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Resumo

Dissertagéo de mestrado

O potencial efeito antitumoral dos produtos de secrecao do tecido adiposo marrom em
células de hepatocarcinoma: o papel da proteina adaptadora ASC presente neste tecido

O hepatocarcinoma (HCC) esta entre os canceres que mais matam no mundo. Doengas
metabdlicas no figado e a obesidade entdo entre os fatores de risco para o0 seu
desenvolvimento. O tecido adiposo pode atuar como suporte energético para tumores.
Este 6rgdo enddcrino é dividido em dois tipos principais: o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue - BAT) e o tecido adiposo branco (white adipose tissue - WAT), 0s quais
possuem funcbes distintas. Adicionalmente, estes tecidos podem mediar inflamacao
através da secrecdo de citocinas, liberadas a partir da ativacdo de inflamassomas. Dentre
as proteinas necessarias para a montagem desses inflamassomas, estd a proteina
adaptadora ASC, cujo papel no tecido adiposo branco e marrom é pouco conhecido. Neste
trabalho buscamos investigar se moléculas secretadas por BAT e WAT apresentam
efeitos diferenciais sobre 0 HCC, bem como avaliar o papel da proteina ASC presente
nesses tecidos na modulagdo de parametros dessa malignidade. Para isso, estimulamos
células de linhagem de HCC (Hepa-1c1c7) com o produto de secrecdo de BAT e WAT
advindos de camundongos selvagens (Wild-type, WT) e knokouts (KO) para a proteina
ASC (ASC™). Nossos dados mostraram que o produto de secrecdo de WAT aumentou a
viabilidade celular mitocondrial e diminuiu a morte de células Hepa-1c1c7, sendo que a
proteina adaptadora ASC deste tecido € importante para a inducdo de LTB4 e nitrito
nessas células neoplésicas. Em contraste, o produto de secrecdo do BAT diminuiu a
proliferacdo de células neoplasicas, aumentou a biogénese de corpusculos lipidicos (CLS),
os niveis de PPARY, LTB4, espécies reativas (RS) e induziu morte por apoptose no HCC.
Descrevemos também que a proteina adaptadora ASC deste tecido € importante para a
proliferacdo, biogénese de CLs, producdo de 6xido nitrico e inducdo de apoptose nessas
células. Em adi¢do, nossos achados mostraram que na auséncia de ASC, o BAT induziu
piroptose por meio da formagdo de poros na membrana, liberagdo de lactato
desidrogenase (LDH) e ativacdo de caspase-1 mediadas pelo inflamassoma NLRP3 e por
espécies reativas de oxigénio (ROS). Devido as diferencas na acdo entre BAT e WAT
sobre 0 HCC, sugerimos que esses tecidos secretam moléculas distintas as quais podem
beneficiar, no caso do WAT, ou prejudicar, no caso do BAT, as células neoplésicas. Em
suma, concluimos que ha um efeito diferencial entre BAT e WAT sobre o HCC, sendo
que o produto de secrecdo do BAT possui acdo antitumoral, com participacdo da proteina
adaptadora ASC. Ademais, o BAT induz apoptose no HCC, também influenciada por
ASC, a qual ausente associa-se a inducao majoritariamente de piroptose nas celulas Hepa-
1clcy.

Palavras-chaves: HCC; BAT; WAT; proteina ASC; parametros carcinogénicos; morte
celular.



Abstract

Master’s dissertation

The potential antitumor effect of brown adipose tissue’s secretion products on
hepatocellular carcinoma: the role of the adaptor protein ASC from this tissue

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most lethal malignancies. Liver metabolic
syndromes and obesity are central risk factors for this disease. Adipose tissue acts as an
energy support for tumors. This endocrine organ is mainly divided in two types: brown
adipose tissue (BAT) and white adipose tissue (WAT), which differ in functions. These
tissues can mediate inflammation by secreting inflammatory cytokines through
inflammasomes activation. Among the proteins that are necessary for inflammasomes
assembly is Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain (ASC), which roles in BAT and WAT are poorly understood. In the present work,
we aimed to investigate whether molecules secreted by BAT and WAT present
differential effects on HCC, and evaluate the role of ASC protein present in these tissues
in modulating parameters of this malignancy. For that, we stimulated tumoral lineage
cells (Hepa-1cl1c7) with BAT and WAT secretion products derived from wild-type (WT)
and ASC knockout (ASC™) mice. Our data showed that WAT secretion products
increased cell viability and decreased Hepa-1c1c7 cell death. The ASC protein from WAT
is important to induce LTB4 and nitrite on these neoplastic cells. On the other hand, BAT
secretion products decreased cell proliferation, increased lipid droplets (LDs) biogenesis,
PPARYy, LTB4, reactive species (RS), and induced apoptotic cell death. The ASC protein
from BAT is important to the effects on proliferation, LD biogenesis, oxide nitric
production and apoptosis induction on these cells. Additionally, our data showed that, in
the absence of ASC, BAT induced pyroptosis through membrane pore formation, lactate
dehydrogenase (LDH) release and caspase-1 activation mediated by the NLRP3
inflammasome and reactive oxygen species (ROS). Due to the differences between BAT
and WAT action on HCC, we suggested that both tissues secrete distinct molecules, which
can be pro-tumoral in the case of WAT, or anti-tumoral in the case of BAT. In summary,
we conclude that there is a differential effect between BAT and WAT on HCC, and BAT
secretion products have antitumor action, with the participation of the adaptor protein
ASC. Furthermore, BAT induces apoptosis in HCC, also influenced by ASC, and in its
absence, this tissue mainly induces pyroptosis in Hepa-1c1c7 cells.

Key words: HCC; BAT; WAT, ASC protein; carcinogenic parameters; cell death.
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1. Introducdo
1.1 Cancer
O cancer, também chamado de neoplasia maligna, esta entre as doencas que mais
matam no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (do inglés World Health
Organization — WHO), no ano de 2020, cerca de 10 milhdes de pessoas perderam a vida
para essa enfermidade, o que representa uma em cada seis mortes. Como consequéncia
da alta incidéncia, o cancer também impacta a economia mundial de maneira direta. SO
no ano de 2010, houve a mobilizacdo de cerca de um trilhdo de dolares gastos com

diagnosticos e tratamentos para a doenca (WHO, 2018).

O cancer pode ocorrer ap6s sucessivas mutagdes em proto-oncogenes ou genes
supressores de tumores das células. Essas mutagdes sao capazes de alterar a funcéo inicial
dessas células, driblar mecanismos de ciclo e morte celular, aumentar a proliferacdo
celular e possibilitar que essas células migrem para outros tecidos, mecanismo conhecido
como metastase (Huysentruyt, 2013). Como exemplo, o cancer que se inicia em tecidos
epiteliais, como mucosas ou pele, é denominado carcinoma. Ja o que se origina no tecido
conjuntivo como 0sso, musculo, ou cartilagem, é denominado sarcoma (Instituto
Nacional de Céancer, INCA). Outro conceito importante € o de cancer primario e
secundario. O primario é definido por ocasido em que o sitio de origem da doenca se
inicia no préprio tecido ou 6rgdo afetado. Ja o secundario ocorre quando o cancer primario

sofre metéstase e atinge outros 6rgéos (INCA).

A transformacdo de uma célula saudavel para uma célula neoplésica esta
relacionada, muitas vezes, as mutacdes nos proto-oncogenes e nos genes supressores de
tumor. Os proto-oncogenes sdo responsaveis pela divisdo e crescimento celular sob
condigdes normais. Quando ocorre uma mutagdo nesses genes eles se tornam oncogenes,
0S quais produzirdo altas taxas de fatores de crescimento (Weinstein e Joe, 2006). Por
outro lado, 0s genes supressores de tumor participam do controle do ciclo e da morte
celular. Dessa forma, podem interromper a proliferacdo celular e induzir a apoptose em
células defeituosas. Caso haja uma modificagdo nos genes supressores de tumor, a célula
defeituosa ndo é induzida a morte celular e continua a se proliferar (Anderson et al.,
1992).

As descobertas no campo do cancer tornam-se cada vez mais ricas, apesar da

complexidade da doenca. H& 22 anos, Hanahan e Weinberg sugeriram as seis marcas
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(hallmarks) da maioria dos canceres, as quais sdo: autossuficiéncia em sinais de
crescimento, insensibilidade a sinais de anti-crescimento, metéstase, potencial ilimitado
de replicagdo, manutencdo da angiogénese e por fim, a evasdo a apoptose (Hanahan e
Weinberg, 2000). Onze anos ap0ds essa publicacdo, 0s mesmos autores introduziram mais
quatro marcas: a desregulacdo energética, a instabilidade genémica, a fuga ao sistema
imunologico e a promogao a inflamacéo (Hanahan e Weinberg, 2011). Esses dois ultimos
parametros abarcam o campo da imunologia tumoral, que tem recebido grande interesse

entre cientistas no mundo todo (Hanahan, 2022).

A neoplasia maligna conta com algumas estratégias para fugir do sistema
imunolégico, como a baixa expressdo de antigenos associados ao tumor, a producéo de
imunossupressores como o fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B),
Interleucina 10 (IL-10) e a inducdo de células T reguladoras (Tregs), as quais podem
suprimir células T citotoxicas CD8* (TCD8"), importantes por terem agdo antitumoral
(Drake; Jaffee; Pardoll, 2006). Por sua vez, a inflamagdo possui efeito paradoxal no
contexto do cancer, isto é, pode prejudicar ou beneficiar o tumor. A inflamacdo aguda
pode ativar uma resposta imune anticancer (Liu et al., 2021). Por outro lado, a inflamacao
cronica pode induzir a producdo de fatores de crescimento celular e fatores pro-
angiogeénicos, além de modificagBes na matriz extracelular, que facilitam a metastase.
Ainda, a inflamacdo cronica pode danificar o DNA, contribuindo assim, para um aumento
de células com alteracbes genéticas (Greten e Grivennikov, 2019). A importancia do
sistema imune no cenario do cancer é indiscutivel e, com a aplicacdo desses
conhecimentos, as imunoterapias revolucionaram as terapias anticAncer nas Ultimas

décadas.

Atualmente, as abordagens terapéuticas sdo variadas e contam com tratamentos
quimioterapicos, radioterapicos, imunoterapicos, cirurgias ou a combinacdo deles.
Entretanto, esses tratamentos muitas vezes sdo ineficientes e possuem grande
citotoxicidade resultando em efeitos colaterais que prejudicam o bem-estar dos pacientes
(Luo et al., 2019). Uma outra preocupagao tem sido a resisténcia dos tumores as terapias
convencionais e a reincidéncia do cancer por células-tronco tumorais resistentes (Zhou et
al., 2021). Dessa forma, existe a necessidade de buscar por novas terapias que sejam mais

eficazes e que diminuam ou aliviem os efeitos colaterais.
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1.2 Hepatocarcinoma

O figado é um ¢rgdo fundamental para a homeostase e o metabolismo do
organismo. Ele é responsavel por fun¢Ges como processar nutrientes, formar e secretar o
suco biliar, metabolizar farmacos e toxinas, armazenar vitamina A e controlar o fluxo de
lipideos do tecido adiposo (Sasse et al., 1992). Sua composicédo € constituida por quatro
principais tipos de células. As células estreladas armazenam vitamina A e sob condicGes
patologicas estdo diretamente relacionadas a formacdo da fibrose; as endoteliais
sinusoidais formam a parede dos vasos sanguineos do figado; as células de kupffer séo
macrofagos residentes desse 0rgao, e representam a maior populacdo de macrofagos nos
mamiferos; e por fim, os hepatdcitos sdo as células mais abundantes deste 6rgao e
desempenham diversas fungdes como estocar glicogénio, desintoxicar substancias
enddgenas e exdgenas, transportar lipideos a partir de lipoproteinas e secretar o suco biliar
(Kmiec et al., 2001). Outro elemento fundamental para o funcionamento do figado é a
veia porta-hepatica. Essa veia é responsavel por fazer a ligacdo direta entre os 6rgaos
digestivos e o figado, por isso, € o primeiro 6rgao a ter acesso aos nutrientes. Devido a
essa veia, o figado é exposto constantemente a antigenos dos alimentos e a produtos da
microbiota intestinal, sendo, por tanto, um 6rgdo mais imuno tolerante comparado a
outros (Yang et al., 2020).

Em 2019, o cancer de figado foi o0 oitavo tipo de cancer que mais tirou vidas no
mundo (Roser e Ritchie, 2019). Dentre as neoplasias iniciadas no figado, o
hepatocarcinoma (HCC) é o cancer primario mais comum e abrange mais de 80% dos
casos (INCA). O HCC atinge os hepatdcitos e é agressivo. Seu diagndstico pode ser feito
através de imagens por ressonancia magnética ou ultrassonografia, e também por testes
soroldgicos, como a identificacdo de biomarcadores como a alpha-fetoproteina (AFP), o
des-gama-carboxi-protrombina (DCP) (Galle et al., 2018) e mais recentemente 0s micro
RNAs, como 0 miR-25 (Shen et al., 2016). A biopsia também € outra opc¢do, porém é
evitada por ser um método muito invasivo (Galle et al., 2018). Os sintomas mais comuns
do HCC séo dor abdominal, febre, perda de peso e amarelamento dos olhos e da pele
(INCA). Entretanto, muitos pacientes sdo assintomaticos e, consequentemente, 0

diagndstico é feito tardiamente quando a doenca ja esta avancada (Balogh et al., 2016).

Os principais fatores de risco para o HCC séo as infec¢6es pelos virus da Hepatite
B (HBV) e Hepatite C (HCV); o sexo masculino, os motivos ainda ndo estao claros,

porém estudos apontam para fatores como as diferencas hormonais entre homens e
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mulheres e os niveis da citocina IL-6 entre ambos os sexos (Naugler et al., 2007; Manieri
et al., 2019); o abuso de alcool; a obesidade e a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica
(sigla em inglés NAFLD) (Marrero et al., 2018). A NAFLD corresponde a um espectro
de doencas no figado que vao desde a esteatose, passando pela esteato-hepatite ndo
alcoolica (sigla em inglés NASH), até a cirrose (Pouwels et al., 2022). A esteatose € 0
acumulo de gordura nos hepatdcitos. O NASH, por sua vez, é a progressdo da esteatose,
é caracterizado pelo acimulo de lipideos e inflamacédo no figado (Bertot e Adams, 2016).
Por fim, a cirrose é resultado do acumulo de fibrose, a qual pode culminar no HCC, como
mostrado na Figura 1. Os mecanismos do desenvolvimento da NAFLD até o HCC ainda
ndo estdo completamente elucidados, porém estudos indicam fatores como a resisténcia
a insulina, o0 NASH e a inflamacéo do tecido adiposo abdominal (Vanni e Bugianesi,
2014).

Healthy liver Steatosis NASH/ Fibrosis /
Cirrhosis

HCC without cirrhosis

NAFLD Progression HCC

Figura 1. Progressdo da Doenga Gordurosa ndo Alcodlica (sigla em inglés NAFLD) para o
hepatocarcinoma (HCC). A NAFLD corresponde a um espectro de doencas no figado que vao
desde a esteatose, passa pela esteato-hepatite ndo alcodlica (sigla em inglés NASH), resultando
na cirrose. Por fim, a cirrose pode progredir para o HCC. Fonte: Geh, D. et al., NAFLD-
Associated HCC: Progress and Opportunities. Journal of hepatocellular carcinoma, 2021.

O HCC, assim como outros canceres, € heterogéneo entre os pacientes devido a
diversidade genética, epigenética e ao microambiente tumoral (Ramon y cajal et al.,
2017). Devido a essa heterogeneidade, esse cancer pode ser dividido em subclasses de
acordo com a resposta imune: imuno-ativo, imuno-exausto e imuno-excluido (Llovet et
al., 2021). O HCC imuno-ativo, presente em 20% dos casos, é rico em células T helper

(CD4%) e CD8" ativas e responde bem ao tratamento com inibidores de checkpoint
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imunolodgico (ICIs). O imuno-exausto € abundante em células TCD8* que secretam
TGFB, que sdo células com um status exausto. Por sua vez, o imuno-excluido é rico em
células Tregs, possui um pior prognostico e ndo responde as terapias com IClIs (Llovet et
al., 2021).

O tratamento para 0 HCC depende do estagio em que a doenca estad. Em estagios
iniciais, é recomendado cirurgia ou radiofrenquéncia. No estagio intermédiario é sugerido
a guimioembolizacdo transarterial. Ja nos estagios mais avancados séo utilizados
inibidores de tirosina quinases, como o sorafenib, ICIs, como o atezolizumab (anti-PDL1)
e anticorpos monoclonais, como o bevacizumab, que é um anti-fator de crescimento
endotelial (anti-VEGF) (Llovet et al., 2021). A combinacéo de duas ou mais drogas pode
aumentar a eficacia da terapia. Apesar dos avangos, 0s tratamentos muitas vezes ndo sdo
capazes de remover o tumor por completo, principalmente nos estagios mais avangados
da doenga (Lurje et al., 2019). Dessa forma, a prevencdo é tdo importante quanto o
tratamento, e pode ser feita a partir da administragdo de vacinas contra as hepatites,

abstencdo do abuso de alcool e adogdo de um estilo de vida saudavel.

A obesidade é um dos fatores de risco para o estabelecimento do HCC. Nesse
contexto, o tecido adiposo pode secretar hormonios e citocinas capazes de promover a
sobrevivéncia e proliferacdo das células neoplasicas, regular a expressdo de genes
associado a morte celular e a invasao, além de fornecer energia para o tumor (Dumas e
Brisson, 2021).

1.3 Tecidos adiposos

O tecido adiposo é um érgdo enddcrino composto por diferentes populacfes de
células como os adipdcitos, células imunoldgicas, fibroblastos, além de vasos sanguineos
(Kislev et al., 2021). Esse 6rgdo é capaz de secretar uma variedade de moléculas, que
engloba lipideos, miRNAs, exossomos, horménios, citocinas e quimiocinas, que podem
influenciar na resposta metabdlica local e/ou sistémica (Richard et al., 2020). Alteracbes
na homeostase do tecido adiposo estdo relacionadas com doencgas como a obesidade, 0

diabetes e o cancer.

Até o momento, foram descritos na literatura quatro tipos principais de adipdcitos:
branco, marrom, bege e rosa (Figura 2). Cada um deles esta localizado em diferentes
partes do corpo e possui fungdes distintas. Os adipdcitos brancos sdo os mais abundantes,

contétm uma grande goticula de lipideo no citoplasma, um pequeno ndmero de
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mitocondrias e fazem parte do tecido adiposo branco, do inglés white adipose tissue
(WAT). O principal papel do WAT é estocar triglicerideos durante o consumo de energia
e liberar acidos graxos, quando o gasto de energia € maior que o ganho (Scheja et al.,
2016). A localizacdo anatbmica do WAT abdominal tem um impacto direto no figado, de
modo que as moléculas liberadas pelos adipocitos locais possuem uma relacdo metabdlica

especial com as células do figado (Tchernof e Després, 2013).

White Pink Beige Brown
Milk production )
Energy storage during pregnancy Thermogenesis Thermogenesis

Endocrine organ Energy storage Endocrine organ

%Mitochondria Nucleus ( ) Lipid storage +% Milk vesicle

Figura 2. Tipos de adip6citos. Atualmente ha descrito na literatura quatro tipos principais de
adipdcitos: branco, rosa, bege e marrom. Cada um deles possuem caracteristicas e funcdes
diferentes. Fonte: Corréa, L. et al., The Impact of the Adipose Organ Plasticity on Inflammation
and Cancer Progression. Cells, 2019.

