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O papel do dmega-3 (DHA) na modulacéo do tecido adiposo branco e marrom e a

sua funcao sobre células de melanoma
Débora Santos da Silva
RESUMO

Os acidos graxos poliinsaturados dmega-3 (n-3 PUFAS), como o 4cido docosahexaendico (DHA),
possuem mecanismos protetores contra o estabelecimento de doencas inflamatérias, como a
obesidade e o cancer. O DHA néo sé tem efeitos importantes sobre os tecidos adiposos, mas
também tem a capacidade de induzir a morte celular por piroptose em alguns tipos de células
tumorais. No entanto, o papel dos n-3 PUFAS na comunicacédo entre o cancer de melanoma e os
tecidos adiposos ainda é pouco conhecido. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
investigar o papel do 6mega-3 na modulagdo dos tecidos adiposos e sua funcgéo sobre células de
melanoma, especialmente, na inducdo de morte celular por piroptose. Camundongos (C57BL/6)
foram suplementados ou ndo com dmega-3 enriquecido em DHA na concentragdo de 1g/kg por
35 dias. Apos esse periodo, foram analisados soro, lavado peritoneal, tecidos adiposos, figado e
baco. Além disso, produtos de secrecdo de tecido adiposo desses camundongos suplementados
com dmega-3 foram isolados e usados para estimular a linhagem celular de melanoma B16F10 in
vitro. Anélises como viabilidade celular, morte celular e quantificagdo de citocinas foram
avaliados. Além disso, a linhagem celular de melanoma humano MeWo foi estimulada com DHA
(12,5uM, 25uM, 50uM e 100uM) por 48h in vitro. A secre¢do de lactato desidrogenase (LDH),
captacdo de lodeto de propideo, e ativacdo da caspase-1 foram analisados. Nossos dados
demonstraram que a suplementacdo com 6mega-3 enriquecido em DHA reduziu o peso dos
tecidos adiposos. As células do lavado peritoneal dos animais suplementados aumentaram a
biogénese de corpusculos lipidicos, mas reduziram a formacgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Além disso, o estimulo da B16F10 com os produtos de secre¢do de tecido adiposo marrom
(BAT) de animais suplementados levou a uma diminuigdo na viabilidade celular, bem como um
aumento da morte celular e reducdo da secre¢do da citocina IL-6 de células de melanoma.
Ademais, a concentracdo de 25uM de DHA induziu a liberagdo de LDH, aumentou a captacao de
lodeto de propideo e induziu a ativagéo da caspase-1, marcadores caracteristicos de morte celular
por piroptose. Portanto, este trabalho demonstrou o potencial da suplementacdo com 6mega-3 em
modular o perfil e a fungdo imunoldgica dos tecidos adiposos, assim como sugere a capacidade
do DHA em induzir piroptose na em células de melanoma in vitro. Esse trabalho gera, assim,
novas perspectivas para a utilizagdo do 6mega-3 DHA como adjuvante no tratamento do

melanoma.



The role of omega-3 (DHA) in white and brown adipose tissue modulation and the

function of these over the melanoma cells

Débora Santos da Silva
ABSTRACT

Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAS) such as docosahexaenoic acid (DHA) have
protective mechanisms against the establishment of inflammatory diseases, such as obesity and
cancer. DHA not only has important effects on adipose tissues, but also has the ability to induce
pyroptosis cell death in some types of tumoral cells. However, the role of n-3 PUFAS in the
crosstalk between melanoma cancer and adipose tissue is poorly known. In this way, this work
aimed to investigate the role of omega-3 in adipose tissue modulation and the fuction of these
over the melanoma cells, as well as the induction of pyroptosis. Mice C57BL/6 were
supplemented or not with omega-3 enriched in DHA at a concentration of 1g/kg for 30 days. After
this period, serum, peritoneal washing, adipose tissues, liver, and spleen were analyzed. In
addition, secretion products of adipose tissues from these omega-3 supplemented mice were
isolated and used to stimulate melanoma cell line B16F10. Analyzes such as cell viability, cell
death, and cytokine quantification were evaluated. Moreover, the human melanoma cell line,
MeWo were stimulated with DHA (12.5uM, 25uM, 50uM and 100puM) for 48h in vitro. Secretion
of lactate dehydrogenase (LDH), caspase-1 activation and loss of plasma membrane integrity
were analyzed. Our data demonstrated that supplementation with omega-3 enriched in DHA
reduced the weight of adipose tissues. Peritoneal washing cells from supplemented animals had
increased lipid droplet (LD) biogenesis but reduced reactive oxygen species (ROS) formation. In
addition, the stimulation of B16F10 with the secretion products of brown adipose tissue (BAT)
from omega-3 supplemented animals led to a decrease in cell viability as well as increased cell
death and reduced IL-6 secretion by melanoma cells. Furthermore, the 25uM DHA concentration
induced LDH release, increased Propidium lodide uptake and induced caspase-1 activation,
which are characteristic markers of cell death by pyroptosis. Thus, this study demonstrated the
potential of omega-3 supplementation in modulating the profile and immune function of adipose
tissues, as well as suggested the ability of DHA to induce pyroptosis in melanoma cells in vitro.
Therefore, it provides new perspectives for the use of omega-3 as adjuvants in the treatment of

melanoma.
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1. Introducéo

1.1. Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3

Os &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3, conhecidos como n:3 PUFAs ou ®-3
PUFAs, sdo &cidos graxos de cadeia longa caracterizados por multiplas insaturaces ao
longo da cadeia carbonica, sendo a primeira ligacdo dupla encontrada entre o terceiro e 0
quarto carbono da extremidade metil (Cholewski et al., 2018). Dentre os n:3 PUFAs mais
importantes destacam-se, o acido a-linolénico (ALA), o qual, através da acdo de enzimas
especificas responsaveis pelas reacdes de elongacao e dessaturacdo, pode ser convertido
ao acido eicosapentaenoico (EPA), e posteriormente, ao acido docosahexaenoico (DHA)
(Figura 1). Tais acidos graxos sdo considerados essenciais, visto que ndo podem ser
sintetizados pela via de novo em mamiferos, sendo, portanto, adquiridos atraves da
alimentacdo (Metherel & Bazinet, 2019; Shahidi & Ambigaipalan, 2018). As principais
fontes de ALA incluem, 6leos e sementes vegetais como, linhaca, soja e chia, por outro
lado, o DHA e EPA podem ser encontrados em peixes de aguas frias profundas e alguns
mamiferos marinhos. Outro meio mais eficiente de obté-los ocorre através da
suplementacdo com dleo de peixe, ja que a conversdo do ALA a EPA e DHA ¢ ineficiente
em humanos devido a competicdo entre 0s acidos graxos de 6mega 6 e os de n:3 PUFAS

pelas mesmas enzimas de conversdo (Das, 2011; Metherel & Bazinet, 2019).

Ap6s o consumo de Omega-3, esses &cidos graxos sdo incorporados aos
fosfolipidios de membrana celular podendo modular a composicdo da mesma, e
consequentemente, sua fluidez (Calder, 2015). Os n:3 PUFAs atuam sobre subdominios
de membrana, conhecidos como lipid rafs, modulando sua formacéo e estrutura. Esses
microdominios sdo responsaveis pela sintese de proteinas sinalizadoras chaves e pelo
transporte de proteinas intracelulares. Com isso, alguns estudos mostraram que alteracoes
nos lipid rafs de células imunes, induzidas pelo émega-3, podem levar a alteraces na
resposta imune (W. Kim et al., 2008; Shaikh et al., 2009). Os n:3 PUFAs presentes nas
membranas celulares também operam através da ligacdo com o receptor GPR120, o qual,
quando ativado inibe a via de ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB). Esse fator de
transcricdo nuclear age na expressdo génica de proteinas envolvidas em processos
inflamatorios tais como, as citocinas pro-inflamatérias interleucina 1 (IL-1p),

interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF-a), moléculas de adesdo
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intercelular-1 e vascular-1 (ICAM e VCAM), enzima ciclooxigenase (COX) e

metaloproteinases da matriz extracelular (Calder, 2015).

Além disso, os n:3 PUFASs internalizados para dentro da célula sdo responsaveis
pela sintese de moléculas com efeitos anti-inflamatorios, conhecidas como mediadores
lipidicos, através da acdo das enzimas COX, lipooxigenases (LOX) e do citocromo P450.
Essas mesmas enzimas sdo responsaveis pela sintese dos eicosandides provenientes do
Odmega-6. Contudo, apresentam maior afinidade pelos de dmega-3 (Lands, 2012). O &cido
araquidénico, um tipo de 6mega-6, é precursor de eicosanoides como a prostaglandina E:
(PGE>), leucotrieno B4 (LTB4) e tromboxano 2 (TXz), conhecidos como de série par com
potencial pré-inflamatorio, enquanto que o EPA e o DHA formam os de série impar,
PGEs3 (vaso dilatador e inibidor plaquetério), LTBs (fraco indutor de inflamacédo) e TXs
(fraco agregador plaquetario), os quais possuem acdo anti-inflamatéria (Robinson &
Stone, 2006).

Alpha-linolenic acid (ALA, 18:3 w-3)

A6-Desaturase
Y

Stearidonic acid (SDA, 18:4 »-3)

Elongase
Y

Eicosatetraenoic acid (20:4 w-3)

A5-Saturase
Y

Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 w-3)

Elongase
Y

Docosapentaenoic acid (DPA, 22:5 w-3)

Elongase
Y

Tetracosapentaenoic acid (24:5 -3)

A6-Desaturase
A J

Tetracosahexaenoic acid (24:6 w-3)

Peroximal chain-shortening

Y

Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 w-3)

Figura 1. Sintese dos &cidos eicosapentaendico (EPA), docosapentaendico (DPA) e docosahexaendico
(DHA) a partir do acido a-linolénico (ALA). Reacdes de dessaturacdo e elongacdo do ALA tem como
produto o EPA, DPA, e o DHA. Fonte: Shahidi F, Ambigaipalan P. 2018. Omega-3 Polyunsaturated Fatty
Acids and Their Health Benefits.
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1.2. Acido docosahexaendico (DHA)

O DHA é um nutriente encontrado principalmente nas membranas celulares do
sistema nervoso central (Tanaka et al., 2012). Estudos recentes demonstram o papel
neuroprotetor do DHA em diversas doencgas associadas ao sistema nervoso, como
Alzheimer, Parkinson, depressdo, esquizofrenia, e danos neuronais causados por
infeccdes virais (Avallone et al., 2019; Braz-De-Melo et al., 2019; Pawelczyk et al.,
2015). Além disso, o consumo de DHA durante a gravidez mostrou ser benéfico para o
desenvolvimento embrionario do cérebro, bem como da retina (Basak et al., 2020). Os
efeitos provenientes do DHA em ceélulas neuronais sdo, em parte, decorrentes de sua
capacidade em prevenir a apoptose neural através da translocacdo e ativacdo de Raf-1 e
AKT induzido pelo aumento dos niveis de fosfatidilserina em membranas neuronais (H.-
Y. Kimetal., 2010). Ademais, o DHA inibe as proteinas Bax, Bad e caspase 3, moléculas
pré-apoptoéticas, além de aumentar a expressao das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bel-
XL no hipocampo (Ajami et al., 2011; Dyall, 2015).

Outros efeitos promovidos pelo DHA envolvem a sintese de metabdlitos,
conhecidos como docosanoides, os quais sdo mediadores lipidicos pré-resolucédo
originados pela acdo do citocromo P450 monooxidase nas vias mediadas pelas enzimas
COX e LOX. Séao conhecidos pela sua potente acdo anti-inflamatéria e podem regular a
expressdo génica (Lopez-Vicario et al., 2016). Dentre eles, destacam-se, as resolvinas de
série D, cuja acdo ocorre através da ativacdo dos receptores acoplados a proteina G e estdo
envolvidas no processo de reducdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-o e IL-13 €
no controle da migracdo do neutrofilos; as maresinas, as quais estdo relacionadas ao
reparo e regeneracdo tecidual; e as protectinas, 0s quais atuam promovendo sobrevivéncia
celular no sistema nervoso e também em injdrias neuronais (Poudyal et al., 2011; Serhan,
2007).

Devido a influéncia do DHA em processos envolvidos com a inflamacéo, diversas
pesquisas vém demonstrando a relevancia do DHA em doencgas metabdlicas, como
doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes, além da promogdo e progressdo da
carcinogénese (Arnoldussen & Kiliaan, 2014; Newell et al., 2017; Siddiqui et al., 2011).
E sabido que os mecanismos moleculares exercidos pelo DHA in vitro podem inibir o
crescimento tumoral. Estudos mostraram a capacidade do DHA em induzir morte celular

programada, sendo a apoptose a principal delas, em diferentes tipos de cancer, como o de
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mama, prostata e pancreas (K. S. Kang et al., 2010; Park et al., 2018; Shin et al., 2013).
Também foi descrito a inducdo de morte litica por piroptose pelo DHA em células de
cancer de mama MDA-MB-231 (Pizato et al., 2018). Ja quando em conjunto com o delta-
tocotrienol (vitamina E), ambos levaram a reducéo da biogénese de corpusculos lipidicos
e inducdo da lipofagia, processos considerados biomarcadores de agressividade e
indicadores de maior atividade cancerigena, neste mesmo tipo de cancer (Pizato et al.,
2019). Além de neoplasias, 0 DHA também pode atuar sobre a obesidade, visto que
apresenta acdo direta sobre o tecido adiposo. Um estudo mostrou que o DHA induziu a
apoptose e inibiu a diferenciacdo de pré-adipécitos 3T3-L1 a adipdcitos maduros (H.-K.
Kim et al., 2006). Também foi demonstrado que a suplementagdo com DHA em
camundongos obesos e idosos induziu uma remodelacdo metabdlica do tecido adiposo
subcutaneo, modulando genes lipoliticos nos adipacitos, reduzindo o estado inflamatério
e induzindo marcadores de adipocitos bege (Félix-Soriano et al., 2023). Portanto, o
tratamento com DHA como adjuvante em diferentes comorbidades tem se mostrado

bastante promissor nos ultimos anos.

