N

Universidade de Brasilia — UnB
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - 1B

Programa de Pos-Graduacao em Biologia Molecular

Analise dos efeitos de acidos graxos em parametros carcinogénicos e no
metabolismo lipidico de células de adenocarcinoma pancreatico

Ramon Buson Lima Paiva

Brasilia, 2025



N

Universidade de Brasilia — UnB
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - 1B

Programa de P6s-Graduaciao em Biologia Molecular

Ramon Buson Lima Paiva

Analise dos efeitos de acidos graxos em parametros carcinogénicos e no
metabolismo lipidico de células de adenocarcinoma pancreatico

Dissertagao apresentada ao Programa
de Pos-graduagdo em Biologia
Molecular, como requisito para
obtencao do titulo de Mestre em
Biologia Molecular.

Orientadora: Profa. Dra. Kelly Grace Magalhaes

Brasilia, 2025



Ficha catalografica elaborada automaticamente, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)



Ramon Buson Lima Paiva

Analise dos efeitos do estimulo de acidos graxos em parametros carcinogénicos e

no metabolismo lipidico de células de adenocarcinoma pancreatico

Data:10/03/2025
Dr.(a) Sonia Nair Bao, UnB

Examinador(a) Interno(a)

Dr.(a) Patricia Borges Botelho Gamba, UNICAMP

Examinador(a) Externo(a) a Instituicao

Dr.(a) Paula Maria Quaglio Bellozi, UnB

Suplente

Dr.(a) Kelly Grace Magalhaes, UnB

Presidente

Ramon Buson Lima Paiva

Mestrando



Agradecimentos

Agradeco a minha familia, em primeiro lugar ao meu pai, Flavio, por ser a minha
maior inspiragdo desde crianca e principal motivo para eu ter me dedicado para a
realizagdo desse trabalho. Agradego por ter me criado, dado todo o suporte, carinho,
atengdo e tempo que vocé pdde, me amando até seus ultimos momentos. Sua luta contra
essa injusta doenga era praticamente impossivel desde o inicio, mas vocé nunca desistiu
mesmo assim. O resultado final ndo foi favoravel ao senhor, mas todos os seus feitos em
vida e as pessoas que vocé zelou e inspirou continuam aqui para dar seguimento a sua

historia, esse trabalho é dedicado a vocé.

Agradego a minha mae, Valeska, por seu amor incondicional, por ter me apoiado
todos os dias da minha vida sem excecdes, ter me feito a pessoa que sou hoje sempre me
guiando pelo caminho correto e sempre dando o seu melhor, vocé perseverou e continuou
cuidando da nossa familia mesmo no nosso momento de maior dor. Agrade¢o a minha
querida irmé, Erika, que também foi importante para moldar quem eu sou, sempre me
acolheu e me ajudou, ¢ a pessoa que me mostrou os caminhos pelos quais a biologia

poderia me levar, sua determinagdo e sua garra também sempre vao ser minha inspiracao.

Agradego a minha orientadora e professora Kelly, minha maior inspiragao
cientifica e a base que permitiu a realizagdo de todo esse projeto. Agradego por ter me
acolhido em seu laboratorio, me orientado com todo o seu conhecimento, me encorajando
incontaveis vezes quando eu mesmo nao acreditei em mim. Ser orientado por vocé ¢ um
privilégio, além de competente vocé ¢ humana e criou uma segunda familia para todos os

integrantes deste laboratorio.

Agradeco a todos os membros atuais e prévios do laboratério de imunologia e
inflamacdo (LIMI). Em especial, agradeco ao meu filho cientifico Nicolas, meu
companheiro em boa parte dessa jornada, obrigado por trilhar esse caminho comigo. Ao
Calixto, meu amigo desde o inicio da graduagdo e parceiro para toda situagdo. A Sarah,
que também se aventura pelo caminho do cancer de pancreas, agradeco por todas as dicas,
suporte e alegria. A Heloisa, Debora, Luana, Gabriel Pasquareli, Raquel, Rafael, Gaby,
Igor, Sabrina, Gabriel Ribeiro, Gabriel Araujo, Livia, Milena, Julia, Fernanda, Clarissa,
Nathalia, Mickaella, Jader, Lais, Maria Heloisa, Isabela, Rafaela e Augusto, agradego por

também terem me acolhido, pelo apoio, momentos de descontragdo e trocas cientificas.



Agradeco aos amigos Felipe e Marina assim como ao professor Marcelo do laboratorio
GPRO. Agradeco também ao técnico Chiquinho que ajuda a todos a resolver qualquer

situagdo, por sempre ser solicito e por todo o seu bom humor contagiante.

Agradeco a Universidade de Brasilia, em especial ao programa de Pos-graduacao
em Biologia Molecular por possibilitar que este projeto fosse realizado. Agradego
também as agéncias de fomento, CNPq, CAPES, FAPDF e PEW que fomentaram este

projeto assim como a estrutura disponivel no nosso laboratorio e na universidade.



RESUMO

O adenocarcinoma pancreatico ¢ o cancer mais comum do pancreas. Por possuir
um processo de carcinogénese silencioso, de dificil deteccdo e tratamento em estagios
avancados, ¢ uma das neoplasias altamente letal e com curto tempo de sobrevida. A dieta
possui relevancia clinica para a saude dos pacientes pois pode modular parametros
energéticos, oxidativos e inflamatorios, impactando processos fisiologicos e patologicos.
Os acidos graxos sdo moléculas que podem ser obtidas pela dieta e que influenciam
diversos parametros tumorais como sobrevivéncia, proliferacdo, metabolismo energético,
migragdo e resposta ao estresse. Dentre os acidos graxos, o acido palmitico (PA) ¢
encontrado em 6leos, gorduras e em grande quantidade em ultraprocessados. A literatura
apresenta resultados variados do PA no contexto tumoral, demonstrando a necessidade da
validacao do seu efeito em cenarios como o adenocarcinoma pancreatico. Outro acido
graxo importante € o acido docosaexaenoico (DHA), que ¢ encontrado em o6leos de
peixes, e esta associado a beneficios a satde. J& foi demonstrado que o DHA exerce
citotoxicidade seletiva em alguns tipos tumorais, contudo, os seus efeitos no
adenocarcinoma pancreatico ainda ndo foram totalmente elucidados. Dessa forma, este
estudo propde-se a analisar os efeitos dos acidos palmitico e docosaexaenoico na
modulacdo de parametros carcinogénicos de células MIA PaCa-2 de adenocarcinoma
pancreatico humano in vitro. Para isso, células MIA PaCa-2 foram estimuladas com as
concentragdes 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA por
diferentes periodos. Foram avaliados parametros carcinogénicos e mecanismos de morte
como viabilidade, proliferacao, biogénese de corpusculos lipidicos, perfil de secre¢ao de
citocinas, geracdo de espécies reativas (ROS) e a abundancia mitocondrial. Nossos
resultados demonstram que o PA ndo ¢ citotoxico para as células MIA PaCa-2, mas
aumenta a biogénese de corpusculos lipidicos e modula o seu perfil de secrecdo de
citocinas, o que pode impactar o microambiente tumoral. Também demonstramos que o
DHA induziu toxicidade celular dependente da inducao de espécies reativas, resultando
na despolarizagdo da mitocondria, reducdo da capacidade proliferativa das células e
apoptose. Este estudo destaca o efeito tumoral promissor do acido docosaexaenoico in
vitro, reforgando sua importancia biomédica e seu potencial adjuvante no tratamento do

cancer de pancreas.

Palavras-chave: Adenocarcinoma pancredtico, Acido palmitico, Acido

docosaexaenoico, Efeito antitumoral.



ABSTRACT

Pancreatic adenocarcinoma is the most common pancreatic cancer. Due to its
silent carcinogenesis process, which is difficult to detect and treat with advanced
innovations, it is one of the most lethal neoplasms with a short survival time. Diet has
clinical relevance for patients' health because it can modulate energy, oxidative and
inflammatory parameters, impacting physiological and pathological processes. Fatty
acids are molecules that can be obtained through diet and that influence several tumor
parameters such as survival, energy metabolism, migration and response to stress. Among
fatty acids, palmitic acid (PA) is found in oils, fats and in large quantities in ultra-
processed foods. The literature presents varied results of PA in the tumor context,
demonstrating the need to validate its effect in scenarios such as pancreatic
adenocarcinoma. Another important fatty acid is docosahexaenoic acid (DHA), which is
found in fish oils and is associated with health benefits. It has been demonstrated that
DHA exerts selective cytotoxicity in some tumor types; however, its effects on pancreatic
adenocarcinoma have not yet been fully elucidated. Therefore, this study aims to analyze
the effects of palmitic and docosahexaenoic acids in the modulation of carcinogenic
parameters of MIA PaCa-2 human pancreatic adenocarcinoma cells in vitro. For this
purpose, MIA PaCa-2 cells were stimulated with 50 uM and 200 uM PA, as well as 25
uM and 50 uM DHA for different periods. Carcinogenic parameters and death
mechanisms such as viability, proliferation, lipid body biogenesis, cytokine secretion
profile, reactive species (ROS) generation and mitochondrial abundance were evaluated.
Our results demonstrate that PA is not cytotoxic to MIA PaCa-2 cells, but increases lipid
body biogenesis and modulates their cytokine secretion profile, which may impact the
tumor microenvironment. We also demonstrated that DHA-induced cellular toxicity
depends on the induction of reactive species, resulting in mitochondrial depolarization,
reduced proliferative capacity of cells and apoptosis. This study highlights the promising
tumorigenic effect of docosahexaenoic acid in vitro, reinforcing its biomedical
importance and its adjuvant potential in the treatment of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic adenocarcinoma, Palmitic acid, Docosahexaenoic acid, Antitumor
effect.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer é um conjunto de doencgas derivadas do acumulo de mutacdes genéticas
no DNA (Acido desoxirribonucleico), causando alteragdes no funcionamento celular
(HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas alteragdes resultam na

disfuncdo da homeostase, de forma a caracterizar os hallmarks tumorais (Figura 1).

Manutengéo do sinal Evasdo de supressores
proliferativo de crescimento

Reprogramagio
Desbloqueio de plasticidade epigenética
fenotipica

Desregulagdo do
metabolismo
celular

Evasdo de destruicdo
imunolégica

Resisténcia a

morte celular Habilitagdo de imortalidade

replicativa

2, O
Instabilidade (@

gendmica

Inflamag&o promotora
de tumor

&

" Microbiomas
Células AR
polimérficos
senescentes

IndugSo de Ativacdo de invasdo e
angiogenese formagdo de metdstases

Figura 1 - Hallmarks do cancer. Caracteristicas ¢ marcadores do cancer incluem a
evasdo dos mecanismos de supressdo do crescimento celular, escape da resposta imune,
imortalizacdo, inflamagdo pré-tumoral, metastase, angiogénese, instabilidade genomica,
resisténcia a morte celular, reprogramac¢ao metabodlica e proliferacao exacerbada.
Adaptado de: (HANAHAN, 2022).

Apesar de caracteristicas em comum, os diferentes tipos de cancer sao altamente
heterogéneos. O perfil distinto de mutacdes genéticas e alteracdes epigenéticas de cada
tumor resulta em caracteristicas que podem ser divergentes (DAGOGO-JACK; SHAW,
2018). Além disso, células cancerosas passam por desdiferenciacdo, processo que resulta
na formacao células-tronco cancerosas que podem originar subpopulagdes tumorais com
perfis distintos (GROSE; SENGA, 2021). Além disso, em cada tumor s6lido, existe uma
complexa mistura de células residentes que constituem o chamado microambiente
tumoral, que ¢ modulado pela producdo de citocinas e quimiocinas por cé¢lulas tumorais
e células associadas ao tumor, de forma a favorecer a progressdo tumoral e evasdo

imunologica (MEMPEL; LILL; ALTENBURGER, 2024).
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1.2 Cancer de pancreas

O péancreas ¢ um 6rgao exocrino e enddcrino localizado posterior ao estdmago, na
porgio superior do abdome. E constituido por diversos tipos celulares secretores e de
revestimento (ENGLISH; IRWIN, 2019). As células que compdem a por¢do endocrina
formam estruturas chamadas ilhotas pancreaticas, nas quais sdo produzidos
hormdnios importantes para a regulacdo da homeostase energética, dentre eles insulina,
glucagon, somatostatina, polipeptidio pancreatico e grelina (Figura 2). Além disso, o
pancreas apresenta uma porcao exocrina, composta por c€lulas acinares secretoras de
lipases, proteases e amilases que auxiliam na digestao (WILLIAMS, 1980). Ademais, o
pancreas ¢ revestido por células epiteliais que também formam estruturas chamadas
ductos pancredticos, canais compostos de células epiteliais pelos quais as enzimas
digestivas produzidas pelos acinos sdo transportadas para o duodeno. Além disso, as
células epiteliais secretam bicarbonato de s6dio para neutralizar o pH acido do quimo do

estomago (ATKINSON et al., 2020; WILLIAMS, 1980).

Célula acinar pancreatica

Secrecdo de bicarbonato de sédio
e enzimas digestivas

Célula beta (B)
Secrecdo de Insulina

que causa diminuigdo
da glicose sanguinea

Capilar sanguineo

Célula alfa (a)
Secregdo de glucagon
que causa aumento
da glicose sanguinea

Célula épsilon
[ ] Secregdo de grelina
que inibe
secrecgdo de insulina

Célula delta (4) Célula PP

Secrecdo de somatostatina que diminui as secregdes S.ecregag d'e polipeptideo o
enddcrinas e exécrinas do pancreas pancreatico que inibe secregdo de insulina

Figura 2 - A composiciao celular do pancreas. O pancreas ¢ um 6rgado composto por
diferentes tipos celulares, incluindo células de revestimento e células secretoras. Estas
ultimas sdo responsaveis tanto pela producdo de hormonios que modulam o metabolismo
e a homeostase energética quanto pela secre¢do do suco pancreatico, que ¢ transportado
ao duodeno para atuar na digestdo. Adaptado de: (ENGLISH; IRWIN, 2019).
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Assim como em outros 6rgaos, a maioria das neoplasias pancreaticas ¢ derivada
de células epiteliais. As células epiteliais do pancreas revestem os ductos pancreaticos e
sdo a origem de cerca de 90% dos canceres pancreaticos, de modo que, quando passam
por um processo carcinogénico resultam no adenocarcinoma pancreatico (ADP)
(CHENG JIN; LING BAI, 2020). O ADP ¢ um cancer agressivo e letal, de forma que
apenas cerca de 9% dos pacientes sobrevivem por cinco anos apds o diagndstico (WANG
et al., 2021). Apesar de ndo ser um dos tipos de neoplasias mais comuns, o ADP ¢
responsavel por aproximadamente 500 mil mortes anuais, de modo que € considerado um
dos tipos mais letais (Figura 3). A incidéncia, assim como o niimero de Obitos causados
por essa doenga, tende a aumentar nas proximas décadas (Figura 4) (HU et al., 2021;

THME, 2024).

Incidéncia Mortalidade

Figado
Tidereoide

Esofago Pancreas (62
Colo de atero \ b

Prostata

Linfoma nao-Hodgkin
Esdfago Linfoma n3o-Hodgkin
Pancreas 510992 Sistema nervoso central

Leucemia * Pancreas (122) Bexiga

_Rins. Ovirio

Corpo do dtero Lébios e Cavidade oral

Labios e Cavidade oral Rins
Melanoma Mieloma miiltiplo

Laringe

Ovirio r
Sistema nervoso central Cﬂlpp do uggra
Vesicula biliar

Laringe
Mieloma multiplo Nasofaringeo
Melanoma

Orofaringeo
Tidereoide
Hipofaringeo
Mesotelioma
Glandula salivar
Linfoma Hodgkin

Orofaringeo
Hipofaringeo
Linfoma Hodgkin
Testiculos

Glandula salivar
Vulva Vulva

Pénis Sarcoma de Kaposi

Sarcoma de Kaposi Penis
Mesotelioma Testiculos

Vagina Vagina

Numero de novos casos, ambos os sexos, todas as idades Numero de obitos, ambos os sexos, todas as idades

Figura 3 - Incidéncia e mortalidade mundial do cancer de pancreas. O grafico destaca
o cancer de pancreas em laranja, representam numeros absolutos a incidéncia em azul e
a mortalidade em vermelho. O cancer de pancreas ¢ o 12° mais comum e o 6° mais letal,
evidenciando seu impacto clinico. Fonte: (LYON, 2024).
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Figura 4 - Projecao estimadas da incidéncia e mortalidade do cancer de pancreas de
2022 a 2050. A cor azul representa os homens, ¢ a rosa, as mulheres. A linha continua
representa a incidéncia, enquanto a pontilhada indica a mortalidade. Adaptado de: (IHME,
2024).