Os adipdcitos marrons sdo ricos em mitocondrias, apresentam pequenas goticulas
lipidicas dispersas no citoplasma e fazem parte do tecido adiposo marrom, do inglés
brown adipose tissue (BAT). Sua principal fungdo € a de termogénese, que é feita pela
proteina desacopladora UCP-1 (Cannon e Nedergaard, 2004). O calor é gerado pela
oxidacdo dos &cidos graxos dos adipdcitos marrons e também dos acidos graxos e glicose

do sangue (Townsend e Tseng, 2014).

O BAT foi descoberto em adultos ha pouco tempo (Nedergaard et al., 2007). Antes
acreditava-se que esse tecido era encontrado apenas em bebés e que o tecido regredia com
0 passar do tempo, até desaparecer (Lean, 1989). A capacidade que esse tecido tem em
consumir acidos graxos e dispersar energia na forma de calor, aliado a descoberta de
significativas quantidades em adultos, aumentou o interesse em estuda-lo como um alvo

terapéutico, principalmente no contexto da obesidade (Lee et al., 2014). Em ratos e
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camundongos, 0 maior depdsito é na regido interescapular (Bukowiecki et al., 1986),
enquanto que em seres humanos, 0s depositos estdo localizados na regido do pescoco, na
regido supraclavicular e regides mediastinais (Cypess et al., 2013). Por sua vez, 0s
adipdcitos bege sdo um intermediario entre os adipocitos brancos e marrons, ou seja,
podem participar do estoque de energia e da termogénese (Corréa et al., 2019). Por fim,
os adipdcitos rosa participam da lactagdo em mulheres durante a gravidez e no periodo
de amamentacdo (Cinti, 2018).

Os adipdcitos possuem uma alta plasticidade, ou seja, podem aumentar de nimero
(hiperplasia) e tamanho (hipertrofia), além de serem capazes de adquirirem caracteristicas
fenotipicas de outros adipécitos. A exposicéo ao frio, a pratica de exercicios, moléculas
como a curcumina e agonistas de receptores (3 adrenérgicos podem provocar o
amarronzamento (termo em inglés browning) do WAT, no qual ocorre a transformacéo
de adipdcitos brancos em adipocitos beges (Wang et al., 2019). O amarronzamento é
caracterizado pelo aumento na expressao de alguns marcadores como a UCP-1, PGC1l-a
e PRDM16 nesses adipdcitos. Estudos sugerem que o processo de browning do WAT
aumenta o gasto de energia, diminui 0 ganho de peso e, assim, ajuda no combate a
obesidade (Lagouge et al., 2006};{Andrade et al., 2014). Por outro lado, fatores como
altas temperaturas e a obesidade podem ocasionar o embranquecimento (termo em inglés
whitening) do BAT (Shimizu et al., 2015). O whitening pode causar morte de adipécitos
marrons, dano mitocondrial e inflamacéo do tecido adiposo (Kotzbeck et al., 2018). Por
fim, uma outra caracteristica importante dos tecidos adiposos é que eles podem
influenciar células neoplasicas de modos distintos, por meio das suas a¢Ges enddcrinas,

como evidenciado na Figura 3.
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Figura 3. Plasticidade dos adipdcitos e a influéncia dos diferentes tipos de adipécitos sobre
células neoplasicas. Os adipdcitos podem sofrer alteracdo dos seus fenétipos a partir de fatores
externos. Além disso, os diferentes tipos de tecidos adiposos sdo capazes de influenciar células
neoplasicas de maneira diferencial. Fonte: Corréa, L. et al., The Impact of the Adipose Organ
Plasticity on Inflammation and Cancer Progression. Cells, 2019.

1.4 O tecido adiposo, hepatocarcinoma e a inflamacéo

O tecido adiposo pode mediar a inflamacdo através da secrecdo de citocinas e
quimiocinas, além de atuar como um suporte energético para varias doengas metabdlicas,
incluindo o HCC (Scheja e Heeren, 2016). Além disso, hormdnios secretadas pelo WAT,
como a leptina e a adiponectina também podem modular o cancer de figado (Jiang et al.,
2014). A leptina é capaz de induzir proliferacdo celular, angiogénese e metastase do HCC
(Saxena et al., 2007), enquanto que a adiponectina pode suprimir o crescimento tumoral
e a metastase do cancer de figado (Man et al., 2010).

Estudos recentes fornecem evidéncias de que o BAT pode regular o metabolismo
de lipideos e de glicose do figado e que, possivelmente, pode ser um futuro alvo
terapéutico em doencas hepéticas, como no caso da NALFD (Friedman et al., 2018;
Sponton et al., 2020). Além disso, 0 BAT secreta moléculas enddcrinas que possuem acdo
sistémica, chamadas batoquinas (Yang e stanford, 2022). A batoquina FGF21, por
exemplo, possui um efeito protetor contra 0 NASH (Zarei et al., 2020). Jaa PLTP pode
atenuar a obesidade e diminuir a intoleréncia a glicose (Sponton et al., 2020). Dessa

forma, nota-se que o BAT ndo é apenas um 0Orgdo relacionado a termogénese, mas
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também um o6rgao endocrino com influéncia sistémica sob condi¢cbes homeostaticas ou

patoldgicas.

Assim como os tecidos adiposos estao fortemente envolvidos com o metabolismo
de lipideos, eles também estdo envolvidos com a resposta inflamatoria sistémica. O papel
da inflamacéo é importante para o entendimento do cancer (Coussens e Werb, 2002).
Existe um crosstalk entre células imunoldgicas, adiposas e tumorais. Essa interacdo
impacta diretamente o estabelecimento do tumor, seja pela inducdo do crescimento do
tumor, devido a um ambiente imunossuprimido, ou pelo encolhimento desse tumor, caso
haja uma imunomodulagdo que impeca o seu desenvolvimento (Colotta et al., 2009). Os
mecanismos pelos quais os tecidos adiposos modulam o microambiente tumorais ainda

ndo sdo totalmente compreendidos.

Em pacientes com HCC, o aumento dos niveis da citocina IL-6 esta relacionado a
um pior prognostico (Porta et al., 2008). Nesse contexto inflamatério, os mediadores
lipidicos presentes em células imunes ou nos hepatdcitos, conhecidos como eicosanoides,
possuem um papel chave na inflamagao. Esses mediadores podem, entre outras funcdes,
recrutar células imunoldgicas para a regido tumoral. As enzimas que sintetizam 0s
eicosanoides sdo encontradas em organelas chamadas corpusculos lipidicos (CLs). Os
CLs armazenam lipideos neutros e estdo relacionados com o metabolismo lipidico,
sinalizacdo celular, construcdo de membranas, inflamacéo e o desenvolvimento de alguns
tipos de canceres, uma vez que essa organela pode fornecer energia para o tumor (Wang
et al., 2021). A depender do estagio de desenvolvimento do cancer, um ambiente
inflamado pode levar a um estresse oxidativo/nitrosativo e a consequente producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO), que podem induzir mutagdes
e, assim, contribuir para a progresséo da carcinogénese (Bartsch e Nair, 2006). Entretanto,
a inflamagdo pode ser benéfica em um ambiente tumoral imuno excluido, visto que o
recrutamento de células imunoldgicas pode favorecer a eliminacdo do tumor. A
inflamacdo pode ser iniciada através de um complexo de proteinas chamado

inflamassoma.

1.5 O inflamassoma e a proteina adaptadora ASC
O inflamassoma é um complexo multiproteico intracelular responsavel pela
ativacdo da proteina caspase-1 e pela secrecdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1p ¢ IL-
18 (Li et al., 1995; Martinon et al., 2002). Atualmente, estdo descritos alguns
inflamassomas como o NLRP3, NLRP1, NLRC4, NLRP6, NLRP12 e o AIM2. O
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inflamassoma NLRP3 é um dos mais bem descritos e é composto pelas proteinas NLRP3,
caspase-1 e pela proteina adaptadora ASC (proteina speck-like associada a apoptose com
dominio de recrutamento de caspase). A montagem desse complexo resulta na clivagem
das citocinas pro-1L-1B e pro-1L-18 nas suas formas ativas IL-1p e IL-18, respectivamente
(Dostert et al., 2008). No figado, a IL-1 leva, entre outros desdobramentos, a libera¢do
de IL-6 e TNF-a (Sims e Smith, 2010). J& a IL-18 pode influenciar no recrutamento de
células T e NK (Nakanishi et al., 2001). Ambas citocinas influenciam na progressao do
HCC (da Cruz et al., 2022).

Na via candnica de ativacdo do inflamassoma NLRP3, a qual é dependente da
caspase-1, a montagem do complexo se inicia por meio de dois sinais. O primeiro sinal
ocorre atraves da ativacdo de receptores de reconhecimento de padrbes (RRPS). Existem
algumas classes de RRPs, como os receptores do tipo Toll (TLRs) que sdo
transmembranares, 0 ausente no melanoma 2 (AIM2) que reconhece DNA citosolico e o0s
receptores do tipo NOD (NLRs), que reconhecem padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) no citoplasma (Akira et al., 2006). O estimulo do TLR resulta na
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, que transcreve os genes envolvidos com a
traducdo das proteinas pré-1L-1p, pré-1L-18 e NLRP3 (Guo et al., 2015). O segundo sinal
se da por meio de alguns fatores como 0 ROS mitocondrial, liberacdo de catepsina pelo
lisossomo e o efluxo de potassio, como mostra a Figura 4. Ap6s esse segundo sinal, é
formado o complexo com as proteinas NLRP3, ASC e pro-caspase-1. Entdo, a proé-
caspase-1 se autocliva na sua forma ativa, caspase-1, que em sequéncia cliva e ativa as
citocinas IL-1p e IL-18.

Por sua vez, a via ndo candnica se da por meio da ligacdo direta do LPS com a
caspase-11 (em camundongos) ou caspase-4/5 (em humanos), sem o intermeédio de TLRs
(Kayagaki et al., 2011). Apos essa ligagéo e ativacgdo da caspase-11, ela cliva e libera as
citocinas IL-1B e IL-18. Além de clivar essas citocinas importantes, as caspases-1/11

também estdo envolvidas com a morte celular chamada piroptose.
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Figura 4. Via candnica do inflamassoma NLRP3. A montagem desse inflamassoma requer dois
sinais: o primeiro € feito por meio da ativacéao de receptores do tipo Toll (TLRs) e o segundo sinal
é feito por meio de alguns fatores como espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondrial,
liberacdo de catepsina e o efluxo de potassio. Apds esses dois sinais, a pro-caspase-1 se autocliva
na sua forma ativa caspase-1, que em sequéncia cliva e ativa as citocinas IL-1pB e IL-18.
Fonte: Guo, H. et al., Inflammasomes: mechanism of action, role in disease, and therapeutics. Nat.
Med., 2015.

A proteina adaptadora ASC, foi inicialmente descoberta como uma proteina que
participa da via de inducdo a apoptose. Sua forma monomérica é capaz de interagir
diretamente com a proteina BAX, leva-la para a mitocondria e, assim, induzir a liberacdo
do citocromo c, o que resulta na ativagdo das caspases efetoras da apoptose (Ohtsuka et
al., 2004). Apos um tempo, estudos mostraram que a ASC seria extremamente importante
para a montagem e resposta de alguns inflamassomas, como os demonstrados na Figura
4 (Compan et al., 2015). Essa proteina é formada pelo dominio PYD na por¢éo N-terminal
e pelo dominio CARD na regido C-terminal. No inflamassoma NLRP3, por exemplo,
essas por¢oes fazem a conexdo entre as proteinas NLRP3 e caspase-1, sendo chamada de
proteina adaptadora por essa razdo (Compan et al., 2015).

Adicionalmente, foi descoberto que a proteina ASC é capaz de se oligomerizar na
forma de ASC specks e de ser secretada para o espaco extracelular podendo, dessa forma,

maturar citocinas (Fernandes-Alnemri et al., 2007). Além disso, ela também pode ser
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internalizada por outras células e amplificar o sinal de ativacdo dos inflamassomas
(Franklin et al., 2018). Em 2010, Bryan et al. mostrou que existem mais trés isoformas,
além da ASC, geradas por splicing alternativo: ASC-b, ASC-c e ASC-d. Apenas as
isoformas ASC e ASC-b participam ativamente do inflamassoma NLRP3. A isoforma
ASC-b é mais lenta e ativa o inflamassoma em menor grau (Diaz-Parga e De Alba, 2022).
Em contrapartida, ASC-c desempenha um papel inibitorio. Quanto a ASC-d, ainda ndo

se sabe a sua fungéo (Bryan et al., 2010).
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Figura 5. Inflamassomas e a proteina adaptadora ASC. A figura representa alguns dos
inflamassomas que precisam da proteina adaptadora ASC para a montagem do complexo proteico.
Esses complexos sdo formados por proteinas intracelulares e possuem a fungdo de ativar a
proteina caspase-1 e, consequentemente ativar citocinas pro-I1L-1p e pro-IL-18 em IL-1p e IL-18.
Fonte: Franklin BS et al., The intra- and extracellular functions of ASC specks. Immunol. Ver.,
2018.

A principio, os inflamassomas foram relacionados a defesa do organismo contra
patogenos, uma vez que a IL-1p e IL-18 podem combater a infec¢do. Contudo, estudos
desmonstraram que o inflamassomas sdo importantes em doencas metabolicas como a
obesidade (Vandanmagsar et al., 2011), diabetes melittus tipo 2 (Henao-Mejia et al.,
2014), NAFLD (Henao-Mejia et al., 2014) e 0 HCC (Wei, et al., 2013). De modo geral e
suscinto, os Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs) liberados nas desordens
metabdlicas, como o &cido Urico, excesso de ATP, ceramidas, colesterol e LDL
(lipoproteina de baixa densidade) oxidado, podem ativar os RRPs e iniciar uma resposta
pré-inflamatoria a partir da ativagdo de inflamassomas (Wani et al., 2021).

Recentemente, estudos em humanos demonstram que o inflamassoma NLRP3 no
tecido adiposo € super regulado na obesidade e contribui, assim, para um estado crénico

de inflamacé&o e para a resisténcia a insulina (Wu et al., 2020). Enquanto isso, a deplecéo
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da proteina ASC foi capaz de melhorar a acdo da insulina (Youm et al., 2011) e atenuar
a obesidade em camundongos (Stienstra et al., 2011). Diante da grande importancia que
os inflamassomas apresentam, ainda existem lacunas sobre o papel da proteina ASC, tanto
em sua forma monomeérica quanto oligomerizada, sobre os tecidos adiposos. Ademais, 0s

inflamassomas também podem estar envolvidos em vias de morte celular.

1.6 Morte celular

Células neoplasicas sdo capazes de ativar vias de sobrevivéncia celular e inibir
vias de morte celular, para se manterem vivas. O desbalanco entre a proliferacdo e a morte
celular contribui para um ambiente pro-tumorigénico, observada na hepato carcinogénese
em humanos (Fabregat, 2009). Nesse contexto, as mortes celulares podem ser divididas
em duas classes, de acordo com seu mecanismo e sua morfologia: acidentais e

programadas.

A morte celular acidental, chamada necrose, ocorre de maneira imprevista e pode
ser induzida por estresse quimico, fisico ou mecanico. Nesse tipo de morte € observada a
perda da estrutura celular e o extravasamento do contetdo interno na forma de DAMPs
(Radi et al., 2018). Em contrapartida, a morte celular programada ocorre por meio de uma
maquinaria de proteinas regulada que culmina na morte da célula (Galluzzi et al., 2018).
Existem diferentes tipos de mortes celulares programadas que vao desde as mais classicas,
como apoptose e autofagia, até as mais recentemente descobertas, como piroptose,
necroptose, ferroptose, parthanatos e pironecrose (Fuchslocher et al., 2017). Essas mortes
programadas podem, ainda, ser divididas em ndo liticas e liticas, como mostra a Figura 6.
Nas ndo liticas, a membrana plasmatica é preservada. Ja nas liticas, ocorre a ruptura da

membrana plasmatica e a liberacdo de DAMPs.

A apoptose € uma morte ndo litica, que ndo induz inflamacg&o, sendo, por isso,
chamada de tolerogénica. Essa morte é caracterizada pelo encolhimento da ceélula,
formagéo dos corpos apoptdticos e fragmentacdo do DNA. Essa morte pode ser acionada
pela via extrinseca, mediada por ligantes extracelulares, ou pela via intrinseca, mediada
pela mitocondria. Ambas as vias resultam na ativagdo das capases-3/6/7 (Tang et al.,
2019). Por outro lado, as mortes imunogénicas, assim chamadas por serem liticas, sdo
capazes de ativar o sistema imune por meio da liberacdo de DAMPs. A piroptose e a

necroptose sao exemplos de mortes imunogénicas.
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Figura 6. Exemplos de mortes celulares. Os diferentes tipos de morte celular podem ser divididos
de acordo com seu mecanismo e sua morfologia. Fonte: Figura criada no PowerPoint pela autora deste
trabalho.

Diferentes tipos de morte celular podem coexistir em doencas no figado (Aizawa
et al., 2020). Essas mortes podem ocorrer em células parénquimais ou ndo parénquimais
do figado, bem como em células imunes, com consequéncias patolégicas (Aizawa et al.,
2020). No caso do cancer, as células cancerosas conseguem driblar os mecanismos de
morte celular. Desse modo, a inducdo a morte de células malignas é um mecanismo

estratégico para a regressdo do tumor.

1.6.1 Piroptose

A piroptose ¢ uma morte celular programada caracterizada pela formacéo de
poros, inchacgo celular e a ruptura da membrana plasmatica (Bergsbaken et al., 2009). A
via dessa morte pode estar relacionada com os inflamassomas. Apds a ativacdo dos
inflamassomas, ocorre a ativagéo das caspase-1/11/4/5 que, entéo clivam a gasdermina D
(GSDMD). Esta ¢ a proteina efetora da piroptose (Figura 7). Apos ser clivada, a por¢ado
N-terminal da GSDMD se oligomeriza e forma os poros caracteristicos na membrana
celular (Ding et al., 2016). At¢ o momento, ha descrito algumas gasderminas,
denominadas A, B, C, D e E, sendo que a GSDMD ¢ a mais estudada (Kovacs e Miao,
2017).
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Figura 7. Via da piroptose mediada pelos inflamassomas. A via dessa morte pode estar
relacionada com os inflamassomas. Apés a ativacdo da caspase-1/11/4/5, a gasdermina D
(GSDMD) ¢é clivada. A porcdo N-terminal da GSDMD se oligomeriza e forma os poros
caracteristicos da piroptose. Fonte: Man SM et al., Molecular mechanisms and functions of
pyroptosis, inflammatory caspases and inflammasomes in infectious diseases. Immunol. Ver.,
2017.

A GSDMD é composta pela por¢do N-terminal (PFD), um linker de aminoacidos
e a por¢do C-terminal (RD), como mostrado na Figura 8. A caspase-1/11 cliva e separa a
porcdo C-terminal, que é inibitéria, da porcdo N-terminal. Esta, por sua vez, se
oligomeriza e interage com fosfolipidios da membrana plasmaética, fosfatidilinositideos e
cardiolipinas, formando os poros com diametro entre 10 a 15 nm (Kovacs e Miao, 2017).
Desse modo, moléculas menores que esse diametro, conseguem atravessar o poro. Dentre
as moléculas que saem pelo poro estdo a IL-1f e IL-18. Enquanto isso, moléculas de 4gua
(H20) e ions Na* e CI" entram pelo poro e causam o inchaco celular caracteristico desse

tipo de morte.