1.3. O tecido adiposo

O tecido adiposo € caracterizado por ser um 6rgdo enddcrino e metabdélico, com
alta plasticidade fenotipica, cuja principal funcdo esta associada ao armazenamento de
energia na forma de gordura (Kershaw & Flier, 2004). Este tecido é composto
majoritariamente por adipdcitos altamente especializados responsaveis por secretar
inimeras adipocinas como adiponectina, leptina, resistina e visfatina, e citocinas, tais
como TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-18 e proteina quimiotatica de macréfagos (MCP-1), os
quais podem atuar tanto localmente, quanto a nivel sistémico modulando,
consequentemente, o metabolismo de indmeros oOrgaos (Fantuzzi, 2005). Outros
componentes como pré-adipdcitos, fibroblastos, células-tronco, endoteliais, estromais, e
imunes também integram esse tecido (Ouchi et al., 2011). Atualmente, sé@o conhecidos
quatro tipos de adipdcitos, sendo eles, o branco, marrom, bege e rosa, com fisiologias,
atividades metabolicas e funcdes bem distintas (Corréa et al., 2019).

Os adipdcitos brancos apresentam uma grande goticula lipidica na porgéo central
e um numero escasso de mitocondrias em seu citoplasma. O tecido adiposo branco

(WAT) é o principal local de armazenamento de energia, bem como responsavel em
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regular o balanco energético mediante processos de lipogénese e lipdlise, e esta localizado
principalmente nas regiGes subcutanea, visceral e gonadal (Vazquez-Vela et al., 2008).
Em individuos obesos, a expansdo ndo saudavel do WAT, especialmente, na regido
visceral esta envolvida com maior producdo e secrecdo de moléculas pro-inflamatorias,
atuando como conexdo da obesidade com as doencas cronicas que se associam a essa
condigéo (Brand&o et al., 2017).

J& os adipdcitos marrons, diferentemente dos adip6citos brancos, apresentam uma
natureza anti-inflamatdria, devido a uma menor producéo de citocinas pré-inflamatorias
e goticulas lipidicas menores. O tecido adiposo marrom € mais vascularizado e retém uma
abundante quantidade de mitocondrias, as quais expressam a proteina-1 de
desacoplamento (UCP1), proteina transmembrana que dissipa calor ao desacoplar a
cadeia respiratoria mitocondrial, sendo responsavel pelo carater termogénico do tecido
(Cypess et al., 2009). O tecido adiposo marrom (BAT) tende a diminuir com a idade e
sua ativacdo promove a captacao de glicose e acidos graxos afetando o metabolismo de
todo o corpo, podendo alterar a sensibilidade a insulina e modificar a susceptibilidade ao
ganho de peso (Scheele & Nielsen, 2017). O depdsito de BAT, por sua vez, é encontrado
nas areas cervical, supraclavicular, axial, mediastinal, paraespinhal e abdominal (Leitner
etal., 2017).

Por outro lado, adipdcitos beges apresentam um fenétipo intermediario entre os
adipdcitos brancos e marrons. Possuem um nudmero relativo de goticulas lipidicas e
mitocOndrias, e podem facilmente, sobre estimulos externos, adquirir caracteristicas
funcionais de adipdcitos marrons, como elevados niveis de expressdo de UCP1 e,
posteriormente, capacidade termogénica. Esse fenbmeno é caracterizado como
“amarronzamento” do tecido adiposo branco, sendo um processo reversivel. Estimulos
como, frio, exercicio fisico, dieta e os receptores p2-adrenérgicos sao 0s principais
indutores desse fendmeno (Blondin et al., 2020; Machado et al., 2022). Por fim, um outro
tipo de tecido adiposo pode ser composto por adipdcitos rosa, 0s quais, estdo localizados
exclusivamente na mama e sé sdo produzidos durante gravidez e no periodo de lactacao.
Apresentam uma superficie apical com microvilosidades, reticulo endoplasmatico rugoso
robusto (RER), aparato de golgi, gréanulos contendo leite e goticulas lipidicas (Giordano

et al., 2014). Entretanto, pouco se sabe a respeito do papel desse adipdcito em patologias.
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O acumulo exacerbado de WAT pode levar a desregulacdo do funcionamento
desse tecido e, consequentemente, aumento da inflamagéo local e sisttémica (Figura 2).
Nesse contexto, altos niveis de secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL- B,
IL-6, IL-12, TNF-a, ¢ o aumento de sintese de oxido nitrico, pelos adipdcitos sao
observados (Ellulu et al., 2017). Isso resulta, posteriormente, no recrutamento, infiltracdo
e acumulo de linfécitos T CD8 e macrdfagos com fenoétipo M1, bem como um aumento
da angiogénese, no WAT (Chait & den Hartigh, 2020). O aumento de macré6fagos
também pode ser decorrente da morte de adipdcitos por morte litica, como a piroptose ou
necrose pela qual as células liberam fragmentos DNA e acidos graxos livres. Os
macrofagos, ao circundarem os adipocitos em processo de morte formam uma estrutura
conhecido como “estrutura em formato de coroa” (CLS), estando assim envolvidas com

a inflamacao local (Giordano et al., 2013; Murano et al., 2008).
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Figura 2. O Aumento da reserva lipidica em adipdcitos favorece a inflamagdo. A hiperplasia e a

hipertrofia dos adipdcitos sdo responsaveis por aumentar a secrecdo de mediadores inflamatdrios. Fonte:
Corréa LH, Heyn GS, Magalhaes KG. 2019. The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation

and Cancer Progression.

O tecido adiposo também esta envolvido com o surgimento e desenvolvimento de
diferentes tipos de neoplasias malignas. Adipdcitos localizados proximos as células
cancerosas, denominados adipdcitos associados ao cancer (CAA), favorecem o

agravamento e estabelecimento do microambiente tumoral e podem servir de fonte para
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o crescimento do tumor (Corréa et al., 2017). A comunicacdo entre esses dois tipos
celulares leva a reducgdo do contetdo lipidico e obtencdo de uma morfologia semelhante
a fibroblasto, como também aumento da capacidade migratoria e invasiva da célula
tumoral, tornando-o mais agressivo (Q. Wu et al.,, 2019). Apesar disso, pesquisas
envolvendo o amarronzamento do tecido adiposo branco mostram eficacia ao combate da
obesidade e, consequentemente, outros fatores a ela relacionados, como a progresséo
tumoral, devido a diminuigdo da inflamag&o e promogédo de um metabolismo regulado

promovidos pelo amarronzamento (J. Wu et al., 2013).

1.4. Omega-3 e tecido adiposo

Outros tecidos também sdo favorecidos pelas a¢des anti-inflamatorias decorrentes
do Omega-3, especialmente, o tecido adiposo. A capacidade dos n:3 PUFAs de
promoverem a modulacao do perfil metabdlico de células do tecido adiposo s&o oriundos
de mecanismos diversos (Figura 3). Dentre eles, a ativacdo da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) pelo EPA e DHA e, consequentemente, promocao da B-oxidacdo do
tecido adiposo. Além de prevenirem a lipogénese hepatica de maneira dependente de
AMPK e PPAR0, um fator de transcri¢do regulador do metabolismo da glicose e lipideos
(Siriwardhana et al., 2013). J& um outro fator de transcri¢do regulador da adipogénese,
PPARY, conjuntamente com o 6mega-3 estdo envolvidos na polarizagdo de macrofagos
M2 e posteriormente diminuicdo da inflamagdo (Chang et al., 2015). Os PUFAs de
Odmega-3 também atuam nos processos de diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos
maduros, prevenindo a hiperplasia e hipertrofia adipocitaria (Simopoulos, 2016).
Ademais, estimulam a biogénese mitocondrial e, consequentemente, aumento do

metabolismo energético (Hensler et al., 2011).
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Figura 3. Resumo dos mecanismos pelos quais 0s n-3 PUFAs (4cidos eicosapentaendico (EPA) e

docosahexaendico (DHA)) regulam o metabolismo e as fungdes do tecido adiposo. Os n:3 PUFAs
podem modular o armazenamento e a mobilizacdo de goticulas lipidicas dos adipécitos favorecendo o
metabolismo oxidativo. Além disso, regulam o processo inflamatorio, a utilizacdo de glicose e a
sensibilidade a insulina no tecido adiposo. Fonte: Martinez-Fernandez L, Laiglesia LM, Huerta AE,
Martinez JA, Moreno-Aliaga MJ. 2015. Omega-3 fatty acids and adipose tissue function in obesity and

metabolic syndrome

O BAT desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase energética
por meio da termogénese, o qual, os n:3 PUFAs podem exercer influéncia direta sobre
esse mecanismo. Por meio da ligacdo com o receptor celular GPR120, 0 dmega-3 estimula
0 aumento da expresséo e liberagdo do fator de Crescimento do Fibroblasto-21 (FGF21),
hormonio capaz de se ligar ao receptores [3-adrenérgicos e induzir o fendtipo de
adipdcitos marrons no WAT (Quesada-Lo6pez et al., 2016). Em um outro estudo mostrou-
se que adipdcitos tratados com EPA/DHA apresentam um maior aumento da expressao
de genes envolvidos na biogénese mitocondrial, como Pgcla e Nrfl (Flachs et al., 2005).
Além da expresséo génica de UCP1, um cléassico marcador do tecido adiposo marrom (M.
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Kim et al., 2015). O dmega-3 aumenta o amarronzamento de WAT no contexto da
obesidade através da secrecdo de oxilipinas anti-inflamatdrias, produtos derivados da
oxidacdo dos n:3 PUFAS, ja que as oxilipinas derivadas de AA inibem o amarronzamento
de adipécitos e a atividade de UCP1 via PGF2a de maneira dependente de calcio

(Barquissau et al., 2017; Pisani et al., 2014).

A suplementacdo com 6mega-3 estd intimamente associada a uma melhora do
perfil inflamatério do WAT devido ao aumento de adipocinas anti-inflamatorias como a
adiponectina, e reducdes nas citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, TNF-a, MCP-1 e
inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) (Hernandez et al., 2021; Mehta et al.,
1988; Neschen et al., 2006). Tendo em vista que os adipdcitos secretam eicosandides com
acao pré-inflamatoria, ja foi descrito que uma dieta rica em 6mega-3 diminui a sintese de
eicosandides provenientes do acido araquidénico, &cido graxo da familia dos 6mega-6,
incluindo tromboxano Az (TXAz) e PGE: de adipdcitos 3T3-L1 in vitro, uma vez que
EPA compete com o acido araquidbnico pela incorporacdo nas membranas celulares
(Wortman et al., 2009). Além disso, os n:3 PUFAs estdo envolvidos na diminuicdo de
citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-a, cujas concentragdes sdo elevadas nos casos de
obesidade (Kalupahana et al., 2011).

1.5. Cancer

O cancer esta entre as principais causas responsaveis pelo aumento do nimero de
Obitos na populacdo mundial, ocupando a segunda colocacdo, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS). Os fatores responsaveis pelo aumento da doenca
estdo correlacionados tanto a fatores extrinsecos, como o uso do tabagismo, alcool, falta
de exercicio fisico, amé alimentacéo e o alto indice de massa corporal, quanto intrinsecos,
incluindo horménios, condi¢es imunoldgicas e mutacdes genéticas (Anand et al., [s.d.]).
Outras razdes para 0 aumento do numero de mortes estdo correlacionadas ao diagnostico
tardio e auséncia de tratamento de qualidade, especialmente, em paises de baixa e média
renda. O impacto na economia devido ao cancer também é bastante preocupante, pois
estima-se que em 2010 foram gastos em torno de US$ 1,16 trilhdo com a doenca, sendo

significativo e maior que do ano anterior (OPAS).
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O nome céncer é dado a um conjunto de doengas, cuja caracteristica em comum
envolve o crescimento anormal e desordenado de células, podendo ter qualquer tecido ou
6rgdo como origem (WEINBERG, 2015). O surgimento de neoplasias malignas esta
relacionado ao descontrole do ciclo celular e ao desequilibrio da morte celular levando a
formacéo de tumores primarios. As células tumorais podem se deslocar do seu local de
origem atraves da migragdo por via sanguinea ou linfatica e dar origem a novas tumores
secundarios, processo conhecido como metéstase. Como consequéncia, 0S hovos 0rgaos
e tecidos afetados perdem sua funcao original ocasionando o desequilibro da homeostase

do organismo (Fares et al., 2020).