O diagnoéstico do adenocarcinoma pancreatico ¢ frequentemente tardio, o que
contribui para a sua alta letalidade. Os sintomas dessa doenga se desenvolvem apenas em
estagios avancgados e sdo inespecificos, incluindo: dor nas costas, perda de apetite, fadiga,
perda de peso, nduseas, entre outros (Figura 5) (WALTER et al., 2016). A localizag¢ao do
pancreas dificulta a identificagdo dessa neoplasia, de maneira que, a maioria dos casos
seja diagnosticada em estdgios avancados, muitas vezes ja com metastases. Cerca de
metade dos diagnosticos ocorre simultaneamente a testes hepaticos anormais (MIZRAHI
et al., 2020). Outra demonstracdo da dificuldade de um diagndstico preciso € o fato de
que um ter¢o dos tumores categorizados como operaveis sdo recatalogados em
inoperaveis ap0s a realizagdo de operagdes exploratorias para localizagdo e remocdo de

tumores (VAN DER GEEST et al., 2017).
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Veia cava inferior
Aorta

Veia porta
S Artéria celiaca

Vesicula biliar
~— Artéria esplénica

Duodeno

Cauda do pancreas
« Dor epigastrica ou

Cabeca e pescogo do pancreas
* Perda de peso nas costas
* Ictericia * Sintomas dos sitios
« Inflamac&o do trato biliar metastaticos
* Obstrugdo do ducto pancreatico:
dor apés refeigdo
inchago Corpo do pancreas
fezes gordurosas * Dor epigastrica ou
nas costas

Figura 5 - Sintomas do ciancer de pancreas. Essa figura ilustra as trés divisdes
anatomicas do pancreas: cabega, corpo e cauda, assim como sintomas mais comuns entre
pacientes diagnosticados com o tumor nas respectivas regioes. Adaptado de: (MIZRAHI
et al., 2020).

Ainica opg¢ao de cura para o ADP ¢ a remogao cirargica, de modo que, os demais
tratamentos disponiveis sdo paliativos ou com o objetivo de possibilitar a excisdo do
tumor. Quando detectado em estdgios iniciais, o tumor € passivel de ressecgao cirurgica
da porcao afetada do 6rgdo e de uma regidao adjacente (KOLBEINSSON et al., 2023).
Outra opcdo de tratamento ¢ o uso de gencitabina, que tem como objetivo aumentar a
sobrevida do paciente e possibilitar a remocdo cirtrgica do tumor (HEINEMANN;
GROSSHADERN, 2001; MIZRAHI et al., 2020). Também sao utilizadas outras técnicas
como a radioterapia com o objetivo de aumentar a sobrevida do paciente

(KOLBEINSSON et al., 2023).

Alteracoes em vias de sinalizacdo estdo diretamente associadas ao
adenocarcinoma pancreético, sendo relacionadas a carcinogénese e a progressao tumoral.
Mutagdes no oncogene viral do sarcoma de rato Kirsten (KRAS) sdo encontradas em
cerca de 90% dos adenocarcinomas de pancreas, o que resulta na modulagao de outras
vias de sinalizacdo e na potencializa¢do de parametros carcinogénicos, como proliferacdo
tumoral, migragdo, metabolismo, imunomodulagdo e angiogénese (WANG et al., 2021).
O gene KRAS quando mutado também ¢ associado a desdiferenciagcdo de células acinares

pancreaticas em células intraepiteliais neoplasicas (HUANG et al., 2021).
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Mutagdes no gene KRAS também resultam na ativagao da via Fosfoinositideo 3-
quinase/ Proteina quinase ativada por AMP/ Alvo mecanistico da rapamicina
(PI3K/AKT/mTHOR), a qual ¢ relacionada a funcdo mitocondrial, proliferacdo celular,
migracao e angiogénese. Além disso, a ativagdo dessa via pode inibir apoptose, principal
mecanismo de acdo das terapias disponiveis atualmente, dessa forma, a via
PI3K/AKT/mTHOR ¢ associada a resisténcia a quimioterapicos (EBRAHIMI et al.,
2017). Dentre os diversos efeitos da via PI3K, ocorre a ativagdo da via do fator de
transcricao do fator nuclear kappa B (NF-xB), que desencadeia resisténcia a morte celular
e induz a produg¢do de moléculas pro-inflamatérias, de modo a contribuir para o

microambiente tumoral favoravel ao cancer (WANG et al., 2021).

O processo de carcinogénese do adenocarcinoma pancreatico € lento e o
microambiente desempenha um papel essencial nesse processo. Desde a primeira
mutacdo carcinogénica, esse tumor pode levar cerca de dez anos para manifestar os
primeiros sintomas inespecificos (YACHIDA et al., 2010). O microambiente pancreatico
desse tumor ¢ imunossupressor ¢ € constituido por diferentes tipos celulares e a atividade
e sinalizacdo das células associadas ao tumor impacta em parametros carcinogénicos

(Figura 6) (LOOI et al., 2019).

lormal

- PanIN1A PanIN1B

RAS 4+ Sinalizagio EGFR T Inativacdo de SMAD4, BRCA2 e TP53
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Célula T CD8* Célula B Célula T reguladora
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Figura 6 - Processo de carcinogénese do adenocarcinoma pancreatico. Mutacdes com
aumento de funcao no gene KRAS promovem a desdiferenciagcdo de células acinares em
epiteliais e levam a formagao de lesdes pré-cancerosas (PanIN). Ao mesmo tempo, essa
mutacdo aumenta a sinalizagdo da via EGFR, que promove a sobrevivéncia e proliferagao
celular. Em conjunto com a inativacdo de genes supressores de tumores como CDKN2A,
TP53, BRCA2 e SMAD4 possibilitam a formagdo de um tumor in situ. Macrofagos
associados ao tumor (TAM) amplificam a inflamacdo, de forma favorecer a
desdiferenciacdo pancreatica. Além disso, ativam células estreladas pancreaticas (PSCs),
que por sua vez se diferenciam em fibroblastos associados ao tumor (CAF) e causam
fibrose e hipdxia. Ademais, essas alteragdes do microambiente resultam na supressao de
linfécitos T CD8+ e ativagdo de células B reguladoras, T reguladoras e Th 17, que
contribuem para a imunossupressdao do ambiente. Fonte: (RUZE et al., 2023).
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1.3 Fatores de risco para o adenocarcinoma pancreatico

Existem diversos fatores de risco para o desenvolvimento do adenocarcinoma
pancreatico. Cerca de 37,7% dos pacientes que morrem devido ao cancer de pancreas
apresentam algum fator de risco associado a doenga (Figura 7). Dentre os fatores de risco,
o componente genético estd associado a 10% dos casos da doenga (OHMOTO;
YACHIDA; MORIZANE, 2019). O tabagismo esta associado a 14% dos casos, enquanto
o alto consumo de bebidas alcoolicas corresponde a 13% (MICHALAK; MALECKA-
WOIJCIESKO, 2023; ROSATO et al., 2014).

Proporcdo de mortes por cincer atribuidas a fatores de risco, Mundo, 2021

Parcela estimada de mortes por cancer atribuidas a todos os fatores de risco. A parcela restante
representa mortes que seriam esperadas como tendo ocorrido na auséncia desses fatores de risco conhecidos.
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Nota: Em alguns casos, a metodologia do IHME para calcular riscos pode incluir valores negativos. Isso pode refletir potenciais efeitos de protecdo ou indicar incerteza devido a relagges fracas ou
mal compreendidas entre os fatores de risco e os resultados de salde.

Figura 7 - Porcentagens de mortes causadas por canceres associadas a fatores de
risco. O grafico estima a proporcao de mortes decorrentes de cancer que estao associadas
a fatores de risco, com destaque em vermelho para o cancer de pancreas. Adaptado de
(IHME, 2024).

Além do alcool e tabagismo, a alimentacao e alteragcdes metabolicas também sao
fatores de risco para esse tipo de cancer (Figura 8). A diabetes mellitus estd associada a
10% dos casos de cancer de pancreas (ROSATO et al., 2014). Pacientes com diabetes
mellitus recém diagnosticada e ndo controlada tem um risco sete vezes maior de
desenvolver o adenocarcinoma pancredtico (HUANG et al, 2020). Alteragcdes
metabolicas como hiperglicemia ou diabetes mellitus sdo encontradas em 80% dos
pacientes antes do aparecimento de sintomas do cancer de pancreas; ao passo que,
pacientes de idade avangada que desenvolveram diabetes tardiamente, também tem um
risco aumentado de desenvolver o adenocarcinoma pancreatico, de forma a evidenciar
uma dupla associacdo entre as condigdes (PANNALA et al., 2009).
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Proporgado de mortes por ciancer atribuidas a diferentes fatores de risco,
Mundo, 2021

Parcela estimada de mortes por cancer atribuidas a diferentes fatores de risco.
41.5%

Todos os fatores de risco conhecidos
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IMC elevado [ 3.6%

Consumo elevado de 4lcool [ 3.5%

Risco ocupacional [ 3.4%

Glicose plasmatica elevada em jejum [ 3.4%

Atividade sexual sem protecio [ 3%

Pouca atividade fisica ] 0.9%
Outros riscos ambientais ] 0.8%
Uso de drogas ] 0.7%

Nota: Os fatores de risco nfo sdo mutuamente exclusivos. A soma de mortes atribuidas a cada fator de risco pode exceder o nimero total de mortes.

Figura 8 - Fatores de risco associados a obitos causados por cancer. Grafico que
apresenta os principais fatores de risco associados a mortes por cancer. Muitos desses
fatores estdo relacionados ao estilo de vida. Adaptado de (IHME, 2024).

Diversos mecanismos foram propostos para explicar a relacao entre obesidade e o
adenocarcinoma pancreatico. A obesidade ¢ uma condi¢do de incidéncia crescente e esta
relacionada a fisiopatologia de diversas doengas, incluindo neoplasias (WLODARCZYK;
NOWICKA, 2019). Entre os mecanismos propostos para explicar a associacdo entre
obesidade e cancer, destacam-se: disbiose da microbiota, hipertrofia e inflamagdo do
tecido adiposo, além da inflama¢ao cronica de baixo grau (Figura 9) (EIBL;

ROZENGURT, 2021).

Alteragdes da microbiota decorrentes da obesidade podem tanto promover
inflamagao no tecido adiposo quanto afetar a microbiota pancreatico, de modo a promover
o crescimento tumoral (EIBL; ROZENGURT, 2021). Inflamagdo no tecido adiposo
visceral leva a secre¢ao de moléculas sinalizadoras por adipdcitos e células imunes, sendo
que as adipocinas e citocinas liberadas podem promover a proliferagdo de células
pancreaticas cancerosas (DIVELLA et al., 2016). Ademais, a inflamagao esta relacionada

a hiperinsulinemia e resisténcia insulinica, ambas associadas a um maior risco de cancer

de pancreas (PARK et al., 2014).
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Figura 9 - Tlustraciao do papel do tecido adiposo no pancreas. O tecido adiposo ¢ um
orgdo dindmico que pode modular a fisiologia pancreatica. Disbiose da microbiota
intestinal desencadeia processos inflamatérios. O tecido adiposo pode produzir
adiponectina e citocinas inflamatdrias, que ativam vias de sinalizagdao envolvidas na
transdiferenciagcdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células pancredticas cancerosas.
Fonte: (EIBL; ROZENGURT, 2021).

1.4 Dieta no cancer

Dentre os fatores de risco modificaveis associados ao cancer, destacam-se habitos
alimentares. De acordo com o relatorio do Instituto Americano de Pesquisa do Cancer e
Fundo Mundial de Pesquisa do Cancer (1997), 30% a 40% de todos os canceres podem
ser prevenidos através da manutencdo de um indice de massa corporal adequado,
atividade fisica regular e habitos alimentares adequados. A dieta pode influenciar o
desenvolvimento tumoral de diversas formas, incluindo disbiose da microbiota intestinal,
eventos epigenéticos adversos, inflamacdo, distirbios hormonais e metabdlicos assim
como para o balango oxidativo (Figura 10). O efeito da dieta pode ser mais ou menos
significativo para o risco de carcinogénese a depender do tipo e 6rgao de origem do tumor
(DONALDSON, 2004). Dietas saudaveis estdo associadas a menor risco de
desenvolvimento de cancer de pancreas, enquanto dietas ocidentais, com maior potencial

obesogénico, favorecem a carcinogénese (STECK; MURPHY, 2020).

A dieta pode influenciar a satide e o risco de desenvolvimento de cancer por
diversos mecanismos. O consumo de alimentos afeta a disponibilidade de nutrientes para
a microbiota do trato digestivo, de modo a afetar a diversidade microbiana e a

homeostasia do organismo. Por exemplo, a alteracdo da propor¢do de bactérias
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pertencentes aos filos Firmicutes e Bacteroidetes estdo associadas a diversas doencas
incluindo tumores (AN; KWON; KIM, 2023). Além disso, influencia o padrdo de
metilacdo de genes oncogénicos e na regulacio do estado da cromatina (ACAR;
AKBULUT, 2023). Paralelamente, a dieta ¢ essencial para agdo imunoldgica, inflamagao
e resolucdo da inflamacdo, por exemplo, por meio da producdo dos eicosanoides
(CALDER, 2015). Ademais, a dieta pode induzir hiperinsulinemia e resisténcia insulinica
além de modular a sinalizagdio de adiponectinas oriundas do tecido adiposo
(KLIMCAKOVA et al., 2010; STECK; MURPHY, 2020). Por fim, pode contribuir com
moléculas antioxidantes que afetam o balango oxidativo do corpo (TERAO, 2023; YANG
et al., 2013).

Efeitos biolégicos da dieta:
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Figura 10 - Efeitos biologicos da dieta na carcinogénese. A dieta influencia a
composicdo da microbiota intestinal, pode afetar a expressdo génica por meio da
metilacdo do DNA e a modificacdo da cromatina. Além disso, modula a imunidade, a
inflamacao, ¢ pode causar também alteragdes hormonais e metabolicas. Ademais, fornece
moléculas antioxidantes, que afetam o balango oxidativo do organismo. Fonte: (STECK;
MURPHY, 2020).

Dentre os tipos de dietas, a dieta ocidental, caracterizada pelo elevado consumo
de ultraprocessados, agucares e lipideos, esta associada a efeitos deletérios a saude. A
dieta de cafeteria, baseada em ultraprocessados, estd associada a indugao da obesidade e
a piora no progndstico tumoral (PASQUARELLI, 2023; ZEENI et al., 2015). Os lipideos
sdo uma classe de macromoléculas envolvidas tanto em processos fisiologicos quanto
patologicos (SANTOS; SCHULZE, 2012). Dietas com alto teor de lipideos saturados,
conhecidas como high fat diet (HFD), estdo associadas a carcinogénese e a progressao
tumoral do adenocarcinoma pancredtico em camundongos (BIRT et al., 2011). A HFD
causa inflamacdo sustentada e autofagia, que aumentam a incidéncia e a progressao de

PanIN (CHANG et al., 2017). Além disso, a HFD também pode aumentar o crescimento
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tumoral, induzir angiogénese e conferir protecdo contra morte apoptdtica (GARCIA et

al., 2021).

