimulo e em (b) se refere a deteccéo
da citocina TGF apds 48 horas de estimulo. Os valores de
p sdo representados por: p<0.05 (*), p<0.01 (**), e p<0.001
(***).
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As células MIN6 que receberam estimulo de BAT do camundongo controle
apresentaram maior secrecao de IL-18 e TGF-, comparadas com o estimulo de WAT
de WT e em comparacdo com as células ndo estimuladas. A auséncia de Dicer no
estimulo de BAT sobre as células MIN6 ndo alteraram a secrec¢do destas citocinas
nao foram observadas alteracdes significativas na secrecdo de IL-1B e TGF-B nas
células que receberam estimulo dos produtos de secrecao de WAT Adicer em relacdo
as células ndo estimuladas, e comparadas com as células que receberam estimulo de
WAT WT.

Com o intuito de avaliarmos se a secrec¢ao de citocinas seria efeito da interacao
diferencial dos produtos de secrecdo de BAT e WAT de WT e Adicer com as células
de insulinoma e ndo provenientes do proprio estimulo, dosamos as secrec¢des de duas
citocinas: IL-18 e TNF-a ap6s 24 horas de estimulo, e dos meios condicionados

derivados de BAT e WAT do WT e Adicer, conforme demonstrado na figura 24.
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Figura 24: Comparacao da secrecao das citocinas IL-18 e TNF-a nas células de
insulinoma apés 24 horas e do meio condicionado de BAT e WAT de WT e Adicer
Observa-se que a secrecao destas citocinas é aumentada apos a interacdo dos produtos
derivados de BAT de WT e Adicer com as células de insulinoma, comparado com as
células ndo estimuladas e com os niveis detectados no meio condicionado dos tecidos
de BAT e WAT, de WT e Adicer. Os valores de p sdo representados por: p<0.05 (*),
p<0.01 (**), p<0.001 (***), p<0.0001 (****).

Observamos que a interacédo dos produtos derivados de BAT do WT e Adicer
nas células de insulinoma apresentaram maior secrecéo de IL-1, comparado com as
células ndo estimuladas. Nao foram detectados niveis aumentados de IL-18 no meio
condicionado de BAT e WAT, de WT e Adicer. Com relagdo a citocina TNF-a, a
interacdo dos produtos derivados de BAT de WT e Adicer aumentaram a secregao
desta citocina comparado com as células ndo estimuladas, e em relagdo aos niveis
detectados no meio condicionado destes tecidos. A interacdo dos produtos derivados
de WAT Adicer com as células de insulinoma também promoveu maior secrecao desta
citocina, comparado com os niveis detectados no meio condicionado de WAT do

animal Adicer.

5.11 Identificacdo e caracterizacdo de proteinas glicosiladas presentes nos
tecidos adiposos e na secrecao derivada de BAT e WAT

Os nossos dados demonstraram que apesar de serem tecidos distintos, 0s
estimulos de BAT e WAT ndo promoveram alteracfes sobre viabilidade e morte do
insulinoma, embora o estimulo de BAT apresentou maior tendéncia de induzir no
insulinoma a secrecdo aumentada de citocinas e formacao de corpusculos lipidicos.
Observamos que na auséncia de Dicer do estimulo de BAT resultou em morte celular
massiva, sobretudo indicando morte litica, resultando em fragmentacdo nuclear. O
estimulo de WAT Adicer no insulinoma induziu morte celular por apoptose,
acompanhada da alteracdo de outros parametros, tais como reducdo na quantidade
de mitocOndrias viaveis, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, formacédo de
vacuolos citoplasmaticos, e maior secrecdo dos marcadores inflamatérios como
corpusculos lipidicos e citocinas inflamatorias. O nosso questionamento foi em relacéo
a composicao dos produtos secretados por BAT e WAT, e o impacto na auséncia de

Dicer.
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Dentre as possibilidades para caracterizacdo da composicdo dos produtos
secretados pelo TA, a glicobmica € uma técnica util e sensivel na identificacdo de
moléculas-alvo, que poderiam explicar melhor o fenébmeno observado na interacdo
diferencial destes produtos secretados sobre o insulinoma. Os glicanos séo
componentes de diversos glicoconjugados, tais como as glicoproteinas,
proteoglicanos e glicolipideos. Os glicanos livres como oligossacarideos,
monossacarideos e polissacarideos também s&do encontrados em células
eucarioticas. A glicosilacao é descrita como uma modificacdo pés-translacional, que
assim como em outros processos, tais como a fosforilacdo, acetilacdo, metilacao,
ubiquitinacdo tém impacto sobre a expressdo de proteinas metabolicas e fatores
transcricionais. A reacdo de glicosilacdo € catalisada por glicosiltransferases. Os
glicanos podem ser bastante heterogéneos, e as glicosiltransferases podem estar
relacionadas a diversos glicanos, com atividades especificas na regulacdo do
metabolismo celular (Taniguchi; Kizuka, 2015).