Outro traco marcante das neoplasias malignas abrange o principio da
heterogeneidade tumoral, pois muitas vezes considera-se um tumor sendo uma entidade
homogénea, quando na realidade pode ser constituido por varios tipos de células com
caracteristicas e comportamentos bem distintos uns dos outros. Esse aspecto € resultado
das alteracdes genéticas e epigenéticas desenvolvidas durante o desdobramento da doenca
(Dagogo-Jack & Shaw, 2018). Além disso, os tumores interagem e modulam o
microambiente aos quais estdo inseridos, constituindo um ambiente propicio e favoravel
para manutencao e proliferacdo de células cancerosas (Whiteside, 2008). Assim, o grau
de heterogeneidade constitui uma barreira para a abordagem terapéutica das neoplasias,
pois devido a grande complexidade e variedade de tumores, terapias com alvos gerais

muitas vezes tornam-se ineficazes ao combate da doenca.

As terapias mais decorrentes envolvem cirurgia, quimioterapia, radioterapia e
transplante de medula 6ssea, sendo em alguns casos, necessario a combinacdo de mais de
uma modalidade (J. A. Kim, 2003). Entretanto, tais terapias favorecem apenas a
erradicacdo do tumor priméario sendo pouco eficazes no combate de células tumorais em
tecidos distantes do tumor primario, como também no caso de metéstases. Alguns tipos
de céncer, incluindo o melanoma, devido a alta capacidade de metastase e mutagédo, tém
demostrado resisténcia as terapias atuais, 0 que eleva a taxa de letalidade da doenca
(Czarnecka et al., 2020).

1.6. Melanoma
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O melanoma € um tipo de cancer de pele que se origina nos melandcitos, que sao
as células produtoras de melanina, substancia responsavel pela pigmentacdo e protecdo
contra a radiacdo solar. Embora, o cancer de pele seja 0 mais frequente no Brasil e
corresponda a 30% de todos os tumores malignos registrados no pais, 0 melanoma
representa apenas 3% das neoplasias malignas do Orgdo. Trata-se de um cancer
extremamente agressivo e invasivo em decorréncia de sua alta capacidade metastatica,
tornando-o a neoplasia de pele mais letal. Estima-se que cerca de 8450 novos casos de
melanoma surgiram em 2020, sendo mais frequente em adultos de cor de pele branca
(INCA, 2020).

O surgimento do melanoma pode ocorrer nas regides da pele, membranas
mucosas, nos olhos e nas meninges (Ali et al., 2013). Nos estagios iniciais, as células
malignas crescem horizontalmente entre as camadas da derme e epiderme e apresentam
um comportamento mais benigno, fase chamada de crescimento radial. Mais tarde, essas
células invadem a derme reticular ou o subcutaneo e podem, posteriormente, invadir os
vasos linfaticos e sanguineos causando metastases, caracterizando a fase de crescimento
vertical (Balois & Amar, 2014). O prognostico do melanoma pode ser considerado bom
quando detectado em sua fase inicial, pois sua excisdo precoce é a forma mais eficiente
de reduzir a mortalidade de individuos doentes (Lideikaité et al., 2017). Além da remocao,
outros tratamentos como imunoterapia, terapia alvo, quimioterapia e radioterapia podem
ser utilizados em casos mais graves (Domingues et al., 2018). Os principais fatores de
risco para o surgimento do melanoma englobam: coloracdo de pele clara, fatores
hereditarios, radiacdo solar UV, pintas congénitas, nevos, bem como a obesidade
(Conforti & Zalaudek, 2021).

O tecido adiposo estéa relacionado com o desenvolvimento do melanoma devido a
sua proximidade com o tecido adiposo subcutaneo encontrado na camada da hipoderme
(Figura 4). Ademais, os sinais enddcrinos secretados pelos adipdcitos dos demais tecidos
adiposos branco e marrom podem atuar como um fator critico na fisiopatologia do cancer.
Um estudo mostrou que a obesidade induzida por dieta em camundongos C57BL/6
aumenta a progressao do melanoma através da ativacao da via AKT (Pandey et al., 2012).
Além disso, os produtos secretados pelos adipécitos como lipidios, quimiocinas, fatores
inflamatdrios e adipocinas, incluindo leptina, podem estar relacionados com a progressao
do melanoma (Olszanska et al., 2021). Pacientes obesos apresentam aumento dos
receptores de fatores de crescimento como insulina e IGF-1, os quais estdo envolvidos

com a progressdo do melanoma e em modelos pré-clinicos podem promover a
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proliferacdo, migracédo e evasao da morte celular de células de melanoma (L. K. Smith et
al., 2020).

In situ Invasive

Epidermis
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Figura 4. Proximidade entre o tecido adiposo subcutaneo e o melanoma. A medida que o melanoma
se torna agressivo e invade as camadas mais profundas da pele, as células tumorais entram em contato com
o0 tecido adiposo subcutineo. Fonte: Clement, E.; Lazar, I.; Muller, C.; Nieto, L. 2017. Obesity and

melanoma: could fat be fueling malignancy?

1.7. Morte celular

O mecanismo de morte celular € essencial para a manutencdo da homeostase dos
seres vivos. Nesse processo, moléculas que possam causar o desequilibrio, seja por
modificacdo genética, perda de funcdo ou por excessiva proliferacdo sdo removidas do
organismo. Além disso, o desencadeamento da morte celular é de suma importancia para
0 combate de patogenos e eliminagdo de células tumorais (Strasser & Vaux, 2020). O
processo de morte celular é tradicionalmente dividido em dois principais tipos, a morte
celular acidental causada por danos graves de natureza fisica e quimica, o qual ndo

apresenta correlagdo com nenhuma via celular especifica. E a morte celular regulada,
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dependente da ativacdo de uma maquinaria molecular especifica podendo sofrer

intervencgdes genéticas e farmacologicas (Galluzzi et al., 2018).

A apoptose é um tipo de morte celular regulada caracterizada por tipicas alteracdes
morfolégicas como, perda de volume, condensacdo da cromatina, fragmentacao celular e
posteriormente formacdo de corpos apoptéticos, os quais sdo fagocitados pelos
macrofagos sem ativacdo do processo inflamatorio (Hu & Zheng, 2008). Existem duas
vias apoptoticas principais, a via extrinseca e intrinseca. A sequéncia de eventos da via
extrinseca se inicia com a interacdo entre os sinais de morte provenientes do meio
extracelular e os receptores de morte, receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), Fas
e receptor ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL), presentes na
membrana plasmatica. O entdo complexo formado receptor/ligante é responsavel pela
ativacdo direta de caspase-8. Quando ativada, a caspase-8 iniciadora cliva e ativa as
caspases efetoras 3,6 e 7, levando a morte celular (Elmore, 2007). J& a via intrinseca
envolve a participacdo das mitocondrias, onde ocorre a translocacdo de proteinas
apoptoticas da familia das Bcl-2, incluindo Bax e Bad, bem como do citocromo c, 0s
quais serdo liberadas no citoplasma levando a formagdo do apoptosomo e posterior

ativagdo das caspases desencadeadoras da apoptose (Opferman & Kothari, 2018).

Por outro lado, a morte celular regulada por necrose resulta no aumento do volume
celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da
membrana plasmaética e consequente ruptura celular com o extravasamento do contetdo
intracelular. Outros processos como, disfuncdo mitocondrial, aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, deplecdo de ATP, prote6lise generalizada também fazem
parte desse tipo de morte (Syntichaki & Tavernarakis, 2002). Ja a piroptose é um tipo de
morte celular regulada inflamatéria dependente de caspases (1, 4 e 5 em humanos, e 1 e
11 em murinos), e leva a formacdo de poros na membrana. Além das caspases, 0
inflamassoma, a proteina Gasdermin-D, e citocinas pro-inflamatorias IL-1 e 1L-18 sdo de

suma importancia para o desencadeamento da piroptose (Bergsbaken et al., 2009).

1.8. Piroptose

A piroptose € um tipo de morte celular regulada com carater litico mediada por
caspases inflamatorias. As principais caracteristicas relacionadas a esse tipo de morte

envolvem o aumento do volume celular, perda da integridade da membrana pela formagéo
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de poros, fragmentacdo nuclear e condensacdo da cromatina, além da presenca de
caspases inflamatdrias (Bergsbaken et al., 2009). Atualmente, sdo descritas duas vias

responsaveis pelo desencadeamento da piroptose, a via candnica e a via ndo canénica.

A via candnica é ativada pela interacdo entre os receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), contidos nas membranas celulares, e os DAMPs e PAMPS, presentes no
espaco extracelular. Apds essa interacdo, 0s PRRs se oligomerizam para formar um
complexo multiprotéico conhecido como inflamassoma. Esse complexo é composto por
um dominio de pirimidina responsavel pelo recrutamento de moléculas adaptadores que
levam a ativagdo de prd-caspase-1 em caspase-1 ativa. A caspase-1 cliva e ativa as
citocinas pro-inflamatorias IL-1p ¢ IL-18, que irdo induzir uma inflamagdo local e
sistémica. E também durante esse processo que ocorre a translocacéo da proteina da caixa
1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1) do nudcleo para o citoplasma. A caspase-1
também ¢é responsavel por levar a clivagem e ativacdo da proteina Gasdermin-D. Esta
possui uma porcdo N-terminal, o qual sera direcionada para a membrana plasmatica
através da interacdo com cardiolipinas e fosfatidilinositideos. A oligomerizacéo da por¢édo
N-terminal induz a formac&o de poros na membrana com cerca de 12-14 nm de diametro

interno, consequentemente, levando a lise celular (Figura 5) (Shi et al., 2017).

Ja a via ndo candnica foi identificada apds a descoberta de uma rota alternativa,
no qual, a caspase-1 ndo estava envolvida. A ativacdo dessa via ndo canbnica é mediada
pela interacdo entre caspase-11 e o lipopolissacarideo (LPS) citoplasmatico. LPS é
componente presente nas membranas celulares de bactérias gram-negativas que podem
sinalizar, independente de PRRs, a caspase-11. Juntos eles formam um complexo por
meio da ligacdo do dominio CARD da caspase-11 com o lipideo A do LPS. Apos a
oligomerizacdo desse complexo, 0s eventos se assemelham ao da via candnica com a
clivagem e ativacdo de pro-IL-1p e pro-1L-18 e posterior formacdo de poros pela
Gasdermin-D (Pellegrini et al., 2017).

Recentemente, estudos vém mostrando que a ativacdo da piroptose pode ser um
possivel alvo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para doencas de base
inflamatdria, incluindo o cancer. Ja € descrito na literatura a capacidade dos acidos graxos
poli-insaturados de &mega em induzir piroptose no cancer de mama e inibir o crescimento
de células de cancer de ovario (Pizato et al., 2018; West et al., 2020). Além disso, uma
pesquisa mostrou que o DHA diminui a expressdo de mRNA da proteina 4 contendo o
dominio CARD da familia NLR (NLRC4), ativacdo de caspase 1 e a secre¢do de citocinas
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pro inflamatorias causadas pelo palmitato em células de hepatocarcinoma (G. Li et al.,
2017). Os n:3 PUFAs também podem atuar sobre o inflamassoma em macrofagos,
reduzindo, consequentemente, a secrecdo de citocinas pro inflamatérias no ambiente
(Shen et al., 2017). Sendo assim, os n:3 PUFAs se mostram-se bastante promissores na
modulacdo da morte celular piroptética. Porém, esse mecanismo ainda nao foi relatado

em muitos tipos de cancer, em especial 0 melanoma.
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Figura 5. Geragéo de poros na membrana plasmética induzida pela ativa¢cdo de GSDMD durante a
piroptose mediada por caspases. A piroptose é caracterizada pela formacdo de inflamassomos, por
ativacao de caspase 1, e posteriormente de GSDMD, gerando a formacdo de poros na membrana plasmatica,
além do desencadeamento da inflamac&o mediada por citocinas. Fonte: Shi, J., Gao, W., & Shao, F. 2017.

Pyroptosis: Gasdermin-Mediated Programmed Necrotic Cell Death.
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2. Justificativa

Os éacidos graxos poli-insaturados démega-3, conhecidos como n:3 PUFAs,
possuem funcdes bioldgicas essenciais para a homeostase do organismo, uma vez que
apresentam mecanismos protetores contra o estabelecimento de doengas metabdlicas,
como o cancer e a obesidade. Estudos mostram a capacidade do DHA de induzir morte
celular por apoptose e piroptose em alguns tipos de cancer como, por exemplo, o de
mama. Ademais, os n:3 PUFAs apresentam acgdo direta no tecido adiposo modulando
adipocinas e citocinas secretadas pelos adipécitos. O tecido adiposo € um 6rgéo endocrino
com alta plasticidade fenotipica, quando desregulado pode desempenhar inUmeros papéis
favoraveis ao desenvolvimento de diferentes patologias, em especial, o cancer. O
melanoma, um tipo de cancer de pele com alta frequéncia no Brasil, possui elevada
capacidade metastatica e altos indices de mortalidade. Contudo, pouco se sabe sobre a
funcdo dos tecidos adiposos sobre 0 melanoma metastatico in vivo e em in vitro. Além
disso, a acdo imunomodulatoria do 6mega-3 sobre os diferentes tecidos adiposos e a sua
funcdo sobre a sobrevivéncia/viabilidade de células de melanoma, bem como na inducéo
de morte celular por piroptose, é bastante escassa na literatura. Portanto, € de suma
importancia uma melhor compreensdo sobre o papel diferencial dos tecidos adiposos
branco e marrom em relacdo aos mecanismos envolvidos com a progressao do melanoma
metastatico, assim como investigar os efeitos dos n:3 PUFASs sobre os tecidos adiposos e
células tumorais de melanoma em busca de novas moléculas coadjuvantes capazes de

interferir na progressao tumoral.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Investigar o papel da suplementacdo com 6Omega-3 (DHA) sobre o perfil
inflamatorio do tecido adiposo branco e marrom, e sua funcdo sobre as células de

melanoma.