Em contrapartida, a dieta mediterrinea ¢ considerada uma das mais saudaveis.
Nessa dieta, sdo incentivados o consumo de alimentos vegetais, como legumes, frutas e
graos, assim como o consumo frequente de peixes, ao passo que, laticinios sdo
consumidos moderadamente ¢ a carne vermelha ¢ consumida em pouca quantidade
(Figura 11). O consumo de alcool, assim como o de outras fontes de 4cidos graxos, como
o azeite de oliva, ¢ um dos aspectos mais variados entre os praticantes da dieta
mediterranea. Essa diversidade, juntamente com outras variagdes metodologicas nas
pesquisas, dificulta a avaliagao precisa do impacto dessa dieta e destaca a necessidade de

estudos adicionais sobre o tema (GALBETE et al., 2018).

Carne vermelha e doces

Com menos frequéncia
Vinho

Porgdes moderadas diarias

ou semanais L.
Aves e laticinios

Porgdes moderadas diarias
ou semanais

Peixes e frutos do mar
Frequénte, pelo menos duas vezes
por semana

Frutas, vegetais, legumes,
graos e sementes

Toda refeicdo

Figura 11 - Componentes da dieta mediterranea. Piramide alimentar que representa os
principais componentes da dieta mediterranea. Adaptado de (OLDWAY'S, 2009).
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A dieta mediterranea esta associada a bons indicadores no contexto da prevencao
de doencas. O Mediterranean diet score (MDS) ¢ um dos principais indices utilizados
para avaliar a adesdo a dieta mediterranea em pesquisas (TRICHOPOULOU et al., 2003).
A alta conformidade com o indice MDS est4 associada a um menor risco de carcinogénese

de neoplasias, incluindo o cancer de pancreas (STECK; MURPHY, 2020).

1.5 Acido palmitico

O acido palmitico (PA) ¢ um acido graxo saturado de dezesseis carbonos, que ¢
encontrado comumente em gorduras, 6leos sendo também o acido graxo mais abundante
no corpo humano (CARTA et al., 2017). A principal fonte do PA ¢ o 6leo de palma, que ¢
amplamente utilizado na produgdo de alimentos ultraprocessados por melhorar a
fragrancia e palatabilidade de produtos, de forma a estar presente nesses em altas
quantidades (KADANDALE; MARTEN; SMITH, 2019). O acido palmitico esta
associado a fisiopatologia de diversas patologias, dentre elas, doencas metabolicas,
neuronais, tumorais, inflamatorias e cardiovasculares (MANCINI et al., 2015). O Oleo
de palma também modula a microbiota, diminuindo a diversidade residente, além de
promover ganho de peso e acimulo de gordura em 6rgaos como o figado (MANCINI et
al., 2015). A concentracdo sanguinea de acido palmitico costuma estar elevada em
pacientes com obesidade, condigdo que aumenta a predisposicdo a diferentes tipos de
cancer e piora o prognostico de sobrevida de pacientes com canceres, dentre eles, os
adenocarcinomas pancreaticos (AVGERINOS et al., 2019; ZHOU; URSO; JADEIJA,
2020).

O PA poder participar modificagdo pos-traducional de proteinas. A palmitoilagao
¢ uma modificacdo reversivel, na qual ocorre a tioesterificagdo de uma molécula de
palmitato a um residuo de cisteina. Essa modificagdo afeta o enderecamento e
hidrofobicidade da proteina, de modo que, o PA essencial para diversos processos
fisiologicos (KO; DIXON, 2018). Um exemplo disso ¢ a proteina do Sarcoma de Rato
(RAS), que atua como um interruptor molecular capaz de ativar as proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e necessita dessa modificagdo pos-traducional para
exercer sua fungdo (BUSQUETS-HERNANDEZ; TRIOLA, 2021). A palmitoilagdo é
uma modificagdo importante para a ancoragem das proteinas transmembrénicas da
familia RAS, como a KRAS, a membrana plasmatica, sendo um possivel alvo molecular

no contexto de canceres, incluindo o adenocarcinoma pancreatico (FATIMA et al., 2019).
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Acidos graxos de cadeia longa, como o 4cido palmitico, podem ser metabolizados
nos peroxissomos e, quando acumulados podem gerar espécies reativas (ERs) que, por
sua vez, causam estresse celular ou indugdo de morte apoptotica (FATIMA et al., 2019;

GEHRMANN; ELSNER; LENZEN, 2010; MANGALI et al., 2019).

O é4cido palmitico pode causar outros efeitos a depender do tipo celular e da sua
condi¢do, sendo cancerosa ou ndo. Entre esses efeitos, destaca-se a ativagdo do
inflamassoma em macrofagos e em outras células (DONG et al., 2020; KORBECKI;
BAJDAK-RUSINEK, 2019; MANGALI et al., 2019). O inflamassoma ¢ um complexo
proteico importante para a produ¢do de moléculas pré-inflamatorias e também para o
processo de morte celular denominado piroptose (YU et al., 2021). Nesse contexto, o PA
leva a ativagdo do Receptor Semelhante a Toll 4, do inglés toll-like receptor 4 (TLR4), e
na translocagdo do NF«B para o nticleo, onde desencadeia a producao e montagem de
proteinas do inflamassoma, que necessita de um segundo sinal para sua ativacdo (YU et

al., 2021).

O actimulo de PA em adipocitos promove alteracdes que impactam o
microambiente tumoral, por meio da ativacao de vias como a do Fator nuclear kappa B
(NFxB) e das MAPKs, além de aumentar a produgao de citocinas pro-inflamatdrias como
o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-10 (IL-10) e na diminuicao da

secrecao de adiponectina (KENNEDY et al., 2009).

O actimulo de acidos graxos também pode resultar na producdo de ERs, que
podem ativar o inflamassoma. As ERs podem atuar como um dos possiveis segundos
sinais que ativam o inflamassoma, o que resulta na formagdo de poros na membrana
celular e morte piroptotica; além da liberagao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-
o ¢ interleucina-6 (IL-6), caso ndo ocorra reparo na membrana plasmatica da célula

(FANG et al., 2020; JIMENEZ et al., 2014).

1.6 Omega-3

Os 4cidos graxos de cadeia longa da familia do dmega-3 possuem a primeira
insaturag@o no terceiro carbono a partir da extremidade oposta a carboxila (PHILIP C.
CALDER; YAQOOB, 2009). Os principais representantes do dmega-3, os mais estudados
sdo: o acido alfa-linolénico (ALA), precursor do 4cido eicosapentaenoico (EPA) que por
sua vez origina o acido docosaexaenoico (DHA) (CHOLEWSKI; TOMCZYKOWA;
TOMCZYK, 2018). O ALA ¢ adquirido por humanos exclusivamente por meio do
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consumo de produtos vegetais, e de peixes que acumulam esses acidos graxos ao ingerir
algas marinhas (DYALL, 2015; SIDDIQUI et al., 2004). Embora o ALA possa ser
convertido em EPA e DHA, esse processo ocorre com baixa eficiéncia, de modo que, ¢
recomendavel o consumo de fontes priméarias de DHA e EPA, como peixes (BARCELO-

COBLIJN; MURPHY, 2009).

O omega-3 exerce seus efeitos celulares por meio de diversos mecanismos,
influenciando processos fisiologicos e patologicos. Os acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) da familia do 6mega-3 sdo incorporados a membrana plasmatica das células,
modificando o contetudo das balsas lipidicas e a fluidez da membrana, consequentemente,
afetam a ancoragem e fungdo de proteinas transmembranares, como o TLR4 e receptores

hormonais (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018; SIDDIQUI et al., 2004).

A metabolizacdo de EPA e DHA na via dos eicosanoides leva a producao de
leucotrienos da série 5 e prostaglandinas da série 3, com menor potencial inflamatorio,
além disso, compete com a metabolizacdo dos acidos graxos Omega-6, de modo a
diminuir a sintese de prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4, com maior
potencial inflamatorio (KANG et al., 2008). A metabolizacdo de EPA e DHA também
resulta na producdo de moléculas anti-inflamatorias e pro-resolutivas, chamadas
protectinas, resolvinas e maresinas (CALDER, 2017). Ademais, DHA aumenta a
expressao de enzimas antioxidantes em células saudaveis, de forma a contribuir para o

seu efeito protetor (YANG et al., 2013).

Dessa forma, os PUFAs de 6mega-3 apersentam potencial protetor no contexto de
diversas doencas, incluindo metabdlicas, cardiovasculares, neurodegenerativas, assim
como, tumorais (ANIL, 2007; DYALL, 2015; FABIAN; KIMLER; HURSTING, 2015;
HOLUB, 2009; NARAYAN; MIYASHITA; HOSAKAWA, 2006; PIZATO et al., 2018;
SIDDIQUI et al., 2004; SPENCER et al., 2009). No contexto tumoral, o DHA ¢ o EPA
inibem a angiogénese em cancer pancreatico (D’ELISEO et al., 2012). Ademais, DHA e
EPA podem conferir prote¢do ao paciente no contexto de caquexia desse tumor, que esta
associada a um pior progndstico e maior mortalidade (COLOMER et al., 2007; FREITAS;
CAMPOQOS, 2019).

Além disso, pesquisas ja demonstraram o potencial do DHA na preven¢do da
carcinogénese, principalmente devido a inducao de apoptose em células tumorais (PARK;

KIM, 2017; ROSE; CONNOLLY, 1999; SIDDIQUI et al., 2004). Ademais, também ¢
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demonstrado que pode induzir piroptose em cancer de mama (PIZATO et al., 2018). Os
mecanismos pelos quais esses acidos graxos induzem apoptose incluem o estresse
oxidativo resultante da peroxidacao lipidica, aprisionamento do ciclo celular e a inibigdo
de vias importantes para a progressdo tumoral, como as vias PI3K/AKT/mTHOR, Janus
Kinase-transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigdo (JAK-STAT), Wnt/B-catenina e
MAPKSs (D’ELISEO; VELOTTI, 2016; NEWELL et al., 2017; SUN et al., 2011).

Por fim, o dmega-3 ¢ descrito na literatura como uma molécula com potencial para
uso adjuvante em terapias. Estudos pré-clinicos foi demonstrado que além da redugdo da
ocorréncia de eventos adversos, o dmega-3 aumentou a a¢do antitumoral da rapamicina
no contexto do cancer de mama (ZHU et al., 2018). A suplementacdo com 0mega-3 em
pacientes reduziu a ocorréncia de toxicidades associadas ao uso dos quimioterapicos
docetaxel, cisplatina e 5-fluorouracil utilizados em conjunto no tratamento do cancer de
esofago (MIYATA et al., 2017). Entretanto, a analise clinica da eficacia do 6mega-3 como
molécula adjuvante apresenta resultados contraditdrios sobre parametros como qualidade
de vida, protecao contra efeitos adversos, e prevencdo contra caquexia (FREITAS;

CAMPOS, 2019; SILVA; FABRE; WAITZBERG, 2015).

1.7 Corpusculo lipidico e cancer

Os acidos graxos podem se acumular nos corpusculos lipidicos (CLs) de diversos
tipos de células, como adipdcitos, células imunoldgicas e células tumorais. Os CLs sao
organelas com diversas fungdes fisioldgicas, incluindo armazenamento energético,
regulagdo do metabolismo lipidico, produgdo de citocinas e adipocinas, além de mediar a
sintese de eicosanoides, importantes no contexto da inflamagao e na sua resolu¢ao (CRUZ
et al., 2020; DUCHARME; BICKEL, 2008; ZADOORIAN; DU; YANG, 2023). Os CLs
se formam a partir da membrana do reticulo endoplasmatico, de modo que, podem
permanecer conectados 8 membrana, ou serem liberados e interagir com outras organelas
citoplasmaticas, como mitocOndrias, citoesqueleto, peroxissomos ¢ lisossomos
(OLZMANN; CARVALHO, 2019). No contexto tumoral, CLs estdo associados a
diversos hallmarks do cancer, de forma que sua importancia ¢ emergente (Figura 12). No
contexto do ADP, os CLs estdo associados a maior motilidade, potencial invasivo e

quimiorresisténcia (LIN et al., 2024; ROZEVELD et al., 2020).
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Figura 12 - Papel do corpusculo lipidico em hallmarks tumorais. O papel dos CLs no
contexto tumoral possui um destaque emergente, de modo que, € associado a modulagao
de parametros carcinogénicos. Essa organela participa do metabolismo energético, € um
sitio de sintese de eicosanoides, de forma que também modula a inflamag¢do e a
comunicacao celular entre diferentes tipos celulares do microambiente tumoral. Adematis,
pode participar da transdiferenciacdo de células e sequestrar moléculas com potencial

terapéutico, podendo interferir na eficacia dos tratamentos antineopldsicos. Fonte:
(CRUZ et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

O adenocarcinoma pancreatico (ADP) corresponde a aproximadamente 90% das
neoplasias pancreaticas, sendo a mais letal delas. A taxa de sobrevida em cinco anos ¢ de
menos de 10% e estima-se que ocorra cerca de 460 mil obitos anuais no mundo. O ADP
se desenvolve a partir do acumulo de mutagdes em proto-oncogenes de células epiteliais
pancreaticas. A alta taxa de mortalidade do ADP se deve, principalmente, a baixa eficacia
dos tratamentos ndo cirirgicos e aos sintomas inespecificos que dificultam o diagndstico
precoce. Nesse contexto, a prevengdo e tratamento precoce sdo as melhores alternativas
para reduzir o impacto da doenga na populagdo, ressaltando a necessidade da busca por
moléculas com potencial preventivo, terapéutico e de atenuacao de efeitos colaterais de

outras tratamentos disponiveis.

Nesse contexto, a dieta se destaca entre os fatores de risco para o desenvolvimento
do adenocarcinoma pancreatico. A alimentagdo ¢ um dos principais fatores modificaveis
para diminuigdo do risco do desenvolvimento de tumores. A dieta influencia na
composi¢do da microbiota intestinal, bem como no estado inflamatério, metabdlico,
hormonal e oxidativo do organismo. Dietas saudaveis estdo associadas a uma menor
chance de desenvolvimento do cancer de pancreas, enquanto dietas ocidentais, mais

obesogénicas estdo associadas a uma maior incidéncia da doenga.

Dentre as causas da obesidade, destaca-se o consumo de alimentos
ultraprocessados, que frequentemente contém altas quantidades de acido palmitico. O
acido palmitico (PA) € o acido graxo saturado encontrado em maior quantidade no corpo
humano. As principais fontes desse acido graxo sdo a ingestdo de oleo de palma, carnes
vermelhas e laticinios, além da sintese enddgena por meio da enzima 4cido graxo sintase.
O PA ¢ relevante para processos fisiologicos e patologicos, estando associado a doencas
inflamatorias, metabolicas e também tumorais. Além disso, participa da modificagao pds-
traducional de proteinas como a proteina do Sarcoma de Rato RAS, uma das proteinas
mais relevantes e mais comumente mutadas em canceres, sendo necessario para sua
fungdo. O 4cido palmitico causa efeitos variados a depender da célula na qual € absorvido.
Em células tumorais, esse acido graxo pode induzir morte apoptdtica por inducdo de
espécies reativas e estresse ao reticulo endoplasmatico. Entretanto, acidos graxos também
podem ser armazenados no corpusculo lipidico e utilizados como reserva energética para
o tumor, de forma que esse acumulo estd associado a resisténcia a quimioterapia e

formagdo de metéstases em diversos tipos tumorais.
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Outros acidos graxos importantes sdo os 0mega-3, que sao uma familia de 4dcidos
graxos poli-insaturados, obtidos por meio da ingestdo de 6leo de peixe e fontes vegetais
como linhaca. Essa familia é explorada na literatura cientifica no contexto da prevencao
e tratamento de diversos tipos de doencas, dentre elas, os canceres. O 4cido
docosaexaenoico (DHA) ¢ um dos principais representantes da familia Odmega-3,
juntamente com o 4cido eicosapentaenoico e o alfa-linolénico. E descrito que o DHA
pode ser metabolizado na via dos eicosanoides, originando moléculas anti-inflamatdrias
e de resolucao da inflamagdo, como protectinas, resolvinas e maresinas; além disso,
resulta na expressdo de enzimas antioxidantes por meio do fator nuclear derivado de

eritroide 2 (Nrf2).

Em contrapartida a protecao de células saudaveis, o 6mega-3 exerce um efeito
citotoxico em neoplasias. E demonstrado que, a depender do tipo tumoral, o DHA pode
gerar estresse celular e induzir morte apoptotica ou piroptédtica. Ademais, pode inibir a
proliferagdo e a angiogénese tumoral, além de conferir protecdo contra efeitos colaterais

de quimioterapicos e o processo de caquexia.