A glicosilagédo de proteinas pode formar N e O-glicanos. Os N-glicanos sédo
caracterizados por apresentarem um atomo de nitrogénio na cadeia lateral da
asparagina ligada a acetilglucosamina. Os O-glicanos séo caracterizados por
apresentarem um atomo de oxigénio na cadeia lateral da serina ou treonina ligadas
ao N-acetilgalactosamina. Os glicanos e glicoproteinas podem interagir com
componentes do estroma tumoral, tendo efeitos sobre proliferacéo, resisténcia a morte
celular, evasao da resposta imune, inflamacéo e instabilidade genémica (Nardy et al.,
2016).

Os glicanos e padrbes atipicos de glicosilacdo foram propostos como
biomarcadores tumorais promissores, uma vez que modificacdes de proteinas
glicosiladas foram identificadas em tecidos tumorais. A glicosilacédo pode ter um papel
regulatério sobre a progressdo do cancer e metastase, bem como na transi¢ao
epitelial-mesenquimal observada em células neoplasicas. Como exemplo, na
estratégia terapéutica contra o cancer, tem sido empregada a utilizacdo da delecao
especifica de glicanos e modificacbes das cadeias de glicanos com fucose e acido
sidlico a fim de aumentar a sensibilidade de células cancerosas a acdo de drogas
antitumorais (Taniguchi; Kizuka, 2015)

As modificacdes pos-translacionais, como a glicosilagdo podem alterar o
trafego intracelular de proteinas, padroes de protedlise, interacdes entre ligante e

receptor, adeséo de matriz extracelular, reconhecimento imune, sinalizagao tumoral e
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migracao celular. Como exemplo, a reprogramacdo metabdlica de células tumorais
pode mudar a composicdo do glicoma e glicoproteoma, promovendo assim a
superexpressdo de algumas proteinas glicosiladas que facilitam o desenvolvimento
tumoral. Neste sentido, a caracterizagdo dos glicanos podem ser valiosos
biomarcadores tumorais, tanto no sitio tumoral ou em fluidos, como plasma (Peixoto
et al., 2019).

Ja foram demonstrados que a partir de materiais biolégicos, como o plasma e
em bidpsias tumorais de pacientes com cancer de colon, foi possivel a detecgéo e
caracterizacdo de padrbes alterados de N-glicanos por espectrometria de massas
(Couraetal., 2021). No entanto, ainda nao foram descritas a caracterizacao diferencial
de N-glicanos de BAT e WAT. Uma vez que o TA exerce um efeito endécrino, podendo
interferir sobre diferentes pardmetros inflamatérios e carcinogénicos, pela secrecéo
de diversos fatores, e que os N-glicanos podem facilitar as vias de progressao e
evasao da resposta imune tumoral, buscamos detectar e diferenciar N-glicanos a partir
de amostras de BAT e WAT murinos, obtidos de camundongos machos LOX.

Optamos por inicialmente caracterizar proteinas N-glicosiladas de BAT e WAT,
para que entdo pudéssemos dar continuidade com amostras de Adicer. As proteinas
totais do tecido foram extraidas apds maceracdo em nitrogénio liquido com solugéo
de acetonitrila 50% e sonicacdo a temperatura ambiente. As reacdes especificas para
obtencdo de N-glicanos compreenderam as etapas de reducdo, alquilacéo,
deglicosilacdo das glicoproteinas, purificacdo dos N-glicanos, permetilacéo,
purificacdo dos N-glicanos permetilados e a preparacdo da amostra para analise de
cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massas foi realizada. A

metodologia esta descrita em detalhes na se¢cdo de materiais e métodos.
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Figura 25: Cromatograma de ions totais de BAT em relagdo ao padrdo de N-
glicanos. Observa-se em (a) cromatograma de ions totais por LC caracteristico de
proteinas N-glicosiladas, no qual os picos detectados estdo presentes entre 0s
tempos de 5 a 8 minutos de exposi¢do, em (b) observa-se que a amostra de BAT
ndo gerou picos caracteristicos neste tempo de exposi¢cdo. O primeiro pico
identificado de 0 a 2 minutos estéa relacionado a formacgéo de clusters com acetato

6 8 10 12 14 16 18

Tempo (min)

de sédio, porém néo esté relacionado a identidade de N-glicanos.