3.2. Objetivos especificos

A) Analisar se 0 6mega-3 (DHA) modula o perfil morfoldgico e inflamatério dos

animais suplementados;

B) Verificar se produtos de secrecdo de tecidos adiposos brancos e marrons, dos
animais suplementados com 6mega-3 (DHA), modulam a sobrevivéncia/viabilidade de

células de melanoma murino;

C) Caracterizar a morte celular por piroptose nas células MeWo tratadas com DHA.
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4. Metodologia

4.1. Modelo animal

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 de 8 semanas,
concedidos pelo biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia. Os animais
foram mantidos sob condi¢des especificas, em ambiente livre de patdgenos, em racks
isolados e ventilados, a 23 £ 1 °© C em ciclo de luz / escuro de 12 horas, com livre
disponibilidade de &gua e racdo ad libitum. O manuseio dos camundongos estava de
acordo com as normas institucionais sobre ética em experimentos com animais aprovadas
pelo Comité de Etica em Uso Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Brasilia, SEI n.23106.102647/2022-14.

4.2. Suplementacdo com o &cido docosaexandico (DHA)

Para a suplementagdo dos animais foram utilizadas capsulas de 6mega-3 a base de
6leo de peixe enriquecidos em DHA (1500mg de DHA e 300mg de EPA, Vitafor). Os
animais tratados receberam a dose de 1g/kg diariamente durante 35 dias, enquanto que 0s
animais do grupo controle receberam &gua filtrada, ambos via oral utilizando uma
micropipeta. Apos os 35 dias, todos os camundongos foram eutanasiados para posteriores
analises. A escolha dose foi estabelecida com base em estudos que mostram que a
concentracdo de 1g/kg equivale a uma dieta rica em lipidios (Soni et al., 2019), além do
seu potencial em trazer beneficios ao organismo e modular o desenvolvimento tumoral

em modelos murinos (Fasano et al., 2017).

4.3 Culturas celulares

Células B16F10: Células tumorais de melanoma murino (Mus musculus), foram
cultivadas com DMEM (meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco) adquirido da
Sigma-Aldrich, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina +
estreptomicina em uma incubadora a temperatura de 37°C com uma atmosfera contendo
5% de CO 2.
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Células MeWo: linhagem de células derivadas do melanoma humano (Homo
sapiens). Foram cultivadas em meio RPMI 1640 obtidos da Gibco (Life Technologies,
MD, EUA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 1% Penicilina/Estreptomicina

e mantidas em estufa Umida a 37 °C e 5 % de CO2.

BMDM (Bone Marrow Derived Macrophage) foram utilizados a fim de avaliar in
vitro o efeito do DHA em células ndo tumorais. As células foram coletadas do fémur e
tibia de camundongos da linhagem C57/BL6 e cultivadas em placas de Petri com meio
R20/30, sendo 10 ml de meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies, MD, EUA), 1% de
penicilina/estreptomicina e 30% de sobrenadante de cultura de células L929 (LCCM - L-
Cell Conditioned Media) como uma fonte de M-CSF ( do inglés Macrophage Colony-
Stimulating Factor). Apds 4 dias, mais 8ml de meio R20/30 foram acrescentadas as placas
de Petri, sendo que no sétimo dia os macrofagos diferenciados foram desaderidos e

plaqueados para analises posteriores.

4.4. Produto de secrecdo do tecido adiposo

O BAT foi coletado da regido supraescapular e 0 WAT da regido subcutanea,
visceral e gonadal dos camundongos C57BL6, suplementados ou ndo com DHA, sendo
transferidos para placas de 6 pocos contendo meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) + 10% de soro fetal bovino adicionado a 1% de penicilina +
estreptomicina, o qual foram mantidos em incubadora a 37°C com 5% CO2 por 24h. Apds
esse periodo, foi coletado o produto de secrecdo, em seguida, centrifugado a 1800 RPMI

por 10 minutos sendo retirado apenas o sobrenadante e armazenado a -80°C.

4.5. Estimulo com produto de secre¢do dos tecidos adiposos

As células tumorais B16F10 foram estimuladas por 48h com o meio de cultura
DMEM contendo os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos marrons e brancos,
suplementado ou ndo com DHA, na proporc¢do 2:1, sendo duas partes de produto de
secrecéo do tecido adiposo para uma parte de meio de cultura contendo 10% de soro fetal
bovino, 1% penicilina/estreptomicina, mantidos em incubadora a 37°C contendo 5%
CO2.
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4.6. Estimulo com o DHA

O DHA (Sigma-Aldrich) foi usado na concentracéo estoque de 40mM tendo sido
diluido em etanol absoluto (J.T.Baker) e armazenado, protegido da luz, a -20 °C em um
frasco de vidro previamente autoclavado. Para o estimulo das células MeWo e do BMDM,
foram utilizadas as concentragdes 12,5 UM, 25 uM, 50 uM e 100 uM de DHA, sendo
adicionados os volumes requeridos em frascos de vidro autoclavados. Apds a espera do
processo de evaporagdo do etanol, foi-se adicionado meio de cultura RPMI,
correspondente a cada diluicdo, e posteriormente, os frascos foram sonicados por 10
minutos, em temperatura ambiente, para abertura das cadeias lipidicas. Em seguida, as
células foram estimuladas com suas respectivas concentracdes e mantidas na estufa a
37°C com 5% CO2.

4.6. Peso corporal e dos 6rgaos

O peso corporal, dos animais suplementados ou ndo com 6mega-3, foi mensurado
diariamente até o dia da eutandsia em uma balanca de precisdo. Ap0s a eutanasia, foram
pesados 0s seguintes 6rgdos: tecido adiposo branco gonadal (gQWAT), subcutaneo
(SWAT) e BAT, figado e baco.

4.7. Histologia dos érgaos e analise morfologica

Para o processo histologico, os 6rgéos: tecido adiposo branco gonadal, (JWAT),
branco subcutaneo (SWAT), tecido adiposo visceral (VWWAT), BAT, figado e baco, foram
fixados em formalina 37-41%, posteriormente, desidratados em solugdes alcodlicas
crescentes (70%, 80%, 90% e 100%), seguido da desparafinizacdo utilizando Xilol I e Il
e emblocados em parafina. Em seguida, cortes microscopicos entre 8 e 12 micrdmetros
foram feitos e corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas
histologicas foram examinadas no microscopio optico Olympus BX51, escaneadas no
equipamento Aperio Scanscope CS. As imagens foram obtidas no software Aperio
ImageSCO e analisadas no software Adiposoft para mensuracao da area dos adipocitos,

sendo utilizado trés campos diferentes de cada lamina representativa por grupo.
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4.8. Aquisicao de células do lavado peritoneal

A lavagem da cavidade peritoneal, afim de se obter células peritoneais, foi feita
injetando 3mL de DMEM refrigerado dentro do peritdnio. Logo em seguida, o0 meio foi
recolhido e centrifugado a 300G por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as

células foram ressuspendidas em DMEM para analises posteriores.

4.9. Producdo de Espécies reativas de oxigénio

Com o intuito de analisar a formacédo de espécies reativas de oxigénio nas células
do lavado peritoneal dos camundongos suplementados ou ndo com DHA, foi utilizada a
sonda nao fluorescente 2°,7” Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DFC-DA), a qual é
permeavel a membrana celular. Quando na presenca de espécies reativas de oxigénio,
esse composto ¢ oxidado e gera um composto fluorescente chamado 2°,7° —
diclorofluoresceina (DFC) no interior da célula. As células do lavado peritoneal foram
incubadas com a sonda DFC-DA na concentracdo de 20 uM por 30 minutos a 37°C
protegida da luz. Apds a marcacdo, as células foram lavadas 3 vezes com a solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) 1X e ressuspendidas em 400uM com o fixador PFA 1%.
A leitura das amostras foi feita por citometria de fluxo, utilizando o equipamento FACS
Calibur no canal FL-1 em escala logaritmica. A analise dos dados foi feita no software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.10. Biogénese de corpusculos lipidicos

Tendo-se como objetivo avaliar a formacdo de corpusculos lipidicos (CLs), nas
células do lavado peritoneal dos camundongos suplementados ou ndo com DHA, foi
utilizado a sonda fluorescente lipofilica, BODIPY 493/503 (Life technologies), cuja
funcdo esta relacionada a identificacdo de lipideos neutros intracelulares presentes em
grandes quantidades em CLs. As células do lavado peritoneal foram marcadas com a
solucéo de Bodipy/PBS1x na concentracdo de 1/5000 por 30 minutos a 4°C ao abrigo de
luz. Apds a marcacdo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS1X e ressuspendidas em
400uM com o fixador PFA 1%. A leitura das amostras foi feita por citometria de fluxo,
utilizando o equipamento FACS Calibur no canal FL-1 em escala logaritmica. A analise
dos dados foi feita no software FlowJo V10 (Tree Star Inc).
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4.11. Dosagem de Citocinas

A analise da secrecdo de citocinas foi realizada no BAT e WAT dos camundongos
C57/BL6 suplementados ou ndo com DHA, nas células do lavado peritoneal, células
B16F10 estimuladas com o produto de secre¢éo do tecido adiposo branco e marrom dos
animais suplementados ou ndo com DHA, bem como nas células MeWo tratadas ou ndo
com DHA. Para a quantificacdo de citocinas no BAT e WAT foi realizada a coleta e
congelamento dos tecidos adiposos em nitrogénio liquido para posterior extracdo de
proteinas. Ja para as células do lavado peritoneal, células B16F10 estimuladas com o
produto de secrecdo, e para as células MeWo tratadas com DHA, apo6s 48h, foram
coletados os sobrenadantes para dosagem. Foi utilizado para a dosagem de citocinas o
método ELISA de acordo com as instrucdes do fabricante, e as placas foram lidas no
espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) com o
comprimento de onda de 450 nm. Os niveis de citocinas foram apresentados em niveis

absolutos (pg/mL).

4.12. Viabilidade mitocondrial

A fim de verificar os possiveis efeitos dos produtos de secrecdo do SWAT e do
BAT sobre a viabilidade das células B16F10, foi realizado o ensaio colorimétrico de
MTT, o qual consiste na reacdo de reducdo do composto, de coloragdo amarela, MTT (3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) em cristais de formazan, cuja
coloracdo é roxa, pela acdo das enzimas desidrogenases mitocondriais. As células
B16F10 foram semeadas em placas de 96h com densidade celular de 5x10% por poco.
Posteriormente, foram estimuladas com os produtos de secre¢éo dos tecidos adiposos por
48h. Ap0s esse periodo, foi adicionado as células uma solugdo de MTT (Thermo Fisher
5mg/ml), contendo 10% de MTT em meio DMEM sem SFB. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos utilizando-se 100 pL de
DMSO. Para a leitura da absorbancia foi utilizado um comprimento de onda de 570 nm
no espectrofotdbmetro Spectramax M3. Células expostas ao agente citotbxico DMSO
foram utilizadas como controle do respectivo experimento. A analise dos dados de

viabilidade foi feita utilizando o software GraphPad Prism, considerando a média do valor
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de absorbancia do ndo-estimulado como 100% de viabilidade e analisando os outros

grupos de forma proporcional.

4.13. Morte Celular

Para andlise de morte celular apoptética e litica das células B16F10 estimuladas
com o produto de secrecdo do tecido adiposo dos animais suplementados ou ndo com
DHA, as células foram marcadas com Anexina V-FITC e lodeto de propideo (PI), e
analisadas em citdbmetro FACS Calibur (BD Biosciences). O ensaio consiste na
capacidade da Anexina V em interagir com a fosfatidilserina quando exposta na face
externa da membrana celular de células em processo de morte por apoptose. Em células
normais, a fosfatidilserina esta localizada na parte interior da membrana plasmatica. Ja o
lodeto de propideo atua como um agente intercalante de acidos nucléicos (0 DNA ou
RNA), marcando as células em processo de morte litica, cuja membranas foram rompidas.
As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos com densidade celular de 10° por
poco, e estimuladas com o produto de secrecdo de WAT e BAT por 48h. Apos o estimulo,
as células foram desaderidas e colocadas em tubos eppendorf onde foram lavadas 2x com
PBS e centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos. Em seguida, as células foram marcadas
com 2,5uL. de Anexina e 2,5 puL de solucdo de Iodeto de Propideo — Pl em 95 pL de
binding buffer. As células foram incubadas por 15 minutos protegidas da luz a
temperatura ambiente. Apos essa etapa, as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X,
ressuspendidas em 400 pL de tampé&o de ligacdo 1 X (PFA) e imediatamente analisadas
no citbmetro utilizando os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Células
aquecidas a 100 °C por 10 minutos foram utilizadas como controle do respectivo

experimento.