A principio, acreditava-se que a ruptura da membrana plasmatica ocorria devido
as diferencas de concentracdo osmotica entre o espaco intra e extracelular formadas pelos
poros (Fink e Cookson, 2006). Porém, em 2021, Kayagaki e colegas demonstraram que
0 processo de ruptura da membrana plasmatica é mediada e dependente de uma proteina

chamada NINJ1 (Kayagaki et al., 2021). Apds a lise da membrana, moléculas como
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lactato desidrogenase (LDH), ATP e HMGB1 séo liberadas e atuam como DAMPs e

consequentemente amplificam o processo inflamatorio (Larock e Cookson, 2013).
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Figura 8. Poro formado pela oligomerizacao da gasdermina. A gasdermina é composta pela
porcdo N-terminal (PFD), um linker de aminoécidos e a por¢do C-terminal (RD). A caspase-1/11
cliva a gasdermina, separando a porc¢éo inibitoria (C-terminal) da porcédo efetora (N-terminal).
Apos a clivagem, a por¢do N-terminal se oligomeriza e forma os poros de 10-15 nm na membrana
celular, de onde sdo secretadas as citocinas IL-1f e IL-18. Fonte: Kovacs SB e Miao EA,
Gasdermins: Effectors of Pyroptosis. Trends Cell Biol., 2017.

Sabe-se também que os inflamassomas ndo sdo os Unicos capazes de induzir a
clivagem de gasderminas: a caspase-3 é capaz de clivar a GSDME; a caspase-8 pode
clivar as GSDMC e D; por fim, as granzimas secretadas pelas células T CD8" e NK,
podem clivar as GSDMB e E (Yu et al., 2021).

O efeito da piroptose pode ser dual no contexto do cancer e varia de acordo com
os diferentes tecidos (Xia et al., 2019). Essa morte pode atuar na imunidade antitumoral,
mas também pode promover uma inflamacdo capaz de beneficiar esse tumor. De modo
geral, os DAMPs (LDH, HMGB1, ATP etc.) e citocinas (IL-1p e IL-18) liberados na
piroptose podem ativar uma resposta imune inata que, entdo, induz uma resposta imune
adaptativa para 0 microambiente em questdo, resultando no aumento de células T CD8*

e NK e diminuicéo de células Treg (Du et al., 2021).
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Como mostrado na Figura 9, antigenos do cancer liberados na piroptose sdo

apresentados pelas células dendriticas para as células T, o que desencadeia a ativagao de

células NK e T citotdxicas (CD8"). Por sua vez, essas células NK e CD8" ativas, secretam

granzimas A e B que podem clivar GSDME e B, resultando na morte de mais células

neoplasicas. Gera-se, assim, um feedback positivo da piroptose mediado por uma

imunidade antitumoral (Wang et al., 2022).
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Figura 9. Piroptose e a imunidade antitumoral. Antigenos do cancer liberados na piroptose (1)

sdo apresentados (2) pelas células dendriticas para as células T, desencadeando a ativagdo de

células NK e T citotoxicas (CD8). Por sua vez, essas células NK e CD8* ativas, (3) secretam

granzimas A e B que podem clivar GSDME e B, resultando na piroptose de mais células. Gera-

se, assim, um loop de feedback positivo da piroptose mediado por uma imunidade antitumoral.

Fonte: Wang S. et al., Methods for monitoring cancer cell pyroptosis. Cancer Biology &

Medicine, 2022.
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2. Justificativa

O HCC é um tumor maligno com altas taxas de mortalidade, resistente as
quimioterapias convencionais e com limitadas opcdes de tratamentos (Ringelhan et al.,
2018). Por tanto, sdo necessarias novas alternativas para o tratamento dessa doenca.
Apesar da intima relacdo entre tecidos adiposos e 0 metabolismo hepatico, ainda ndo ha
descrito na literatura o papel diferencial do BAT e WAT sobre o HCC. O interesse em
estudar o BAT como alvo terapéutico, principalmente na obesidade, tem aumentado nos
ultimos anos e apenas um namero limitado de estudos investiga diretamente como 0 BAT
pode influenciar o ambiente hepéatico (Scheja e Heeren, 2016). Adicionalmente, a
curiosidade cientifica sobre os inflamassomas é crescente (Guo et al., 2015). Todavia,
ainda nao se sabe qual € o papel da proteina ASC presente nos tecidos adiposos e como a
auséncia dessa proteina nestes tecidos pode modular a capacidade desses tecidos de
secretar moléculas com impacto na modulacdo sobre o HCC. Este trabalho visou,
portanto, investigar se ha um papel diferencial do BAT e WAT sobre o HCC, bem como
explorar a influéncia da ASC nos tecidos adiposos sobre o efeito desses tecidos no HCC,

como esquematizado na Figura 10.
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Figura 10. O papel diferencial dos tecidos adiposos branco (WAT) e marrom (BAT) sobre
células de hepatocarcinoma (HCC) e o papel da proteina adaptadora ASC presente nesses
tecidos na modulacgéo do HCC. Fonte: Figura feita no CorelDraw pela autora deste trabalho.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Caracterizar o efeito diferencial dos produtos de secrecdo de BAT e WAT sobre
células de HCC, bem como avaliar o papel da proteina ASC presente nesses tecidos na
modulagéo do HCC.

3.2 Objetivos especificos
Esse trabalho foi divido em dois blocos. No primeiro bloco sdo avaliados parametros
carcinogénicos no HCC apds o estimulo com os produtos de secrecdo do BAT e do WAT.
No segundo bloco séo avaliadas vias de morte celular no HCC ap6s o estimulo com os
produtos de secrecdo do BAT e do WAT.

BLOCO I BLOCO Il
Parametros carcinogénicos Analises de vias de morte celular
Caracterizar o efeito dos tecidos adiposos no HCC, Caracterizar o efeito dos tecidos adiposos no HCC,
pela avaliagdo de: pela avaliagdo de:
5.1) A viabilidade celular mitocondrial, 5.10) O perfil de morte celular;
5.2) A proliferacéo celular; 5.11) A fragmentacéo do DNA,;
5.3) O ciclo celular; 5.12) A formacéo de poros na membrana plasmatica;
5.4) A biogénese de corpusculos lipidicos; 5.13) A liberacéo de LDH;
5.5) Os niveis de PPARYy; 5.14) A secrecéo de IL-1p;
5.6) A secregdo de LTBy; 5.15) A ativacdo de caspase-1;
5.7) A produgédo de RS; 5.16) O papel do NLRP3 na liberag&o de LDH;
5.8) A producéo de nitrito; 5.17) O papel do ROS na liberacéo de LDH.
5.9) A secrecdo de IL-6.
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4. Metodologia

4.1 Delineamento experimental

C57BL/6 machos

Extracao

* WT
- ASC”

Condicionando
em meio condicionado
a 37 °C durante 24 hrs

Células de linhagem
tumoral murina
Hepa-1c1c7

Analises .ﬁ <
in vitro .
Estimulo

Figura 11. Esquema das etapas metodolégicas. Camundongos C57BL/6 machos WT e

knockouts para a proteina adaptadora ASC (ASC™’) foram selecionados aleatoriamente e
sacrificados em cadmara de CO2. O BAT foi retirado da regido supra escapular, jA 0 WAT foi
retirado da regido gonodal. Os tecidos foram ent&o dissociados e acondicionados em uma estufa
a 37°C em meio condicionado por 24 horas. Apds o periodo de 24 hrs, os produtos de secrecdo
dos tecidos adiposos foram coletados do meio e utilizados para estimular células neoplasicas
murinas Hepa-1c1c7. Apds o estimulo, foram realizados os experimentos in vitro. WT: Wild type
(selvagem); WT BAT: produto de secrec¢do do tecido adiposo marrom de animais WT; WT WAT:
produto de secrecéo do tecido adiposo branco de animais WT; ASC”- BAT: produto de secre¢io
do tecido adiposo marrom de animais knockout para a proteina ASC; ASC” WAT: produto de
secrecao do tecido adiposo branco de animais knockout para a proteina ASC. Fonte: Figura feita

no CorelDraw pela autora deste trabalho.

4.2 Linhagens Celulares
Hepa-1clc7: linhagem de célula derivada de HCC murino, ATCC® CRL-2026™,
foi utilizada para ensaios in vitro em contato com o0s produtos de secrecdo de tecidos

adiposos. A linhagem foi cultivada em meio de cultura MEM o (Sigma-Aldrich),
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de penicilina e estreptomicina
e mantida a 37 °C com 5% de CO2.

AML-12: linhagem ndo tumoral de hepatocitos murino, ATCC® CRL-2254™,
foi utilizada para ensaios in vitro em contato com 0s produtos de secrecdo de tecidos
adiposos. A linhagem foi cultivada em meio de cultura DMEN+F12 (Sigma)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 pg/ml de insulina, 5.5 pg/ml de
transferrina, 5 ng/ml de selénio, 40 ng/ml de dexametasona, 1% de penicilina e

estreptomicina e mantida a 37 °C com 5% de CO2.

4.3 Camundongos utilizados

Para a compreensdo do papel diferencial do BAT e WAT sobre o HCC, foram
utilizados os tecidos adiposos de camundongos machos da linhagem C57BL/6 selvagens
(Wild type, WT) e knockouts para a proteina adaptadora ASC (ASC™). Todos os animais
foram acondicionados no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia, em ambiente livre de patdgenos, em micros isoladores ventilados, com agua e
alimentacdo ad libitum, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas. Esse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia (SEI n. 23106.068588/2022-30).

4.4 Coletas do BAT e WAT

Foram utilizados os tecidos adiposos de camundongos machos, uma vez que a
taxa de prevaléncia do HCC é no sexo masculino. O WAT utilizado foi o gonadal, visto
qgue o WAT subcutaneo € menos abundante e anatomicamente menos relevante no
contexto do HCC. O WAT visceral ndo foi utilizado pois, devido a sua localizacdo nas

visceras, € mais propenso a contaminagdes.

Para extracdo do BAT e WAT, animais dos dois genétipos, WT e ASC™", foram
selecionados aleatoriamente e sacrificados em camara de CO,. O BAT foi retirado da
regido supra escapular e 0 WAT da regido gonodal. Os tecidos foram entéo dissociados e
acondicionados em uma estufa a 37°C em meio condicionado por 24 horas. O meio
condicionado é constituido de MEM a, 1% de penicilina e estreptomicina, 1% BSA, 40

ug/mL de gentamicina, 0,25 mg/mL de anfotericina B e 10 pg/mL de cloranfenicol.

Para manter padronizacédo, para cada 0,05 g de tecido retirado foi adicionado 1

mL de meio condicionado.
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Ap0s o periodo de 24 hrs, os tecidos adiposos haviam secretado seu contetdo no
meio condicionado. Esse meio foi, entdo, centrifugado a 300g (1800 RPM) por 5 minutos
e utilizado para estimular células Hepa-1clc7 e AML-12.

4.5 Interaces entre os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos e as células
Células Hepa-1clc7 e AML-12 foram estimuladas com os produtos de secre¢ao
dos tecidos adiposos na proporc¢éo de 2:1 (duas partes de produto de secrecdo para uma
parte de meio de cultura). Apos o estimulo, as células foram encubadas na estufa a 37 °C
e 5% CO> durante os periodos de 24 e 48 horas. Em seguida, foram realizados os

experimentos in vitro.

4.6 Ensaio de viabilidade celular mitocondrial

Com o prop6sito de verificar o efeito diferencial do BAT e WAT sobre a
viabilidade celular mitocondrial de células de linhagem tumoral e ndo tumoral, foi
realizado o ensaio de MTT. Essa analise baseia-se no fato de que o MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo), quando reduzido por enzimas
mitocondriais, apresenta-se com coloracdo roxeada na forma de cristais de formazan. Em
placa de 96 pocos, 5x10% células de ambas linhagens foram plaqueadas por poco e
incubadas overnight. No dia seguinte, o sobrenadante do BAT e WAT dos animais WT e
ASC™ foram colocados em interacdo com as células por 24 e 48 horas. O controle
experimental foi obtido expondo as células ao agente citotoxico DMSO. Cada tratamento
foi feito em triplicata. Apds o tempo de estimulo, o sobrenadante foi descartado e cada
poco foi exposto a 100 pL de solugdo de MTT 5mg/ml (Life Technologies). A placa foi
incubada a 37 °C por 2 horas. Apds esse periodo, a solucdo foi descartada da placa e foi
aplicado 50 pL de DMSO por 5 minutos em cada poco, para que os cristais de formazan
fossem dissolvidos. Feito isso, a absorbéncia foi medida no espectrofotdmetro
Spectramax M3 a 570 nm e as analises feitas pelo software GraphPad Prism 7,
considerando a média do valor de absorbéncia do ndo-estimulado como 100% de

viabilidade.

4.7 Proliferacgéo celular
Com o objetivo de analisar o efeito dos tecidos adiposos sobre a proliferacdo de
células Hepa-1clc7, foi realizado um ensaio utilizando a sonda fluorescente CFSE. Essa
sonda é permeavel a membrana e é capaz de se ligar a aminas citoplasmaticas. Uma vez
que a célula realiza o processo de divisao celular, as moléculas de CFSE sao igualmente
divididas entre as células filhas, diluindo assim a fluorescéncia presente em cada célula
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gerada. Em placa de 24 pogos, 2x10° células foram plaqueadas por poco e incubadas
overnight. Apds completa adeséo, as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X e
expostas a 5 pM de CFSE (eBioscience) diluido em PBS 1 X, por 15 minutos e a
temperatura ambiente. Apds incubacdo com o agente fluorescente, a fim de se eliminar o
CFSE extracelular, as células foram expostas a soro fetal bovino a 4 °C e entdo lavadas
uma vez com PBS 1 X. Feito isso, as células foram estimuladas por 24 e 48 horas com 0s
produtos de secre¢do dos tecidos adiposos. Apos esse periodo, as células foram lavadas
uma vez com PBS 1 X em centrifugacdo a 300g e fixadas em 400 uL de paraformaldeido
1 X. A analise foi feita em citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) no canal
FL-1 em escala exponencial, os dados foram analisados utilizando o software FlowJo
V10 e os graficos foram gerados usando o GraphPad Prism 7.

4.8 Ciclo celular e fragmentacdo do DNA

O efeito dos tecidos adiposos sobre o ciclo celular e a fragmentagdo do DNA em
células de HCC foi investigado utilizando o agente fluorescente lodeto de propideo, que
é um agente intercalante de nucleotideos. Desse modo, a intensidade de fluorescéncia do
lodeto de propideo é diretamente proporcional a quantidade de DNA no interior da célula.
Em placa de 48 pogos, 5x10* células Hepa-1c1c7 foram semeadas por pogo e estimuladas
com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos por 48 horas. Ap6s o tempo de
estimulo, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e fixadas com etanol 70 %
por 2 horas a 4 °C. Feito isso, as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X,
centrifugadas a 1000 g por 5 minutos e lavadas novamente. Em seguida, foram expostas
a solucdo de lodeto de propideo (20 pug/mL de lodeto de propideo, 20 pg/mL de RNAse,
0,1 % Triton) por 10 minutos a 37 °C. Ap6s o tempo de incubacdo, foi adicionado 1 mL
de PBS 1 X nas células, que foram entdo centrifugadas a 1000 g por 10 minutos. As
células foram entéo ressuspensas em 200 pL de PBS 1 X e analisadas em citdmetro de
fluxo (FACS CALIBUR, BD Biosciences) em canal FL-2 em escala linear. Os picos
relativos as células foram associados as fases G1 e G2/M e o platd associado a fase S.
Eventos que apresentaram fluorescéncia inferior a encontrada nas células em G1 foram
considerados casos de fragmentacdo nuclear. Os dados foram analisados utilizando o

software ModFit LT™ e os graficos foram gerados usando o GraphPad Prism 7.

4.9 Biogénese de corpusculos lipidicos
Com o intuito de analisar se os produtos de secrecao dos tecidos adiposos afetam

a biogénese de corpusculos lipidicos do HCC, foi feita analise por citometria, microscopia
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de fluorescéncia, microscopia de luz e espectrofotometria. Na citometria e microscopia
de fluorescéncia foi utilizada a sonda fluorescente lipofilica Bodipy 493/503 (Life
technologies), a qual interage com lipideos neutros, presentes no interior de corpusculos
lipidicos. Ja na microscopia de luz e espectrofotometria foi utilizado o corante vermelho

Oil Red O, o qual é lipofilico e cora os corpusculos lipidicos.

Citometria de fluxo: 10° células foram semeadas, por pogo, em placa de 48 pogos
overnight. No dia seguinte as células foram estimuladas com os produtos de secrecdo do
BAT e WAT advindos de camundongos WT e ASC™ por 24 e 48 horas. Ap6s esse
periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e incubadas numa solug&o de
Bodipy/PBS em uma proporg¢do de 1/5000 a 4 °C ao abrigo de luz. Em seguida as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1 X e ressuspensas para fixacdo em 400 pL de
paraformaldeido 1 X. As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo (FACS
VERSE, BD Biosciences) utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram
analisados no software FlowJo V10.

Microscopia de Luz: 10° células foram plaqueadas, por poco, em placa de 24
pocos contendo laminulas. Depois de estarem aderidas nas laminulas, as células foram
tratadas com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos por 24 horas. ApoOs esse
periodo, as células foram fixadas utilizando formalina 3,7 % por 10 minutos. A seguir as
células foram lavadas trés vezes com agua destilada e expostas por 2 minutos a PEG 100
%. No passo seguinte, o excesso de PEG 100 % foi retirado e as células foram incubadas
com Oil Red O 0,5 % por 15 minutos. As células foram novamente lavadas trés vezes
com agua destilada e entdo marcadas com hematoxilina por 3 segundos. Apds novas
lavagens, as laminulas foram montadas em laminas com o auxilio de esmalte transparente

e as imagens foram adquiridas utilizando microscopio de luz (ZEISS) e o software Zen.

Espectrofotometria: 10* células foram plaqueadas, por pogo, em placa de 96 pogos
overnight. No dia seguinte, as ceélulas foram estimuladas com os produtos de secre¢éo do
BAT e WAT advindos de camundongos WT e ASC™ por 24 horas. Ap6s esse periodo,
as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X e fixadas com paraformaldeido 4% por 1
hora em temperatura ambiente. Em seguida, o paraformaldeido foi removido e as células
foram lavadas uma vez com PBS 1 X, seguido da adi¢do de 50 uL de solugéo de trabalho
Oil red O. Para fazer a solucdo de trabalho sdo seguidos 0s seguintes passos:
primeiramente, é feita uma solucdo estoque contendo 0,2 g de Oil red em 40 mL de 2-
isopropanol (0,5 % w/v). Em seguida, € preparada uma solucdo de trabalho fresca de 2:3
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com agua destilada (duas partes para a solucao estoque em trés partes para agua destilada).
As células foram incubadas por 40 minutos na solugdo de trabalho, lavadas cinco vezes
com &gua destilada e em seguida os pogos foram eluidos em 2-isopropanol 100 %. Apos
isso, a placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente, em agitacéo leve
orbital. A leitura foi realizada no espectrofotometro Spectramax M3 a 510 nm e as

analises feitas no software GraphPad Prism 7.

4.10 Expressado de PPARy

A fim de verificar se os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos modulam a
expressdo de PPARy no HCC, foi realizado experimento com o anticorpo anti-PPARy
(sc-7196). Em placa de 48 pocos, 10° células foram semeadas por pogo. Apos aderirem
na placa, as células foram estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo dos
tecidos adiposos. No dia seguinte, as células forma lavadas, centrifugadas a 300g por 5
minutos, bloqueadas com o agente bloqueador por 10 minutos e fixadas com etanol 70 %
por 2 horas a 4 °C. Apo0s esse tempo, as células foram entdo lavadas uma vez com PBS 1
X, centrifugadas a 500 g por 5 minutos e lavadas novamente com PBS 1 X. O pellet foi
suspenso, entdo, em uma solucdo tampdo de permeabilizacdo gelada e incubado por 5
minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas, centrifugadas a 300g por 5
minutos e entdo marcadas com anticorpo anti-PPARy por 30 minutos em gelo. As células
em seguida foram lavadas com PBS 1 X e centrifugadas a 300g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspenso em 500 pL de paraformaldeido 1 %. As amostras
foram analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences) utilizando

escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo V10.