78



79

a) Cromatograma de ions totais caracteristico
de N-glicanos
m/z
a 00 . T
6x10" - mm ! e
© Qs ot ! T
g 5x10” - o) ¥ . 'Y i d
- (] ] n YL o N
Tl .‘ I o [ I .
% 4x10 Qi’ | : I\: : B q‘p
S 3x10'- - ,’ Ty = o
- ) ! v , <
2 2x10" - L
. "
c 1x10° B / \\ P
— . , 1! =% N PR s
O ity T = 1
6 10
I . Tempo (min
. N-Acetilglicosamina po ( )
Galactose
. Manose
A Fucose
Acido Sidlico
b) Cromatograma de ions totais WAT
‘f-‘f 1x10°
= 8x10'-
5 6x10"
% 4}(10?_, *
I 2):10?-‘ ‘
: 0 T 1
Q - g T T T T T 1
= 0 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (min)

Figura 26: Cromatograma de ions totais de WAT em relac&o ao padréo de N-

glicanos. Observa-se em (a) cromatograma de ions totais por LC

caracteristico de

proteinas N-glicosiladas, no qual os picos detectados estdo presentes entre o0s

tempos de 5 a 8 minutos de exposicdo, em (b) observa-se que a

amostra de BAT

ndo gerou picos caracteristicos neste tempo de exposicdo. O primeiro pico
identificado de 0 a 2 minutos estéa relacionado a formacgéo de clusters com acetato

de sédio, porém néo esté relacionado a identidade de N-glicanos.
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As metodologias descritas de maior sucesso na literatura para isolamento e
caracterizacdo de N-glicanos foram realizadas a partir de amostras de plasma ou do
proprio tumor. Sendo assim, uma perspectiva futura seria avaliar a presenca de N-
glicanos no meio condicionado de BAT e WAT, e caso gere resultados satisfatorios,
avaliar o impacto na auséncia de miRNAs sobre a composicao de N-glicanos em BAT
e WAT, de camundongo Adicer, uma vez que os miRNAs podem regular a biossintese
de glicanos, incluindo N-glicanos e O-glicanos, através do silenciamento de genes-
alvos da glicosilacao (Sovran et al, 2011; Kasper, Koppolu, Mahal, 2014; Agrawal et
al, 2014;)

As amostras de BAT e WAT analisadas para identificacdo de grupos de N-
glicanos nao resultaram em picos de deteccdo caracteristicos, conforme andlise
comparativa realizada por software GRITS Tollbox 1.2. Uma de nossas hipoteses é
gue pela prépria composicao de BAT e WAT, ambos altamente ricos em acidos graxos
possam ter interferido em uma das etapas de purificacdo dos N-glicanos ou pelo
impacto na massa mensurada das amostras, demonstrando que em relacéo a grande
abundancia de acidos graxos, o teor proteico extraido pode ser baixo em relacdo a

massa total.
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b) Andlise de espectrometria de massas de BAT
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Figura 27: Andlise de espectrometria de massas com picos descritos de BAT.
Em (a) esta representado o cromatograma de ions totais, com destaque para o pico
detectado no tempo de exposicdo de 0 a 2 minutos. Em (b) esta representada a
anélise de espectrometria de massas de BAT, e assim como WAT apresentaram
perfil semelhante no cromatograma total. A relagdo massa/carga é descrita, com
picos que variaram de 702.86 a 1377,70, referentes a formacdo de clusters de
acetato de sédio, embora ndo sejam relacionados a N-glicanos.
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6.0 Discussao

A correlacdo entre TA e agressividade no insulinoma ainda € desconhecida,
embora o risco de cancer pancreatico esteja aumentado na presenca de alteracdes
da plasticidade do TA, como exemplo na obesidade, caracterizada pela hipertrofia e
hiperplasia dos adipdcitos com acentuado dano inflamatério (Li et al, 2018). O TA
contribui para o desenvolvimento tumoral, por mecanismos relacionados as alteragcfes
metabolicas que favorecem o crescimento do tumor, tais como a interacdo dos
adipécitos e os componentes da fracdo vascular estromal com as células tumorais,
recrutamento imunolégico, modulacdo do perfil inflamatério, ativacdo de vias
angiogénicas, fornecimento de substrato energético, como acidos graxos livres, além
da migracdo de células-tronco derivadas do TA para o sitio tumoral (Lengyel et al,
2018). Os acidos graxos secretados pelo TA podem induzir lipotoxicidade e alterar
funcao das ilhotas pancreéticas, sobretudo em células beta (Eguchi et al, 2012).