4.14. Detecgdo de LDH

Visando investigar a citotoxicidade celular induzida pelo DHA nas células MeWo
e do BMDM, foi realizado o ensaio colorimétrico de deteccdo de LDH no espago
extracelular. Esse ensaio se baseia no fato de que a liberagcdo de LDH no meio de cultura
celular circundante é resultado de danos causados a membrana plasmatica, sendo assim,

proporcional ao nimero de células que sofreram morte litica. O LDH extracelular pode
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ser quantificada por uma reacdo enzimatica acoplada, na qual o LDH catalisa a converséo
de lactato em piruvato via redugdo de NAD+ em NADH. A enzima Diaforase entéo usa
NADH para reduzir um sal de tetraz6lio em vermelho de formazan. As células MeWo e
do BMDM foram plaqueadas em placas de 96 pogos com densidade celular de 5x10% e
1x10°, respectivamente, por pogo. Posteriormente, foram estimuladas com o DHA nas
concentragdes de 12,5 uM, 25 pM, 50 uM e 100 uM. Apds o respectivo tempo de 48h,
0s sobrenadantes das células foram coletados e transferidos para uma nova placa, onde
foi acrescentado uma mistura de reagdo, proveniente do kit CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay (Invitrogen™). Ap0s esse periodo foi utilizado uma solucdo de
parada. A leitura da absorbancia foi realizada em dois comprimentos de onda, 490 nm e
680nm, utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A analise dos dados de % de
citotoxicidade foi feita utilizando o software GraphPad Prism, considerando a subtracéo
entre os dois valores de absorbancia. Como controle do experimento foi utilizado o LDH

controle positivo.

4.15. Ativacao de caspase-1

Com o intuito de avaliar se o tratamento com DHA afeta a ativacdo de caspase-1
nas células MeWo, foi utilizado uma sonda fluorescente FAM-FLICA (FAM-YVAD-
FMK caspase-1 FLICATM Kit, Immunochemistry Technologies) segundo as instrucdes
do fabricante. Essa sonda fluoresce quando se liga aos quatro residuos de aminoacidos
(YVAD) expostos pela caspase-1 ativada. As celulas MeWo foram plaqueadas em placas
de 24 pogos com densidade celular de 10° por pogo e estimuladas com o DHA nas
concentracdes de 25 UM e 50 uM no tempo de 24h. Apods esse periodo, as células foram
coletadas, lavadas com binding buffer e marcadas com a solucdo de trabalho por 30
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e novamente levadas para
serem adquiridas no citémetro de fluxo (FACS Calibur - BD Biosciences) utilizando o
canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.16. Perda da integridade da membrana

Para anélise da perda da integridade da membrana plasmatica das células MeWo,

quando estimuladas com DHA, foi avaliado a emissédo de fluorescéncia de forma cinética
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pelo PI, esse composto € impermeavel a célula, porém quando a membrana plasmatica
sofre alguma ruptura, o Pl migra para o espaco intracelular e interage com os &cidos
nucléicos emitindo fluorescéncia. As células MeWo foram plaqueadas em placas de 96
pocos de paredes escuras com densidade celular de 10° por pogo, sendo adicionado o Pl
(1000 pg/ml) aos estimulos com DHA nas concentragdes de 25 uM e 50 uM em meio
RPMI sem vermelho de fenol suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
Penicilina/Estreptomicina. Apo6s o estimulo, a fluorescéncia do PI foi detectada no
espectrofotbmetro Spectramax durante 8h em intervalos de 30 minutos entre as leituras.
Foi utilizado o comprimento de excitacdo de 538 nm e de 617 nm de emisséo. Os dados

estatisticos gerados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism.

4.17. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi analisado nas células MeWo estimuladas com diferentes
concentra¢fes DHA. Para a quantificacdo de espécies reativas de oxigénio foi utilizado a
sonda ndo fluorescente CellROX Deep Red Reagent, o qual é permeavel a célula. Esse
composto, quando na presenca de espécies reativas de oxigénio é oxidado, emitindo
fluorescéncia no citoplasma. As células MeWo foram plaqueadas em placas de 24 pogos
com densidade celular de 10° por poco e estimuladas com o DHA nas concentragdes de
25 UM e 50 uM no tempo de 24h. Apos o estimulo, as células foram incubadas com o
CellROX Deep Red Reagent (5uM) por 30 minutos a 37°C e, posteriormente, lavadas 3
vezes com PBS 1X. As amostras foram lidas no citdmetro de fluxo (FACS Calibur - BD
Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram analisados

utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.18. Analises estatisticas

Os dados gerados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
GraphPadPrism v.9.0.0. Afim de se determinar as diferencas estatisticas apenas entre as
condigdes dos animais suplementados ou ndo com DHA foi realizado o teste T. Ja para
condicGes envolvendo os tratamentos in vitro com DHA foi considerado os testes one-
way ou two-way ANOVA sendo, posteriormente, aplicados os pos testes indicados para

cada caso. Significancia estatistica foi considerada quando p<0.05.
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5. Resultados

5.1. A suplementacdo com 0mega-3, enriquecido em DHA, ndo altera o peso

corporal, mas reduz o peso dos tecidos adiposos gonadal, subcutaneo e marrom.

Com o intuito de se avaliar o efeito da suplementagdo com émega-3 sobre 0 peso
corporal dos camundongos C57/BL6, foi realizada a suplementacdo com capsulas de
Odmega-3, contendo alta concentracdo de DHA, durante 35 dias. Durante esse periodo, 0s
camundongos foram pesados semanalmente, e ap6s o ultimo dia de suplementacéo foi
feito uma curva de ganho de peso. A partir dos dados obtidos, ndés observamos um
aumento do ganho de peso de todos os animais submetidos a esse experimento.
Entretanto, ndo houve diferenca de peso dos animais suplementados com Omega-3
guando comparados com os animais do grupo controle (Figura 6A). Apés a eutanasia dos
animais, ao fim do experimento, foi também realizado a pesagem dos tecidos adiposos
branco gonadal, (QWAT), branco subcutaneo (SWAT) e marrom (BAT), sendo possivel
identificar uma reducé&o significativa do peso de todos os tecidos adiposos dos animais

suplementados em relacao ao grupo controle (Figura 6B, C e D).
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Figura 6. A suplementagdo com dmega-3, enriquecido em &cido DHA, modula o peso dos tecidos
adiposos gonadal, subcutaneo e marrom sem alterar o peso corporal. Os animais foram pesados
semanalmente durante cinco semanas de suplementacdo gerando uma curva de ganho de peso (A). Logo
apos a eutanasia, os tecidos adiposos gonadal (QWAT) (B), subcutaneo (SWAT) (C) e marrom (D) foram
pesados. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padrdo, sendo a diferenca estatistica

significativa representada por (*) p < 0,05 em relagéo ao grupo controle (UNT) indicado por Test T.
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5.2. A suplementacdo com 0mega-3, enriquecido em DHA, reduz a area dos
adipocitos do gWAT.

Tendo em vista analisar o efeito da suplementacdo com Omega-3 sobre a
morfologia dos tecidos adiposos gWAT, sSWAT, visceral (VWAT) e BAT foi realizado
laminas histoldgicas com coloracdo em Hematoxilina-Eosina (Figura 7A-H), assim como
a analise da area dos adipdcitos de cada tecido adiposo pelo adiposoft. Os presentes
resultados mostraram que a suplementacdo com 6mega-3 induziu uma diminuicao na area
dos adipocitos do gWAT comparado aos mesmos tecidos de animais ndo suplementados
(Figura 71). Em relacdo ao SWAT, VWAT e BAT ndo foi observado nenhuma alteracao
morfoldgica ou diferenca significativa da area dos adipécitos do grupo suplementado com

0mega-3 quando comparado com o0s do grupo néo suplementado (Figura 7J, K eL).
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Figura 7. A suplementagdo com émega-3, enriquecido em acido DHA, reduz a &rea dos adipdcitos do
tecido adiposo gonadal. Histologia dos tecidos adiposos gonadal (gWAT) (A-B), subcutaneo (SWAT) (C-
D), visceral (VWAT) (E-F) e marrom (BAT) (G-H) com coloragio em HE. Area dos adipdcitos de gWAT
(), SWAT (J), vVWAT (K) analisados pelo adiposoft. UNT: grupo controle; Omega-3: grupo suplementado
com 0mega-3, enriquecido em DHA. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padrao,
sendo a diferenca estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (UNT)
indicado por Test T.
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5.3. A suplementacdo com 0mega-3, enriquecido em DHA, reduz os niveis das
citocinas TGF-p e MCP-1 no BAT.

Buscando investigar o papel da suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em
DHA, sobre a secrecao de citocinas pelos gWAT e BAT, foi dosado as citocinas TGF-p,
MCP-1, IL-6 e TNF-o por meio do ensaio de ELISA. Nossos dados demostraram que 0s
tecidos adiposos branco e marrom ndo apresentam diferencga significativa na secrecdo das
citocinas TGF-B, MCP-1, e IL-6 (Figura 8A, B e D). Contudo, a suplementacdo com
0mega-3, enriquecido em DHA, no BAT mostrou-se capaz de reduzir significativamente
os niveis da citocina TGF-p e da quimiocina MCP-1 em comparagdo com o BAT do grupo
controle (Figura 8A e B). Apesar do gWAT secretar mais TNF-o do que o BAT, a

suplementacdo com dmega-3 ndo modulou os seus niveis (Figura 8C).
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Figura 8. A suplementacao com dmega-3, enriquecido em DHA, no tecido adiposo marrom modula
0s niveis da citocina TGF-p e da quimiocina MCP-1. Dosagem de citocinas dos tecidos adiposos branco
gonadal (WAT) e marrom (BAT) realizada pelo método de ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA).
TGF-B - Fator de transformagéo do crescimento B (A); MCP1 - proteina quimioatraente de mondcito 1
(B); TNF-a - fator de necrose tumoral a (C); IL-6 - Interleucina 6 (D). UNT: grupo controle; Omega-3:
grupo suplementado com émega-3, enriquecido em DHA. Os resultados estdo expressos em forma de

média + desvio padrdo, sendo a diferenca estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 em relagdo
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5.4. A suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, n&o altera a morfologia
e 0 peso do figado e do baco.

A fim de se avaliar a capacidade da suplementacdo com dmega-3, enriquecido em
DHA, em modular a morfologia e o peso do figado e do baco, foram realizados a coleta
e a pesagem em uma balanca de precisdo desses dois 6rgaos, apos a eutanasia dos animais
descritos nesse experimento. Posteriormente, foram feitas laminas histoldgicas do figado
e do baco com coloracdo Hematoxilina-Eosina. Conforme observado na Figura 9A-D,
ndo foi observado nenhuma alteracéo na arquitetura tecidual do figado e bago dos animais
suplementados com 6mega-3, assim como nenhuma modulacdo no peso dos mesmos
(Figura 9E e F). Sendo assim, os resultados sugerem que a suplementacdo com 6mega-3,

enriquecido em DHA, ndo causa hepatoesplenomegalia.
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Figura 9. A morfologia e o peso do figado e do baco ndo sdo moduladas pela suplementacédo com
0mega-3, enriquecido em DHA. Histologia do figado (A-B) e do bago (C-D) com coloracdo HE. Peso

do figado (E) e do (F). UNT: grupo controle; Omega-3: grupo suplementado com 6mega-3, enriquecido

em DHA. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padréo indicado por Test T.
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5.5. A suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, aumenta a biogénese de
corpusculos lipidicos, reduz a formacdo de espécies reativas de oxigénio, e nédo

modula a secrecdo de citocinas das células do lavado peritoneal.

Com o objetivo de investigar se a suplementacdo com dmega-3, enriquecido em
DHA, possui influéncia sobre a biogénese de corpusculos lipidicos das células do lavado
peritoneal, foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal, e as células obtidas foram
marcadas com a sonda fluorescente BODIPY e analisadas por citometria de fluxo.
Conforme os resultados gerados, as células do lavado peritoneal dos camundongos
tratados com 6mega-3, enriquecido em DHA aumenta a biogénese de corpusculos
lipidicos em relacéo ao grupo ndo suplementado (Figura 10A).

Também foi avaliado se a suplementacdo com d6mega-3, enriquecido em DHA,
estaria induzindo estresse oxidativo nas células do lavado peritoneal, sendo utilizado a
sonda fluorescente DFC-DA para a marcagdo. De acordo com a figura 5B é possivel
observar reducdo significativa da formacgdo de espécies reativas das células provenientes
do grupo tratado com 6mega-3 quando comparado com as do grupo controle (Figura
10B).

Para a analise da secrecdo de citocinas dessas mesmas células, foi feita a extracdo
de proteinas, e posterior, quantificacdo das citocinas TGF-p, MCP-1 e IL-6, por meio do
ensaio de ELISA. Os niveis das citocinas TGF-f e IL-6 ndo foram detectados. Apesar dos
niveis de MCP-1 terem sidos detectados, ndo houve nenhuma alteracéo significativa nos
niveis dessa citocina entre o grupo tratado com 6mega-3 e 0 grupo ndo tratado (Figura
10C).
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Figura 10. A suplementagdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, aumenta a biogénese de
corpusculos lipidicos e reduz a formag&o de espécies reativas de oxigénio, apesar de ndo modular a
secrecdo da citocina MCP-1 das células do lavado peritoneal. Biogénese de corpuUsculos lipidicos (A)
e formacdo de espécies reativas de oxigénio (B) em células peritoneais de animais suplementados ou ndo
com 6mega-3. A marcagdo foi feita em pool de células dos animais de cada grupo com sonda Bodipy e
DFC-DA. As barras representam os valores da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) adquiridos a
partir de leitura feita por FACS no canal FITC/FL1. Quantificagdo de MCP-1 (C) de células do lavado
peritoneal foi realizada pelo ensaio de ELISA. UNT: grupo controle; Omega-3: grupo suplementado com
omega-3, enriquecido em DHA. Os resultados estéo expressos em forma de média + desvio padrao, sendo
a diferenca estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (UNT)

indicado por Test T.
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5.6. A suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA diminui os niveis das
citocinas TNF-a, 1L-1p, IL-6, IL-10 e IL-12 no soro.