4,11 Secrecdo de LTB4

Com o objetivo de analisar o efeito dos tecidos adiposos sobre a secre¢do de LTB4
pelas células Hepa-1c1c7, foi realizado um ensaio de detec¢do de LTB4 com o kit Cayman
Chemical de acordo com as especificacdes do fabricante. Em placa de 96 pogos, 10*
células foram semeadas por poco. Apds aderirem na placa, as células foram estimuladas
por 24 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos. No dia seguinte, 0
sobrenadante foi coletado para a dosagem do eicosanoide, de acordo com as
especificacbes do fabricante. Os niveis de LTB4 foram demonstrados em valores
absolutos (pg/mL) a partir de leitura em 410 nm no aparelho espectrofotbmetro
SpectraMax M3, os dados foram analisados de acordo com o protocolo do fabricante e os

gréficos plotados no software GraphPad Prism 7.
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4.12 Producdo de espécies reativas

A fim de verificar se os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos modulam a
producdo de espécies reativas no HCC, foi realizado experimento com a sonda DCF-DA.
O DCF-DA é convertido em um composto ndo-fluorescente no interior da célula. Esse
composto quando oxidado por espécies reativas gera um composto fluorescente (DCF).
Em placa de 24 pocos, 10° células foram semeadas por poco. Apds aderirem na placa, as
células foram estimuladas durante 24 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos. Apos o tempo de estimulo, as células foram expostas a 20 uM de DCF-DA por
30 minutos, a 37 °C e ao abrigo da luz. Depois da marcacdo, as células foram coletadas,
lavadas trés vezes com PBS 1 X e ressuspensas em 400 pL de PBS 1 X. As amostras
foram imediatamente analisadas em citometro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences)
utilizando o canal FL-1 em escala exponencial. Os dados foram analisados utilizando o

software FlowJo V10 e os graficos plotados no software GraphPad Prism 7.

4.13  Secrecdo de nitrito

A fim de se analisar se os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos alteram a
secrecdo de Oxido nitrico pelas células de HCC, foi feita dosagem de 6xido nitrico
utilizando o reagente de Griess. Esse ensaio possibilita a quantificacdo de nitrito, um
subproduto do instavel 6xido nitrico. Em placa de 24 pogos, 10° células foram semeadas
por poco e, quando aderidas, estimuladas com os produtos de secrecdo do BAT e WAT
dos camundongos WT e ASC™ por 24 horas. Apds o tempo de estimulo, os sobrenadantes
de cultura foram coletados, transferidos para placa de cultura e expostos a solucéo de
Griess (Sulfanilamida 14,5 M, N-1-naftiletilenediamina 9,64 M e acido fosforico 0,0125
% em 4agua destilada). A curva padrdo foi composta por crescentes concentracdes de
nitrito de sodio diluido em meio de cultura RPMI 1640 expostas ao reagente de Griess.
Apos incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente, os valores de absorbancia das
amostras foram obtidos a 540 nm utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3 e 0s

dados foram analisados no software GraphPad Prism 7.

4.14 Dosagens de citocinas

Com o objetivo analisar o efeito dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos
sobre a secrecéo de citocinas no HCC, foi realizado um ensaio de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay). Em placa de 96 pocos, 10* células foram semeadas por pogo e,
quando aderidas, estimuladas com os produtos de secrecdo do BAT e WAT dos

camundongos WT e ASC™ por 24 horas. No dia seguinte, 0 sobrenadante advindo da
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interacdo das células com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos foi coletado. Apos
essa coleta, os pocos foram lavados com PBS 1 X e preenchidos com MEM a. Apos 24
horas, 0 sobrenadante do que foi secretado pelas células foi coletado. Essa segunda coleta
foi feita para entender se as citocinas dosadas sdo provenientes das células ou dos
produtos de secrecdo dos tecidos adiposos. Alem disso, as citocinas dos produtos de
secrecédo dos tecidos adiposos foram dosadas. O ensaio foi realizado de acordo com as
especificacbes do fabricante. Os niveis de citocinas foram demonstrados em valores
absolutos (pg/mL) a partir de leitura em 450 nm no aparelho espectrofotémetro

SpectraMax M3 e os dados foram analisados no software GraphPad Prism 7.

4.15 Perfil de morte celular

A fim de se caracterizar o tipo de morte celular promovida pelo BAT e WAT nas
células Hepa-1clc7 e AML-12, foi realizado um ensaio com AnexinaV-Pl. A Anexina V
interage com a fosfatidilserina, que é exposta no lado externo da membrana de células no
processo apoptético. J& o lodeto de propideo (PI) interage com &cidos nucleicos de células
mortas em vias nao-apoptoéticas, e € impermeavel a célula com membranas plasmaticas
integras. Em placa de 48 pocos, 10° células de ambas linhagens foram plaqueadas por
poco e, apos adesdo, foram estimuladas durante 24 e 48 horas com o0s produtos de
secrecdo do BAT e WAT dos animais WT e ASC™. Ap6s esse periodo, as células foram
lavadas com PBS 1 X, centrifugadas a 300g por 5 minutos e ressuspensas com 100 pL da
solucdo Anexina-PI (kit BD) durante 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de
luz. Apds essa etapa, as células foram lavadas uma vez com PBS 1 X, centrifugadas a
300g por 5 minutos e o pellet foi ressuspenso em 400 pL de binding buffer 1 X. Em
seguida, foi feita a analise no citdmetro de fluxo (FACS VERSE, BD Biosciences)
utilizando os canais FL-1 e FL-3, ambos em escala exponencial. Os dados obtidos foram
analisados utilizando o software FlowJo V10 e os gréaficos plotados no software GraphPad

Prism 7.

4.16 Formacao de poros na membrana plasmatica

A investigacdo do efeito dos tecidos adiposos sobre a formacdo de poros na
membrana plasmatica das células Hepa-1clc7 foi realizada por meio de um ensaio de
poros. Este ensaio consiste na analise de emissao de fluorescéncia de forma cinética pelo
lodeto de propideo, um composto que fluoresce quando interage fisicamente com acidos
nucleicos e é impermeavel 8 membrana. Em placa de 96 pocos de parede escura, 3x10*

células foram plaqueadas por poco. Apos aderéncia, as celulas foram expostas ao lodeto
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de propideo 3 pg/mL e aos meios condicionados dos tecidos adiposos em RPMI sem
vermelho de fenol. Logo apo6s o estabelecimento do estimulo, os valores de fluorescéncia
do iodeto de propideo foram detectados em espectrofotdbmetro Spectramax durante 8
horas em intervalos de 5 minutos entre as leituras, em comprimentos onda de excitacao
de 538 nm e de emisséo de 617 nm. Os dados obtidos foram analisados utilizando o

software GraphPad Prism 7.

4.17 Liberacéo de Lactato Desidrogenase (LDH)

Com o objetivo de verificar o efeito dos produtos de secre¢éo dos tecidos adiposos
sobre a liberacdo de LDH pelas células Hepa-1c1c7, foi realizado um ensaio utilizando
um kit especifico fluorescente CytoTox-ONE (Promega) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O ensaio consiste na mudanca colorimétrica em decorréncia da formacéo do
produto final fluorescente Resofurina de modo proporcional as concentracdes presentes
de LDH. Em placa de 96 pogos, 5x10* células foram semeadas em placa por pogo. Apds
as células aderirem, elas foram estimuladas com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos por 24 horas. Apds o tempo de estimulo, o sobrenadante foi coletado e exposto
ao substrato mix por 30 minutos a 37 °C, protegido da luz. Por fim, foi adicionada uma
solugéo para parar a reacdo. A leitura foi feita em absorbancias de 490 nm e 680 nm
utilizando o espectrofotdmetro Spectramax M3. A anélise dos dados foi feita utilizando
o percentual de citotoxicidade recomendado pelo fabricante. O controle experimental foi
obtido expondo as células ao Lysis buffer do mesmo Kit. Para entender se o LDH
quantificado era proveniente da célula ou do secretado dos tecidos adiposos, também foi
feito dosagem dessa enzima proveniente apenas dos produtos de secrecdo dos tecidos

adiposos.

Com esse ensaio, também foi analisado se as células Hepa-1clc7, apos estimulo
com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, liberam LDH por meio da via do
NLRP3 e se 0 ROS seria 0 segundo sinal de ativacdo desse inflamassoma. Para isso, foi
utilizado o inibidor de NLRP3, MCC950 (PZ0280, Sigma-Aldrich), na concentragéo de
10 pM e o inibidor de ROS, NAC, na concentragdo de 5 mM. Ambos inibidores foram
incubados nas células durante 1 hora. Apos esse periodo, as ceélulas foram estimuladas
com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos durante 24 horas. Posteriormente, o

LDH foi dosado seguindo os passos explicados acima.
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4.18 Ativacao de caspase-1

Para investigar se ocorre ativacdo de caspase-1 em células Hepa-1clc7 em
resposta ao tratamento com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos, foi realizado
ensaio com o kit de FLICA FAM-YVAD-FMK (Immunochemistry), conforme as
instrucdes do fabricante. Essa andlise baseia-se no fato de que esse fluoroforo se liga aos
quatro residuos de aminoacidos expostos na caspase-1 ativa (YVAD) e fluoresce durante
essa interacdo. Em placa de 96 pocos, 10 células foram semeadas por poco e estimuladas
por 24 horas. Apés o tempo de estimulo com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos, as celulas foram coletadas, lavadas duas vezes em PBS 1 X, submetidas a
incubacdo com o fluoréforo e analisadas em citdmetro de fluxo (FACS CALIBUR, BD
Biosciences). Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo V10 (Tree

Star Inc) e os graficos plotados no software GraphPad Prism 7.

4.19 Andlises estatisticas

A fim de se determinar se os dados seguem distribuicdo normal, foi utilizado o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que se apresentaram com distribuicdo
normal (paramétricos) foram analisados utilizando o teste ANOVA e o pds-teste de
Tukey. J& os dados que ndo seguiram distribuicdo normal (ndo-paramétricos) foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn. Valores de p < 0.05
foram considerados estatisticamente significativos. Os graficos foram confeccionados

utilizando GraphPad Prism 7.

Para as analises com os inibidores de NLRP3 e ROS, foi realizado Test T, uma vez

que a pergunta foi feita entre dois grupos, par-a-par.

4.20 Abreviagoes

Para melhor compreensdo deste trabalho, os estimulos foram abreviados da
seguinte forma: UNS: células ndo estimuladas; WT BAT: estimulo com os produtos de
secrec¢do do tecido adiposo marrom de camundongos selvagens; WT WAT: estimulo com
os produtos de secrecdo do tecido adiposo branco de camundongos selvagens; ASC”
BAT: estimulo com os produtos de secre¢do do tecido adiposo marrom de camundongos
knockouts para ASC; ASC’- WAT: estimulo com os produtos de secrecdo do tecido

adiposo branco de camundongos knockouts para ASC.
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5. Resultados
5.1 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo branco aumentam a
viabilidade celular mitocondrial de células Hepa-1clc7
Neste primeiro bloco de resultados deste trabalho foi investigada a influéncia dos
produtos de secrec¢do dos tecidos adiposos sobre parametros carcinogénicos do HCC.

Inicialmente, buscou-se identificar se esses estimulos alterariam a viabilidade
celular mitocondrial de células Hepa-1clc7 e AML-12. Os resultados obtidos com as
células de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7) mostraram que o estimulo com WT WAT, por 24
horas, aumentou a viabilidade celular mitocondrial comparado com WT BAT (Figura 12
A). Além disso, a proteina adaptadora ASC desses tecidos parece ndo participar desse

fendmeno.

Em relacdo as células ndo tumorais (AML-12), ndo ha diferencas na viabilidade
celular mitocondrial apds o estimulo com WT BAT e WT WAT. O estimulo com ASC™
BAT, aumentou a viabilidade celular mitocondrial comparado com WT BAT (Figura 12
B).
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Figura 12. Efeito do estimulo por 24 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos
sobre a viabilidade celular mitocondrial de células de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7) e ndo
tumoral (AML-12). (A) Células neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com 0s
produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT e ASC’ WAT. (B) Células ndo
tumorais AML-12 estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT BAT, WT WAT,
ASC’ BAT e ASC’ WAT. DMSO: controle experimental. (*) diferencas estatisticas entre os
grupos estimulados com produtos de secre¢do dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo), p<0,01
(dois simbolos).
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Para verificar se o fendmeno se mantinha, decidimos observar a viabilidade
celular mitocondrial das duas linhagens ap6s estimulo por 48 horas com os produtos de
secrecédo dos tecidos adiposos (Figura 13 A).

Para as células de linhagem tumoral (Hepa-1clc7) observamos que o estimulo
WT WAT aumentou a viabilidade celular mitocondrial comparado com WT BAT e o
UNS. Além disso, a proteina adaptadora ASC desses tecidos parece ndo participar desse
fendmeno. Ja para as células ndo tumorais (AML-12) ndo houve diferencas significativas

entre os estimulos (Figura 13 B).
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Figura 13. Impacto do estimulo por 48 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos sobre a viabilidade celular mitocondrial de células de linhagem tumoral (Hepa-
1c1c7) e ndo tumoral (AML-12). (A) Células neoplésicas Hepa-1c1c7 estimuladas por 48 horas
com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC’”- WAT. (B) Células
ndo tumorais AML-12 estimuladas por 48 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT
WAT, ASC” BAT e ASC”- WAT (B). DMSO: controle experimental. (*) diferencas estatisticas
entre 0s grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. (#) diferencas
estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos.
p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).
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5.2 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom diminuem a
proliferacdo de células Hepa-1clc7 com participacdo da ASC

Tendo em vista que houve diferengas na viabilidade celular mitocondrial entre as

células neoplésicas estimuladas com BAT e WAT, nds nos questionamos se 0s produtos

de secrecdo desses tecidos adiposos possuem efeito diferencial sobre a proliferacdo dessas

células neoplésicas.

Ap0s estimulo por 24 horas, nota-se que ndo houve diferencas entre 0s grupos
(Figura 14 A). Ja quando o tempo de estimulo foi aumentado para 48 horas, foi visto que
o WT BAT diminuiu a proliferacdo celular comparado com os estimulos WT WAT e
UNS. Foi observado também que a auséncia da proteina ASC no BAT aumentou a
proliferacdo comparado com o selvagem (WT BAT) (Figura 14 B). Desse modo, a
proteina adaptadora ASC desse tecido parece ser importante para diminuir a proliferacao
do HCC.
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Figura 14. Influéncia dos produtos de secre¢do dos tecidos adiposos sobre a
proliferacdo de células de linhagem tumoral (Hepa-1lclc7). (A) Células
neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de
WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT e ASC” WAT. (B) Células neoplasicas Hepa-
1clc7 estimuladas por 48 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT,
ASC’ BAT e ASC”- WAT (B). (*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados
com produto de secre¢do dos tecidos adiposos. (#) diferengas estatisticas entre 0 UNS
e 0s grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. p<0,05 (um
simbolo), p<0,01 (dois simbolos).
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5.3 Os produtos de secrecéo dos tecidos adiposos ndo modulam o ciclo celular
de células Hepa-1clc7
Visto que o estimulo WT BAT, ap6s 48 horas, foi capaz de alterar a proliferacdo
da Hepa-1clc7, resolvemos analisar se os produtos de secrecédo dos tecidos adiposos sdo
capazes de alterar a progressdo do ciclo celular nessas células (Figura 15). Os resultados
obtidos mostraram que, apds o estimulo por 48 horas, ndo houve diferengas significativas
nas fases Gy, S, G2/M do ciclo celular dessas células neoplésicas.

52



Hepa-1c1c7 48h

150 1

" i i i i i

% of positive cells

UNS WTBAT WTWAT ASC BAT ASC’ WAT

e G2im
S
I G

Figura 15. Efeito do estimulo por 48 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos
sobre o ciclo celular de células neopléasicas (Hepa-1clc7). Células neoplésicas Hepa-1clc7
estimuladas por 48 horas com os produtos de secre¢cdo de WT BAT e WT WAT. N&o houve

diferencas significativas entre os grupos.
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5.4 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam a
biogénese de corpusculos lipidicos de células Hepa-1clc7 com
participagdo da ASC

Os corpusculos lipidicos (CLs) estdo relacionados, entre outras coisas, com 0

metabolismo de energia, estresse celular, bem como também serve como um marcador
de ativacdo inflamatdria (Cruz et al., 2020). Decidimos marcar essas organelas nas células
de HCC apds o estimulo com os produtos de secrecéo dos tecidos adiposos.

Na marcacéo por bodipy e leitura no citdmetro de fluxo, foi observado no periodo
de 24 horas de estimulo (Figura 16 A), que o WT BAT induziu maior biogénese de CLs
comparado com o WT WAT. Em relacdo a auséncia da proteina ASC nesses tecidos,
notou-se que 0 ASC™ BAT reduziu a biogénese de CLs comparado com o selvagem (WT
BAT). J4o ASC’- WAT, aumentou a biogénese de CLs comparado com o selvagem (WT
WAT). Desse modo, a proteina adaptadora ASC desses tecidos parece participar desse

fendmeno.

Em relagdo ao estimulo por 48 horas (Figura 16 B), foi visto que o fenémeno se
mantém. O estimulo WT BAT induziu maior biogénese de CLs comparado com WT
WAT. Foi observado também que ASC”" BAT reduziu a biogénese de CLs comparado
com WT BAT. Entretanto, nesse tempo de estimulo notou-se que o0 ASC” WAT reduziu
a biogénese de CLs comparado com WT WAT. Portanto, em ambos os tecidos, a proteina

adaptadora ASC parece participar da biogénese de CLs.
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Figura 16. Impacto dos produtos de secrecao dos tecidos adiposos sobre a biogénese de corpusculos lipidicos
em células de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7) por citometria. (A) Células neoplésicas Hepa-1c1c7 estimuladas
por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC’ WAT. (B) Células
neoplasicas Hepa-1c1c7 estimuladas por 48 horas com os produtos de secregéo de WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT
e ASC WAT (B). As células neoplasicas foram submetidas as mesmas condigGes e foram marcadas com a sonda

lipofilica Bodipy (FL-1) e adquirida em citdmetro FACS Verse. Os valores sdo referentes as médias de intensidade
de fluorescéncia (MFI).
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Com o0 objetivo de avaliar se o fendbmeno visto por citometria de fluxo se
mantinha, foi realizada marcacdo dos CLs com o corante Oil red O e leitura por
espectrofotébmetro por tempo de estimulo de 24 horas (Figura 17). Observamos que 0
WT BAT induziu maior biogénese de CLs comparado com o WT WAT e UNS. Além
disso, o estimulo ASC” BAT diminuiu a biogénese de CLs comparado com o WT BAT.
Isso indica, mais uma vez, que a proteina adaptadora ASC desse tecido parece participar

desse processo.
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Figura 17. Influéncia dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos sobre a biogénese de
corpusculos lipidicos em células de linhagem tumoral (Hepa-1clc7) por espectrofotometria.
As células neoplésicas Hepa-1c1c7 foram estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢éo
de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC” WAT. Os corpusculos lipidicos foram marcados
com o corante Oil red O e leitura feita por espectrofotdmetro a 510 nm. (*) diferencas estatisticas
entre os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. (#) diferencas
estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados com produto de secre¢do dos tecidos adiposos.
p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos).