Neste trabalho focamos inicialmente em investigar se os produtos derivados de
BAT e WAT apresentariam efeitos distintos no insulinoma, considerando que estes
tecidos séo distintos em relacdo a composicéo, funcéo e atividade metabdlica. Nao
foram observadas diferencas significativas entre BAT e WAT quanto aos parametros
de viabilidade, morte, ciclo celular e danos mitocondriais. Esperavamos que BAT
reduzisse a viabilidade no insulinoma, uma vez que representa um promissor alvo
terapéutico contra doencas metabdlicas, tais como obesidade e diabetes tipo 2. O
potencial efeito antitumoral de BAT ainda € desconhecido, embora haja indicios que
a diferenciacdo de adipdcitos brancos em marrons aumente a expressdo de genes
antitumorais, como PTEN, que regula vias de proliferagcdo de crescimento celular
(Ortega Molina et al, 2012), porém no insulinoma nao foram observadas diferencas.

Os miRNAs regulam adipogénese, diferenciacdo do adipécito, recrutamento
imunoldgico, remodelamento vascular e perfil inflamatério. Esperavamos que na
auséncia de Dicer em BAT e WAT, com resultante auséncia de miRNAS derivados
destes tecidos, promoveria alteracdes importantes na interagdo com o insulinoma,
porém desconheciamos se beneficiariam ou ndo o desenvolvimento das células
tumorais quanto aos parametros carcinogénicos e inflamatorios avaliados. O estimulo
de WAT Adicer poderia estar associado a morte celular por apoptose, hipotese
reforcada também pela andlise de MET, no qual apresentou maior formacao de

vacuolos citoplasmaéticos.
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Associado a este efeito, analisamos quantidade de mitocondrias e funcao
mitocondrial no insulinoma. As mitocdndrias regulam o metabolismo energético, e 0s
mMiRNAs derivados do TA podem promover alteragées sobre a plasticidade do TA e
metabolismo lipidico. A mitocondria gera ATP pela cadeia transportadora de elétrons.
Embora todos os estimulos de TA tenham aumento o consumo de oxigénio pelo
complexo Il, apenas as células estimuladas com WAT Adicer apresentaram associado
a este efeito alteragbes em outros parametros, tais como a respiragdo basal e a
capacidade respiratéria maxima, demonstrando que os produtos de secrecao deste
tecido podem sobrecarregar a atividade mitocondrial a tal ponto de demandar maior
consumo de oxigénio, sugerindo uma progressiva perda da funcéo mitocondrial.

Observamos por respirometria de alta resolugdo que as células de insulinoma
quando estimuladas com os produtos secretados derivados de WAT Adicer
apresentaram além do aumento da respiracdo basal e da capacidade maxima
respiratoria, maior atividade via complexo Il da cadeia transportadora de elétrons. O
complexo Il € um componente do ciclo de Krebs e da cadeia respiratoria. Este
complexo é formado principalmente pela desidrogenase do succinato, a Unica enzima
do ciclo de Krebs presente na membrana interna da mitocondria. Possui quatro
subunidades, contendo 2 proteinas com grupos ferro/enxofre, e uma delas ligadas ao
FAD. O complexo Il oxida o intermediario succinato e forma o fumarato, através da
transferéncia de elétrons do succinato para FAD, que resulta ao final na reducao de
uma molécula de ubiquinona (coenzima Q10) para ubiquinol (Liesa, Shirihai, 2013).

O complexo Il € um componente tanto do ciclo de Krebs quanto da cadeia
transportadora de elétrons. As alteracbes no complexo Il podem comprometer a
manutencdo da homeostase energética. Dados recentes demonstram que este
complexo é de fundamental importancia na producédo de ROS, e este complexo pode
ser util na inducdo ou supressao da morte celular, a depender do tumor (Bandara,
Drake, Brown, 2021).

O trabalho de Barlow e colaboradores (2012) demonstrou que a rapamicina na
concentracédo de 200 nmol/mL induziu perda de funcéo de células beta pancreéticas
e em ilhotas de Langerhans, com inibigcdo dos complexos mTORC1 e mTORC2, mais
pronunciado em estimulos tardios, como 72 horas. Os nossos dados demonstraram
que embora na concentracdo de 100 nmol/mL de rapamicina em 24 horas de estimulo
nao tenha resultado em alteracdes da viabilidade celular do insulinoma, conforme

demonstrado em trabalhos anteriores com células beta-pancreaticas, o co-estimulo
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de rapamicina com os produtos de secrecdo de WAT Adicer possa contribuir na
reducao da viabilidade celular do insulinoma.