A producéo exacerbada de citocinas no soro € um dos indicativos da desregulagédo
do sistema imune. Com base nisso, avaliamos se a suplementacdo com Omega-3,
enriquecido em DHA, modula o perfil das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-12 e anti-inflamatoria IL-10 no soro dos animais, através do ensaio colorimétrico
ELISA. De acordo com 0s nossos dados, o tratamento com 6mega-3 reduz de maneira
significativa os niveis das citocinas TNF-a, I1L-1p, IL-6, IL-10 e IL-12 no soro com
relacdo ao grupo controle (Figura 11A-E), sugerindo que a suplementagdo com 6mega-3,

enriquecido em DHA, atua a nivel sistémico.
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Figura 11. Reducdo dos niveis das citocinas TNF-a, IL-1g, IL-6, IL-10 e IL-12 no soro pela

suplementacdo com dmega-3, enriquecido em DHA. Quantificacdo de IL-1B, (A) TNF-a (B), IL-6

(C) e IL-12 (D) e IL-10 (E) do soro, dos animais suplementados ou ndo com émega-3, realizada pelo

ensaio de ELISA. UNT: grupo controle; Omega-3: grupo suplementado com 6mega-3, enriquecido em

DHA. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padrdo, sendo a diferenca estatistica

significativa representada por (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 em relacdo ao grupo controle

(UNT) indicado por Test T.
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5.7. O produto de secrecéo do tecido adiposo marrom, dos animais suplementados
com 6mega-3, enriquecido em DHA, reduz drasticamente a viabilidade mitocondrial
das células B16F10.

Para avaliar se o produto de secre¢do dos tecidos adiposos branco e marrom, dos
camundongos tratados com 6mega-3, enriquecido em DHA, influencia a viabilidade
mitocondrial das células B16F10, foi realizado o ensaio colorimétrico de MTT. Apos 48h
de estimulo com os produtos de secrecdo de BAT e WAT nas células de melanoma
murino, foi possivel observar que mesmo na auséncia da suplementacdo com 6mega-3,
0s produtos de secrecdo de BAT e WAT induzem significativamente perda da viabilidade
mitocondrial das células B16F10 em compara¢do com o ndo-estimulado. Contudo, o
produto de secrecao de BAT, dos animais suplementados com émega-3, enriquecido em
DHA, induziram mais ainda a perda da viabilidade mitocondrial das células B16F10
quando comparados com o grupo ndo suplementado, sugerindo que o produto de secre¢éo
de BAT, dos animais tratados com émega-3, enriquecido em DHA, € extremamente
citotoxico para as células B16F10. O mesmo nao foi observado para o produto de secre¢édo

de WAT do grupo suplementado (Figura 12).
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Figura 12. O produto de secrecéo do tecido adiposo marrom, dos animais suplementados com
Odmega-3, enriquecido em DHA, reduz drasticamente a viabilidade mitocondrial das células
B16F10. As células B16F10 foram estimuladas com o produto de secrecdo dos tecidos adiposos
branco (WAT) e marrom (BAT) por 48 horas. Apos os estimulos, as células foram expostas ao
MTT e a citotoxicidade foi calculada a partir das médias dos percentuais de células vivas em relagéo
as células ndo-estimuladas (UNS), a quais foram consideradas 100 % vivas. Os resultados estdo
expressos em forma de média + desvio padrdo, sendo a diferenca estatistica significativa
representada por (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001 indicado por Anova.
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5.8. O produto de secrecao tecido adiposo marrom, dos animais suplementados

com émega-3, enriquecido em DHA, aumenta a morte celular das células B16F10.

Com o objetivo de averiguar se os produtos de secrecdo de BAT e WAT séo
capazes de modular o perfil de morte litica e apoptoética das células B16F10 foi realizado
a dupla marcacdo com Anexina-V fluorescente (FL-1) e iodeto de propideo (FL-3), ap6s
48h de estimulo. Nds observarmos que de acordo com os dados gerados pela citometria
de fluxo, o produto de secrecdo de BAT, na auséncia da suplementacdo com 6mega-3,
aumenta cerca de 22% da populacdo positiva de células para Anexina-V em relacdo ao
ndo-estimulado, demonstrando um aumento de morte por apoptose pelo produto de
secrecdo de BAT. Esse evento foi mais ainda intensificado nos animais suplementados
com dmega-3, enriquecido em DHA, ocorrendo um aumento de 23,9 % de células mortas
por apoptose em relacdo as células estimuladas com BAT na auséncia da suplementacéo.
Em contrapartida, apesar de estimulo com o produto de secrecdo de WAT, na auséncia
da suplementagdo com 6mega-3, aumentar cerca de 27,2% da populacdo positiva de
células para Anexina-V em relacdo ao ndo-estimulado, ndo foi possivel observar nenhuma
diferenca significativa em relacdo ao estimulo com o produto de secrecdo de WAT dos

animais suplementados. (Figura 13A, B, C e D).
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Figura 13. Aumento de morte celular das células B16F10 pelo produto de secrecéo tecido adiposo
marrom dos animais suplementados com 6mega-3, enriquecido em DHA. Células B16F10 foram
estimuladas por 48 horas com o produto de secrecao de tecidos adiposos brancos e marrons de animais
suplementados ou ndo com 6mega-3, enriquecido em DHA. Ap6s estimulo, células foram marcadas
com as sondas Anexina V (FL-1) e o lodeto de Propideo (FL-3) e analisados por citometria de fluxo
(FACS Calibur) e no software FlowJ. A quantificagdo da morte total, apopt6tica, e litica foi analisada
pelo GraphPad Prism Version 9.0 e representada em grafico de barras, onde os resultados estdo
expressos em forma de média + desvio padrdo, sendo a diferenga estatistica significativa representada

por (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 indicado por Anova.
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5.9. O produto de secre¢do do tecido adiposo branco, dos animais tratados com
O0mega-3, enriquecido em DHA, reduz a secrecéo das citocinas IL-6 e TGF-p pelas
células B16F10. Ja o produto de secrec¢éo do tecido adiposo marrom reduz apenas
IL-6.

Buscando avaliar os efeitos dos produtos de secrecdo de BAT e WAT, dos animais
suplementados com 6mega-3, enriquecido em DHA, sobre a secrecdo de citocinas pelas
células B16F10, foi feito o ensaio imunoenzimatico ELISA. Apds 48h de estimulo, nos
realizamos a extracdo proteica e dosamos os niveis de duas citocinas, IL-6 e TGF-p. A
partir dos dados obtidos, podemos observar que as células B16F10 estimuladas com o
produto de secrecdo de BAT e WAT secretam mais IL-6 e TGF-$ do que as células néo-
estimuladas (Figura 14A e B). Todavia, é possivel verificar uma reducéo significativa de
IL-6 e TGF-B pelas células estimuladas com o produto de secre¢do de WAT dos animais
suplementados com 6mega-3, enriquecido em DHA, em comparagdo ao grupo controle
(Figura 14A e B). Com relagéo ao produto de secrecdo de BAT, do grupo tratado, houve
apenas reducao significativa da citocina IL-6 pelas células de melanoma murino (Figura
14A).
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Figura 14. O produto de secrecdo do tecido adiposo branco, dos animais tratados com émega-3,
enriquecido em DHA, reduz a secre¢do das citocinas IL-6 e TGF-f pelas células B16F10. Ja o
produto de secrecdo do tecido adiposo marrom reduz apenas IL-6. As células B16F10 foram
estimuladas com o produto de secrecdo dos tecidos adiposos branco (WAT) e marrom (BAT), dos
animais suplementados ou ndo com démega-3, enriquecido em DHA, por 48 horas. Ap0s 0s estimulos,
foi dosado as citocinas IL-6 (A) e TGF-B (B) do sobrenadante das células pelo ensaio de ELISA.
Untreated: grupo controle; Omega-3: grupo suplementado com dmega-3, enriquecido em DHA. Os
resultados estéo expressos em forma de média + desvio padréo, sendo a diferenca estatistica significativa
representada por (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 indicado por Anova.
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5.10. O DHA induz a secrecéo de LDH das céelulas de melanoma humano (MeWo).

Buscando investigar se 0 DHA apresenta efeito sobre a secre¢do da enzima LDH
no meio extracelular das células MeWo, realizamos o ensaio de citotoxicidade de LDH.
A andlise foi feita ap6s 48h de estimulo com as concentragdes de 12 uM, 25 uM, 50 uM
e 100 uM de DHA nas células MeWo. Observamos um aumento da secrecao de LDH a
partir da concentragdo de 25 uM, 50 uM e 100 uM quando comparados com 0 ndo-
estimulado, ndo apresentando diferenca significativa entre as concentracdes (Figura 15).
Nossos dados sugerem um efeito citotoxico do DHA nas células MeWo em diferentes

concentragdes, ndo sendo dose-dependente.
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Figura 15. Inducéo da secrecdo de LDH nas células de melanoma humano (MeWo) pelo estimulo
com DHA. Células MeWo foram estimuladas com DHA nas concentracGes de 12,5 uM, 25 uM, 50 uM e
100 puM por 48 horas. Os valores de liberacdo de LDH foram calculados conforme a orientacdo do
fabricante a partir dos percentuais de células vivas em relacdo as células ndo-estimuladas (UNS), as quais
foram consideradas 100 % vivas. Os resultados estdo expressos em forma de média + desvio padréo, sendo

a diferenca estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 indicado por Anova.
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5.11. O DHA induz a secrecdo de LDH em macrofagos apenas em altas

concentracodes e tempos tardios.

A fim de se analisar se 0 DHA induz citotoxicidade em células n&o tumorais, foi
realizado o ensaio colorimétrico de secrecao da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) no
meio de cultura proveniente de macréfagos extraidos por BMDM. Apo6s 24h e 48h do
estimulo com DHA nas concentra¢des de 12,5 uM, 25 uM, 50 uM e 100 pM, nossos
dados mostraram que ndo houve nenhuma diferenca significativa entre as concentracdes
e 0 ndo-estimulado (Figura 16A e B). Por outro lado, ap6s 72h do estimulo, as
concentracdes de 50 UM e 100 puM levaram a um aumento significativo da secrecdo LDH
em relacdo ao ndo estimulado (Figura 16C). Esse resultado sugere que altas concentragdes
de DHA apenas em tempos tardios, in vitro, induzem citotoxicidade em células nédo

tumorais.
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Figura 16.0 DHA induz a secrecdo de LDH em macro6fagos apenas em altas concentracoes e

tempos tardios. Células provenientes do BMDM estimuladas com DHA nas concentragdes de 12,5
UM, 25 uM, 50 uM e 100 pM por 24 horas (A), 48 horas (B) e 72 horas (C). Os valores de liberagéo de
LDH foram calculados conforme a orientacdo do fabricante a partir dos percentuais de células vivas em
relacdo as células ndo-estimuladas (UNS), as quais foram consideradas 100 % vivas. Os resultados estdo
expressos em forma de média + desvio padréo, sendo a diferenca estatistica significativa representada
por (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 indicado por Anova.
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5.12. O DHA induz a perda da integridade da membrana plasmatica das células de

melanoma humanao.

Para avaliar se 0 DHA causa ruptura na membrana plasmatica das células MeWo,
investigamos a perda da integridade da membrana usando o ensaio de captacao de iodeto
de propidio (PI). As células MeWo foram expostas ao Pl em conjunto com os estimulos
apenas nas concentracdes de 25 pM e 50 uM durante 8 horas. Conforme verificado na
Figura 17A, ambas as concentracbes de DHA induziram perda da integridade da
membrana plasmatica das células MeWo quando comparadas com as células néo-
estimuladas, ndo sendo observado nenhuma diferenca significativa entre as concentragoes
(Figura 17B). Esse resultado sugere a capacidade do DHA em causar danos na membrana

plasmatica das células MeWo independente da concentracao.
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Figura 17. Anélise da perda da integridade da membrana plasmaética das células MeWo estimuladas
com DHA. Células MeWo foram estimuladas com DHA nas concentra¢des 25 pM e 50 uM e exposta ao
iodeto de propideo durante 8horas com intervalos de 30 minutos entre as leituras no espectrofotbmetro. Os
graficos foram gerados através do GraphPad Prism Version 9.0 e estdo expressos em forma de média
+desvio padrdo, sendo a diferenga estatistica significativa representada por (****) p < 0,0001 indicado por

Anova.
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5.13. O DHA induz a ativacao de caspase-1 nas células MeWo.

Apo6s a andlise dos resultados de citotoxicidade e perda da integridade da
membrana, avaliamos se 0 DHA modula a ativagdo de caspase-1 nas células MeWo, por
meio do ensaio FAM-FLICA. As células MeWo foram estimuladas com as concentra¢des
de 25 uM e 50 uM, durante 24h, e posteriormente marcadas com a sonda fluorescente
FAM-FLICA. Nossos dados demonstraram que o estimulo com 25 uM de DHA induziu
0 aumento da ativagéo de caspase-1 quando comparado com o ndo-estimulado, no tempo
de 24h. N&o foi observado diferenca no percentual de células fluorescentes entre o ndo
estimulado e a concentracdo de 50 uM de DHA (Figura 18). Portanto, os resultados

obtidos indicam que o DHA induz a ativacao de caspase-1 nas células MeWo apenas na

concentragéo de 25 pM.
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Figura 18. O DHA modula a ativagéo de caspase-1 na concentragdo de 25 pM. Células MeWo foram
estimuladas com DHA nas concentra¢Bes 25 uM e 50 uM por 24h, sendo posteriormente marcadas com a
sonda fluorescente FAM-FLICA e analisadas por citometria de fluxo no canal FL-1. Os gréaficos foram

gerados através do software FlowJ.
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5.14. O DHA ndo modula a formacéo de espécies reativas de oxigénio nas células
MeWo.