No contexto do ADP, ja foi demonstrado que o PA aumenta o potencial invasivo
na linhagem AsPC-1 (BINKER-COSEN et al., 2017). Em contrapartida, o DHA ¢ uma
molécula indutora de apoptose em células de cancer de pancreas (ZHANG et al., 2007).
Entretanto, os efeitos desses acidos graxos no cancer de pancreas ainda ndo estdo
completamente elucidados na literatura. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar e caracterizar os efeitos do acido palmitico e acido docosaexaenoico na modulagao
de parametros carcinogénicos de células de cancer de pancreas humano MIA PaCa-2 in

vitro.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar a modulagdo de parametros carcinogénicos e do metabolismo lipidico em
células de cancer pancreatico humano estimuladas com acidos graxos acido palmitico ou

acido docosaexaenoico.

3.2 Objetivo especifico
e Verificar o papel diferencial do 4cido palmitico (PA) e do dcido docosaexaenoico

(DHA), sobre os seguintes parametros de células de adenocarcinoma pancreatico
humano, por meio de analises in vitro, considerando:

o A morte celular por apoptose ou morte litica;

o A formacao de poros na membrana celular;

o A modulacao do perfil inflamatorio pela secrecdo de citocinas;

o Aproliferacao celular tumoral;

o Aprodugdo de espécies reativas de oxigénio;

o A viabilidade mitocondrial;

o Abiogénese de corpusculos lipidicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo celular

A linhagem de células de adenocarcinoma ductal pancreatico humana MIA PaCa-
2 (“MIA PaCa-2 - CRL-1420| ATCC”) foi cultivada em meio DMEM (meio de cultura
Eagle modificado por Dulbecco’s) (GIBCO) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (GIBCO) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO) e mantida em estufa
umida a 37 °C (graus Celsius) com uma atmosfera contendo 5% de CO> (Dioxido de
carbono). Para garantir a auséncia de contaminagdo por Mycoplasma, as células foram
tratadas com o kit BM Cyclin (Sigma) e o nimero maximo de passagens para o0s

experimentos foi 6.

4.2 Estimulos com acidos graxos

Os 4cidos graxos acido palmitico e 4cido docosaexaenoico (Sigma-Aldrich) foram
reconstituidos em etanol puro, nas concentragdes de 100mM e 40mM, respectivamente.
A concentragdo estoque foi determinada a fim de se obter uma concentragao final de
veiculo (etanol), igual ou inferior a 2% do volume final do meio de cultura evitando

efeitos citotoxicos as células.

A partir dos respectivos estoques, foram realizadas diluigdes em meio de cultura
suplementado com 10% SFB para obter as concentragdes finais de acido palmitico: 50
uM e 200 uM e de 4cido docosaexaenoico: 25 uM, 50 uM. Antes do estimulo, as solu¢des
foram submetidas a banho ultrassonico por 10 minutos a temperatura ambiente para
melhorar a solubilizagdo dos acidos graxos no meio de cultura. Apds os preparos das
diluigdes e banho ultrassonico, as células MIA PaCa-2 foram estimuladas e mantidas a
37 °C em uma atmosfera contendo 5% de CO: pelos tempos estabelecidos em cada

abordagem experimental.

4.3 Analise de viabilidade mitocondrial

A andlise da viabilidade mitocondrial das células MIA PaCa-2 estimuladas com
acidos graxos foi realizada a partir do ensaio com MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5
difeniltetrazolio brometo) (Thermo Fisher). Esse ensaio colorimétrico baseia-se na
reducdo do MTT por enzimas mitocondriais, formando cristais de formazan de coloracao
roxa. As células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 5x10°
células por pogo. No dia seguinte, as células foram estimuladas com as concentragdes de

acido docosaexaenoico: 25 uM, 50 uM; e de 4cido palmitico: 50 uM e 200 uM; por 24,
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48 e 72 horas. Ap6s o periodo de estimulo as células foram expostas a uma solugdo de
MTT a 10% (v/v) em meio de cultura sem SFB. As células foram incubadas em estufa a
37 °C, protegidas da luz, numa atmosfera contendo 5% de CO> por 40 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos utilizando-se 100
uL de dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura da absorbancia foi realizada em 570 nm
utilizando espectrofotometro (Spectramax M3, Molecular Devices). A analise dos dados
foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, considerando a média do valor de
absorbancia da condi¢ao nao estimulada como 100% de viabilidade e analisando os outros
grupos de forma proporcional por analise de variancia (ANOVA). O controle

experimental foi obtido expondo as células ao agente citotoxico DMSO.

As imagens representativas do fendmeno foram adquiridas por microscopia de
luz. As células foram semeadas em placas de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm em
uma densidade de 2x10* células por poco. No dia seguinte, as células foram estimuladas
por 24, 48 e 72 horas com acido palmitico (50 uM ou 200 uM) ou &cido docosaexaenoico
(25 uM ou 50 uM). Apos o estimulo, as células foram fixadas em solugdo de formalina
3,7% por 10 minutos na estufa a 37 °C. Apos a etapa de fixacdo, as células foram lavadas
com PBS 1X sob agitagdo leve na gangorra. As células foram lavadas com dgua destilada
por trés vezes e as laminulas foram montadas em ldminas com meio de montagem
(Agilent Technologies) e as imagens foram adquiridas com microscopio de luz (ZEISS)

utilizando o software Zen.

4.4 Analise de perfil de morte celular

A anélise do perfil de morte celular das células MIA PaCa-2 foi realizada a partir
da marcag¢do das células pelos agentes fluorescentes Anexina V-FITC e lodeto de propidio
(PI) (QuatroG Biotecnologia). Essa analise baseia-se no fato de que a Anexina V ¢ uma
proteina que se liga a fosfolipideos e possui alta afinidade pela fosfatidilserina, que ¢
externalizada em células apoptdticas, permitindo a ligacdo e emitindo fluorescéncia. Ao
passo que o PI ¢ um agente intercalante e impermeavel a membrana, o que impede a
ligacdo ao material genético de células que matem a integridade da membrana. Nesse
sentido, em vias de morte ndo-apoptdticas ou de necrose secunddria, onde ocorre dano a
membrana plasmatica, ¢ possivel observar a dupla marcacdo dos agentes fluorescentes.
As células MIA PaCa-2 foram semeadas em placas de cultivo celular de 12 pogos (n=1)
com densidade celular de 1x10° células por pogo. No dia seguinte, as células foram

estimuladas com 50 uM e 200 uM de é4cido palmitico ou 25 pM e 50 uM de acido
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docosaexaenoico, nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas. Apos os tempos de estimulo, as células
foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS 1X e centrifugadas a 1800 rpm, por 5
minutos a 4 °C. As células foram entdo ressuspendidas em 100 pL de tampao de ligagdo
1X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl2), 2 uL de
Anexina V-FITC e 2 pL de iodeto de propidio e incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente ao abrigo de luz. Apos essa etapa, as células foram lavadas uma vez com PBS
1X, ressuspendidas em 400 pL de tampao de ligacdo 1X e imediatamente analisadas em
citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando os canais FITC e PE,
ambos em escala exponencial. Como controle experimental foram utilizadas células
aquecidas a 100 °C por 10 minutos. Os dados obtidos foram analisados utilizando o

software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.5 Analise da formacio de poros na membrana plasmatica

A anélise de formagao de poros na membrana plasmatica das células MIA PaCa-
2 estimuladas com 4cidos graxos foi realizada a partir do ensaio de captacao lodeto de
propidio (PI) (Sigma-Aldrich) ao longo de analise cinética durante 8 horas. Essa analise
baseia-se no fato de que o PI ¢ internalizado nas células apds danos na membrana
plasmatica, e a emissdo de fluorescéncia detectada ¢ um indicativo de ligacao a acidos
nucleicos devido a captacao do PI por poros. As células foram semeadas em placas de 96
pocos de fundo transparente e paredes pretas em uma densidade de 1x10* células por
poco. No dia seguinte, as células foram estimuladas com as concentragdes 50 uM e 200
uM de acido palmitico ou 25 uM e 50 uM de acido docosaexaenoico, ambos diluidos em
meio DMEM sem vermelho de fenol, contendo 6 pg/mL de PI e tampao HEPES (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanossulfonato). Em seguida, as células foram submetidas as
leituras de fluorescéncia no espectrofotdmetro (Spectramax M3, Molecular Devices) por
8 horas em intervalos de 1 hora entre as leituras, ao abrigo da luz e em cabine a 37 °C. A
fluorescéncia foi analisada utilizando os comprimentos de onda de excitagdao de 538 nm
e de 617 nm de emissdo. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
GraphPad Prism. Para validar a maquinaria de inducdo de poros, as células foram tratadas
com 1 pg/mL de LPS por 24 horas, representando o primeiro sinal de ativagdo do
inflamassoma NLRP3. Em seguida, adicionou-se 20 mM de nigericina por 2 horas como
segundo sinal de ativacdo. Foram utilizadas duas condi¢des experimentais: LS, na qual o
LPS permaneceu presente durante o tratamento com nigericina, ¢ SS, onde apenas a

nigericina foi utilizada.
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4.6 Analise da liberacdo de LDH

A andlise da liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) para o meio
extracelular pelas células MIA PaCa-2 estimuladas com &cidos graxos foi realizada a
partir da quantificacdo dessa enzima utilizando um kit comercial CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay (Invitrogen™). Trata-se de um ensaio colorimétrico que consiste no
potencial da enzima LDH em converter o lactato em piruvato, reduzindo Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo oxidada (NAD+) a sua forma reduzida (NADH). Em seguida, o
NADH transfere o hidrogénio para o sal de tetrazolio, gerando formazan. A quantidade
de formazan formada é proporcional ao niumero de células mortas ou danificadas,
indicando a liberacdo da LDH e a lise celular. As células foram semeadas em placas de
96 pogos (n=3) em uma densidade de 1x10* células por poco. No dia seguinte, as células
foram estimuladas por 24, 48 ¢ 72 horas com acido palmitico (50 uM ou 200 uM) ou
acido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apds o tempo de estimulo, os sobrenadantes
das células foram coletados e transferidos para uma nova placa, onde foi adicionado o
coquetel de reacdo do CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (Invitrogen™) de acordo
com as recomenda¢des do fabricante. Apos o periodo de reagdo, foi adicionada uma
solu¢do de parada. Como controle do experimento foi utilizada uma solugdao de lise
(Triton 0,5%). A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 490 nm,
utilizando espectrofotometro (Spectramax M3, Molecular Devices). A analise dos dados

foi realizada utilizando o software GraphPad Prism.

4.7 Analise do perfil de secrecao de citocinas

A andlise do perfil de secrecdo das citocinas interleucina-1 beta (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6) e Fator de necrose tumoral o (TNF-a) pelas células MIA PaCa-2
estimuladas com d4cidos graxos foi realizada a partir do ensaio de ELISA (ensaio
imunoenzimatico ligado a substrato, do inglés enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
utilizando Kits comerciais (BD Biosciences). As células foram semeadas em placas de 96
pocos (n=3) em uma densidade de 1x10* células por pogo. No dia seguinte, as células
foram estimuladas por 24 horas com acido palmitico (50 uM ou 200 pM) ou acido
docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apos o tempo de estimulo, os sobrenadantes das
células foram coletados para dosagem das citocinas pelo método de ELISA de acordo
com as recomendagdes do fabricante. As amostras foram lidas no espectrofotdmetro

(Spectramax M3, Molecular Devices) no comprimento de onda de 450nm. Os niveis de
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citocinas foram apresentados em niveis absolutos (pg/mL). Os dados obtidos foram

analisados utilizando o software GraphPad Prism.

4.8 Analise de proliferacao celular

A andlise de proliferacdo celular das células MIA PaCa-2 estimuladas com 4cidos
graxos foi realizada a partir do ensaio com CFSE (Ester succinimidil de
carboxifluoresceina). Esse composto permeavel & membrana plasmatica interage com
aminas biogénicas citoplasmaticas e emitir fluorescéncia. Uma vez que a célula realiza o
processo de divisdo celular, as moléculas de CFSE sao divididas entre as células filhas,
reduzindo assim a fluorescéncia presente em cada célula gerada, nesse sentido, a
intensidade de fluorescéncia detectada ¢ inversamente proporcional a taxa proliferativa
das células. As células MIA PaCa-2 foram semeadas em placas de cultivo celular de 12
pogos (n=3) com densidade celular de 2,5x10* células por pogo. Antes da estimulagio
com os lipideos, as células foram marcadas com a sonda CFSE (Thermo Fisher) na
concentracdo de 5 uM em PBS (Tampao fosfato-salino) e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente, protegidas da luz. Apds incubagdo, foi realizada a etapa de
bloqueio por 5 minutos com SFB puro, seguida de duas lavagens com PBS 1x. Apos a
lavagem, as cé¢lulas foram estimuladas com 50 uM ou 200 uM de acido palmitico e 25
uM ou 50 uM de acido docosaexaenoico por 24, 48 e 72 horas. Apds os estimulos, as
c¢lulas foram entdo coletadas, lavadas com PBS 1X e centrifugadas a 1800 rpm, a 4 °C
por 5 minutos. Em seguida, foram fixadas em 400 puL de PFA (paraformaldeido) 1X. As
c¢lulas foram analisadas em citdmetro de fluxo (Accuri C6) no canal FITC (Isotiocianato
de fluoresceina), em escala exponencial, utilizando estratégia de gate (Figura 13). A
andlise dos dados realizada utilizando o software GraphPad Prism, considerando a média
do valor de absorbancia da condi¢ao nao estimulada como capacidade proliferativa basal

(100%). Os outros grupos foram analisados de forma proporcional por ANOVA.
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Figura 13 - Estratégia de gate em citometria de fluxo para selecio de células viaveis
e singlets para analises.

4.9 Analise da geracao de espécies reativas de oxigénio

A analise de geracdo de espécies reativas (ERs) das células MIA PaCa-2
estimuladas com acidos graxos foi realizada a partir da marca¢ao com a sonda DCF-DA
(diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina) (Sigma-Aldrich), avaliando-se a fluorescéncia de
forma cinética de 0 a 6 horas e também de forma pontual no tempo de 24 horas. O DCF-
DA ¢ uma sonda fluorogénica para medir o estresse oxidativo, que ¢ permeavel as células
e nao apresenta fluorescéncia quando no estado reduzido, mas emite fluorescéncia

fotoestavel verde brilhante apos oxidacao por espécies reativas.

Para a andlise cinética da geracdo de espécies reativas, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos de fundo transparente e paredes pretas em uma densidade de 1x10*
células por poco. No dia seguinte, as c¢lulas foram expostas ao DCF-DA na concentragao
de 4 uM por 45 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1X trés vezes e
estimuladas com as concentragdes 50 uM e 200 uM de acido palmitico; e 25 pM, 50 uM
de 4cido docosaexaenoico diluidas em DMEM sem vermelho de fenol, contendo tampao
HEPES, e imediatamente submetidas as leituras de fluorescéncia no espectrofotometro
(Spectramax M3, Molecular Devices) por 6 horas com intervalos de 30 minutos entre as

leituras, ao abrigo da luz e em cabine a 37 °C. O per6xido de hidrogénio na concentracao
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de 600uM foi utilizado como controle positivo do experimento. A fluorescéncia foi
analisada utilizando os comprimentos de onda de excitacdo de 485 nm e de 535 nm de

emissdo. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism.

Para a andlise pontual por citometria de fluxo, as células MIA PaCa-2 foram
semeadas em placas de 24 pocos em uma densidade de 5x10* células por pogo. No dia
seguinte, as células foram estimuladas com acido palmitico (50 uM ou 200 uM) ou com
acido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apos 24 horas, os pogos foram lavados duas
vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram marcadas com DCF-DA na
concentracdo de 4 uM. Em sequéncia, as c€lulas foram coletadas utilizando tripsina e
centrifugadas, lavadas com PBS 1X e centrifugadas novamente. Por fim, foram diluidas
em PBS 1x e adquiridas por citometria de fluxo (Accuri C6) no canal FITC (Isotiocianato
de fluoresceina) em escala exponencial, aplicando estratégia de gate. Os dados foram

analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.10 Analise de viabilidade mitocondrial na presenca de NAC.