Uma de nossas hipéteses que poderia explicar o efeito observado do estimulo
de WAT Adicer com a rapamicina sobre a redugao da viabilidade celular se baseia na
atividade atipica descrita da via mMTOR no WAT de camundongo Adicer. Reis e
colaboradores (2016) demonstraram que a auséncia de Dicer no TA resultou em
desregulacdo do complexo mTORC1 quando submetido a diferentes dietas. No
camundongo Adicer os niveis de BCAA (aminoacidos de cadeia ramificada) estao
aumentados, o que promove desregulacdo de mTORC1, e sobre a fosforilagcdo de S6
guinase e IRS1, comprometendo a sensibilidade a insulina. O TA é uma das fontes
mais ricas de BCAA, e nos camundongos Adicer, houve aumento destes. O
metabolismo de BCAA pode favorecer o acumulo de metabdlitos toxicos no TA.

O complexo mTORC1 pode ser ativado por fatores de crescimento, insulina e
aminoéacidos. Consistente com os dados in vivo que demonstraram que 0s niveis de
aminoacidos ramificados provenientes do TA estdo aumentados na auséncia de Dicer,
hipotetizamos que estes mesmos aminoacidos estejam presentes nos produtos de
secrecdo de WAT Adicer, o que poderia estar associado aos efeitos observados de
sobrecarga mitocondrial, particularmente em WAT. As células tumorais adquirem
plasticidade metabdlica, de tal forma a garantir sua sobrevivéncia, mas uma vez que
0os mMIRNAS podem ser oncogenes, a auséncia destes miRNAs em WAT podem ser
fundamentais na interacao in vitro entre TA e insulinoma.

Os parametros de proliferacdo e sobrevivéncia tumoral requerem constantes
adaptacdes do metabolismo energético, de tal forma que assegurem a alta demanda
nutricional do tumor. Como exemplo desta adaptacdo energética, o efeito Warburg,
no qual ha a maior captacao de glicose e producédo de lactato na presenca de oxigénio.
O efeito Warburg pode resultar diretamente do dano mitocondrial, embora as
mitocondrias de células tumorais possam contornar este empecilno a obtencgéo
energética, mantendo sua funcéo, a fim de garantir a sobrevivéncia do tumor. A
transcricdo de genes metabdlicos, tais como PGC-1a e HIF-1a podem ser controlados
pela atividade de mTORCL1 (Lopez et al., 2019).

Dados da literatura reportam que a exposi¢cdo crbnica de glicose e &cidos
graxos livres poderiam resultar em perda da funcéo de células beta pancreaticas. O
TA € uma fonte rica de acidos graxos. Nossos dados demonstraram que 0 meio

condicionado de WAT e BAT n&o promoveram alteracdes distintas sobre parametros
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carcinogénicos e inflamatorios no insulinoma, no entanto na auséncia de miRNAs em
WAT, os efeitos sobre estes parametros foram mais pronunciados.

Com relagdo a danos inflamatérios promovidos pelos estimulos de TA, a
andlise da biogénese de corpusculos lipidico pode correlacionar a maior atividade
inflamatoria com a progressao tumoral. As células de insulinoma estimuladas com
meio condicionado de BAT apresentaram maior formacdo de corpusculos lipidicos,
comparado com as células estimuladas com meio condicionado de WAT e com as
células ndo estimuladas. Na auséncia de Dicer no estimulo de BAT também foi
observado aumento da biogénese de corpusculos lipidicos no insulinoma.
Hipotetizamos que defeitos nas vias de lipogénese e lipdlise, normalmente regulados
pelos miRNAs do TA (Miroslava et al., 2016), sobretudo na auséncia destes no TA,
poderia induzir estresse oxidativo e morte celular, confirmado também pelo aumento
da biogénese de corpusculos em células de insulinoma estimuladas com produtos de
WAT Adicer.

A inflamacdo aumenta o risco carcinogénico (Grivennikov, Karin, 2010),
enquanto a formacao de ROS pode causar dano ao DNA, mutac¢des, oxidacao lipidica,
disfuncé@o mitocondrial (Sies, Jones, 2020). A formacao de ROS tem um efeito dual na
progressdo tumoral, ao ativar vias de sobrevivéncia celular, crescimento endotelial
vascular, adaptacao a hipoxia e induzir estresse oxidativo nas células tumorais, o que
culminaria com a morte celular (Aggarwal et al, 2019). O perfil de secre¢cao de
citocinas inflamatérias no insulinoma demonstrou que o estimulo de WAT Adicer
poderia promover estresse oxidativo e inflamacdo resultantes da disfuncao
mitocondrial. As espécies reativas sdo produtos mitocondriais gerados na sintese de
ATP e do fluxo de elétrons da cadeia transportadora. Acidos graxos e glicose podem
ter um efeito nocivo sobre a funcéo mitocondrial, sendo assim aumentando a producéo
de espécies reativas, e estas espécies oxidam macromoléculas, o que pode provocar
perturbacdes da homeostase celular e associados a patologias como diabetes e
cancer (Gupta et al., 2012). Sabe-se que dentre os produtos secretados pelo TA, ha
uma alta concentracao de acidos graxos, logo, a abundancia destes poderia mediar a
formacado de ROS. Contudo, os demais estimulos também apresentam acidos graxos,
logo pode ser que a auséncia dos miRNAs em WAT resulte em maior impacto sobre
o0 metabolismo lipidico do TA.