O efeito do DHA sobre a formacéo de espécies reativas de oxigénio foi avaliado
através da marcacao com a sonda CellROX. A analise foi feita apds 24h de estimulo com
as concentragdes de 25 uM, e 50 uM de DHA nas células MeWo. Conforme observado
na Figura 18, o ndo-estimulado apresentou valor de intensidade média de fluorescéncia
(MFI) proximo as células expostas as concentragdes de 25 uM, e¢ 50 puM, ndo

apresentando diferenca significativa entre as concentracdes e o grupo nao tratado (Figura
19A e B).
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Figura 19. Andlise da formacao de espécies reativas de oxigénio nas células MeWo estimuladas com
DHA. As Células MeWo foram tratadas com DHA nas concentragdes 25 pM e 50 pM por 24h, sendo
posteriormente marcadas com a sonda fluorescente CellROX e analisadas por citometria de fluxo (FACS

Calibur) no canal FL-2. Os dados obtidos foram gerados pelo software FlowJ (A) e GraphPad Prism Version
9.0 (B) e estdo expressos na forma de média * desvio padréo indicado por Anova.
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5.15. O DHA n&o modula a secrecéo das citocinas IL-1p e TNF-0, mas aumenta a

secrecdo de IL-6 nas células MeWo em 48 horas.

Buscando avaliar o efeito do estimulo com DHA sobre a secrecdo de citocinas
pré-inflamatorias pelas células MeWo, foi feito o ensaio imunoenzimatico ELISA. Apds
48h de estimulo com as concentragfes de 25 puM e 50 UM, nds realizamos a extracao
proteica e dosamos 0s niveis das citocinas pré-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a.
Conforme verificado na Figura 16B, ambas as concentra¢6es de DHA induziram aumento
da secrecdo da citocina IL-6 quando comparadas com o ndo-estimulado, ndo sendo
observado diferenca significativa entre as concentragdes. Todavia, o estimulo com DHA
ndo alterou os niveis das citocinas IL-1p e TNF-a secretadas pelas células MeWo (Figura
20B e C).
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Figura 20. O DHA promove aumento da secre¢do da citocina IL-6, apesar de ndo modular as citocinas
IL-1p e TNF-a nas células MeWo. O sobrenadante das células MeWo tratadas com as concentragdes de

25 uM e 50 pM de DHA foram coletados ap0s 48 horas de estimulo. As citocinas IL-1B, TNF-a ¢ IL-6

presentes no sobrenadante foram dosadas pelo ensaio de ELISA. Os resultados foram analisados no

GraphPad Prism Version 9.0 e estdo expressos em forma de média + desvio padrdo, sendo a diferenca

estatistica significativa representada por (*) p < 0,05 indicado por Anova.
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6. Discussao

O presente trabalho evidenciou o papel modulador da suplementagdo com
omega-3 (DHA) sobre o perfil morfoldgico e inflamatorio dos tecidos adiposos branco e
marrom, bem como os efeitos benéficos do produto de secrecdo desses tecidos,
suplementados ou ndo, sobre a sobrevivéncia/viabilidade das células B16F10,
provenientes do melanoma murino. Descrevemos também a capacidade do DHA, in vitro,

em induzir morte celular por piroptose em células de melanoma humano (MeWo).

A utilizacdo do 6mega-3 como suplemento pode ter efeitos adversos sobre 0 peso
corporal e dos tecidos adiposos, dependendo da dose e do tempo de suplementacéo.
Conforme observado em nossos dados, a suplementagdo com émega-3, contendo altas
concentracdes de DHA, em camundongos fémeas C57/BL6 na concentracdo 1g/kg
durante 30 dias, ndo leva alteracdo do peso corporal, entretanto, reduz o peso dos tecidos
gWAT, sWAT e BAT. A reducdo do peso dos tecidos adiposos em decorréncia da
suplementacdo com 6mega-3 ja foi observado em diversos estudos em modelos murinos,
devido a capacidade dos n3: PUFAs em reduzir a adipogénese, aumentar a lipolise e a -
oxidacdo de acidos graxos no figado, além do aumento da biogénese mitocondrial no
tecido adiposo (Chacinska et al., 2019; Rossmeisl et al., 2012; Sato et al., 2010). Apesar
de néo termos avaliado, evidéncias indicam que a ndo alteracdo do peso corporal possa
estar relacionada com a atividade dos n:3 PUFAS sobre as vias anticatabdlicas e/ou
anabdlicas no musculo esquelético a fim de promover a manutencdo de massa magra.
Sabe-se que 6mega-3 influencia na ativagdo de quinases reguladoras envolvidas com a
sintese de proteinas musculares, incluindo mTOR e S6K, além de suprimir a ativacao da
via ubiquitina-proteassoma, o qual é responsavel pela protedlise muscular durante a
restricdo de energia (G. I. Smith et al., 2011), prejudicando a ativacdo do fator de
transcricdo NF-«kf3, um importante regulador dessa via. Com isso, é possivel que o 6mega-
3 esteja promovendo aumento de massa de tecido magro e, consequentemente, aumento
da taxa metabdlica e, portanto, esteja contribuindo indiretamente para a redugéo do tecido

adiposo sem necessariamente influenciar na reducéo do peso corporal.

Além disso, ja foi descrita a capacidade da suplementagdo com 6mega-3 em
modular a morfologia do tecido adiposo, prevenindo a hiperplasia e hipertrofia dos
adipdcitos brancos (Antraco et al., 2021). Os adipdcitos brancos sdo caracterizados pela

presenca de uma grande goticula lipidica central, sendo que a diminuicdo do tamanho em
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conjunto com o aumento do nimero desses depoésitos de gordura pode servir como
indicativos do processo de amarronzamento do tecido adiposo branco. Por outro lado, os
adipocitos marrons apresentam multiplas goticulas lipidicas distribuidas ao longo de seu
citoplasma e podem sofrer o processo inverso, conhecido como branqueamento do tecido
adiposo marrom (Corréa et al., 2019). Alguns estudos mostraram que 0 processo de
amarronzamento de WAT pode ser induzido pela suplementacdo com DHA devido ao
aumento da expressdo génica de marcadores de BAT como UPC-1, PGC-1a, além do
aumento da biogénese mitocondrial (M. Kim et al., 2015). Com base nisso, avaliamos a
morfologia dos tecidos gWAT, sSWAT, VWAT e BAT através de laminas histologicas e
andlise da area dos adipdcitos. Foi possivel observar que a suplementacdo com 6mega-3,
enriquecido em DHA, reduz a &rea dos adipdcitos do gWAT em relacdo ao grupo
controle, porém o mesmo ndo foi verificado nos outros tecidos. Apenas reducao da area
dos adipdcitos ndo é suficiente para a caracterizacao do processo de amarronzamento de
WAT, mas demonstra que a suplementacdo com 6émega-3, enriquecido em DHA, possa
ter efeitos benéficos na reducédo do tecido adiposo branco.

E sabido que o tecido adiposo é responsavel por secretar inlimeros peptideos
bioativos capazes de atuar tanto localmente quanto a nivel sistémico, além de estar
envolvido na regulacdo do metabolismo e no desenvolvimento de patologias. Tais
substancias sdo conhecidas como adipocinas e apresentam papel fundamental como
mediadores e reguladores de respostas imunes e inflamatérias (Mancuso, 2016). Também
ja é conhecido os efeitos de 6mega-3 sobre a secre¢cdo de adipocinas favorecendo um
ambiente mais anti-inflamatério ao tecido adiposo (Moreno-Aliaga et al., 2010). Em
nossos dados, observarmos reducdo apenas da citocina anti-inflamatéria TGF-3 ¢ da

qguimiocina MCP-1, no tecido adiposo marrom dos animais suplementados.

Tendo em vista que a suplementacdo com dmega-3 é categorizada como uma
dieta “High fat” devido ao seu alto teor lipidico, 6rgédos como figado e bagco podem ser
afetados pelo acimulo de lipideos resultando em um aumento de peso desses 6rgdos, além
do desenvolvimento de patologias (Geng et al., 2021). Nossos resultados demonstraram
que a suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, ndo leva ao acumulo de
lipideos no figado e baco como observado nas andlises histoldgicas, e ndo causa
hepatoesplenomegalia, uma vez que ndo altera o peso dos mesmos quando comparados

com os animais do grupo controle.
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Outras analises como a biogénese de corpusculos lipidicos e a producéo de
espécies reativas de oxigénio em células do lavado peritoneal sdo importantes parametros
para avaliacdo dos efeitos anti-inflamatorios decorrentes da suplementacdo com émega-
3. Sabe-se que a cavidade peritoneal por estar localizada no interior da cavidade
abdominal € responsavel por armazenar grande parte dos 6rgéos e nela ocorre a produgéo
de uma grande quantidade de células imunes como, macréfagos, linfocitos T, linfocitos
B, células NK, células dendriticas, eosindfilo, mastocito e neutrofilos (Ray & Dittel,
2010). Com isso, diversos estudos utilizam as células do lavado peritoneal como modelo
de analise do perfil inflamatdrio sistémico, ja que essas células podem ser obtidas

facialmente e em grandes concentragoes.

Os corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas heterogéneas responsaveis pelo
armazenamento de lipideos, regulacdo do metabolismo lipidico, biossintese de
membranas, e controle da sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios. A formacéao de
CLs tem sido apontada como citoprotetora devido aos danos causados pela peroxidagédo
lipidica (Bailey et al., 2015). O processo de degradacdo oxidativa de acidos graxos poli-
insaturados presente em membranas celulares gera radicais livres que alteram a
permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas levando a morte celular. Um estudo
mostrou que acidos graxos poli-insaturados armazenados em CLs estdo mais protegidos
da peroxidacdo lipidica do que quando associados as membranas, desta forma os CLs
estariam minimizando a peroxidacdo lipidica bem como limitando os niveis de ROS
circulante (N. Li et al., 2018). Além disso, sabe-se que 0 DHA encontrado em excesso no
interior da célula ou na regido exdgena pode ser armazenado em CLs (Tremblay et al.,
2016). No trabalho em discussao, foi possivel verificar o aumento da biogénese de
corpusculos lipidicos, por meio da sonda fluorescente BODIPY 493/503, e a reducdo da
formacao de espécies reativas de oxigénio, através da marcacdo com DFC-DA, em células
do lavado peritoneal dos camundongos suplementados com 6mega-3, enriquecido em
DHA.

Dando continuidade a analise do perfil inflamatorio de células do lavado
peritoneal, buscamos dosar por ELISA os niveis das citocinas IL-6 (responsavel por
estimular o crescimento de linfécitos b e inibir a geracdo de células T reguladoras), TGF-
B (inibe a proliferacdo e a ativacdo de linfocitos e outros leucocitos) e da quimiocina
MCP-1 (atua no recrutamento de mondcitos). Conforme nossos dados obtidos, ndo foi

possivel observar nenhuma alteracdo nos niveis dessas citocinas presentes nas células do
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lavado peritoneal dos animais do grupo tratado, demonstrando que a suplementagcdo com
O0mega-3, enriquecido em DHA, ndo modula a inflamagdo em células da cavidade
peritoneal.

Sabe-se que 0s elevados niveis de citocinas no soro também sdo indicativos de
uma grande variedade de estados de doenca associadas a inflamacéo. As citocinas pro-
inflamatérias IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12 e a anti-inflamatoria 1L-10 sdo as principais
citocinas responsaveis por mediar e regular a resposta imune inata (Van der Meide &
Schellekens, 1996). Os resultados obtidos com o presente trabalho demonstraram reducgéo
nos niveis de todas essas citocinas no soro dos animais submetidos a suplementacéo. A
reducdo das citocinas IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-12 é caracteristico dos efeitos anti-
inflamatdrios do 6mega-3 (J. X. Kang & Weylandt, [s.d.]), porém a reducéo de IL-10 foi
um evento ndo esperado, visto que essa citocina atua na inibi¢do da sintese de citocinas
inflamatérias (Moore et al., 2001). Possivelmente, esse resultado esteja associado a

capacidade do 6mega-3 em manter o equilibrio entre citocinas pro- e anti-inflamatérias.

Atualmente, diversos estudos estdo voltados para a influéncia dos tecidos
adiposos sobre o microambiente tumoral. Disfunc6es do tecido adiposo branco leva ao
favorecimento de um ambiente mais pro-inflamatério caracterizado por um maior
recrutamento de células imunes como macréfagos do tipo I, linfocitos CD8+ e células
NK, e uma maior liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1p,
consequentemente, um estado de inflamacdo crénica é estabelecido (Corréa et al., 2019).
Os adipdcitos associados ao tumor também favorecem o desenvolvimento de células
tumorais, liberando &cidos graxos livres que servirdo como fonte de alimento para o
crescimento do tumor e ativacao de células imunes, como midcitos, células endoteliais e
macréfagos, 0s quais quando presentes no microambiente tumoral sdo polarizadas a um
perfil M2 via CCL2, IL-1B e CXCL12. Assim, o microambiente torna-se propicio para
estabelecimento e desenvolvimento tumoral (Arendt et al., 2013). Alguns tipos de cancer,
como mama, pele, ovario (Karimi et al., 2016; Olsen et al., 2013; Picon-Ruiz et al., 2017),

dentre outros, ja foram associados ao tecido adiposo.