A andlise da viabilidade mitocondrial das células MIA PaCa-2 estimuladas com
acidos graxos na presenga ou nao de N-acetilcisteina (NAC) (Sigma) foi realizada a partir
do ensaio com MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio brometo) (Thermo
Fisher). As células foram semeadas em placas de 96 pogos em uma densidade de 5x10°
células por poco. No dia seguinte as células foram estimuladas com as concentra¢des de
acido docosaexaenoico: 25 uM, 50 uM; assim como foi utilizado as condi¢des 25 uM e
50 uM de 4acido docosaexaenoico em conjunto com 4 mM de N-acetilcisteina (NAC).
Ap6s os tempos de estimulo de 24, 48 e 72 horas, as células foram expostas a uma solugao
de MTT a 10%(v/v) em meio de cultura sem SFB. Em seguida, as células foram incubadas
em estufa a 37 °C, protegidas da luz, numa atmosfera contendo 5% de CO2 por 40
minutos. Apos a incubagao, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram
dissolvidos utilizando-se 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Por fim, a leitura da
absorbancia foi realizada em 570nm utilizando espectrofotometro (Spectramax M3,
Molecular Devices). A analise dos dados realizada utilizando o software GraphPad Prism,
considerando a média do valor de absorbancia da condi¢ao nao estimulada como 100%
de viabilidade e analisando os outros grupos de forma proporcional por andlise de
variancia (ANOVA). O controle experimental foi obtido expondo as células ao agente

citotoxico DMSO. Adicionalmente, imagens representativas do fendmeno foram
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adquiridas utilizando camera de um smartphone Motorola Edge 50 Fusion, com resolucao

de 50 MPs.

4.11 Analise de abundancia mitocondrial

Para a analise de mitocondrias das células MIA PaCa-2, foi realizada a marcagao
das células pela sonda fluorescente MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen). Trata-se de
uma sonda fluorescente que contém uma porcao clorometil reativa ao tiol, que se difunde
passivamente através da membrana plasmatica e se acumula em mitocondrias com
potencial de membrana normal. As células foram semeadas em placas de 24 pogos
contendo laminulas de 13 mm em uma densidade de 2x10* células por pogo. No dia
seguinte, as células foram estimuladas por 24 horas com acido palmitico (50 uM ou 200
uM) ou acido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apds o tempo de estimulo, as células
foram incubadas com a solu¢ao de MitoTracker Red CMXRos diluida em meio completo
em uma concentragao de 100 Nm e incubadas em estufa a 37 °C protegidas da luz, por 30
minutos. Apos a marcacdo, as células foram lavadas trés vezes com meio de cultura e
fixadas em formalina 3,7% diluida em meio aquecido, na estufa a 37 °C, por 15 minutos.
Ap6s a fixagdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X sob agitacao leve na
gangorra por 5 minutos cada. Em seguida, as células foram marcadas com DAPI diluido
em PBS 1X na propor¢ao de 1:5000 por 5 minutos em temperatura ambiente. As células
foram lavadas em PBS 1X novamente por trés vezes e as laminulas foram montadas em
laminas utilizando meio de montagem anti fading (Agilent Technologies) e as imagens

foram adquiridas com microscopio confocal de fluorescéncia a laser (Leica TCS SP5).

4.12 Analise de biogénese de corpusculos lipidicos

A andlise da biogénese de corpusculos lipidicos das células MIA PaCa-2
estimuladas com acidos graxos foi realizada a partir da marcacdo com a sonda BODIPY
(Life Technologies) e com o corante lipofilico Oil Red O (Sigma-Aldrich). Foram
realizadas analises de citometria de fluxo, microscopia confocal de fluorescéncia a laser
e microscopia optica. Os corantes apresentam a capacidade de se ligar a lipidios neutros,
que se acumulam nessas organelas, desse modo ¢ possivel analisar de maneira

quantitativa e qualitativa a biogénese de corpusculos lipidicos.

Para andlise por citometria de fluxo, as células MIA PaCa-2 foram semeadas em
placas de 24 pogos (n=3) em uma densidade de 5x10* células por poco. No dia seguinte,
as células foram estimuladas por 24, 48 e 72 horas com acido palmitico (50 uM ou 200

uM) ou acido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apods o tempo de estimulo, as células
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foram incubadas com BODIPY diluido em PBS (1:3000) a 4 °C, protegidas da luz. Apds
a incubagdo, as células foram coletadas, lavadas duas vezes com PBS 1X e fixadas em
400 pL de paraformaldeido 1X. As amostras foram analisadas no citometro de fluxo
(Accuri C6) utilizando o canal FITC em escala exponencial e aplicando estratégia de gate.

Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

Para analise por microscopia confocal de fluorescéncia, as células foram semeadas
em placas de 24 pogos contendo laminulas de 13mm em uma densidade de 2x10* células
por poco. No dia seguinte, as células foram estimuladas por 24, 48 e 72 horas com acido
palmitico (50 uM ou 200 uM) ou &cido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apos o
tempo de estimulo, as cé€lulas foram fixadas em formalina 3,7% diluida em meio
aquecido, na estufa a 37° C, por 15 minutos. Apds a fixagdo, as células foram lavadas trés
vezes com PBS 1X sob agitagdo leve na gangorra por 5 minutos cada. Em seguida, as
c€lulas foram incubadas em solu¢ao de BODIPY diluido em PBS 1X em uma propor¢ao
de 1:300 por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos trés lavagens com PBS 1X, as
c€lulas foram marcadas com uma solu¢ao de DAPI diluido em PBS em uma propor¢ao
de 1:5000 por 5 minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas em PBS 1x
novamente por trés vezes e as laminulas foram montadas em laminas utilizando meio de
montagem anti-fading (Agilent Technologies) e as imagens foram adquiridas utilizando

microscopio confocal de fluorescéncia a laser (Leica TCS SP5).

Para andlise por microscopia de luz, as células foram semeadas em placas de 24
pogos contendo laminulas de 13mm em uma densidade de 2x10* células por poco. No dia
seguinte, as cé¢lulas foram estimuladas por 24, 48 e 72 horas com acido palmitico (50 uM
ou 200 uM) ou 4cido docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apos o estimulo, as células
foram fixadas em solu¢do de formalina 3,7% por 10 minutos na estufa a 37°C. Apds a
etapa de fixacdo as células foram lavadas com PBS 1x sob agita¢do leve na gangorra. Em
seguida as células foram expostas a 300 pL de propileno glicol (PG) puro por 2 minutos.
Posteriormente, o excesso de PG foi retirado e as células foram incubadas em 300 puL da
solucdo de Oil Red O 0,5% em PG por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubagdo as células foram lavadas com PG 80% (diluido em 4gua destilada) uma vez e
trés com agua destilada. Em seguida, as células foram coradas com hematoxilina 3% por
1 minuto. As células foram lavadas em agua destilada novamente por trés vezes e as
laminulas foram montadas em laminas utilizando meio de montagem (Agilent

Technologies) e as imagens foram adquiridas utilizando microscopio de luz (ZEISS) e o
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software Zen. Adicionalmente, foi realizada a contagem manual do nimero de goticulas
lipidicas de 50 células de cada condigdo avaliada utilizando imagens adquiridas
percorrendo sistematicamente a lamina, garantindo que cada campo fosse capturado
apenas uma vez, evitando sobreposicdo de areas analisadas ¢ a contagem repetida de

células. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism.

4.13 Contagem do numero de projecoes celulares

A analise do nimero de projecdes celulares das células MIA PaCa-2 foi realizada
a partir da colorag@o das células com o corante hematoxilina. Para analise por microscopia
de luz, as células foram semeadas em placas de 24 pogos contendo laminulas de 13mm
em uma densidade de 2x10* células por pogo. No dia seguinte, as células foram
estimuladas por 24 e 72 horas com acido palmitico (50 uM ou 200 uM) ou acido
docosaexaenoico (25 uM ou 50 uM). Apos o estimulo, as células foram fixadas em
solu¢dao de formalina 3,7% por 10 minutos na estufa a 37°C. Apos a etapa de fixacdo as
c€lulas foram lavadas com PBS 1x sob agitacao leve na gangorra. Em seguida as células
foram incubadas com 300 pL de propileno glicol (PG) puro por 2 minutos.
Posteriormente, o excesso de PG foi retirado e as células foram incubadas em 300 pL da
solugcdo de Oil Red O 0,5% em PG por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubagdo as células foram lavadas com PG 80% (diluido em 4gua destilada) uma vez e
trés com agua destilada. Em seguida, as células foram coradas com hematoxilina 3% por
I minuto. As células foram lavadas em agua destilada novamente por trés vezes e as
laminulas foram montadas em laminas utilizando meio de montagem (Agilent
Technologies) e as imagens foram adquiridas utilizando microscopio de luz (ZEISS) e o
software Zen. Adicionalmente, foi realizada a contagem manual do nimero de projegdes
celulares de 50 células de cada condicdo avaliada utilizando imagens adquiridas
percorrendo sistematicamente a lamina, garantindo que cada campo fosse capturado
apenas uma vez, evitando sobreposicdo de areas analisadas e a contagem repetida de

células. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism.

4.14 Analise estatistica e confec¢do de graficos

A fim de se determinar se os dados seguem distribuigdo normal, foi utilizado o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que se apresentaram distribui¢do normal
(paramétricos) foram analisados utilizando o teste ANOVA. A montagem dos graficos foi

realizada utilizando GradPad Prism 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 O acido palmitico nio afetou a viabilidade mitocondrial, enquanto o acido
docosaexaenoico reduziu essa viabilidade de forma dependente da dose e do tempo
nas células MIA PaCa-2.

De forma a mensurar o efeito dos acidos graxos sobre a viabilidade mitocondrial
das células MIA PaCa-2, foi utilizado o ensaio colorimétrico com MTT. Foram avaliadas
as concentracdes 50 uM e 200 uM de PA, além de 25 uM e 50 uM de DHA apo6s 24h,
48h e 72h de estimulo.

Apb6s 24 horas, o DHA reduziu de forma estatisticamente significativa a
viabilidade mitocondrial das células MIA PaCa-2 na maior concentracdo de 50 uM. Em
tempos mais tardios de 48 e 72 horas as duas concentragdes causaram reducao de forma

dose dependente (Figura 14 ¢ 15).
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Figura 14 - Efeito do estimulo de acido palmitico e acido docosaexaenoico ao longo
do tempo na viabilidade mitocondrial. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas nos
tempos de 24, 48 e 72 horas com PA nas concentragdes 50 uM e 200 uM (A) ou DHA
nas concentragdes 25 uM e 50 uM por 24h (B). Os resultados estdo expressos em forma
de média + desvio padrdo (n=5), sendo a diferenca estatistica significativa representada
(****) p<0,0001 em relacdo ao nao estimulado (UNS) indicado por One-way ANOVA.
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Figura 15 - Prancha representativa do efeito do estimulo com acido palmitico e acido
docosaexaenoico nas células MIA PaCa-2. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas
com PA nas concentragdes 50 uM e 200 uM ou DHA nas concentragoes 25 uM e 50 uM
por 24h, 48h e 72h. Apds os tempos de estimulo, foi realizada a fixa¢ao das células e a
observagao por microscopia de campo claro das células estimuladas ou nao.
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5.2 PA ndo induz morte celular, enquanto acido docosaexaenoico induz morte
apoptotica e perda de integridade de membrana

Diante da perda de viabilidade mitocondrial causada pelo 4cido docosaexaenoico
nas células MIA PaCa-2, nos perguntamos se os acidos graxos poderiam estar causando
morte celular e qual seria o perfil dessa morte. Para responder essa pergunta, as células
MIA PaCa-2 foram estimuladas com PA nas concentragdes 50 uM e 200 uM ou DHA nas
concentragdes 25 uM e 50 uM por 24h. Apos o tempo de estimulo, foi realizada a dupla
marcacdao com Anexina-V (FITC) e Iodeto de propidio (PI) (Figura 16).

Foi constatada uma modulagdo na concentracao de 50 uM de DHA no tempo de
48 horas, de forma que € possivel observar a presenca de duas populagdes de células.
Uma populagdo foi marcada apenas com Anexina-V, que demonstra células mortas com
sua membrana integra, constando apoptose. Outra populacdo foi maracada com dupla
marcacao, que demonstra a permeabilidade da membrana para o lodeto de propidio,
demonstrando que sua membrana ndo estd completamente integra, podendo demonstrar
c¢lulas mortas com lise celular, como a morte necrotica primaria ou secundaria, piroptose,
ferroptose entre outras. Esse feito foi acentuado no tempo de 72 horas, com mais células

tendendo ao perfil de dupla marcagao.
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Figura 16 - Acido docosaexaenoico causa morte celular na célula MIA PaCa-2.
Dotplots representativos das amostras analisadas. As células MIA PaCa-2 foram
estimuladas com PA nas concentragdes 50 uM e 200 pM ou DHA nas concentragdes 25
uM e 50 uM por 24h, 48 e 72h. Células ndo estimuladas (UNS) foram usadas como
controle. As células foram marcadas com marcador fluorescente Anexina-V (FITC) e
Iodeto de propidio (PI), e analisadas por citometria de fluxo (FACS Verse).
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5.3 Acido palmitico e acido docosaexaenoico nio induzem a formacio precoce
de poros na membrana de células MIA PaCa-2

A fim de investigar a possibilidade da perda de integridade de membrana
plasmatica das células MIA PaCa-2 induzidas pelos acidos graxos, além de investigar se
esse evento poderia ser observado em tempos precoces, as células foram marcadas com a
sonda impermeavel a membrana, lodeto de propidio e estimuladas com as concentragdes
50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA.. A fluorescéncia das células

foi mensurada em um ensaio cinético por 8 horas.

Os dados indicam que ndo ocorreu aumento de fluorescéncia induzido pelos
estimulos analisados, de modo a sugerir que nao ocorreu formagao de poros na membrana

da célula MIA PaCa-2 no tempo analisado (Figura 17).
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Figura 17- Acido palmitico e acido docosaexaenoico nio causaram a formacio
precoce de poros na membrana plasmatica nas células MIA PaCa-2. 4s células MIA
PaCa-2 foram estimuladas com as concentragdes 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25
uM e 50 uM de DHA e expostas a sonda impermeavel a membrana plasmatica, lodeto de
propidio. UNS representa células ndo estimuladas e NM representa células ndo marcadas
com a sonda. Foi realizado um ensaio cinético de fluorescéncia durante 8 horas, com
medi¢des a cada 1 hora no espectrofotometro (SpectraMax M3). Os resultados estdo
representados em PA (A) e DHA (B) e expressos em forma de média + desvio padrao
(n=5).
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5.4 Acido palmitico e acido docosaexaenoico nio induziram a liberacio de
lactato desidrogenase para o espacgo extracelular nas células MIA PaCa-2

De modo a investigar a possibilidade da perda tardia da integridade de membrana
plasmatica das células MIA PaCa-2 induzida pelos acidos graxos, as células foram
estimuladas com as concentragdes 50 pM e 200 uM de PA, assim como 25 pM e 50 uM
de DHA. Apos 24, 48 e 72 horas, foi realizado o ensaio colorimétrico de quantificagdo de

LDH extracelular utilizando o kit CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay (Invitrogen™).