A auséncia de Dicer no estimulo de BAT néo induziu a secregéo diferencial de

mediadores inflamatérios no insulinoma, comparado ao estimulo de BAT do
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camundongo controle. Entretanto, a auséncia de Dicer no estimulo de WAT contribuiu
para aumentar a resposta inflamatoria, conforme observado pela maior secrecao das
citocinas TNF-q, IL-33, e quimiocina CCL2, sugerindo um sinal de dano decorrente
deste estimulo no insulinoma. O camundongo Adicer pode desenvolver alteracdes
morfolégicas no BAT interescapular, demonstrado pela hipertrofia do tecido e
branqueamento, caracteristico de WAT.

Dados preliminares demonstraram que estas alteragbes em BAT podem ser
reproduzidas in vitro, pela alteracdo da expressdo dos miRNAS-365, miRNA-345 e
miR-362 (Mori et al., 2014). A estas modificacbes do BAT podem ser atribuidas a
diferenciacédo do adipdcito, a formacéo de CLS (do inglés crown-like structures), que
sdo macrofagos que circundam adipdcitos em necrose, aumentam a inflamacao do
tecido. A auséncia de miRNAs no TA poderia impactar diretamente sobre a
composicao e perfil dos produtos secretados por BAT, desta forma, como visto no
insulinoma, o estimulo contendo os produtos de secrecdo de BAT na auséncia de
Dicer provocaram morte massiva no insulinoma.

Dados preliminares ainda nao publicados por colaboradores (Rocha e Mori,
2020) caracterizaram por lipidémica os produtos secretados por adipécitos brancos
na auséncia de Dicer. Dentre os dados reportados, foi encontrado aumento da
secrecdo de acidos graxos saturados e triacilglicerdéis. A alta concentracdo de acidos
graxos saturados poderia ser o gatilho para induzir lipotoxicidade nas células de
insulinoma, conforme verificado no aumento de morte celular, disfungcdo mitocondrial,
estresse oxidativo e inflamacdo. Como perspectivas de caracterizacdo dos produtos
secretados pelo tecido, buscamos por analise de glicbmica identificar proteinas N-
glicosiladas, mas nossos resultados nao geraram picos de identificacdo
caracteristicos de padréo de N-glicosilagéao.

Os miRNAs derivados do TA tém um papel-chave na regulacdo da homeostase
metabdlica e no possivel crosstalk com outros 6rgaos. No envelhecimento, por
exemplo, ha reducdo da expressdo de Dicer no TA, possivelmente como
consequéncia do dano celular a longo prazo e alteragcdes metabdlicas (Mori et al,
2012), que impactam sobre a biogénese e processamento de miRNAs. A reducao
global da abundancia de miRNAs no envelhecimento também pode resultar do maior

estresse celular por danos oxidativos (Emde, Hornstein, 2014).
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O declinio de Dicer e a supressdao dos miRNAs no TA poderiam estar
associados a outros fenbmenos observados no processo de envelhecimento, tais
como os riscos aumentados do desenvolvimento de doencas metabdlicas como a
dislipidemia, diabetes tipo 2 e obesidade (Fernandez et al., 2021). A disfungéo
mitocondrial (Haas, 2019; Chistiakov et al., 2014), a reducdo da sensibilidade a
insulina, a intolerancia a glicose (Shou et al., 2020), a alteracdo e perda de funcéo das
células beta pancreéticas (Tata, 2014), alteracdes da composicdo do TA e maior
acumulo lipidico, além da redistribuicdo de lipideos dos depdsitos subcutaneos para
os viscerais (Mancuso e Bouchard, 2019), poderiam ser decorrentes da supressao
dos miRNAs do TA no envelhecimento. As células MIN-6 sdo uma linhagem tumoral
beta-pancreética util no estudo de outras disfun¢cdes metabdlicas, como a diabetes
tipo 2, uma vez que pode secretar insulina (Miyazaki et al., 2021).
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7.0 Concluséo