O papel do tecido adiposo marrom no microambiente tumoral ainda é incerto.
Sabe-se que BAT apresenta um carater anti-inflamatorio e esta envolvido com o aumento
da expressdo do gene PTEN, o qual atua na regulacdo do crescimento e proliferacdo
celular, sendo um dos mais importantes reguladores antitumorais. Entretanto, a grande
atividade de BAT ja foi associada ao agravamento do quadro de caquexia associada ao
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cancer, além de servir como fonte de energia para o crescimento do tumor (Corréa et al.,
2019). Nossos resultados mostraram que os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos de
WAT e BAT, mesmo na auséncia da suplementacéo, sdo capazes de reduzir a viabilidade
mitocondrial das células B16F10, mostrando que ambos os tecidos podem apresentar
papeis antitumorais sobre 0 melanoma. Também foi possivel observar que o produto de
secrecdo do tecido adiposo marrom dos animais suplementados com 0Omega-3,
enriquecido em DHA, reduz significativamente mais a viabilidade mitocondrial das
células B16F10 do que o do grupo controle. Possivelmente, esse efeito mais anti-tumoral
de BAT promovido pela suplementacdo com émega-3 esteja relacionado ao aumento da
expressdo de genes envolvidos com a biogénese mitocondrial podendo levar aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénico, e consequentemente perda da

viabilidade celular.

Buscando avaliar os possiveis efeitos da suplementacdo com 0mega-3,
enriquecido em DHA, sobre os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos branco e
marrom, bem como esses modulam as células de melanoma murino, avaliamos o perfil
de morte celular por apoptose e morte litica. Conforme nossos dados, é possivel observar
um aumento de morte apoptdtica em células estimuladas com os produtos de secrecéo de
BAT e WAT mesmo na auséncia da suplementacdo. Contudo, a porcentagem de células
mortas por apoptose estimuladas com o produto de secre¢do de BAT quase dobrou em
decorréncia da suplementacdo com 6mega-3. A capacidade do 6mega-3 em induzir morte
celular por apoptose e litica em células tumorais j& foram descritas em outros trabalhos,
incluindo, cancer de mama, prostata e ovario (Pizato et al., 2018; Shin et al., 2013; West
et al., 2020). Entretanto, a capacidade do dmega-3 em modular os produtos de secre¢do
de WAT e BAT e induzir apoptose e morte litica em células de melanoma murino nunca

foram descritos antes.

Levando em consideracdo a secrecdo de citocinas pelo tecido adiposo, assim
como os efeitos anti-inflamatorios do 6mega-3 na reducéo de citocinas pro-inflamatdrias
e sua relacdo com o microambiente, buscamos avaliar a secrecdo de citocinas pelas
células B16F10 estimuladas com o produto de secrecdo de WAT e BAT dos animais
suplementados com émega-3, enriquecido em DHA. Nossos dados demonstraram que o
produto de secrecdo do WAT dos animais tratados com 6mega-3 reduz os niveis das
citocinas IL-6 e TGF-p e o produto de secrecdo do BAT reduz apenas IL-6. A citocina
anti-inflamatoria TGF-p é responsavel por inibir a proliferacdo e ativacdo linfdcitos e
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outros leucocitos. Por ser imunoreguladora, alguns tipos de céncer, incluindo o
melanoma, induzem o aumento dessa citocina como mecanismos de escape do sistema
imune (Lasfar & Cohen-Solal, 2010). A alta secrecédo de IL-6 também é caracteristica do
melanoma, pois promove o crescimento tumoral e induz a angiogénese (Hoejberg et al.,
2012). Assim a reducdo dos niveis das citocinas TGF- e IL-6 promovidas pelo produto
de secrecdo de WAT e BAT, dos animais tratados, mostra-se benéfico no combate ao

melanoma.

O processo de morte celular é essencial para a manutencdo do
desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante na eliminacdo de moléculas
danificadas ou potencialmente prejudiciais, bem como na resolucdo contra patégenos e
células tumorais (Gadiyar et al., 2020). Pesquisas mostram que 0s n:3 PUFAS participam
de mecanismos envolvidos com o desencadeamento da morte celular de células tumorais
(D’Eliseo & Velotti, 2016). Embora 0 DHA seja conhecido por aumentar a apoptose em
diferentes tipos de cancer, como de mama, prostata, ovario, clon e hepatocarcinoma
(Darwish et al., 2022; Huang et al., 2020; K. S. Kang et al., 2010; Shin et al., 2013; West
et al., 2020), pouco se sabe sobre a inducdo de outros tipos de morte como a piroptose.
Devido ao fato da piroptose ser uma morte celular de carater inflamatorio, sua ativacéo
tem sido alvo de estudos envolvidos com desenvolvimento de estratégias terapéuticas
para doencas de base inflamatdria, como o cancer (Lu et al., 2022). Assim, 0s n:3 PUFAs
se mostram bastante promissores na modulacdo da piroptose, porém, esse mecanismo

ainda ndo foi relatado em diversas neoplasias, incluindo o melanoma.

Um dos primeiros ensaios utilizados para caracterizar a piroptose é o ensaio
de deteccdo de liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular,
por ser um indicador de lise celular (Rajaméki et al., 2010). Conforme observado em
nossos dados, o estimulo com DHA, nas concentragdes de 12,5 uM, 25 uM, 50 uM e 100
KM, no tempo de 48 horas, induz a secre¢do de LDH a partir da concentracao de 25 UM,
ndo apresentando diferenca significativa entre as concentragdes. O efeito de
citotoxicidade do DHA em linhagens tumorais j& foi observado em estudos anteriores
(Ding et al., 2004), inclusive, em outras linhagens celulares de melanoma como A375,
A2058 e G361 (Zajdel et al., 2013), contudo, essa é a primeira vez descrita na linhagem
celular MeWo. Além disso, buscamos avaliar se os efeitos citotdxicos dessas
concentragfes de DHA estariam direcionados apenas a células tumorais ou se

comprometeria a viabilidade de células imunes. Por isso, realizamos o ensaio de LDH em
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macrofagos estimulados com DHA, nos tempos de 24h, 48h e 72h. Os resultados obtidos
demonstraram que DHA néo € citotoxico para macrofagos nos tempos de 24h e 48h,
sendo prejudicial apenas em tempos tardios (72h) e apenas em concentragdes mais altas
(50 uM e 100 uM).

O desencadeamento da piroptose esta relacionado com a formacdo de
complexos multiproteicos conhecidos como inflamassomas. Uma vez ativado, 0S
inflamassomas induzem o recrutamento de adaptadores para ativacdo de caspase-1.
Quando ativada, a caspase-1 exerce dois grandes papeis: a maturacdo de citocinas pro-
inflamatdrias como a IL-1B e IL-18 e a clivagem e ativacdo da proteina efetora da
piroptose GSDMD (Shi et al., 2017). Portanto, buscamos avaliar se 0 DHA apresenta a
capacidade de induzir a ativacdo de caspase-1 nas células MeWo, considerando um
indicador da progressao da morte por piroptose. Foi possivel observar em nossos dados,
um aumento da ativacdo de caspase-1 ap6s 48h de estimulo com DHA na concentracao
de 25 pM. Pizato e colaboradores (Pizato et al., 2018) também demonstraram a
capacidade do DHA em induzir ativagdo de caspase-1 em células tumorais (MDA-MB-
231), porém em maiores concentracfes (100 uM) e tempos mais precoces (6h). Por outro
lado, Snodgrass e colaboradores (Snodgrass et al., 2013) mostraram maior expressdo de
caspase-1 em concentracdes mais baixas de DHA, contudo em mondcitos humanos

privados de soro fetal bovino.

Como descrito anteriormente, a ativacao de caspase-1 culmina na ativacdo da
proteina efetora Gasdermina-D, essa possui uma por¢do N-terminal, o qual sera
direcionada para a membrana plasmatica através da interacdo com cardiolipinas e
fosfatidilinositideos promovendo a formagdo de poros, e consequentemente o
extravasamento do conteddo celular (Shi et al., 2017). Por ser caracteristico a ruptura da
membrana plasmatica de células que estejam sofrendo piroptose, decidimos averiguar se
0 estimulo com DHA, nas células de melanoma humano, leva a perda da integridade de
membrana plasmatica. As células MeWo foram expostas ao Pl em conjunto com 0s
estimulos nas concentragdes de 25 uM e 50 uM durante 8 horas. Conforme avaliado, o
estimulo com DHA levou a perda na integridade de membrana das células MeWo em
ambas as concentracfes, ndo sendo observado diferenca significativa entre as
concentragfes, demonstrando ndo ser dose-dependente. Apesar de outros estudos ja
descreverem a inducdo de poros na membrana plasmatica de outros tipos células (Herr et

al., 2020), essa € a primeira vez observado em células MeWo.
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Outro efeito decorrente da ativacdo de caspase-1 resulta na maturacao da
citocina pro-inflamatéria IL-1B, o qual é secretada pelos poros formados na membrana
pela GSDMD (Shi et al., 2017). Além disso, outras citocinas pré-inflamatorias podem ser
liberadas no meio extracelular como TNF-a ¢ IL-6. Tais citocinas exercem um papel
crucial no microambiente inflamatério e na inicializacdo e progressao tumoral (Balkwill &
Mantovani, 2001). Com isso, avaliamos se o estimulo com DHA, nas concentragdes de 25
UM e 50 uM, induzem a secrecédo de IL-1B, TNF-a e IL-6 nas células MeWo em 48horas
através do ensaio de ELISA. No trabalho em discusséo, foi possivel verificar que o
tratamento com DHA induziu um aumento da secre¢do da citocina IL-6, contudo, nao
alterou os niveis de IL-1p e TNF-a. O resultado obtido ndo foi o esperado, visto que o
dado anterior demonstrou a formacéo de poros na membrana. Possivelmente, a secre¢do
de IL-1B e TNF-a esteja acontecendo em tempos mais precoces, todavia, € necessario a

realizacdo de novos analises para a confirmacao do evento.

Estudos recentes tém demonstrado que espécies reativas de oxigénio atuam
na ativacdo e regulacdo do inflamassoma NLRP3, e, em seguida, causa a piroptose celular
dependente de caspase-1 (Bai et al., 2021). Ademais, ROS participa na modulacdo da
inflamacéo e da resposta imune (Fokam, 2020). Por isso, avaliamos o efeito do DHA, nas
concentracfes de 25 UM e 50 UM, sobre a formacdo de espécies reativas de oxigénio nas
células MeWo, no tempo de 24h, utilizando a sonda CellROX. Conforme observado em
nossos resultados, ndo foi possivel observar nenhuma modulagédo na formacédo de espécies
reativas de oxigénio nas células MeWo pelo DHA. Estudos demonstram que a
participacdo das espécies reativas de oxigénio na ativacdo do inflamassoma ainda é

controverso (Latz et al., 2013).
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7. Conclusao

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que a suplementacao
com dmega-3, enriquecido em DHA, apresenta beneficios ao organismo, modula o perfil
e a funcdo imunolodgica do tecido adiposo, bem como interfere na interacdo entre o
produto de secrecdo dos tecidos adiposos e células de cancer de melanoma. Além disso,
0 DHA ¢ capaz de induzir a morte celular por piroptose no melanoma humano. De

maneira mais especifica o presente estudo demonstrou que:

e Asuplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, ndo altera o peso corporal,
mas reduz o peso dos tecidos adiposos gonadal, subcutaneo e marrom;

e A suplementacdo com Omega-3, enriquecido em DHA, reduz a &rea dos
adipdcitos do tecido adiposo gonadal e os niveis das citocinas TGF- e MCP-1 no
tecido adiposo marrom;

e A morfologia e o peso do figado e do ba¢co ndo sdo moduladas pela suplementacédo
com 6mega-3, enriquecido em DHA,;

e A suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, aumenta a biogénese de
corpusculos lipidicos e reduz a formacdo de espécies reativas de oxigénio das
células do lavado peritoneal,

e A suplementacdo com 6mega-3, enriquecido em DHA, diminui a quantidade de
citocinas no soro;

e O produto de secrecao do tecido adiposo marrom, dos animais suplementados com
0mega-3, enriquecido em DHA, reduz drasticamente a viabilidade mitocondrial e
aumenta a morte celular das células B16F10;

e O produto de secrecdo do SWAT dos animais tratados com dmega-3, enriquecido
em DHA, reduz a secrecédo das citocinas IL-6 e TGF-B pelas células B16F10. Ja
0 produto de secrec¢éo do tecido adiposo marrom reduz apenas IL-6;

e O DHA induz citotoxicidade nas células de melanoma humano (MeWo). Ja em
macrofagos é citotoxico apenas em altas concentracGes e tempos tardios;

e O DHA induz morte celular por piroptose nas células MeWo, ao causar perda da
integridade da membrana plasmatica, liberacdo de LDH e ativacdo de caspase-1
nestas células;

e O DHA ndo modula a formacédo de espécies reativas de oxigénio e a secrecdo das

citocinas IL-1p e TNF-a, mas aumenta a secregdo de IL-6 nas células MeWo.
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