Foi possivel observar que ndo ocorreu liberagdao da enzima lactato desidrogenase
para o espago extracelular, sugerindo que ndo ocorreu perda completa da integridade de

membrana em tempos tardios (Figura 18).
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Figura 18 - Acido palmitico e acido docosaexaenoico nio induziram a liberagio de
lactato desidrogenase para o espaco extracelular nas células MIA PaCa-2. As células
MIA PaCa-2 foram estimuladas com as concentracdes 50 uM e 200 uM de PA, assim
como 25 uM e 50 uM de DHA, ou ndo estimuladas (UNS) por 24h (A), 48h (B) ou 72h
(C). O sobrenadante das células foi analisado com o kit comercial CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay (Invitrogen™), seguindo as recomendagdes do fabricante por
espectrofotometria (SpectraMax M3). Os resultados estdo expressos em forma de média
da absorbancia + desvio padrio (n=3), com diferencas estatisticamente significativas
indicadas por (****) p <0,0001 indicado por One-way ANOVA.
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5.5. A maquinaria necessaria para inducio de morte litica piroptdtica esta
presente na célula MIA PaCa-2

De modo a verificar se as células MIA PaCa-2 podem passar pelo processo de
piroptose, objetivou-se investigar se a maquinaria necessaria para a inducao dessa morte
esta presente nesse modelo celular (Figura 19). Com esse objetivo, as células MIA PaCa-
2 foram estimuladas com 1 pg/ml de LPS por 24 horas e em seguida com 20 mM de
nigericina pelo tempo de 2h , na ausé€ncia (SS) ou presenca de LPS (LS), estimulos
descritos na literatura como indutores de piroptose. Além do estimulo, as células foram
marcadas com a sonda impermedvel a membrana lodeto de propidio e analisadas por

espectrofotometria em um ensaio cinético de fluorescéncia por 8 horas.

Os resultados evidenciam a formagao de poros nas duas condigdes analisadas, com
uma maior captagao de PI na condi¢do que permaneceu com LPS durante o estimulo com

nigericina.
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Figura 19 - A maquinaria necessaria para inducio de morte litica piroptdtica esta
presente na célula MIA PaCa-2. As células MIA PaCa-2 foram marcadas com iodeto
de propidio e estimuladas com 1 pg/ml de LPS por 24 horas e em seguida com 20 mM
de nigericina pelo tempo de 2h , na auséncia (SS) ou presenca de LPS (LS). Como
controle foi utilizado células nao estimuladas (UNS). Os resultados estdo representados
em graficos linear (A) e 4rea sob a curva (B) e expressos em forma de média + desvio
padrdo (n=5), sendo a diferenca estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 e
(****) p<0,0001 em relacdo ao nao estimulado (UNS) indicado por ANOVA.
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5.6 Acido palmitico causou a diminuicio da secreciio de IL-1 p e aumento da
secreciio de IL-6 em células MIA PaCa-2. Acido docosaexaenoico nio modulou a
secrecido das citocinas 1L-1p, IL-6, e TNF-a

Com o objetivo de identificar se os acidos graxos PA ¢ DHA modulam o perfil de
secre¢do das citocinas pro-inflamatoérias IL-1p, IL-6 , e TNF-a nas células MIA PaCa-2,
foirealizado o ensaio imunoenzimatico ELISA (Figura 20). As células foram estimuladas
com as concentragdes 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA por
24 horas.

Como resultado, observou-se que o acido palmitico diminuiu consideravelmente
a secrecao de IL-1P, ao passo que aumentou a secrecdo de IL-6. Nossos dados também
sugerem que o acido docosaexaenoico nao modulou a secre¢do dessas citocinas no tempo

observado.
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Figura 20 - Acido palmitico causou a diminuicio da secreciio de IL-1 p e aumento
da secreciio de IL-6. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50 uM e 200 uM
de acido palmitico, 25 uM e 50 uM de acido docosaexaenoico ou ndo estimuladas (UNS)
por 24 horas. As citocinas IL-18 (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) presentes no sobrenadante
foram dosadas pelo ensaio de ELISA. Os resultados estdo expressos como média =+ desvio
padrdo (n=3), sendo a diferenca estatistica significativa entre a condicdo e o ndo

estimulado representada por (**) p <0,01, (****) p <0,0001 e entre estimulos (#) p<0,05,
calculada por ANOVA.
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5.7 O acido docosaexaenoico na maior concentracio diminuiu a capacidade
proliferativa das células MIA PaCa-2 em todos os tempos. Acido palmitico nio
alterou a capacidade proliferativa

Para investigar se os acidos graxos poderiam modular a capacidade proliferativa
das células MIA PaCa-2, foi utilizada a sonda permeavel e fluorescente CFSE. Essa
molécula se liga a aminas biogénicas no citoplasma e a medida que ocorrem divisdes
celulares, a fluorescéncia de cada célula filha é aproximadamente metade da fluorescéncia
da célula mae. De modo que, a intensidade de fluorescéncia mensurada nesse experimento
¢ inversamente proporcional a taxa de proliferacdo celular, CFSE. Apds a marcagao, as
células foram estimuladas com as concentragdes 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25

uM e 50 uM de DHA.

Os resultados demonstraram que, apos 24h, 48h e 72h de estimulo, o DHA reduziu
de forma estatisticamente significativa a capacidade proliferativa em comparag¢ao com as

células ndo estimuladas (Figura 21).
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Figura 21 - Acido palmitico nio modulou a capacidade proliferativa. Acido
docosaexaenoico reduziu a capacidade proliferativa das células MIA PaCa-2. As
c¢lulas foram marcadas com CFSE antes da realizacao dos estimulos e apds o tempo de
estimulo com 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 puM e 50 uM de DHA, as células
foram analisadas por citometria de fluxo (Accuri C6). Os resultados foram normalizados
em relacdo ao grupo ndo tratado (UNS) nos tempos de 24h (A), 48h (B) e 72h (C). Para
facilitar a interpretagao dos dados, foirealizada a normalizagao dos dados (N= 3)+- desvio
padrdo, invertendo a abordagem convencional: o valor da média do controle UNS foi
dividido pela intensidade de fluorescéncia de cada amostra, e o resultado foi multiplicado
por 100. Dessa forma, os valores finais expressam diretamente o percentual de
proliferacdo celular, onde valores mais altos correspondem a maior proliferacdo. Assim,
os resultados passaram a ser expressos diretamente como percentual de proliferacdo
celular. Os resultados estdo expressos em forma de média do MFI. Sendo a diferenga
estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 em relacio ao ndo estimulado (UNS)
indicada por One-way ANOVA.
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5.8 O acido palmitico nao induziu a producio de espécies reativas em tempos
precoces. O acido docosaexaenoico induziu a produc¢io precoce de espécies reativas
nas células MIA PaCa-2

A fim de identificar se os acidos graxos induzem a producao de espécies reativas,
as células MIA PaCa-2 foram marcadas com a sonda permedvel DCF-DA e em sequéncia,
estimuladas com as concentragdes 50 pM e 200 uM de PA, assim como 25 pM e 50 uM
de DHA. Para o ensaio de 6 horas, ap6s a marcagdo e os estimulos, as células foram
analisadas em um ensaio cinético de fluorescéncia por 6 horas com leituras a cada 10
minutos (Figura 22). Durante o tempo observado, ocorreu a formagao de espécies reativas

de forma dose dependente de DHA.
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Figura 22 — O acido palmitico nio induziu a producio de espécies reativas em
tempos precoces. O acido docosaexaenoico induziu a producio precoce de espécies
reativas. As células MIA PaCa-2 foram expostas a sonda DCF-DA e em seguida
estimuladas com as concentracdes 50 uM e 200 uM de PA assim como 25 uM e 50 uM
de DHA (A). Em sequéncia, foi realizada a leitura cinética durante 6 horas com leituras
de fluorescéncia a cada 10 minutos no espectrofotometro e os valores foram analisados
com o software GraphPad Prism (B e C) (SpectraMax M3).
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5.9 Acido docosaexaenoico induziu a producio tardia de espécies reativas

Para complementar o ensaio inicial de producdo de espécies reativas, as células
MIA PaCa-2 foram estimuladas com 25 uM e 50 uM de DHA e apds 24 horas as células
foram incubadas com a sonda DCF-DA, coletadas e analisadas por citometria de fluxo
(Accuri C6) (Figura 23). Os achados sugerem que os estimulos com PA ndo modularam
a producdo de espécies reativas, ao passo que, as de DHA causaram a produgdo de

espécies reativas no tempo analisado, de forma dose e tempo dependente.
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Figura 23 - Acido docosaexaenoico induziu a produciio tardia de espécies reativas.
Células MIA PaCa-2 foram estimuladas por 24 horas com as concentragdes 25 uM e 50
uM de DHA. Apds o tempo de estimulo, as células foram incubadas com a sonda DCF-
DA, coletadas e analisadas por citometria de fluxo (Accuri C6). Os resultados da
citometria estdo representados em graficos de barras para PA (A) e DHA (B) e expressos
em forma de média + desvio padrao (n=5), sendo a diferenga estatistica significativa
representada por (*) p < 0,05, (***) p < 0,001 quando comparados com o UNS e por (#)
quando comparados entre estimulos, todos indicado por ANOVA.
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5.10 A inibicio da producdo de espécies reativas reverteu a reducio de
viabilidade mitocondrial causada pelo acido docosaexaenoico nas células MIA
PaCa-2

Com o objetivo de verificar se as espécies reativas estavam associadas a
diminui¢do de viabilidade celular causada pelo acido docosaexaenoico nas células MIA
PaCa-2. O ensaio de medigao de viabilidade mitocondrial com a sonda MTT foi realizado
em células MIA PaCa-2 estimuladas com as concentragdes 25 uM e 50uM de DHA, assim
como 25 uM e 50 uM de DHA na presenca do inibidor farmacologico N-Acetilcisteina
(NAC) que ¢ um inibidor de espécies reativas, por 24, 48 ou 72 horas (Figura 24 e 25).

Foi possivel observar que as células MIA PaCa-2 quando estimuladas com 25 uM
e 50 uM de acido docosaexaenoico tiveram uma redugdo tempo e dose dependente e sua
viabilidade mitocondrial. A presenga de NAC manteve a viabilidade mitocondrial em
todos os tempos analisados, ademais, nos tempos de 24 e 48 horas, o NAC causou
aumento da conversao do sal de MTT a cristais de formazan, indicando um possivel ganho
de atividade mitocondrial causada pela inibicdo das espécies reativas, efeito que nao foi

observado no tempo de 72h.
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Figura 24 - A inibicdo da producio de espécies reativas reverteu a reducio de
viabilidade mitocondrial causada pelo acido docosaexaenoico nas células MIA
PaCa-2. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com DHA nas concentragdes 25 uM
e 50 uM com ou sem a presenga de N-Acetilcisteina (NAC), por 24h (A); 48h (B); 72h
(C). Apos os tempos de estimulo, foi realizado o ensaio de viabilidade mitocondrial com
MTT, a média dos percentuais de células vidveis em relagdo ao controle ndo estimulado
(UNS) foi utilizada para calcular a viabilidade mitocondrial. Os resultados estdo
expressos em forma de média = desvio padrdo (n=5), sendo a diferenca estatistica
significativa representada (****) p < 0,0001 em relagdo ao ndo estimulado (UNS),

indicado por One-way ANOVA.
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Figura 25 - Prancha representativa do efeito da inibicio da producio de espécies
reativas na diminuicao de viabilidade mitocondrial causada pelo DHA nas células
MIA PaCa-2. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com DHA nas concentragdes
25 uM e 50 uM com ou sem a presenca de N-Acetilcisteina (NAC), por 24h, 48h ou 72h.
Ap6s o estimulo, foram capturadas imagens de campo claro das células estimuladas com
DHA na presenca ou nao do inibidor farmacoldgico NAC.
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5.11 Acido docosaexaenoico diminuiu o niimero de mitocondrias viaveis

A fim de investigar se o aumento de ROS e a inducdo de morte celular nas células
MIA PaCa-2 estimuladas com &cido graxos poderia estar relacionada a alteragdes
mitocondriais, foi realizada a visualiza¢do das mitocondrias por microscopia confocal de
fluorescéncia das células. Para isso, as células MIA PaCa-2 estimuladas com as
concentragdes 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 puM e 50 uM de DHA. Apos 24
horas de estimulo, as mitocondrias foram marcadas com a sonda fluorescente
MitoTracker Red CMXRos, enquanto o nicleo foi marcado com a sonda fluorescente
DAPI. Os achados sugerem uma diminui¢do na visualizagdo de mitocondrias causada
pelo DHA na concentragcdo de 50 uM, o que indica a auséncia de mitocondrias com
potencial de membrana eficientes, considerando que a sonda € retida na organela quando

esta estd polarizada (Figura 26).
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Figura 26 - Acido docosaexaenoico diminuiu o niimero de mitocondrias viaveis da
célula MIA PaCa-2. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50 pM e 200 uM
de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA por 24 horas. As mitocondrias das células
foram marcadas com MitoTracker Red CMXRos (vermelho) e o nucleo celular marcado

com DAPI (azul) e analisadas por microscopia confocal de fluorescéncia a laser (Leica
TCS SP)).




66

5.12 Acido palmitico aumentou a quantidade total de corpisculos lipidicos
nas células MIA PaCa-2. Acido docosaexaenoico nio modulou a biogénese de
corpusculos lipidicos

Com o objetivo de analisar a influéncia dos acidos graxos no metabolismo lipidico
das células MIA PaCa-2. As células foram estimuladas com as concentracdes 50 uM e
200 uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA. Apds o tempo dos estimulos as
células foram coletadas e a biogénese de corpusculos lipidicos foi analisada por meio do
ensaio de citometria com a sonda lipofilica BODIPY (Figura 27). A analise dos resultados
revelou que, em 24 horas, ndo ocorreu modulacdo significativa da biogénese de
corpusculos. Em tempos mais tardios de 48 e 72 horas foi possivel mensurar um aumento
no processo de biogénese de corpusculos lipidicos causado pelo estimulo com 200 uM

de PA.
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Figura 27 - Acido palmitico aumentou a quantidade total de corpisculos lipidicos
nas células MIA PaCa-2, enquanto o acido docosaexaenoico nido modulou a
biogénese de corpusculos lipidicos. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50
uM e 200 uM de PA, assim como 25 puM e 50 uM de DHA. Apds 24h (A), 48h (B) e 72h
(C) de estimulo, as células foram marcadas com BODIPY (FITC) e analisadas por
citometria de fluxo (Accuri C6). Os resultados estdo expressos em forma de média +
desvio padrao (n=3), sendo a diferenca estatistica significativa representada por (**) p <
0,01 e (****) p <0,0001 em relacdo ao nao estimulado (UNS), indicada por ANOVA.
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5.13 O acido palmitico e o acido docosaexaenoico aumentaram o numero de
goticulas lipidicas, com um efeito mais acentuado causado pelo 6mega-3

Com o objetivo de complementar a analise de biogénese de corpusculos lipidicos,
foram realizadas microscopias confocal (Figura 28) e opticas (Figura 29), além da
contagem de goticulas lipidicas por microscopia optica (Figura 30). Para isso, as células
MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 uM e 50
uM de DHA. Apds os tempos de estimulo, as células foram marcadas com a sondas
BODIPY ou o corante Oil Red O, ambas moléculas lipofilicas com capacidade de se ligar

a lipidios neutros que se acumulam nos corpusculos lipidicos.