S7



Para confirmar os achados de que o WT BAT induziria mais CLs que 0o WT WAT,
o fenémeno foi avaliado por microscopia de luz (Figura 18) nos tempos de estimulo por
24 horas. Na microscopia de luz, observa-se que o corante Oil red O, em vermelho, estava
presente em maior quantidade no estimulo WT BAT comparado com WT WAT, ou seja,
esse estimulo induziu maior biogénese de CLs. Além disso nota-se que o estimulo ASC”

" BAT diminuiu a biogénese de CLs comparado com WT BAT.
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Figura 18. Impacto dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos sobre a biogénese de
corpusculos lipidicos em células de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7) por microscopia de luz.
Células neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT
BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC” WAT, marcadas com Qil red O (em vermelho) e analisadas
em microscopia de luz. Os corpusculos lipidicos estdo marcados em vermelho.
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5.5 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam os niveis
de PPARY em células Hepa-1c1c7 com participagdo da ASC

Para concluir se o estimulo WT BAT estaria induzindo maior biogénese de CLs,
foram avaliados os niveis de PPARY, que é um fator de transcri¢do relacionado com o
acumulo de lipideos nos hepatocitos (Lee et al., 2018). Observa-se que, apés o estimulo
por 24 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, as células neoplasicas
estimuladas com WT BAT produziram maiores niveis de PPARy comparado com o WT
WAT e UNS. O estimulo ASC”* BAT diminuiu os niveis de PPARy comparado com o
selvagem (WT BAT), bem como o estimulo ASC”- WAT também diminuiu os niveis
desse fator de transcricdo comparado com o selvagem (WT WAT). Desse modo, os dados
obtidos corroboram a hipotese de que a proteina adaptadora ASC desses tecidos participa

do acumulo de lipideos nessas células neoplésicas. (Figura 19).
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Figura 19. Efeito dos produtos de secre¢do dos tecidos adiposos sobre os niveis de PPARy em células de linhagem
tumoral (Hepa-1cl1c7). Células neoplésicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT BAT,
WT WAT, ASC” BAT e ASC’ WAT. As células neoplasicas foram submetidas as mesmas condicOes e foram marcadas
com o anticorpo anti-PPARYy e adquirida em citbmetro FACS Verse. Os valores sdo referentes as médias de intensidade de

fluorescéncia (MFI).
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5.6 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam a liberacéo
de LTB4 em células Hepa-1clc7

Uma vez que a sintese de mediadores inflamatorios como prostaglandinas e
leucotrienos é feita por enzimas presentes nos corpusculos lipidicos, decidimos fazer a
dosagem de um importante leucotrieno, o LTB4. Esse eicosanoide foi dosado nas células
neoplésicas apds o estimulo por 24 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos
adiposos. Como resultado, foi notado que o estimulo WT BAT induziu uma maior
liberacdo de LTB4 nessas células neoplésicas comparado com WT WAT e UNS. Além
disso, vemos que o estimulo ASC” WAT reduziu a liberacdo de LTB4 nessas células
comparado com o0 WT WAT (Figura 20).
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Figura 20. Influéncia dos produtos de secre¢édo dos tecidos adiposos sobre a liberacédo de LTB4 em células
de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7). Células neoplésicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com os produtos
de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC” WAT. (*) diferencas estatisticas entre os grupos
estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo) e p<0,01 (dois simbolos).
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5.7 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam a
producdo de espécies reativas em células Hepa-1clc7

Visto que os corpusculos lipidicos podem estar relacionados com o estresse

celular (Lee et al., 2013), e dessa forma, com a formacao de espécies reativas (RS), foi

medido a producdo de RS das células neoplasicas ap6s o estimulo por 24 horas com 0s

produtos de secrecdo dos tecidos adiposos (Figura 21). O estimulo WT BAT induziu

maior producgdo de RS comparado com o UNS e WT WAT. A auséncia da proteina ASC

nesses tecidos ndo modulou as RS no HCC.
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Figura 21. Impacto dos produtos de secre¢cdo dos tecidos adiposos sobre a produgdo de
espécies reativas em células de linhagem tumoral (Hepa-1c1c7). Células neoplésicas Hepa-
1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC™
BAT e ASC’ WAT. (*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados com produto de
secrecao dos tecidos adiposos. (#) diferencgas estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados
com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos).
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5.8 A proteina adaptadora ASC dos tecidos adiposos branco e marrom
participa da inducéo de nitrito em celulas Hepa-1clc7

Em células neoplésicas, o dxido nitrico (NO) esta relacionado, entre outras coisas,
com o crescimento tumoral, angiogénese, invasao e dano ao DNA (Lala e Chakraborty,
2001). Desse modo, afim de se entender se os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos
poderiam modular NO nessas células neoplasicas, o subproduto do NO, nitrito, foi dosado
apos 24 horas de estimulo (Figura 22). Foi observado que ndo houve diferencas
significativas entre os estimulos WT BAT e WT WAT na producéo de nitrito. Entretanto,
a auséncia da proteina adaptadora ASC em ambos tecidos reduziram a secrecdo de nitrito
dessas células neoplésicas. Portanto, a proteina ASC desses tecidos parece fazer parte

desse fenémeno.
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Figura 22. Efeito dos produtos de secrecéo dos tecidos adiposos sobre a producdo de nitrito
em células de linhagem tumoral (Hepa-1clc7). Células neoplésicas Hepa-1clc7 estimuladas
por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT e ASC” WAT.
(*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos

adiposos. p<0,05 (um simbolo).
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5.9 Influéncia dos produtos de secrecéo dos tecidos adiposos sobre a secrecao
de IL-6 de células Hepa-1clc7
Dado que a IL-6 é uma citocina pleiotrépica com efeitos no figado e tecidos
adiposos (Mauer et al., 2015), resolvemos dosa-la. Foi analisada a IL-6 advinda da
interacdo das células Hepa-1clc7 com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos
(Figura 23 A), dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos (sem células) (Figura 23
A) e do que foi secretado pelas células ap6s o estimulo (Figura 23 B). Isso foi feito para
entendermos se as citocinas dosadas sdo provenientes da célula ou dos produtos de

secrecdo dos tecidos adiposos.

Na interacdo das células com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, 0
estimulo WT BAT induziu maior liberacdo de IL-6, comparado com o UNS (Figura 23
A). Os valores do que é secretado apenas pelos tecidos adiposos sdo similares e seguem
a mesma tendéncia do obtido pela interagdo entre a Hepa-1clc7 com o secretado dos
tecidos adiposos. Logo, parece que o que foi dosado é, majoritariamente, a IL-6 dos

tecidos adiposos e ndo o que é secretado pelas células neoplasicas.

Em relacdo a IL-6 dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos (sem células)
(Figura 23 A), o WT BAT é o tecido que liberou maiores niveis dessa citocina,
comparado com o WT WAT. Além disso, a proteina ASC do BAT parece ser importante

para a liberacdo de IL-6. Uma vez que, na auséncia de ASC, ocorre diminuicdo da IL-6.

Apds a coleta do sobrenadante da interacdo da Hepa-1clc7 com os produtos de
secre¢do dos tecidos adiposos, os pog¢os foram lavados com PBS 1X e preenchidos com
MEM o (Figura 23 B). Depois de 24 horas, 0 sobrenadante do que foi secretado pela
Hepa-1clc7 foi coletado. As células que foram estimuladas anteriormente com o WT
BAT foram as que mais secretaram IL-6 comparado com as que foram estimuladas
previamente com WT WAT, ASC” BAT e o UNS.
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Figura 23. Influéncia dos produtos de secrecéo dos tecidos adiposos sobre a secrecéo de IL-
6 de células Hepa-1clc7. (A) Células neoplésicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com 0s
produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT e ASC WAT. A IL-6 dos produtos
de secrecdo dos tecidos adiposos (sem células) também foi dosada. (B) Apds a coleta do
sobrenadante da interacdo da Hepa-1c1c7 com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, 0s
pogos foram lavados com PBS 1X e preenchidos com o meio de cultura dessas células. Depois
de 24 horas, o sobrenadante do que foi secretado pela Hepa-1clc7 foi coletado. (*) diferencgas
estatisticas entre os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. (#)
diferengas estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados com produto de secrecéo dos tecidos
adiposos. p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos), p<0,001 (trés simbolos), p<0,0001
(quatro simbolos).
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5.10 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom induzem morte

por apoptose nas células Hepa-1clc7 com participacdo da ASC
A partir daqui, iniciaremos o segundo bloco deste trabalho, no qual buscamos
investigar vias de morte celular do HCC, induzidas pelos produtos de secrecéo dos tecidos

adiposos.

Tendo em vista que 0s experimentos apresentados até agora deram indicios de que
0 BAT possivelmente atua de modo antitumoral, e que a proteina ASC nesse tecido
desempenha um papel importante, decidimos analisar o perfil de morte celular de células
Hepa-1clc7 e AML-12 ap6s o estimulo com os produtos de secrecdo dos tecidos

adiposos.

Na célula tumoral (Hepa-1c1c7) no periodo de 24 horas de estimulo, observamos
que WT BAT induziu 49,08% de morte, sendo que desse total, 33,1% foi por apoptose.
Ao comparar esse resultado com o estimulo WT WAT, esse tecido reduziu o nimero de
morte para 36,81%, sendo que desse total, 30,9% foi morte por apoptose. Em relacdo a
auséncia da proteina ASC nos tecidos adiposos, vemos que o estimulo ASC’ BAT
induziu 74,91% de morte nessas células neoplésicas, sendo que desse total, 43,6% foi
morte litica. J& o estimulo ASC”- WAT induziu 43,48% de morte, sendo que desse total,

39,1% foi morte por apoptose (Figura 24 A).

Ao fazer a anélise estatistica, n=3, observamos que o estimulo WT BAT induziu
maior porcentagem de apoptose na Hepa-1clc7, comparado com o UNS, WT WAT e
ASC” BAT (Figura 24 B). Em relacdo a porcentagem de morte litica (Figura 24 C), o
estimulo WT BAT induziu maior morte litica comparado com o UNS. Nota-se também
que o estimulo ASC” BAT parece ter induzido aumento de morte litica nas células
neoplésicas comparado com o selvagem. Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca

estatistica devido ao desvio padrao.

70



U

: 8 8

N
i

% Apoptotic cell death

o
i

A) Hepa-1c1c7 24h

BAT

o
WAT
ANNEXIN V
C)
Hepa-1c1c7 24 hr Hepa-1c1c7 24 hr
80+
B BAT = M EAT
EBWAT &, AT
[«F]
©
E 40+
o
520-
- #
NS
04
UNS WT ASC-- UNS wT AsC™

Figura 24. Impacto do estimulo por 24 horas com os produtos de secrecao dos tecidos adiposos sobre o perfil
de morte da linhagem tumoral Hepa-1c1c7. (A) Células neoplasicas Hepa-1c1c7 estimuladas por 24 horas com
os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC”- WAT. Apds estimulo, as células foram
marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo. (B) Analise estatistica, n=3, de morte por apoptose em células
Hepa-1c1c7 sob estimulo com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC”- WAT. (C)
Anadlise estatistica, n=3, de morte litica em células Hepa-1c1c7 sob estimulo com os produtos de secrecdo de WT
BAT, WT WAT, ASC” BAT e ASC’- WAT. (*) diferengas estatisticas entre os grupos estimulados com produto
de secrecdo dos tecidos adiposos. (#) diferencas estatisticas entre 0 UNS e 0s grupos estimulados com produto de
secrec¢do dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo).



Em relacdo as celulas ndo tumorais (AML-12), no periodo de 24 horas de
estimulo, vemos que WT BAT induziu apenas 16,94% de morte nessas células, sendo
que, desse total, 6,15% foi por apoptose. Enquanto isso, WT WAT induziu 14,5% de
morte, sendo que desse total, 5,06% foi por apoptose. Quanto a auséncia da proteina ASC
nos tecidos adiposos, o estimulo ASC” BAT induziu 10,94% de morte, sendo que, desse
total, 6,43% foi morte litica. Ja o estimulo ASC”- WAT induziu 30,49% de morte, sendo
que desse total, 25,6% foi por necrose (Figura 25).
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Figura 25. Efeito do estimulo por 24 horas com os produtos de secre¢édo dos tecidos
adiposos sobre o perfil de morte da linhagem n&o tumoral AML-12. Células ndo
tumorais AML-12 estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT BAT, WT
WAT, ASC’ BAT e ASC” WAT. Apbs estimulo, as células foram marcadas com Anexina
V e lodeto de Propideo.
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Foi verificado o perfil de morte das células neoplasicas (Hepa-1clc7) apos 48
horas de estimulo com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos (Figura 26 A). O
estimulo WT BAT induziu 93,02% de morte nessas células neoplasicas, sendo que desse
total 64,7% foi por apoptose. Em relacdo ao WT WAT, esse estimulo induziu 57,2% de
morte, sendo que, desse total, 26,6% foi por apoptose. Quanto a auséncia da proteina ASC
nos tecidos adiposos, vemos que o estimulo ASC” BAT por 48 horas induziu 98,2% de
morte no HCC, sendo que desse total 61,8% foi morte litica. Ja o estimulo ASC”- WAT

induziu 44,59% de morte, sendo que, desse total 27,2% foi morte por apoptose.

Tendo em vista que no periodo de 48 horas as porcentagens de morte celular em
células neoplasicas foram altas, induzidas principalmente pelos estimulos do BAT, nos
questionamos se esse fendmeno também seria observado em células ndo tumorais
(Figura 26 B). Desse modo, notamos que o estimulo WT BAT induziu 39,16% de morte
celular, sendo que, desse total 22,7% foi por apoptose. O estimulo WT WAT induziu
22,13% de morte, sendo que, desse total 15,8 % foi por necrose. Em relacdo a auséncia
da proteina ASC nestes tecidos, o estimulo ASC”BAT induziu 35,1% de morte, sendo
que, 19,9% foi por apoptose. Por fim, o estimulo ASC”-WAT induziu 27,92% de morte,
sendo que, desse total 10,9% foi por apoptose.
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Figura 26. Influéncia do estimulo por 48 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos sobre o perfil de morte na linhagem tumoral (Hepa-1c1c7) e na linhagem né&o-
tumoral (AML-12). (A) Células neoplésicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com o0s
produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC BAT e ASC WAT. (B) Células ndo tumorais
AML-12 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC™
BAT e ASC” WAT. Apos estimulo, as células foram marcadas com Anexina V e lodeto de
Propideo



5.11 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam a

fragmentacao do DNA em células Hepa-1c1c7 com participacdo da ASC

Tendo em vista que o estimulo WT BAT induz maior porcentagem de apoptose

nas células neoplasicas, a fragmentacdo do DNA dessas células foi analisada, uma vez

que esse fenbmeno € uma caracteristica da apoptose (Bortner et al., 1995). Apds o

estimulo por 48 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos, observamos que

o0 estimulo WT BAT induziu maior fragmentacdo do DNA comparado com 0 UNS, WT
WAT e ASC™"BAT (Figura 27).
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Figura 27. Efeito do estimulo por 48 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos adiposos
sobre a fragmentagdo do DNA na linhagem tumoral (Hepa-1c1c7). Células neopléasicas Hepa-
1clc7 estimuladas por 48 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC™
BAT e ASC’ WAT. (*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados com produto de
secrecao dos tecidos adiposos. (#) diferencas estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados
com produto de secrecéo dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos).
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5.12 A auséncia da proteina ASC no tecido adiposo marrom induz
formac&o de poros na membrana plasmatica de células Hepa-1clc7

Enquanto que o estimulo WT BAT induz maior morte por apoptose na Hepa-
1clc7, a auséncia da proteina ASC neste tecido (estimulo ASC”- BAT) aumenta a morte
litica, como mostrado nos resultados anteriores. Dessa forma, buscamos investigar o
efeito dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos sobre a integridade de membrana
em tempos precoces de estimulo, uma vez que a formacéo de poros é um dos hallmarks
de morte programada litica. Como mostrado na Figura 28, o estimulo ASC” BAT
induziu maior formacao de poros na membrana da Hepa-1c1c7, seguido do estimulo WT
BAT, ASCWAT, WT WAT e UNS, nessa ordem.
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Figura 28. Impacto do estimulo por 8 horas com os produtos de secre¢cdo dos tecidos
adiposos sobre a formacgdo de poros na membrana plasmatica das células Hepa-1clc7.
Células neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT
WAT, ASC” BAT e ASC” WAT e expostas a lodeto de Propideo por até 8 horas.
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5.13 Os produtos de secrecdo do tecido adiposo marrom aumentam a
liberacéo de LDH em células Hepa-1clc7
A liberacdo de LDH no meio extracelular € um indicativo de citotoxicidade e é
um dos hallmarks da piroptose. Desse modo, decidimos dosar a secre¢do de LDH pelas
células Hepa-1c1c7 ap0s o estimulo por 24 horas. Foi observado aumento na secre¢édo de
LDH comparado com o UNS, porém ndo houve diferengas significativas entre
tratamentos (Figura 29).

Para entendermos se o LDH quantificado era proveniente da célula ou dos tecidos
adiposos, também dosamos o LDH secretado pelos produtos de secre¢do dos tecidos
adiposos. Foi verificado que o LDH dosado foi secretado pelas células, ja que o valor do

LDH dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos é baixo (Figura 29).
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Figura 29. Influéncia do estimulo por 24 horas com os produtos de secre¢do dos tecidos
adiposos sobre a liberacdo de LDH na linhagem tumoral (Hepa-1c1c7). Células neoplasicas
Hepa-1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT BAT, WT WAT, ASC
- BAT e ASC” WAT. A fim de se verificar se o LDH dosado era da célula ou dos produtos de
secrecao dos tecidos adiposos, também foi dosado o LDH dos produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos. (#) diferengas estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados com produto de secre¢do
dos tecidos adiposos. p<0,01 (dois simbolos) e p<0,001 (trés simbolos).
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5.14 O efeito dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos sobre a
secrecdo de IL-1p de células Hepa-1clc7
Tendo em vista que a IL-1P é secretada durante a piroptose, nos questionamos se
0s produtos de secrecdo dos tecidos adiposos estariam induzindo a liberacdo dessa
citocina no HCC. Foi dosada a IL-1p advinda da interacéo das células Hepa-1clc7 com
0s produtos de secrecdo dos tecidos adiposos (Figura 30 A), dos produtos de secregéo
dos tecidos adiposos (sem células) (Figura 30 A) e do que foi secretado pelas células
apos o estimulo (Figura 30 B). Isso foi feito para entendermos se a citocina secretada era

proveniente da célula ou dos produtos de secrecdo dos tecidos adiposos.

Na interacdo das células com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, ndo
foi observada diferencas na liberacéo de IL-1 entre os grupos (Figura 30 A). Em relacéo
ao resultado do que é secretado apenas pelos tecidos adiposos, nota-se que a auséncia da
ASC no BAT diminuiu os niveis de IL-1p deste tecido.