e Os produtos derivados de BAT e WAT do camundongo WT ndo promoveram
alteracdes distintas sobre o perfil de viabilidade, morte e ciclo celular no insulinoma

e Os produtos derivados de BAT e WAT do camundongo WT nao demonstraram
efeitos distintos sobre a via de sinalizagdo mTOR no insulinoma

e Os produtos derivados de BAT e WAT do camundongo WT né&o resultaram em
efeitos distintos sobre quantidade de mitocéndrias viaveis, funcdo mitocondrial e
estresse oxidativo

e Os produtos derivados de BAT do camundongo WT resultaram em aumento de
citocinas pro-inflamatérias e aumento de biogénese de corpusculos lipidicos em
comparacao com os produtos derivados de WAT do camundongo WT no insulinoma,
mas ndo acompanhado de outros efeitos

e Os produtos derivados de BAT de camundongo Adicer promoveram declinio da
viabilidade celular do insulinoma, por inducédo de morte litica e fragmentacéo nuclear
no insulinoma

e Os produtos derivados de BAT de camundongo Adicer diminuiram a
quantidade de mitocéndrias viaveis no insulinoma, porém nao alteraram a producao
de ROS e nem de parametros associados a fun¢édo mitocondrial no insulinoma

e Os produtos derivados de BAT de camundongo Adicer promoveram aumento
da biogénese de corpusculos lipidicos no insulinoma, mas nao alteraram o perfil de
secrecdo de citocinas inflamatdrias no insulinoma

e Os produtos derivados de WAT de camundongo Adicer reduziram a viabilidade
celular e induziram morte celular por apoptose no insulinoma

e Os produtos derivados de WAT de camundongo Adicer aumentaram a
formacao de vacuolos citoplasmaticos no insulinoma

e Os produtos derivados de WAT de camundongo Adicer em associacdo com
inibidor da via mTOR potencializaram o efeito sobre reducéo da viabilidade celular no
insulinoma

e Os produtos derivados de WAT de camundongo Adicer reduziram a quantidade
de mitocondrias viaveis, alteraram parametros relacionados a fungdo mitocondrial e

induziram a formagao de ROS no insulinoma



89

e Os produtos derivados de WAT de camundongo Adicer aumentaram a
biogénese de corpusculos lipidicos e secrecdo de citocinas inflamatérias no
insulinoma

¢ Nao foram identificadas espécies caracteristicas de proteinas N-glicosiladas
em amostras de BAT e WAT.

Em suma neste trabalho enfocamos na capacidade regulatéria enddécrina do
TA pela secrecdo de diversos fatores, e sobretudo um possivel crosstalk do TA e o
insulinoma. Dentre estes fatores secretados os miRNAs, cuja auséncia em WAT
induziu morte associada a disfuncao mitocondrial, estresse oxidativo e inflamacao. E
por fim, nosso trabalho abre a perspectiva da caracterizacéo dos produtos secretados
pelo WAT, tendo por enfoque a selecdo de miRNAs derivados do TA, como possiveis
alvos farmacolégicos no tratamento do insulinoma e outros disturbios metabdlicos
como a diabetes, no qual também é observada perda de funcdo de células beta