Foi possivel observar que o PA causou um aumento no numero de goticulas em
todos os tempos na concentracdo de 200 uM, enquanto que a concentracdo de 50 uM
aumentou o nimero de goticulas lipidicas apenas no tempo tardio de 72 horas. Ademais,
o DHA causou aumento no numero de goticulas lipidicas nas concentragdes de 25 uM e
50 uM em todos os tempos analisados. Dessa forma, os acidos graxos na concentracao de
50 uM exerceram um efeito distinto sobre a quantidade dessa organela nos tempos de 24

e 48 horas.
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Figura 28 - O acido palmitico e o acido docosaexaenoico aumentaram o nimero de
goticulas lipidicas, com um efeito mais acentuado causado pelo 6mega-3, imagem de
microscopia confocal. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50 uM e 200 uM
de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA. Ap6s 24h, o nucleo das células foi marcado
com o corante fluorescente DAPI (azul) e os corpusculos lipidicos foram marcados com
a sonda lipofilica BODIPY (verde). Por fim, as células foram analisadas por microscopia
confocal de fluorescéncia a laser (Leica TCS SP5).
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Figura 29 - O acido palmitico e o acido docosaexaenoico aumentaram o nimero de
goticulas lipidicas, com um efeito mais acentuado causado pelo 6mega-3, imagem
por microscopia optica. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com 50 uM e 200
uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA. Apds 24h (A), 48h (B) e 72h (C), as
c€lulas foram marcadas com Oil Red O e hematoxilina e analisadas por microscopia de
Luz, de modo que, pontos vermelhos indicam corpusculos lipidicos (Zeiss AXIO
LAB.Al).
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Figura 30 - O acido palmitico e o 4cido docosaexaenoico aumentaram o nimero de
goticulas lipidicas, com um efeito mais acentuado causado pelo O0mega-3,
quantificacio por microscopia éptica. As células MIA PaCa-2 foram estimuladas com
50 uM e 200 pM de PA, assim como 25 pM e 50 pM de DHA. Apos 24h (A), 48h (B) e
72h (C), as células foram marcadas com Oil Red O e hematoxilina e analisadas por
microscopia de Luz (Zeiss AXIO LAB.Al). A contagem do nimero de goticulas foi
realizada manualmente a partir da contagem do niimero de goticulas lipidicas de 50
células por condigdo, percorrendo sistematicamente a lamina, garantindo que cada campo
fosse capturado apenas uma vez, dessa forma, evitando sobreposi¢do de areas analisadas.
A diferenca estatistica significativa foi representada por (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 e
(****) p<0,001 em relacdo ao ndo estimulado (UNS); (#) p < 0,05 (##), p < 0,01 e (####)
p < 0,001 para demonstrar a diferenca entre estimulos, todos indicados por ANOVA.
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5.14 O acido palmitico aumenta o nimero de projecoes celulares da célula
MIA PaCa-2. O acido docosaexaenoico diminui o0 niumero de projecoes celulares.

Devido a observacdo do acumulo de goticulas lipidicas na ponta de projecdes
celulares, investigamos qual seria o efeito do estimulo dos acidos graxos nas projecdes
celulares da célula MIA PaCa-2 (Figura 31). Para isso, apos os estimulos com 50 uM e
200 uM de PA, assim como 25 pM e 50 uM de DHA, foi realizada a fixacdo e coloragdo
com hematoxilina das células, seguida da contagem manual do nimero de projecdes
celulares. Os resultados sugerem um aumento no nimero de projecdes celulares no tempo
tardio de 72 horas causado pelo acido palmitico, assim como a redu¢do do numero de

projecdes causado pelo DHA.
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Figura31-0 Acido palmitico aumenta o niimero de projecoes celulares em tempos
tardios enquanto acido docosaexaenoico diminui. As células MIA PaCa-2 foram
estimuladas com 50 uM e 200 uM de PA, assim como 25 uM e 50 uM de DHA. As
células foram marcadas com o corante Oil Red e hematoxilina e analisadas por
microscopia de luz (Zeiss AXIO LAB.AI). A contagem do niimero de projegdes foi
realizada manualmente a partir da contagem de 50 células obtidas de imagens registradas
percorrendo sistematicamente a lamina, garantindo que cada campo fosse capturado
apenas uma vez, evitando sobreposicdo de 4reas analisadas. A diferenca estatistica
significativa representada por (*) p <0,05 e (****) p<0,001 em relagdo ao ndo estimulado
(UNS) por ANOVA.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos do 4acido palmitico e do acido
docosaexaenoico sobre parametros celulares e a modulagdo de parametros
carcinogénicos, assim como seu efeito sobre as organelas mitocondria e corpusculo
lipidico de células MIA PaCa-2 de cancer adenocarcinoma pancredtico humano. No
presente estudo, corroboramos a literatura cientifica ao demonstrar que o acido palmitico
ndao comprometeu a viabilidade das células MIA PaCa-2, ao mesmo tempo, esse acido
graxo resultou em alteragdes que podem ser favoraveis ao tumor. Ademais, corroboramos
a literatura cientifica demonstrando que em contraponto ao acido palmitico, o acido

docosaexaenoico causou um efeito antitumoral na linhagem analisada.

Nossos resultados sugerem que o estimulo com acido palmitico nio comprometeu
a viabilidade mitocondrial das células MIA PaCa-2 nos tempos avaliados. Ademais,
nossos dados demonstram que o estimulo com 4cido docosaexaenoico causou a reducao
da viabilidade mitocondrial de forma dependente da dose e do tempo na linhagem celular.
De forma complementar, nossos resultados sugerem que o estimulo com 50 uM DHA
induziu morte nao litica em células MIA PaCa-2 nos tempos de 48 e 72 horas.
Observamos também a presenca de uma segunda populacdo de células que sao
permeaveis ao iodeto de propidio (PI) quando estimuladas com 50 uM de DHA nos
mesmos tempos, o que indica que a membrana dessas células ndao estd mais
completamente integra, podendo ter sido comprometida e parcialmente reparada. Esses
dados reforcam que o 6mega-3 induz um efeito distinto em células tumorais quando
comparado ao seu efeito em células saudaveis, onde atua como uma molécula protetora

da homeostase celular.

Dado que o DHA induziu alteragdes na viabilidade celular e na integridade da
membrana, ¢ possivel que esses efeitos estejam relacionados a ativagdo de padrdes
moleculares de perigo. Os padroes moleculares associados a dano (DAMPS) ou a
patdégenos (PAMPS) ativam vias celulares e podem resultar em efeitos distintos. A
literatura demonstra que acidos graxos podem modular de forma diferencial a produgao
de citocinas, por exemplo, 4cidos graxos de cadeia curta diminuem a ativacdo de TLR4
enquanto acidos graxos de cadeia longa podem ativa-lo (SAM et al., 2021). Na presenca
de um segundo sinal, o reconhecimento de padrdes pode também resultar na ativagao do
inflamassoma, levando a formacdo de poros na membrana, caracterizando a piroptose

(FANG et al., 2020).
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Resultados variados foram encontrados na literatura acerca do efeito do PA no
inflamassoma. O PA pode ativar o inflamassoma de células estreladas hepaticas e
macrofagos, contribuindo para o processo de inducao de fibrose e inflamacdo (DONG et
al., 2020; KORBECKI; BAJIDAK-RUSINEK, 2019). Ademais, o PA pode induzir morte
piroptética em células epiteliais hepaticas de maneira dependente da formacdo do
inflamassoma (ZENG et al., 2020). Outrossim, PA promove a invasividade de células
AsPC-1 de cancer de pancreas por meio do seu reconhecimento pelo TLR4 e da ativagao
do inflamassoma (BINKER-COSEN et al., 2017). Além disso, o PA promove a formagao
de metéstases pulmonares pelo melanoma, devido a ativacdo da via TLR4/TRIF/Pelil,
resultando na ativagdo do fator de transcricdo NF-kB e na producdo de citocinas como

IL-6 (ZHANG et al., 2022).

O Omega-3, por sua vez, possui efeitos distintos dos do 4cido palmitico no
contexto da ativagio do inflamassoma. E descrito que os dmega-3 podem diminuir a
ativacdo do inflamassoma em diversos tipos celulares como adipdcitos € macrdfagos
(LEE; MIDGETTE; SHAH, 2019; WILLIAMS-BEY et al., 2014). Por outro lado, ¢
descrito que DHA pode induzir morte piroptotica em cancer de mama (PIZATO et al.,

2018). Refor¢cando que o efeito do 6mega-3 varia conforme o tipo celular estimulado.

Levando em consideragdo o papel emergente e dibio de mortes liticas, como a
piroptose, em canceres, além da possibilidade de reparo da membrana citoplasmatica
(FANG et al., 2020; JIMENEZ et al., 2014). Avaliamos se estaria ocorrendo inducdo de
morte decorrentes da perda da integridade de membrana celular em células

adenocarcinoma pancreatico estimuladas com esses lipideos.

Nossos resultados apontam que nenhuma das concentragdes analisadas de acido
palmitico induziu poros nas células MIA PaCa-2 nos periodos de 0 a 72 horas. Em
contrapartida, embora o estimulo com DHA tenha resultado na permeabilidade a iodeto
de propidio em tempos tardios de 48 e 72 horas, ndo houve formacao precoce de poros
em até 8 horas. Ademais, constatamos que ndo ocorreu liberagdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) pela membrana das células MIA PaCa-2 nos tempos de 24, 48 e 72

horas.

Levando em conta a diferenga de massa molecular dessas moléculas (0.67 kD para
o Pl e de 140 kD parao LDH) e a relag@o entre massa e tamanho molécular, essa diferenca

de tamanho das moléculas pode explicar a permeabilidade ao PI e a impermeabilidade ao



75

LDH observada nos resultados (SILVA; DO VALE; DOS SANTOS, 2008). Em contraste
com os poros maiores formados na morte litica, como a piroptose mediada pela familia
de proteinas gasdermina, outros poros podem estar presentes na membrana plasmatica

das células.

Um exemplo que pode possibilitar esse fendmeno ¢ a proteina canal Pannexina 1
(PANX1), que permite a passagem de moléculas de até aproximadamente 1.5 kDa (QIU;
DAHL, 2009; WANG et al., 2007). A principal fungdo desse canal, quando aberto, ¢
permitir a liberacdo de ATP, que possui cerca de 0,5 kDa de massa, para o espaco
extracelular (DAHL, 2015). Ademais, foi demonstrado que o PANXI1 participa do
processo de captacdo de iodeto de propidio, € a sua inibicdo reduz essa captagdo
(SEMINARIO-VIDAL et al., 2009, 2011). Esse canal também esté associado a diferentes
formas de morte celular como a apoptose, necrose e piroptose (CRESPO YANGUAS et
al., 2017). Além disso, a expressao de PANXI1 ¢ aumentada em células de

adenocarcinoma pancreatico (ONCODB, 2021).

Outro ponto a ser explorado no futuro ¢ a possibilidade de ativagao do sistema de
reparo da membrana celular na resposta e no controle da morte celular. Os Complexos de
Classificagdo Endossomal Requeridos para Transporte (ESCRT) sdo essenciais para a
formacao de corpos multivesiculares a partir da citocinese da membrana plasmatica e
também podem mediar o reparo da membrana, excisando segmentos com pequenos poros
(JIMENEZ et al., 2014). Ao promover o selamento de poros, esse sistema inibe mortes
liticas como a piroptose, de modo que, e inibi¢do dos complexos, por exemplo, pela
utilizacdo de BAPTA, um quelante de célcio, pode desfazer essa protecio (RUHL et al.,
2018). A expressao de varias proteinas que formam o complexo ESCRT-III, envolvido em
todas as fungdes associadas aos ESCRTs, ¢ constitutiva ou estd aumentada no

adenocarcinoma (ONCODB, 2021).

Para averiguar a possibilidade de indug¢do de morte litica na linhagem MIA PaCa-
2, estimulamos essas células com LPS e nigericina, agentes cldssicos indutores de
piroptose. O resultado indica que ao longo de 8 horas, ocorreu a formacdo de pequenos
poros e captacdo de iodeto de propidio na membrana dessas células. Ainda é preciso
averiguar se, com esse estimulo, as células estariam permedveis também a moléculas

maiores, como o LDH, e avaliar a atuagdo do seu sistema de reparo.
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Além da indugdo de morte celular, dcidos graxos também podem modular o perfil
de secrecao de diversas citocinas, que sdo moléculas reguladoras da inflamagdo, e podem
ser secretadas durante a indugdo de processos de morte celular. A interleucina-1 beta (IL-
1B) é um dos mediadores inflamatdrios mais importantes, sendo essencial para a resposta
contra patégenos (VAN DE VEERDONK et al., 2011). Ao mesmo tempo, a IL-1p esta
associada a doengas inflamatorias como artrite reumatoide, doengas autoimunes, dentre
outras (SATOH et al., 2015). No contexto do cancer, a IL-1p estd associada a uma maior
invasividade tumoral. A IL-1f, assim como a IL-6, induzem a expansdo de linfocitos B
reguladores, contribuindo para o perfil imunosupressivo do microambiente tumoral do
ADP (TAKAHASHI et al., 2021). AIL-1P ndo ¢ sintetizada contendo um peptideo sinal,
sendo a sua secre¢do ocorre por meio da formagdao de poros na membrana celular, pela
acdo do transportadores da familia cassete de ligacdo ao ATP (Do inglés ATP-Binding

Cassette, ABC), ou ainda, pela liberacao de exossomos ou microvesiculas (EDER, 2009).

De maneira similar, nossos resultados demonstraram que o acido palmitico
reduziu, nas duas concentragdes analisadas, a secre¢ao de IL-Ip para o espago
extracelular. Essa diferenca de secrecao pode ter ocorrido devido a modulacdo da
expressao da citocina ou pela diminuigdo da sua secre¢ao por meio de transportadores,

vesiculas ou exossomos.

Outra citocina inflamatoria importante ¢ a interleucina-6 (IL-6). Os niveis de IL-
6 circulantes sdo mais elevados em pacientes com adenocarcinoma pancreatico
(EBRAHIMI et al., 2004). Ademais, concentracdes elevadas circulantes dessa citocina
estao associadas a menor sobrevida de pacientes e com a progressao do ADP (EBRAHIMI
et al., 2004; RAMSEY et al., 2019). De modo que, a inibi¢do de IL-6 em camundongos
mitigou os efeitos da doenca, diminuindo a chance de recorréncia e o tamanho dos

tumores (GOUMAS et al., 2015).

O mecanismo proposto para a acdo da IL-6 no adenocarcinoma ocorre por meio
da ativagdo tanto da STAT3 quanto da MAPK, promovendo o crescimento tumoral
(LESINA et al., 2011; ZHANG et al., 2013). A IL-6 ¢ essencial para a metaplasia de
células acinares em ductais, sendo que camundongos knockout para IL-6 apresentam um
menor numero de lesdes pré-tumorais; no entanto, essa reducdo ¢ revertida pelo
tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina (ZHANG et al., 2013). A ativagdo de via
da MAPK leva a ativagdo do fator de transcricdo Nrf2, que resulta na detoxificacdo de

espécies reativas, de modo que, a delecdo de Nrf2 causa a morte de células de cancer de
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pancreas (DENICOLA et al., 2011). Isso demonstra o papel chave da IL-6 na resisténcia

tumoral ao estresse oxidativo.

Ademais, ao ativar as vias MAPK e STAT3, que estdo associadas a resisténcia a
apoptose, a IL-6 promove a producdo de VEGF, um fator de inducdo da angiogénese.
Além disso, estimula a producdo de metaloproteinases, enzimas que degradam a matriz
extracelular, facilitando a invasdo tumoral de novos tecidos (FEURINO et al., 2007). A
[I-6 também induz apoptose em células dendriticas e inibe o seu processo de
diferenciacao, comprometendo seu potencial como células apresentadoras de antigenos e
a ativagao de linfécitos T CD8+ (LIN et al., 2020). Ademais, 11-6 induz diferenciacdo e
expansdo de células supressoras derivadas de mieloide, como os macrofagos associados
ao tumor, que, sob a a¢do da IL-6, sio modulados para um fenoétipo M2, mais

imunossupressivo (VAN DUIJNEVELDT; GRIFFIN; PUTOCZKI, 2020).

Nossos resultados corroboram os dados da literatura, demonstrando que o 4cido
palmitico na concentracdo de 50 uM aumentou a quantidade secretada de IL-6 pelas
c€lulas tumorais MIA PaCa-2, o que indica um possivel mecanismo que pode promover

a progressao € o microambiente tumoral do adenocarcinoma pancreatico.

O fator de necrose tumoral a (TNF-a) € outra citocina pro-inflamatoria
importante para o ADP. Outras células que compdem o pancreas sao as células estreladas
pancreaticas. Essas células permanecem em estado quiescente em um pancreas saudavel,
entratanto, o TNF-a, assim como IL-6, ativa essas células, que passam a modular o
microambiente tumoral, promovendo a inflamagao ¢ a desmoplasia (MASAMUNE;
SHIMOSEGAWA, 2009) . O TNF-a ¢ importante para a resisténcia a morte apoptotica e
para a formag¢do de metastases em diferentes tipos de cancer (WU; ZHOU, 2010). A
expressdo de TNF-a também esta associada a de CXCR4 e do seu ligante CXCL12, que
estdo associados a formacao de metastase e a sobrevivéncia tumoral em diversas células
cancerosas (BALKWILL, 2004). Nossos dados demonstraram que nos tempos e

condigdes analisados ndo ocorreu modulacdo significativa na secre¢do de TNF-a.