Apds a coleta do sobrenadante da interacdo da Hepa-1clc7 com os produtos de
secrecdo dos tecidos adiposos, os pogos foram lavados com PBS 1X e preenchidos com
MEM a (Figura 30 B). Depois de 24 horas, 0 sobrenadante do que foi secretado pela
Hepa-1clc7 foi coletado. As células que foram estimuladas anteriormente com o WT

BAT foram as que menos secretaram IL-1f, comparado com o UNS.
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Figura 30. Efeito dos produtos de secrecéo dos tecidos adiposos sobre a secrecéo de IL-1p
de células Hepa-1clc7. (A) Células neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com 0s
produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC’ BAT e ASC” WAT. A IL-6 dos produtos
de secrecdo dos tecidos adiposos (sem células) também foi dosada. (B) Apds a coleta do
sobrenadante da interacdo da Hepa-1c1c7 com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos, 0s
pocos foram lavados com PBS 1X e preenchidos com o meio de cultura dessas células. Depois
de 24 horas, o sobrenadante do que foi secretado pela Hepa-1clc7 foi coletado. (*) diferencgas
estatisticas entre os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. (#)
diferencas estatisticas entre 0 UNS e 0s grupos estimulados com produto de secre¢éo dos tecidos
adiposos. p<0,05 (um simbolo), p<0,01 (dois simbolos).
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5.15 Aauséncia da proteina ASC no tecido adiposo marrom induz ativacao
de caspase-1 em células Hepa-1clc7

Uma vez que a caspase-1 ativa esta relacionada, entre outras coisas, com a
clivagem da GSDMD e a via da piroptose, decidimos analisar o efeito dos produtos de
secrecdo dos tecidos adiposos sob a ativacdo de caspase-1, ap6s 24 horas de estimulo.
Como mostrado na Figura 31 A, o estimulo ASC™- BAT induziu maior porcentagem de
caspase-1 ativa, 69,1%, seguido do estimulo WT BAT com 36,9%, ASC” WAT com
32,4%, UNS com 20,1%, e WT WAT com 16,7%.

Apbs analise estatistica, n=3, foi observado que o estimulo ASC™- BAT induziu
maior porcentagem de células ativas para caspase-1 comparado com o UNS (Figura 31
B). N&o houve diferencas significativas entre ASC”-BAT e WT BAT, provavelmente por

conta do desvio padréo.
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Figura 31. Impacto do estimulo por 24 horas com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos sobre a ativacdo de caspase-1 na linhagem tumoral (Hepa-1clc7). (A) Células
neoplasicas Hepa-1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT
WAT, ASC’ BAT e ASC” WAT. (B) Analise estatistica, n=3, de caspase-1 ativa em células
Hepa-1c1c7 sob estimulo com os produtos de secrecdo de WT BAT, WT WAT, ASC™ BAT e
ASC’ WAT. (#) diferencas estatisticas entre 0 UNS e os grupos estimulados com produto de
secrec¢do dos tecidos adiposos. (*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados com produto
de secre¢do dos tecidos adiposos. p<0,05 (um simbolo).
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5.16 O estimulo ASC” BAT induz liberacdo de LDH via NLRP3

Uma vez que o LDH é liberado no meio extracelular durante a piroptose,
decidimos investigar se os produtos de secrec¢ao dos tecidos adiposos induzem liberacéo
de LDH via inflamassoma NLRP3. Para isso, este inflamassoma foi inibido. Apos 24
horas de estimulo, foi possivel observar que WT BAT e WT WAT néo induzem liberacao
de LDH via NLRP3 (Figura 32 A, B). Em relacdo ao estimulo ASC” BAT, ao inibir o
inflamassoma NLRP3, a liberacdo de LDH diminui (Figura 32 C). Quanto ao ASC™
WAT, ndo houve diferenca significativa (Figura 32 D).
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Figura 32. Influéncia da inibicao do inflamassoma NLRP3 sob a liberacdo de LDH apds estimulo por 24 horas com 0s
produtos de secrecdo dos tecidos adiposos na linhagem tumoral (Hepa-1clc7). (A) Células neoplasicas Hepa-1clc7
estimuladas por 24 horas com os produtos de secre¢do de WT BAT e com o inibidor de NLRP3. (B) Células neoplasicas Hepa-
1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT WAT e com o inibidor de NLRP3. (C) Células neoplésicas
Hepa-1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de ASC” BAT e com o inibidor de NLRP3. (D) Células
neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de ASC”- WAT e com o inibidor de NLRP3.
(*) diferencas estatisticas entre os grupos estimulados com produto de secrecdo dos tecidos adiposos. p<0,01 (dois simbolos).
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5.17 O estimulo ASC”-BAT induz liberagéo de LDH via segundo sinal pelo
ROS

Considerando que o ROS é um segundo sinal para a montagem do inflamassoma
NLRP3, nos questionamos se o0s produtos de secrecdo dos tecidos adiposos induzem a
liberacdo de LDH via segundo sinal pelo ROS. Para isso, 0 ROS foi inibido com NAC.
Ap0s 24 horas de estimulo, foi possivel observar que WT BAT e WT WAT néo induzem
liberacdo de LDH via segundo sinal pelo ROS (Figura 33 A, B). Em relacdo ao estimulo
ASC” BAT, ao inibir essa espécie reativa, a liberacio de LDH diminui (Figura 33 C).
Quanto ao ASC™WAT, ndo houve diferenca significativa (Figura 33 D).
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Figura 33. Efeito da inibicdo de ROS sob a liberacéo de LDH apds estimulo por 24 horas com os produtos de secre¢ao
dos tecidos adiposos na linhagem tumoral (Hepa-1c1c7). (A) Células neoplasicas Hepa-1clc7 estimuladas por 24 horas
com os produtos de secre¢do de WT BAT e com o inibidor de ROS (NAC). (B) Células neopléasicas Hepa-1c1c7 estimuladas
por 24 horas com os produtos de secrecdo de WT WAT e com o inibidor de ROS. (C) Células neoplasicas Hepa-1clc7
estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de ASC”- BAT e com o inibidor de ROS. (D) Células neoplasicas
Hepa-1c1c7 estimuladas por 24 horas com os produtos de secrecdo de ASC’ WAT e com o inibidor de ROS. (*) diferencas
estatisticas entre os grupos estimulados com produto de secrecao dos tecidos adiposos. p<0,01 (dois simbolos).
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6. Discussao

O presente trabalho investigou o efeito diferencial dos produtos de secre¢do do BAT
e WAT sobre o HCC. Foram analisados parametros carcinogénicos e vias de morte
celular, bem como o papel da proteina ASC presente nesses tecidos adiposos sobre a
modulagdo no HCC.

O HCC esta entre os canceres que mais matam no mundo (Llovet et al., 2021). Entre
os fatores de risco estdo o0 NASH e a obesidade (Marrero et al., 2018). O tecido adiposo
é o principal 6rgdo relacionado ao acimulo de gordura e ao desenvolvimento de
sindromes metabolicas, uma vez que secreta uma variedade de moléculas como
adipocinas e citocinas capazes de modular parametros de crescimento e sobrevivéncia de
tumores (Alvarez-Artime et al., 2021). Ainda, 0 BAT e o WAT, podem mediar a
inflamacdo através da secrecdo de citocinas formadas a partir da ativacdo dos

inflamassomas.

Os inflamassomas sé&o complexos multiproteicos relacionados, entre outras coisas,
com a protecdo do hospedeiro contra patdgenos (Martinon et al., 2002) e com doencas
metabolicas (Henao-Mejia et al., 2012). Trabalhos do nosso grupo mostraram que 0s
componentes dos inflamassomas sdo importantes para a homeostase metabdlica
(Pimentel et al., 2020). Dentre esses componentes, o papel da proteina ASC é controverso.
Estudos mostraram que a auséncia dessa proteina foi capaz de mitigar a resisténcia
insulinica, esteatose e a hipertrofia do WAT (Stienstra et al., 2011), ao passo que, n0sso
grupo demonstrou que a falta da ASC em camundongos obesos exacerbou o ganho de
peso, a esteatose hepética e o branqueamento dos tecidos adiposos (Ribeiro et al, dado
ndo publicado).

A fim de se avaliar se 0 BAT e WAT seriam danosos para hepatocitos normais, células
AML-12 foram estimuladas com os produtos de secrecdo desses tecidos adiposos. Nao
foi observado diferencas significativas, apds estimulo por 24 e 48 horas, sobre a
viabilidade celular mitocondrial. Portanto, o secretado desses tecidos parece nao ter
efeitos significativos na viabilidade de células normais. Dessa forma, seguimos com

analises do efeito do que € secretado por esses tecidos em células neopléasicas.

A principio foi explorado o efeito diferencial do BAT e WAT, sobre pardmetros

carcinogénicos das células Hepa-1clc7, além do papel da ASC nesses tecidos. Os
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produtos de secrecdo do WT WAT foram capazes de aumentar a viabilidade celular
mitocondrial das células Hepa-1clc7 em comparacdo com o WT BAT. O efeito do
secretado do WAT se demonstrou similar as células ndo estimuladas sobre parametros de
proliferacdo celular, ciclo celular, biogénese de corpusculos lipidicos e formacdo de
especies reativas no HCC. A proteina ASC desse tecido parece ndo ser importante no
crosstalk entre 0o WAT e o HCC, nos parametros citados. Porém, parece ser relevante na
inducdo de d6xido nitrico e liberagdo de LTB4 pelo HCC.

As principais adipocinas secretadas pelo WAT sdo a adiponectina e a leptina.
Maiores niveis circulantes desses horménios estdo relacionados ao alto risco de
desenvolvimento de canceres e ao pior progndéstico (Zhang et al., 2020). Na literatura, ja
foi demonstrado que a leptina induz proliferacdo e progressao do ciclo celular no cancer
de ovaério, por meio da fosforilacdo de MAPKSs e ativacdo da ciclina D1 (Chen et al.,
2013). Entretanto, no presente trabalho ndo houve modulagdes no ciclo celular e na
proliferacdo ap6s o estimulo com WAT. Nos levantamos a hipotese de que os efeitos
similares do estimulo WAT com células ndo estimuladas se deve ao fato de que esse
tecido € proveniente de camundongos magros e que os efeitos pré-carcinogénicos seriam
exacerbados sob condicGes hipercal6ricas, uma vez que 0 WAT é um tecido chave para
a iniciacdo e progressédo de canceres durante a obesidade (Ernst Lengyel, et al., 2018).

O interesse cientifico sobre 0 BAT tem aumentado apds descobertas de quantidades
relevantes desse tecido em adultos (Nedergaard et al, 2007). Diante da sua fungdo em
dissipar energia na forma de calor, a partir da glicose e/ou acidos graxo, esse tecido tem
sido reportado como um possivel alvo terapéutico no tratamento da diabetes (Skarulis et
al., 2010) e da obesidade (Lowell e Flier, 1997; Shankar et al., 2019). Recentemente, foi
publicado que a exposi¢do de camundongos ao frio, e consequente ativacdo do BAT,
diminuiu o crescimento de tumores solidos (Seki et al., 2022). O consumo de glicose €
essencial para a proliferagdo tumoral. Uma vez que o BAT ¢ ativado, seus adipécitos
capturam a glicose circulante, diminuindo a disponibilidade de glicose para o

metabolismo e crescimento de células neoplésicas (Seki et al., 2022).

A atividade termogénica do BAT pode ser induzida a partir da exposicéo ao frio, como
dito anteriormente, atividades fisicas e agonistas dos receptores B adrenérgicos (Virtanen,
2019). O efeito benéfico do que é secretado por esse tecido, também tem sido explorado,

porém ainda ha lacunas sobre o efeito dessas moléculas secretadas e quais séo elas
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(Villarroya et al., 2019). Portanto, existe a necessidade de saber o impacto sisttmico do

que é secretado pelo BAT.

No presente trabalho, os produtos de secrecdo do BAT tiveram acdo antitumoral sobre
0 HCC. Esse estimulo foi capaz de diminuir a viabilidade celular mitocondrial, em relacéo
ao WAT, e diminuir a proliferacdo celular, em relacdo as células ndo estimuladas e ao
WAT, ap0s 48 horas de estimulo. A proteina adaptadora ASC do BAT parece ser

importante para reduzir a proliferacdo da Hepa-1clc?7.

Em 2019, um estudo transplantou uma linhagem de HCC, denominada H22, em
camundongos, e apds retirar o BAT desses animais, foi observado o crescimento tumoral
in vivo (Liu et al., 2019). No mesmo trabalho, foram isolados adipocitos marrons e feito
0 co-cultivo desses adipdcitos com a linhagem H22. Apds 48 horas, foi observado
diminuicdo no namero de células H22 viaveis (Liu et al., 2019). Esse estudo corrobora
com nossos dados, porém ndo aprofunda em outros pardmetros carcinogénicos e vias de
morte celular, além de ndo demonstrar como esses adipdcitos diminuem a viabilidade das
células neopléasicas. E possivel sugerir que o efeito antitumoral do BAT pode ser
proveniente tanto dos adipdécitos isolados, quanto do 6rgao. Em condicdes fisioldgicas, o
metabolismo € influenciado pela acdo enddcrina desse 6rgdo como um todo, por isso a

relevancia de se estudar o que é secretado pelo tecido e ndo apenas pelos adipdcitos.

Apesar dos produtos de secre¢do do WT BAT diminuir a proliferacéo celular, ndo foi
observada modulacdo no ciclo celular da Hepa-1clc7. Esperavamos que houvesse
modulacdo, uma vez que no modelo de cancer de mama, o BAT foi relacionado com a
expressao de genes antitumorais, como o PTEN (Ortega-Molina et al., 2012). Esse gene
é capaz de controlar a proliferacdo e o crescimento tumoral através do controle do ciclo
celular (Ortega-Molina e Serrano, 2013). Deste modo, € necessario repetir este

experimento.

Com o intuito de explorar outros parametros carcinogénicos, foi feita analise da
biogénese de CLs no HCC ap6s o estimulo com os produtos de secrecdo dos tecidos
adiposos. Os CLs sdo organelas preenchidas por lipideos neutros. Eles participam do
metabolismo lipidico da célula, fornecendo energia para a célula como um todo ou para
organelas especificas, como a mitocondria (Olzmann e Carvalho, 2019). Além disso,
fazem parte da producdo de mediadores inflamatdrios, os eicosanoides (Bozza et al.,
2011). Ainda ha lacunas sobre o papel dos CLs na carcinogénese. Em certos tipos de
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cancer, como no cancer de mama, a biogénese dessas organelas estd relacionada a

agressividade tumoral e ao pior prognostico (Abramczyk et al., 2015).

O presente trabalho observou o aumento de CLs no HCC apds estimulo com os
produtos de secrecdo do WT BAT. A proteina ASC presente no BAT parece ser
importante para a biogénese dessas organelas, uma vez que na auséncia dela, ocorre uma
diminuicdo na formacédo de CLs. De acordo com a literatura, 0 acimulo de lipideos pode
ser observado devido ao efeito pro-aterogénico da atividade do BAT (Dong et al., 2013).
No contexto tumoral, ja foi reportado que o aumento de CLs é um evento antecedente a
apoptose (Cruz et al., 2020), uma vez que, a ativacdo da p53 e a inibicdo de mTOR e
MYC levam a um acimulo de lipidios devido a inibicdo da B-oxidacdo de &cidos graxos
livres e o redirecionamento destes para a de novo lipogénese nessa morte (Boren e
Brindle, 2012).

Junto com o aumento de CLs, o estimulo WT BAT também aumentou os niveis do
fator de transcricdo PPARY, que é responsavel pelo acimulo de lipideos em hepatdcitos
(Lee et al., 2018). Além disso, j& foi demonstrado in vivo e in vitro que o PPARYy é capaz
de inibir a metéastase do HCC através da supressdao de genes relacionados a migracao,

adesdo celular e a ativacdo de genes supressores de tumor (Shen et al., 2012).

O LTB4 é um mediador lipidico produzido nos CLs responsavel pela migracdo de
leucdcitos, principalmente os neutrofilos. Essas células imunoldgicas podem ter efeito
citotoxico através do contato fisico com células neoplasicas mediado pela interacdo
Fas/FasL ou por anticorpos (Sun et al., 2018). Aqui, mostramos que o estimulo WT BAT
aumentou a liberacdo de LTBa4 pelas células neoplésicas, e que esse fendbmeno parece ser
independente da proteina ASC presente no BAT. Ademais, o estimulo WT BAT também
aumentou a formacdo de espécies reativas (RS) no HCC. Esse aumento pode estar
relacionado a um maior estresse na Hepa-1c1c7, que é corroborado pela formacéo de CLs
(Lee etal., 2013).

Os estimulos WT BAT e WT WAT aumentaram a formacdo de nitrito, um subproduto
do instavel NO, pelo HCC, em relacéo as células ndo estimuladas. Além disso, a formagéao
de nitrito parece ser dependente da proteina ASC destes tecidos. O NO esta associado,
entre outras coisas, com a angiogénese, lesdo ao DNA e crescimento tumoral (Lala e
Chakraborty, 2001). O seu efeito depende da localizac¢do, concentracédo, sensibilidade da
célula e isoforma do NO (Fukumura et al., 2006). Sendo assim, é necessario que mais
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experimentos sejam feitos para desvendar os efeitos dessa espécie reativa nessa linhagem

de células neoplasicas.

A expressédo de IL-6 é baixa em células humanas normais e sua concentracao sérica é
aumentada em pacientes com cancer de figado (Yang, 2017). A via de sinalizacéo da IL-
6 ocorre juntamente com a STATS3, as quais participam de processos fisioldgicos como o
crescimento celular, diferenciacéo e regulacao imune (Xu et al., 2021). Na tumorigénese,
a ativacdo de IL-6/STAT3 promove a proliferacao celular e a expressao de proteinas anti-
apoptoticas, como a Bcl-2 (Kim e Park, 2018). Nossos dados mostraram que o estimulo
WT BAT induziu maior liberacdo de IL-6. Dado este intrigante, uma vez que, esse
estimulo reduziu a proliferacdo de células neoplésicas, bem como também induziu

apoptose.

Em contraste, dados da literatura indicam que a IL-6 pode ter acdo benéfica no
ambiente hepético. A auséncia dessa interleucina em camundongos obesos aumentou a
inflamacdo hepaética e resisténcia insulinica (Matthews et al., 2010) e o bloqueio de
receptores de IL-6 estd associado ao risco de desenvolvimento da NAFLD (Li, Chen e
LV, 2022), um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do HCC. Portanto,
para entendermos o papel da IL-6 no nosso modelo experimental sera necessario analisar
a expressdo de STAT3 e do receptor de IL-6 (IL-6R) para entendermos se esta ocorrendo
ativacdo na via de sinalizacdo IL-6/STATS3, a qual esta relacionada a sobrevivéncia de

células neoplasicas.

A proteina ASC esta relacionada com a ativacdo de alguns genes, dentre eles, o gene
da IL-6 (Hasegawa et al., 2009). Nossos dados mostraram que 0 BAT é o tecido que
secreta maiores niveis de IL-6, sendo que a proteina ASC deste tecido é importante para
a liberagdo dessa citocina. Ja é sabido que a IL-6 é secretada pelo BAT em resposta ao
frio e a noradrenalina (Burysek e Houstek, 1997). Essa citocina, na verdade, tem sido
considerada uma batoquina (Villarroya et al., 2019). Um estudo mostrou que o transplante
do BAT para a cavidade visceral trouxe beneficios metabolicos, enquanto que a melhora
metabolica foi perdida ao transplantar o BAT derivado de camundongos knockouts para
IL-6 (Stanford et al., 2013). Além disso, a IL-6 proveniente do BAT parece induzir a
mudanca de macrofagos de perfil M1 (pro-inflamatorios) para M2 (anti-inflamatorios)
(Mauer et al., 2014). De modo interessante, apesar desta ser uma citocina relacionada a

pré-tumorigénese, sua secrecdo pelo BAT parece ser benéfica.
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Os resultados apresentados deram indicios de que o BAT teria acdo antitumoral, com
participagdo da proteina ASC, e que o acimulo de CLs est4, possivelmente, relacionado
a um estresse celular seguido da morte por apoptose. Com isso, foi investigado o tipo de
morte celular que os produtos de secrecdo do BAT e WAT induzem no HCC e se a
proteina adaptadora ASC destes tecidos participa desse fenémeno. E importante ressaltar
que mais de um tipo de morte celular pode ocorrer de maneira simultanea (Pereira et al.,
2018).