pancreaticas, com comprometimento na secrec¢ao de insulina.
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Figura 28: Efeito diferencial dos produtos de BAT e WAT Adicer em células MING6. Nesta figura de
concluséo do trabalho, observa-se acima o BAT e WAT extraidos da regi&o interescapular e gonadal
de camundongos Adicer. Nota-se lipodistrofia do WAT gonadal e hipertrofia de BAT, com acumulo de
adipdcitos brancos mesclados. Nestes camundongos o gene Dicer esté silenciado, o que resulta no
bloqueio da biogénese de miRNAs, ou seja, auséncia de miRNAs em BAT e WAT. Os produtos de
secrecdo de BAT (em marrom) e WAT (em amarelo) séo liberados dos tecidos. Estes produtos de
secrecdo foram utilizados para estimular células MING, e os efeitos resultantes sdo apresentados. Na
célula MING6, o estimulo de BAT Adicer promoveu fragmentagdo do DNA, morte litica, conforme
apresentado no canto inferior esquerdo. Nas células MING, o estimulo de WAT Adicer resultou em
varios distUrbios, como exemplo a sobrecarga mitocondrial, decorrente do aumento do consumo de
oxigénio de oxigénio, e atividade aumentada do complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, com
maior formacéo de ROS e secrecao de citocinas inflamatorias. Foi observado o aumento da formacao
de vacuolos citoplasmaticos. Em conjunto estes danos promoveram morte celular por apoptose. Fonte:
préprio autor. Figura criada com licenca e direito de publicacéo pela BioRender.com.
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Cbesity s a multifactoral and complex conddion that is characterized by abnoma and
excessive white adipose tissue accumuation, wiich can lead to the davelopment of
metabolc dseasas, such as type 2 dabetes melitus, nonalcoholic fatty liver dsease,
cardiovascular diseasas, and several types of cancer. Obesly is characterized by
excessive adipose tissue accumuiation and associated with alterations in immunity,
dsplaying a chronic low-grads inflammation profile. Adiposs tissue s a dyramic and
complax endocring argan compoesed not only by adipocytes, but severd immunaiogical
cals, which can saecrate hommones, cytokines and many other factors capable of reguiating
metabolic homeostasis and saveral critical biclogical pathways. Remarkably, adipose tissue is
a maor source of crouating microRNAs (miRNAS), recently descnbed as a novd form of
differantiation and have been identified with an essential role in obasity-associated
inflarmmation, insuin resistance, and tumor microervironment. During cbesty, adipose
tssue can completely change the profie of the secrated miRNAs, influancng circuating
miRNAs and impacting the development of diferent pathological conditions, such as cbesity,
metabolic syndrome, and cancer. In this review, we discuss how miBNAs can act as
epiganetic regulators affiecting adipogenasis, adipocyte differentiation, lipid meatabolism,
browning of the white adipose tissus, glucose homeostasis, and insulin resistancs,
impacting deeply cbasity and metabalic diseases. Mareover, we characterize how miRNAs
can often act as oncoganic and tumar supprassor maiecules, significantly moduiating cancer
establshment and prograssion. Furthermore, we highlight in this manuscnrpt how adipese
tssue-derved miRNAs can function as important new therapeutic targats.
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Abstract: Obesity is characterized by chronic and low-grade systemic inflammation, an increase of
adipose tissue, hypertrophy, and hyvperplasia of adipocytes. Adipose tissues can be classified into
white, brown, beige and pink adipose tissues, which display different regulatory, morphological and
functional characteristics of their adipocyte and immune cells. Brown and white adipocytes can play a
key role not only in the control of energy homeostasis, or through the balance between energy storage
and expenditure, but also by the modulation of immune and inflaimmatory responses. Therefore,
brown and white adipocytes can orchestrate important immunological crosstalk that may deeply
impact the lumor microenvironment and be crucial for cancer establishment and progression. Recent
works have indicated that white adipose tissues can undergo a process called browning, in which
an inducible brown adipocyte develops. In this review, we depict the mechanisms involved in the
differential role of brown, white and pink adipocytes, highlighting their structural, morphological,
regulatory and functional characteristics and correlation with cancer predisposition, establishrment,
and progression. We also discuss the impact of the increased adiposity in the inflammatory and
immunological modulation. Moreover, we focused on the plasticity of adipocytes, describing the
molecules produced and secreted by those cells, the modulation of the signaling pathways involved
in the browning phenomena of white adipose tissue and its impact on inflammation and cancer.

Keywords: brown adipose tissue; white adipose tissue; pink adipose tissue; browning: cancer
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ABSTRACT

Obesity is associated with increased risk and aggressiveness of many types of cancer. Women
with ohesity and breast cancer are more likely to be diagnosed with larger and higher-grade
tumars and have higher incidence of metastases than lean indwviduals. Increasing evidence
indicates that obesity includes systemic, chroaic low-grade inflammation, and thar adipose
rissse can act s an important endocrine site, secreting a wariety of substances that may
regulate inflammaiion, immune response, and cancer predisposition. Obesity-associabed
inflammation appears to be initially mediated by macrophage infiltration into adipose tissze.
Macrophages can surround damaged or necrotic adipocytes, forming “crown-like® structures
{CLS]. CLS are increased in hreast adipose tissue from breast cancer patienes and are miore
abundant in patients with obesity conditions. Moreover, the CLS index-ratio from indiaduals
with ohesity seems to influence breast cancer recarrence rates and survival_ In this review, we
dizrass the most recent cellalar and molecular mechanisms iovolved i CLS establishment
in the white adipose tissue of women with obesity and their implications for breast cancer
bislogy. We alse explain how CLS influence the tumaor microenwironment and affect breast
cancer behavior. Targeting breast adipose tissue CLS can be a crucial therapeutic tool in
cancer treatment, especially in patients with obesity.

Keywords: Adipocytes; Adipose rissoe; Breast neoplasms; Macrophages; Obesiry

INTRODUCTION

Orverweight and obesity are major risk factors for cancer and chronic dissases such as
diabetes, insulin resistance, and cardiovascular disease [1]. These conditions are carrenthy
on the rise in low- and middle-income countries. Obesity i characterized by an excessive