Além da inflamagao, a resisténcia & morte celular e a proliferagdo descontrolada
das células cancerosas estdo entre os principais hallmarks tumorais que impulsionam a
progressdo da doenca (HANAHAN, 2022). O acido palmitico exerce efeitos distintos
sobre o potencial proliferativo de diferentes linhagens celulares tumorais. O PA, na

concentragdo de 50 uM, reduz a capacidade proliferativa das células PC3 e DU145 de
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cancer de prostata, assim como a de diversas linhagens de cancer géstrico (YU et al.,
2023; ZHU et al, 2021). Ao mesmo tempo, na linhagem celular Caco-2, de
adenocarcinoma colorretal humano, o estimulo com acido palmitico nas concentragdes
entre 20 a 100 uM nio reduz a sua capacidade proliferativa, além disso, o estimulo com

pequenas concentragdes de 0 a 20 uM pode aumenta-la (NANO et al., 2003).

Nesse contexto, na linhagem AsPC-1 de cancer de pancreas, o estimulo com 200
uM foi benéfico para o tumor, aumentando sua capacidade invasiva (BINKER-COSEN
et al., 2017). Ademais, ja foi demonstrado que o estimulo com 50 uM de 4cido palmitico
nao foi citotoxico mesmo apds 6 dias de exposi¢do em linhagens de adenocarcinoma
pancreatico; nessas mesmas condi¢des, membros da familia do dmega-3 incluindo o 4cido
docosaexaenoico causaram reducao do crescimento celular (FALCONER et al., 1994). A
inibicdo do crescimento tumoral causada pelo 6mega-3 foi demonstrada em diversas
linhagens tumorais incluindo as de pancreas (SCHLEY et al., 2005; SONG et al., 2011;
YIN et al., 2017).

Nossos resultados acrescentam a literatura evidéncias de que o efeito do acido
palmitico ndo causa citotoxicidade e ndo modula a capacidade proliferativa das células
MIA PaCa-2. Além disso, nossos dados corroboram os dados da literatura ao demonstrar
a citotoxicidade e a redugcdo da capacidade proliferativa induzidas pelo dacido

docosaexaenoico nas células MIA PaCa-2.

Um dos mecanismos que podem mediar a morte celular ¢ a produgdo de espécies
reativas, de modo que, a sua produgdo e neutralizacdo afetam diversos processos
celulares, incluindo inflamagdo e sobrevivéncia. Acidos graxos de cadeia longa podem
ser incorporados a membranas celulares, incluindo a membrana plasmatica ¢ a membrana
mitocondrial, alterando a sua fluidez (FUENTES et al., 2018). A altera¢do da fluidez
causada pela incorporagdao de 4cidos graxos na membrana interna da mitocondria pode
possibilitar o vazamento de elétrons, de forma a estimular a produgao de espécies reativas
de oxigénio (SCHONFELD; WOJTCZAK, 2008). Acidos graxos também podem
interferir no sistema antioxidante da glutationa, reduzindo seus niveis em células tumorais

(MERENDINO et al., 2005).

Nesse contexto, acidos graxos de cadeia longa, como o dcido palmitico e o acido
docosaexaenoico, podem impactar as células que os incorporam, influenciando seus

processos fisiologicos e patologicos. Ja foi demonstrado que, em células saudaveis ou
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tumorais, ao menos parte da indu¢do de apoptose causada pelo acido palmitico decorre
da producao de espécies reativas (GEHRMANN; ELSNER; LENZEN, 2010; YU et al.,
2019). Em contrapartida, o DHA pode induzir seletivamente a producdo de espécies
reativas em células cancerosas, comprometendo o crescimento tumoral (KANG et al.,
2010; YIN et al., 2017). Ademais, a morte induzida pelo acido docosaexaenoico na
linhagem celular PaCa-44 de cancer de pancreas ocorre devido a peroxidacdo lipidica
mediante extrusdo de glutationa reduzida, de forma a minar o potencial antioxidativo do

tumor (MERENDINO et al., 2005).

Observamos que o acido palmitico ndo induziu a produgao de espécies reativas na
linhagem celular MIA PaCA-2 nos tempos analisados, enquanto o 4cido docosaexaenoico
causou a producdo de espécies reativas em temos precoces de até 6 horas e no tempo de
24 horas, ambos de forma dose dependente. Além disso, demonstramos que a inibi¢ao
dessas espécies reativas com o antioxidante N-Acetilcisteina foi suficiente para reverter

a morte induzida pelo DHA nessa linhagem celular.

A mitocondria, ¢ uma organela chave para o metabolismo celular sendo relevante
em diversos contextos como a producao de energia e espécies reativas. A mitocondria
possui duas membranas lipoproteicas, sendo que a interna forma as cristas mitocondriais
e dentre seus constituintes estao presentes as proteinas integrantes da cadeia respiratoria
ou cadeia transportadora de elétrons. A cadeia transportadora utiliza as coenzimas
carreadoras de elétrons produzidas pelo metabolismo celular, para gerar um gradiente de
protons que ¢ utilizado para produzir a molécula energética adenosina trifosfato (ATP)

pela enzima ATP sintase (BONORA et al., 2012).

Considerando a importancia da mitocondria para a homeostase celular, essa
organela também desempenha um papel fundamental no modo de agdo dos lipidios no
contexto tumoral. A mitocondria € o local onde ocorre a beta-oxidagao, processo no qual
acidos graxos sdo oxidados, gerando moléculas energéticas que podem ser utilizadas pela
célula cancerosa. Alteracdes mitocondriais, como mudangas na sua composic¢ao lipidica,
podem levar a produgio de espécies reativas (SCHONFELD; WOITCZAK, 2008).
Estudos demonstraram que 4cidos graxos poli-insaturados, como os dmega-3, podem
causar a perda do potencial de membrana mitocondrial em células cancerosas ao permitir
o vazamento de protons (SCHLEY et al., 2005; SO; LIU; LEUNG, 2015). A perda do

potencial de membrana mitocondrial estd associada a permeabilidade da sua membrana,



80

processo que permite a liberagdo do citocromo C para o citosol, onde é reconhecido como

um DAMP e induz apoptose pela via intrinseca (WU; BRATTON, 2013).

Nossos resultados corroboram os dados da literatura, demonstrando que, durante
0 processo citotoxico causado pelo acido docosaexaenoico, ocorreu a perda do potencial
de membrana das células MIA PaCa-2. Contudo, analises adicionais sdo necessarias para
caracterizar o efeito desse estimulo, incluindo a avaliagdo da capacidade respiratéria e de

proteinas relacionadas a disfungdo mitocondrial.

Além dos efeitos diretos na funcionalidade mitocondrial, ¢ importante considerar
como essas alteragdoes celulares podem influenciar o microambiente tumoral. No
adenocarcinoma pancreatico, o processo de desmoplasia leva a sintese excessiva de
fibras, resultando em fibrose e hipdxia tecidual. Esse processo de fibrose ¢ intensificado
pela IL-6, que, por sua vez, ¢ aumentada pelo fator induzivel por hipoxia (HIF-1) (LI et
al., 2022; ZHANG et al., 2023). A hipoxia ¢ um marcador de agressividade tumoral do
adenocarcinoma pancreético (BAO et al., 2012). A fibrose dificulta o acesso de farmacos,
comprometendo varios tratamentos para este cancer; entretanto, a hipdxia resultante pode

causar estresse nas células cancerosas.

Dentre os recursos empregados pela célula tumoral para sobreviver na falta de
oxigénio, ¢ a biogénese de corpusculos lipidicos. Os corptsculos lipidicos ¢ uma organela
essencial para a manutengao da homeostase celular, atuando como reserva energética na
forma de acidos graxos (DUCHARME; BICKEL, 2008; OLZMANN; CARVALHO,
2019; ZADOORIAN; DU; YANG, 2023). Dessa forma, a captagdo e sintese de acidos
graxos assim como o seu armazenamento nos corpusculos lipidicos sdao induzidas pela

hipoxia (BENSAAD et al., 2014; FURUTA et al., 2008).

Entre os hallmarks tumorais, alteragdes no metabolismo lipidico sdo cruciais para
a progressdo da doenca. A enzima 4cido-graxo sintase (do inglés Fatty acid synthase,
FAS), que realiza a sintese de lipideos, estd aumentada em diversos tipos de canceres,
inclusive no adenocarcinoma pancreatico, essa producdo de 4cidos graxos ¢ importante
para suprir a sintese da bicamada fosfolipidica necessaria a divisdo celular (BIAN et al.,
2015). Além disso, o nivel circulante dessa enzima também estd elevado em pacientes
com essa doenca, associando-se a resisténcia a terapias como o tratamento com

gencitabina (WALTER et al., 2009; YOUYUN YANG et al., 2011).
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Os corpusculos lipidicos também sdo um dos principais sitios de producao de
citocinas, desempenhando um papel na modulacao da inflamagao. Essa modulacdo ocorre
em grande medida devido a metabolizagdo de 4cidos graxos das familias 6mega-6 e
Odmega-3, que competem pelas enzimas cicloxigenases (COXs) e lipoxigenases (LOXs)
(LE et al., 2009). A metabolizagdo dessas duas familias de acidos graxos produz
mediadores pro-inflamatérios ou pro-resolutivos, respectivamente (CALDER, 2017;
INNES; CALDER, 2018; PHILIP C. CALDER; YAQOOB, 2009). Ademais, essas duas
familias tém efeitos opostos no adenocarcinoma pancredtico: enquanto os acidos graxos
omega-6 promovem o crescimento tumoral de células de ADP com alta expressdao de

cicloxigenase 2, os dmega-3 reduz esse crescimento (FUNAHASHI et al., 2008).

No entanto, o papel dos corpusculos lipidicos ndo esta completamente elucidado
no contexto do adenocarcinoma pancreatico. Nossos resultados demonstram que, a partir
de 48 horas, o acido palmitico na concentracdo de 200 uM levou a um aumento na
biogénese de corpusculo lipidicos, efeito ndo observado nas outras condigdes. Além disso,
nos constatamos um aumento no numero de goticulas lipidicas em células MIA PaCa-2
estimuladas com os &cidos graxos, com o &cido palmitico induzindo a formagdo de
goticulas maiores, enquanto o acido docosaexaenoico induziu a formacao de goticulas

menores que as encontradas nas demais condigdes.

Nesse contexto, observamos o acimulo de goticulas lipidicas nas extremidades
das projecdes das células MIA PaCa-2 visualizadas por microscopia dptica. Dessa forma,
questionamos qual seria o efeito desses acidos graxos na formagao de projegdes celulares.
Nossos resultados sugerem que o PA aumenta o numero de projegdes celulares, enquanto
o DHA as reduz. As projecdes celulares sdo importantes para processos de aderéncia e
mobilidade das células, sendo, portanto, relevantes no contexto tumoral podendo atuar na
migracao celular e invasdo de tecidos (ALEKSEENKO et al., 2024; LEONG et al., 2014).
Assim, nossos resultados podem estar relacionados ao aumento de invasividade do ADP
quando estimulado com PA observada em outro trabalho (BINKER-COSEN et al., 2017).
Além da redugdo do potencial invasivo de tumores causada pelo DHA (D’ELISEO et al.,
2012).

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que o acido palmitico nao
¢ citotoxico para as células MIA PaCa-2. Pelo contrario, indiu a biogénese de corpusculos
lipidicos, que estdo associados a um pior progndstico no ADP, promovendo a migragao

tumoral e contribuindo para a resisténcia contra quimioterapicos e estresse energético.
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Além disso, o PA aumentou o numero de projecdes celulares, que podem estar
relacionadas a migragdo celular. O PA também modulou o perfil de secre¢do de citocinas,
que podem contribuir para a imunossupressdao do microambiente tumoral. Ademais,
sugerimos que o acido docosaexaenoico nao modulou a biogénese de corpusculos
lipidicos nem a secrecdo de citocinas inflamatérias. O DHA também reduziu a
proliferagdo das células MIA PaCa-2 e o numero de proje¢des celulares, induzindo a
producao de espécies reativas, a perda de potencial de membrana mitocondrial € indugdo

de apoptose.

Considerando a relevancia do metabolismo lipidico para os tumores, perspectivas
futuras incluem a investigacdo dos efeitos da inibicdo de componentes da sintese de
lipidios e da formagao de corptsculos lipidicos no adenocarcinoma pancreatico(BOZZA;
VIOLA, 2010; SUNAMI; REBELO; KLEEFF, 2018). Nesse contexto, buscamos avaliar
o efeito do corpusculo lipidico no adenocarcinoma pancredtico por meio da inibi¢do da
enzima diacilglicerol aciltransferases 1 (DGAT1). Essa enzima ¢ necessaria para o
armazenamento de acidos graxos no corpusculo lipidico, tendo em vista que ela realiza a
adicao de uma molécula de acido graxo a uma molécula de diacilglicerol, formando um
triacilglicerol, que pode ser armazenado no corpusculo (YEN et al., 2008). ADGAT1 esta
localizada no reticulo endoplasmatico e ¢ necessaria para a sintese de goticulas lipidicas
menores derivadas dessa organela, de forma que, o seu bloqueio compromete a biogénese
dessa organela (HERNANDEZ-CORBACHO; OBEID, 2019). Além disso, pretendemos

analisar alteracdes morfologicas das mitocondrias e proteinas associadas a sua dinamica.
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7. CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, concluimos que o acido palmitico e
o acido docosaexaenoico exerceram efeitos distintos na modulagdo de parametros

carcinogénicos das células MIA PaCa-2 (Figura 32).

Verificamos que o acido palmitico ndo comprometeu a viabilidade mitocondrial da
linhagem e nem a capacidade proliferativa, pelo contrario, observamos que induziu a
biogénese de corpusculos lipidicos, que estdo associados na literatura a um maior
potencial invasivo do cancer e resisténcia a quimioterapicos. Além disso sugerimos que
pode levar a um aumento do nimero de projegdes celulares, que podem estar relacionadas
a mobilidade celular. Por fim, nossos achados indicam uma modulacao da secrecdo de

citocinas pro-inflamatodrias, com aumento da IL-6 e diminui¢ao da IL-1.

Também demonstramos neste estudo o potencial efeito citotoxico do acido
docosaexaenoico na linhagem MIA PaCa-2, reduzindo sua viabilidade mitocondrial e
capacidade proliferativa por meio da indugdo de morte celular. Outrossim, sugerimos que
a morte induzida pelo DHA nessa linhagem ¢ dependente da formagdo de espécies
reativas. Ademais, nossos dados sugerem que o estimulo com DHA n3ao aumentou a

biogénese de corpusculos lipidicos, associados a um pior prognostico pela literatura.

Dessa forma, este trabalho demonstra que o 4acido palmitico causa alteragdes celulares
nao toxicas a linhagem celular MIA PaCa-2, que podem alterar sua organizagao espacial,
modular seu microambiente tumoral e potencial de migracao. Ademais, destacamos o
potencial efeito antitumoral do acido docosaexaenoico contra células de cancer
pancreatico in vitro, sugerindo novas possibilidades terapéuticas que podem ser

exploradas como ferramentas promissoras no tratamento dessa doenga.
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Figura 32 - Papel do acido palmitico e do acido docosaexaenoico em células de cancer
de adenocarcinoma pancreiatico humano MIA PaCa-2. O Acido palmitico nio
apresentou efeitos citotoxicos ou citostaticos em células MIA PaCa-2, promovendo a
biogénese de goticulas lipidicas grandes e aumentou a secre¢do de IL-6 que pode modular
o microambiente tumoral. A1ém disso, aparenta induzir o nimero de projecdes celulares,
que podem estar relacionadas a migracdo celular. Em contrapartida, o 4cido
docosaexaenoico reduziu a capacidade proliferativa de células MIA PaCa-2 por meio da
inducdo de apoptose e perda de potencial mitocondrial, além de induzir aumento no
niumero de pequenas goticulas lipidicas e diminuir o nimero de proje¢des celulares
(Fonte: autoria propria — criado utilizando BioRender e Photoshop).
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