Foi observado que o WT BAT induziu maior apoptose nas células Hepa-1clc7 e
aumentou a fragmentacdo do DNA, que é uma das caracteristicas desse tipo de morte,
comparado com os estimulos WT WAT, ASC” BAT, ASC"WAT e UNS (Zhang e Xu,
2000). Além disso, a proteina ASC presente neste tecido parece ser importante para
induzir apoptose e fragmentacdo do material genético, uma vez que no estimulo ASC™

BAT houve mudanca para um perfil de morte litica.

E necessario enfatizar que os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos também
induziram morte em hepatdcitos normais, porém em porcentagens significativamente

menores, comparado com as células neoplésicas.

Foi investigado se os produtos de secre¢do do BAT e WAT seriam capazes de induzir
formagdo de poros na membrana das células Hepa-1c1c7, a fim de correlacionar os poros
com morte litica por rompimento de membrana. O estimulo ASC”- BAT induziu maior

formacdo de poros na membrana dessas células, de forma precoce.

A IL-1B ¢ uma citocina pré-inflamatéria formada a partir da ativagdo dos
inflamassomas e € secretada através de microvesiculas, exossomos ou durante a piroptose
(Lopez-Castejon e Brough, 2011). Dependendo do estagio do HCC e do microambiente,
essa citocina pode desencadear proliferacdo das células neoplésicas, inflamagdo no
microambiente (da Cruz et al., 2022), alem de promover a expressdo de uma oncoproteina
relacionada ao desenvolvimento e a metdstase do HCC (Su et al., 2015). Na interacdo
entre Hepa-1clc7 com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos ndo houve
modulacéo na liberacdo dessa citocina pela Hepa-1clc7. Este resultado é curioso, pois
esperava-se que os tecidos que induzem maior morte litica também estariam induziriam
liberacdo de IL-1p através dos poros formados na membrana das células. Todavia, a

piroptose ndo depende do processamento da IL-1p para acontecer (Miao et al., 2010).
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Para sanarmos a divida de que esta ocorrendo ou nao a liberacdo da IL-1B, essa
citocina serd dosada em tempos precoces, uma vez que, 0 tempo de meia-vida da IL-1 é
de 2.5 horas (Hazuda et al., 1988) e que a formacao de poros na Hepa-1clc7 ocorre em
tempos prematuros apos estimulo com os produtos de secrecdo dos tecidos adiposos. Em
relacdo as celulas lavadas com PBS 1X e colocadas em seu meio de cultura, as que
receberam anteriormente estimulo WT BAT diminuiram a liberacdo de IL-1p. Dessa
forma, apesar do estimulo WT BAT induzir liberacdo de LDH, ndo foi observado

aumento da liberacdo de IL-1p no HCC.

Em relagdo ao que foi secretado apenas pelos tecidos, 0 ASC”" BAT liberou menos
IL-1p, comparado ao WT BAT. Esse resultado mostra que a ASC é importante para o
processamento e liberacdo dessa citocina neste tecido. Porém, o tecido ASC” WAT ndo

diminuiu a liberacdo de IL-1p, demonstrando que esse tecido possui perfil inflamatorio.

Dando continuidade as analises de vias de morte litica, foi verificado se os produtos
de secrecdo dos tecidos adiposos ativam caspase-1 nas células Hepa-1clc7, a fim de
correlacionar esse evento com a piroptose. Essa enzima ativa € responsavel por clivar a
GSDMD. Corroborando com os dados de formacdo de poros e anexina-Pl, o estimulo
ASC” BAT induziu maior ativacio de caspase-1. Nossos dados também mostraram que
0 NLRP3 é um dos inflamassomas relacionados com a liberacdo do LDH no estimulo
ASC™ BAT e que 0 ROS é um dos segundos sinais de ativacio desse inflamassoma. Com
base nesses resultados, sugere-se que o estimulo ASC” BAT induz morte por piroptose
nas células neoplasicas. Apesar de ndo termos marcado GSDMD, alguns artigos
publicados apontam o evento da piroptose apenas pela analise de caspase-1 ativa,
liberacdo de LDH e ativacdo do NLRP3 (Chen et al., 2018; Wei et al., 2019).

De acordo com os dados apresentados, este trabalho apresenta evidéncias que
corroboram a hipdtese de que o BAT e o WAT secretam moléculas distintas que podem
prejudicar ou beneficiar, respectivamente, 0 HCC. Em 2019, Deshmukh e colegas,
identificaram, a partir de proteémica, 101 moléculas que sdo exclusivamente secretadas
pelo BAT e 262 moléculas secretadas em comum por ambos tecidos. Dentre as moléculas
secretadas apenas pelo BAT, estdo as batoquinas, as quais podem ser secretadas e agirem
de maneira sistémica. Recentemente, o potencial efeito protetivo das batoquinas, como a
Nrg4 e a FGF21, tem sido demonstrado em sindromes metabdlicas e na obesidade

(Hondares et al., 2011; Wang et al., 2014). Outras moléculas que também podem estar
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sendo secretadas, sdo os miRNAs, que tém sido reportados como mediadores da

sinalizacdo enddcrina entre o BAT e o figado (Li et al., 2020).

Com base em trabalhos do nosso grupo, a auséncia da caspase-1/11 e do NLRP3 é
capaz de modular a composic¢ao lipidicado BAT e WAT, em camundongos sob condi¢des
de homeostase nutricional (Corréa et al., dado ndo publicado). Aqui, também é sugerido
que a auséncia da proteina adaptadora ASC nestes tecidos possa modular a composi¢édo
lipidica e/ou de metabdlitos destes tecidos adiposos. Justificando, assim, o efeito
diferencial entre WT BAT e ASC”- BAT em alguns parametros. Para descobrirmos quais
moléculas esses tecidos estdo secretando, as analises “Omicas”, lipidémica e

metaboldmica, estdo em andamento.

A mudanca no perfil de morte celular provocada entre os estimulos WT BAT e ASC”
- BAT pode ser devido as diferencas entre o secretado por esses dois tecidos, como
explicado anteriormente. Sabe-se que lipideos como o acido palmitico e diversas
adipocinas, podem ativar o inflamassoma NLRP3 (Wani et al., 2021). Dessa forma,
sugerimos que o aumento de moléculas como essas no ASC’ BAT ativam o
inflamassoma NLRP3 e, assim, induzem piroptose na Hepa-1clc?7.

Ambas as mortes celulares aqui descritas sdo importantes ferramentas antitumorais.
A inducéo da apoptose € positiva em um contexto no qual o cancer se beneficia com a
inflamagcdo. Dado que essa morte é silenciosa, ndo haverd inflamagdo nesse
microambiente que possa favorecer o tumor. Por outro lado, a piroptose € importante em
um ambiente tumoral imunossuprimido, visto que, a partir dessa morte, sdo liberados
DAMPs capazes de acionar e recrutar células imunolégicas para o local. Wang e colegas,
2020, demonstraram in vivo que a inducdo de piroptose em menos de 15% das células

neoplasicas foi suficiente para limpar o enxerto de tumor de 4T1.
7. Concluséo

O presente trabalho demonstrou que ha um efeito diferencial entre BAT e WAT sobre
0 HCC, sendo que os produtos de secre¢cdo do BAT possuem acdo antitumoral, com

participacao da proteina adaptadora ASC (Figura 34).

Foi descrito pela primeira vez que o secretado do BAT induz apoptose no HCC, com
participacdo da proteina ASC. Em contrapartida, na auséncia de ASC, esse tecido induz

majoritariamente morte litica por piroptose nas células Hepa-1clc7 (Figura 35).
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De modo mais especifico, o trabalho mostrou que:

e Os produtos de secregdo do WAT aumentam a viabilidade celular
mitocondrial e diminuem a morte celular do HCC, comparado com BAT,;

e Os produtos de secre¢do do BAT diminuem a proliferacdo de células Hepa-
1clc7, sendo que a proteina ASC deste tecido € importante para essa a¢ao;

e A proteina adaptadora ASC de ambos tecidos € importante para induzir nitrito
no HCC, e no WAT ¢ essencial para induzir LTB4 nessas células neoplasicas;

e A proteina ASC presente no BAT é importante para a biogénese de CLs e para
os niveis de PPARy no HCC;

e Os produtos de secrecdo do BAT induzem estresse, aumento de CLs e de
PPARY, os quais podem ser relacionados como um evento que antecede a
morte por apoptose;

e O produto de secrecdo do BAT induz liberacdo de IL-6 na Hepa-1c1c7;

e O BAT libera a citocina IL-6, com participa¢do da proteina ASC;

e Os produtos de secrecdo de BAT induzem apoptose e aumento da
fragmentacdo do DNA no HCC, com participacdo da proteina ASC;

e Aausénciade ASC no BAT induz mudanca no perfil de morte na Hepa-1clc7
para a piroptose, por meio do aumento da formacao de poros, caspase-1 ativa
e liberacdo de LDH,;

e O estimulo ASC’ BAT medeia a piroptose por meio do inflamassoma
NLRP3, sendo que ROS é um dos segundos sinais da montagem deste

inflamassoma.
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Figura 34. O efeito diferencial entre os produtos de secrecao do WAT e BAT sobre células
de HCC: o papel da proteina ASC desses tecidos sobre a modulac¢éo nas células neoplésicas.
Os produtos de secrecdo do WT WAT induzem aumento na viabilidade celular mitocondrial e
diminuicdo de morte celular no HCC. A proteina adaptadora ASC no WAT é importante para
induzir LTB4 e Oxido nitrico nas células neoplasicas, uma vez que na auséncia dela, ocorre
diminuicdo desses produtos. Em contraste, os produtos de secrecdo do WT BAT diminuem a
proliferacdo de células neoplasicas, aumenta a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs), 0s niveis
de PPARYy, LTB4 e espécies reativas (RS). Esses pardmetros sdo indicativos do aumento do
estresse celular, seguido da morte por apoptose. Adicionalmente, a proteina ASC do BAT é
importante para a diminuicdo da proliferacdo, para a biogénese de CLs, producdo de nitrito e
inducdo da apoptose nessas células, tendo em visto que, na auséncia dessa proteina ocorre
aumento da proliferagdo, diminuicdo de CLs, diminuicdo de 6xido nitrico e aumento da piroptose.
WT: Wild type (selvagem); WT BAT: produto de secrec¢do do tecido adiposo marrom de animais
WT; WT WAT: produto de secrecdo do tecido adiposo branco de animais WT; ASC”- BAT:
produto de secrecdo do tecido adiposo marrom de animais knockout para a proteina ASC; ASC™-
WAT: produto de secrecdo do tecido adiposo branco de animais knockout para a proteina ASC.
Fonte: Figura feita no CorelDraw pela autora deste trabalho.
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Figura 35. Os produtos de secrecdo do BAT induzem apoptose, com participagdo da
proteina adaptadora ASC. O estimulo com o WT BAT (tecido adiposo marrom selvagem) leva
a diminuigdo da proliferacéo, aumento de corpusculos lipidicos (CLs), PPARYy, espécies reativas
e fragmentacdo do DNA, eventos relacionados a apoptose. Por outro lado, na auséncia de ASC
neste tecido (ASC™-BAT), ocorre aumento de poros na membrana, caspase-1 ativa e liberacdo de
LDH mediada pelo inflamassoma NLRP3 e espécies reativas de oxigénio (ROS), caracterizando,
assim, a piroptose. Fonte: Figura feita no CorelDraw pela autora deste trabalho.

8. Perspectivas

Este trabalho permitiu entender como o BAT e WAT podem atuar de formas distintas
no cancer e qual é a relevancia da proteina adaptadora ASC na acgéo destes tecidos sobre
0 HCC. Ficou evidenciado que ha necessidade de identificar as moléculas especificas que
esses tecidos secretam. Portanto, analises “Omicas” destes tecidos estdo em andamento,
para que, assim, seja possivel identificar moléculas com uma possivel acdo terapéutica

no tratamento do HCC.

Os resultados aqui mostrados foram relevantes para entender os efeitos dos tecidos
adiposos sob condi¢des fisioldgicas normais, em homeostase, em células neoplésicas.
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Dessa forma, existe a perspectiva de analisar o efeito do BAT e WAT sob condicbes

hipercaléricas no HCC.

Por fim, dado que o figado abriga a maior populacdo de macrofagos, as células de
Kupffer, e que elas sdo fundamentais na resposta imune tumoral, é de extrema importancia
avaliar qual é o efeito do produto de secregdo do BAT e WAT sobre essas células.
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Abstract: Liver cancer is one of the most lethal malignancies and is commonly diagnosed as hepatocel-
lular carcinoma (HCC), a tumor type that affects about 90% of patients. Non-alcoholic steatohepatitis
(NASH) and obesity are both risk factors for this disease. HCC initiation and progression are deeply
linked with changes in the hepatic microenvironment, with cytokines playing key roles. The un-
derstanding of the pathogenic pathways that connect these disorders to liver cancer remains poor.
However, the inflammasome-mediated cytokines associated with both diseases are central actors
in liver cancer progression. The release of the pro-inflammatory cytokines IL-13 and IL-18 during
inflammasome activation leads to several detrimental effects on the liver microenvironment. Consid-
ering the critical crosstalk between obesity, NASH, and HCC, this review will present the connections
of IL-1 and IL-18 from obesity-associated NASH with HCC and will discuss approaches to using
these cytokines as therapeutic targets against HCC.

Keywords: HCC; NASH; obesity; inflammation; inflammasomes

1. Introduction

According to data from the Global Burden of Disease (GBD), in 2019 liver cancer was
the eighth death-related type of cancer in the world. Hepatocellular carcinoma (HCC)
is the most common primary liver cancer and covers about 80-90% of cases [1]. This
cancer is aggressive and impacts liver hepatocytes. Its diagnosis can be made through
magnetic resonance imaging, ultrasound, and serological tests that identify biomarkers
such as alpha-fetoprotein (AFP), des-gamma-carboxy-prothrombin (DCP) [2], and, more
recently, micro RNAs, such as miR-25 [3]. Biopsy is another option, but it is avoided due to
its invasiveness [2].

HCC impacts patients” quality of life, and the most common symptoms are abdominal
pain, weight loss, fever, and the worsening of hepatic synthetic function [4]. However,
many patients are asymptomatic, and the diagnosis is made late when the disease is already
advanced [5]. In addition, HCC, as with other cancers, is highly heterogeneous among
patients due to genetic and epigenetic diversity and the tumor microenvironment [6], which
makes treatment difficult. This heterogeneity is also reflected in the HCC immune response,
which can be divided into some sub-classes, including “active immune”, “exhausted
immune”, and “immune excluded” [7]. The “active immune” subtype associates with
active T helper cells (CD4*) and CD8" enrichment and responds well to treatment with
immune checkpoint inhibitors (ICIs). The “exhausted immune” subtype is characterized
by abundant TGF(-secreting T lymphocytes, which are cells that show an exhausted status,
and by the presence of immunosuppressive macrophages. In turn, the “immune excluded”
subtype copes with increased an Treg cell number, has a worse prognosis, and does not
respond to ICI therapies [1].
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The main risk factors for HCC are infections by hepatitis B (HBV) and hepatitis
C (HCV) viruses, alcohol abuse, obesity, and non-alcoholic steatohepatitis (NASH) [8].
NASH is part of a spectrum of liver disorders called non-alcoholic fatty liver diseases
(NAFLD), which range from steatosis (NAFL), characterized by fat accumulation in liver
tissue, to NASH, described as a pathological fat storage process associated with inflamma-
tion, liver injury, and fibrosis [9,10]. A “two-hit” model was proposed to explain NASH
establishment [11]. The “first hit” is related to a dysregulated accumulation of lipids within
liver tissue, generating hepatic steatosis, and the “second hit” triggers hepatocellular in-
jury and inflammation due to liver oxidative stress and lipid peroxidation [11]. However,
several studies have shown alternative mechanisms involving multiple pathways and
metabolic hits that result in an unhealthy liver.

Within the NAFLD spectrum, only NASH, in association with fibrosis, can progress
to cirrhosis and HCC [12,13]. Obesity is often present in patients with NASH, and this
may increase the risk of developing HCC [14]. Additionally, studies have demonstrated
that the gut microbiota plays crucial roles in nutrient harvest and fat storage, important
processes for obesity progression [15], and deeply impacts NASH development, once
patients show dysbiosis that favors alcohol-producing microbes and the occurrence of
systemic inflammatory responses [16-18]. The connection between obesity-associated
NASH pathways and HCC remains poorly understood. However, cumulative factors, such
as inflammasome-mediated cytokines from obesity-associated NASH, are a possible link
between these diseases with HCC development.

Obesity is characterized by a low-grade chronic inflammation [19] with dysregulation
in the adipose tissues (ATs), among them white AT (WAT) and brown AT (BAT), endocrine
organs that can modulate the inflammatory status through the secretion of several medi-
ators, such as chemokines and cytokines [20]. The latter includes the pro-inflammatory
molecules interleukin-1f3 (IL-13) and IL-18, which are maturated by the action of assembled
inflammasomes, multiprotein complexes that can also induce immunogenic pyroptotic
cell death [21]. The inflammasomes are crucial for inflammatory homeostasis, directly
influencing both obesity and NASH as well as liver cancer [22]. Although inflammasomes
were first related to the organism’s defense against pathogens, studies have linked these
molecules to many metabolic diseases, such as obesity [22], type 2 diabetes mellitus [16],
NAFLD [16,23], and HCC [24]. In this review article, we will present the possible links
between inflammasome-mediated cytokines, obesity-associated NASH, and HCC develop-
ment, and we will also discuss approaches to using IL-13 and IL-18 as therapeutic targets
in the context of HCC.

2. Inflammasomes as a Mediator of Pro-Inflammatory Cytokines

Inflammation is a mechanism of the immune system to protect the host against
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and danger-associated molecular pat-
terns (DAMPs). Innate immunity recognizes PAMPs and DAMPs by germline-encoded
pattern-recognition receptors (PRRs). Ligand recognition or cellular disorder is a trigger to
activate downstream signaling pathways followed by the production of pro-inflammatory
cytokines and chemokines [25].

There are some classes of PRRs, among them the Toll-like receptor (TLR), a trans-
membrane protein situated on the cell surface, absent in melanoma 2 (AIM?2), a sensor
for cytosolic DNA [26], and NOD-like receptor (NLR), which recognizes PAMPs in the
cytoplasm [27,28]. In humans, there are 22 members in the NLR family, categorized into
4 subfamilies based on N-terminal domains: NLRA, with a domain formed by acidic
transactivation; NLRB, accompanied by a baculoviral inhibitory repeat (BIR) domain;
NLRC, containing a caspase-recruitment and activation domain (CARD); and NLRP, a
pyrin-containing domain (PYD). In addition to that, NLRs have an intermediary NACHT,
NOD, or NBS domain and a C-terminal leucine-rich repeat (LRR) domain [29,30].

Currently, the NLR family members, including NLRP1, NLRP3, and NLRC4, are best
described as assembled inflammasome components, as well as AIM2 and pyrin [30]. In 2002,
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Martinon and colleagues showed that the inflammasomes are responsible for activating the
protease caspase-1 [31]. Once activated, this protein cleaves zymogen forms of IL-13 and
IL-18 into their active form [32]. In addition to activating these potent pro-inflammatory
cytokines, caspase-1 is also capable of inducing pyroptotic cell death [33]. The connection
between NLRs and caspase-1 occurs through the adaptor protein ASC (apoptosis-associated
speck-like protein, containing a CARD), which contains an N-terminal PYD domain and
a C-terminal CARD domain [34]. Studies have demonstrated that the absence of ASC in
mice alters the maturation and release of IL-13 and IL-18 [35-37]. Therefore, ASC has an
important role in the inflammasome function [37].

The canonical pathway of NLRP3 inflammasome activation and the consequent re-
lease of IL-1f3 and IL-18 is a process tightly controlled by two signals. The first involves
TLR stimulation, which results in the transcriptional upregulation of genes encoding the
inflammasome components, pro-IL-1f and pro-IL-18, via nuclear factor kappa B (NF«kB)
activity. The second signal, needed for activating caspase-1, is provided by microparticles,
such as ATP, via the P2X7 receptor, reactive oxygen species, K* efflux through ion channels,
and cathepsin B activation [38,39].

In turn, the non-canonical pathway occurs through direct binding of LPS with caspase-
11 (in mice) and caspase-4/5 (in humans), without TLR activation [40]. Then, active
caspase-11 will cleave the IL-1(3 and IL-18 cytokines. Caspase-11 is also involved in the
pyroptotic cell death [41].

The inflammasome-mediated cytokines can lead to an inflammatory microenvironment
in obesity that contributes to NASH establishment and may support liver cancer development.

3. IL-1p and IL-18 in Liver Cancer Progression

Inflammation has a dual effect in the cancer context, which can harm or benefit the
tumor. Acute inflammation can trigger an anti-cancer immune response [42]. Chronic
inflammation, on the other hand, can cope with augmented levels of cell growth and
pro-angiogenic factors and with changes in the extracellular matrix that facilitate metastasis
and DNA damage, thus contributing to an increase in cells with genetic alterations [43]. In
the liver, IL-1f3 leads to, among other consequences, the release of IL-6 and TNF-« [44]. The
increase in IL-6 levels is related to a worse prognosis in HCC patients [45]. In turn, IL-18
may influence the recruitment of T and NK cells [46].

There is a dysregulation in the NLRP3 inflammasome components in HCC depending
on the stage of hepatocarcinogenesis [24]. Wei and others showed that during the develop-
ment of HCC, the NLRP3 components are dysregulated depending on the disease stage,
while in the inflammatory hepatic setting it copes with IL-13 and NLRP3 upregulation, and
malignantly transformed liver cancer is downregulated [24]. IL-1§3 binds to interleukin-1
receptor type I (IL-1RI) and, after a series of cascades, activates NF-«B, which in turn is
related to proliferation [47] and inflammation [48]. IL-1(3 can also promote the expres-
sion of the oncoprotein Gankyrin, which plays a critical role in HCC development and
metastasis [49].

In 2019, Zong and colleagues demonstrated that M1 macrophages induced the expres-
sion of the programmed death ligand 1 (PD-L1) in HCC cells through IL-13, supporting the
pro-tumor role of M1 macrophages and IL-1{3 [50]. Corroborating with this study, another
group recently showed that IL-13 induced PD-L1 expression in HCC, a phenomenon that
contributes to tumor immune resistance in HCC [51]. Polymorphisms in the IL-1 family
genes were described in HCC patients, which suggests that IL-1p contributes to HCC
susceptibility and plays an important role in the progression of this neoplasm [52].

Another inflammasome-mediated cytokine, IL-18, is also involved in liver cancer
occurrence. This cytokine is upregulated in HCV patients, an important risk factor for HCC.
The studies showed that the IL-18 receptor (rhIL-18) is expressed in both HCC patients and
cell lines [53]. The activation of this receptor was capable of increasing NF-«kB activation
and anti-apoptotic molecule expression, including Bcl-xL and xIAP [53]. Therefore, the
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expression of rhIL-18 and an antiapoptotic mechanism involving NF-kB activation in
HCC cells may be related to poor prognosis in HCC patients [53]. Corroborating with
these findings, a 2020 study indicated that IL-18 single nucleotide gene polymorphism
could be a marker for HCC in patients with HCV-related cirrhosis [54], and IL-18 gene
polymorphisms could be used as a potential non-invasive diagnostic tool for HCC patients
at early stages [55], which is supported by recent findings that IL-18 high levels are found
in HCC patients with poor prognosis [56].

In contrast, studies have also demonstrated a dual function of IL-18 in tumor progres-
sion. IL-18 can regulate Th17 cells in vitro and in vivo in the HCC model [57]. Th17 cells
can both worsen prognosis [58,59] and affect antitumor cytotoxicity by CD8" T-cells [59,60].
In human hepatocytes, it was demonstrated in vitro that IL-18 inhibited HBV replication
but also promoted HepG2 cell metastasis and migration [59]. Taking these results, the IL-1/3
and IL-18 effects on HCC are demonstrated in Figure 1.
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Figure 1. Inflammasomes-mediated cytokines IL-13 and IL-18 in liver cancer progression. In
the liver, IL-1f leads to the release of IL-6 and TNF-«, cytokines related to a worse prognosis in
hepatocellular carcinoma (HCC). IL-1$3 binds to interleukin-1 receptor type I (IL-1RI) and, after a series
of cascades, activates nuclear factor kappa B (NF-«B), which in turn is related to proliferation and
inflammation. IL-13 is also capable of promoting the expression of an oncoprotein, Gankyrin, which
plays a critical role in HCC development and metastasis. M1 macrophages induce the expression of
programmed death ligand 1 (PD-L1) in HCC cells through IL-1j3, supporting the pro-tumor role of
M1 macrophages and IL-1§3. IL-18 receptor (rIL-18) is capable of increasing NF-«B activation and
anti-apoptotic molecule expression, including Bcl-xL and xIAP. IL-18 can also regulate Th17 cells,
which can both worsen prognosis or affect antitumor cytotoxicity by CD8* T-cells. Finally, IL-18
could inhibit HBV replication but could also promote hepatocyte cell metastasis and migration.

4. Obesity Chronic Inflammation as a Key in Liver Disorder

Obesity prevalence has been peaking at alarming rates [61], affecting more than
600 million adults worldwide [62]. The definition and classification of obesity are con-
troversial; individuals presenting a body mass index (BMI) as 30 kg/m? or higher are
considered obese [63]. The occurrence of obesity epidemics is associated with an environ-
ment that promotes excessive food intake and insufficient levels of physical activity [64].
Social, economic, and behavioral aspects also contribute to the establishment and perpet-
uation of the obese phenotype [65]. As a consequence of the peaking rates related to the
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obesity-associated metabolic syndrome, liver disorders caused by this derangement show
climbing statistics [66].

During obesity, liver fat accumulation occurs as a consequence of imbalanced fatty
acid (FA) uptake and disposal. Insulin resistance (IR) in AT increases lipolysis and the
release of these lipids, which are stored in the hepatic tissue [67]. This process is related to
the establishment of NAFLD and its progressed inflammatory form called NASH, currently
known as the most common chronic liver disorder [68]. Therefore, NAFLD has been
referred to as the metabolic syndrome manifestation in the liver, with IR being an important
trigger for the development of these conditions [69,70].

Inflammasome component dysregulation can be related to both obesity [71,72] and
NASH [23,73], which in turn may be associated with liver cancer progression. Released
DAMPs and PAMPs from these metabolic disorders, such as uric acid, cholesterol, and
LDL (low-density lipoprotein), can activate RRPs and initiate an inflammatory response
from the trigger of the assembly of inflammasomes, resulting in the production of IL-13
and IL-18 [71]. This low-grade chronic inflammation contributes to NASH and HCC
progression. It was already reported that, in response to AT inflammation, adipocytes
upregulate IL-13 expression and that IL-13 may mediate IR in liver-derived cells [74]. Nov
and colleagues showed that high-fat-fed (HFF) mice had an increase in IL-1§3 specifically in
portal veins compared to systemic blood [75]. They also demonstrated that the absence of
IL-1p3 in HFF mice exhibited no increase in the adipose expression of the pro-inflammatory
genes (including macrophage M1 markers), while in wild-type HFF mice the expression of
these genes was increased [75]. IL-13 supports ectopic fat accumulation in hepatocytes and
AT macrophages, contributing to impaired fat-liver crosstalk in nutritional obesity [75].
IL-18 has also been associated with obesity, and it may contribute to the liver disease
development associated with IR [76].

Free fatty acids (FFAs) secreted by hypertrophic adipocytes influence the polarization
status of the macrophages. The activation of these immune cells interferes in the progres-
sion of metabolic dysfunction in obese individuals. AT macrophages respond to obesity
and dietary stimuli by inducing inflammatory processes that are associated with disease
progression locally and in the liver. In addition, Kupffer cells are known to play roles in
lipid metabolism and macrophage activation [77]. Furthermore, other immune cells are
influenced by the obese phenotype. Bijnen and colleagues showed that visceral adipose
tissue obtained from obese mice displayed enhanced expression of neutrophil chemotaxis
genes. In addition, they presented that neutrophil marker genes were elevated in the
hepatic tissue derived from these animals. This elegant study pictured the neutrophils as
possible players in the progression of the hepatic pathologies associated with obesity [78].
In a murine model-based study, Grohmann and others showed that obesity induces hepatic
STAT-1 signaling and that this signal transduction is key to T cell infiltration within hepatic
tissue [79]. It has also been shown that aggregates of these lymphoid cells impact the
progression of NASH by the successive induction of hepatic inflammation, triggering a
tissue damage and repair cycle [66]. All these immune cell recruitment processes contribute
to a chronic inflammatory state and liver disorder.

5. Obesity-Associated NASH IL-13 and IL-18 in Liver Cancer Progression

NASH is a damaging condition associated with advanced liver disease [80]; it is as-
sociated with necroinflammation and hepatocyte injury in the steatotic liver [68]. This
hepatic pathology displays histological characteristics similar to alcoholic hepatitis, with
exacerbated fat deposition and storage in the liver parenchymal cells, features that promote
inflammation and necrosis in the liver tissue [81]. These features place NASH as a predis-
posing condition for developing end-stage liver disease and cardiovascular disorders [67].
NASH patients are known to have increased saturated fat intake and low polyunsaturated
fat consumption [68].

Dysbiotic gut signals and deranged visceral AT impact tissue and system inflammatory
status [82] trigger disruptions that lead to organ fibrosis. Liver fibrosis is generated by
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the deposition of an extracellular matrix by hepatic stellate cells (HSCs), hepatocytes,
and immune cells [83,84], influenced by alterations in miRNAs, systemic cytokines and
adipokines, and microenvironmental interactions in the liver [83,85-89]. As fibrotic lesions
progress within a hepatocellular damage scenario, the regenerating cells become trapped in
dense bands of scar tissue, leading to the formation of hepatic nodules [90]. The common
consequences of liver fibrosis occurrence are cirrhosis and HCC.

Cytokines, chemokines, and eicosanoids support persistent immune cell infiltration
and hepatocellular damage. Chronic inflammatory responses in the hepatic tissue cope
with liver structure and function deterioration as this induces hepatocyte cell death [91]
and disrupts proper tissue repair. Research has shown that active NLRP3 inflammasome
induces inflammation and NASH development [92]. Csak and colleagues demonstrated
that palmitic acid stimuli induced apoptosis and danger signals in hepatocytes, which
thus stimulate the Kupffer cells’” inflammasome [93]. In addition, increasing data indicate
that the NLRP3 inflammasome is stimulated by lipotoxicity and contributes to NASH
development in mice [22]. Augmented levels of the inflammasome-derived IL-1f3 are
very relevant for the worsening of the inflammatory status during NASH onset, as shown
by murine model experiments [94]. IL-1 activates HSCs, resulting in the progression
from liver injury to fibrogenesis [95]. In addition, in a hypoxic microenvironment, IL-13
modulates via macrophages and the IL-13 /HIF-1/COX2 axis, supporting the transition
of the epithelial-mesenchymal transition in HCC cells [96].

Studies with IL-18 are controversial. Yamanishi and colleagues showed that IL-18
knockout mice developed dyslipidemia resulting in NASH [97]. The intravenous admin-
istration of IL-18 significantly improved dyslipidemia, inhibited body weight gain, and
prevented the onset of NASH in these mice [97]. On the other hand, a recent study demon-
strated that IL-18 receptor knockout mice were protected from early liver damage and that
IL-18 signaling is pivotal for the initiation of liver injury in murine NASH. In humans, IL-18
was elevated in the serum of NASH patients [98] and in obese children with advanced liver
steatosis [99]. However, another study showed an absence of alterations in the circulating
IL-18 levels of male subjects with NAFLD [100].

Another important participant in the liver disease progression to NASH that may be
involved in liver cancer is the microbiome composition [101,102]. The gut microbiota is a di-
verse microbial community that dwells in the gastrointestinal tract (GIT). It is composed of
bacteria, archaea, viruses, and eukaryotic microbes and can influence mucosal and system
immunity through the secretion of immunomodulatory components [103]. The imbalance
in the variety of species and metabolites secreted, called dysbiosis, disturbs gastrointesti-
nal homeostasis. The intestine and liver are organs placed close to each other; many
gut-associated molecules and gut bacteria factors impact strongly on hepatic disease. Alter-
ations of gut microbiome homeostasis are known to occur in obese individuals, whose diet
directly influences the intestinal microbiota by changing the microbiome gene expression
profile and altering the relative abundance of specific microbes [104]. Intestinal dysbiosis is
expected to influence NASH progression in affected individuals once patients with NASH
display enhanced intestinal permeability [105], aberrant overgrowth of intestinal bacte-
ria [106], and higher endotoxin LPS levels in portal blood [107]. NLRP6 inflammasome is
found in intestinal epithelial cells and plays an important role in intestinal homeostasis
and mucus secretion regulation in the intestinal goblet [23]. Dysregulation in NLRP3 and
NLRP6 inflammasomes, and consequently in IL-1 3 and IL-18, can lead to NASH, which
enables gut dysbiosis occurrence and portal circulation homeostasis disruption [16].

All these factors contribute to the occurrence of chronic liver inflammation and in-
jurious stimuli driven by mediators secreted by liver-residing immune cells, such as
macrophages and liver-specific Kupffer cells (KCs) [108]. Furthermore, this inflamma-
tory environment supported by obesity, dysbiosis, and NASH promotes an increase in cells
with genetic alterations, creating a pro-tumorigenic microenvironment that supports HCC
development (Figure 2) [109].
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Figure 2. Impact of IL-1p and IL-18 from obesity, dysbiosis, and non-alcoholic steatohepatitis
(NASH) in hepatocellular carcinoma (HCC) progression. Insulin resistance (IR) from obesity in-
creases lipolysis, which leads to liver lipid storage and contributes to NASH establishment. LDL
(low-density lipoprotein) and cholesterol from obesity can activate NLRP3 inflammasome, contribut-
ing to NASH development and resulting in IL-1§ release. IL-18 is also released in the obesity state.
Dysbiosis is known to occur in obese individuals with dysregulation in NLRP6 inflammasome and
consequent IL-1f3 and IL-18 releasing. IL-13 can modulate hepatic stellate cells (HSCs), resulting in
the progression from liver injury to fibrogenesis, which contributes to HCC development and sup-
ports epithelial-mesenchymal transition in HCC cells through IL-1p /HIF-10c/COX2 axis in hypoxic
conditions. In turn, the role of IL-18 in NASH, and consequently in HCC progression, is controversial
in the literature (the symbol “?” indicates the uncertain role of IL-18 in HCC progression). This in-
flammatory environment supported by IL-1 and IL-18 from obesity, dysbiosis, and NASH promotes
an increase in cells with genetic alterations, creating a pro-tumorigenic microenvironment that may
induce HCC development.

6. Modulating IL-1f3 and IL-18 as a Therapeutic Target in HCC

Treatment for HCC depends on the disease’s stage. In the early phases, surgery,
ablation, or radiofrequency is generally recommended [110]. In the intermediate stage,
transarterial chemoembolization (TACE) [111] or locoregional or systemic therapy [112]
is suggested. Systemic therapies are also applied for managing advanced disease stages,
such as tyrosine kinase inhibitors (ex., sorafenib), ICIs, such as atezolizumab (anti-PDL1),
and other monoclonal antibodies, including bevacizumab, which blocks the endothelial
growth factor (anti-VEGF) [1]. The combination of two or more drugs can increase the
therapy effectiveness. Despite this variety, the treatments rarely completely remove the
tumor, especially in later stages of the malignancy [113].

HCC initiation and progression is deeply linked with changes in the hepatic microen-
vironment, with cytokines playing key roles [114]. Due to high resistance to chemotherapy
and the loss of response to the current immunotherapy presented by this cancer, there is
a multitude of new immunotherapies in development with varying degrees of success.
One particularly important consideration when administering this kind of therapy is the
adequate patient selection, as this modality of treatment is often very expensive and has
severe potential hazards for the subjects.
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Cancer treatments have been interposed by numerous practical issues, such as low
intratumoral concentration, high toxicity, and immune checkpoint induction [115]. An-
other difficulty, specifically with regard to HCC, is its complex microenvironment—which
changes not only with disease progression but also with disease background [114], and
such differences dictate the success of the therapy [116]. Concerning cytokine therapy in
HCC, the only one clinically approved with somewhat frequent use is interferon (IFN) for
HCC in patients with a hepatitis background—which is not a standard of care even with
this clinical background [116].

Promising cytokine immunotherapies currently under investigation are pegylated
INF [117], INF-p [118], IL-2 in adenoviral vector [119], IL-6 [120], IL-7 [121], TNF-« [122],
and TGF-beta [123]. In addition, intracellular biosignaling pathways related to cytokines
are also a promising approach [124].

Pre-clinical evidence suggests that IL-13 induces PD-1L expression in malignant
cells [51], which is an immunological escape strategy, and promotes metastization, as well
as high levels of serum IL-1(3, which correlates with poor patient prognosis. The inhibition
of NLRP3 inflammasome both reduces IL-13 and malignant cell growth, migration, and
invasion and induces apoptosis [125]. Thereby, inhibiting IL-13 may be investigated as
a potential HCC therapy. On the other hand, inhibiting IL-18 seems to be dual. A study
showed that the inhibition of IL-18 through TLR2 alleviated mouse HCC progression,
whereas deletion of the IL-18 receptor enhanced tumor growth once the IL-18 had tumor-
suppressive effects by promoting tumor-infiltration T cells [57].

According to these studies, modulating IL-1p and IL-18 seems promising (Figure 3).
Overall, the future of HCC treatment modulating IL-1§3 and IL-18 should take into account
the different backgrounds and a deep understanding of tumor biology and its interplay
with the microenvironment integrated in a personalized medicine approach. For this,
additional studies exploring different models and backgrounds are necessary. Moreover,
further investigating the impact of IL-18 in the HCC context is needed to better understand
the role of inflammasome-mediated cytokines in HCC initiation and progression.
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Figure 3. Inhibition of IL-1f3 and IL-18 and its consequences in hepatocellular carcinoma (HCC)
growth. Inhibition of IL-1f3 results in the inhibition of pathways affected by this cytokine, such as
nuclear factor kappa B (NF-«B), which possibly results in the inhibition of tumor growth. Inhibition
of IL-18 appears to have dual consequences, either reducing HCC growth or favoring poor prognosis
by impairing tumor-infiltration T CD8" cells.
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7. Concluding Remarks

HCC is an aggressive cancer that can be triggered by many different risk factors,
including NASH and obesity. The understanding of the connection of these disorders
to liver cancer remains poorly understood. However, once inflammasome dysregulation
is associated with NASH, obesity, and HCC, the cytokines released by them could be a
possible link between obesity-associated NASH and HCC development. IL-1§3 is capable
of influencing many consequences in obesity-associated NASH patients that can lead
to HCC development, as shown herein. However, IL-18 can also modulate the liver
microenvironment, displaying a dual role in HCC. Considering the importance of IL-
13 and IL-18 in obesity-associated NASH and, consequently, in HCC progression, their
therapeutic exploration appears to be promising for the management of this lethal cancer.
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